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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hydrolasen in der organischen Synthese

Die Entwicklungen auf pharmazeutischem und pflanzenschutztechnischem Gebiet haben in
den letzten Jahrzehnten zu einer Fiille neuer Wirkstoffe auf dem Markt gefiihrt. So wurden
allein 1999 in den USA 35 neue Wirkstoffe zugelassen (Abbildung 1). Einen immer gréferen
Anteil nehmen Préparationen mit enantiomerenreinen, chiralen Wirkstoffen ein. Mit einem
weltweiten Umsatz von 115 Mrd. USS$ erreichte 1999 der Markt fiir enantiomerenreine Phar-
mazeutika einen Anteil von 32 % der gesamten Arzneimittelverkdufe (Weltmarkt 1999: 360
Mrd. US$) (Stinson, 2000). Unter den 100 Wirkstoffen mit den hochsten Umsatzzahlen wur-
den 1997 sogar 50 zu den Single-Enantiomer-Substanzen gezédhlt, mit denen auch innerhalb

dieser Gruppe der ,,Top 100* iiber 50 % der Umsétze erreicht wurden (Stinson, 1998).

140+ 131
B Neuzugelassene
- Medikamente (NDA)

120+
@ Neuzugelassene Wirkstoffe|
(NME)

100+ 90

82

80

60

40

20+

1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999

Abbildung 1: Zulassungszahlen fiir neue Medikamente (New Drug Application, NDA) und neue Wirkstof-
fe (New Molecular Entities) in den Vereinigten Staaten. Quelle: Center for Drug Evaluation and Research

(CDER) der U.S. Food and Drug Administration (FDA), Jahresbericht 1999.

Durch ein immer tiefer gehendes Verstindnis von Struktur und Wirkung (Rational Drug De-
sign) und die weiter verbesserten Moglichkeiten, eine Vielzahl von Substanzen innerhalb kiir-

zester Zeit auf eine potentielle Wirksamkeit zu testen (Hochdurchsatz-Screening) nimmt auch
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die Zahl neuer Leitstrukturen immer weiter zu. In der Folge dieser Entwicklung werden auch
groBBere Anspriiche an die Moglichkeiten der Synthesechemie gestellt, die fiir Varianten dieser
Leitstrukturen, aber auch in folgenden Schritten, einen moglichst gilinstigen Darstellungsweg
bereitstellen muB.

Daher ist auch die immer gréfer werdende Bandbreite von Methoden versténdlich, die die
organische Synthese nutzt. Eine Vielzahl der interessierenden Synthesen bendtigt Reaktions-
fiihrungen, die eindeutige Priaferenzen in bezug auf Regio-, Chemo- und Stereospezifitit zei-
gen. Neben einer grolen Zahl neuer Katalysatoren aus der organischen Chemie zeigt sich

gerade hier der Vorteil im Einsatz von Enzymen.

Biokatalysatoren spielen in der organischen Synthese eine immer gréfere Rolle (Liese ef al.,
2000). Gegeniiber klassischen organischen Syntheseverfahren, die meist entweder die Ver-
wendung hochreaktiver Reagenzien oder energetisch sehr aufwendige Rahmenbedingungen
wie hohe Temperaturen bzw. Driicke erfordern, bieten sich durch die Nutzbarmachung von
Biokatalysatoren hdufig Vorteile. Enzyme sind im wesentlichen ungefdhrlich und arbeiten
hdufig unter milden Reaktionsbedingungen. Ein weiterer Vorteil, zu mindestens bei Biokata-
lysatoren aus mikrobiellen Quellen und bei Enzymen, die sich rekombinant in mikrobiellen
Expressionsystemen herstellen lassen, ist die mogliche fortlaufende Produktion aus nach-

wachsenden Rohstoffen.

Einen deutlichen Anteil der in der Synthese von Feinchemikalien verwendeten Enzyme ma-
chen Serin-Hydrolasen und hier insbesondere Lipasen aus (Bornscheuer und Kazlauskas,
1999; Faber, 1999; Schmid und Verger, 1998). Entscheidend ist dabei, dass diese Enzyme
cofaktorunabhédngig arbeiten. Ein aufwendiges und kostenintensives Regenerieren entfallt
somit. Ein weiterer Aspekt ist die hohe Lagerstabilitit dieser Biokatalysatoren, ein Grund
weshalb, bereits eine grole Anzahl von Enzymen dieser Klasse kommerziell erhéltlich ist. Bei
Lipasen hat man des weiteren hiufig eine hohe Toleranz gegeniiber organischen Losungsmit-
teln festgestellt. Sind Substrate in wéBrigen Losungen nicht oder nur schlecht l6slich, wird
eine Umsetzung durch den Einsatz organischer Solventien hiufig erst moglich. Entscheidend
fiir die rasche Verbreitung die Hydrolasen in der organischen Synthese erfahren haben, ist
allerdings sicher die Tatsache, dass Enzyme dieser Klasse schon lange in groflen Mengen in
der Nahrungs- und Waschmittelindustrie eingesetzt wurden. Dies machte sie einfach und bil-

lig verfiigbar.
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Eine Reihe chiraler Zwischenstufen werden inzwischen auf biokatalytischem Wege darge-

stellt (Liese et al., 2000).

Tabelle 1: Industrielle Verwendung von Biokatalysatoren zur Darstellung optisch reiner Synthone (Liese

et al., 2000).

PRODUKT

VERWENDUNG
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ENzYyM

HERSTELLER

0]

@Cf g

D- und L- Pantolactone

I
(@)
wn T
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T

(+)- und (-)- Enantiomer

R' = p-Me, p-Cl, m-MeO
R%= Me, H
daneben andere chirale Amine

OH

Ibup ofen

(o)

Ly e
MeO

HO™

)
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xol) Darstellung
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sa (CRL)

Lipase aus Serratia ma-
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Neben diesen Beispielen, die zeigen, in wie weit bereits Enzyme Eingang in die industrielle
Synthese von Feinchemikalien gefunden haben, wurden eine ganze Reihe von synthetisch
niitzlichen Umsetzungen untersucht. Auch wenn sich hédufig der Einsatz in der industriellen
Fertigung (noch) nicht lohnt, kann es hdufig fiir Synthesen im Labormasstab sinnvoll sein,
sich auch liber Mdglichkeiten enzymatischer Versuchsdurchfithrungen zu informieren. Einen
Uberblick iiber bereits etablierte Verfahren der Biotransformation mit Hydrolasen ermogli-

chen Bornscheuer und Kazlauskas (Bornscheuer und Kazlauskas, 1999).

1.2 Vorkommen von Serin-Hydrolasen

Zur Klasse der Hydrolasen (E.C. 3.x.x.x) gehdren auch die Lipasen (E.C. 3.1.1.3) und Car-
boxylesterasen (E.C. 3.1.1.1), die Serin Proteasen (E.C. 3.4.16, 21), sowie Amidasen (E.C.
3.5.1.x) und Hydantoinasen (E.C. 3.5.2.).

Lipasen kommen sowohl in Mikroorganismen, in Pflanzen als auch in Sdugetieren vor. lhre
wesentliche Funktion besteht im ErschlieBen von Energiequellen, d. h. im Fettmetabolismus,
in der Lipidmodifikation sowie im Lipoprotein-Stoffwechsel (Jaeger, 1994). So findet man
eine Reihe von Lipasen im Verdauungstrakt von Sdugetieren.

Esterasen lassen sich aus den gleichen Quellen isolieren. Thre physiologische Rolle ist nicht so
weitgehend untersucht wie die von Lipasen. Allerdings tragen sie ebenfalls durch Esterhy-
drolyse zum Zugang zu Nihrstoffen bei. Dies kann zum Beispiel durch Offnung von Lacto-
nen geschehen (Khalameyzer und Bornscheuer, 1999), die als Metaboliten durch Oxidation
von Cycloalkanen und -alkanonen entstehen. Daneben scheinen einige Esterasen zum Abbau
von Toxinen beizutragen (Blackman ef al., 1995; Wie et al., 1996).

Zu den Serin-Proteasen gehdren Subtilisine und Chymotripsin. Proteasen mit anderen kataly-
tischen Mechanismen werden in Cystein-Proteasen (Papain), Metallo-Proteasen (Thermoly-
sin, Aminopeptidase, Acylase) und Aspartat-Proteasen unterteilt. Auch Proteasen werden so-
wohl in Mikroorganismen (z.B. Subtilisine in Bacillus), Pflanzen (Papain aus Papaya) und
Sdugetieren bzw. anderen hoheren Organismen gefunden. Als Proteinabbauende Enzyme
werden sie in erster Linie in der Waschmittelindustrie eingesetzt. In der Biotransformation
konnen sie zur Umsetzung von a-Aminosdureestern, Carboxylestern und Zuckerestern sowie

zur Synthese von Oligopeptiden eingesetzt werden.
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1.3 Strukturelle und mechanistische Eigenschaften von Se-

rin-Hydrolasen

Die meisten Serin-Hydrolasen zeigen eine strukturelle Gemeinsamkeit: Die zentrale katalyti-
sche Doméne weist eine charakteristische Topologie auf, die als a/f3 hydrolase fold (Ollis et
al., 1992) bezeichnet wird. Gebildet wird dieses Strukturelement von acht [3-Faltblittern, die
iiber a-Helices miteinander verbunden sind (Abbildung 2). Zwar erlaubt diese Struktur eine
gewisse Variabilitdt, so besitzt z. B. die Acetylcholinesterase zwischen den [3-Strands 5 und 6
zwei weitere und zwischen den Faltblattstrukturen 6 und 7 drei weitere a-helicale Strukturen,
jedoch bleibt die zentrale Topologie erhalten. Die zusitzlichen Helices spielen hédufig eine

Rolle bei der Bindung des Substrates.

Abbildung 2: Schematische Darstellung des a/f3 hydrolase fold.

B-Faltblatter (1-8) sind als blaue Pfeile wiedergegeben, a-Helices als rote Séaulen (bezeichnet mit A-F). Die
relativen Positionen der in Serin-Hydrolasen katalytisch aktiven Aminoséuren sind durch orange Punkte darge-

stellt (Ollis et al., 1992).

Das katalytische Zentrum von Ester-Hydrolasen wird von drei Aminosduren gebildet
(katalytische Triade): Einem Serin, einem Histidin und einer Aminosdure mit als
Protonenakzeptor dienendem Carboxylatrest meist Aspartat, seltener Glutamat. Auch die
relative  Position dieser katalytisch aktiven Aminosduren zu den zentralen
Sekundérstrukturelementen ist vorgegeben. So befindet sich das aktive Serin zwischen [3-
Strand 5 und der a-Helix B, die aktive Sdurefunktion (Aspartat) zwischen 7 und E und das

aktive Histidin zwischen 8 und F.
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Der katalytische Mechanismus (Carter und Wells, 1988) ist in Abbildung 3 skizziert: Das
Histidin abstrahiert vom Serin ein Proton, dadurch steigt die Nukleophilie des Serinrests.
Dieser kann nun an den Carbonylkohlenstoff eines Substratesters angreifen, der bereits in der
Bindungstasche liber Van-der-Waals Wechselwirkungen gebunden ist. Es bildet sich eine
tetrahedrale Ubergangsstufe, aus der sich im zweiten Schritt durch Austritt eines Alkoholats
ein Acyl-Enzymkomplex bilden kann. Dieser wird nun durch einen Hydrolyseschritt,
wiederum iiber eine tetrahedrale Stufe, in die Carbonsdure und das wieder freie Enzym

gespalten.
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Abbildung 3: Hydrolyse eines Esters, katalysiert durch eine Serin-Hydrolase.
Das Substrat wurde rot, die Aminoséduren des Oxyanion-hole blau hervorgehoben, die Bezifferung der kataly-
tisch aktiven Reste entspricht der Lipase aus Candida rugosa (CRL). Greift im dritten Katalyseschritt statt Was-

ser ein Alkohol nukleophil an, kommt es zu einer Umesterung. Hydrolasen kdnnen auch die Umkehrreaktion, die

Veresterung einer Carbonséure, katalysieren.

Wei et al. konnten anhand der Strukturaufkldrung einer Esterase aus Streptomyces lividans
nachweisen, dass der Akzeptor des Histidinprotons nicht unbedingt eine Aminosiure mit sau-
rer Funktionalitét sein muss (Wei et al., 1995). In dieser Esterase, und mutmaBlich auch in der
sequenzhomologen Esterase aus Streptomyces diastatochromogenes, iibernimmt ein neutrales

Carbonylsauerstoffatom aus dem Grundgeriist diese Aufgabe.
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Einen wichtigen Beitrag zur Stabilisierung der tetrahedralen Ubergangszustinde tragen zwei
Aminoséuren bei, die {iber Wasserstoftbriicken den partiell negativ geladenen Sauerstoff der
Carboxylgruppe des Substratesters fixieren. Diese Wasserstoffbriicken gehen von den
Amidprotonen zweier Aminosduren aus, von denen eine sich in Nachbarschaft zum aktiven
Serin und die andere sich auf einer, der katalytischen Triade gegeniiberliegenden, Schleife des
Enzyms befindet. Es handelt sich dabei meist um Glycin bzw. Alanin, d.h. Aminoséuren mit
sterisch wenig anspruchsvollen Seitenketten. Die von diesen Resten ausgebildete Strukturein-
heit wird als Oxyanion-hole bezeichnet.

Ein wichtiger struktureller Unterschied zwischen Lipasen und Esterasen, der auch zu unter-
schiedlichen katalytischen Eigenschaften fiihrt, ist ein bei Lipasen vorhandenes Element aus
a-Helices, das in der freien, nicht aktiven Form den Zugang zur Substratbindungsstelle blok-
kiert. Dieser Lid genannte Deckel wird durch eine Konformationsédnderung der Lipase an der
Grenzflidche zu einer hydrophoben Substanz gedftnet. Dies fiihrt dazu, dass Lipasen in erster
Linie schlecht wasserlosliche Substrate umsetzen. Auch ist hdufig eine kritische Substratkon-
zentration notwendig, um die Lipase an der entstehenden Grenzfliche zu aktivieren. Dabei
wird durch die Konformationsdnderung an einer Grenzflache nicht nur der Zugang zum akti-
ven Zentrum gedffnet, es bildet sich auch erst durch diese Offnung die fiir die enzymatische
Aktivitdt entscheidende korrekte Orientierung der Oxyanionbindungstasche aus.

Esterasen fehlt dieses Strukturelement. Dies ist neben anderen Eigenschaften, wie der Be-
schaffenheit der Substratbindungsstelle, ein Grund, weshalb Esterasen auch kurzkettige Ester,
die eine hohere Wasserloslichkeit aufweisen, umsetzen konnen.

Die Einteilung in die beiden Klassen der Lipasen und Esterasen erfolgt demnach in erster Li-
nie nach dem Substratspektrum, nach dem Auftreten von einer Grenzflichenaktivierung und,
sofern vorhanden, durch Strukturaufklarung und dem Vorhandensein, oder eben Fehlen, einer
Lid-dhnlichen Struktur. Dabei ist der Ubergang zwischen den Grenzfillen einer typischen
Lipase und dem Prototyp einer Esterase flieBend. So zeigt die Lipase B aus C. antarctica in
ithrer Struktur (Uppenberg ef al., 1994) nur ein verkiirztes Lid-Strukturelement, was sich auch
auf die enzymatischen Eigenschaften auswirkt. So zeigt sie, wie die Lipasen aus Chromobac-
ter viscosum und Pseudomonas aeroguinosa, keine Grenzflichenaktivierung (Ransac et al.,

1996; Verger, 1997).
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1.4 Enantioselektivitat

Ein Vorteil beim Einsatz von Enzymen ist ihre héufig zu beobachtende Eigenschaft, zwischen
den Enantiomeren einer chiralen Verbindung unterscheiden zu kdnnen. Enzyme bestehen aus
chiralen, homostereotopen Bausteinen, den Aminosduren. Ein Substrat, das in der Bindungs-
tasche eines Enzyms gebunden ist, befindet sich also in einer homochiralen Umgebung. Be-
trachtet man nun die Stereoisomere einer chiralen Verbindung getrennt, zeigt sich, dass die
energetischen Eigenschaften dieser Substrat-Enzymkomplexe durch die unterschiedlichen
Wechselwirkungen des ,,enantiomerenreinen® Enzyms mit den beiden enantiomerenreinen
Substraten, unterschiedlich sein kénnen. Der Unterschied in der freien Aktivierungsenergie
(AAG"), die zur Ausbildung dieser beiden Komplexe aufgebracht werden muB, bestimmt den
Grad, in dem das Enzym zwischen den beiden Enantiomeren unterscheidet.

Um Enzymreaktionen nach der Ausprigung dieser Stereopréiferenz charakterisieren zu kon-
nen, wurde der Begriff der Enantioselektivitit E eingefiihrt. E wird allerdings nicht iiber
thermodynamische, sondern {iber die kinetischen Grofen der Umsetzungsgeschwindigkeiten
vi und v, der beiden Enantiomere E; und E, definiert (Chen et al., 1982; Chen et al., 1987).
Betrachtete man die Umsetzungen der beiden Enantiomere einer racemischen Verbindung
getrennt (Abbildung 4), und wire es moglich, die Reaktionsgeschwindigkeiten (v, und v;) fiir
beide Stereoisomere getrennt zu bestimmen, wiirde das Verhéltnis von v, zu v, ein MaB3 fir

die Enantioselektivitét ergeben.
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0 OH
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w
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Abbildung 4: Irreversible Hydrolyse eines Esters eines sekundéiren Alkohols
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Die kinetischen Eigenschaften vieler Enzyme folgen dem einfachen, von Michaelis und
Menten vorgeschlagenen Modell'. Mit diesem Modell gilt fiir das Verhiltnis der Umset-

zungsgeschwindigkeiten:

v, 1
max, E
b Kyl [£,] |
—= : Gleichung 1
v, V.
2 max,2 [Ez]
KM,z

Mit der maximalen Umsetzungsgeschwindigkeit V., und der Michaelis-Menten-Konstante

K.

Integration liefert die Enantioselektivitét:

Gleichung 2

Da die Bestimmung von V,,,, und K}, getrennt fiir beide Enantiomere in einer Reaktion, in der
beide Stereoisomere kompetitiv vorliegen miissen, nicht moglich ist, entwickelten Chen und
Mitarbeiter (Chen et al., 1982) eine Reihe von Ndherungsformeln, mit denen sich die Enan-
tioselektivitit aus den leichter zugénglichen Werten des Umsatzes und der Enantiomerentiber-
schiisse flir die Reaktionssubstrate (ees) und -produkte (eep) berechnen 146t. So gelten fiir ir-
reversible Reaktionen - wie die Hydrolyse eines Esters in einem wéBrigen Reaktionsmediums

- die folgenden Gleichungen:

£= In1-U(1+ee,))

= Gleichung 3
In1-U(l-ee,))

E= In(1-U)(1+eey))

Gleichung 4
In((1-U)(1-eey))

! Lipasen zeigen allerdings erst bei Uberschreiten der Loslichkeitsgrenze fiir das Substrat eine normale Michae-

lis-Menten Aktivitét.
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(e, (1-cey)
E= (cep *ces) Gleichung 5
In (eep(1+eey))

(ee, +eey)

Fiir nicht reversible Systeme miissen die Formeln entsprechend, unter Einbeziehung der
Gleichgewichtskonstante, angepasst werden.

Die Ndherungsformeln sind bei sehr groen E-Werten nicht mehr hinreichend genau. Im All-
gemeinen werden deshalb E-Werte iiber 150 nicht mehr explizit angegeben. Auch fithren mi-
nimale, durch das verwendete Messverfahren bedingte Abweichungen in den ermittelten En-
antiomereniiberschiissen und Umsitzen, zu deutlichen Anderungen in der berechneten Enan-
tioselektivitit.

Die berechneten Enantioselektivititen kdnnen dazu dienen, den synthetischen Nutzen einer
Reaktion abzuschétzen: Wihrend man ab E-Werten von 20 von einer prinzipiellen Verwend-
barkeit des Verfahrens zur Racematspaltung ausgehen kann, lassen sich sowohl Produkt als
auch Substrat erst bei Enantioselektivitdten iiber 100 in einem Schritt enantiomerenrein dar-
stellen.

Zu beachten ist, dass die Enantioselektivitét sich immer auf ein Gesamtsystem bezieht, in das
simtliche Reaktionsparameter eingehen. Anderungen der Substratstruktur, Reaktionstempe-
ratur und —druck sowie der Eigenschaften des Reaktionsmediums beeinflussen die Stereose-

lektivitit einer Reaktion unter Umstdanden drastisch.

1.5 Moglichkeiten zur Anpassung der Eigenschaften von

Enzymen

Auch bei enzymkatalysierten Reaktionen wird man im Allgemeinen nicht sofort ideale Be-
dingungen fiir eine Umsetzung erzielen. Eine schnelle Suche nach einem geeigneten Bioka-
talysator bedingt, dass man auf Rahmenbedingungen zuriickgreift, die fiir moglichst alle zu
testende Systeme vertrdglich sind. Dies bedingt eine Entfernung vom Optimum fiir das letzt-
endlich gefundene Enzym-Substratpaar.

Zur weiteren Optimierung stehen neben, den aus der organischen Synthese bekannten Mog-
lichkeiten, auch Verfahren aus der Proteinchemie und der Genetik zur Verfiigung (Abbildung

5).
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Umkehrung der Reaktion in
organischen Solventien

OH Nz o Hydrolase, o o Hydrolase, o
org. LM 3 4 Puffer
© —_— @ RS)‘\OH —_— R\)‘\O/R RS)‘\O/R _— RH)‘\OH

+R0H
Tyr Tyr R R R

Chemische Substrat-Engineering

Proteinmodifikation

Q HYDROLASE o Hyt;rrzfgse, o o Hydrolase, o
3 uffer Puffer, LM
—_— 3
- R\H‘\O/R T RH)I\OH R\’)‘\ o R\l)‘\ oH
1 -RPOH 1 ApH, AT
R R 1 1
R _RPOH R

Enzymimmobilisierung Veranderung der
Reaktionsbedingungen

Rationales Proteindesign Gerichtete Evolution

Abbildung 5: Methoden zur Optimierung enzymkatalysierter Reaktionen.

Nach einem ersten Screeningdurchgang, bei dem die zur Verfiigung stehenden Enzyme auf

die Verwendbarkeit in einem bestimmten Syntheseschritt getestet wurden, stellen sich haufig

folgende Probleme ein:

* Es wird kein geeignetes Enzym gefunden

* Die Eigenschaften eines Enzyms, das grundsdtzlich die gewlinschte Reaktion katalysiert,
sind ungeniigend (z. B. zu geringe Enantioselektivitét, Regioselektivitit).

* Ein geeignetes Enzym kann nicht unter den gewiinschten Rahmenbedingungen eingesetzt
werden (Temperatur, Losungsmittelstabilitét).

Wihrend im ersten Fall meist nur die Moglichkeit besteht weitere Enzyme zu testen, kann

man versuchen, Eigenschaften wie die Enantioselektivitit durch Verédnderung der Substratei-

genschaften (Substrat-Engineering) oder der Reaktionsbedingungen giinstig zu beeinflussen.

Gerade bei der Racematspaltung mit hydrolytisch aktiven Enzymen liegt das Interesse meist

nur bei einer der Komponenten. So wird bei der stereospezifischen Hydrolyse eines Carbon-

sdureesters im Allgemeinen nur die Enantiomerentrennung entweder der Séuregruppe oder

aber der Alkoholeinheit gewlinscht. Dies ermdglicht es die andere Funktionalitdt des Substrats

entsprechend zu verdndern, um zu besseren Ergebnissen zu gelangen. So konnten bei der

Umesterung von (R/S)-2-Phenylbuttersdureestern mit 1-Hexanol mit C. antarctica Lipase B
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(CAL B) deutlich bessere Ergebnisse mit dem Vinylester (E > 100) als mit dem entsprechen-
den Ethylester (E = 6,5) erreicht werden (Yang et al., 1999).

Eine Verdnderung der Reaktionsbedingungen 146t einen weiten Spielraum fiir Versuche, Um-
setzungen zu optimieren. So kann eine niedrigere Reaktionstemperatur Enantioselektivititen
meist gilinstig beeinflussen, unter bestimmten Voraussetzungen aber auch verschlechtern
(Faber, 1999; Keinan et al., 1986). Ebenfalls sinnvoll kann der Zusatz von wassermischbaren
Cosolventien (Bjorkling et al., 1986; Guanti et al., 1986) die Umsetzung in einem Zwei-
Phasen-System mit einem nicht wassermischbaren Losungsmittel oder eine Reaktion in einem
organischen Losungsmittel sein. Auch ist nicht nur die Aktivitdt sondern hiufig auch die Ste-
reoselektivitit vom pH-Wert des fiir die Umsetzung verwendeten Puffersystems, oder sogar
vom pH abhidngig, bei dem das Enzym gelagert, bezichungsweise aufgearbeitet wurde
(Klibanov, 1997). Ein bestimmter pH kann aber auch durch die Stabilitit des Substrats vorge-
geben sein (Henke, 1998).

Stellt sich das Problem, dass man mit dem generell brauchbaren Enzym keinen kostengiinsti-
gen Prozess etablieren kann, da bestimmte Reaktionsparameter nicht toleriert werden - durch
geringe Temperatur-, Losungsmittel- oder pH-Stabilitdt - bleibt die Mdglichkeit, direkt Ver-
dnderungen am Enzym oder an der Enzympriparation vorzunehmen.

Hilfreich, um das Enzym an die bendtigten Reaktionsbedingungen anzupassen, konnen che-
mische Modifikationen oder Immobilisierungen auf einem geeigneten Trigermaterial sein.
Des weiteren konnen mittels der immer ausgefeilteren genetischen Methoden das Enzym sel-
ber modifiziert werden. So 148t sich unter Umsténden die Temperaturstabilitét eines Enzyms
durch Entfernen von Disulfidbriicken, d.h. durch Substitution der die Disulfidbriicke bilden-
den Cysteine (Amaki ef al., 1994), erhdhen.

1.6 Neue Enzyme

Im industriellen MaBstab ist die ErschlieBung neuer mikrobieller Quellen fiir Enzyme bereits
etabliert. Die derzeit verfolgte Strategie zu einer erweiterten Ausschopfung der Biodiversitét
geht meist von einer Shot-gun-klonierung aus angereicherter, normalisierter genomischer
DNA aus. Wichtig ist dabei vor allem ein schnelles Verfahren zur Gewinnung der DNA, das
moglichst ohne vorhergehende Kultivierung der in der Probe enthaltenen Organismen aus-

kommt (Miller, 2000).
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Durch anschlieBendes Expressions-Screening mittels geeigneter Assay-Methoden werden
dann Klone, die bestimmte Aktivititen aufweisen, selektiert und durch anschlieBende Se-
quenzierung ndher charakterisiert. Firmen wie Diversa (San Diego, USA) oder ThermoGen
(Chicago, USA) die sich insbesondere darauf spezialisiert haben, Biokatalysatoren aus extre-
mophilen Organismen zu erschlieen, sind heute bereits in der Lage auf Anfrage mehrere
hundert Enzyme einer gewiinschten Aktivititsgruppe (z.B. lipidspaltende Enzyme) zu liefern
(Baumann et al., 2000). Vergleicht man dieses mit den nur etwa 15 Lipasen und Esterasen,
die bisher tatsdchlich routinemissig in der Forschung als niitzliche Biokatalysatoren einge-
setzt werden (Bornscheuer und Kazlauskas, 1999), wird deutlich welches, Potential in dieser

Methodik liegt.

Kontrar zu diesem Ansatz, nimlich neue Enzyme zu gewinnen, die fiir das Problem geeignet
scheinen, steht der Versuch, bekannte Enzyme molekular-genetisch zu verbessern und dem
Problem anzupassen.

Mittels eines rationalen Ansatzes kann, ist das Zielenzym ausreichend in seinen Eigenschaften
und seiner Struktur bekannt, durch Methoden des Molecular Modeling versucht werden, Vor-
aussagen dariiber zu machen, wie der Biokatalysator verdndert werden muf3, damit sich seine
Eigenschaften in die gewlinschte Richtung veridndern.

Die Methode der gerichteten Evolution hingegen besteht im wesentlichen in der Verdanderung
des Enzyms mittels Zufallsmutagenese und einem anschlieBenden Screening dieser zunichst
nur in ihrer Primérstruktur variierten Biokatalysatoren auf in der gewiinschten Richtung ver-

besserte Eigenschaften.

1.7 Gerichtete Evolution und Rationales Design von Enzy-

men

Die Methodik der gerichteten Evolution ist noch relativ jung. Wiahrend schon ldnger mittels
Zufallsmutagenese, zum Teil sehr erfolgreich, versucht wurde, Organismen so zu verdndern,
dass sie in fermentativen Prozessen bessere Ausbeuten an den gewiinschten Metaboliten er-
brachten, wird erst seit Anfang der neunziger Jahre versucht, auf diesem Wege gezielt nur die
Eigenschaften eines einzelnen Enzyms zu verandern.

Wihrend bei den Ansétzen zur Verdnderung ganzer metabolischer Wege in Mikroorganismen
im Allgemeinen auf den Einsatz mutagener Bedingungen, wie dem Zusatz von chemischen

Mutagenen oder die Bestrahlung mit UV-Licht zuriickgegriffen wurde, beruhen die beschrie-
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benen Methoden der Zufallsmutagenese in der gerichteten Evolution meist auf dem Einsatz
von PCR-Techniken. Generell kann man die Methode der gerichteten Evolution als einen
Prozel3 beschreiben, bei dem zunidchst mittels spezieller Techniken zufillige Verdnderungen
in ein Protein eingebracht werden, und anschlieBend ein dem Problem angepalites Screening-
verfahren aus der Vielzahl der Proteinvarianten verbesserte Mutanten erkennbar macht
(Abbildung 6). So sind bei evolutiven Methoden diese beiden Schritte, Etablierung eines zu-
verldssigen Mutationsverfahrens und einer schnellen Technik zum Auffinden positiver Vari-

anten, von besonderer Bedeutung.

Anlegen von

Enzym mit nicht zufriedenstellenden Eigenschaften Enzymbiliotheken

und dafiir codierendes Gen

Zyklen
Zufallsmutagenese

Screening/
Selektion

Abbildung 6: Gerichtete Evolution: Prinzipielle Vorgehensweise

Die ersten Arbeiten in diesem Bereich (Chen und Arnold, 1993; Stemmer, 1994a; Stemmer,
1994b) beruhten auf der Verwendung eines Verfahrens, um mittels PCR-Technik Punktmuta-
tionen in das Ziel-Gen einzubringen. Die als error-prone PCR (epPCR) bekannt gewordene
Technik besteht in der Amplifikation des Gens mittels PCR unter Bedingungen, die zu ver-
mehrtem Austausch von einzelnen Nukleotiden flihrt. Als Methode zunéchst beschrieben von

Leung et al. (Leung et al., 1989) und spater von Cadwell und Joyce (Cadwell, 1992) wurden
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die ersten erfolgreichen Arbeiten, die tatséchlich zu verbesserten Biokatalysatoren fiihrten,
von der Arbeitsgruppe um Arnold (Chen und Arnold, 1993; Moore, 1996; You und Arnold,
1996) durchgefiihrt. Etwa zur selben Zeit entwickelte Stemmer mit seinen Mitarbeitern die
Methode des DNA shufflings. Diese komplexere Technik beruht auf der zufalligen Fragmen-
tierung des zu mutierenden Gens durch partiellen Verdau mit einer unspezifischen Endonu-
klease (DNAse). AnschlieBendes Wiederzusammensetzen der Fragmente mittels einer spezi-
ellen PCR-Technik fiihrt ebenfalls zu einzelnen Punktmutationen. Das besondere Potential
dieser Technik liegt in der Moglichkeit, Fragmente verschiedener (hoch)homologer Gene,
z.B. verschiedener durch Zufallsmutagenese erhaltener Varianten eines Gens, miteinander zu
rekombinieren. Diese Variante, die es im Gegensatz zur epPCR ermdglicht, auf quasi sexuel-
lem Weg ein Enzym evolutiv zu verbessern, wurde dann schlielich auch von der Gruppe um
Stemmer experimentell bewiesen (Chang et al., 1999; Christians et al., 1999; Crameri et al.,
1998). Werden als parenteral Gene tatsdchlich verwandte Gene aus verschiedenen Quellen
eingesetzt und nicht Varianten des selben Genes, spricht man von hdufig vom DNA family

shuffling (Abbildung 7).

DNA shuffling:
Fragmentierung Rekombination
Ein parenteral Gen f—
Varianten des Gens
Variant i teral G —
arlanten eines parenteral bens Kombinierte Mutationen (+ neue Mu-
tationen)
DNA family shuffling:
bl . -
Mehrere parenteral Gene Chiméren

Abbildung 7: Verschiedene Moglichkeiten DNA shuffling zur Zufallsmutagenese einzusetzen
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Inzwischen wurden weitere Methoden zur Zufallsmutagenese beschrieben bzw. weiter expe-

rimentell untersucht:

e der sogenannte Staggered Extension Process (StEP) (Zhao, 1998), ebenfalls eine Methode
zur zufdlligen Kombination verschiedener verwandter parenteral Gene,

e die Verwendung von Mutationsstimmen(Bornscheuer et al., 1998; Bornscheuer et al.,
1999; Bornscheuer, 1997; Coia, 1997; Henke und Bornscheuer, 1999; Low et al., 1996;
Panaite und Tolmasky, 1998; Stefan et al., 2001; Weaver et al., 1998), d.h. bestimmter E.
coli Staimme, die zur Vermehrung plasmidischer DNA genutzt werden, und die Defizien-
zen in ihren DNA-Reparatur Mechanismen aufweisen,

* Random-Priming (Shao, 1998) oder

* die Verwendung von Desoxynukleotidanaloga in der PCR, die ebenfalls zu Mutationen
fiihren kann (Zaccolo, 1996).

Allerdings haben diese Methoden nicht die weite Verbreitung gefunden, wie die epPCR oder

das DNA shuffling.

Wihrend die Methoden zur Zufallsmutagenese mehr oder weniger allgemein angewandt wer-

den konnen, richtet sich die Auswahl eines geeigneten Screening- oder Selektionsverfahrens

in erster Linie nach der Aufgabenstellung. Hiufig wird man dabei auf einen Aktivititsassay
zuriickgreifen miissen. So verwendete die Gruppe um Arnold fiir ihre Arbeiten zur Steigerung
der Losungsmittelstabilitdt einer Esterase (Moore, 1996) ein Assaysystem bei dem bei erfolg-
reicher Hydrolyse ein Chromophor freigesetzt wurde. Bei den Versuchen, die Abspaltung der
p-Nitrobenzyl-Schutzgruppe von dem Antibiotikum Loracarbef in wiBrigen Losungen mit

hohem Dimethylformamidanteil zu ermdglichen, setzte man das entsprechende p-

Nitrophenyl-Analogon ein. Bei erfolgreicher Umsetzung konnte man so das freigesetzte, gel-

be p-Nitrophenolat nachweisen.

Stemmer verwendete bei seinen ersten Arbeiten, um die Technik des DNA shufflings zu eta-

blieren, ein Selektionsverfahren(Stemmer, 1994a; Stemmer, 1994b). Dabei wurde eine [3—

Lactamase der Zufallsmutagenese unterworfen, die erhaltenen Klone auf Agarplatten mit

steigenden Konzentrationen des Antibiotikums Cefotaxime ausplattiert, das vom Wild-Typ

der Lactamase nur schlecht hydrolysiert wird. So konnten nur Klone auf den Platten wachsen,
dessen verdnderte B—Lactamasen eine hohere Aktivitdt gegeniiber dem Antibiotikum aufwie-
femwischen wurden evolutive Methoden erfolgreich fiir eine ganze Reihe von Problemen ein-

gesetzt. Einige der bisher veroffentlichten Ergebnisse sind in der Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Problemstellungen, die mit Hilfe der gerichteten Evolution bearbeitet wurden.

Problem Methode der Zufalls- Screening-Verfahren Anmerkung Literatur
mutagenese

Steigerung der Losungsmittel-  epPCR Aktivititsassay mit 16-fache Aktivitétsstei- (Moore, 1996)
stabilitdt einer Esterase aus B. Chromophoren gerung in 30%-DMF
subtilis.
Aktivititssteigerung einer B— DNA shuffling Selektionsverfahren 32000-fach héhere (Stemmer, 1994a;
Lactamase Aktivitat Stemmer, 1994b)
Steigerung der Aktivitéit von DNA shuffling Direkte Detektion der Ca. 45-fache Aktivitits- (Crameri et al., 1996)

GFP

hoheren Fluoreszenz-
Aktivitdt

steigerung durch besse-
re Loslichkeit der
Mutanten

Erh6hung der Aktivitdt einer
Aminotransferase gegeniiber 2-
Oxo- und f-verzweigten Ami-
nosiuren

DNA shuffling

Selektion mit auxotrophen
E. coli Stamm

Ca. 10°-fach hohere
Aktivitat

(Yano et al., 1998)

Erh6hung der Enantioselekti-
vitét einer Lipase

epPCR und Sitti-
gungsmutagenese

Chromophor Assay

Steigerung von E =1
auf E =25

(Jaeger und Reetz, 2000;
Reetz, ; Reetz, 2000,
Reetz und Jaeger, 2000;
Reetz, 1997)

Steigerung der Aktivitéit von
Cephalosporinasen

DNA shuffling von vier
verwandten Cephalos-
porinasen

Selektion auf Antibiotika-
Agar-Platten

Ca. 540-fach hohere
Aktivitat

(Crameri et al., 1998)

Anderung der Substratspezifitit
einer Galactosidase

DNA shuffling

Farb-Assay auf Agarplat-
ten mit X-Fucose

Ca.10 fach hohere
Aktivitit gegeniiber
Fucose-Derivaten

(Zhang et al., 1997)

Steigerung der antiviralen DNA family shuffling Spezieller Assay auf Ca 3x10°-fach hohere (Chang et al., 1999)
Aktivitdt von Alpha- cytopathische Effekte Aktivitit nach zwei
Interferonen Cyclen
Steigerung der Aktivitit einer  epPCR und DNA Chromophor-Assay 2-fache Steigerung der  (Lebbink ez al., 2000)
thermophilen Glucosidase bei  shuffling Aktivitat bei 20 °C,
niedrigen Temperaturen dabei hohere Spezifitit
gegeniiber Glucopyra-
nosiden / Galactopy-
ranosiden
Steigerung der Affinitét eines Mutationsstamm Yeast-surface-display. Ca. 3-fach verringerte (Boder und Wittrup,
Antikorperfragments (scFv) Fluoreszenz-Labeling Dissoziationsrate 1997)
Erh6hung der Aktivitdt einer epPCR Aktivititsassay 6-fach hohere Aktivitdt  (Giordano et al., 1999)
Alkoholdehydrogenase aus und erhohte Thermo-
Sulfolobus solfaribus stabilitdt
Erh6hung der Thermostabilitit  epPCR Farbassay: Aldehydnach-  Steigerung von Ty.. um (Rellos, 1994)
einer Alkoholdehydrogenase weis mit NBT ca.3°C
aus Zymomonas mobilis
Erh6hung der Thermo- und epPCR kombiniert mit ~ Messung der Restaktivitdit 110 mal hohere Ther- (Cherry et al., 1999)

Chemostabilitét einer Him-
Peroxidase aus Coprineus
cinereus

rationalem Design

nach Inkubation unter
deaktivierenden Bedin-
gungen

mostabilitit, 2,8 fach
hohere Stabilitit gegen-
iiber Peroxiden

Reaktivierung einer nicht epPCR Selektion in einem auxo-  Aktive Mutanten (Saab-Rincon et al.,
aktiven, monomeren Triose- throphen Stamm 2001)
phosphatisomerase
Aktivitétssteigerung von epPCR Gekoppelter Assay mit 16-fach hohere Aktivi-  (Delagrave et al., 2001)
Galaktoseoxidase Meerretichperoxidase tit
Anderung des Produktspek- epPCR , Sittigungs- Anderung der Kolonien- ~ Erhéhung des Anteils (Wang und Liao, 2001)
trums einer Phytoen Desaturase mutagenese farbung auf Agarplatten von Licophen im Pro-
aus Rhodobacter spaeroides dukt der Phytoen desa-

turierung auf 90 %
Erhohung der Thermostabilitit  epPCR , SteP Farbassay in MTP 3-fach langere Halb- (Morawski et al., 2001)
von Meerrettich-Peroxidase wertszeit der Peroxida-

se bei 60 °C
Erh6hung der Aktivitdt einer epPCR Gibbs-Assay 5,6-fach hohere Akti- (Sakamoto et al., 2001)

Toluol-Dioxygenase

vitét gegeniiber 4-
Picolin

Steigerung der Aktivitéit von
Cytochrome C Peroxidase
(CCP) aus S. cerevisiae gegen-
iber 2,2'-Azino-bis(3-
ethylbenzothiazolin-6-
sulfonséure)

DNA shuffling

20-fach hohere Aktivi-
tét

(Ifflund et al., 2001)

Mit den Methoden der Gerichteten Evolution wird selten schon in einem ersten Durchgang

von Zufallsmutagenese und Screening bzw. Selektion eine Verbesserung des Proteins er-
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reicht, die zufriedenstellend ist. Zur weiteren Verbesserung bieten sich verschiedene Strategi-
en an:
* Einfiihren weiterer Mutationen mit den bereits angewendeten Verfahren
e Kombination verschiedener Mutationen, die sich als sinnvoll erwiesen haben, mittels DNA
shuffling (oder anderer Rekombinationstechniken)
» Sittigungsmutagenese auf sogenannten ,,Hot Spots®, d. h. auf Positionen, die sich als kri-
tisch fiir die Verbesserung in die gewlinschte Richtung gezeigt haben
Aus statistischen Uberlegungen heraus ist es unwahrscheinlich, dass durch Screening einer
begrenzten Bibliothek an Enzymvarianten in einem ersten Durchgang genau der Aminosau-
reaustausch zu beobachten ist, der die groitmdgliche Steigerung in der gewliinschten Richtung
liefert. So konnten Reetz et al. (Jaeger und Reetz, 2000; Reetz und Jaeger, 2000) eine deutli-
che Steigerung der Enantioselektivitit einer Lipase erst durch mehre Runden von epPCR mit
anschliefender Sattigungsmutagenese auf den Positionen, die sich als besonders einflu3reich
gezeigt hatten, erreichen.
Im Allgemeinen wird ein Vorgehen bevorzugt, bei dem Schritt fiir Schritt neue Verdnderun-
gen und Verbesserungen eingefiihrt werden, die sich nach und nach additiv auf die zu verbes-
sernde Eigenschaft auswirken, oder sich sogar synergistisch ergdnzen. Daher werden von den
meisten Gruppen Mutationsbedingungen bevorzugt, die lediglich ein bis zwei Mutationen in
jeder Runde erzeugen.
Inzwischen geben eine Reihe von Ubersichtsartikeln einen Einblick in die Entwicklungen im
Bereich der Gerichteten Evolution von Biokatalysatoren (Arnold, 1998; Arnold und Moore,
1997; Arnold und Volkov, 1999; Arnold et al., 2001; Bornscheuer, 1998; Bornscheuer und
Pohl, 2001; Bull et al., 1999; Chartrain et al., 2000; Chen, 2001; Iverson et al., 1998; Jaeger
et al., 2001; Jaeger und Reetz, 2000; Kazlauskas und Weber, 1998; Kuchner und Arnold,
1997; Lassner und Bedbrook, 2001; Ling und Robinson, 1997; Nighter et al., 1998; Pedersen
et al., 1998; Reetz, ; Reetz, 2000; Reetz und Jaeger, 2000; Reetz, 1997; Smith, 1994; Tobin et
al., 2000; Zocher et al., 2001).
Auch auf eine grosse Anzahl inzwischen erteilter Patente sei hier hingewiesen (Borchert et
al., 1998a; Borchert et al., 1998b; Delcardayre et al., 1998; Iverson et al., 1998; Schellenber-
ger, 1998; Schellenberger, 1999)

Die Methoden des rationalen Designs gehen von einer mdglichst genauen Kenntnis des Ver-

haltens und vor allem der Struktur eines Enzyms aus, um daraus Voraussagen iiber die Art
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und Weise zu machen, wie sich bestimmte Verdnderungen der Sequenz auf Struktur und Ver-
halten auswirken.

Um solche Aussagen treffen zu konnen, muf3 daher zuerst einmal mittels Rontgenstrukturaut-
klarung oder mittels NMR-Techniken eine dreidimensionale Struktur des zu untersuchenden
Enzyms erhalten werden. Ausgehend von diesen Daten kann dann ein Modell entwickelt wer-

den, das die Bindungseigenschaften des Enzyms wiedergibt.

Fiir die beiden Methoden, Gerichtete Evolution und Rationales Design, ergeben sich eine
ganze Reihe von Einschrinkungen, aber auch Einsatzgebiete fiir die eine oder die andere
Technik Vorteile bietet.

Um ein Protein mit evolutiven Methoden, wie den Beschriebenen, zu verdndern, muss das fiir
dieses Protein codierende Gen zuginglich sein. Das Gen muss hinreichend aktiv in einem
geeigneten Wirtsorganismus exprimiert werden konnen. Dieser Wirtsorganismus wird in der
Regel E.coli sein. Bisher sind nur sehr wenige Arbeiten zur gerichteten Evolution in anderen
Organismen durchgefiihrt worden, so von Low et al. (Low et al., 1996) in S. cerevisiae und
von Schellenberger (Schellenberger, 1998; Schellenberger, 1999; Shafikhani ef al., 1997) in
Bacillus subtilis. Wenn man nicht, wie Low et al., auf eine sehr schnelle Screening-Methode
zuriickgreifen kann, ist man im Allgemeinen auf einen effektiv zu transformierenden und
leicht zu kultivierenden Organismus angewiesen. Ein Durchmustern grosser Bibliotheken,
gestattet es nicht, aufwendige Prozesse, wie ein Refolding mit Helferproteinen, vor dem
Screening durchzufiihren. Ist eine solche ,,Aktivierung® des Proteins notwendig, ist das En-
zym im Allgemeinen fiir eine Verbesserung mittels gerichteter Evolution nicht geeignet.

Die Hindernisse rationaler Methoden, insbesondere die Notwendigkeit Strukturinformationen
von dem zu verdndernden Protein zu besitzen, wurden bereits angesprochen. Da ebenfalls
Kenntnisse dariiber vorhanden sein sollten, wie die gewiinschte Anderung der Proteineigen-
schaften durch strukturelle Modifikationen zu erreichen ist, bieten sich vor allem in Bereichen
wo Struktur-Wirkungs-Mechanismen nur unzureichend verstanden sind, bessere Ausgangs-
chancen mit evolutiven Methoden. Dies erkldrt zum Beispiel, dass sich ein grosser Teil der
Forschung im Bereich der gerichteten Evolution mit der Erh6hung von Thermostabilitdt und

Solvensvertriglichkeit von Enzymen beschéftigt.

Durch evolutive Methoden werden eine grosse Anzahl Daten generiert. Dadurch, dass hier
Verkniipfungen zwischen geringen strukturellen Verdnderungen im Molekiil und einer verin-

derten Proteineigenschaft geschaffen werden konnen, kann die gerichtete Evolution dazu
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verwendet werden, weitere Erkenntnisse im Bereich der Struktur-Wirkungs Beziehung zu
erhalten. Dies setzt allerdings eine konsequente Auswertung und Analyse der aufgenomme-
nen Daten voraus. Ein Schritt in diese Richtung ist von Spiller et al. (Spiller ef al., 1999) mit
der Aufklarung der Struktur nicht nur des Wildtyps, sondern auch zweier thermo- bzw. sol-

vensstabileren Mutanten der p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis gemacht worden.

1.8 Verwendete Hydrolasen

1.8.1 Rekombinante mikrobielle Esterasen

1.8.1.1 Esterase | aus Pseudomonas fluorescens (PFE |)

Pelletier und Altenbuchner beschrieben 1995 die Klonierung und Expression einer Esterase
aus Pseudomonas fluorescens (Pelletier und Altenbuchner, 1995). Das zuerst klonierte DNA-
Fragment enthielt einen 816 bp ORF, kodierend fiir 272 Aminoséduren (theoretische Mole-
kiilmasse 30092 Da). Das Gen wurde in den Expressionsvektor pJOE2792.1 umkloniert, aus
diesem unter Kontrolle eines Rhamnose-induzierbaren Promotors in E. coli exprimiert. Das
Enzym konnte aufgereinigt und vollstdndig charakterisiert werden (Krebsfinger et al., 1998a;
Krebsfanger et al., 1998b). Demnach ist die Esterase iiber einen grof3en pH-Bereich (pH 5-10)
und bei Temperaturen bis 70 °C aktiv, wird aber iiber 50 °C schnell denaturiert. Von den un-
tersuchten Substraten zeigte sie lediglich gegeniiber 1-Phenylethanol hohe Enantioselektivitét
(E > 100).

Die Kristallstruktur der PFE I ist nicht bekannt. Allerdings zeigt sie hohe Sequenzhomologie
zu einer Reihe strukturbekannter Haloperoxidasen: Der Bromoperoxidase (Swissprot AC
P33912, pdb 1BRO und 1AS8S, 44 % Sequenzidenditdt) und der Chloroperoxidase T aus
Streptomyces aureofaciens , der Chloroperoxidase F aus Pseudomonas fluorescens (Swissprot
AC 031158, pdb 1A8Q, 54 % Sequenzidenditit) und der Chloroperoxidase L aus Streptomy-
ces lividans (Swissprot AC P49323, pdb 1A88/A-C, 47 % Sequenzidenditit) (Hofmann et al.,
1998). Aufgrund der hohen Sequenzhomologie konnte ein Homologiemodell der PFE I er-

stellt werden.



Einleitung 21

Abbildung 8: Homologiemodell der PFE 1.

Hervorgehoben sind die [-Faltblatt- (blaue Pfeile) und a-Helix-Strukturen (rot), sowie die Aminosduren des
katalytischen Zentrums (griin). Gut zu erkennen ist das zentrale, aus acht -Faltblattern aufgebaute Grundgeriist,
sowie der freie, nicht durch eine Lid-Struktur gehinderte Zugang zum aktiven Zentrum.

Das Homologiemodell =~ wurde iiber den online-verfligbaren  Server  Swiss-Model  erstellt
(http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL .html).

Die Esterase wurde in der Arbeitsgruppe inzwischen weiter untersucht und auch schon Muta-
tionsexperimenten zur evolutiven Verbesserung hinsichtlich erweitertem Substratspektrum
(Bornscheuer et al., 1998; Bornscheuer et al., 1999; Bornscheuer, 1997) und héherer Enantio-
selektivitit (Henke, 1998; Henke und Bornscheuer, 1999) unterzogen.

Vor kurzem konnte auch gezeigt werden, dass PFE 1 zur Racematspaltung von 3-Butin-2-ol
zu verwenden ist (Baumann et al., 2000). Das Enzym zeigte in der Hydrolyse des Acetats eine

Enantioselektivitit von E =75; bei der Umsetzung des Butyrats immerhin noch von E = 33.

1.8.1.2 Esterase ll aus Pseudomonas fluorescens (PFE Il)

Das fiir PFE II codierende Gen estF'I aus Ps. fluorescens DSM 50106 wurde liber das Scree-
ning einer Genombibliothek in E. coli HB101 auf Esteraseaktivitit gefunden (Khalameyzer et
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al., 1999). Das Gen besteht aus 999 Nukleotiden (kodierend fiir 333 Aminosauren, M, =
35915 Da). Unter Kontrolle des Rhamnose-induzierbaren Promotors in dem Expressionsvek-
tor pFIS32.1 konnten recht hohe Aktivititen (8.6 U/ml Zellkultur gegen pNPA) heterolog in
E. coli IM109 exprimiert werden.

Die PFE II zeigt deutliche Aktivitit gegeniiber Lactonen, insbesondere d-Valerolacton, aber
auch y-Butyrolacton und g-Caprolacton.

Im Genom von Ps. fluorescens DSM 50106 ist estF'I hinter einem ORF lokalisiert, der hohe
Homologie mit einer Cyclohexanon-Monooxygenase aus Acinetobacter sp. NCIB 9871 auf-
weist. Stromabwirts wurde, benachbart zu estF1, ein ORF mit Homologie zu einer Alkanhy-
droxylase aus Ps. oleoverans gefunden. Dies legt nahe, dass das Genprodukt PFE II ein Rolle
beim Abbau und der metabolischen Verwertung von Cycloalkanen spielt. Dies konnte jedoch
bisher durch entsprechende Versuche mit dem Ps. fluorescens Stamm nicht bewiesen werden.
Von PFE 1I liegt keine Struktur vor. Ahnlichkeiten zu strukturbekannten Proteinen sind fiir

ein Homologiemodell zu gering.

1.8.1.3 Esterase aus Streptomyces diastatochromogenes (SDE)

Die Esterase aus S. diastatochromogenes wurde von der Gruppe von Go6tz isoliert, spéter klo-
niert und heterolog in Streptomyces lividans exprimiert (Tesch et al., 1996). Die aufgereinigte
Esterase hat ein Molekulargewicht von 30862 Da (ESI-MS), der klonierte ORF est4 besteht
aus 978 bp, die fiir 326 Aminosduren codieren. Nach Abspaltung einer Signalpeptidsequenz
von 35 Aminosduren besteht das reife Enzym aus 291 Peptidbausteinen, fiir die sich eine
theoretische Masse von 30865 Da ergibt. Das est4-Gen zeigt den fiir Streptomyceten typi-
schen hohen GC-Anteil (68,9 %).

Die Esterase zeigt hohe Sequenzidentitit (mit einer Esterase aus Streptomyces scabies
(Raymer et al., 1990; Schottel et al., 1992) (27,9 % Idenditét, 18,5 % hochhomolog) und einer
putativen Esterase aus Streptomyces coelicolor (Redenbach et al., 1996) (23,3 % Idenditét,
19,7 % hochhomolog). Den Esterasen aus Streptomyces diastatochromogenes und Streptomy-
ces scabies fehlt die bei Serin-Hydrolasen konservierte Consensus-Sequenz GXSXG
(Brenner, 1988) um das katalytisch aktive Serin.

Mutationsanalysen sowie Vergleiche mit der bekannten Kristallstruktur der Streptomyces sca-
bies Esterase (Green et al., 1992; Wei et al., 1995) zeigten, dass es sich bei Serl1 um das ak-
tive Serin der SDE handelte. Die Struktur des recht temperaturstabilen Enzyms (Aktivitits-
maximum zwischen 40 und 50 °C, 60 % Aktivitit bei 60 °C) wird wahrscheinlich iiber drei
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Disulfidbriicken (Cys31 = Cys57, Cys123 = Cys137, Cys188 = Cys244) stabilisiert. Das
pH-Optimum liegt bei pH 8,0-9,0.

Das est4-Gen wurde von der Arbeitsgruppe Go6tz in dem pUC19-Derivat pUCT7 (Tesch et
al., 1996) zur Verfiigung gestellt. EstA wurde bereits von Khalameyzer ohne das Signalpeptid
in den Expressionsvektor pEstA-Rha, einem Plasmid auf Basis von pJOE2792.1, einkloniert.
Die Expression in E. coli gelang ebenfalls (Khalameyzer und Bornscheuer, 1999).

Die Sequenzidentitdt mit der strukturbekannten Esterase aus Streptomyces scabies ist nicht

hoch genug, um ein verwendbares Homologiemodell zu erstellen.

1.8.1.4 Esterasen aus Bacillus stearothermophilus (BsteE)

Die Esterase aus B. stearothermophilus IFO 12550 wurde von der Gruppe um Yamane 1988
isoliert und in B. brevis heterolog exprimiert (Amaki et al., 1992; Tulin et al., 1993). Die
Esterase zeigt, aus einem thermophilen Organismus kloniert, auch bei Temperaturen bis 60 °C
hohe Aktivitdten (Temperaturoptimum: 55 °C). Die Esterase weist die hochsten Aktivititen
gegeniiber Estern kurzkettiger Fettsduren (C2 und C4) auf, allerdings wurden bisher nur Ver-
suche mit Triacylglyceriden und p-Nitrophenylestern durchgefiihrt. Durch den Austausch
zweier Cysteine (Cys45 bzw. Cys115) gegen Serin ist eine deutliche Steigerung der Stabilitit
des Enzyms bei hoheren Temperaturen zu beobachten(Amaki et al., 1994).

Das Gen der Esterase besteht aus 765 Nukleotiden (255 Aminosduren, M = 29341 Da). Der
GC Anteil ist mit 49 % fiir ein thermophiles Bakterium eher gering.

Das fiir die BsteE codierende Gen wurde von der Gruppe Yamane in dem Bacillus-

Expressionsvektor pMK2 zur Verfligung gestellt.

1.8.1.5 p-Nitrobenzyl-Esterase aus Bacillus subtilis (BSubpNBE)

Bei der Untersuchung von Extrakten aus Bakterien- und Pilzkulturen stellten Brannon et al.
fest, dass B. subtilis eine Esterase produziert, die in der Lage ist, selektiv die p-Nitrobenzyl-
Schutzgruppe in synthetischen Vorldufern des Antibiotikums Cephalexin abzuspalten
(Brannon et al., 1976). Eli Lilly suchte Anfang der 90er Jahre einen Ersatz fiir die bisher ver-
wendete katalytische Abspaltung dieser Schutzgruppe in der Synthese von Antibiotika, bei
der grofle Mengen Zinkabfille anfielen (Chen et al., 1991). Um groflere Mengen des Bioka-
talysators produzieren zu kénnen, wurde das kodierende pnbA-Gen kloniert und in E. coli
DH5a exprimiert (Zock et al., 1994). Als Problem bei der technischen Verwendung des En-
zyms zur Synthese des Antibiotikums Loracarbef trat allerdings die hohe Empfindlichkeit der

Esterase gegeniiber dem Cosolvens DMF auf. Die in Zusammenarbeit mit Eli Lilly durchge-



Einleitung 24

filhrten Arbeiten von Arnold (Moore, 1996) zur Steigerung der Losungsmittelstabilitit der
pNBE waren mit die Ersten auf dem Gebiet der gerichteten Evolution.

Das Gen pnbA besteht aus 1470 Nukleotiden. Die 489 Aminosduren grofle BsubpNBE hat
eine theoretische Masse von 53997 Da. Strukturen des Wildtyps und zweier Mutanten sind

bekannt und in den pdb-Eintrdgen 1QE3, 1C71 und 1C7J abgelegt (Spiller et al., 1999).

1.8.2 Rekombinante mikrobielle Lipasen

1.8.2.1 Lipase aus Candida rugosa

Die Hefe Candida rugosa besitzt Gene fiir mindestens fiinf Isoenzyme einer Lipase (Longhi
et al., 1992; Lotti et al., 1993). In den erhiltlichen, kommerziellen Praparationen, in denen
das Enzym nicht durch Expression eines rekombinanten Gens gewonnen wird, liegt eine Mi-
schung mehrerer Isoenzyme vor. Daher liegt einiges Interesse in der heterologen Expression
des Enzyms. Dies wird erschwert, da in C. rugosa Serin zu ca. 40 % durch ein ungewdhnli-
ches Codon kodiert wird (CTG). Im fiir die Lipase kodierenden Gen gilt dies auch fiir das
katalytisch aktive Serin. Dies fiihrt bei Expression des nativen, aus dem Genom isolierten
Gens, zu einer Translation in die Aminosdure Leucin. Brocca gelang die heterologe Expressi-
on des /ip! Gens, das fiir das am stirksten exprimierte Isoenzym kodiert, in den Hefen S. ce-
revisiae und Pichia pastoris durch die Verwendung eines synthetischen Gens, in dem die
CTG-Codons durch die gebrauchlichen Tripletts ersetzt wurden (Brocca et al., 1998). Von
CRL sind dariiber hinaus Priparationen als Cross-linked Enzyme Crystals (CLEC-CR, Altus
Biologics, Cambridge, MA) erhéltlich (Margolin, 1996; St. Clair und Navia, 1992). Sowohl
die rekombinante, als auch die CLEC-CRL weisen gegeniiber den direkt aus C. rugosa ge-
wonnen Mischungen der Isoformen Unterschiede in ihren Eigenschaften auf. So wurde unter
anderem eine erhohte Enantioselektivitit festgestellt (Vorlova et al., 2001).

CRL gehort zu den am hiufigsten verwendeten Lipasen, die inzwischen auch im industriellen
Masstab Verwendung findet (s. auch Tabelle 1). Die Struktur der Lipase ist bekannt
(Grochulski et al., 1994; Grochulski et al., 1993). In der pdb-Datenbank finden sich neben
Eintragungen fiir die gedffnete und die geschlossene Form des Enzyms auch Strukturen mit
zahlreichen  Inhibitoren (1CRL (offen); 1TRH (geschlossen); 1LPM  ((1R)-
Menthylhexylphosphonat); 1LPN (Dodecansulfonat); 1LPO und 1LPP (Hexadecansulfonat),
1LPS (1S)-Menthylhexylphosphonat)).
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1.8.2.2 Lipase aus Geotrichum candidum GCL

Auch aus G. candidum sind zwei Lipasen (A und B) bekannt. Beide Enzyme konnen hetero-
log in P. pastoris exprimiert werden (Catoni, 1999). Die Lipasen A und B unterscheiden sich
unter anderem in ihrer Kettenldngenspezifitit bei der Umsetzung von Triacylglyceriden. GCL
weist, wie auch CRL, als dritte katalytisch aktive Aminosdure Glutamat anstelle des hiufige-
ren Aspartats auf (Schrag et al., 1991).

In der pdb-Datenbank findet sich ein Eintrag (1 THG) mit der geschlossenen Form der Struk-
tur (Schrag und Cygler, 1993).

In dieser Arbeit wurde lediglich mit der Lipase B und dem von Catoni hergestellten Konstrukt

pPICZa-LipB gearbeitet.

1.8.3 Acetylcholinesterasen (AchE)

Acetylcholinesterasen (AChE, E.C. 3.1.1.7) unterscheiden sich deutlich in ihrer physiologi-
schen Funktion von den bisher beschriebenen Esterasen und Lipasen. Wihrend diese im we-
sentlichen zum Abbau von Nahrungsstoffen und toxischen Substanzen dienen, haben AChE
ihre Aufgabe in der Reizweiterleitung im Nervensystem. Wahrend man Lipasen und Estera-
sen in verschiedensten Klasse von Organismen findet, bleibt deshalb das Vorkommen von
ACHhHE auf hohere Lebewesen beschrénkt.

Acetylcholin wird als Neurotransmitter in cholinergen Synapsen und an neuromuskuldren
Kontakten an der postsynaptischen Membran ausgeschiittet. Das in den synaptischen Spalt
freigesetzte Acetylcholin diffundiert zur gegeniiberliegenden postsynaptischen Membran und
bindet dort an die nicotinischen Rezeptoren. Dies fiihrt iiber die Offnung eines Ionenkanals zu
einer Depolarisierung der Membran und zu einer Reizweiterleitung in der Nervenzelle.

AChE hat nun die Aufgabe Acetylcholin zu hydrolysieren, um den Grundzustand der Polari-
sierung der Nervenzelle wieder herzustellen. Unterbleibt dieser Abbau des Neurotransmitters,
kommt es zu einer stindigen Erregung der Nervenzelle bzw. zu einer Ubererregung des Ner-

vensystems.
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Abbildung 9: Aufbau des Synaptischen Spalts.

Bei Erregung des prasynaptischen Axons wird Acetylcholin aus den Vesikeln in den synaptischen Spalt freige-
setzt. Auf der postsynaptischen Seite bindet Acetylcholin an Cholinozeptoren, 6ffnet dadurch Ionenkanéle und
bewirkt eine Erregung der ndchsten Nervenzelle. Die Wirkung von Acetylcholin wird durch Acetylcholinestera-

se unterbrochen, die das Molekiil in Acetat und Cholin spaltet. (1999)

Abgesehen von der speziellen physiologischen Rolle der AChE zeigen diese Enzyme deutli-
che funktionelle und strukturelle Ahnlichkeiten mit einer Reihe von Esterasen und Lipasen.
Es handelt sich um Serin-Hydrolasen, deren katalytische Triade der anderer Hydrolasen ent-
spricht. Die Sdureeinheit wird allerdings nicht von einem Aspartat sondern von einem Gluta-
matrest gebildet. Strukturell zeigen sich Verwandtschaften mit der Gruppe der Carboxyestera-
sen und den Lipasen aus Geotrichum candidum und Candida rugosa. Allerdings féllt hier eine
Besonderheit dieser Enzyme auf: Das aktive Zentrum liegt am Grund eines Tunnels, in etwa
der Mitte der Proteinstruktur. Dieser im wesentlichen von Aminosduren mit unpolaren Sei-
tenketten gebildete Gang ldsst wohl nur den Zugang kleinerer Substrate zu.

Eine interessante Eigenschaft der AChE ist die extrem schnelle Umsetzung ihres natiirlichen
Substrates, des Acetylcholins. Mit einem k.,/Ky-Wert von 2x10% M1 gehort die AChE zu
den diffusionskontrollierten Enzymen.

Acetylcholinesterasen miissen im Wesentlichen immer noch aus Gewebe bzw. Zellen des
entsprechenden Organismus isoliert werden. Neben einigen Versuchen, AChE in E. coli zu
exprimieren, was aufgrund der fehlenden posttranslationalen Modifizierungen zu einem ho-
hen Anteil nicht korrekt gefalteten Enzyms fiihrte (Heim et al., 1998), wird heute in erster
Linie in Zellinien und in Hefen gearbeitet.

Der sehr hohe Preis kommerziell erhiltlicher AChE ist ein Grund dafiir, dass dieses Enzym in

der Biotransformation bisher selten eingesetzt wurde. Allerdings hat es sich in einigen Bei-
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spielen als ein sehr interessanter Biokatalysator erwiesen. So konnte Danishefsky et al
(Danishefsky et al., 1989) die hydrolytische Abspaltung einer Schutzgruppe in der Synthese
eines Prostaglandins mit AChE katalysieren. Auch in der Vollsynthese des Allosamidins
(Griffith und Danishefski, 1991) wurde AChE (isoliert aus Zitteraal, eeAChE) eingesetzt (
Abbildung 10).

BnO BnO
eeAchE, .
AcO.,. . OAc Phosphat Puffer pH6.9 . OH — ez

>
>

95 %, > 95 %ee

%%
NHAc

Allosamidin
Chitinase Inhibitor (Insektizid, Fungizid)

NMez

Abbildung 10: Einsatz von eeAChE in der Totalsynthese von Allosamidin

1.9 Substrate

1.9.1 Ester tertiarer Alkohole

Tertidire Alkohole und ihre Ester haben sowohl Bedeutung als Geruchsstoffe, als auch als
Synthesebausteine. Im Rahmen dieser Arbeit war von Interesse zu untersuchen, inwiefern
eine Spaltung eines racemischen Gemisches tertidrer Alkohole mittels Katalyse durch eventu-
ell verdnderte Esterasen moglich ist.

Im Gegensatz zu Derivaten primédrer und sekundérer Alkohole, die von Lipasen und Esterasen
héufig auch mit hohen Enantioselektivitdten umgesetzt werden, akzeptieren Hydrolasen Ester
tertidrer Alkohole nur selten als Substrate. Unter den wenigen Beispielen sind die Umsetzun-
gen von Estern arylsubstituierter, tertidrer Alkenylalkohole (O'Hagan und Zaidi, 1992;
O’Hagan und Zaidi, 1994) mit der Lipase aus Candida rugosa (damals noch als Candida cy-
lindracea benannt) und die Arbeiten der Arbeitsgruppe um Schwab (Schlacher et al., 1998),

die inzwischen eine Reihe neuer Esterasen, unter anderem aus Burkholderia gladioli, entdeckt
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haben, die in der Lage sind, Ester tertidrer Alkohole umzusetzen. Warum Ester tertidrer Alko-
hole nur selten von Lipasen und Esterasen umgesetzt werden, ist allerdings bisher nur unzu-
reichend untersucht worden.

Als Ansatzpunkt fiir eine Untersuchung, inwieweit sich die Methoden der gerichteten Evolu-
tion auch dafiir eignen, neue Aktivititen zu generieren, boten sich Ester tertidrer Alkohole an.
Aus den bisherigen Untersuchungen ging hervor, dass Serin-Hydrolasen prinzipiell in der
Lage sind, diese Substanzen umzusetzen, aber dass nur wenige Vertreter dieser Enzymklasse
diese Substrate akzeptieren. Dies deutet darauf hin, dass grundsitzlich die Verdnderung einer
bekannten Hydrolase zu einem tertidre Ester umsetzenden Enzym moglich ist.

Als Substrate wurden die Acetate von fiinf tertidren Alkoholen gewéhlt (Abbildung 11): tert.-
Butylacetat, als einfachster Vertreter der Substanzklasse, a-Terpinylacetat und Linalylacetat,
als wichtige Aroma- und Duftstoffe, sowie 2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat und 3-Methylpent-1-
in-3-ylacetat, die durch die weitere Funktionalisierung niitzliche Synthesebausteine darstellen.
Bei a-Terpinylacetat ist des weiteren von Interesse, dass das stereogene Zentrum nicht vom
selben Kohlenstoffatom gebildet wird, das auch die zu hydrolysierende Acetoxygruppe tragt,
sondern sich zu diesem in a-Position befindet. Es bildet somit ein Analogon zu chiralen pri-

maéren Alkoholen.

A A

3-Phenyl-but-1-in-3-ylacetat 3-Methyl-pent-1-in-3-ylacetat tert.-Butylacetat
OAc
OAc
a-Terpinylacetat Linalylacetat

Abbildung 11: Als Substrate verwendete Ester tertiéirer Alkohole

An Linalool 148t sich, wie an einem anderen Monoterpen, dem Menthol, die enantioselektive
Wahrnehmung des menschlichen Geruchssinns veranschaulichen. So wird (R)-(-)-Linalool,

das unter anderem Bestandteil von Rosen- und Lavendeldl ist, als holzig wahrgenommen,
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wihrend das (5)-(+)-Linalool einen siillichen Lavendelduft aufweist. Beide Stereoisomere
haben Bedeutung in der Parflimindustrie. Enantiomerenreines (R)-Linalool kann aus (+)-0-
Pinen, tliber katalytische Hydrierung zum (+)-Pinan, anschlieBende Oxidation zum (-)-2-
Pinanol und eine abschlieBende pyrolytische Ring6ffnung hergestellt werden (Breitmaier,
1999).

Das fliederartige a-Terpineol, das unter anderem in Eukalyptus- und Minzextrakten gefunden
wird, ist ebenfalls ein wichtiger olfaktorischer Grundstoff. Racemisches a-Terpineol kann
iiber Diels-Alder-Reaktion aus 2-Methyl-butadien und Acrylsduremethylester mit anschlie-
Bender Umsetzung der Estergruppe mit zwei Aquivalenten Methylmagnesiumbromid herge-
stellt werden.

Interessant sind die neulich publizierten Ergebnisse von Jarvo et al. (Jarvo et al., 2001) zur
Racematspaltung tertidrer Aminoalkohole. Verwendet wurden hierbei Peptid-Katalysatoren
geringen Molekulargewichts, die aus wenigen, nicht proteinogenen Aminosduren aufgebaut

waren. Die Gruppe konnte Enantioselektivitdten bis zu E > 50 erreichen.

1.9.2 Amide

Chirale Amine und ihre Derivate spielen eine herausragende Rolle im Bereich der Pharma-
zeutika- und Pestiziddarstellung. Die homochirale Synthese von Aminen kann unter den sel-
ben Aspekten betrachtet werden, wie die Darstellung optisch reiner Ester. Es wurden bereits
einige Versuche zur enzymkatalysierten Racematspaltung von Aminen unternommen. So ka-
talysieren Proteasen in ihrer natiirlichen Funktion die Hydrolyse von Amidbindungen. Aller-
dings zeigen Proteasen meist geringe Aktivititen gegeniiber kurzkettigen Substraten. Die
Bindungsregion von Proteasen entspricht im allgemeinem einer Art Kanal auf der Oberfldche
des Proteins. Hier konnen sich Polypeptidketten — die natiirlichen Substrate von Proteasen —
anlagern. Dennoch konnten einige erfolgreiche Umsetzungen, in erster Linie unter Subtilisin-
katalyse, durchgefiihrt werden: Die enantioselektive Acylierung von Aminen mit Trifluore-
thylbutyrat (Kitaguchi et al., 1989) oder die Umsetzung mit Chlorpropionat (Brieva et al.,
1990). Die erzielten Enantioselektivititen waren allerdings eher gering und erreichten nur fiir
einige der untersuchten Substrate Werte bis E = 50.

Auch Lipasen wurden bereits erfolgreich zur Racematspaltung von Aminen eingesetzt. Insbe-
sondere die Lipasen aus C. antarctica (CAL-B), Ps. cepacia und Ps. aeroginosa wurden hier
eingesetzt (Gotor et al., 1993; Jaeger et al., 1996; Kanerva et al., 1996, Pozo und Gotor, 1993;
Puertas et al., 1993). Die meisten der umgesetzten Amine zeigen strukturelle Verwandtschaft

mit sekundiren Alkoholen: Es handelt sich um primidre Amine mit einer Verzweigung in der
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a-Position der Kohlenstoffkette. Orsat et al. (Orsat et al., 1996) gelang aber auch die stereo-
selektive Acylierung eines sekundidren Amins (Azirins) mit CRL.

Inzwischen wird die enantioselektive Veresterung einer Reihe von Aminen groBtechnisch von
der BASF betrieben (Balkenhohl et al., 1995) (s. Tabelle 1). Als Acylierungsagens werden
Methoxyessigsdureester verwendet. Die elektronenziehende Methoxygruppe beschleunigt die
Reaktion. Auch wird nur mit diesem Acyldonor mit der verwendeten Lipase (aus Burkholde-
ria plantarii) die gewiinschte Enantioselektivitit erreicht. Nicht umgesetztes Amin kann unter
Verwendung eines Palladium-katalysators reracemisiert und dem Prozess wieder zugefiihrt
werden (Liese et al., 2000). Das die Verwendung von Methoxyessigsdure derivatisierten
Arylethylaminen deutlich Enantioselektivitit und besonders die Reaktionsgeschwindigkeit
positiv beeinflusst, konnten ebenfalls Wagegg et al. (Smidt et al., 1996; Wagegg, 1996; Wa-
gegg et al., 1998) zeigen. In den unabhingig von den Versuchen der BASF durchgefiihrten
Arbeiten zeigte sich die Lipase B aus Candida antarctica als geeigneter Biokatalysator.

Fiir diese Arbeit standen eine Reihe in erster Linie arylsubstituierter Amide zur Verfligung

(Abbildung 12).
O O O

HN)kR1 HN)k HN)k

To™

R2
R' R® ABKURZUNG CHEA-Ac
CHs H CH; PEA-Ac
CHs p-Cl CH; CPEA-AC
CH,OCHs p-Cl CHs CPEA-MAc O
CHs p-CHsO  CuHs pMOPPA-Ac )K
CHs p- CH3;0 CHs PMOPEA-Ac HN
CHs m-CH30 CH; mMOPEA-Ac
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CH,CH2COOH p-Cl CHs CPEA-Ma
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CH,OH p-Cl CH; CPEA-HAC
CHOHCH3 p-Cl CHs CPEA-Lc
CHOHCH3 p-Me CH;s MPEA-Lc
CsH1s p-Me CH3 MPEA-Cpo

Abbildung 12: Eingesetzte chirale Amide und die verwendeten Abkiirzungen
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1.10 Zielsetzung

Die beiden Substratgruppen, Ester tertidirer Alkohole und Amide, werden von Esterasen und
Lipasen nur in Ausnahmefillen umgesetzt. Die strukturellen Ursachen sind bisher nicht ver-
standen und Ansétze, um zu einem solchen Verstindnis zu kommen, wurden bislang nicht
unternommen.

Mit den Methoden der gerichteten Evolution wurde in den letzten Jahren ein Werkzeug ge-
schaffen, mit dem sich die Eigenschaften von Proteinen schnell in eine gewiinschte Richtung
verdndern lassen. Allerdings wurde diese Methode bisher nur in einem literaturbekannten
Beispiel erfolgreich zur Generierung ginzlich neuer Aktivititen eingesetzt (Bornscheuer et
al., 1998; Bornscheuer et al., 1999; Bornscheuer, 1997).

Ausgehend von Substanzen beider Substratklassen und von vier rekombinanten Enzymen
sollten mittels gerichteter Evolution Enzymvarianten geschaffen werden, die diese nicht na-
tiirlichen Substrate umsetzen. Die so generierten, verdnderten Biokatalysatoren sollten dann
mit Methoden des Molecular Modelings weiter untersucht werden.

Ziel war dabei zweierlei: Erstens sollte die Anwendbarkeit der evolutiven Methoden auch auf
die de novo Generierung von Aktivititen gegeniiber nicht natiirlichen Substraten ausgedehnt
werden.

Zweitens sollte anhand eines Vergleichs neu erhaltener Enzymvarianten, die neue Substratak-
tivitdten zeigen, mit den Wildtyp-Proteinen, ein strukturelles Versténdnis dafiir erhalten wer-
den, welche Eigenschaften iiber das Zustandekommen der neuen Aktivitit entscheiden.

Ein fiir die evolutiv verbesserten Esterasen geschaffenes Modell sollte nach Mdéglichkeit auf

andere Hydrolasen iibertragen werden, um seine allgemeine Gtiltigkeit zu liberpriifen.

Aus der Zielsetzung ergab sich die Vorgehensweise:

* Klonierung der Esterasen in ein Expressionssystem basierend auf E. coli, das eine mog-
lichst hohe Expression der rekombinanten Enzyme und eine schnelle Detektion eventuel-
ler Mutationen in verbesserten Varianten erlaubt.

» Etablierung und Untersuchung der Mutationsmethoden:

* Error-prone PCR
*  DNA shuffling
e Zufallsmutagenese mit dem kommerziell erhiltlichen Mutationsstamm Epicurian coli

XL1-Red (Strategene, La Jolla, CA).
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Die Methoden der epPCR und die Verwendung des Mutationsstammes sollten zur Gene-
rierung einer ersten Generation von Esterasevarianten genutzt werden, in der sich schon
erste positive Mutanten finden sollten. DNA shuffling sollte zur weiteren Verbesserung,

mittels Kreuzung, dieser ersten Proteinvarianten verwendet werden.

* Etablierung von Screeningverfahren auf Mikrotiterplattenbasis. Die zu etablierenden As-
says sollten die Moglichkeit zur Hochdurchsatzerkennung von Esterasevarianten mit hy-
drolytischer Aktivitét gegeniiber Estern tertiéirer Alkohole und Amiden bieten.

* Anlegen von Bibliotheken mit Enzymvarianten. Durchmusterung der Bibliotheken mit
den Assay-Systemen.

* Erkennen positiver Varianten. Feststellung der erfolgten Mutationen. Weitere Verbesse-
rung in nachfolgenden Mutationsrunden.

* Erstellung eines Models durch Vergleich der aktiven Mutanten, mit den nicht aktiven
Wildtyp-Enzymen.

+ Ubertragung des Models auf weitere Hydrolasen.

In der Literatur sind einige der Verfahren zur Zufallsmutagenese bereits beschrieben (s. Kap.
1.7). In vorhergehenden Arbeiten (Henke, 1998; Henke und Bornscheuer, 1999) hatte es sich
gezeigt, dass diese Methoden fiir neue Enzyme und unter verdnderten Laborbedingungen im
Allgemeinen neu zu etablieren sind. Des weiteren sollten die zu etablierenden Methoden hin-

sichtlich Mutationsfrequenz, Reproduzierbarkeit und Ausbeute charakterisiert werden.
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2 Erqgebnisse

2.1 Klonierung und Expression der Hydrolasen

2.1.1 Umklonierung des fur die Esterase | aus Ps. fluorescens co-

dierenden Gens in einen neuen high-copy Vektor

Die Esterase I aus Ps. fluorescens wurde mittels des Vektors pJOE2792.1 in E. coli exprimiert
(Krebsfanger et al., 1998b; Pelletier und Altenbuchner, 1995). Bei dem Konstrukt
pJOE2792.1 handelt es sich um einen Expressionsvektor, in dem sich das Gen PFE [ unter der
Kontrolle des starken Rhamnose-induzierbaren Promotors aus E. coli (rhaP) befindet. Zur
Selektion enthélt er das Ampicillin-Resistenz vermittelnde bla-Gen. Da der Replikationsstart-
punkt aus pBR322 stammt, handelt es sich um ein Plasmid, das nur in geringer Kopienzahl in
den Zellen vorliegt. Dieses verursacht bei einer Reihe von Arbeiten, unter anderem bei der
routineméfigen Sequenzierung von Mutanten, die durch die Mutationsexperimente erhalten
wurden, Probleme. Da andererseits die Verwendung des starken und sehr ,,dichten* rhaP-
Promoters Vorteile versprach, wurde die Expressionskasette aus pJOE2792.1 in das High-
Copy-Plasmid pUC19 einkloniert. Abbildung 13 zeigt die dabei angewendete Strategie. Da
das in dem Klonierungsvektor pUC19 enthaltene /acZ-Gen im neuen Konstrukt nicht ge-
braucht wurde, linearisierte man das Plasmid iiber die auBlerhalb liegenden Schnittstellen
Aatll und BspLU11I, wihrend die Expressionskassette aus pJOE2792.1 nach einer PCR zur
Einfiihrung der Aatll-Schnittstelle mit AafIl und BspHI (BspHI liefert komplementiire Uber-
hénge zu BspLU111) herausgeschnitten wurde. Ligation der beiden Fragmente erbrachte den

neuen Expressionsvektor pG-PFEL.WT.
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pJOE 27921 ™
5124 bps

A
BspLUTHI

AN

1. Schneiden mit Aatll 1. PCR um Aatll-Schnittstelle einzufiihre
2. EtOH-Fallung 2. Gelextraktion

3. Schneiden mit BspLU11I 3. Schneiden mit Aatll und BspHI

4. Gelextraktion 4. Gelextraktion

Ecor!
Al
Ndel

I i I ~ Fragment 2: pJOE2792.1 Mod ends //Aatll, BspHI
(1490 bps)

Fragment 1: pUC 19 // BspLU11l, Aatll

(1815 bps)

1. Ligation

2. Transformation in E. coli
3. Plasmidisolation

pG-PFELWT

3305 bps

AN

Abbildung 13: Strategie zur Klonierung von PFE I in ein High-Copy-Plasmid

Das Esterase-Gen wird weiterhin von den Schnittstellen BamHI (C-terminal, zwischen Gen
und HisTag) und Ndel (N-terminal) flankiert. Der HisTag ermdglicht eine Aufreinigung mit-
tels Immobilisierter-Metallionen-A ffinitits-Chromatografie (IMAC).

Eine erste Analyse der unterschiedlichen Plasmidkonzentrationen, die mit den beiden Kon-
strukten pJOE2792.1 und pG-PFEL.WT erreicht werden konnten, wurden mittels Agarose-
Gel-Elektrophorese gemacht (Abbildung 14). Deutlich zu sehen ist die wesentlich hohere

Plasmidkonzentration, die mit dem neuen Expressionsvektor pG-PFEL.WT erreicht wurde.
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Aufgetragen: 5 pl Plasmid Mini-prep aus je drei 5 ml Kulturen von
E. coli transformiert mit den Plasmiden pG-PFEL.WT und
pJOE2792.1.

Bahn 1-3: pG-PFELWT

Bahn 4-6: pJOE2792.1

4072 bp
2036 bp

Abbildung 14: Agarose-Gel-Elektrophorese: Unterschiedliche Konzentration an plasmidischer DNA in E.
coli DH5d transformiert mit den Plasmiden pG-PFELWT bzw. pJOE2792.1

Expression der Esterase mit den beiden Vektoren in E. coli DH50 erbrachte zusédtzlich eine

Steigerung der erzielten Enzymmenge mit dem neuen Vektorsystem (Tabelle 3).

Tabelle 3: Expression der Esterase PFE I in E. coli DH50 mit den Plasmiden pG-PFELWT und
pJOE2792.1. Expression der Esterase in 50 ml Kulturen.

pG-PFEL.WT, Rohextrakt pJOE2792.1,
Rohextrakt
Aktivitit gegeniiber pNPA® [U/mg] 40 43
Proteingehalt [%] 24 29
Spez. Aktivitit [U/mg Protein] 167 148
Gesamtmenge Rohextrakt [mg] 111 95
Gesamtaktivitit [U] 4440 4085

a) bei 25 °C

Die erzielte Aktivitdtssteigerung lag zwar bei lediglich 10 %. Im Verlauf der Arbeiten zeigte
sich aber, dass die Reproduzierbarkeit der Enzymausbeuten mit dem Vektorsystem pG-
PFELWT deutlich hoher lag.

Eine Aufreinigung der Enzyme erfolgte iiber Ni-NTA-Sdulen (Abbildung 15). Durch Aktivi-
tatsfarbung mittels a-Naphthylacetat und Fast-Red konnte nachgewiesen werden, dass die
deutlich iiberexprimierte Proteinfraktion mit einer GréBe von ca. 30,5 kDa (theoretische Mas-

se 30840 Da), als einzige hydrolytische Aktivitit gegeniiber a-Naphtylacetat aufweist.
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Aufgetragene Proteinmenge: Coomasie-Farbung ca.17

97,4 kDa -
66.2 kDa e ng; Aktivitatsfarbung mit a-Naphtol und Fast-Red ca. 8
45,0 kDa ng.
Bahn 1: Enzymrohextrakt, Expression mit pG-PFEL.WT
31,0 kDa T Bahn 2: Enzymrohextrakt, Expression mit pJOE2792.1
Bahn 3: Ni-NTA aufgereinigter Rohextrakt, Expression
21,5kDa — .
mit pG-PFEL.WT
14,0 kDa — Bahn 4: Ni-NTA aufgereinigter Rohextrakt, Expression
mit pJOE2792.1
Std. 12 3 4 1 2 3 4

Abbildung 15: SDS-PAGE: Expression der Esterase PFE I in E. coli DH5Q mit den Plasmiden pG-
PFELWT und pJOE2792.1.

Da die Umklonierung die erhofften Ziele erbracht hatte, wurden auch die Gene der anderen
zur Verfiigung stehenden Esterasen in das High-Copy-Plasmid umkloniert, um ein einheitli-

ches Expressionssystem zur Verfiigung zu haben.

2.1.2 Umklonierung der Gene sde, bstee und pfell in den neuen

High-copy Vektor

Das fiir die Esterase II aus Ps. fluorescens codierende Gen pfell lag in dem Vektor pFIS32.1
vor (Khalameyzer ef al., 1999). Das Plasmid pFIS32.1 ist ein dem Vektor pJOE2792.1 analo-
ges Konstrukt, dass sich von diesem lediglich dadurch unterscheidet, das er das entsprechende
andere Esterase-Gen tragt. Die Umklonierung von pfell konnte daher durch einfachen Re-
striktionsverdau mit BamHI und Ndel und anschlieBende Ligation erfolgen. Das erhaltene
Konstrukt wurde mit pG-PFEILWT bezeichnet.

Das fiir die Esterase aus B. subtilis codierende Gen bstee lag in dem Vektor pMK2 fiir die
Expression in Bacillus Stimmen vor (Amaki et al., 1994; Tulin et al., 1993). Aus diesem
wurde das Gen mittels PCR und den Primern MOD-PR-BSE-1V und MOD-PR-BSE-2R her-
ausamplifiziert. Mit der Amplifikation wurden gleichzeitig die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Ndel eingefiigt, mit denen das Gen in den Vektor pG-BsteE.WT einkloniert wur-
de.
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Die gleiche Vorgehensweise wurde zur Umklonierung des fiir die Esterase aus Streptomyces
diastatochromogenes codierenden Gens sde (bei Tesch et al. (Tesch et al., 1996) als estA be-
schrieben) gewéhlt. Das Gen wurde, unter Einfligen der Schnittstellen BamHI und Ndel, mit
den Primern MOD-PR-SDE-1R und MOD-PR-SDE-1V aus dem Vektor pUCT7 (Tesch et al.,
1996) herausamplifiziert, und nach Restriktionsverdau in den neuen High-Copy-Vektor einli-

giert. Das erhaltene Konstrukt wurde mit pG-SDE.WT bezeichnet.

2.1.3 Expression der rekombinanten Esterasen in E. coli

Mit den neuen Expressionsvektoren wurden die Esterasen nach dem Standardprotokoll in E.
coli DH5a exprimiert. Wéhrend sich die Esterase aus B. stearothermophilus in relativ hohen
Ausbeuten exprimieren lie3, wurde mit der Esterasen PFE II nur sehr geringe Ausbeuten er-
reicht. Die Esterase aus Streptomyces diastatochromogenes liel} sich in E. coli, unter diesen

Bedingungen, nicht exprimieren (Tabelle 4).

Tabelle 4: Expression der Esterasen BsteE, PFE II und SDE in E. coli DHS5Q .

BsteE PFE 11 SDE
Proteingehalt [%] 28 32 27
Aktivitit gegeniiber pNPA” 5,4/19,3 0,34 /1,06 0,033/0,122
[U/mg]/ [U/mg Protein]
a) bei 25 °C

Um auszuschlieen, dass die PFE II lediglich durch Verwendung des neuen High-copy Kon-
strukts, z.B. durch Bildung von Einschlusskorpern, schlecht exprimiert wird, wurden Expres-
sionsversuche mit dem urspriinglichen Expressionsvektor pFIS32.1 durchgefiihrt. Dies fiihrte,
genauso wie die Verwendung des E. coli—-Stammes JM109, nicht zu einer deutlichen Steige-
rung der zu erzielenden Aktivitdt. Ebenfalls erfolglos blieben Versuche, eine eventuelle
Membranfixierung (Khalameyzer et al., 1999) des Enzyms durch Zugabe eines Detergens

(Emulgen 913, Kao Chemicals, Tokyo, Japan) aufzuheben.

Mit der Esterase SDE gelang auch in den E. coli Stammen JM109 und JM105 keine ausrei-
chende Expression. Ebenfalls erfolglos blieb eine Umklonierung in den Low-copy-Vektor
pJOE 2792.1 (Baumann, 2001) und in ein Konstrukt auf Basis des kommerziellen Vektors
pGEX (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden)(Schuster, 2001).
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2.2 Methoden der Zufallsmutagenese

Transformation in

Mutationsstamm

2. Reinigung

3. DNAse-Verdau

2. Reinigung 7 2. Kultivierung
K}

R'estriktionsverdau

4. Reinigung

5. Rekombinations PCR

R 6. PCR
4, L|gat|9n in 7. Reinigung
Expressionsv 8. Restriktionsverdau 3. Plasmid-

ektor isolierung

9. Ligation

Plasmide mit mutierten Genen

Abbildung 16: Vergleich der untersuchten Methoden der Zufallsmutagenese
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2.2.1 Error-prone PCR

Zur Etablierung einer Methode der Zufallsmutagenese mittels error-prone PCR wurde in er-
ster Linie auf Ergebnisse von Vartanian ef al. (Vartanian et al., 1996) zuriickgegriffen. Muta-
gene Bedingungen bei der Amplifikation des Parenteral-Genes wurde durch Zusatz von Man-
gan-(II)-Ionen (0,5 mM MnCl,) (Beckman et al., 1985) und durch Zugabe der Desoxynukleo-
tide (ANTP) in unterschiedlichen Konzentrationen erreicht. Es wurden parallel jeweils vier
PCR (in 100 pl- oder 50 pl-Masstab) durchgefiihrt, bei denen jeweils eines der ANTP in einer
Konzentration von 0,2 mM, die anderen in einer Konzentration von 1 mM vorlagen. Die
Analyse der PCR-Produkte zeigte, dass die Reaktion mit dGTP im relativen Unterschuss am
besten, das heifit mit der grofSten Ausbeute, mit dTTP im relativen Unterschuss hingegen am
schlechtesten ablief (Abbildung 17). Insgesamt schien ein relativer Unterschuss an Purinbasen
besser als ein Mangel an Pyrimidinbasen vertragen zu werden. Die verwendeten Bedingungen
sollte zu einer Mutationsfrequenz von ca. 1-2 x 10 fiihren (Vartanian ez al., 1996). Dies ent-

spricht bei der GroB3e der zu mutierenden Gene ca. 1-2 Basenaustauschen/Gen.

Bahn 1: epPCR mit dATP im Unterschuss
Bahn 2: epPCR mit dGTP im Unterschuss
Bahn 3: epPCR mit dCTP im Unterschuss
Bahn 4: epPCR mit dTTP im Unterschuss

Abbildung 17: DNA-Agarosegel: Auftrennung der Produkte von vier epPCR bei denen jeweils ein ANTP

im Unterschuss zugefiigt wurde

Reproduzierbare Ergebnisse konnten nur mit hohen Konzentrationen (5 U/100 pl PCR-
Ansatz) der verwendeten 7ag-Polymerase erreicht werden. Entscheidend waren des weiteren
auch lange Synthesezeiten (6 min/1000 bp-Fragment). Zugabe der Mn*'-Stammldsung erst
nach Erwirmen der Reaktionslosung auf 95 °C im ersten Schmelzschritt des Reaktionszyklus

erhohte auch geringfiigig die Ausbeute, war aber nicht entscheidend.
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Die error-prone PCR wird im Gegensatz zu einer Standard-PCR unter Bedingungen durchge-
fiihrt, die bewusst zu einer erhohten Fehlerrate fithren, und die daher suboptimal fiir die
Durchfiihrung der Reaktion sind. Bei einer epPCR ist daher mit deutlich geringeren Ausbeu-
ten zu rechnen, als bei einer Standard-PCR. Weitgehend ungeklart ist dagegen das Phédnomen,
dass sich die Produkte einer epPCR deutlich schlechter in den Expressionsvektor ligieren las-
sen, als ein Produkt einer Standard-Reaktion. Ein Grund hierfiir konnten Restmengen an
Mangan-Ionen sein, die sich durch die Aufreinigungsverfahren nicht beseitigen lassen.

Um dies quantifizieren zu konnen, wurde eine Standard-PCR und eine epPCR parallel, ausge-
hend von der selben Menge Template-DNA, durchgefiihrt (Tabelle 5). Nachfolgend wurden
DNA-Konzentrationen bestimmt (vor und nach Restriktionsverdau und Aufreinigung) und mit
identischen DNA-Mengen eine Ligation in den Expressionsvektor, sowie eine Transformation

des Produkts in E. coli DH5a durchgefiihrt.

Tabelle 5: Vergleich der Ausbeuten einer Standard- und einer epPCR

Standard PCR” EpPCR" epPCR/Std-PCR [%]
AnsatzgroBle 100 pl 4 x 100ul
DNA-Menge PCR (nach Aufreinigung 12,65 pg 10,00 pg 20
mit PCR-Kit, Qiagen)” 2,50 pg/100ul PCR
Produktmenge nach Verdau mit Ndel 1300 ng 825 ng 16
und BamHI und Aufreinigung (Gel- 206 ng/100ul PCR
Extraktions-Kit, Qiagen)®
Kolonien (Ligation von je 112 ng PCR- 1756 305 17
Produkt)?.
Kolonien / ng eingesetzter DNA 15680 2720 17
Kolonien / 100ul-PCR 19290 560 <3

a) Identische Reaktionsbedingungen, Amplifikation des pfel-Gens aus pG-PFEL.WT mit den Primern PCR-PR-
3V und PCR-PR-3R. 35 Zyklen.

b) Vier parallele PCR, jeweils ein ANTP im Unterschuss.

¢) Bestimmung der DNA-Konzentration durch Absorptionsmessung bei 280 nm

d) Ligation in die gleiche Menge geschnittener Plasmid-DNA. Transformation in E. coli DH50 nach TSS-
Methode

Wie zu sehen ist, betrdgt schon die Produktausbeute der epPCR nur 20 % der unter optimier-
ten Bedingungen zu erhaltenden DNA-Ausbeute. Im zweiten Schritt mit Restriktionsverdau
und anschlieBender Reinigung des gewiinschten DNA-Fragmentes durch Gelextraktion ver-

ringert sich das Verhéltnis noch einmal auf ca. 16 %, da unter error-prone Bedingungen ein
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groferer Anteil unspezifischer Produkte entsteht, der vor der Aufreinigung mitbestimmt wird
(s. auch Abbildung 17).

Ebenfalls nur 17 % betrug die Effizienz des Ligations-/Transformationsschritts mit dem
epPCR-Produkt.

Die beiden Problemfelder schlechtere DNA-Ausbeute und deutlich geringere Ligations-
/Transformationseffizienz fithren dazu, dass die Anzahl an Transformanten/PCR bei Verwen-
dung der error-prone Methodik um zwei Gréf3enordnungen geringer ausfallt als unter Stan-

dardbedingungen.

2.2.2 DNA shuffling

DNA shuffling wurde nach der Methode von Stemmer (Stemmer, 1994a; Stemmer, 1994b)
und der iiberarbeiteten Vorgehensweise von Zhao et al. (Zhao, 1997) etabliert. Wie aus den
ersten Protokollen von Stemmer hervorgeht, fiihrt die Methode des DNA shufflings an sich
bereits zum Auftreten von Mutationen: Wahrend des DNAse-Verdaus kommt es zu Einzel-
strangbriichen, die bei den nachfolgenden Schritten zur Rekombination des DNA-Templats zu
Fehleinbauten von Nukleotiden fithren. DNA shuffling sollte in dieser Arbeit in erster Linie
zur Verbesserung erster Generationen von Enzymvarianten durch Kreuzung verwendet wer-
den. Bei der Kreuzung mehrerer Parenteral-Gene ist das Auftreten neuer Mutationen uner-
wiinscht, da eventuelle additive oder gar synergistische Effekte der Mutationen untersucht
werden sollen. Das Protokoll von Zhao et al., das den Zusatz von Mn**-Tonen wihrend der
DNA-Fragmentierung vorsieht, versprach eine hohere Zuverldssigkeit, d.h. weniger neue
Mutationen.

Wichtig bei der Etablierung der Methodik war der Einsatz einer geniigend grolen Menge an
Templat-DNA. Es wurde daher mit sechs bzw. acht parallelen (100 ul) PCR zur Erzeugung
des Ausgangsmaterials begonnen. Als nicht reproduzierbar zu gestaltender Schritt erwies sich
der Verdau mit DNAse. Hier konnte kein einheitliches Protokoll in bezug auf eingesetzte
DNAse-Aktivitit und Inkubationszeit ausgearbeitet werden. Bei diesem Schritt ist das Errei-
chen eines optimalen Fragmentierungsgrades, d.h. einer einheitlichen Fragmentgréf3e von 50-
100 bp entscheidend. Zu kurze Inkubationszeiten und zu geringe DNAse-Aktivititen fiithrten
zu einer unvollstindigen Fragmentierung und zu zu grolen DNA-Bruchstiicken, wihrend eine
Inkubation iiber zu lange Zeitrdume oder mit zu grolen DNAse-Aktivitdten einen vollstindi-
gen Verdau der eingesetzten DNA erbrachte. Da optimale Inkubationszeiten und DNAse-

Mengen stark von Qualitdt und Zusammensetzung der verwendeten DNA-Préparationen ab-
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hingen, muften fiir jedes neu synthetisierte Templat die Bedingungen in Reihentests neu op-
timiert werden.

Zur Aufreinigung der DNA-Fragmente erwies sich eine Phenol/Chloroform-Extraktion aus
Agarose-Gelen als am Besten geeignet. Eine Extraktion mit kommerziellen Kits (QiaexII,
Qiagen, Hiilben) erbrachte keine zufriedenstellenden Ergebnisse.

Bei dem Rekombinations-Schritt, dem Wiederzusammensetzen der Fragmente und der an-
schlieBenden Amplifikation des Gens konnte dem Protokoll von Zhao et al. gefolgt werden.
Das optimierte Protokoll ist in Kapitel 4.6.3 beschrieben. Wihrend ein Verfahren zum DNA
shuffling ausgehend von einem parenteral Gen etabliert werden konnte, gelang die Kombina-
tion einer Chiméire aus Fragmenten der beiden sequenzhomologen Gene bsube und bstee (fa-
mily-shuffling) (Vergleiche Kap. 2.4.1)in mehreren Anldufen nicht. Hierbei wurde die Synthe-
se der Ausgangsprodukte und die Fragmentierung fiir beide Gene separat ausgefiihrt. Nach
Aufreinigung und DNA-Konzentrationsbestimmung wurden zur Rekombinations-PCR die
Bruchstiicke beider Gene in unterschiedlichen Verhéltnissen zusammengegeben. Erhalten
wurden schlieBlich allerdings nur Klone, die eines der Gene in rekombinierter Form enthiel-

ten.

2.2.3 Mutations-Stamm Epicurian coli XL1-Red

Mit dem Mutationstamm Epicurian coli XL1-Red wurde entsprechend den Angaben des Her-
stellers (Stratagene, La Jolla, Ca, USA) verfahren. Bei der Kultivierung des Stammes konnte
auf vorausgehende Arbeiten in der Arbeitsgruppe aufgebaut werden (Bornscheuer et al.,
1998; Bornscheuer et al., 1999; Bornscheuer, 1997).

Bei Epicurian coli XL1-Red handelt es sich um einen E. coli-Stamm mit Defizienzen im
DNA-Reparaturmechanismus. Dies fiihrt dazu, dass nach jedem DNA-Replikationszyklus ein
Teil der aufgetretenen Mutationen nicht korrigiert wird. Daher hdufen sich nach mehren
Zellzyklen entsprechende Mutationen. Dies sollte sich sowohl auf die genomische, als auch
auf in die Zelle eingebrachte plasmidische DNA auswirken.

Nach Transformation der entsprechenden Expressionsvektoren in den Stamm wurde dieser
iiber mehrere Tage kultiviert (Kap. 4.6.1). Nach jedem Kultivierungstag erfolgte eine Isolie-
rung der plasmidischen DNA und die Inokulation einer neuen Kultur mit einem Aliquot der
Zellkultur. Es wurde damit gerechnet, dass sich iiber mehrere Kultivierungszyklen Mutatio-
nen in der isolierten DNA héuften. Durch Préparationen der Plasmide an verschiedenen auf-
einanderfolgenden Tagen sollte man so in der Lage sein, Bibliotheken mit Enzymvarianten zu

erstellen, die einen unterschiedlichen Mutagenisierungsgrad aufweisen. Hier sollte ebenfalls
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untersucht werden, wie sich die Anzahl der Kultivierungszyklen auf die Mutationhdufigkeit
auswirkt.

Die isolierte plasmidische DNA wurde in E. coli DH50 transformiert.

2.2.4 Vergleich der Mutationsmethoden

Entscheidend fiir den Vergleich der verschiedenen Methoden ist der jeweils zu betreibende

Aufwand zur Generierung einer Bibliothek von Enzymvarianten.

Vergleicht man die drei angewendeten Methoden (Tabelle 6), so ist die Verwendung des
Mutationsstammes mit dem geringsten Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden. Mit einem ent-
sprechend vergrofertem Kultivierungsvolumen kdnnen in kiirzester Zeit, unter vertretbarem

Arbeitsaufwand, beliebige Mengen eines mutierten Expressionsvektors hergestellt werden.

Tabelle 6: Vergleich der Effektivitit der Verschiedenen Mutationsmethoden.

Mutations-Stamm epPCR DNA shuffling
AnsatzgroBe 50 ul Miniprep® 100 pl epPCR 100 pl PCR”
Anzahl Mutanten® 10°-10° <10’ Ca. 2x10’
Arbeitsaufwand Gering Hoch Sehr hoch, schwer zu
standardisieren

a) Isolierte plasmidische DNA aus 2 ml Epicurian coli XL1-Red-Kulturen
b) Amplifikations-PCR im letzten Schritt des DNA shuffling-Protokolls
¢) Bei Transformation in E. coli DH5a mittels TSS-Methode

Dem gegeniiber sind epPCR und DNA shuffling streng sequenzielle Methoden. Die Anzahl
potentieller Mutanten je Ansatz ist begrenzt. Bei beiden Methoden ist ein deutlich hoherer
Arbeitsaufwand zu leisten. Bei der Methode des Gene-shufflings besteht weiterhin das Pro-
blem, dass ein standardisiertes Protokoll nur fiir Teile des Verfahrens etabliert werden konnte.
Vergleicht man das mogliche Potential der Verfahren, so hat die Verwendung des Mutations-
stammes den Vorteil, dass durch unterschiedlich hiufig wiederholte Kultivierungszeiten die
Mutationsrate beeinflufit werden kann. Als Nachteil verbleibt allerdings, dass sich Mutationen
auf die gesamte, in den Stamm eingebrachte, DNA auswirken.

Dass durch verschiedene Bedingungen wihrend der epPCR unterschiedliche Mutationsfre-

quenzen erreicht werden konnen, wurde bereits gezeigt (Vartanian et al., 1996).
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Das DNA shuffling bietet als Einzige der untersuchten Methoden die Moglichkeit {iber quasi
sexuelle Mutagenese die Eigenschaften bereits verbesserter Varianten zu kombinieren oder

stark sequenzhomologe Gene zu Chiméren zu vereinigen.

Untersucht wurde die mit den verschiedenen Methoden zu erziehlende Mutationsrate. Von
den Transformanden wurden jeweils mehrere willkiirlich ausgewdhlt und nach Kultivierung
die mutierte Gene tragenden Plasmide extrahiert und gereinigt. Sequenzierung erbrachte aus
dem Verhiltnis der erkannten Basenaustausche zu den gesamten, sequenzierten Basen die

Mutationsrate.

Tabelle 7: Mit den Methoden der Zufallsmutagenese erzielte Mutationsrate

Mutationsstamm epPCR Gene-shuffling
Sequenzierte Nukleotide 10034 (7 Tage Kultivierungsdauer) 4780bp 5201
6754 (1-6 Tage Kultivierungsdauer)
Mutationen 0 11 20
Mutationsrate 0 2,3%107 3,8x10°

Aus diesen Ergebnissen geht eindeutig hervor, dass die Verwendung des Mutationsstammes
XL1-Red fiir eine Aufgabenstellung, wie die hier beschriebene, nicht geeignet ist. Mit dem
verwendeten Messverfahren konnten keine Mutationen festgestellt werden. Da die Analyse
der Mutationsfrequenz iiber Sequenzierung allerdings sowohl zeitaufwendig als auch kosten-
intensiv ist, konnten lediglich ca. 17000 Basenpaare untersucht werden. Daher kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die Methode dennoch zur Zufallsmutagenese geeignet ist. Da die
Mutationsfrequenz allerdings sehr niedrig ist, kann mit dem Verfahren sicherlich nicht das
Ziel erreicht werden, in jedem aus dem Mutagenesezyklus erhaltenen Gen mindestens eine
Nukleotidverdnderung zu finden. Diese angestrebte Mutationshiufigkeit scheint aber im Hin-
blick auf das zu etablierende Assaysystem (Hydrolysetest in MTPs) mit seinen relativ gerin-
gen Durchsdtzen notwendig.

Das aufwendige DNA shuffling zeigte eine Mutationsfrequenz die mit anndhernd 4 Transver-
sionen und Transitionen auf 1000 bp, noch hoher ist, als die, die mit epPCR erzielt wurde.
Diese Methode sollte jedoch in erster Linie zur Kombination von bereits gefundenen Muta-
tionen, die nachgewiesenermassen zu einer Verbesserung der untersuchten Eigenschaften
beitragen, verwendet werden. Dabei ist die hohe Muationsanfiélligkeit eher nachteilhaft. Die
wihrend der Etablierung der Methode generierten Klone wurden in Lagerstocks tiberfiihrt und

ebenfalls dem Sreening unterworfen.
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Die entwickelte Methode zur epPCR zeigte die gewiinschte Mutationsfrequenz mit ca. 1 — 2
ausgetauschten Nukleotiden pro Gen und Zyklus.

Der Anteil der beobachteten Transversionen (Austausch von Purinbasen gegen Pyrimidinba-
sen und vice versa) betrug sowohl bei der epPCR also auch beim DNA shuffling ca. 40 %.

Fiir die mit epPCR erhaltenen Varianten von PFE I konnte ein Deaktivierungsgrad von 9 %
bestimmt werden. Dazu wurden die Klone auf Tributyrintestplatten ausplattiert und eine

eventuell ausbleibende Hofbildung registriert (Kap. 4.6.4).



Ergebnisse 46

2.3 Assayentwicklung

2.3.1 Assay zur Aktivitatsbestimmung in Hydrolase-katalysierten

Esterhydrolysen mittels pH-sensitiver Fluorophore

Zur Detektion von hydrolytischer Aktivitit gegeniiber Carboxylestern sollte ein Assay eta-
bliert werden, der die Enzymaktivitit durch Nachweis der bei der Esterhydrolyse freigesetzten

Saure durch einen pH-Indikator ermdglicht (Abbildung 18).

o Elrzlzyé)m, o
2
Rz)]\O/R1 + Ind = = Rz)J\O' + R'TOH + IndH"

Abbildung 18: Nachweis von Esterase-/Lipase-Aktivitit mit pH-Indikatoren

Ein entscheidender Nachteil eines solchen Assay-Systems ist, dass man zwangsldufig eine
Anderung des pH-Wertes wihrend der zu detektierenden Reaktion in Kauf nehmen muf3. Von
Vorteil und ausschlaggebend fiir die Entscheidung mit der Entwicklung eines pH-Assays zu
beginnen, war allerdings, dass hierbei keinerlei Limitierung auf spezielle Substrate nétig war.
Es konnten also direkt auf die interessierenden Substanzen getestet werden. Ein Assay auf
Basis von Chromophorestern (Henke und Bornscheuer, 1999; Janes und Kazlauskas, 1997;
Reetz, 1997), kam nicht in Frage, da von der Aufgabenstellung her die Hydrolyse verschiede-
ner Ester tertidrer Alkohole untersucht werden sollte. Daher miisste ein Chromophorester die
chromophore Gruppe in der freiwdhlbaren Siureeinheit besitzen. Allerdings unterscheiden
sich die Spektren chromophorer Carbonséuren von ihren Estern nur unwesentlich.
Assay-Systeme auf pH-Indikatorbasis wurden schon haufiger zum Screening auf Hydrolase-
aktivitit eingesetzt (Baumann et al., 2000; Bornscheuer et al., 1998; Bornscheuer et al., 1999;
Bornscheuer, 1997; Janes et al., 1998; Schlacher et al., 1998). Insbesondere Janes et al. zei-
gen in einer ausfiihrlichen Arbeit Probleme bei der Etablierung eines solchen Detektionsy-
stems auf.

Der Assay solte moglichst einfach aufgebaut werden. Aus praktischen Gesichtspunkten sollte
er sich auf das Zusammmenpipettieren einer Substratemulsion, einer Indikatorlésung und ei-

nes Zellaufschlusses mit anschlieBender Detektion der Indikatorreaktion beschrinken. Nach
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Moglichkeit sollte die Detektion zeitaufgelost erfolgen konnen, um auch kinetisch Messungen
zu ermdglichen. Als Indikator sollte ein Fluorophor zum Einsatz kommen, da damit auch ein
Arbeiten mit nicht aufgereinigten Zellaufschliissen moglich ist.

Als Fluorophor wurde nach einigen Vorversuchen 6-Carboxyfluorescein ausgewdahlt. Insbe-
sondere Fluorescein zeigte mit einigen Testsubstraten Aggregat-Bildung, was zu verfélschten
Messergebnissen fiihrte.

Mit den 6-Carboxyfluorescein wurde zuniachst die Nachweisgrenze fiir die freigesetzte Essig-
sdure bestimmt (Abbildung 19). Zu einer 10 uM Carboxyfluoresceinlosung in Tris-Puffer mit
10 % (v/v) DMSO-Anteil wurde Essigsdure in steigender Konzentration zugesetzt und die
Fluoreszenz gemessen. Die Messungen erfolgten in 96er MTPs. Die Pipettierschritte wurde

um hohere Reproduzierbarkeit zu erreichen, mit einem Pipettierroboter durchgefiihrt.
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Abbildung 19: Fluoreszenz von 6-Carboxyfluorescein in Abhiingigkeit von der Konzentration zugesetzter
Essigsdure. 10 pM 6-Carboxyfluorescein, 10 % (v/v) DMSO in 2 mM Tris/HCI pH 8,0.

Die Nachweisgrenze lag unter den gewéhlten Bedingungen bei ca. 50 uM. Hohere Empfind-
lichkeit konnte durch Absenken des Start pH-Wertes auf 7,5 erzielt werden, d. h. durch eine

Anndherung an den pKs des 6-Carboxyfluoresceins (pKs 16,5 (Molecular Probes, 2001)).

Der Assay wurde auf kommerziell erhiltliche Hydrolasepréparationen und die rekombinanten
Esterasen angewendet, um Aktivitit gegeniiber den Estern tertidrer Alkohole nachzuweisen

(Tabelle 8).
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Tabelle 8: Auf Aktivitiit gegeniiber Estern tertiiirer Alkohole getestete Hydrolasen. Der Assay wurde nach

dem Standardprotokoll mit 10 mg Hydrolase/ml durchgefiihrt. Es wurde sowohl eine kinetische Messung zur

Verfolgung der Fluoreszensabnahme iiber 60 min durchgefiihrt, als auch eine Endpunktsbestimmung nach 24 h.

Priparation

Hersteller

Organismus / Enzym

Chirazyme L-1, lyo
Chirazyme L-2, lyo
Chirazyme L-5, lyo
Chirazyme L-6, lyo
Chirazyme L-7, lyo
Chirazyme L-8, lyo
Chirazyme L-9, lyo
Chirazyme L-10, lyo
Chirazyme L-12,lyo
Amano AYS

Lipase A Amno 6
Lipase AK Amano 20
Lipase D

Lipase G Amano 50
Papain W40
Acylase

CLEC-CRL

Lipase C. lipolitica
rec. PFE 1
rec. PFE 11
rec. BsubE
rec. BsteE

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Amano, Nagoya
Amano, Nagoya
Amano, Nagoya
Amano, Nagoya
Amano, Nagoya
Amano, Nagoya
Amano, Nagoya
Altus Biotechnics,
Cambridge, MA
Fluka, Biel.

Ps. cepacia Lipase PCL

Candida antarctica Lipase B (CAL-B)
Candida antarctica Lipase A (CAL-A)
Pseudomonas sp. Lipase
Schweinepancreas Lipase (PPL)
Thermomyces sp.

Miucor miehei Lipase (MML)
Alcaligebes sp. Lipase

Candida rugosa Lipase (CRL)
Aspergillus niger Lipase (ANL)
Pseudomonas fluorescens Lipase (PFL)
Rhyzopus oryzae Lipase (ROL)
Penicillium camembertii Lipase (PcamL)
Carica papaya

Aspergillus sp.

Candida rugosa Lipase (CRL)

Candida lipolica Lipase (CCL)
Pseudomonas fluorescens Esterase 1
Pseudomonas fluorescens, Esterase
B. subtilis, Esterase

B. stearothermophilus, Esterase

Von den Untersuchten Hydrolasen zeigten nur CAL-A (Chirazyme L-5) und CRL (Amano
AYS, CLEC-CRL) hydrolitische Aktivitit gegeniiber t-Butylacetat, (R,S)-Linalylacetat (R,S)-
2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat und (R,S)-3-Methyl-1-pentin-3-ylacetat.

Die CRL zeigte im pH-Stat-Assay gegen t-Butylacetat eine Aktivitdt von lediglich 2,3 mU/mg

(Tabelle 18). Im Assay wurde damit eine Aktivitdt von 4,6 mU nachgewiesen (10mg/ml; 200

ul/well).

Im Screeningverfahren wurden 20 pl/well Zellysat eingesetzt. Fiir PFE I entspricht dieses

etwa 4 U (gegeniiber pNPA).
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2.3.2 Amidase-Assay in Mikrotiterplatten

Der Assay zur Amidase-aktivitdtsbestimmung sollte die gleichen Kriterien erfiillen: Moglich-
keit zum Hochdurchsatz-Screening (bis mehrere tausend Klone/Tag), hohe Selektivitét be-
ziiglich des Targets auch in komplexen Mischungen eines Zellaufschlusses im Kulturmedium,
einfache, reproduzierbare Handhabung und geringe Kosten. Weitere Faktoren waren die
Moglichkeit im gepufferten Medium arbeiten zu konnen sowie eine grofftmdgliche Unabhén-
gigkeit von den eingesetzten Substraten.

Aus praktischen Uberlegungen wurde ein Nachweissystem fiir die bei der Hydrolyse entste-
henden Amine gesucht.

Die klassischen Verfahren zum Aminnachweis mit Ninhydrin oder als Pentacyanonitrosylfer-
rat (Nachweis nach Rimini), kamen nicht in Frage. Ninhydrin reagiert auch mit Aminoséuren,
ist also fiir einen Nachweis von Amidaseaktivitit unter den Bedingungen nicht geeignet. Ein
Verfahren zum Nachweis mit Hilfe des Pentacyanonitrosylferrat-Amin-Komplexes wurde
getestet, zeigte aber zu geringe Empfindlichkeit.

Als geeignet erwies sich schliefSlich die Reaktion des bei der Hydrolyse freiwerdenden Amins
mit 4-Chlor-7-nitro-benzofurazan (CNBF). Diese Reaktion wird zur Fluoreszenzmarkierung
Aminogruppen-enthaltender Substrate verwendet (Chattopadhyay, 1990; Hadrich et al., 1999;
Ricci et al., 1994).

Primére und sekundédre Amine sind in der Lage CNBF, iiber eine nukleophile Aromatensub-
stitution, in das korrespondierende, N-substituierte 7-Amino-4-nitro-benzofurazan zu tiberfiih-
ren. Diese Verbindungen zeigen in walriger Losung eine intensive griinbraune Farbung (A pax.
= 478 nm, Phosphatpuffer 50 mM, pH 7,5, 10 % DMSO), in organischen Solventien sind sie

starke Fluorophore.

Cl

)k NO2 R" NH

HN R Hydrolase, H,0 HoN 7-Chlor-4-nitrobenzo- /N\
/K -~ furazan 0
) ““R"' -~ ! “\‘Rlll ; ~— /
R™ e - RCOOH RN\ N
NO,
7-(N-Alkylamino)-4-nitro-
benzofurazan

Abbildung 20: Derivatisierung eines durch Hydrolyse freigesetzten Amins mit CNBF.
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Um dieses Prinzip als Nachweissystems fiir Amidaseaktivitit einsetzen zu konnen war wich-
tig, das die Derivatisierungsreaktion auch in wéBrigen Losungen bzw. in Gegenwart von
Wasser in organischen Solventien ablaufen kann. Eine Aufarbeitung des Reaktionsgemisches
nach erfolgter Hydrolyse, zur Entfernung des Hydrolysepuffers, entfiel somit.

Als geeignetes Vorgehen erwies sich, die Hydrolase bzw. einen entsprechenden Zellauf-
schluss in Phosphatpuffer vorzulegen, und das entsprechende Amid in DMSO gel6st zuzuge-
ben. Nach erfolgter Reaktion wurde zur Reaktionsmischung CNBF in 1-Hexanol zu pipettiert.
Eine Inkubation iiber eine Stunde unter Schiitteln fiihrte zu einer Extraktion der freigesetzten
Amide in die organische Phase und Derivatisierung. Das Derivatisierungsprodukt konnte im
Fluorimeter nachgewiesen werden (Ex.: 485 nm, Em.: 538 nm).

Fiir die Etablierung des Assays als einem Testverfahren zum Nachweis von Amidaseaktivitit

in Zellaufschliussen durften Zellbestandteile den Test nicht storen.
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Abbildung 21: Test auf Storungen des Tests durch Zellbestandteile

In 200 pl Phosphatpuffer (pH 7,5, 50 mM) mit 10 % (v/v) 10 % (v/v) Zellaufschluss (E. coli DH5a) und/oder 10
mg / 200ul CAL-B (Chirazyme L-2, lyo.,Roche).

Substrat: SmM CPEA-Mac, 40 h Inkubation bei 37 °C/220 rpm, Extraktion mit 50 ul 20 mM CNBF inl-Hexanol
Gemessene Fluoreszenzwerte wurden in Bezug zum grossten Messwert (Cal-B mit CPEA-Mac und CNBF)
gesetzt

Aus Abbildung 21 ist zu ersehen, dass weder Zellbestandteile noch Puffersubstanzen die
Analyse storen. Auch Reaktionen des Nachweisagenz (CNBF) mit Bestandteilen der Lipase-
praparation oder mit Zellriickstdnden (blaue Balken: Test ohne Substrat) spielen keine Rolle.

Unter realen Testbedingungen wurden 384 Klone von E. coli DH50/pG-BsteE.WT in 96er
MTPs auf Aktivitit gegeniiber den Amiden PEA-Ac, CPEA-Mac und MOPEA-Ac getestet
(Abbildung 22). Die einzelnen Klone zeigten nach 24 stiindiger Testinkubation und anschlie-
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Bender Derivatisierung entstandener Amine mit CNBF nur geringe Unterschiede in der ge-

messenen Fluoreszenzaktivitit.
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Abbildung 22: Normalisierung des Amidase-Test

Testbedingungen: 384 Klone von E. coli DH50/pG-BsteE.WT aus Glycerinstocks in 384er-MTP; Kultivierung
und Expression der BsteE in vier 96er MTPs (24 h, 37 °C, 220 rpm). Zellyse durch Einfrieren. 180ul Assaylo-
sung/Well Phosphatpuffer pH 7,5, 50 mM, 10% (v/v) DMSO je 2 mM CPEA-Mac, MOPEA-Ac und PEA-Ac +
20 pl Zellysat. 24 °C Inkubation 37 °C 220 rpm. Derivatisierung 50 ul 20 mM CNBF. MeBverstarkung am Fluo-

reszenzmefgerdt wurde auf einen Fluoreszenzwert von 65000 fiir eine Blindprobe mit 2 mM CPEA eingestellt.

Unter 384 getesteten Klo- Innerhalb einer 96-Well

nen MTP
Mittelwert: 6453 6551
Standardabweichung: 291 224
Maximalwert / Abw. vom Mittel- 7276/ 12,7% 7033 /7,4 %
wert:
Minimalwert / Abw. vom Mittel- 5687/11,8% 5991 /8,5 %
wert:

Die maximale Abweichung, zwischen den Kavititen der vier vermessenen 96er MTPs betrug
lediglich 12,7 %. Bei den 96 Klonen, die innerhalb einer Mikrotiterplatte parallel vermessen

werden, wurde sogar eine Abweichung von deutlich unter 10 % beobachtet werden.

Um einen ersten Eindruck von der Leistungsfihigkeit des neuen Assays zu erhalten, wurden
22 Lipase und Esterase-Préparationen mit vier verschiedenen Substraten getestet (Tabelle 9).
Tabelle 9: Aktivitiitstest verschiedener Lipasen und Esterasen gegeniiber chiralen Amiden. Angegeben

sind die relativen Fluoreszenzsignale nach Abzug der entsprechenden Blindwerte. Als aktiv anzusehende Proben

wurden rot markiert.
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Substrate
Bezeichnung  Hersteller Enzym/Quelle Eliliee el MUHRLCG) IO
MAc Ac

Chirazyme L- Roche Lipase B aus Candida | 40657 213 31162 1695

2, lyo antarctica

Lipase R Amano Lipase aus Penicillium | 91 -4 -317 728
roquefortii

Lipase AYS  Amano Lipase aus Candida 31 -33 -302 912
rugosa

Lipase A Amano Lipase aus Aspergillus | 76 36 67 307

Amano 6 niger

Lipase AK Amano Lipase aus Ps. fluo- 262 367 939 164

Amano 20 rescens

Chirazyme L- Roche Lipase aus Rhyzomu- | 64 -143 -212 771

9, lyo cor miehei

Papain W-40  Amano 152 100 -147 711

Lipase AH Amano Lipase aus Ps. cepacia | 50 -696 6724 1813

Lipase D Amano Lipase aus Rhyzopus | 543 -125 1224 1108
oryzae

Chirazyme L- Roche Lipase aus Ps. cepacia | -445 -218 -283 1727

1

Chirazyme L- Roche Lipase A aus Candida | 4220 32 15750 -409

5 antarctica

CAL-B Novo Nordisk Lipase B aus Candida | 12843 245 8590 466
antarctica

Lipase G Amano Lipase aus Penicillium -1 87 484 442
camembertii

Chirazyme L- Roche Lipase aus Alcaligen- | 238 97 767 529

10 Sis Sp.

Chirazyme L- Roche Lipase aus Humicola | 133 126 485 724

8 sp.

Acylase Amano Acylase aus Asper- 37 -127 807 291
gillus sp.

Chirazyme E- Roche Esterase aus thermo- | 27188 5514 48784 10347

4 phylem Mikroorga-
nismus

rec. p-Nitrobenzylesterase 19249 296 30659 962

BsubpNBE aus B. subtilis

rec. BsubE Esterase aus B. subtilis -11 26 6047 569

rec. BsteE Esterase aus B. stea-  -157 339 3846 943
rothermophilus

rec. PFE I Esterase I aus Ps. 2135 86 3563 844
fluorescens

rec. GCL Lipase aus -367 -101 899 1080

Geotrichum candidum

Testverfahren: Je 20 mg/ml der kommerziellen bzw. 10 mg/ml der rekombinanten Hydrolasen in Phosphatpuffer (50 mM, pH 7,5) gelost. Je
180 pul/Kavitdat Hydrolaselsg. + 20ul Substratlésung 10 mM in DMSO. 26 h bei 30 °C, 180 rpm inkubiert. Zugabe von 50 pl CNBF in 1-
Hexanol (2,5 mM) 1 h inkubiert. Jeweils Dreifach-Messungen. Hintergrund Doppelt-Messung

Durch Anregung mittels UV-Licht (420 nm) konnen die Kavititen der Mikrotiterplatten

sichtbar gemacht werden, die durch starke Fluoreszenz auf Aktivitit gegeniiber den Substra-

ten hinweisen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Aktivitiitstest: Aufnahme der MTPs unter UV-Licht (420 nm).
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Deutlich zu erkennen ist die hohe Aktivitit der Lipase B aus C. antarctica (Spalte 2 und 14)
gegeniiber den Substraten CPEA-MAc und MPEA-Cp. Die Esterase Chirazyme E-4 (Spalte
19) ist in der Lage, die Umsetzung alle vier Testsubstrate zu katalysieren. Gegeniiber dem
Substrat MPEA-Cp zeigen des weiteren die Hydrolasen Chirazyme L-5 (Lipase A aus C.
antarctica, Spalte 12) und die p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis (BsubpNBE, Spalte 20)
hohe Aktivitdt. Auch ist zu erkennen, dass einige der Enzympréparationen (insbesondere 8-11
und 24) hohe Hintergrund-Fluoreszenz verursachen.

Aus den Messwerten ist zu erkennen, dass die verwendeten Amide eher von Esterasen als von
Lipasen umgesetzt werden. Die Lipase B aus Candida antarctica zeigt in ihrer Struktur nur
ein kleines Lid (Uppenberg et al., 1994) und weist in ihren biokatalytischen Eigenschaften
auch Ahnlichkeit mit denen von Esterasen auf.

Daher wurde eine weitere Messung nur mit Esterasen und mit einem erweiterten Sub-
stratspektrum durchgefiihrt (Tabelle 10). Als weitere Esterasen wurden noch Chirazyme E-3

und Schweineleberesterase (PLE, Sigma) eingesetzt.
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Tabelle 10: Hydrolytische Aktivitit von Esterasen gegen iiber d-Arylamiden.

Hervorgehoben sind die aromatischen Substituenten und Séurereste der Substrate, die eine durch die Esterasen

katalysierte Hydrolyse begiinstigen (griin) bzw. erschweren (rot).

Substrat Chira- Chira- PLE BsubE BsteE Bsub PFE1  Substituenten Siurerest
zyme zyme pNBE am
E-3 E-4 Phenylrest

PEA-Ac 176 3192 1192 240 688 888 271 - Acetat
CPEA-Ma -65 354 -2002 -224 -384 119 -1217  p-Cl Malonat
CPEA Ma 91 756 -2054 -236 -264 -1163 -907 p-Cl Maleinat
MPEA-Ma 3852 12247 4022 -67 -219 10537 -454  p-Me Maleinat
CPEA- 1239 2818 1373 -270 -1152 6866 -488 p-Cl Hydroxya-
HAc cetat
MPEA-Lc 1013 7377 1956 -621 -1022 1511 -1387 p-Me Lactat
CPEA-Lc 784 2344 1258 -229 -331 1961 -514  p-Cl Lactat
MPEA-Cp 40259 62953 49538 5155 8732 48859 3978 p-Me Caprylat
DCPEA- 724 2729 511 -51 -832 657 -759 2.4-Dichlor  Acetat
Ac
pMOPEA- 975 9902 681 -326 -508 -370 448  p-Methoxy  Acetat
Ac

mMOPEA- 929 37576 3141 116 489 1136 -210 m-Methoxy  Acetat
Ac
POPEA-Ac 1838 15314 19284 -54 -30 36859 68 p-Phenoxy  Acetat

pMOPPA- 1830 38364 1413 901 533 5670 48 p-Methoxy  Acetat
Ac
CHEA-Ac 534 890 1203 1465 910 -848 392  Cyclohexen” Acetat

BCEA-Ac 3200 5622 8126 1504 1673 1933 167  2.2.1Bycyclo Acetat

heptyl®
MSOPEA- 15 249 -275 1570 -1332 -758 463  p- Acetat
Ac Methylsulfo-

xid
NEA-Ac 614 7690 3325 1596 -351 1390 374  Naphthyl® Acetat
CPEA-Cb -82 293 -438 1400 -1496  -1100 246  p-Cl Carbamat
PEA-Fm -112 612 1101 1874 2018 314 -40 - Formiat
CPEA- 9585 26706 42693 3327 -841 41405 3719 p-Cl Methoxya-
MAc cetat

a) Substituent anstelle des Phenylrestes

Durch die gro3e Anzahl strukturverwandter Substrate konnte der EinfluB3 unterschiedlicher
Substitutionsmuster und verschiedener Sdurereste auf die Hydrolyse untersucht werden. So
wird das Substrat MPEA-Cp, das einzige Caprylsdureamid, das getestet wurde, von den mei-
sten Esterasen umgesetzt. Ebenfalls vorteilhaft wirkt ein Methoxy-acetatrest auf die Umset-

zung. Von keiner Esterase wurde das Carbamat CPEA-Cb und das Formiat PEA-Fm umge-
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setzt. Auch das nicht am Phenylrestsubstituierte Acetat PEA-Ac wird nicht als Substrat ak-
zeptiert

An aromatischen Substituenten wirkten sich vor allem Methyl- und Phenoxygruppen in p-
Stellung positiv aus. p-Methylsulfoxid- (MSOPEA-Ac) und 2,4-Dichlorsubstitutionsmuster
(DCPEA-Ac) unterbanden hingegen die Reaktion. Auffillig war des weiteren, dass zwar bei
Ersatz des aromatischen Substituenten durch Cyclohexan (CHEA-Ac) keine Umsetzung mehr
moglich war, dass aber andererseits der sperrige bicyclische Substituent (BCEA-Ac) dafiir
sorgte, dass zumindestens mit der PLE und der Esterase Chirazyme E-4 eine Hydrolyse mog-
lich war.

Vergleicht man die Substanz pMOPEA-Ac und pMOPPA-Ac, so scheint auch eine Verldnge-
rung der Arylsubstituierten Alkylkette von Vorteil zu sein.

Von den Esterasen scheinen die PLE, die BsubpNBE und die von Roche vertriebenen ther-
mophilen Esterasen E-3 und E-4 fiir die Amidhydrolyse geeignet. Mit diesen Enzymen wur-
den Umsetzungsversuche mit den Substraten CPEA-Mac und MPEA-Cp durchgefiihrt. Zum
Vergleich wurde CAL-B eingesetzt. Mit CPEA-MAc war eine Enantionmerentrennung mit-
tels Gaschromatographie an einer chiralen Phase. Die Esterasen zeigten mit Ausnahme der
PLE (E =28) geringe Enantioselektivitit gegeniiber CPEA-Mac (Tabelle 11). Die hohe Enan-
tioselektivitiat der CAL-B war bekannt (Wagegg, 1996; Wagegg et al., 1998).

Tabelle 11: Umsetzung von CPEA-Mac mit Esterasen. Je 10 mg Hydrolaserohextrakt in 1 ml Substratldsung
(10 mM CPEA-Mac in 50 mM Phosphatpuffer pH 7,5; 10 % (v/v) DMSO), 40 °C; 20 h.

eeg eep Umsatz [%] E Enantiopriiferenz
BsubpNBE 19 42 31 3 S
PLE 29 91 24 28 R
Chirazyme E-3 11 60 16 4 S
Chirazyme E-4 14 12 53 1 R
Chirazyme L-2, > 95 >99 50 >> 150 R

lyo. (CAL-B)

Mit MPEA-Cp konnte keine Enantiomerenanalytik etabliert werden. In den Gaschromato-
grammen konnte daher jeweils nur das entstandene Amin nachgewiesen werden. Demnach

zeigen alle fiinf getesteten Enzyme Aktivitét gegeniiber dem Substrat.



Ergebnisse

56

2.4 Klonierung einer Esterase aus B. subtilis

Um die Moglichkeit zu erhalten, auch mittels DNA shuffling zweier homologer Enzyme (DNA

family shuffling) im Bereich der Zufallsmutagenese einen weiteren Sequenzraum abdecken zu

konnen, wurde versucht, ein weiteres Enzym zu finden und zu klonieren, das weitgehende

Sequenzidentitdt auf DNA-Ebene mit einer der zur Verfiigung stehenden Esterasen aufweist.

Eine Sequenzhomologiesuche erbrachte ein als putative Esterase beschriebenes DNA-

Fragment, yvak (Swissprot AC 15367) aus B. subtilis (Kunst et al., 1997), das hohe Sequenzi-

dentitét ( 70 %) mit der Esterase aus B. stearothermophilus zeigt (Abbildung 24).

yvak
bst ee

yvak
bst ee

yvak
bst ee

yvak
bst ee

yvak
bst ee

yvak
bst ee

yvak
bst ee

10 20 30 40 50 60
| | | | | |

ATGAGCATGAAAGT TGTGACACCAAAACCAT TTACAT T TAAAGGCGGAGACAAAGCGGTG

- - - ATGATGAAAAT TGT TCOGCCGAAGCCGT TTTTCT TTGAAGCCGGEGGAGCGEECEGTG

* kkkkkk K*kk*x * k% **%k k**k **k*% kk*k k*k*k *k*k K%k *kkk Kk

70 80 90 100 110 120

| | | | | |
CTTTTGCTGCATGGCT TTACAGGAAATACAGCGGAT GTAAGGATGCTGGGACGATATTTG
CTGCTGI TGCATGGGT TTACCGGCAATTCOGCTGATGT TCGGATGCTCGGGCGT TTTTTA

* % %k kkhkkkkhkkk kkhkkkk **k *kk * **k *kk*k*k kkkkkk*k k% k% * k%%
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| | | | | |
AATGAACGCGGECTATACGT GCCACGCGCCTCAATAT GAAGGACAT GGCGT CCCGCCTGAA
GAATCIJVVM]]:RATACEFGII%WCIXE]:TATTTA£¥VV¥33ACA£IIIIH(IXI}]3TGAG
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GAACTTGTACATACGGEGEECCCGAAGACT GGT GGAAAAACGT AATGGATGCCTATGAATAT
GAGCTCGTCCACACCGEGECCEGATGACT GGT GGCAAGATGT CATGAACGGCTACGAGTTT
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CATATTAAGAGT GAAGAGGTCATGTATCAAGGECGT TCTTTCATACGCTCGCAATTACAAA
TACATCAAAAGCGAGGAAACGATGTACGAAGGCGT GCTCGAGT ATGCGCGCGAGTATAAA

* k*k k*x k*x k% k% *kkkk *kkkkkkkx **k %k *kk *kk Kk Kk F*xk%k
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Abbildung 24: Alignment des fiir die Esterase aus B. stearothermophilus codierenden Gens (bstee) und des

ORF yvak aus B. subtilis. Ubereinstimmende Basen sind durch einen Stern unter den verglichenen Se-

quenzen hervorgehoben.

Eine Translation des yvak bildenden Open Reading Frames (ORF) und ein Alignment mit der

Aminoséduresequenz der Esterase aus B. stearothermophilus erbrachte eine 74 %ige Sequenzi-

dentitdt (weitere 16 % der AS-Sequenz sind stark homolog). Des weiteren ist in beiden En-

zymen eine Sequenz um das (mutmaBlich) aktive Serin konserviert (Abbildung 25), die cha-

rakteristisch fiir Serin-Hydrolasen ist.
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| |
EL VHT GPEDWAKNVVDGYEYLKSEGYESI AACALSLGGVFSLKLGYTVPI KG@ VPMCAPM
EL VHT G°PDDWAQDVMNGYEFLKNKGYEKI AVAGLBL GGVFSLKLGYTVPI EG VTMCAPM

khkkkhkkkh-khkkhk- o kkkkhkkk* - kkk k% khkkkhkhkkhkhkkhhkhkhkhkhkk kk k% K kk**

ELVHTGP2DWA22VMR GYE2LK22GYE2| A22GLBLGGVFSLKLGYTVPI 2G V2MCAPM

Abbildung 25: Alignment der Gen-Produkte von bstee und yvak. Gelb hervorgehoben ist die konservierte
Region GXSXG um Ser95 (bzw. Ser94).
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Das Fragment yvak wurde direkt aus der genomischen DNA des Organismus kloniert. Die
genomische DNA wurde nach einem Standardprotokoll (Lebaron et al., 1998) aus einer Kul-
tur des B. subtilis Stammes isoliert. Mittels der Primer BsubE-V-1 und BsubE-R-1 wurde das
Gen aus der Priparation amplifiziert und wiederum die Schnittstellen BamHI und Ndel einge-
fiigt. Durch Restriktionsverdau und Ligation konnte der Expressionsvektor pG-BsubE.WT
erhalten werden. Nach Transformation in E. coli DH50 wurde auf Tributyrin-Agarplatten
ausplattiert. Fiinf der aktiven Kolonien wurden kultiviert, das enthaltene Plasmid isoliert und

sequenziert.

2.4.1 Vergleich der Esterasen aus B. stearothermophilus und aus B.

subtilis

Da die beiden Esterasen aus B. stearothermophilus (BSteE) und B. subtilis (BSubE) hohe Se-
quenzhomologie aufweisen, war von Interesse, inwieweit sich die Eigenschaften der Enzyme
unterschieden.

Die beiden Esterasen wurden parallel in 500 ml Schiittelkulturen in LB-Medium kultiviert.
Nach Abernten der Zellen, Zellaufschluss mittels Ultraschall und Gefriertrocknung wurde ein

lyophilisierter Zellrohextrakt erhalten, das fiir die weiteren Versuche verwendet wurde (Kap.

4.2.6).

Proteingehaltsbestimmung (BCA-Test, Kap. 4.3.2) ergab einen fast identisch hohen Anteil an
Protein in den beiden Prédparationen. Allerdings zeigte sich in der SDS-PAGE das die BSteE
deutlich besser als die BSubE exprimiert wurde (Abbildung 26). Gegeniiber p-
Nitrophenylacetat zeigte die BSteE deutlich hohere Aktivitdt bezogen auf den Proteingehalt,

wiéhrend die Aktivitdt gegeniiber Tributyrin vergleichbar ist.
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Tabelle 12: Vergleich der Eigenschaften der Esterasen aus B. stearothermophilus und B. subtilis (Zellro-
hextrakt).

BsteE BsubE
Proteingehalt (BCA) [%] 28 30
Aktivitit gegeniiber pNPA (25 °C) [U/mg] / 54/ 1,7/
[U/mg Protein] 19,3 5,7
Aktivitat gegeniiber Tributyrin (30 °C) [U/mg] / 1,9/ 1,9/
[U/mg Protein] 6,8 6,3
Temperaturoptimum [°C] 70 40
pH-Optimum 6,0-6,5 7.5

Jeweils 10 mg der Esterase Rohextrakte (54 U bzw. 17 U gegen pNPA) wurden mittels des
HisTags iiber Ni-NTA (QIAgen, s. Kap. 4.3.1) Saulen nach Standard-Protokoll aufgereinigt.
Die gereinigten Enzyme wurden mit jeweils 200 pl des vom Hersteller empfohlenen Eluti-
onspuffers von der Sdule gewaschen. Wie aus Abbildung 26 zu ersehen, konnten nach der
Aufreinigung keine Fremdproteine mehr nachgewiesen werden.

Mit den Priparationen der aufgereinigten Enzyme wurden nochmals Proteingehaltsbestim-
mungen und Aktivitétstests durchgefiihrt (Tabelle 13). Es ergibt sich, dass die spezifische
Aktivitdt der Enzyme sich deutlich annéhert.

Tabelle 13: Vergleich der Eigenschaften der Esterasen aus B. stearothermophilus und B. subtilis (iiber

HisTag gereinigt Enzyme).

BsteE BsubE
Proteingehalt (BCA) [pug/ml] / 1050/ 340/
Ausbeute [%] 37,5 11,3
Aktivitit gegeniiber pNPA (25 °C) [U/ml] / 73,9/ 13,7/
[U/mg Protein] 70,4 40,3
Ausbeute (in 200ul1 Eluat) [U] / 14,7/ 2,7/

[% Aktivitit] 27 16
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97,4kDa —] ==
66,2 kDa
Bahn 1: BsteE, Zellrohextrakt
45,0kDa —]
Bahn 2: BsubE, Zellrohextrakt
31.0kDa = Bahn 3: BsteE, aufgereinigt
215kDa — Bahn 4: BsubE, aufgereinigt
140kDa —] )
Aufgetragen: je 150 ug Rohzellextrakt bzw. 2 ul aufge-
reinigte Enzymlosung, Farbung mit Coomasie Brilliant
std. 1 2 3 4 | Bue.

Abbildung 26: SDS-PAGE der Esterasen BsteE und BsubE. Aufgetragen wurde der Zellrohextrakt und das
mittels Immobilisierter-Metall-Ionen-Chromatografie (Ni-NTA Kit, QIAgen) aufgereinigte Enzym.

Besonders auffallig ist das unterschiedliche Temperaturverhalten der beiden hochhomologen
Esterasen. Wéhrend die Esterase aus B. subtilis ein Temperaturoptimum von 40 °C besitzt,
erreicht die BSteE erst bei 70 °C ein Optimum, bei dem sie etwa vierfach hohere Aktivitit

zeigt als bei 40 °C.
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Abbildung 27: Temperaturprofil von BsteE und BsubE  Abbildung 28: pH-Profil von BsteE und BsubE.
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Um diesen Befund ndher zu erkldren, wurde von den Esterasen eine Hydrophilie- und eine
Proteinstruktur-Analyse durchgefiihrt (Anhang C und Anhang D).

Auch hier zeigte sich die hohe Homologie der Esterasen. Wesentliche Unterschiede konnten
nicht erkannt werden: So dhneln sich die abfolgenden Aminoséduren in den beiden Esterasen
stark in ihrer Hydrophilie und in ihrem Einfluss auf die Sekundirstrukturelemente des En-
zyms. Auch ein Vergleich der Hiufigkeit, mit der Aminosduren in den beiden Esterasen vor-
kommen (Tabelle 14), zeigt lediglich einen etwas deutlicheren Unterschied in der Haufigkeit
des Isoleucins in der BsteE. Auch scheint in der BSubE bevorzugt Asparagin statt Glutamin

eingebaut zu werden.

Tabelle 14: Hiaufigkeit der Aminosiiuren in den Esterasen BSteE und BSubE.

Amino- BSubE BSteE  Unterschied Amino- BSubE BSteE  Unterschied
siure siure
Ala 4,4 57 -30% Met 4,4 4 9%
Cys 1,2 0,8 33% Asn 4 2,4 40%
Asp 5,6 53 5% Pro 4,8 53 -10%
Glu 10,1 10,9 -8% GIn 2,8 4 -43%
Phe 3,2 4 -25% Arg 2,8 2,8 0%
Gly 7,7 7,3 5% Ser 4,4 4 9%
His 3,6 3,2 11% Thr 5,2 4 23%
lle 4,4 6,5 -48% Val 8,1 6,5 20%
Lys 7,7 7,7 0% Trp 1,6 1,6 0%
Leu 8,1 8,5 -5% Tyr 5,6 53 5%

Auch ein Vergleich der physikalischen Daten (Anhang A) zeigte keinen nenneswerten Unter-
schied zwischen den Esterasen.

Mit dem etablierten Fluorophor-Assay (Kap. 2.3.1) konnte das Substratspektrum beider
Esterasen schnell aufgenommen werden (Abbildung 29 - Abbildung 32). Der pH-Assay wur-
de dabei so gestaltet, dass zuerst eine kinetische Messung iiber 40 min erfolgte, um relative
Hydrolysegeschwindigkeiten der einzelnen Substrate zu ermitteln. Als Substrat, gegeniiber
dem beide Esterasen die hochste Aktivitdt zeigten, erwies sich Methylcaproat. Auf die Hy-
drolysegeschwindigkeit dieses Substrats wurden die Werte der anderen Substrate normiert.

Da auch bestimmt werden sollte, ob gegeniiber Substraten, die innerhalb dieser geringen Zeit-
spanne keine Hydrolyse zeigten, Aktivitit vorlag, wurden die Messplatten bei 37 °C inku-

biert. Nach 24 h wurde wiederum die Fluoreszenz gemessen, der Fluoreszenzabfall gegeniiber
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dem Startzeitpunkt diente als Mass, ob das Enzym gegeniiber dem Substrat aktiv ist. Als Sub-

strat

Isopropenylacetat
Methylbutyrat (C4)
Methylcaproat (C6)
Methylcaprylat (C8)
Methyldecanoat (C10)
Methylmyristat (C14)
Butylacetat
Ethylacetat (C 2

Ethylpropionat (C 3

WEBsteE

EBsubE
\

I I I I I I
0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Rel. Aktivitat

Ethyldecanoat (C10

)
)
Ethylbutyrat (C 4)
)
)

Ethylstearat (C18

Abbildung 29: Aktivitit von BsubE und BsteE gegeniiber aliphatischen Estern. Substrate wurden unter
Standardbedingungen (Kap. 4.7.1) mit Enzymldsungen in MTPs inkubiert. Aufnahme einer Kinetik erfolgte iiber
60 min. Als Bezugspunkt fiir die relativen Aktivititen wurden die Aktivitdt gegeniiber Methylcaproat (100%)
gesetzt.

Betrachtet man die Spezifitit der Esterasen fiir Substrate mit verschiedenen Kettenldngen auf
der Carbonsdureseite der getesteten Ester, zeigen beide Enzyme hohe Aktivitdt im Bereich
kurzkettiger Sduren (C4-C6 fiir BsubE, C6-C8 fiir BsteE). Acetate, die als typische Esterase
Substrate gelten, werden nicht (Ethylacetat) bzw. deutlich schlechter umgesetzt (Menthylace-
tat, Butylacetat). Gegeniiber Estern ldngerkettiger Fettsduren zeigen beide Enzyme geringe

Aktivitét.
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Tributyrin (C4)

Tricaproin (C6)

b W BsteE
Tricaprilin (C8) 49 ‘-BSUbE
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Rel. Aktivitat

Abbildung 30: Aktivitit von BsubE und BsteE gegeniiber Triglyceriden. Als Bezugspunkt fiir die relativen
Aktivitdten wurden die Aktivitit gegeniiber Methylcaproat (100%) gesetzt.

Die Aktivitdt gegeniiber Triglyceriden nimmt fiir beide Esterasen erwartungsgemadss in der

Reihenfolge Tributyrin > Tricaproin > Tricaprilin ab.
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Abbildung 31: Aktivitit von BsubE und BsteE gegeniiber Lactonen; Estern tertiliirer Alkohole und
Menthylacetat Als Bezugspunkt fiir die relativen Aktivititen wurden die Aktivitit gegeniiber Methylcaproat
(100%) gesetzt.
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Die Esterasen zeigen gegeniiber den Substraten dieser Gruppe wenig Aktivitit. BsubE zeigt
hohere Aktivitdt gegeniiber Lactonen und Ethylbenzoat als BsteE. Gegeniiber den Estern ter-
tidrer Alkohole waren beide Enzyme erwartungsgemail inaktiv. Bemerkenswert ist die Akti-
vitdt der Esterasen gegeniiber Menthylacetat. Auch BsubE zeigte im 24 h-Test Aktivitdt ge-

geniiber diesem Substrat.

Ethylbenzoat

Phenylessig-
saureethylester

Phenylacetat

68 %

2-Phenylethylacetat

mBsteE
i 0 WmBsubE
3-Phenylbuttersaure- 8%
ethylester 0%
1 1 1 1 1
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Rel. Aktivitat

Abbildung 32: Aktivitit von BsubE und BsteE gegeniiber arylsubstituierten Estern. Als Bezugspunkt fiir
die relativen Aktivitidten wurden die Aktivitit gegeniiber Methylcaproat (100%) gesetzt.

Die BsubE toleriert Phenylreste auf der Sdureseite besser, wenn sie sich nahe der Esterbin-
dung und damit im tetrahedralen Ubergangszustand des Katalysezyklus nahe am aktiven
Zentrum der Esterase befinden. Dem gegeniiber setzt die BsteE Phenylessigsdureethylester
etwa doppelt so schnell um wie den Benzoesdureester. Befindet sich der Phenylsubstituent auf
der Alkoholseite, zeigt sich ein umgekehrtes Bild: BsubE setzt 2-Phenylethylacetat deutlich
schneller als Phenylacetat um, wihrend BsteE gegeniiber 2-Phenylethylacetat nur noch gerin-
ge Aktivitit zeigt.

Ein weiterer zu untersuchender Aspekt war die Enantioselektivitit der Esterasen. Umsetzung
wurde mit den chiralen Substraten a-Phenylethylacetat, 3-Phenylbutterséureethylester,
Menthylacetat und Menthylbenzoat im pH-Stat durchgefiihrt (Tabelle 15). Bestimmung der

Enantiomereniiberschiisse erfolgte iiber gaschromatographische Analyse.
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Tabelle 15: Umsetzung chiraler Substrate mit BsubE und BsteE.

Substrat Enzym An- Substrat- Reakti- ees[%] ee, [%] Umsatz E
fangsak- menge onsdau- [%] /E;1?Zio
tivitit [pmol] er [h] renz
[mU/mg
Protein]
o-Phenylethylacetat BsubE 116 400 4,5 72 >99 42 >> 150
(50mg)
BsteE 243 400 2 53 66 45 8
(50 mg)
3-Phenylbutter- BsubE - - - - - - -
sdureethylester (30 mg)
BsteE 1200 200 0,75 81 67 40 8 (R)
(30 mg)
Menthylacetat BsubE 80 200 5 10 95 9,6 40 (-)
(30 mg)
BsteE 180 200 5 51 >99 34 >100 (-)
(30 mg)
Menthylbenzoat BsubE 320 200 4,5 n.b 76 30 10 (-)
(50 mg)
BsteE 340 200 5,5 n.b. 84 40 19 (-)
(50 mg)

Messungen im pH-Stat. Temperatur 40 °C. pH 7,5. Titration mit 0,1 N NaOH.

Beide Esterasen zeigen gute bis sehr gute Enantioselektivitit gegeniiber dem kommerziell
interessanten Menthylderivaten. Mit einer Enantioselektivitit von E > 100 gegeniiber (+/-)-
Menthylacetat ist im besonderen die BsteE geeignet fiir die Darstellung enantiomerenreinen
Menthols. Bei der Hydrolyse wird bevorzugt (-)-Menthol freigesetzt. Gegeniiber dem Ben-
zoesdaureester des Menthols zeigen beide Esterasen deutlich geringere Enantioselektivitit.

(R/S)-a-Phenylethylacetat wird von der BsubE mit deutlich hoherer Enantioselektivitidt umge-
setzt. Dies zeigt, dass auch dieses Enzym in der Biokatalyse zur Racematspaltung eingesetzt
werden kann. Gegeniiber (R/S)-Phenylbuttersdureethylester zeigte das Enzym keine Aktivitit,
wihrend die BsteE dieses Substrat mit relativ hohen Geschwindigkeiten, wenn auch mit mai-

Biger Enantioselektivitdt, umsetzte.
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2.5 Anlegen von Enzymbibliotheken

Die nach aus den beschriebenen Mutationsverfahren erhaltene Plasmidische DNA wurde in E.
coli DH5a oder Epicurian coli XL-1Blue transformiert, die Zellsuspension verdiinnend auf
LB-Amp-Agarplatten ausplattiert. Mit einem Pickrobotersystem (Biopick, BioRobotics,
Cambridge, UK) wurden die Klone in 384er Mikrotiterplatten abgelegt.

Ein Problem bestand in der Notwendigkeit, die Micro-Kulturen in den Kavitdten der MTP so
zu priparieren, dass eine Lagerung iiber einen Zeitraum von mindestens einigen Monaten
moglich ist. Zu diesem Zweck wird im Allgemeinen den Fliissigkulturen, nach Wachstum bis
zu einer bestimmten Zelldichte, Glycerin (25-50 % (v/v) Endkonzentration) (Sambrook ef al.,
1989) zugesetzt. Die nach der Kultivierung erfolgende Zugabe des Glycerins bedingte nicht
nur einen zusétzlichen Arbeitsschritt, durch die hohe Viskositét einer Glycerin Wasserldsung
und die damit erfolgende Tropfenbildung kam es zu Kreuzkontaminationen. Des weiteren
diirfen die Kavitidten der MTP bei einer solchen Vorgehensweise nicht vollstindig mit dem
Kulturmedium gefiillt werden, da anschlieBend ein bestimmtes Quantum des Glycerins zuge-
setzt wird. Dadurch kommt es zu einem verstirkten Austrocknen der Kavitidten im Randbe-
reich der MTP. Um diese Probleme zu vermeiden, wurde iiberlegt, Glycerin bereits vor der
Kultivierung dem Medium zuzusetzen. Allerdings zeigte sich, dass Glycerin in den bendtigten
Konzentrationen das Wachstum von E. coli inhibiert (Abbildung 33). Jedoch war ein Zusatz
von DMSO bis zu 10 % (v/v) ohne wesentlich veringertes Zellwachstum moglich. Konzen-
tration von mehr als 3 % (v/v) DMSO ermoglichten ebenfalls die Lagerung einer E. coli-

Fliissigkultur in gefrorenem Zustand.

5,
4 mDMSO ——
OGlycerin
3,
O Do
2,
1,
0
0 1 3,5 7 10 16,6 25

% (viv) Losungsm ittel

Abbildung 33: Kultivierung von E. coli DH50 in mit Glycerin bzw. DMSO sublimentiertem LB-Medium.

Die ODg wurde nach jeweils 15 h Kultivierung bei 37 °C, 220 rpm bestimmt
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Dem LB-Amp-Medium (100ul/Well), das in den Kavititen der MTPs vorgelegt war, wurden
5 % (v/v) DMSO zugesetzt. Kutivierung erfolgte iiber 24 h bei 37 °C. Inkubation in einem
Schiittelinkubator erbrachte keine feststellbaren Vorteile. Die Lagerplatten konnen direkt nach
dem Wachstum, bis zu einer gewiinschten Zelldichte, tiefgefroren werden. Aus Griinden der
Lagerdkonomie wurden die lagerfahigen Kulturen in 384er MTPs angelegt.

Um zu aktiv exprimierten Enzymvarianten zu gelangen, wurden die Zellen aus den Lager-
platten mit einem Replikastempel in 96er Mikrotiterplatten iiberimpft. Die Kavitdten dieser
Expressionsplatten waren mit je 200 pul LB-Amp-Fliissigmedium mit L-(+)-Rhamnose-Zusatz
(Endkonzentration 2 g/I) zur Induktion befiillt.

Mehrere Verfahren zum Zellaufaufschluss wurden getestet. Zwar sah die einzige praktikable
Losung den Aufschluss durch Einfrieren vor, da fiir die Zellyse in MTPs Aufschlussmethoden
mit Ultraschall oder Kugelmiihlen grundsitzlich ausschieden. Um einen Eindruck iiber die
mit dieser Methode freigesetzte Aktivitit zu erhalten, wurde ein Vergleich diverser Verfahren
durchgefiihrt (Abbildung 34). Zellen einer Kultivierung wurden aufgeteilt und einer Behand-
lung mit Chloroform, Lysozym oder beiden Reagenzien und Natriumdodecylsulfat (SDS)
unterzogen. Anschliessend erfolgte ein Autbrechen der Zellmembran durch Ultraschallbe-

handlung oder Einfrieren.

350+ W Ohne Zusatz
3001 [ | (LZhIoroform

OLysozym
250+

@ Chloroform, Lysozym, SDS

Aktivitat/ml 2001
KuItur 150+

100+

Ultrallschall  einmaliges zweimaliges
Einfrieren einfrieren

Aufschlussmethode

Abbildung 34: Aktivititsausbeuten mit verschiedenen Aufschlussmethoden. Eine mit Rhamnose induzierte
50 ml Kultur E. coli DH50 pG-PFEL.WT wurde in 1 ml-Aliquots aufgeteilt. Zugesetzt wurden: a) 50 ul Chloro-
form, b) 100 pl Lysozym (2 mg/ml in Wasser) c¢) 100 pl Lysozym, 50 pl Chloroform und 20 pl SDS (0,1 % in
Wasser). Anschliefend wurden die Proben 1 h bei 25 °C inkubiert. Aufschluss erfolgte entweder am Ultraschall-
gerit (10 Impulse) oder durch ein- bzw. zweimaliges Einfrieren bei —80 °C. AnschlieBend wurde die freigesetzte

Aktivitit durch Messung der Hydrolysegeschwindigkeit von pNPA bestimmt.
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Wie zu sehen ist, kann durch Einfrieren eine hohere Aktivitit erreicht werden als durch den
Ultraschallaufschluss. Werden keine zusdtzlichen Agenzien (CHCls, Lysozym) zugesetzt sind
die Ausbeuten nach nur einem Einfrier-Auftau-Zyklus relativ gering, allerdings erzielt man
durch Wiederhohlung des Zyklus fast identische Ergebnisse wie mit Lysozymzugabe.

Da die Ergebnisse ohne Zusatz von Reagenzien, die den Zellaufschluss beglinstigen, im sel-
ben GroBenordnungsbereich lagen wie mit Zugabe, wurde im folgenden auf einen Zusatz ver-
zichtet. Zwar werden mit Chloroform-Zugabe deutlich hohere Ausbeuten erzielt, aber dies
hitte nicht nur zu einem weiteren Pipettierschritt, sondern auch zu héheren Kosten gefiihrt, da
das Material der verwendeten MTPs (Polystyrol) nicht bestindig gegeniiber dem Ldsungs-
mittel sind. Lysozymzusatz erbrachte nur geringfligig bessere Ergebnisse, die den erhdhten
Arbeitsaufwand nicht rechtfertigten. Desweiteren konnte schon gezeigt werden, dass Lyso-
zym die Stabilitdt zumindestens einer der verwendeten Esterasen (PFEI) deutlich herabsetzte

(Henke, 1998; Henke und Bornscheuer, 1999).
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2.6 Screening der Bibliotheken

2.6.1 Automatisierung der Assay-Systeme

Die entwickelten Assay-Systeme wurden auf einem Pipettierroboter (Beckman 2000, Beck-
man, Fullerton, CA, USA) etabliert. Paralleles Arbeiten mit beiden Assays erlaubte das
Durchmustern von 768 Klonen in 8 h auf Aktivitit gegeniiber bis zu drei Estern tertidrer Al-
kohole und drei Amiden.

Die in 384-Well MTPs erstellten Bibliotheken wurden zuerst auf vier 96er Flachboden-MTPs
iiberfiihrt. Die Expression erfolgte in 250ul/Kavitit LB-Amp-Medium, dem bereits vor der
Inokulation 0,2 % (w/v) L-Rhamnose zugefiigt worden war, iiber 20-22 h bei 37 °C, 220 rpm
im Schiittelinkubator. Die Lyse erfolgte durch zweimaliges Einfrieren und Auftauen bei
-80°C.

Parallel zur Zellyse wurden je vier MTP aus schwarzem Kunststoff mit 180 ul Esterase- (mit
Linalyl-, Terpinyl-, und 3-Methylpent-1-in-3-yl-acetat; das vierte Substrat, 3 Phenylbut-1-in-
3-yl-acetat, wurde aufgrund der hohen Autohydrolyse nicht im Screening eingesetzt) bzw.
Amidase-Assaylosung (mit CPEA-MOAc, MPEA-Ac; PEA-Ac je 5 mM) befiillt. Den As-
saylosungen wurden jeweils 20 ul des Zellysats zugesetzt.

Ziel des parallelen Screenings war es, zuerst Aktivitit gegentiber der Substratmischung nach-
zuweisen. In einem zweiten Schritt sollte dann Uberpriift werden, welches der Substrate um-
gesetzt wurde. Da nur mit einer sehr geringen Anzahl aktiver Klone gerechnet werden konnte,
war es so moglich den Proben durchsatz zu verdreifachen.

Die Esteraseaktivitdt wurde durch zweimaliges Messen der Fluoreszenz ermittelt. Dabei wur-
de der erste Messwert unmittelbar nach der Lysatzugabe bestimmt, die Messplatte anschlie-
Bend versiegelt und bei 37 °C im Schiittelinkubator inkubiert. Nach 18 h erfolgte die Auf-
nahme des zweiten MeBBwertes. Durch Differenzbildung der beiden Werte wurde die Abnah-
me der Fluoreszenz bestimmt. Die Auswahl potentiell positiver Klone wurde durch Vergleich
iiber die gesamten Platten eines MeBzyklusses (i.A. acht 96er MTPs) ermittelt.

Die Amidasetestplatten wurden nach Lysatzugabe direkt versiegelt und ebenfalls inkubiert.
Nach 18 h wurden 50ul CNBF in Hexanol zugesetzt, 1 h im Schiittelinkubator inkubiert und

zur Trennung der Phasen zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Fluoreszenz bestimmt.
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Die Methode erwies sich als sinnvoll zur Bestimmung der Aktivitit von ca. 800 Klonen (zwei
386 MTPs) an einem MefBtag (8 Std.). Zur Auswertung der MeBBergebnisse wurde ein weiterer
Tag veranschlagt. Damit gelang das Screening von ca. 1600 Klonen/Woche.

Es konnte auf der verwendeten Messtrasse gezeigt werden, dass der gesamte MeBBzyklus voll-
automatisierbar ist. Dies beinhaltete die automatische Vorlage der Assaysubstanzen, Zugabe
der Lysate, Fluoreszenzmessung, Inkubation, Zugabe der Analyselosung (CNBF in Hexanol)
und Aufnahme des abschliessenden Fluoreszenzwertes. Die Messtrasse (Abbildung 35) ver-
fligte allerdings nur iiber eine begrenzte Kapazitit (Inkubator fiir maximal acht MTPs, und
Lagerhaltungsmoglichkeiten fiir maximal 16 MTPs und acht Pipettenboxen). Daher wurde
nach dem prinzipiellen Nachweis der Mdoglichkeit einer vollstindigen Automatisierung fiir
das eigentliche Screening der Bibliotheken semiautomatisiert gearbeitet. Das bedeutet, dass
der Transfer der MTPs nach Zugabe der Lysatlésung in den Fluoreszenz-Leser und Inkubati-
on manuell erfolgte.

Roboterarm fiir Transport
zwischen den Stationen
Pipettierwerkzeug (Sideloader)

Kombiniertes
Photo- und
Fluorimeter fiir

MTPs

Pipettierstation

Inkubator fiir 8
Lagerregale MTPs

Abbildung 35: Verwendete Messtrasse auf Basis des Beckman 2000 Pipettierroboters mit eingebundenen

Sideloader, Fluoreszenz-Lesegeriits fiir MTPs und Inkubator

Durch geringfiigige Ausweitung der Kapazitit des Systems und Einbindung einer Zentrifuge
in die Messtrasse konnte die Messwertaufnahme bis auf einen Durchsatz von 2400 Klonen/24
Std. gesteigert werden. Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass einige der Losungen (In-

tegration einer Zentrifuge) extrem kostspielig sind. Auch ist die Wartung einer vollautomati-
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schen Anlage fiir den ,,Rund-um-die Uhr“-Einsatz aufwendig, so dass ein derartig hoher

Durchsatz nur unter industriellen Bedingungen moglich erscheint.

Im Hochdurchsatzeinsatz ist der Umsatz an Verbrauchsmitteln der entscheidende Kostenfak-
tor. Die angewendete Methode verursacht mit einem Verbrauchsmittelanteil von unter 0,16
DM/Klon nur geringe Kosten. Mit den in Anhang B aufgefiihrten Materialien kann ein Klon
mit diesem Betrag auf Aktivitit gegeniiber mehreren Estern und Amiden parallel getestet
werden. Da die eigentlichen Substrate nur geringfligig zu den Kosten beitragen, kann das

Spektrum an getesteten Substraten leicht erweitert werden.

Mit der beschriebenen Methodik wurde eine Bibliothek von 39 384er MTPs (ca. 14000 Klo-
ne) durchmustert. Zur Auswertung der erhaltenen Messwerte wurde fiir jeden der beiden As-
says ein Mittelwert der ermittelten Daten iiber alle Platten des Messzyklus bestimmt. Als po-
sitiv bewertet wurden Klone, die eine Abweichung von diesem Mittelwert um mindestens 15
% zeigten.

Um Problemen durch den sogenannten Ringeffekt zu begegnen, wurde der Randbereich der
Mikrotiterplatten (d.h. die umgebende duBere Reihe) getrennt vom Mittelbereich betrachtet.
Desweiteren wurden ca. 20000 Klone, die iiber Transformation mit aus dem Mutationsstamm
XL-1Red erhaltenen Plasmiden erhalten wurden, mit einem Uberschichtagarassay auf hydro-
lytische Aktivitdt gegeniiber t.-Butylacetat getestet.

Es konnten keine Klone gefunden werden, die eine gegeniiber den Testsubstanzen hydroly-

tisch aktive Esterasevariante exprimierten.
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2.7 Rationale Methoden

2.7.1 Uberlequngen anhand von Sequenzvergleichen

Aus den Versuchen zur Etablierung eines Assays zum Nachweis hydrolytischer Aktivitit ge-
geniiber Carboxylestern (Kap. 2.3.1) ging hervor, dass neben der Lipase A aus Candida
antarctica (CAL-A) auch die Lipase aus Candida rugosa (CRL) in der Lage ist, zu minde-
stens einige der Ester tertidrer Alkohole umzusetzen. Wahrend die Struktur von CAL-A nicht
bekannt ist, Sekundérstruktur-Vorhersagen anhand der Sequenz allerdings vermuten lassen,
dass die Lipase nicht die klassische a/B-Hydrolase-faltung aufweist, ist die Struktur der CRL
bekannt (Grochulski et al., 1993).

Aufgrund der Tatsache, dass gerade diese Lipasen in der Lage sind, die gewiinschten Sub-
strate umzusetzen, wurde versucht iiber einen rationalen Ansatz Hinweise darauf zu finden,
welche strukturellen Besonderheiten gegniiber anderen Hydrolasen zu diesem verdnderten
Verhalten fiihren konnten. Bei diesen Uberlegungen wurde CAL-A nicht beriicksichtigt, da
iiber diese keine Strukturdaten vorlagen.

Ein signifikanter Unterschied zwischen Candida rugosa und anderen Lipasen besteht im we-
sentlichen darin, dass die Aminosiure, die als zweite Substruktur als Protonendonor zur Sta-
bilisierung des Oxyanions beitrdgt (Oxyanionbindungstasche), auf einer besonders flexiblen
Schleife der Sekundérstruktur liegt. Direkt benachbart zu diesem - dem Oxyanionrest bilden-
den Glycin - liegen zwei weitere Glycine. Man kann nun Hydrolasen anhand dieses Charakte-
ristikums in zwei Klassen einteilen (Pleiss et al., 2000), wobei sich CRL und Homologe als
Vertreter des GGG(A)X-Typs von den Hydrolasen des hiufiger anzutrefenden GX-Typs un-
terscheiden (Das C-terminale Glycin - die Wasserstoff-Briicke bildende Aminoséure - kann in
der Homologen-Gruppe auch einem Alanin entsprechen).

Der GGG-Loop ist durch die fehlende sterische Hinderung durch etwaige Seitenketten sehr
anpassungsfahig. Des weiteren fillt beim Vergleich der Struktur der GGG(A)X-Typ Hydrola-
sen mit den Vertretern des GX-Typs auf, dass die Carboxylsauerstoffatome der Peptidbindun-
gen dieses GGG-Loops nicht in die Bindungstasche zeigen, wie das bei den Strukturen der
anderer Hydrolasen der Fall ist (Abbildung 36). Im Gegensatz zur CRL verlangt die Ami-
nosduresequenz anderer Hydrolasen, die hier grofere Seitenketten aufweisen, eine Konfor-
mation in der die Sauerstoffatome in den Bereich der Bindungstasche weisen, in der die Al-

koholgruppe des umzusetzenden Esters zu liegen kommt.
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Abbildung 36: Vergleich der Strukturen der Lipasen aus Candida rugosa (CRL, GGG(A)X-Typ) und aus
Pseudomonas cepacia (PCL, GX-Typ). A: schematische Darstellung; dargestellt sind die Aminosduren des
Oxyanionbindungstasche, sowie die katalytisch aktiven His,, und Ser,, und das als Substrat gebundene zert.-
Butylacetat (griin). Angedeutet sind die Wasserstoffbriicken-Bindungen (blau gestrichelt) und die repulsive
Wechselwirkung zwischen der tertidren Substratgruppierung und dem Carbonylsauerstoff von Leu 17 in PCL
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(roter Pfeil). B: Strukturdarstellung mit eingelagertem Substrat (griine C-Atome); Wasserstoffatome wurden, um
bessere Ubersichtlichkeit zu erhalten, nicht dargestellt. In B3: Uberlagerung der Strukturen aus CRL (BI,
schwarze C-Atome); und PCL (B2: graue C-Atome). Nur das Ser, aus der PCL ist mit gebundenem Substrat
gezeigt. C: Oberflachendarstellung der Bindungstaschen mit eingelagertem Substrat. Die C-Atome der Lipasen
sind griin, die der Substrate schwarz dargestellt (N blau; O rot; H weil}). Zu erkennen ist der sphirische Quer-
schnitt der CRL-Bindungstasche im Bereich, in dem der tertidre Rest zu liegen kommt im Gegensatz zum spalt-
formigen Aufbau in der PCL, sowie die starke sterische Wechselwirkung zwischen der dritten Methylgruppe des
Substrats und dem in die Bindungstasche hineinragenden Sauerstoff. In C ist der Blickwinkel auf beide Enzyme

unterschiedlich gewéhlt.

Beim GX-Typ wird dadurch die Bindungstasche im Bereich des aktiven Zentrums zu einer
Art Spalt verengt. Zwischen dem Histidin des aktiven Zentrums und diesen Sauerstoffatomen
bleibt nur noch ein schmaler Zwischenraum, der lediglich eine Ausdehnung des Substratalko-
hols in einer zu dieser Ebene vertikalen Richtung erlaubt. Limitiert wird die Ausdehnung der
Bindungstasche in erster Linie durch das Carbonylsauerstoffatom des C-Terminalen Nachbarn
des Glycins — eben jener mit X bezeichneten Aminosdure, von deren Aminogruppe die das
Oxyanion stabilisierende Wasserstoffbriicken-Bindung ausgeht. Dies ermdglicht die Bindung
und Umsetzung von Estern, die auf der Alkoholseite in Nachbarschaft zur Esterbindung nicht
stark verzweigt sind. Ester tertidrer Alkohole, mit ihrer raumerfiillenden Struktur bendtigen
hier allerdings die Moglichkeit zu einer eher sphérischen Ausdehnung, die bei der CRL mit
thren GGG-Strukturelement gegeben scheint.

Die in Abbildung 36 dargestellte spaltformige Verengung des Bindungsraums in dem Lipasen
des GX-Typs durch die Carbonylgruppe zeigt sich als duBerst starr. Der die Hinderung verur-
sachende Sauerstoff ist Teil der fiir die Stabilisierung des Substrats verantwortlichen Ami-
nosdure. Die Seitenkette dieser Aminosédure (in PCL Leu, in CAL-B Thr) versteift die Struk-
tur der Aminosiureschleife durch eine verankernde Wechselwirkung mit Aminosédureseiten-
ketten auf benachbarten Struktureinheiten. Diese Anker-Seitenkette (in der PCL Leu 167)
entspricht in threr Hydrophobizitdt der Aminosdure der Oxyanionbindungstasche. Dies fiihrt
dazu, dass dieses Strukturelement rigide ist. Eine Aufweitung in diesem Bereich durch eine
Flexibilisierung wiirde zum Zusammenbrechen der Struktur der Oxyanionbindungstasche und
damit zum Aktivitdtsverlust fiihren. Daher ist es nicht denkbar, dass ausgehend von der aus
Kristallstrukturdaten bekannten Konformation sich ein sterisch anspruchsvolles Substrat in
diesem Bereich der Hydrolasen vom GX-Typ Platz schafft, indem es Elemente mit stérender
Wechselwirkung verdringt.

Diese Uberlegungen dienten als Grundlage dazu, weitere Hydrolasen mit diesem Strukturele-
ment zu untersuchen. Den GGG- bzw. GGA-Loop weisen auch die homologen Enzyme der

Cholinesterase-Familie (ChE), und der Carboxylesterasen auf (z.B. Schweineleberesterase,
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PLE). Die Lipasen aus Geotrichum candidum (GCL), die der gleichen Familie wie die CRL
entstammen, sowie die p-Nitrobenzyl-Esterase (pNBE) aus Bacillus subtilis (eine Carboxyle-

sterase) sind zwei der wenigen Hydrolasen des GGG(A)X-Typs mikrobiellen Ursprungs.

Abbildung 37: Alignment der Aminosiiuresequenz verschiedener Vertreter des GGG(A)X-Typs.

Verglichen werden die Lipasen aus Geotrichum candidum B (GCL) und Candida rugosa (CRL), die humane
Acetylcholinesterase (hAChE), die Schweineleber Esterase (PLE) sowie die p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis
(BsubpNBE). Hervorgehoben sind die Aminosduren des GGG- bzw. GGA-Loops (griin/blau), sowie die kataly-

tisch relevanten Gruppen (rot): die konservierte Region um das S, das E; sowie Hy.

10 20 30 40 50 60
I I I
hAChE MRPPQCLLHTPSLASPLLLLLLW LGEGVGAEGREDAELLVTVRGGRLRG - | RLKTPGG
PLE = -c-ccmcmecnan-- MALLPLVLTSLASSATWAGQPASPPVVDTAQGRVLCKYVSLEGLAQ
BSUubpNBE =~ ---------ii e MIHQ VTITQYCKVKG - - - - - TTEN
CRL cemeeemeeineeaaeaaee VELALALSLI ASVAAAPTATLANGDTI TG - - - - LNAI
1€ O I R E R MVSKTFFLAAALNVWVGTLAQAPTAVLNGNEVI SG- - - - - VLEG
70 80 90 100 110 120
hAChE PVSAFLG PFAEPPMGPRRFLPPEPKQPWSGVYVDATTFQSVCYQY- - VDTLYPGFEGTEM
PLE PVAVFL GVPFAKPPL GSL RFAPPQPAEPWSFVKNT TSYPPMCCQDPVVEQMI SDLFTNGK
BsubpNBE GVHKWKG PYAKPPVGOARFKAPEPPEVWEDVLDATAYGPI CPQP- - - - - - - SDLLSLSY
CRL | NEAFLG PFAEPPVGNL RFKDPVPYSGSL DGKFTSYGPSCMQONPEGT YEENL PKAAL
GCL KVDTFKG PFADPPVCGDL RFKHPQPFTGSYQGL KANDFSSACIVQ_ DPGNAI SLLDKVVGL
. * * * * * * * * * *
130 140 150 160 170 180
I I I I I I
hAChE WAPNRE- - - - ----------- LSEDCL YLNVWI PYPRP- TSPTPVLVW YGGCFYSGASS
PLE ERLTLE--------------- FSEDCLYLNI YTPADLTKRGRLPVMW HGEELVL GG -
BsubpNBE TELPR---------------- QSEDCL YVNVFAPDTPS- - ONLPVMYW HGCAFYL GAGS
CRL DLVM®S- - - ---- KVFEAVSPSSEDCL TI NVVRPPGTKAGANLPVMLW FGEEFEVGGTS
GCL GKI' | PDNL RGPL YDVAQGSVSMNEDCL YL NVFRPAGT KPDAKL PVIMVW YG:AFVFGSSA
* k k% - k. * * * -k * * *
190 200 210 220 230 240
I I
hAChE - - - LDVYDGRFLVQAERTVLVSMNYRVGAFGFLAL P- GSREAPGNVGL L DORLAL QUWWQE
PLE - - - APMYDGVVLAAHENVVWAI QYRLG WGFFST- - GDEHSRGNWGHL DQVAAL HVWQE
BsubpNBE - - - EPLYDGSKLAAQGEVI WTLNYRLGPFGFLHLSSFDEAYSDNL GL L DQAAAL KW/RE
CRL TFPPAQM TKSI AMEKPI | HVSVNYRVSSWGEFL AGDEI KAEGSANAGL KDQRL GMWAD
GCL SYPGNGYVKESL EI\/GQ:’WFVSI NYRTGPYGFLGGDAI TAEGNTNAGL HDQ?KGL EV\X/SD
fee ko sk ok o * % * % * %
Prim cons. 22P5 P5YDGBSLA2GEPWWSI NYR2GPZGFLA2D32D2EGSGNAG_LDQ:\’2ALQ/\X/QE
250 260 270 280 290 300
I I I I I I
hAChE NVAAFGGDPTSVTLF GAASVGVHLLSP- - - - - - PSRGL FHRAVL QSGAPNGPVWATV
PLE NI ANFGGDPGSVTI F GCGESVSVLVLSP- - - - - - LAKNLFHRAI SESGVALT- - VAL
BsubpNBE NI SAFGGDPDNVTVF GGAVBI AALLAMP- - - - - - AAKGLFQKAI MESGASRT- - - - -
CRL NI AAFGGDPTKVTI F GSMSVMCHI LVADGDNT YKGKPLFRAG MQSGAMVPSDAVD
GCL NI ANFGGDPDKVM F

GAI\/SVAHQ_ VAYGGDNT YNGKQ_ FHSAI L QSGGPL PYFDST

* - - * Kk k kK * -****** * -
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310 320 330 340 350 360

| | | | | |
GVICEARRRAT QL AHL VGCPPGGT GGNDT EL VACL RTRPAQVL VNHEWHVL PQESVFR- - -
VRKDVKAAAKQ AVLAGCKTTTS- - - - AVFVHCL ROKSEDEL L DL TLKMKFL TL DFHGDQ
MIKEQ- AASTAAAFLQVLG NES- - - - - - QLDRLHTVAAEDL LKAADQLRI AEKENI F- -
G YGN\- El FDLLASNAGCGSAS- - - - - - DKLACLRGVSSDTLEDATN- - NTPGFLAYSS-
SVGPE- SAYSRFAQYAGCDASAG- - - DNETLACLRSKSSDVLHSAQNSYDLKDLFGL.LP-

* . * - . *

370 380 390 400

| | | |
- - - FSFVP- VWDGDFL SDTPEAL I NAGDFHGL QVLVGVVKI
RESHPFLPTVVDGVLLPKMPEEI LAEKDFNTVPYI V@ NK
- - - QL FFQPALDPKTLPEEPEKSI AEGAASA PLLI GTTRDEGYLFFTP- - - - - - - - - DS
- LRLSYLP- RPDGVNI TDDMYALVREGKYANI PVI | GDONDEGTFFGTSSLN- - - - - VTT
- QFLGFGP- RPDGNI | PDAAYEL YRSGRYAKVPY| TGNQEDEGT! LAPVAI N- - - - - ATT
. * . . . % .k .

410 420
GSYFLVYGAPG-SKDNES
FGALLPT- MMGFPLS- EG

430 440 450 460 470 480

| | | | |
LI SRAEFLAGVRVGVPQVSDLAAEAVVLHYTDW. HPEDPARL REAL SDVVGDHNVVCPVA
KLDQKTATSLLVWKSYPI ANl PEEL TPVATDKYL GGT DDPVKKKDL FL DL MGDVVFGVPSV

DVHSQETLDAALEYLLGK- --- - - - PLAEKAADLYP- - - - RSLESQ HVMTIDLLFWRPAV

DAQAREYFKQSFVHASDAEI DTLMTAYPGDI TQGSP- - - - - FDTA LNALTPQFKRI SAV

TPHVKKWLKY| CSEASDASL DRVL SLYPGSWSEGAP- - - - - FRTG LNALTPQFKRI AAI
490 500 510 520 530 540

| | | | | |
QLAGRLAAQGARVYAYVFEHRASTLS- - WPLWMGVPBIGYEI EFI FG PLDPSRNYTAEEK
TVARQHRDAGAPTYMYEFQYRPSFSSDKKPKTVI | FSVFGFPLLKG DAPEEEV
AYASAQSHY- APVWWYRFDWHPEKPP- YNKAFJAL EL PFVFGNL DGL ERVAKAEI TDEVK

LGDLGFTLA- - RRYFLNHYTGGTKYS- - - - - FLSKQLSG- LPVLGTFESNDI VFQDYLLG
FTDLLFQSP- - RRVMLNATKDVNRWI - - - - - YLATQLHNLVPFLGTFEGSDLLFQYYAGP
550 560 570 580 590 600

| |
I FAQRL MRYWANFART GDPNEPRDPKAPQWPPYTAG- AQQYVSLDLRPLEVRRGLRAQAC

SLSKTVMKFWANFARSGNPN- - - GEGLPHWPMYDQ- - EEGYLQ GVNTQAAKR- LKGEEV

QLSHTI QSAW TFAKTGNPS- - - - TEAVNWPAYHEE- TRETVI LDSEI TI END- - PESEK

SGSLI YNNAFI AFATDLDPN- - TAGLLVKWPEYTSSSQSGNNLMM NALGLYTGKDNFRT

WESSAYRRYFI SFANHHDPN- - VGTNLKQADMYTDS- - - GKEMLQ HM GNSVRTDDFRI
. . - % * -

* % - %

610 620 630 640 650

| | | | |
AFVKNRFL PKL L SATDTL DEAERQAKAEFHRWESYMVHWKNQFDHY SKQDRCSDL
AFVKIDL L SKEAAKKPPKI KHAEL - - - = = - -« = = =« == < e o omca o oce oo
RQ = KLFPSKGE- - - = = = == = = === = om s oo em o ee e e
AGYDALFSNPPSFFV- - - = - - - =« o s e te e
EG SNFESDVTLFG: - - - - = = = === = <= == o e oo ee o oee o omee oo

Ausgehend von diesen Uberlegungen wurden zuerst Untersuchungen mit den kommerziell

erhiltlichen Enzymen des GGG(A)-Typs (PLE, AchE aus dem Zitteraal Electrophorus elec-

tricus) gemacht. Im weiteren Verlauf wurden weitere Enzyme (BsubpNBE, GCL-B) rekom-

binant hergestellt.
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2.7.2 GroRen der Bindungstaschen bei Hydrolasen des GGG(A)X-
und des GX-Typs

Um zu einer Quantifizierung der unterschiedlichen Moglichkeiten zur Bindung sterisch an-
spruchsvoller Alkohole in den Bindungstaschen der Carboxylester-Hydrolasen vom GX- und
GGG(A)X-Typ zu gelangen wurden die limitierenden Abstinde vermessen. In den Hydrola-
sen des GX-Typs ist dies der Abstand zwischen dem protoniertem des Ng His,y und dem
Carbonylsauerstoff der Oxyanionbindungstasche-Aminosiure X (Tabelle 16: Grofe der Bin-

dungstasche beim GX- und GGG(A)X-Typ).

Tabelle 16: Grofie der Bindungstasche beim GX- und GGG(A)X-Typ

Hydrolase pdb-Eintrag Typ Oxyanion hole Aminosiiuren  Abstand Ng, g H —
Ocar. [A]
PCL 4LIP GX G L17 5,88
PAL 1EX9 GX G M15 6,00
CVL ICVL GX GL17 4,06
CAL-B ITCA GX G T65 6,29
HLL ITIB GX G S83 6,44
CRL 1LPM GGGX FGG G134 F 7,76
BsubpNBE Homologie-Model  GGAX FGG A107 F 7,67
hAChE 1CLJ GGGX YGG G122F 7,48
eeAChE 1C2B GGGX YGG G121 F 7,83
bAChE Homologie-Model  GGGX YGG G123 F 7,25

Es zeigt sich, dass der GGG(A)X-Typ in dieser kritischen Region etwa 1 A - 1,5 A mehr Platz
bietet.

2.7.3 Expression der Lipase B aus Geotrichum candidum

Die Lipase aus Geotrichum candidum wurde in der methylotrophen Hefe Pichia pastoris ex-
primiert. Als Expressionsvektor wurde das Konstrukt pPaLipB verwendet (Catoni, 1999).
Dieser Expressionsvektor beruht auf dem kommerziell erhéltlichen Plasmid pPICZaC der
Firma Invitrogen (Invitrogen, Carlsbad, Ca.). Das klonierte Gen steht unter Kontrolle des
methanol-induzierbaren AOX-Promotors (Abbildung 38). Zur Selektion dient ein Gen, das
Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Zeocin vermittelt. Des weiteren ist dem Gen des zu

exprimierenden Enzyms der sogenannte o-Faktor N-terminal ankloniert, der eine Sekretion
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direkt ins umgebende Nahrmedium erlaubt. Durch diese Sekretion wird die Aufreinigung des

Enzyms entscheidend erleichtert.

Abbildung 38: Expressionsvektor pPaLipB zur Expression der Lipase B aus Geotrichum candidum in P.
pastoris.

Zur Expression in P. pastoris wird der Expressionsvektor nach Einbringen in die Wirtszelle
(chemisch oder mittels Elektroporation) in das Genom der Hefe integriert. P. pastoris hat sich

als geeigneter Organismus zur Expression von Proteinen erwiesen, die postranslationale Mo-

pPalLipB

5238 bps

Smal  Ball

difikationen wie Glycosylierung bendtigen.

Das Konstrukt pPaLipB wurde zuerst in E. coli transformiert und dort vermehrt. Nach Isolie-
rung wurde es durch Restriktionsverdau mit Pmel liniearisiert, und mittels Ethanolprezipitati-
on gereinigt. Als Transformationsmethode der Wahl stellte sich die Elektroporation dar. Par-
allel unternommene Versuche, das Plasmid auf chemischem Weg mit dem EasyComp-Kit der
Firma Invitrogen zu transformieren, erbrachten um den Faktor 10 geringere Transformations-
effizienzen. Es wurden die beiden Stimme X33 und SMD1168H verwendet.

Die erhaltenen Klone wurden zuerst auf YPD-Zeocin-Platten bei 30 °C herangezogen. An-
schlieBend iibertrug man die Kolonien auf Minimalmedium-Tributyrin-Agarplatten, lie3 wie-
derum heranwachsen und induzierte die Expression durch Methanolzugabe. Es zeigte sich,
dass alle erhaltenen Klone auch Lipaseaktivitit aufwiesen. Eine Einschdtzung der unter-
schiedlich hohen Expressionsrate der einzelnen Klone (Minning, 1999), iiber die Grofe und
Schnelligkeit der Hofbildung gelang nicht.

Zwei der Klone, je einer des Stammes X33 und SMD 1168H, wurden ausgewéhlt und geméaf
Standardprotokoll in BMGY-Medium kultiviert. Induziert wurde die Expression der Lipase
durch Uberfithren der Zellen in BMMY-Medium. Durch kontinuierliches Zufiittern von
Methanol konnte schlielich eine Aktivitdt von 23 U/ml im Ndhrmedium erhalten werden
(Aktivititstest im pH-Stat gegen Triolein). Durch Ultrafiltration tiber eine Membran mit einer
Grenzdurchlissigkeit von 30 kDa konnte der Uberstand auf 50 ml aufkonzentriert werden, bis
eine Aktivitit von 235 U/ml erreicht wurde. Dieser Uberstand wurde direkt fiir die Umset-

zungsversuche mit den tertidren Estern verwendet.
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2.7.4 Klonierung der p-Nitrobenzyl-Esterase aus Bacillus subtilis

Die bereits beschriebene (Brannon et al., 1976; Zock et al., 1994) p-Nitrobenzyl-Esterase aus
B. subtilis enthdlt ebenfalls das AGG-Motiv auf der Schleife, die die zweite Oxyanion-
stabilisierende Aminosdure enthilt. Die Struktur der Wild-Typ Esterase (pdb-Eintrag: 1QE3)
sowie zweier thermostabilerer (1C7I) bzw. organophileren (1C7J) Mutanten konnte von Spil-
ler et al. (Spiller et al., 1999) aufgeklart werden. Diese Esterase wurde aus dem B. subtilis
Stamm NRRL B8079 kloniert. Sie unterscheidet sich von der hier klonierten p-
Nitrobenzylesterase aus dem Stamm DSM 402, deren Sequenz schon von Fabret et al. (Fabret
et al., 1996) publiziert wurde, lediglich durch den Austausch einiger Aminosduren (P59S,
QI95K, D150N, A2308S, S242G, R245K, A251S, S291A, A343V, E390K, und V463L).

Das Gen wurde ebenfalls aus der genomischen DNA von B. subtilis DSM 402 amplifiziert (s. Kap. 2.4). Als
Primer wurden die Oligonukleotide EHE-pNBE-V2 und EHE-pNBE-R1 verwendet. Wiederum wurden
gleichzeitig die Schnittstellen BamHI und Ndel eingefiigt. Da das Gen aber ebenfalls eine Ndel-
Restriktionsstelle enthéilt wurde die Umklonierung in zwei Schritten durchgefiihrt (

Abbildung 39: Strategie zur Klonierung der p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis .).

Das durch PCR erhaltene Produkt von 1500 bp wurde einem Restriktionsverdau mit den En-
zymen BamHI und Ndel unterzogen. Die beiden Fragmente von 401 bp und 1168 bp Linge
wurden iiber Gelelektrophorese aufgetrennt und separat aufgereinigt. Parallel wurde der

Vektor pG-BSubE.WT mit den selben Endonukleasen linearisiert.
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PG-BsubpNBE.WT
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Abbildung 39: Strategie zur Klonierung der p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis .
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Der geschnittene Vektor wurde zuerst mit dem 1068 bp-Fragment unter Standardbedingungen
18 h ligiert, bevor man das 401 bp-Fragment zugab. Das Ligationsprodukt wurde in E. coli
DH5a transformiert, die Zellen auf Tributyrin-Agarplatten ausplattiert. Da nur etwa 10 % der
erhaltenen Klone Aktivitit zeigten, wurden sowohl fiinf aktive als auch fiinf inaktive Klone in
2 ml-Ubernachtkulturen kultiviert, aus denen man die plasmidische DNA isolierte. Der Re-
striktionsverdau mit EcoRI und BamHI ergab, dass alle fiinf aktiven Klone das gewiinschte
Restriktionsmuster (1526 bp und 2430 bp) zeigten. Da das 1068 bp Fragment zwar in beiden
moglichen Orientierungen einligiert worden sein konnte, aber im Fall einer reversen Orientie-
rung des Fragments das Enzym nicht exprimiert werden diirfte, wurde davon ausgegangen,
dass es sich bei den aktiven Klonen um Transformanten handelte, die das Plasmid in der ge-
wiinschten Form enthielten. Drei dieser Plasmide wurden sequenziert.

Die Expression der Esterase in E. coli DH5a im 500 ml Schiittelkolben-Maf3stab erbrachte
nach Zellaufschluss und Gefriertrocknung 552 mg lyophilisierten Rohextrakt. Wieder wurde
ein 10 mg Aliquot liber Ni-NTA Siaulen aufgereinigt. Rohextrakt und gereinigtes Enzym wur-
den hinsichtlich Proteingehalt und Aktivitdt charakterisiert (Tabelle 17).

Tabelle 17: Eigenschaften der p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis.

Lyophilisierter Zellrohextrakt Aufgereinigtes Enzym
Proteingehalt (BCA) 294 ng/mg Rohextrakt 2030 pg/ml
Ausbeute Protein 812 pg /400 pl, 27 %
Aktivitit gegeniiber pNPA 35 U/mg 284 U/ml
(25 °C) 121 U/mg Protein 123 U/mg Protein
Ausbeute Aktivitét 114 U/400 pl/ 33 %
Aktivitit gegeniiber Tri- 420 U/mg 3900 U/ml
butyrin (37 °C) 1428 U/mg Protein 1911 U/mg Protein

974 kDa - [ —

662kDa-| - Bahn 1 und 3: Rohextrakt

45,0 kDa - o " Bahn 2 und 4: Uber Ni-NTA gereinigtes Enzym
31,0kDa - Féarbung mit Coomassie, bzw. Fast-Red / Naphtyl-
21,5kDa - | acetat Aktivititsfarbung.

Aufgetragen: je 36 Rohextrakt (10,5 mg Protein),
14,0 kDa - | getragen: ng ( g )

je 0,72 ul Eluat (1,4 pg Protein).

Abbildung 40: SDS-Page der p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis.
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2.7.4.1 Acethylcholinesterasen (AChEs)

In der Umsetzungen wurde AchE aus drei verschiedenen Organismen verwendet Aus dem
Zitteraal Electrophorus electricus (eeAChE), dem Gelben Bungar (Bénderkrait) Bungarus
fasciatus (bAChE) und aus dem Menschen (hAChE).

Wihrend die eeAChE kommerziell erhéltlich ist, wurden die bAChE und hAChE fermentativ
durch heterologe Expression in P. pastoris am Institut hergestellt. Die Expression war nicht
Teil dieser Arbeit. Die beiden AchEs wurden von Dipl. Chem. Sandra Vorlova hergestellt und
in aufkonzentrierter Form zur Verfiigung gestellt.

Das Gen fiir die bAChE wurde von der Gruppe Massoulie (Ecole normale superieur, Paris)

zur Verfiigung gestellt.

2.7.5 Umsetzung mit den Hydrolasen der GGG(A)X-Familie

2.7.5.1 Umsetzung von t.-Butylacetat

Umsetzungsversuche mit tert.-Butylacetat wurden im pH-Stat unter Standardbedingungen
(Kap. 4.3.3.5) durchgefiihrt. Als Reaktionstemperatur wurde 40 °C, bei eeAchE, die eine ge-

ringere Temperaturstabilitit besitzt, 30 °C gewihlt.

Tabelle 18: Umsetzung von #.-Butylacetat

Hydrolase Eingesetzte Enzym- Aktivitit gegeniiber Spez Aktivitiit gegeniiber
menge tert.-Butylacetat tert.-Butylacetat [mU/mg
[U] / [mU/mg] Protein]
CRL (Amano AYS) 100 mg, 1000 uY 0,23/2,3 10,1
GCL-B 3 ml, 705 UV - -
eeAChE 200 U - -
CAL-A (Chirazyme L-5, lyo.) 100 mg, 3000 U 1,28 /12,8 50
PLE Chirazyme E1, lyo 48,8 mg, 1953 UY 1,00 /20,4 80
Chirazyme E2, lyo 50,2 mg, 1315 U? 2,04 /40,6 160
BsubpNBE 50 mg, 21000 U 2,85/56,8 230

a) Aktivitit gegen Triolein

b) Aktivitit gegen Acetylthiocholin (Ellmans-Test), Herstellerangabe
c) Aktivitit gegen Tributyrin (Herstellerangaben)

d) Aktivitit gegen Ethylbutyrat (Herstellerangaben)

€) Aktivitit gegen Tributyrin
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Mit der Lipase B aus Geotrichum candidum wurde auch mit den anderen tertiiren Substraten
keine Umsetzung beobachtet. Demgegeniiber zeigte die AChE in den weiteren Versuchen

Aktivitat.

2.7.5.2 Umsetzung von (R, S)-3-Methylpent-1-in-3-yl-acetat

Umsetzungen mit 3-Methylpent-1-in-3-ylacetat wurden im 2 ml-Masstab im Thermoschiittler
durchgefiihrt. Die angegebene Menge der Hydrolasepréparation wurde in Phosphatpuffer
(50mM, pH 7,5) gelost. Das Substrat wurde in Phosphatpuffer mit Gummi Arabicum (End-
konzentration 2% (w/v)) suspendiert und zur Hydrolaselosung gegeben. Umsetzung erfolgte
bei 40 °C (BsubpNBE, CAL-A, PLE) bzw. bei 25 °C (AChE). Probenentnahme erfolgte zu
den angegebenen Zeiten durch Entnahme eines 200 pl Aliquots, das mit der selben Menge
Iso-Hexan extrahiert wurde.

Eine gaschromatographische Trennung der Enantiomeren des Reaktionsproduktes (3-
Methylpent-1-in-3-ol) gelang nicht. Da lediglich eine Bestimmung des Enantiomerenverhélt-
nisses des Substrats mdglich war, konnte eine direkte Berechnung von Umsatz und Enantio-
selektivitit aus den Chromatogrammen nicht erfolgen.

BsubpNBE zeigte deutlich hohere Aktivitit gegenliber dem Substrat. Daher konnte mit die-
sem Enzym eine Umsetzung im pH-Stat durchgefiihrt werden, wobei eine identische Proben-
entnahme und Aufarbeitung gewidhlt wurde. Durch die Reaktionsfiihrung im pH-Stat konnte
der Umsatz direkt bestimmt werden. Auftragen des Quotienten aus den Signalflichen der
Substratenantiomere und des Produkts iiber dem Umsatz lieferte eine Kalibriergerade. Mit
dieser war die Berechnung des Umsatzes auch aus den Gaschromatogrammen fiir die Reak-

tionen mit den anderen Hydrolasen mdglich.
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Tabelle 19: Umsetzung von (R,S)-3-Methylpent-1-in-3-ylacetat mit Hydrolasen der GGG-Familie

Hydrolase Substrat Temperatur Zeit ee(S) Umsatz E
[%e]
PLE, Chira- 40 °C 1h 14 18 5
zyme E-1 2h 39 53 3
10 mg (390 U)
 PLE, Chira- 40 °C 1h 17 21 5
zyme E-2 o 2h 58 69 3
10 mg (270 U) E
" CRL-CLEC, & 40 °C 1h 10 20 2
10 mg §_ 2h 27 56 1,9
vovﬁ 4h 74 93 1,9
 hAChE37,5 % 25°C 4h 3 4 4
u? f 8h 3 8 2
5 24h 8 17 2
eeAChE 100 i 25°C 8h 5 7 7
U *g 24h 20 26 4
bAChE ;& 25°C 1h 5 6 8
100U” § 2h 11 11 13
n 4h 22 25 6
8h 40 57 3
" CAL-AY 10 40 °C 4h 1 5 1,3
mg, 480 UY 8h 4 11 2,2
24h 10 41 1,5
BsubpNBE  3-Methyl- 40 °C° 11 min 2 20 1,2
10 mg, 350 3pi1r<1:tet1atm2y(§0 24.5 min 1 35,0 1,0
v pmol 28 mg 49 min 1 50,0 1,0

a) Ellmans-Test gegen Acethylthiocholin; b) Herstellerangaben; ¢) Chirazym L-5, lyo., Roche; d) gegen pNPA
bei 25 °C; e) Umsetzung im pH-Stat.

Alle verwendeten Hydrolasen zeigten keine befriedigende Enantioselektivitit gegentliber dem
Substrat. Die AChEs zeigten, wie aufgrund der hohen Homologie zwischen den Enzymen zu

erwarten, dhnliche Eigenschaften.

2.7.5.3 Umsetzung von (R,S)-Linalylacetat

Zur Bestimmung der Enantioselektivitdt und der Umsetzungsgeschwindigkeiten der Hydrola-

sen gegeniiber Linalylacetat muflte entsprechend wie bei den Umsetzungen mit 3-Methylpent-
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1-in-3-ylaacetat vorgegangen werden, da hier die Trennung der Substratenantiomere nicht
gelang. Die Umsetzungen wurden analog durchgefiihrt. Auch hier zeigte die BsubpNBE ge-
nug Aktivitdt gegeniiber dem Substrat, dass eine Hydrolyse im pH-Stat unter Umsatzkontrolle
moglich war. Aus den Signalflichenverhéltnissen und dem Umsatz konnte wieder eine Kali-
briergerade erhalten werden, die eine Auswertung der Chromatogramme aus den Umsetzun-

gen mit den anderen Enzymen erlaubte.

Tabelle 20: Umsetzung von (R,S)-Linalylacetat mit Hydrolasen der GGG-Familie

HYDROLASE  SUBSTRAT TEM- ZEIT EE(P) UMSATZ[%] E PRAFE
PERATUR RENZ
PLE. Chira- 40 °C lh 15 11 1,4 R
zyme E-1, 10 2h 14 21 1,3
mg (390 U9 8h 19 48 1,5
PLE, Chira- 40 °C lh 35 17 2,1 S
zyme E-2; 10 2h 30 29 1,9
mg (270 U) %0 4h 25 42 1,7
0 8 h 16 72 1,4
- (@)
CRL-CLEC, & 40 °C 1h 9 2 1,2 S
10 mg § 2h 1 5 1,0
R 4h 4 7 1,1
s 8h 2 23 1,0
3
= 24 h 2 89 1,0
>
hAChE g 25°C 48 h 7 5 1,1 S
100U? —
— &
eeAChE 37,5 =) 25°C 48 h 26 10 1,7 S
u” =
bAChE 25°C 48 h 7 6 1,1 S
100U?
CAL-A" 10 40 °C 4h 56 31 4 S
mg, 480 U 48 h 32 71 2
BsubpNBE  (R,S) Linaly- 40 °C° 13 min 12 22,5 1,3 R
10 mg, lacetat, 200 25 min 14 35 14
350 UY  pmol 39,2 mg 38 min 18 50 1,7
60 min 6 70 1,3

a) Ellmans-Test gegen Acethylthiocholin; b) Herstellerangaben; c¢) Chirazym L-5, lyo., Roche; d) gegen pNBA
bei 25 °C; e) Umsetzung im pH-Stat.

Gegeniiber diesem Substrat konnte mit keiner der untersuchten Hydrolasen eine deutliche
Enantioselektivitit erzielt werden.

Die PLE-Préaparate Chirazyme E-1 und E-2 zeigen unterschiedliche Enantiopréferenz.
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2.7.5.4 Umsetzung von (R, S)-2-Phenyl-3-butin-2-yl-acetat

(R,S)2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat zeigte bei Emulgierung in wélrigen Medien starke Autohy-
drolyse. O'Hagan konnte durch Inkubation in H,'*O zeigen, dass die Spaltung des Esters,
unter Sy-artigen Bedingungen, an der Sauerstoff-Alkylbindung erfolgt (O Hagan und Zaidi,
1994). Verantwortlich dafiir diirfte die stabilisierende Wirkung der Ethinyl- und Phenylsub-
stituenten auf eine Ubergangszustand mit carbeniumionischem Charakter sein. Durch elektro-
nenziehende Substituenten (Substitution der Methyl- durch eine Trifluormethylgruppe)
konnte der Effekt deutlich verringert werden.

Die hohe Autohydrolyse verursachte auch bei den hier untersuchten Umsetzungen Probleme.
Parallel zu den enzymkatalysierten Reaktionen wurde unter gleichen Bedingungen die nicht
katalysierte Hydrolyse in einer Blindprobe verfolgt.

Insgesamt konnten die Reaktionszeiten kiirzer gewéhlt werden als bei den anderen Substraten
(Tabelle 21). Eine Enantiomerentrennung via GC war sowohl fiir das Substrat als auch fiir den
freigesetzten Alkoholmdoglich. Umsatz und Enantioselektivitéit ergaben sich direkt aus den fiir
eeg und eep ermittelten Werten.

Mit den Esterasen BsubpNBE und PLE (Chirazyme E-1) wurden die Umsetzungen im pH-
Stat durchgefiihrt.
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Tabelle 21: Umsetzung von (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat mit Hydrolasen der GGG-Familie

Hy- SUBSTRAT TEM- ZEIT EE(S) EE(P) UMSATZ E
DROLASE PERATUR [%] [%] [%]
hAChE 25°C 30 min 10 39 20 3
100U” 1h 13 42 23 3
2h 19 44 30 3
on
= 4h 26 41 39 3
eeAChE ps 25°C 30 min 10 39 20 3
37,502 ?E; 1h 15 42 27 3
=4 2h 25 49 34 4
S
‘3 4h 43 43 50 4
_— <
bAChHE 3 25°C 30 min 38 70 35 8
100U" = 1h 60 65 48 9
b 2h 83 61 57 10
_3 4h 97 50 66 11
CRL? 15 o 40 °C 30 min 3 1 77 1,0
mg CLEC- g
CRL 5
- (@
CAL-AY 5 40 °C 30 min 17 54 24 4
mg, 1h 33 54 38 5
240 UV 2h 77 53 59 7
BsubpNBE - 40 °C 2 min 7 31 12 2
10,6 mg, < 6 min 11 30 20 2
105 U? % 10 min 15 36 30 2
2 o 15 min 27 38 40 3
> g
A oo 20 min 31 36 50 3
é o
PLE, S5 40°C 4,5 min 3 13 10 2,0
Chirazyme = § 10 min 5 12 20 1,6
E-1, % 17 min 5 20 30 1,3
O .
11,2 mg é 24 min 6 23 40 1,3
(440 U) S 32 min 8 30 50 1,3

a) Ellmans-Test gegen Acethylthiocholin; b) Herstellerangaben; c¢) Chirazym L-5, lyo., Roche; d) gegen pNPA
bei 25 °C; e) ChiroCLEC-CRL, Altus Biotechnics, Cambridge, MA

Alle Enzyme, bis auf CRL, zeigten (R)-Priferenz. Fiir die BsubpNBE ergab sich eine Aktivi-
tit von 0,96 U/mg, fiir die PLE 0,42 U/mg gegeniiber dem Substrat.
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2.8 Molekulardynamische Simulation

Molecular Modeling wurden wie in Kap. 4.9 beschrieben durchgefiihrt. Die Substrate wurden
manuell in die Enzymstruktur eingelagert. Der Enzym-Substrat Komplex wurde zuerst mini-
miert, bevor eine MD-Simulation in Vacuo bei 100 K durchgefiihrt wurde.

Ausgewertet wurde die Trajektorie, sowie die Lage des Substrats in der Bindungstasche in
einer iiber die letzten 2000 fs der Simulation gemittelten Struktur. In diesem Zeitrahmen hatte
sich der Komplex bereits entsprechend entspannt.

Zur Auswertung der Substratlage wurde die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen
den Donoratomen (NgH des Hisuy, Oxianionhole resten) und den Akzeptoratomen (Oy, Ogster,
Ocarb. des Substrates) und die Orientierung des Hisuy, (Verdrangung aus der Bindungstasche
durchsterische Wechselwirkung mit dem Substrat) herangezogen.

Bei den Betrachtungen der Strukturen Hydrolasen des GGG(A)X-Typs fiel auf, dass diese
Enzyme in der Lage sind, das Oxyanion des Substrats iiber drei Donoratome auszubilden. Als
zusétzlicher dritter Bindungspartner kommt das Amidproton der mittleren Aminosiure des
GGG(A)-Motivs in Frage. Bei einigen der Strukturen (z.B. hAChE, 1CLJ) ist diese Orientie-
rung bereits ausgeprigt, bei den anderen kann Sie durch eine Drehung um die Bindung zwi-
schen dem Carbonyl-C und dem Cy des N-terminal Glycins in diese Position gebracht wer-
den. Durch diese dritte stabilisierende Grofle wird eine weitere Absenkung des Energieni-
veaus (ca. 20 kJ/mol) der tetrahedralen Zwischenstufe erreicht. Dies konnte die iiberaus hohen

spezifischen Aktivitidten der Hydrolasen des GGG(A)X-Typs erkldren.

2.8.1 Bevorzugte Orientierung des Substrates in der Bindungsta-
sche eeAChE

Wie gezeigt, bieten die Hydrolasen der GGG(A)X-Familie einem sterisch anspruchsvollen

Substrat mit tertidrer Alkoholgruppe mehr Raum.

Es blieb allerdings die Frage, wie sich die Substrate in der Alkoholbindungstasche hinsicht-

lich dem diese begrenzenden GGG(A)X-Loop orientieren. Hier kamen prinzipiell zwei Mog-

lichkeiten in Frage:

* Die Orientierung mit der sterisch am wenigsten anspruchsvollen Gruppe des tertidren Re-
stes (in den untersuchten Substraten der Methylsubstituent) in Richtung auf den

GGG(A)X-Loop.
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* Eine Orientierung, bei der der Loop zwischen zwei der Substituenten des tertidren Restes
zu liegen kommt.
Die beiden Konformationen lassen sich durch Drehung um die Ogge-Ciert -Bindung in einan-

der uberfuhren.

Abbildung 41: Die Zwei moglichen Konformationen eines tertiiren Alkoholrestes in der Bindungstasche
von eeAChE. Hier dargestellt am Beispiel von (S)-2-Phenyl-1-butin-2-ylacetat (griin). In Konformation 1 weist
der Methylsubstituent direkt zur GGG-Schleife, in Position 2 kommt diese zwischen dem Methyl- und dem Phe-
nylrest zu liegen.

Um tiber eine Priferenz, beziiglich einer dieser beiden Konformationen zu entscheiden, wur-
den MD-Simulationen ausgehend von Substrat-Enzym-Komplexen mit beiden Orientierungen
durchgefiihrt. Als Enzym wurde eeAChE ausgewihlt, als Substrate wurden die Acetate von 2-
Phenyl-3-butin-2-ol, 3-Methylpent-1-in-3-ol und Linalool verwendet. Untersucht wurden in
dem simulierten Komplex die Ausbildung der wichtigen Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen Substrat und den katalytisch relevanten Aminosiduren der Hydrolase sowie der Tor-
sionswinkel, @ (Cq-Ng), des Hisq. @ (Cq-Nj) erwies sich als geeignet zur Quantifizierung
eventueller sterischer Wechselwirkungen des Substrats in der Bindungstasche. Bei einer un-
glinstig gewéhlten Ausgangskonfiguration konnte sich das Substrat unter den Simulationsbe-
dingungen (fixierte Atome des Proteingeriists) nur dadurch Platz in der Bindungstasche ver-
schaffen, dass es die flexible Seitenkette des His,y. verdrangte. Dies fiihrt zu einer Anderung
des Torsionswinkels um die Bindung Cg-Cy des Hisqy; ..

Simuliert wurde lediglich die Konformation 1 mit zum GGG-Loop orientiertem Methylrest
und die Konformation 2, bei der der GGG-Loop zwischen dem Methylrest und einem der ste-
risch anspruchsvolleren Substituenten zu liegen kam. Auf die Simulation einer dritten Kon-
formation, bei der der Loop zwischen den beiden groBeren Substituenten zu liegen kommt

wurde verzichtet.
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Tabelle 22: Ergebnisse der MD-Simulation von eeAChE-Substrat-Komplexen. Angegeben sind bei den
wasserstoffbriickenbildenden Atomen jeweils die Atomabstinde und —Winkel. Daten die nicht mehr zu einer
Wasserstoffbriickenbindung fiihren (4.9.5), sind rot hervorgehoben. Abk. N, : N des His, das als Protonenak-
zeptor in der katalytischen Triade dient; Oy O des Sery.; Oa: Oxyanion; Nasps, Ngioo und Nip; sind die

Amidstickstoffatome der die Wasserstoffbriicken zum O, ausbildenden Aminosauren.

Substrat Orien- NeH-Oy  NeH-Oggeer Na204H-Op  Ng121H-Ox  Ngi2H-Ox4 @ (Co-Np)
tierung
Ausgangskonfigu- 1,96 / 1,93/ 2,08/ 1,83/ 1,48 / 52,0°
ration 167,3° 122,7° 167,0° 158,1° 138,1°
(R)- 3-Methyl-1- 1 2,17/ 1,94/ 2,32/ 1,62/ 1,65/ 45,6°
pentin-3-ylacetat 151,5° 120,2° 163,0° 155,5° 133,1°
(R)-3-Methyl-1- 2 2,10/ 1,97/ 2,15/ 1,59/ 1,61/ 48,1°
pentin-3-ylacetat 150,4° 126,6° 162,1° 162,1° 139,5°
(8)-3-Methyl-1- 1 2,25/ 1,80/ 2,20/ 1,58/ 1,67/ 46,3°
pentin-3-ylacetat 146,1° 128,7° 160,6° 161,3° 138,7°
(8)-3-Methyl-1- 2 2,17/ 1,88/ 2,24/ 1,58/ 1,655/ 45,4°
pentin-3-ylacetat 149,3° 124,9° 161,6° 159,2° 136,5°
(R)-2-Phenyl-1- 1 2,50/ 3,35/ 2,31/ 1,58/ 1,69/ 99,3 ©
butin-2-ylacetat 110,6° 84,2° 161,5° 156,8° 134,2°
(R)-2-Phenyl-1- 2 2,13/ 1,90/ 2,35/ 1,62/ 1,60/ 48,4°
butin-2-ylacetat 151,8° 123,9° 164,3° 153,9° 131,5°
(S)-2-Phenyl-1- 1 2,19/ 1,83/ 2,21/ 1,59/ 1,66/ 46,3°
butin-2-ylacetat 148,9° 125,8° 161,1° 160,4° 137,6
(S)-2-Phenyl-1- 2 2,11/ 1,96/ 2,32/ 1,60/ 1,63/ 47,2°
butin-2-ylacetat 149,6° 124,8° 163,3° 155,4° 133,0°
(R)-Linalylacetat 1 2,10/ 2,13/ 2,18/ 1,60/ 1,68/ 40,4°
148,3° 118,5° 160,3° 161,7° 138,9°
(R)-Linalylacetat 2 2,05/ 2,09/ 2,29/ 1,58/ 1,64/ 45,0°
151,5° 121,3° 162,6° 156,9° 134,3°
(8)-Linalylacetat 1 Substrat dreht sich in Konformation 2
(S)-Linalylacetat 2 2,10/ 1,96 / 2,32/ 1,61/ 1,63/ 47,0°
151,8° 120,6° 163,5° 155,4° 133,0°

In den Féllen, in denen eine eindeutige Préiferenz zwischen den beiden Konformationen ge-
zeigten werden konnte, erwies sich die Konformation 2 als bevorzugt. Im Falle des (S)-
Linalylacetats war die Konformation 2 soweit stabiler, dass das in der Lage 1 eingebrachte

Substrat sich wihrend des Simulationsvorgangs in diese bevorzugte Lage drehte.
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Fiir einige der Substrate zeigte sich keine eindeutige Priferenz. Insbesondere 3-Methyl-1-
pentin-3-ylacetat scheint eine deutliche Flexibilitdt in der Bindungstasche zu besitzen. Dies

konnte die geringe Stereoselektivitét erklaren, mit der das Substrat umgesetzt wird.

Abbildung 42 Orientierung von (R)-Linalylacetat in der Bindungstasche der eeAChE. Dargestellt ist nur
ein Teil der Oberflache der Proteinstruktur, um den Blick auf das gebundene Substrat freizugeben. Angeférbt
wurde die Oberflache gemiss der Hydrophobizitdt der Aminoséuren. Oben zu erkennen ist die Acetatgruppe, die
in die entsprechende, stark hydrophobe Bindungstasche hineinragt. Die Alkoholeinheit befindet sich in einer
hydrophilen Bindungstasche, die auch den quartiren Aminorest des natiirlichen Substrats Acetylcholin auf-
nimmt. Diese ist iiberwiegend von Tyrosinseitenketten umgeben. Zu erkennen ist die Orientierung des tertidren
Alkoholrests auf den GGGX-Loop in einer Form, dass dieser zwischen dem Methyl- und dem Ethenylsubstitu-
enten zu liegen kommt.

Bei den Umsetzungen der tertidren Ester mit den Hydrolasen war aufgefallen, dass bAChE
das Substrat (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat mit deutlich hoherer Enantioselektivitdt um-
setzt als die anderen AChEs (E = 9-10 zu E = 2-4 fiir die eeAChE und hAChE). Von den drei
AChEs weisen eeAChE und hAChE die hochste Sequenzhomologie auf (78 % Idenditdt bA-
ChE-eeAChE und hAChE: 58 %). Daher war zu erwarten , dass die hAChE und eeAChE
dhnliche Resultate lieferten. Um die derhohte Enantioselektivitit von bAChE zu erkléren
wurde auf Basis der Struktur der AChE aus Torpedo californica (pdb 1QIK) ein Homologie-
modell entwickelt.

MD-Simulationen zeigen, dass durch die Aminosdure Trp86, die in der bAChE-Struktur um
2,03 A weiter in die Bindungstasche hineingeklappt ist eine repulsive Wechselwirkung auf
den Phenylsubstituent des (S)-Enantiomers dieses Substrats ausgelibt wird (Abbildung 43).

Dies stimmt mit der beobachteten héheren Stereopréferenz fiir das (R)-Substrat iiberein.
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Ser203

His447

Trp86

Abbildung 43: Wechselwirkung des Trp86 in bAChE und eeAChE mit dem Substrat (S)-2-Phenyl-3-
butin-2-ylacetat. Dargestellt sind die Trp86 aus bAchE (grau) und eeAChE (schwarz). Die anderen dargestellten
Einheiten, Substrat (griin), His 447 und Ser 203 stammen aus der gemittelten Struktur der eeAChE. Die entspre-
chenden Einheiten aus bAChE sind um eine bessere Ubersichtlichkeit zu erreichen nicht dargestellt. Der Abstand

zwischen den Trp86 betriigt am C@ 1,56 A am H 2,03 A.

Die Position des Trp86 ist in der Struktur von bAChE durch Wechselwirkungen mit benach-
barten Aminosdureseitenketten so weit fixiert, dass ein Ausweichen dieser Aminosiure aus
dem durch das Einbringen des Substrats erzeugten Spannungsfeld nicht moglich ist. Es bleibt,
innerhalb der engen AchE-Bindungstasche, lediglich ein Zuriickweichen des Phenylsubstitu-
enten auf den Imidazolring des Hisyy hin.

In der Simulation des Komplexes bewirkt dieses ein Wegdriicken des Imidazolrings. Wieder
gegeben ist dies in Tabelle 23. Der Ausbruch des Hisyy. aus der fiir die Aktivitét erforderli-
chen Position ist durch den stark verdnderten Torsionswinkel ® (Cy-N5) dokumentiert.

Tabelle 23: Bindung der Enantiomere von (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat in der Bindungstasche der

bACHE. Kritische Werte, die zu einer verringerten Stabilisierung des Enzym-Substratkomplexes fiithren sind rot

hervor gehoben. Angegeben sind Bindungslingen der Wasserstoftbriicken (in A) und die Bindungswinkel.

Substrat NeH-Oy  NeH-Oggrer NAH-Op, Ngi21H-Ox Ngi22H-O4 @ (Cy-Np)

(R)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat 2,23/ 1,92/ 2,29/ 1,75/ 1,75/ 42,6°
146,9° 124,1° 164,3° 144,7° 146,1°

(8)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat 2,85/ 1,84/ 2,28/ 1,85/ 1,76 / 102,0°

170,1° 118,2° 165,8° 145,2° 146,5°
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Die Torsion des His,y, bewirkt ein Zusammenbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen vom
NgH zum Substrat.
Die Fixierung des Oxyanions durch die drei umgebenden Aminosduren bleibt hingegen er-

halten.

2.8.2 Rationales Design der BsubpNBE

Da die mit den Hydrolasen erzielten Enantioselekivitdten nicht befriedigend waren wurde
versucht, mit rationalen Methoden eine Verbesserung der Stereoselektivitit zu erreichen. Als
geeignetes Enzym wurde die BsubpNBE ausgewéhlt, da diese in hohen Aktivititen in E. coli
exprimiert werden konnte. Dies ermdglichte deutlich schnelleres Arbeiten als mit den nur
durch Expression in P. pastoris erhdltlichen rekombinanten Hydrolasen CRL, bAChE und
hAChE. Als Substrat, flir das eine Optimierung der Stereoselektivitit versucht werden sollte
entschied man sich fiir (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat.

Der Ansatz wurde iiber eine Analyse der Bindungstasche von BsubpNBE durchgefiihrt. Be-
trachtet man die Bindungsregion wiederum mit Blick auf das Ser, (Abbildung 44) fillt auf,
das sich die Bindungstasche erst in Hohe des Hisyy zu einem Spalt verengt, in dem die Fett-

sdureketten des Substrats gebunden werden.

Abbildung 44: Bindungstasche der BsubpNBE mit (S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat als Substrat gebunden.
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Im Bereich der Alkoholbindungsstelle zeigt sich die Bindungstasche als sehr weitrdumig und,
nach vorne sich trichterférmig erweiternd, offen zuginglich. Auch hier sieht man die von
CRL bekannte sphérische Bindungsregion (A in Abbildung 44). Von ihr verlduft, direkt vor
dem Spalt der Fettsdurebindungstasche, eine keilférmige Bindungstasche (B) senkrecht nach
oben. Der obere Teil der Tasche ist von hydrophilen Aminoséuren umgeben. Seitlich verengt
sich die Bindungstasche zu einem schmalen Raum (C) der zum aktiven Zentrum hin von einer
Wand begrenzt wird, die G105 und L110 bilden. Nach vorne wird sie von einer Peptidschleife
(S65, D66, L67 ) begrenzt. L67 bildet auch das einzige Hindernis zum ansonsten frei zuging-
lichen aktiven Zentrum. Zwischen der hydrophoben Wand und dem Loop bildet C eine
schmale Bindungstasche von nur 6,02 A Breite.

Betrachtet man nun als Substrat 2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat, so kann der sperrige Phenylsub-
stituent in der (R)-Konfiguration die kaminartige Bindungstasche A besetzen, dreht sich aber
bereits in Richtung des Spaltes C. Das (S)-Enantiomer orientiert sich so, dass der aromatische
Ring ebenfalls bereits in Richtung der spaltférmigen Region C weist, durch die geringe Flexi-
bilitiat des Substituenten kann dieser aber nicht in diesen Bindungsbereich eindringen, er ver-

bleibt im Bereich der eigentlichen Bindungstasche A.

Ein einfacher Ansatz zur Erhhung der Stereoselektivitit der Esterase sah vor, durch Substi-
tution einzelner Aminosduren eine sterische Hinderung fiir eines der Substratenantiomere
aufzubauen, von der das andere Stereoisomer nicht tangiert wiirde.

Aus praktischen Uberlegungen heraus ist dies natiirlich einfacher durch Ersatz sterisch an-
spruchsloserer Aminosduren zu erreichen.

Bei dem betrachteten Enzym bot sich an, die weithin offene sphirische Bindungstasche A
nach unten zu begrenzen. Als direkter Nachbar des His,y begrenzt die Seitenkette von A400
auf der dem Spalt C gegeniiberliegenden Seite diese Tasche. Ein Verldngern dieser Seiten-
kette durch eine Mutation A400 zu L, I oder V sollte die Orientierung sperriger Substituenten
in diese Region erschweren. Dies sollte im Falle des Substrats 2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat zu
einer gehinderten Bindung des S-Enantiomers fithren. MD-Simulationen mit diesen drei Sub-
stitutionsvorschldgen und den beiden 2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat-Enantiomeren erbrachte
allerdings keine Aussagen, die auf eine erhdhte Enantioselektivitit hoffen lieBen.

Als weiterer Ansatz wurde nun versucht die Bindungstasche zusétzlich von der gegeniiberlie-
genden Seite zu verengen. Hier ergab sich als einzige Moglichkeit die Mutation von G105
(Abbildung 45). Dies ist allerdings die erste Aminosdure des GGA-Loops. Eine Substitution
durch Ala erbrachte zwar die gewiinschte Verengung (von 7,55 A auf 3,92 A), aber durch
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einen Eingriff in diesem Abschnitt der Peptidkette musste auch mit einer Beeintridchtigung der
Aktivitdt gerechnet werden. Dies war um so wahrscheinlicher, als die Seitenkette einer in Po-
sition 105 eingebrachten Aminosdure in Richtung des Cy des Ser,y. weist und mit diesem
ebenfalls interferiert. Die Ergebnisse, die durch Simulation eines Komplexes einer Doppel-
mutante BsubpNBE G105A A400I erzielt wurden, versprachen eine deutliche Verbesserung
der Enantioselektivitdt hin zum (R)-Stereoisomer. Daher wurden zunéchst die Einzelmutatio-
nen A400I und GI105A eingefiihrt, spiter ausgehend von BsubpNBE A400I die Doppel-

mutante synthetisiert.

Abbildung 45: Wildtyp und Doppelmutante A400I G105A der BsubpNBE. Eingelagert ist das Substrat (S)-
2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat

Die Mutante A400I lies sich mit Ausbeuten exprimieren, die anndhernd denen des Wildtyps
entsprachen. Eine Mutation G105A erbrachte hingegegen einen Verlust von 90 % der Aktivi-
tit (Tabelle 24). Die Doppelmutante BsubpNBE A400I G105A lies nur noch mit einer

Restaktivitdt von 108 mU/mg exprimieren.

Tabelle 24: Rohextraktausbeuten der BsubpNBE Mutanten.

Rohextrakt [mg] Proteingehalt [%]” Aktivitit”
[U/mg] /[U/mg Protein]
WT 552 29 35/121
A4001 312 25 23/92
G105A 370 18 3,5/19,5
G105A A4001 305 7 0,108 /2,6

a) nach BCA-Test
b) gegen pNPA bei 25 °C
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Mit der Variante A4001 konnte gegeniiber keinem der Substrate eine deutliche Enantioselek-
tivitdtssteigerung beobachtet werden (Tabelle 25-Tabelle 27). Dies entsprach allerdings den
Ergebnissen der Modeling Experimente.

BsubpNBE G105A jedoch zeigt gegeniiber dem Modelsubstrat (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-
ylacetat deutlich erhohte Enantioselektivitat. Wihrend der Wildtyp dieses Substrat nur mit E
= 3 umsetzt, erreicht die Mutante mit E = 19 Werte, die das Enzym fiir die stereoselektive

Synthese brauchbar machen.

Tabelle 25: Umsetzungen von (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat mit den BsubpNBE Mutanten A400I und
G105A. Umsetzungen im pH-Stat bei pH 7,5, 40 °C. 20 ml Substratlosung (10 mM in 10 % DMSO, 200 pmol

Substratmenge).

Mutante  Aktivitit [mU/mg] Umsatz [%] Reaktionszeit [min] eeg [%] eep [%] E
A4001 520 20 4,5 6 26 2
11,8 mg 30 9,5 8 38 2

40 15 13 41 2
50 22 20 42 2
G105A 115 20 4,5 21 82 13
100 mg 30 8 33 80 13
40 13,5 57 83 18
50 22 78 78 19

Gegeniiber den anderen chiralen Substraten konnte keine so starke Anderung der Enantiose-
lektivitdt beobachtet werden Gegeniiber (R,S)-3-Methyl-1-pentin-3-ylacetat zeigen beide
Mutanten, wie der Wildtyp, so gut wie keine Enantioselektivitdt (Tabelle 26). Fiir (R,S)-
Linalylacetat konnte mit der Mutante BsubpNBE G105A nicht nur eine Steigerung der Enan-
tioselektivitit von E < 2 auf E = 4-6, sondern auch eine Inversion der Enantiopriferenz fest-
gestellt werden (Tabelle 27). Wéhrend der Wildtyp und die Mutante BsubpNBE A400I, die
keine verbesserte Stereoselektivitit zeigte, bevorzugt (R)-(-)-Linalool freisetzt, hydrolysiert

BsubpNBE G105A das (S)-Enantiomer schneller.
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Tabelle 26: Umsetzungen von (R,S)-3-Methyl-1-pentin-3-ylacetat mit den BsubpNBE Mutanten A4001
und G105A. Umsetzungen im pH-Stat bei pH 7,5, 40 °C. 20 ml Substratldsung (10 mM in 2 % Gummi Arab.,
200 pmol Substratmenge).

Mutante Aktivitit [mU/mg] Umsatz [%] Reaktionszeit [min] ees [%] E
A4001 10 1 1,3

10 mg (230 U) 20 1 1,0
30 1 1,1

40 1 1,0

50 4 1,1

G105A 19 11 12 1 1,2

80 mg (350 U) 20 31 2 1,2
31 60 5 1,3

40 96 4 1,2

50 150 9 1,3

Tabelle 27: Umsetzungen von (R,S)-Linalylacetat mit den BsubpNBE Mutanten A400I und G105A. Um-
setzungen bei pH 7,5, 40 °C. 20 ml (Mutante A400I) bzw. 2 ml (Mutante G105A) Substratlosung (10 mM in 2 %
Gummi Arab., 200 pmol Substratmenge)

Mutante Aktivitit [mU/mg] Umsatz [%] Reaktionszeit [min] ee, [%] E
A4001 57 20 4 33 2 (R)
100 mg (230 30 11 33 2(R)
U) 40 18 29 2 (R)
50 27 24 2(R)
G105A - 30 30 50 4 (S)
20 mg (70 U) 54 60 44 4 (S)
69 120 38 6 (S

2.8.3 Veranderung der Bindungstasche der PFE |

Um zu tiberpriifen, ob in die Erkenntnisse, die aus den Untersuchungen der Hydrolasen des
GGG(A)X-Typs auch auf die Enzyme des GX-Typs iibertragbar sind, wurde versucht, in die
Bindungsregion der PFE I eine dhnlich flexible Struktur der mit der Oxianionbindungstasche
verbundenen Peptidregion einzubringen.

Da die Peptidschleifen mit dem GX- bzw. GGG(A)X-Motiv deutliche Unterschiede in ihrem
rdumlichen Aufbau aufweisen, konnte nicht direkt versucht werden, den einen Typ in den
anderen zu iiberfithren. Daher wurde lediglich versucht durch Austausch zweier Aminosduren

(W29G und L30G) in diesem Bereich eine anpassungsfahigere Struktur in der PFE I zu im-
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plementieren. Durch diesen Austausch wurde zwar ein &hnliches Motiv wie in den Hydrola-
sen des GGG(A)X-Typs geschaffen (H27 GGGL), aber durch den Austausch des W29, das
durch Ankerfunktionen zur Stabilisierung der Schleifenstruktur beitrdgt, wurde mit einem
starken Einbruch der Aktivitdt gerechnet. Da die Orientierung dieses HGGGL-Motivs im
Vergleich zu den Hydrolasen des GGG(A)X-Typs gegenlédufig ist, konnten hier auch nicht die
bei diesen beobachteten Stabilisierungen durch die C-terminal anschliessende Aminosédure
stattfinden.

Wie erwartet zeigte die Doppelmutante (erhalten in dem Expressionsvektor pG-PFEL.GG)
keine Aktivitit. Mittels Zufallsmutagenese wurde versucht, wieder stabilisierende Faktoren in
die Struktur einzubringen. Da das Ausgangsenzym (PFE I W29G L30G) keine Aktivitdt
zeigte, konnte auf einen einfachen Aktivititsassay auf Tributyrinagarplatten zuriickgegriffen
werden.

Zur Zufallsmutagenese wurde das etablierte Protokoll zur epPCR verwendet. Nach Ligation
in pG-PFEL.GG wurde in E. coli DH5a transformiert und die Zellen verdiinnend auf die Tri-
butyrinagarplatten ausplattiert. Klone, die wieder Aktivitit zeigten, konnten an der Hofbil-
dung erkannt werden.

Auf diese Weise wurden schlieBlich 3 Kolonien in einer Bibliothek von 6185 Klonen identifi-
ziert die wieder Hydrolyseaktivitit gegeniiber Tributyrin zeigten.

Die Expression der Esterasevarianten erfolgte in 50-ml Kulturen. Parallel wurden die Plasmi-

de isoliert und durch Sequenzierung aufgetretene Mutationen bestimmmt (Tabelle 28).

Tabelle 28: In reaktivierten PFE I GG Klonen gefundene Mutationen.

Klon-Nr. Mutationen Aktivitit (gegen pNPA)
15/1 W29G L30G F1411, D265N 20,7 mU/mg
26/3 W29G L30G D34N 4,5 mU/mg
47/3 W29G L30G H219Q 11,6 mU/mg

Die Position der veranderten Aminosiduren wurde untersucht. Es stellte sich heraus, dass mit
Ausnahme der Position 219, die in der Ndhe des katalytischen Zentrums liegt, sich die Muta-
tionen in der Peripherie der Proteinstruktur befinden.

Die Aspartate (D34 bzw. D265), die nur geringfiigige Anderungen in Asparagin erfahren ha-
ben, bilden beide Wasserstoffbriickenbindungen zu Aminosduren auf benachbarten Struktur-
einheiten aus (D34 zu K15 und D265 zu K244). Die Aminosdure F141 wiederum ist Teil

eines Kéfigs aus fiinf Phenylalaninen in den sich die Seitenkette des zu Glycin modifizierte
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W29 befand. W29 ist im Wildtypenzym die Aminosdure von der die Wasserstoffbriickenbil-
dung zum Oxyanion des Substrats ausgeht. Der Phenylalanin-Kéfig tragt zur Stabilisierung
der Schleife bei, auf der sich dieses Tryptophan befindet. F141 scheint dabei insbesondere mit
F199 zu interagieren.

H219 befindet sich in der Néhe zur Asparaginsédure des aktiven Zentrums D223.

K244

Abbildung 46: PFE I W29G L30G mit Mutationen, die zum wiederherstellen der Aktivitit fiihren. Darge-
stellt sind neben den Elementen der Sekundarstruktur (a-Helices: rote Zylinder; B-Faltblétter gelbe Pfeile) die
Aminosduren der katalytischen Triade (S94, D223, H252;schwarz), die Aminosduren des neu geschaffenen
GGG-Motivs (G28 G29 G30; rot), die gefundenen mutierten Aminosduren die zu einer teilweisen Wiederher-
stellung der Aktivitdt fithren (N34, 1141, Q219, N265; blau) und Aminosduren mit denen diese wechselwirken
(K15, K244, F199; grau).



Ergebnisse 100

Wie die beobachteten Verdnderungen zu einer Reaktivierung des Enzyms beitragen, bleibt
vorerst spekulativ.

Die erhaltenen Aktivitdten lagen bisher noch ca. drei Gréenordnungen unter denen des PFE 1
Wildtyps. Bei den Hydrolasen des GGG(A)X-Typs konnte festgestellt werden, dass Ester
tertidrer Alkohole ca. um den Faktor 100 bis 1000 schlechter umgesetzt werden, als ideale
Substratester, die zu Aktivitédtsvergleichen herangezogen werden.

Daher ist es nicht erstaunlich, dass mit den PFE I GGG-Mutanten bisher keine Umsetzungen

mit Esterntertidrer Alkohole gelungen sind.
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3 Zusammenfassung und Diskussion

Ziel der Arbeit war die Untersuchung von Methoden, die geeignet sind, das Substratspektrum
Carboxylester-spaltender Enzyme (Carboxylester-Hydrolasen; E.C. 3.1.1x) zu erweitern. Ins-
besondere sollte gepriift werden, ob sich eine Umsetzung fiir Substratgruppen ermdglichen
1aBt, die normalerweise nicht von diesen Enzymen akzeptiert werden. Ausgewéhlt wurden
dafiir Ester tertidrer Alkohole, fiir die nach Literaturdaten (O'Hagan und Zaidi, 1992;
O’Hagan und Zaidi, 1994; Schlacher et al., 1998) nur selten Umsetzungen mit Carboxyle-
sterasen durchgefiihrt werden konnten und die Gruppe der Amide, mit denen schon eine Rei-
he von Umsetzungen unter Enzymkatalyse durchgefiihrt worden sind, denen gegeniiber den-
noch die Mehrzahl der Carboxylester-Hydrolasen inaktiv ist (Balkenhohl et al., 1995; Brieva
et al., 1990; Jaeger et al., 1996; Kitaguchi et al., 1989; Orsat et al., 1996; Puertas et al., 1993;
Smidt ef al., 1996; Wagegg et al., 1998). Fiir beide Substanzgruppen ergab sich bisher kein
einheitliches Bild, welche strukturellen Eigenschaften eine Carboxylester-Hydrolase besitzen
muss, um diese Verbindungen als Substrat zu akzeptieren.

Als Instrument fiir diese Untersuchungen wurde die Verdnderung rekombinanter Esterasen
mit den Methoden der gerichteten Evolution gewihlt. Die zur Verfiigung stehenden Esterasen
zeigten gegeniiber den beiden Substanzgruppen keine Aktivitdt. Durch den Aufbau von Bi-
bliotheken von Varianten der Esterasen, die sich nur durch den Austausch von ein bis zwei
Aminosduren unterscheiden, und einem Hochdurchsatztestverfahren auf Mikrotiterplattenba-
sis sollte versucht werden, verdnderte Esterasen zu erkennen, die in der Lage sind, diese Sub-
stanzen zu hydrolysieren. Durch den geringen Unterschied in der Aminoséuresequenz zu den
Wildtyp-Enzymen sollte es moglich sein festzustellen, inwiefern sich Enzyme, die diese Sub-
stanzen umsetzen, sich von ihren nicht aktiven Varianten in Sequenz und Struktur unterschei-
den.

Ausgehend von dieser Erkenntnis sollte schlieBlich ein Modell entwickelt werden, dass es
ermoglicht, Aktivitidt gegeniiber diesen Substanzgruppen vorherzusagen, oder durch gerich-

teten Eingriff in die Enzymstruktur zu generieren.
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3.1 Expression von Esterasen in E. coli

Zur Verfligung standen vier fiir Esterasen kodierende Gene PFE I (aus Pseudomonas fluo-
rescens), pfell (ebenfalls aus Pseudomonas fluorescens, fir eine weitere Esterase kodierend),
sde (aus Streptomyces diastatochromogenes) und bstee (aus Bacillus stearothermophilus). Die
beiden Gene aus Pseudomonas fluorescens befanden sich bereits in Expressionsvektoren, die
fiir die Expression in E. coli geeignet waren(Khalameyzer et al., 1999; Krebsfinger et al.,
1998a; Krebsfinger et al., 1998b; Pelletier und Altenbuchner, 1995), allerdings handelte es
sich dabei um Konstrukte, die nur in niedriger Kopienzahl in den Wirtszellen vorlagen (so
genannte Low-Copy-Plasmide). Die Gene flir die beiden anderen Esterasen lagen in Expressi-
onsvektoren fiir die Organismen Streptomyces lividans (Tesch et al., 1996) bzw. B. brevis vor
(Amaki et al., 1994; Amaki et al., 1992; Tulin et al., 1993). Um ein einheitliches Expressi-
onssystem zu erhalten, wurde ein neuer High-Copy-Vektor auf Basis des pfel-Gen tragenden
Plasmids pJOE2792.1 und des Vektors pUC19 synthetisiert. Aus dem Vektor pJOE2792.1
wurde dabei die gesamte Expressionskassette mit dem Rhamnose-induzierbaren rhaP-
Promotor und der Transkriptionsterminationssequenz iibernommen, aus pUCI19, der fiir die
hohere Kopienzahl verantwortliche coll Replikationsstartpunkt, sowie das Ampicillin-
Resistenz vermittelnde bla-Gen.

Durch die Umklonierung konnte die Plasmidkonzentration um etwa eine Grofenordnung ge-
steigert werden. Dies erleichterte die im Bereich der Zufallsmutagenese durchzufiihrenden
Arbeiten, sowie die routinemaflige Durchfiihrung von DNA-Sequenzierungen. Die Esterase |
aus Pseudomonas fluorescens (PFE I) lies sich mit dem neuen Konstrukt mit geringfiigig bes-
seren Ausbeuten exprimieren (89000 U/l gegen p-Nitrophenylacetat, pNPA) als in dem vorher
verwendeten Plasmid pJOE2792.1 (81700 U/1). Es zeigte sich aber, dass der neue Vektor eine
deutlich hohere Reproduzierbarkeit der erzielten Aktivitidtsausbeuten erlaubte. Bei den in die-
ser Arbeit durchgefiihrten Kultivierungen in 50 und 500 ml Schiittelkulturen lagen die Aus-
beuteschwankungen unter 10 %.

Ebenfalls mit sehr guten Ergebnissen verlief die heterologe Expression der Esterase aus Ba-
cillus stearothermophilus (BsteE). Hier konnte eine Expression von bis zu 11,5 U / ml Kultur
(11500 U/l gegen pNPA) erreicht werden. Dies stellt eine deutliche Verbesserung gegeniiber
der urspriinglich in B. brevis erzielten Aktivitidt von 0,156 U / ml Kultur (156 U/l gegen p-
Nitrophenylbutyrat) dar (Tulin ef al., 1993).

Fiir beide Esterasen (PFE I und BsteE) gelang ohne Probleme eine Aufreinigung mittels des

anklonierten HisTag, iiber Immobilisierte-Metallionen-A ffinitditschromatographie. Wéhrend
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sich die PFE I in dem Elutionsmedium als sehr stabil erwies (kein Aktivitdtsverlust innerhalb
30 Tagen), konnte die BsteE in diesem Medium mit hohem Imidazolgehalt nicht gelagert
werden. Nach 48 h konnte nur noch ca. 50 % der Aktivitit festgestellt werden.

Eine befriedigende heterologe Expression der Esterase aus Streptomyces diastatochromoge-
nes (SDE) und der zweiten Esterase aus Pseudomonas fluorescens (PFE II) in E. coli konnte
nicht erreicht werden. Wéahrend die PFE II noch eine Aktivitdt von ca. 0,48 U / ml Kultur
(0,34 U /mg lyophilisiertem Rohextrakt, gegen pNPA) zeigte, wurde fiir die SDE nur Aktivi-
taten nahe der Nachweisgrenze festgestellt. Weder durch eine Variation der Aufschlussbedin-
gungen, noch durch eine Umklonierung in alternative Expressionsvektorsysteme (Baumann,
2001; Schuster, 2001) und auch nicht durch Verwendung anderer Stimme des Wirtsorganis-
mus E. coli konnte eine Steigerung der erzielten Aktivitit erreicht werden. Die fiir diese bei-
den Esterasen verOffentlichten Ergebnisse (Khalameyzer et al., 1999a; Khalameyzer et al.,
1999b) konnten nicht reproduziert werden.

Das Gen sde besitzt mit 69 % einen fiir Streptomyceten normalen GC-Gehalt, der allerdings
bei Expression in E. coli dazu fiihren kann, dass schon die Transkription des Gens nicht kor-
rekt erfolgt. Insbesondere der hohe GC-Anteil im Anfangsbereich der DNA-Sequenz kann zu
einem Abbruch der Transkription fithren. Das Gen der PFE II ist ebenfalls sehr GC-reich (65
%). Dies kann hier ebenfalls zu einer verringerten Expression fithren. Ein weiterer Ansatz-
punkt konnten Beobachtungen sein, die vermuten lassen, dass das Gen-Produkt fir E. coli
toxisch sein konnte (Altenbuchner, 1999). In den eigenen Arbeiten konnten solche toxischen
Effekte jedoch nicht beobachtet werden.

Als Losungsansatz kiime der Einsatz von genetisch verdnderten E. coli-Stimmen in Frage, die
zusitzlich tRNA fiir GC-reiche Codons zur Verfiigung stellen. Mit solchen Stammen (BL 21
Codon Plus, Stratagene, LaJolla, USA) wurden in der Arbeitsgruppe allerdings bisher keine
positiven Erfahrungen gesammelt. Auch die Verdnderung der Anfangssequenz der betreffen-
den Gene, hin zu einem vermindertem GC-Anteil, oder die N-terminale Erweiterung um eine
spezielle Leadersequenz (Ishida und Oshima, 1996; Ishida et al., 1997) konnte hier Erfolg

versprechend sein, wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch als zu aufwendig betrachtet.

3.2 Zufallsmutagenese

Es wurden mehrere Methoden der Zufallsmutagenese etabliert und untersucht. Bei der Eta-
blierung des error-prone PCR (epPCR) genannten Verfahrens, bei dem Mutationen in das

kodierende Gen innerhalb einer PCR eingefiihrt werden, die unter Bedingungen abliuft, die
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die Fehlerquote der Ablesereaktion erhdhen, zeigte sich, dass die Ausbeuten an rekombinan-
ten Klonen deutlich geringer waren als bei einer Standard-PCR. Probleme traten nicht nur bei
der PCR selber auf, die deutlich geringere DNA-Mengen lieferte als eine Standard-PCR, auch
die Ligation in den Expressionsvektor und die Transformation in den Wirtsorganismus E. coli
DHS5a liefen ungiinstiger ab. Die Effekte summierten sich soweit, dass die Ausbeuten erziel-
ter Klone um zwei GréBenordnungen geringer war, als unter den Standardbedingungen. Dies
fithrte zu einem deutlich verzégerten Aufbau der Enzymbibliotheken.

Dass eine PCR, so fern sie, um eine hohere Fehlerquote zu erzielen, gestort wird, geringere
Ausbeuten des DNA-Produkts liefert, und dieses auch stirker durch unspezifische Produkte
verunreinigt ist, ist nachvollziehbar. Erstaunlich war die deutlich herabgesetzte Ligations-
bzw. Transformationseffizienz. Wenn man die beiden parallel durchgefiihrten error-prone
und Standard-PCR betrachtet, unterscheiden sie sich in vier Punkten: In der epPCR sind die
Konzentrationen an Tag-Polymerase und Magnesium-(II)-lonen gréBer, es wurde zusitzlich
Manganchlorid zugesetzt und die Desoxynukleotide sind in unterschiedlichem Verhiltnis
vorhanden, genauer gesagt, befinden sich drei der ANTP in deutlich hohere Konzentrationen
in der PCR-Losung. Am wahrscheinlichsten scheint, dass der hohe Anteil an Magnesium- und
Manganionen durch die verwendeten Aufreinigungsmethoden nicht vollstdndig entfernt wer-
den kann. Insbesondere Mn”" bildet mit DNA extrem stabile Komplexe (Beckman et al.,
1985). Dies konnte zu einer Storung der Ligationsreaktion und eventuell auch der Transfor-
mation von E. coli filhren. Weiterhin konnten die gestorten Reaktionsbedingungen zu ver-
mehrten Einzelstrangbriichen der DNA fiihren. Die Produkte lieBen sich zwar aufreinigen,
wiirden aber unter Umsténden bei der Plasmidreplikation in den Zellen zu Problemen fiihren.
Dagegen spricht, dass gerade Mn”" unter dhnlichen Bedingungen die Anzahl dieser Einzel-
strangbriiche verringert (Zhao, 1997).

Die Verwendung eines Mutationsstammes (Epicurian coli XL-1Red, Strategene, LaJolla, Ca.,
USA) versprach die Generierung grofler Enzymbibliotheken in kiirzester Zeit. In Kauf ge-
nommen wurde dabei, dass sich Mutationen iiber das gesamte in den Organismus einge-
brachte Plasmid verteilten. Tatséchlich konnten mit der Methode sehr schnell groBe Mengen
plasmidischer DNA erhalten werden. Allerdings konnten mit den verwendeten Verfahren kei-
ne Mutationen festgestellt werden. Da aus Kosten- und Zeitgriinden nur etwa 17000 bp se-
quenziert werden konnten, kann nur festgestellt werden, dass die Mutationsfrequenz sicher-
lich unter 10™* liegt und damit fiir die verwendeten Methoden deutlich zu gering ist. Uber die

Bestimmung der verdnderten Fluoreszenzeigenschaften des Proteins eGFP konnte in der Ar-
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beitsgruppe Quake die Mutationsfrequenz, die mit XL1-Red erzielt werden kann, auf unter
2x107 pro Zyklus bestimmt werden (Enzelberger, 2001).

Mit den verwendeten Screeningsystemen musste, um rationell arbeiten zu konnen, eine Muta-
tionsrate erreicht werden, die annéhernd eine Mutation pro Gen versprach (> 107). Dies da-
durch zu erreichen, dass man einen Stamm genetisch soweit verdndert, dass sich wéhrend der
Kultivierung durch das Fehlen eines Reparatursystems zufallige Mutationen bis zu dieser
Dichte akkumullieren, scheint ausgeschlossen. Entsprechende Mutationshdufungen miissten
auch im Genom des Organismus beobachtet werden und wiirden die Uberlebensfihigkeit des
Mikroorganismus stark herabsetzen.

Die Methode des DNA shufflings wurde ebenfalls erfolgreich etabliert. Es konnte ein Proto-
koll erstellt werden, das eine hohe Reproduzierbarkeit des Verfahrens gewihrleistete. DNA
shuffling sollte in erster Linie in folgenden Phasen der gerichteten Evolution verwendet wer-
den. Nach Auffinden erster aktivitdtsvermittelnder Mutationen sollten diese mittels DNA
shuffling kombiniert werden, um so schneller einen grofleren Sequenzraum untersuchen zu
konnen (Stemmer, 1994a; Stemmer, 1994b; Stemmer, 1995). Es wurde deshalb versucht ein
Protokoll zu etablieren, dass bei dem Zyklus des DNA shufflings moglichst wenig neue Muta-
tionen entstehen ldsst, um so Effekte isoliert untersuchen zu konnen die, durch das Zusam-
menspiel bereits bekannter Verdnderungen der Sequenz entstehen. Mit dem verwendeten
Protokoll wurde eine Mutationsfrequenz erzielt, die noch deutlich zu hoch war, um diesen
Anspriichen zu geniigen. Allerdings zeigte sich das Verfahren als geeignet, um die bestehende

Bibliothek von Enzymvarianten entsprechend zu erweitern.

3.3 Assayentwicklung

Zum schnellen Durchmustern der Enzymbibliotheken wurden zwei Assayverfahren auf Mi-
krotiterplattenbasis entwickelt: Zur Detektion hydrolytischer Aktivitdt gegeniiber Estern (ter-
tidrer Alkohole) wurde ein Testsystem beruhend auf dem Nachweis freigesetzter Carbonsdure
durch den Umschlag eines pH-Indikators etabliert. Der Nachweis Amide spaltender Reaktio-
nen wurde durch Derivatisieren des freigesetzten Amins mit 7-Chlor-4-nitrobenzofurazan
(CNBF) und Detektion des entstehenden Fluorophors durchgefiihrt.

Der pH-Assay benétigte die Ubertragung bekannter Arbeiten (Janes et al., 1998) auf die Ver-
wendung eines Fluorophors als pH-Indikator. Der Assay konnte soweit verfeinert werden,
dass er sich sowohl zur semiquantitativen Bestimmung von Enzymaktivititen durch Aufnah-

me einer kinetischen Messung als auch zum Nachweis geringster Aktivitdten in Langzeitmes-
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sungen eignet. Erst die Verwendung eines Fluorophors (6-Carboxyfluorescein) macht es dar-
iiber hinaus mdglich, ohne weitere Aufarbeitung Zellaufschliisse als aktivititstragende Kom-
ponente im Assaysystem zu verwenden. Der Nachweis iiber Fluoreszenz ist des weiteren um
zwei bis drei GroBenordnungen empfindlicher als die Detektion iiber Absorptionsmessungen.
Dies ermdglicht den Einsatz geringerer Konzentrationen des Reagenz und damit geringere
Nebeneffekte durch Enzyminhibierung oder die Pufferwirkung der Indikatorsdure. Mit dem
entwickelten Assay war es moglich, das Substratspektrum zweier Esterasen aus Bacillus sp.
Stimmen aufzunehmen.

Ein Assay-System zur Detektion von Amidaseaktivitit konnte auf der Basis der Derivatisie-
rung mit CNBF ausgearbeitet werden. Der Assay zeigt sich hoch reproduzierbar und emp-
findlich. Die eigentliche Reaktion lduft ohne stérende Reagenzien in gepufferter Losung ab.
Das Derivatisierungsagens wird erst nach erfolgter Reaktion zugesetzt, gleichzeitig wird das
entstandene derivatisierte Amin in eine organische Phase tiberfiihrt, wo es fluorimetrisch
nachgewiesen werden kann. Es konnte gezeigt werden, dass die Nachweisreaktion weder
durch Zellbestandteile noch durch verbliebenes Substrat (Amid) gestort wird. Die zeitliche
Trennung der Umsetzung und der Nachweisreaktion hat den Vorteil, dass bei der Umsetzung
keinerlei Kompromisse in der Prozessfithrung notwendig waren.

Mit dem Assay-System gelang der Nachweis, dass eine Reihe Esterasen durchaus in der Lage
sind, die als Substrate verwendeten racemischen Arylethylamide zu hydrolysieren. Dazu ge-
hort die Schweineleberesterase, die p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis und eine kommer-
zielle Esterase aus einem thermophilen Mikroorganismus (Chirazyme E3 bzw. E4, Roche,
Mannheim). Hier zeigte sich, dass die Lange des Carbonsdurerestes entscheidend fiir eine
Umsetzung der Substrate war. So zeigten die Esterasen zwar gute Aktivitit gegeniiber Ca-

prylamiden, jedoch wenig bis gar keine Aktivitit gegeniiber Acetamiden.

3.4 Anlage und Screening von Enzymbibliotheken

Mittels epPCR und DNA shuffling wurden Bibliotheken von Klonen angelegt, die Varianten
der Esterasegene trugen. Die Bibliotheken wurden in Form lagerfihiger Fliissigkulturen in
384er MTPs angelegt. Es konnte gezeigte werden, dass das meist eingesetzte Glycerin, das
die Zellen beim Einfrieren vor Zellyse schiitzt, durch DMSO ersetzt werden kann. DMSO
kann in niedrigeren Konzentrationen als Glycerin eingesetzt werden. In diesen Konzentratio-
nen beeinflusst es das Wachstum von Zellkulturen wenig. Dies ermoglichte erst das Arbeiten

in den gewdhlten MTPs, da eine Zugabe von Glycerin nach Kultivierung bis zur gewiinschten
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Zelldichte auf Grund des geringen Querschnitts der Kavititen der 384er MTPs aus techni-
schen Griinden nicht moglich war. Auf diese Weise konnte eine Bibliothek mit annidhernd
15000 Klonen erstellt werden.

Die Expression der Esterasevarianten erfolgte in 96er MTPs. Zellaufschluss, und damit Frei-
setzen der Hydrolaseaktivitit in das Medium, erfolgte durch mehrmaliges Einfrieren und wie-
der Auftauen der Kulturen. Beide Assay-Systeme konnten soweit automatisiert werden, dass
ein paralleles Screening der Enzymbibliotheken auf drei Carbonsdureester und drei Amide
moglich war. Mit der Pipettieranlage (Beckman 2000 Pipettierroboter mit integriertem Inku-
bator und Fluorimeter) konnte ein Durchsatz von 768 Klonen (zwei 384er MTPs) in 8 h er-
reicht werden. Die gesamte Enzymbibliothek wurde damit auf Aktivitit gegeniiber drei Estern
tertidarer Alkohole ((R,S)-3-Methyl-1-pentin-3-ylacetat, (R,S)-Linalylacetat und (R,S)-0-
Terpinylacetat) und drei Arylethylamide ((R,S)-1-(p-Chlorphenyl)-ethyl-methoxyacetamid,
(R,S)-1-(p-Methylphenyl)-ethyl-acetamid und (R,S)-1-Phenylethylacetamid) getestet. Es wur-

den keine aktiven Klone gefunden.

3.5 Klonierung und Charakterisierung einer neuen Estera-

se aus B. subtilis

Aus der Uberlegung heraus, einen breiteren Sequenzraum mit den zu testenden Enzymvari-
anten abzudecken, entstanden zwei Strategien: Erstens mittels eines verdnderten Protokolls
fiir die epPCR eine hohere Mutationsfrequenz zu erreichen, zweitens durch Shuffling se-
quenzhomologer Gene (DNA family shuffling) eine deutlich groBBere Varianz in die Enzymbi-
bliotheken einzubringen.

Die erste Strategie wurde nach ersten Versuchen aufgegeben. Zwar beschreiben Vartanian et
al. (Vartanian et al., 1996) auch Methoden, um mit der epPCR zu einer Fehlerquote von bis
zu 107 zu gelangen, aber in ersten Versuchen, diese Ergebnisse zu reproduzieren, zeigte sich,
dass das oben beschriebene Phinomen - die schwierige Ligation und Transformation von
epPCR—Produkten - mit steigender Mutationsfrequenz zunahm. Unter den wenigen erhaltenen
Klonen stellten sich neun von 10 sequenzierten Klonen als Religanten des verwendeten Plas-
mids heraus. Vartanian et al. beschrieben diese Methode allerdings auch nicht um ein Verfah-
ren zur Generierung von Enzymbibliotheken zu schaffen. Auch zeigt sich in der Verdffentli-

chung, dass mit der Methode ebenfalls lediglich wenige Klone erhalten wurden.
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Um mittels DNA family shuffling Zufalls-Chimiren homologer Enzyme zu erzeugen, war es
notwendig, ein Gen zu erhalten, das hohe Sequenzidentitét zu den bereits verfiigbaren Estera-
segenen aufweist. Durch Homologiesuche in Sequenzdatenbanken konnte das offene Lesera-
ster (ORF) yvak im Genom von B. subtilis gefunden werden, das 70 % Sequenzidenditéit mit
dem Esterasegen aus Bacillus stearothermophilus zeigt. Der ORF kodiert fiir ein bisher nicht
untersuchtes Protein, das auf Grund der Sequenzhomologie als putative Esterase bezeichnet
wird.

Mit der Klonierung des ORF aus dem B. subtilis-Genom in den beschriebenen Expressions-
vektor und der heterologen Expression der Esterase (BsubE) in E. coli gelang es nicht nur, ein
neues Enzym herzustellen und zu charakterisieren, auch der Vergleich mit einem hochhomo-
logen Protein, der Esterase aus Bacillus stearothermophilus (BsteE) war moglich. Beide
Esterasen besitzen auf Aminosdure-Ebene 74 % Identitdt, zeigen jedoch vollkommen unter-
schiedliches Aktivititsverhalten, was die Empfindlichkeit gegeniiber Temperatur- und pH-
Bedingungen anbelangt. So hat die BsubE ihre optimale ,,Arbeitstemperatur bei 40 °C, schon
bei 50 °C konnte keine hydrolytische Aktivitdt gegeniliber dem als Substrat verwendeten Tri-
butyrin festgestellt werden. Dem gegeniiber zeigt BsteE bei 40 °C lediglich 26 % der Maxi-
malaktivitét, die bei 70 °C erreicht wird. Eine schnelle Deaktivierung des thermophilen En-
zyms erfolgte erst bei Temperaturen iiber 70 °C. Auch im pH-Bereich, in dem die beiden En-
zyme Aktivitdt zeigten, unterschieden sie sich. BsubE zeigt ein fiir viele Carboxylester-
Hydrolasen typischen pH-Profil: Ein starkes Ansteigen der Aktivitit bei pH 7,0 im schwach
alkalischen Bereich gleichbleibende Aktivitét bis pH 8,5, dem gegeniiber stark sinkende Akti-
vitdt im schwach sauren pH-Bereich. BsteE hat iiber einen pH-Bereich von 6,0-8,5 gleichblei-

bend hohe Aktivitat.

Das Substratspektrum der Esterasen ist dhnlich. Betrachtet man Ester aliphatischer Carbon-
sduren so zeigen beide Esterasen die hochste Aktivitit bei mittleren Kettenldngen (C6-CS).
Auf der Alkoholseite ist eine deutliche Priaferenz der BsteE fiir Methylester zu beobachten.
Schon die Verldngerung der Alkoholgruppe zu einem Ethylester fiihrt zu einem weitgehenden
Zusammenbruch der Aktivitdt. Auffillig ist, dass beide Enzyme keine nachweisbare Aktivitat
gegeniiber dem klassischen Esterase-Substrat Ethylacetat zeigen. Dies scheint in erster Linie
mit der hohen Polaritdt der Verbindung zusammen zu héngen, als mit Einfliissen durch die
Substratbindungseigenschaften in den Esterasen. Wie gezeigt, setzt zumindestens BsubE
Ethylester um, und zeigt auch bei Estern der Essigsdure hohe Aktivitdten, sobald die Alkoho-
leinheit entsprechend grof3 und unpolar ist (2-Phenylethylacetat). Auch BsteE setzt Phenyla-
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cetat mit hoher Aktivitdit um. Insgesamt scheint BsubE eher ein Enzym fiir die Umsetzung
von Substraten mit grosser Alkoholeinheit zu sein, BsteE hingegen bevorzugt eher Substan-
zen die sterisch anspruchsvoll im Bereich der Carbonsduregruppe sind.

Beide Esterasen zeigen gegeniiber einigen chiralen Substraten hohe Enantioselektivitit. Hier
ist besonders interessant, dass gezeigt werden konnte, dass die BsteE in der Lage ist, (R,S)-
Menthylacetat mit einer Enantioselektivitit von E >100 umzusetzen. Die industriell wichtige
Substanz (-)-Menthol kann somit unter Katalyse mit diesem Enzym enantiomerenrein darge-
stellt werden. Da die Esterase thermophil ist, konnte in der Etablierung eines entsprechenden

Prozesses einiges an Potential stecken.

3.6 Rationales Konzept zur Racematspaltung von Estern

tertiarer Alkohole

Aus der Reihenuntersuchung kommerzieller Carboxylester-Hydrolasen auf Ester tertidrer Al-
kohole ergab sich, dass die Lipasen aus Candida rugosa (CRL) und aus Candida antarctica
(Fraktion A, CAL-A) in der Lage sind, einige der in den Versuchen verwendeten Ester zu
hydrolysieren. Die Aktivitdt der CRL gegeniiber diesen Substraten war bekannt, eine Aktivitat
der CAL-A wird hier zum erstenmal beschrieben.

Auf Grund von Strukturiiberlegungen, ausgehend von der bekannten Struktur der CRL konnte
gezeigt werden, dass lediglich ein ortlich stark begrenztes Strukturelement dariiber entschei-
det, ob eine Hydrolase, die den bekannten a/B-Hydrolase-Fold aufweist, diese sterisch an-
spruchsvollen Substrate umsetzen kann. Entscheidend ist ein Strukturelement, dass zur Stabi-
lisierung des im tetrahedralen Ubergangszustandes auftretenden anionischen Charakters des
Carbonylsauerstoffs des Substratesters auftritt. Der Carbonylsauerstoff wird im Ubergangszu-
stand in einer Bindungstasche fixiert, die als oxyanion hole bezeichnet wird. Zur Stabilitit
tragen Wasserstoftbindungen ausgehend von den Amidprotonen zweier in diese Tasche ori-
entierter Aminosduren bei. Wéhrend die eine dieser Aminosduren ein direkter Nachbar des
katalytisch aktiven Serins (Sery) ist, befindet sich die andere auf einer strukturell benach-
barten Schleife der Peptidkette. Pleiss et al. (Pleiss et al., 2000) konnten zeigen, dass sich
Carboxylester-Hydrolasen auf Basis der unterschiedlichen Gestaltung dieser zweiten Ami-
nosdure der Oxyanionbindungstasche und ihrer Sequenznachbarn in zwei Gruppen unterteilen
lassen. Bei der liberwiegenden Zahl der kommerziellen Hydrolasen, die im Allgemeinen aus
mikrobiellen Quellen gewonnen werden, geht die Wasserstoffbriickenbindung von einer ste-

risch anspruchsvollen Aminosédure aus, die C-terminal an ein Glycin anschliesst (GX-Typ).
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Die Seitenkette, die sowohl hydrophilen als auch hydrophoben Charakter besitzen kann, sta-
bilisiert die Struktur der Peptidschleife {iber Wechselwirkungen mit einer Ankereinheit auf
einem benachbarten Strukturelement. Die CRL gehort zum - eher bei hoheren Organismen,
selten bei Mikroorganismen - anzutreffenden GGG(A)X-Typ. Diese Enzyme bilden die Was-
serstoffbriickenbindung von einen Glycin (oder Alanin) aus, das C-terminal zwei weiteren
Glycinen folgt. Eine stabilisierende Ankerfunktion wird iiber eine folgende Aminosiure,

meist Phe selten Leu oder Tyr, ausgebildet.

In der Arbeit konnte experimentell bewiesen werden, dass der aus Strukturbetrachtungen ge-
zogene Schluss, dass die Ausbildung entweder des GGG(A)X oder GX-Typs dariiber ent-
scheidet, ob eine Hydrolase in der Lage ist, Ester tertidrer Alkohole umzusetzen, korrekt ist.
Betrachtet man die Strukturen der Hydrolasen des GX und des GGG(A)X-Typs, so zeigt sich,
dass die grosse Flexibilitit, die der Aufbau aus Aminosduren mit extrem kleinen Seitenketten
mit sich bringt, beim GGG(A)X-Typ zu einer fast sphirischen Ausbildung der Bindungsregi-
on fiihrt, in der der tertidre Alkoholrest zu liegen kommt. Beim GX-Typ ist dieser Bereich
spaltartig verengt. Dies fiihrt dazu, dass Substrate mit sehr stark raumerfiillenden Alkoholein-
heiten nicht mehr bis zum aktiven Zentrum vordringen kdnnen.
Um diese Uberlegungen verifizieren zu kénnen, wurden mit mehreren anderen Carboxylester-
Hydrolasen des GGG(A)X-Typs Umsetzungen durchgefiihrt. Im einzelnen waren dies:
* Schweineleberesterase (PLE)
* Acetylcholinesterasen aus den Organismen

*  Bungarus fasciatus (Banderkrait, bAChE)

»  Electrophorus electricus (Zitteraal, eeAChE)

*  Homo sapiens (hAChE)
* Lipase B aus Geotrichum candidum (GCL-B)
* p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis (BsubpNBE)
Die PLE und die eeAChE sind kommerziell erhéltlich (Roche bzw. Sigma). Die GCL lag in
rekombinanter Form, d.h. in einem Expressionsvektor fiir die Herstellung in der methylotro-
phen Hefe Pichia pastoris vor (Brocca et al., 1998). Sie konnte, nach Vermehrung des Plas-
mids in E. coli und Transformation in P. pastoris X33 durch Kultivierung im 500 ml Masstab
in einer Menge von ca. 1150 U (2300 U/l gegen Triolein) hergestellt werden. Die bAChE und
hAChE wurden ebenfalls in rekombinanter Form nach Expression in P. pastoris fiir Versuche

zur Verfligung gestellt (Vorlova, 2001).



Zusammenfassung und Diskussion 111

Die BsubpNBE wurde aus der genomischen DNA des Organismus in den bisher verwendeten
E. coli-Expressionsvektor kloniert. Es zeigte sich, dass das Enzym in grossen Mengen
(463000 U/l gegen Tributyrin) exprimiert werden konnte. Auch die Aufreinigung mittels
IMAC gelang problemlos.

Mit allen untersuchten Carboxylester-Hydrolasen des GGG(A)X-Typs verliefen die Umset-
zungen der Ester tertidrer Alkohole erfolgreich.

Lediglich mit der GCL konnte keine Enzym-katalysierte Hydrolyse nachgewiesen werden.
Unter anderem konnten durch die relativ geringe Menge aktiver GCL keine Untersuchungen
zu einer Optimierung der Versuchsbedingungen gemacht werden. Als Hinweis darauf, dass
den Versuchsbedingungen bei der Arbeit mit dieser Lipase eine besondere Bedeutung zu-
kommt, kann man aus der Struktur der Lipase ableiten. Die unter I THG in der pdb abgelegte
Struktur der GCL zeigt das Enzym in seiner geschlossenen Konformation. Auffillig ist hier,
dass die Lipase in dieser Konformation auch eine starke Deformation im Bereich des aktiven
Zentrums aufweist. Gerade die GGGX-Schleife erscheint in den Bereich des aktiven Zen-
trums hineingeklappt. Es ist bekannt, dass bei Lipasen die Grenzflachenaktivierung nicht nur
zu einer Offnung der Deckelstruktur (Lid) fiihrt, sondern durch die Konformationsinderung
an einer Phasengrenze erst die Oxyanionbindungstasche in einer fiir die aktive Form der Lipa-
se charakteristischen Form ausgebildet wird (Bornscheuer und Kazlauskas, 1999; Martinez et

al., 1994).

Die Umsetzung des einfachsten Esters tertidirer Alkohole, -Butylacetat, ergab, dass die Hy-
drolasen gegeniiber diesem Substrat deutlich inaktiver waren als gegeniiber den Standardsub-
straten wie Triglyceriden. Hier wurde ein Einbruch der spezifischen Aktivitit um etwa drei

GroBenordnungen beobachtet.

Bemerkenswert bleibt, dass das strukturelle Spektrum der Carboxylesterasen, die Ester tertid-
rer Alkohole umsetzen, trotz der gefundenen Sequenzhomologien sehr breit ist. Sie reicht von
einer typischen Lipase (CRL), mit ihrer deutlichen Grenzflichenaktivierung und einer Lid-
Struktur, liber eine Esterase (BsubpNBE), zu den Acetylcholinesterasen, die mit ihrer beson-
deren Architektur und vor allem dem extrem engen, tunnelartigen Zugang zum aktiven Zen-
trum, eine Sonderstellung in der Gruppe der Serin-Hydrolasen einnehmen (s. Anhang E-

Anhang G).
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3.7 Bindungsmodell

Gegeniiber Estern chiraler tertidrer Alkohole konnte ebenfalls eine deutliche Aktivitét festge-
stellt werden. Die verwendeten Biokatalysatoren zeigten allerdings nur geringe Stereoselekti-
vitdt gegeniiber den eingesetzten Substraten. Fiir die Substrate (R,S)-3-Methyl-1-pentin-3-
ylacetat und (R,S)-Linalylacetat konnten Enantioselektivititen von E < 3 festgestellt werden.
Fiir (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat zeigten die bAChE (E = 9-10) und die CAL-A (E =7)
erhohte Stereoselektivitit. Die mit bAChE hoch Sequenzhomologen AChEs aus Electropho-
rus electricus und Homo sapiens zeigten gegeniiber dem Substrat deutlich geringere Enantio-
selektivititen (E = 2-4). Mit (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat konnten auch die hdchsten
Umsetzungsgeschwindigkeiten erzielt werden, wéhrend (R,S)-Linalylacetat nur wesentlich
schlechter als Substrat akzeptiert wurde, was zu einer deutlichen Verldngerung der Reaktions-
zeiten flihrte. Interessant konnte in diesem Zusammenhang sein, dass kiirzlich die rekombi-
nante Darstellung der PLE gelang (Lange et al., 2001). Die in P. pastoris iiberexprimierte
PLE zeigte gegeniiber einigen Substraten deutlich erhdhte Enantioselektivitdt(Musidlowska et

al., 2001).

Fiir die Enzyme eeAChE und BsubpNBE konnte ein Bindungsmodell erstellt werden, das in
der Lage war, die Orientierung der Substrate in der Bindungstasche zu beschreiben. In der aus
molekulardynamischen Simulationen erhaltenen Daten ergab sich ein Bild, das eine eindeuti-
ge Zuordnung der Substituenten der tertidiren Alkoholgruppen in die Regionen der Bindung-
stasche ermoglichte.

Mit Hilfe des Bindungsmodells konnte eine Begriindung fiir die beobachtete hohere Stereo-
selektivitit der bAChE gegeniiber (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat, verglichen mit den ande-
ren untersuchten AChEs gefunden werden. Es zeigte sich, dass Trp86 in der Bindungstasche
von bAChE um 2,03 A weiter in die Bindungsregion hineinragt, die der Phenylrest des (S)-2-
Phenyl-3-butin-2-ylacetat einnimmt, als das bei eeAChE und hAChE der Fall ist. Durch diese
sterischen Wechselwirkungen kommt es zu einer deutlich hoheren Instabilitit des Enzym-

Substratkomplexes mit dem (S)-Enantiomer als mit dem (R)-Enantiomer fiir die bAChE.



Zusammenfassung und Diskussion 113

3.8 Erhohunqg der Enantioselektivitat von BsubpNBE

Das Modell fiir die Bindung des Substrats in die BsubpNBE konnte dadurch bestitigt werden,
dass ausgehend von dem Modell Mutationsvorschldge fiir eine gezielte Erhdhung der Enan-
tioselektivitit gemacht wurden.

Aufgrund der MD-Simulationen mit (R)- bzw. (S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat wurden zwei
Einzelmutanten (BsubpNBE A400I und BsubpNBE G105A) sowie die entsprechende Dop-
pelmutante (BsubpNBE A4001 G105A) hergestellt.

Die Mutante BsubpNBE A400I zeigte lediglich geringe Einbuflen (ca. 10%) in der Aktivitét,
allerdings auch keine nennenswerte Erhohung der Stereoselektivitit, weder gegeniiber dem
Modellsubstrat, noch gegeniiber den anderen chiralen Estern.

Mit der Mutation G105A konnte jedoch die Enantioselektivitit massiv gesteigert werden. Es
gelang eine Erhohung von E < 3 auf E = 19 fiir (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat. Die Enan-
tioselektivitit gegeniiber (R,S)-Linalylacetat konnte nicht nur gesteigert werdenes zeigte sich
auch eine Umkehr der Enantiopréiferenz. Wihrend der Wildtyp der Esterase bevorzugt (R)-
Linalylacetat mit einer Enantioselektivitit von E = 2 umsetzt, ist die Hydrolyse mit der
Mutante GI05A mit E = 6 fiir das (S)-Enantiomer schneller. Das die Esterase mit dieser
Punktmutation nur noch 10 % der Aktivitdt des Wildtyps zeigt, ist in sofern verschmerzbar,
als im Gegenzug eine Erhohung der Enantioselektivitit in Bereiche erkennbar ist, die dieses
Enzym in der Synthese optisch aktiver Substanzen verwertbar machen.

Eine Doppelmutante lieB3 sich leider nicht aktiv exprimieren.

3.9 Veranderungqg der Substratbindungstasche von PFE |

Abschliefend wurde untersucht, ob sich die Erkenntnisse tiber die Struk-
tur/Aktivititsbeziechung gegeniiber Estern tertidrer Alkohole von den Hydrolasen des
GGG(A)X-Typs auf den GX-Typ iibertragen lassen.

Um die Bindungsregion flexibler zu gestalten wurden, in der Esterase PFE I die Oxyanion-
stabilisierende Aminoséure, sowie ihr C-terminaler Nachbar gegen Glycin ausgetauscht (PFE
I W28G L29G)

Wie zu erwarten, flihrte dieser massive Eingriff direkt am aktiven Zentrum zum Verlust der
katalytischen Aktivitét.

Durch Zufallsmutagenese mittels epPCR wurde darauthin versucht, die Aktivitit wieder her-

zustellen. Es sollte dabei untersucht werden, ob durch weitere Verdnderungen der Aminosiu-
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resequenz eine Stabilisierung der Struktur mit den eingefiihrten Mutationen mdglich war. Da
das Ausgangsenzym fiir das Mutageneseexperiment vollstindig inaktiv war, konnte auf einen
einfachen und preiswerten Assay mittels Tributyrinplatten zuriickgegriffen werden.

Es konnten mit dieser Methode fiinf Esterasevarianten mit wiederhergestellter Aktivitdt ge-
funden werden. Bei einer stellte sich heraus , dass die Aktivitdt durch eine Riickmutation wie-
dererlangt wurde.

Die beobachteten Aktivititen der Esterasen sind sehr gering. Bisher konnte keine Aktivitit
gegen Ester tertidrer Alkohole festgestellt werden. Hier sollte die Aktivitét erst durch weitere
Mutationsschritte (Sattigungsmutagenese, weitere Runden Zufallsmutagenese) soweit erhoht

werden, dass auch Ergebnisse mit den komplexen tertidren Substraten zu erwarten sind.

3.10 Zusammenfassung

Im Rahmen der Arbeit konnten Methoden der Zufallsmutagenese tiefergehend untersucht und
ein in der Literatur bisher nicht beschriebener experimenteller Vergleich von drei Mutagene-
severfahren durchgefiihrt werden. Dabei konnte die Methoden der error-prone PCR, des DNA
shufflings und der Mutagenese mittels eines Mutationsstammes auf ihre Verwendbarkeit im
Rahmen von Versuchen zur gerichteten Evolution hin iiberpriift werden.

Es wurden zwei Assay-Systeme in Mikrotiterplatten etabliert. Ein Testsystem auf Basis von
pH-Indikatoren zur Detektion und Quantifizierung hydrolytischer Aktivitit gegeniiber Car-
bonsdureestern und ein fluorimetrischer Assay zur Bestimmung von Amidaseaktivitit. Der
Amidase-Test ist bisher nicht in der Literatur beschrieben.

Mit den untersuchten Methoden zur Zufallsmutagenese konnte eine umfangreiche Enzymbi-
bliothek aufgebaut werden, die mit den etablierten Assay-Systemen auf Aktivitit gegeniiber
Estern tertidrer Alkohole und arylsubstituierter Amide getestet wurde.

Dabei konnten keine Enzymvarianten gefunden werden, die Vertreter dieser Substratgruppen

umsetzen.

Im Zuge der Assayentwicklung gelang der Nachweis, dass eine Reihe rekombinanter und
kommerziell erhdltlicher Hydrolasen, insbesondere Esterasen, die untersuchten Amide umset-

zen konnen.

Aus dem Wunsch, heraus das verwendete Spektrum an Mutagenesemethoden um das soge-

nannte DNA family shuffling zu erweitern und so hohere Variabilitit in die Enzymbibliothe-
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ken einzubringen, wurde eine neue Esterase aus B. subtilis kloniert. Diese konnte ausfiihrlich
charakterisiert, und mit der hochhomologen Esterase aus B. stearothermophilus verglichen
werden. Beide Esterasen erwiesen sich als stereoselektive Biokatalysatoren, und sind somit

fiir die Synthesechemie von Bedeutung.

Mit rationalen Methoden konnte schlieBlich gezeigt werden, dass eine Gruppe von Carbon-
sdureesterhydrolasen in der Lage ist, Ester tertidrer Alkohole zu hydrolysieren. Die Akzeptanz
dieser Substratgruppe konnte auf die Ausbildung eines einzigen Strukturelementes in den En-
zymen zurilickgefiihrt werden.

Durch rationales Design konnte eine der untersuchten Esterasen deutlich in ihrer Enantiose-
lektivitdt gesteigert werden. Mit dieser Enzymvariante gelang es mit Enantioselektivitdten von
E =19 die hochste bisher fiir Ester tertidrer Alkohole beschriebene Stereoselektivitit zu errei-

chen. Fiir ein weiteres Substrat konnte die Enantiopriferenz des Enzyms umgekehrt werden.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Verwendete Chemikalien und Enzyme:

Chemikalien

Hersteller:

Losungsmittel:

Essigsdure 100%, Ethanol 98 %, Glycerin, Trichlormethan, Dichlormethan, Methanol,
Hexan, Aceton, Toluol, Petrolether

Ethanol 98% (vergillt), Aceton (technische Reinheit)

Feinchemikalien:

(-)-a-Terpineol, (+)-o-Terpineol, (*)-a-Terpinylacetat, (+)-Linalool, (-)-Linalool, (*)-
Linalylacetat, (R,S)-3-Methyl-1-pentin-3-ol, 3-Phenyl-1-butin-3-o0l, Acetylchlorid, Bu-
thyllithium in Toluol (5 M), (R,S)-1-Phenylethylamin, Agar, Coomassie Brilliant Blue
R250, Diethylether,  Dimethylsulfoxid, = N-Ethyl-N’-[3-(dimethylamino)propyl]-
carbodiimid, Ethylendiamintetraacetat (Na-Salz), Formaldehyd 37 %, Formamid, Hefe-
extrakt, Lysozym, Magnesiumchlorid, Malzextrakt, Natriumacetat, Natriumchlorid,
Natriumhydrogencarbonat, Natriumhydroxid, Natriumdodecyl-sulfat, Natriumsulfat, 4-
Nitrophenol, 4-Nitrophenyl-acetat, PEG 4000, Phenol, 1-Phenyl-ethanol, Piperidin, 4-
Pyrrolidino-pyridin, Resorufin, Rhamnosemonohydrat, Salzsdure 35%, Silbernitrat,
Tetrahydrofuran, p-Toluolsulfonsdure, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Vinylacetat,
N-Methyl-N-trimethylsilylheptafluorobutyramid, (R)-a-Methoxy-trifluomethyl-
phenylessigsédurechlorid, 4-Chlor-7-nitro-benzofurazan

Ampicillin (Natrium-Salz), Ammoniumperoxodisulfat, Glycin, Rotiphorese NF-10x
TBE-Puffer, Rotiphorese NF-Harnstoff, Rotiphorese NF-Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung 30% fiir SDS-PAGE, Rotiphorese NF-Acrylamid/Bisacrylamid-Losung 40% fiir
die Sequenzierung, Phenol gepuffert, Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol
(5,6)-Dicarboxyfluorescein

Agarose

dNTP (100mM)

Oligonukleotide

BCA Kit zur Proteinbestimmung

Plasmid Midi-Kit, Plasmid Mini-Kit, Gelextraktions-Kit, Ni-NTA Spin Kit

Riedel-de Haen, Seelze

Brenntag, Miihlheim/Ruhr

Fluka, Buchs (Schweiz)

Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Gibco

ARK, Darmstadt

Pierce, Baoud-Beijerland, NL
QIAgen, Hilden
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Enzyme:

Hersteller

Restriktionsendonukleasen:

BamHI (10U/ul), EcoRI (10 U/ul), Dpnl (10 U/ul)

Ndel (20 U/pl), Sacll (20 U/pl)

Sacl (20U/pl), Apal (10 U/pl)

DNA-manipulierende Enzyme:

T4-DNA-Ligase (1U/ul), Taqg-DNA-Polymerase (1 U/ul), Alkalische Phospha-
tase aus Kdlberdarm (CIAP; 1 U/ul)

DNAsel

Tag-DNA-Polymerase (5 U/pl)
Pfu-DNA-Polymerase (3 U/ul)
DeepVent-DNA-Polymerase (1 U/ul)

Weitere Enzyme:
Proteinase K, Lysozym

RNAscA

MBI, Fermentas, St. Leon-Rot

New England Biolabs, Frank-
furt/Main

Boeringer Mannheim, Mann-

heim

MBI, Fermentas, St. Leon-Rot

Fluka, Buchs (Schweiz)
Boeringer Mannheim, Mann-
heim

Eppendorf, Koéln

Promega, Madison (USA)
New England Biolabs, Frank-
furt/Main

Fluka, Buchs (Schweiz)
QIAgen, Hilden
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4.1.2 Verwendete Gerate

Gerit

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese

DNA Sub Cell, Mini Sub DNA Cell,
Mini Sub Cell GT

Power Pac 3000, Power Pac 300,
Modell200/2.0 Power Supply

Video Copy Processor P66E

BWM 9X Monitor

UV-Leuchttisch

Brutschriinke

WTE

UM 500

DNA-Sequenzierung

373A DNA Sequencer

Macintosh Quadra 650
Gaschromatographie

GC 8000 Gaschromatograph

Mega 2 Series Gaschromatograph
Tressmetrics 9001 Gaschromathograph

Gefriertrocknung

Lyovak GT-2
Homogenisator

Ultra Turrax T25 mit Dispergierstab S25N-25F
Inkubatoren
HAT-Schiittelinkubator
Kernresonanzspektroskopie
AC250F

SDS-PAGE

Modell583 Gel Dryer
Minigel-Twin G42
PCR-Geriite

Mastercycler Gradient
Pickroboter

BioPick

Pipetierroboter

Beckman 2000 mit Sideloader und Inkubator

BioRad

Mitsubishi
Javelin Electronics

MWG-Biotech

Binder

Memmert

Applied Biosystems
Apple

Fisons Instruments

Tressmerics

Finnaqua

Janke & Kunkel

Infors

Bruker

BioRad

Biometra

Eppendorf

BioRobotics

Beckman
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pH-Meter
Digital pH Meter pH525 WTW
pH-Stat
Impulsomat 614, pH-Meter 620, Dosmiat 665, Metrohm
Thermostatierbare Riihrzelle
Kryostat C1 Haake
Flachschreiber Linseis
Photometer
Titertek Plus MS 212 fiir Mikrotiterplatten ICN
Fluorostar BMG
UV/VIS-Spektrometer Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech
Thermomixer
Thermomixer 5436 Eppendorf
Waagen
Basic, MC1 Research RC 210 D Sartorius
HF-2000G AND
Zellaufschlufl
Branson Sonifier 250 Branson
Zentrifugen
Eppendorf Zentrifuge 5417 C Eppendorf
Eppendorf Zentrifuge 5415 R
Eppendorf Zentrifuge 5810 R
Universal 30 F Hettich
Sorvall RC-5B (Rotoren: SS-34; SLA-3000) Du Pont Instruments
4.1.3 Verwendete Computer Hardware
VERWENDUNG TypP HERSTELLER PROZESSOR

Molecular Dynamische Symulatio- Indigo 2 Silicon Graphics Inc. MIPS 10000
nen, Visualisierung von Protein- Octane Silicon Graphics Inc. MIPS 12000, 300
strukturen MHz

Octane 2 Silicon Graphics Inc. MIPS 12000, 400

MHz

DNA-Sequenzierung G3 Apple G3
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4.1.4 Verwendete Stamme

Bis auf die Epicurian coli Stimme XL1-Blue und XL1-Red, sowie elektrokompetente E. coli

DH5a, die vom Anbieter in bereits kompetenter, bei —80 °C lagerfdhiger Form geliefert wer-

den, wurde von den verwendeten Stimme ein Glycerolstock angelegt, der bei —80 °C gelagert

wurde.

Spezies Stamm Genotyp Anbieter/Hersteller

Escherichia coli DH5a supE44 AlacU169(®80lacZAM15) Clontech
hsdR17 recAl end Al gyrA96 thi-1relAl

Escherichia coli JM105 supE endA sbcB15 hsdR4 rpsL thi A(lac- Pharmacia
proAB) (F'traD36 proAb’ lacI%acZAMI5)

Escherichia coli IM109 recAl endAl gyr96A thi hsdR17 supE44 DSMZ
relAl lambda- A(lac-proAB) (F'
traD36proAB laqI'ZAM15)

Epicurian coli XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Stratagene
relAl lac [F'proAB lacl'”ZAM15 Tnl0 (Tet")]

Epicurian coli XL1-Red endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl Stratagene
lac mutD5 mutS mutT Tn10 (Tet")

Bacillus subtilis DSM 402 WT DSMZ

Pichia pastoris GS 115 his4 Invitrogen

Pichia pastoris X33 WT Invitrogen

Pichia pastoris SD 1168 H pep4 Invitrogen

4.1.5 Verwendete Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma ARK, Darmstadt, in RP-gereinigter Form bezo-

gen. Sie wurden entsprechend den Mengenangaben des Herstellers mit sterilem Wasser in

einer Konzentration von 100 uM gelost und bei —20 °C gelagert.

Bezeichnung

Sequenz

Verwendung

MOD-PR-BSE-1V

MOD-PR-BSE-2R

MOD-PR-SDE-1V

MOD-PR-SDE-1R

PCR-PR-3V

5°-ACT ACT ACT ACA TAT GAT GAA AAT TGI TCC

Einfiihren der Ndel Schnittstelle am

GCC GAA CC- 3

5'-CAG TAG TAG TGG ATC CCC AAT CTA ACG ATT

CAA GAA AT CC- 3

5°-ACT ACT ACT ACT CAT ATG GCT GCT GAC CTC

CAG TGG G 37

5'-GAT GAT GAT GAT GGA TCC CGA GCT GAT GGC

GIT CAG C 3
5 - GAA CAT CAT CAC GIT CAT CTIT TCC C- 3

5’-Ende des bse-Gens
Einfiihren der BamHI Schnittstelle am
3’-Ende des bse-Gens
Einfiihren der Ndel Schnittstelle am
5’-Ende des sde-Gens
Einfiihren der BamHI Schnittstelle am
3’-Ende des sde-Gens
Amplifizierung der Gene aus pG-

Plasmiden, Sequenzierung
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PCR-PR-3R

PR-Ndel

PR-BamHI

EP-PR-F1V

EP-PR-F2R

BsubE-V-1

BsubE-R-1

EHE-pNBE-V2

EHE-pNBE-R1

EHE-P1-GG-2V

EHE-P1-GG-2R

EHE-pNBE-G105A-V

EHE-pNBE-G105A-R

EHE-pNBE-A400I-V

EHE-pNBE-A400I-R

5°- AGG CTG AAA ATC TTC TCT CAT CCG C- 3

5 - GAA GGA GAT ATA CAT ATG 3’

5 - ATG ATG ATG ATG GGA TCC 3’

5°-GCC CAT TTT CCT GIC AGT AAC GAG AAG GIC
GCG 37

5'-GCC ATT GGC AAC CAG GGA AAG ATG AAC GIG
ATG 3

5 - ACT ACT ACT ACT CAT ATg AgC ATg AAA gTT
gTg -3

5" - gAT gAT gAT gAT ggA TCC CCA ATC gAg CTT
CTc -3

5°- ACT ACT ACT ACT CAT ATG ACT CAT CAA ATA
GTA ACG -3’

5°- CTA CTA CTA CTA GGA TCC TTC TCC TTT TGA
AGG 3’

5°- AGC CAC GGI GGG GGA CTG GAT GCC GAC ATG
TGG 37

5°- GCA TCC AGI CCC CCA CCG TGG CTG AAC AAC
ACC- 3’

5°- GGT GIG GAT TCA CGC AGG CGC TTT TTA TCT
AGG 37

5°- CCT AGA TAA AAA GCG CCT GCG TGA ATC CAC
ACC- 37

57 - CGT ACA ATA AAG CGT TTC ACA TAT TAG ACGC
TTC G- 3

5°- GGA AGC TCT AAT ATG TGA AAC CCT TTA TTG
TAC G 3

Amplifizierung der Gene ab der
Initialen Ndel Restriktionsschnittstelle
Amplifizierung der Gene bis zur
terminalen ~ BamHI  Restriktions-
schnittstelle

Amplifizierung der Plasmide {iiber
gesamten Umfang unter error-prone

Bedingungen

Klonierung der B. subtilis Esterase
aus genomischer DNA, mit Einfiih-
rung der Ndel und BamHI Schnittt-

stelle

Klonierung der B. subtilis p-
Nitrobenzyl-Esterase aus genomischer
DNA, mit einfiihrung der Ndel und
BamHI Schnitttstelle

Einfilhren der Mutationen W29G

L30G in die PFE I

Einfiithren der Mutation G105A in die
BsubpNBE

Einfiihren der Mutation A4001 in die
BsubpNBE
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4.1.6 Verwendete Datenbanken/Programme

Verwendung

Datenbank/Programm

URL

Sequenz-Alignment

Struktur-daten

Homologie Modeling

Spektren-daten chemischer

Verbindungen

Patentrecherche

Sequenz-Homologie Suche

Sequenz-/ Strukturver-
gleich von Hydrolasen
Erstellen von Proteindar-
stellung
Molekulardynamische

Simulationen

Clustal W

Brookhaven Protein Data
Base (PDB)
Swiss Model

SDBS (Integrated Spectral
Data Base System for Orga-
nic Compounds)
Europe’s network of patent
databases

BLAST

Lipase Engineering Database

Insight II, MSI

Sybyl 6.5, Tripos (St. Luis,
USA)

http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw/

Peptid-Alignment:
http://pbil.ibep.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.ht

ml
Nucleinsdure-Alignment:

http://pbil.ibep.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa clustalwan

.html

http://www.rcsb.org/pdb

http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-
MODEL.html

http://www.aist.go.jp/RIODB/SDBS/sdbs/owa/sdbs

sea.cre_frame sea

http://gb.espacenet.com/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi

http://www.led.uni-stuttgart.de
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4.1.7 Medien:

Alle Ndhrmedien wurden 20 Minuten bei 121 °C und 2 bar Druck autoklaviert und nach dem

Abkiihlen mit den entsprechenden Antibiotika und sterilen Zusdtzen versetzt.

SOC-Medium(Stratagene, 1998):

20,0 g/l Trypton
5,0 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl

autoklavieren, danach hinzufiigen:

1 % (v/v) 1 M MgCl, (steril)

1 % (v/v) 1 M MgSOy (steril)

0,2 % (v/v) 20 % Glucose-Losung (steril)

bei 4 °C lagern

Luria-Bertani Medium (LB-Medium)(Luria et al., 1960):

10,0 g/l Trypton
5,0 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

autoklavieren

LB-Agarplatten

10,0 g/l Trypton
5,0 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

15 g/l Agar
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autoklavieren

Nach Abkiihlen auf ca. 35 °C Zugabe von 0,1 % (v/v) Ampicillin-Stammldsung und gieBBen in
Petri-Schalen

Tributyrin-LB-Amp-Agarplatten

10,0 g/l Trypton
5,0 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl

15 g/l Agar

1% Tributyrin

10 min am Ultra-Turax (24000 rpm) homogenisieren,

autoklavieren

Nach Abkiihlen auf ca. 35 °C Zugabe von 0,1 % (v/v) Ampicillin-Stammldsung und 1 % (v/v)

Rhamnose-Stammldsung und gieBen in Petri-Schalen

TSS-Medium (Transformation und storage solution):

10,0 g/l Polyethylenglycol (PEG) 6000
5,0 ml/l DMSO

10,0 g/l Trypton

5,0 g/l Hefeextrakt

10,0 g/l NaCl

50 mM MgCl,

autoklavieren, bei 4 °C lagern

YPD-Medium

20 g/l Pepton
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10 g/l Hefeextrakt

in 900 ml Wasser 16sen autoklavieren
nach Abkiihlen

100 ml Glucoseldsung 100 g/l zusetzen
BMGY-Medium

20 g/l Pepton

10 g/l Hefeextrakt

100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6

40 mg/I Biotin

4.1.8 Puffer:

TAE-Puffer (50x) (fiir Agarosegelelektrophorese):

242 g Tris-Base
57 ml 100 % Essigsdure
0,5 M Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

mit Wasser auf einen Liter auffiillen, pH 8,0 einstellen

Auftragpuffer (fiir Agarosegelelectrophorese):

30 % (v/v) Glycerin
25 mM EDTA
0,2 % (m/v) Bromphenolblau

pH 7.5 einstellen

Fiir die Analyse von DNA Fragmenten unter 500bp wurde ein analog zusammengesetzter

Auftragspuffer ohne Bromphenolblau verwendet.
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1 kb-Ladder (fiir Agarosegelelectrophorese):

25 ul Stammlosung (BIORAD)
325 ul TE-Puffer (1x)
150 pl Auftragpuffer

Auftragpuffer (fiir SDS-PAGE):
20 % (w/v) Glycerin

6% (w/v) 2-Mercaptoethanol
0,0025 % (w/v) Bromphenolblau

gelost in 1 x Upper Tris

Proteinstandard

Phosphorylase b 97,4 kDa
Serumalbumin 66,2 kDa
Ovalbumin 45,0 kDa
Carbonsdureanhydrase 31,0 kDa
Trypsin Inhibitor 21,5 kDa
und Lysozyme 14,0 kDa

4.1.9 Stammlosungen

Ampicillin Stammlosung

100 mg/ml Ampicillin- Natriumsalz in demineralisiertem Wasser, sterilfiltriert. Lagerung:

aliquotiert bei 4 °C.

Zeocin Stammlosung

Rhamnose-Stammlosung

20 % (w/v) Rhamnose-Monohydrat in demineralisiertem Wasser, sterilfiltriert oder autokla-

viert. Lagerung bei Raumtemperatur.
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4.2 Arbeiten mit Mikroorganismen

4.2.1 Kultivierung von Escherichia coli

Samtliche Escherichia coli Stimme wurden soweit nicht anders vermerkt, in Luria-Bertani
Medium (LB-Medium) (Luria et al., 1960) kultiviert. Zur Selektion rekombinanter E. coli
Zellen wurde Ampicillin (100 pg/ml Ampicillin-Natriumsalz Endkonzentration) zugesetzt.

Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und 200 rpm im Schiittelinkubator.

4.2.2 Kultivierung von Bacillus subtilis

B. subtilis wurde ebenfalls in Luria-Bertani Medium bei 37 °C und 200 rpm kultiviert. Da
nicht mit rekombinanten B. subtilis gearbeitet wurde, entfiel die Zugabe von Selektions-

agenzien.

4.2.3 Kultivierung von Pichia pastoris

Mit einer Kolonie von einer YPD-Agarplatte wurden 50 ul YPD-Medium inokuliert. Man
inkubierte im Allgemeinem 18 —20 h bei 30 °C und 180 rpm im Schiittelinkubator. Zur Se-
lektion rekombinanter P. pastoris Klone wurde Zeocin (0,1 % v/v der Stammldsung) zuge-

setzt.

4.2.4 Transformation von Escherichia coli

4.2.4.1 TSS-Methode

Um kompetente E. coli Zellen zu erhalten, wurden 50 ml LB-Medium im Verhéltnis 1:100
mit einer Ubernachtkultur E. coli inokuliert und bis zum Erreichen einer ODggo von 0,5-0,7
bei 37 °C und 200 rpm im Schiittelinkubator inkubiert. Die Kultur wurde in ein 50 ml Zentri-
fugengefiss iiberfiihrt, auf Eis gekiihlt und bei 4°C mit 3000 x g 8 min zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde mit 20 ml eiskaltem, sterilen Wasser gewaschen, die Zellen erneut abzentri-
fugiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml TSS-Medium resuspendiert, in 200 ul Aliquots aufgeteilt
und 1 Stunde auf Eis inkubiert. Nach Zugabe der zu transformierenden DNA inkubierte man

eine weitere Stunde auf Eis. Um die DNA in die Zellen zu iiberfiihren, erhitzte man die Trans-
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formationsansétze im Wasserbad 45 sek. auf 42 °C und gab 1 ml SOC-Medium zu. Nach ei-
ner Erhohlungszeit von 45 min. bei 37 °C, 200 rpm, im Schiittelinkubator, wurden die Zellen
auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin ausplattiert.

4.2.4.2 Elektroporation

Ein 100 pl Aliquot elektrokompatible E. coli DH5a (Clontech, Palo Alto, CA, USA) wurde
mit ca. 2 ng entsalzter plasmidischer DNA versetzt und in eine sterile Elektroporations-
Kiivette gefiillt. Die Elektroporation erfolgte mit 2,5 kV (25 pF, 400 Q). Zu den Zellen wurde
1 ml SOD-Medium gegeben und 45 min bei 37 °C inkubiert. Ausplattiert wurden 100 pl Ali-
quots auf entsprechenden LB-Amp-Agar-Platten.

4.2.5 Transformation von Pichia pastoris

4.2.5.1 Elektroporation

50 ml YPD-Medium wurden mit 50 ul eines P. pastoris Glycerinstocks inokuliert und bei 30
°C und 220 rpm ca. 24 h inkubiert. Die Kultur wurde mit YPD-Medium auf eine ODgp von
1,5 verdiinnt. Aus 50 ml der verdiinnten Kultur wurden die Zellen durch Zentrifugation (10
min, 2000 x g, 4 °C) pelletiert. Die Zellen wurden einmal mit 50 ml Kaliumphosphat-Puffer
(pH 6,0; 1 M) dann zweimal mit 50 ml kaltem Wasser (4 °C) gewaschen. Dabei schloss sich
dem Resuspendierungsschritt jeweils ein Zentrifugationsschritt (10 min, 2000 x g, 4 °C) an.
Nach Waschen mit 30 ml 1 M Sorbitol wurden die wieder pelletierten Zellen in 250 ul 1 M
Sorbitol aufgenommen.

Von den vorbereiteten Zellen wurden 80 pl in eine sterile Elektroporationskiivette iiberfiihrt,
dort mit 10 pl linearisiertem Plasmid versetzt und elektroporiert (1,8 kV; 25 uF, 400 Q). Nach
Versetzen mit 1 ml 1 M Sorbitol liel man die Zellen 1 h bei 30 °C sich erholen und plattierte
den gesamten Ansatz auf YPD-Zeocin-Agarplatten aus.

Das Plasmid wurde durch Restriktionsverdau mit Pmel linearisiert und durch Chloro-

form/Phenol Extraktion sowie Ethanolfdllung gereinigt.

4.2.5.2 EasyComp Kit (Invitrogen)

Die Transformation mit dem EasyComp Kit der Firma Invitrogen erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Insgesamt wurden mit dem Kit allerdings deutlich geringere Transformations-

effizienzen erreicht als mittels Elektroporation.
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4.2.6 Expression rekombinanter Esterasen in Escherichia coli

500 ml LB- Medium wurden mit 500 pul Ampicillin-Stammldsung versetzt und mit 500 pl
einer 5 ml Ubernachtkultur der rekombinanten Zellen inokuliert. Man inkubierte bei 37 °C im
Schiittelinkubator bis zu einer ODgyy von 0,6-0,8 und induzierte die Esterase-Expression
durch Zusatz von 5 ml Rhamnose-Stammldsung. Nach weiterer Inkubation bei 37 °C fiir 5-16
h wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4 °C abgeerntet. Um Reste des Mediums zu
entfernen, wurde das Pellet in 50ml Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,5; S0mM) resuspendiert,
nochmals abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach erneutem Aufnehmen in 20 ml
Natrium-Phosphatpuffer wurden die Zellen unter Eiskiihlung mittels Ultraschall aufgeschlos-
sen. Zelltriimmer entfernte man durch Zentrifugation bei 4 °C und 8000 x g, der Uberstand
wurde in Petri-Schalen gegossen, bei —80 °C ca. eine Stunde eingefroren und lyophilisiert.

Der erhaltene Rohextrakt wurde fiir die meisten Umsetzungen direkt eingesetzt.

4.3 Proteinchemische Methoden

4.3.1 Aufreiniqung der rekombinanten Esterasen mittels Ni-NTA-

Spin Saulen

Zur Aufreinigung der rekombinanten Esterasen mittels Ni-NTA-Spin Sdulen wurde entspre-
chend den Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden) vorgegangen. Die Aufreinigung erfolgt
durch Bindung, des an die Esterasen kloniert wurde und mit diesen exprimieren, 6xHis-Tags
an Nickel-II-ionen. Im Falle der Qiagen Ni-NTA Spin Sdulen werden die Nickel-ionen mittels
einem chelatisierenden Liganden (Nitrilo-triessigsdure, NTA) an eine hydrophile Silicat-
Matrix gebunden. Durch die Wechselwirkung der Histidine des His-tags mit den Nickelionen
bindet das exprimierte Protein an die Matrix und kann nach einem Waschschritt - um die rest-
lichen Proteine des Zellaufschlusses zu entfernen - mittels eines Puffers mit hohem Imidazol-
gehalt eluiert werden.

Aufgereinigt wurden 50 ml-Expressionskulturen.

4.3.2 Proteingehaltsbestimmung

Der Proteingehalt der Proben wurde mittels des BCA-Tests durchgefiihrt. Der Test beruht auf

der Biuret-Reaktion, bzw. der Eigenschaft von Proteinen Kupfer-II-lonen, in alkalischer Um-
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gebung zu Kupfer-1 zu reduzieren. Die Kupfer-I-lonen bilden mit der zugesetzten Bicincho-
nin-Sdure (BCA) einen violetten Komplex, der durch Absorptionsmessung bei 562 nm quan-
titativ erfasst werden kann(Smith ez al., 1985). Verwendet wurde der Kit mit den fertigen L&-
sungen der Firma Pierce (NL).

Ein Abgleich der gemessenen Absorption gegeniiber der Proteinmenge erfolgte durch Ver-

gleich mit einer mit Rinderserumalbumin (BSA) aufgenommenen Standardgerade.

4.3.3 SDS-PAGE

Die SDS-PAGE wurde nach der von Laemmli beschriebenen Methode (Laemmli, 1970)
durchgefiihrt. Es wurden Gele mit 12,5 % Acrylamidanteil verwendet. Die Elektrophorese
wurde bei konstantem Stromfluss 10 min bei 10 mA und 90-110 min bei 25 mA unter Kiih-

lung der Gelplatten auf 10 °C betrieben.

Tabelle 29: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele (12,5 % Acrylamid).

Menge Zusammensetzung
Trenngel:
Lower Tris-Puffer 4x 2,0 ml Tris-HCI 1,5 M, pH 8,0, SDS (4 % (w/v))
Acrylamid 30 %ig 3,33 ml
Wasser 2,67 ml
APS-Losung 40 pl 10 % Ammoniumperoxodisulfat
TEMED 4ul
Sammelgel:
Upper Tris-Puffer 4x 1,0 ml Tris-HCI1 0,5 M, pH 6,8, SDS (4 % (w/v))
Acrylamid 30 %ig 0,52 ml
Wasser 2,48 ml
APS-Losung 40 pl 10 % Ammoniumperoxodisulfat
TEMED 4 ul

4.3.3.1 Coomassie-Farbung

Das SDS-Polyacrylamidgel wurde mit Coomassie Briliant Blue (0,1 % (w/v), 30 % Methanol,
10 % Essigsdure) gefarbt. Das Gel wurde 12-18 h in der Farbelosung belassen, danach ent-
farbte man mit 30 % Methanol, 10 % Essigsdure in Wasser bis der Gelhintergrund weitgehend

farblos wurde.
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4.3.3.2 Aktivitatsfarbung von SDS- Polyacrylamidgelen

Um SDS aus dem Gel zu entfernen und so eine Renaturierung der Hydrolase zu ermoglichen
wurde das Gel vier Stunden in Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 100 mM) inkubiert. Danach wurde zu
dem Gel eine Mischung (gleiche Volumenanteile) 20 mg 1-Naphthylacetat in 5 ml Aceton
und 45 ml Tris-HCI-Puffer (pH 7,5; 100 mM) und 50 mg Fast Red in 50 ml Tris-HCI-Puffer
(pH 7,5; 100 mM) gegeben und ca. 30 — 60 min inkubiert. Bereiche, in denen sich gegeniiber

1-Naphthylacetat hydrolytisch aktive Enzyme befanden, traten als rot-braune Banden hervor.

4.3.3.3 Aktivitatsbestimmung von Esterasen mittels p-Nitrophenylacetat (pho-

tometrischer Assay)

Zur schnellen Bestimmung der Aktivitdt von Esteraseprdparationen wurde ein photometri-
scher Assay verwendet. Grundlage ist die Hydrolyse von p-Nitrophenylacetat durch die
Esterase. Das dabei freigesetzte p-Nitrophenolat (€410nm, pr7,s = 14500) wird photometrisch
durch Absorption bei einer Wellenldnge von 410 nm detektiert.

Die Messungen wurden in einem UV/VIS-Spektralphotometer mit 6-fach Wechselproben-
halter bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

In einer 1 ml-Mikrokiivette wurden 100 pl Esterase in Phosphatpuffer (pH 7,5, 50 mM) vor-
gelegt und mit 800 pl des Phosphatpuffers verdiinnt. Als Referenz diente eine Kiivette mit
900 ul Phosphatpuffer. Nach Aufnahme der Hintergrundabsorption wurde die Reaktion durch
Zugabe von p-Nitrophenylacetat (10 mM in DMSO) gestartet. Die Aufnahme der Hydrolyse-
geschwindigkeit erfolgte durch Absorptionsmessungen im Abstand von 10 sek. iiber 3 min.
Aus der Anderung der Absorption iiber die Zeit konnte die Geschwindigkeit der Umsetzung

berechnet werden.

4.3.3.4 Aktivitatsbestimmung von Lipasen mittels p-Nitrophenylpalmitat (pho-

tometrischer Assay)

Die Durchfiithrung des Assays entsprach der Aktivititsbestimmung von Esterasen mit p-
Nitrophenylacetat. Als Reaktionsmedium wurde 100 mM TrisHCI-Puffer (pH 7,5) mit 0,8 %
(w/v) Cholat und 1 % (w/v) Gummi Arabicum eingesetzt. Als Substratlésung diente 10 mM
p-Nitrophenylpalmitat in Isopropanol.

4.3.3.5 Aktivitatsbestimmung von Hydrolasen am pH-Stat

In demineralisiertes Wasser wurden der Substratester (Endkonzentration 20 mM) und 2 %

(w/v) Gummi Arabicum gegeben. Die Mischung wurde am Ultra-turrax homogenisiert. Zur
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Aktivitdtsbestimmung der Lipasen (GCL-B und CRL) wurde nach der Homogenisierung noch
CaCl, zu einer Endkonzentration von 20 mM zugesetzt. In der thermostatisierten Reaktions-
kammer des pH-Staten wurden 20 ml der Emulsion vorgelegt, und nach Einstellen des pH-
Werts die Hydrolase zugesetzt.

Fiir das hydrolyseempfindliche Substrat (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat wurde zuerst die
gewlinschte Hydrolasemenge in 18 ml Wasser vorgelegt, temperiert und der Ziel-pH-Wert
eingestellt. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe des Substrats geldost in 2 ml
DMSO gestartet.

Die Titration der freigesetzten Fettsdure erfolgte automatisch, der Verbrauch an Natronlauge
wurde iiber einen Schreiber festgehalten. Aus dem Verbrauch pro Zeiteinheit lie sich die
Aktivitdt berechnen, wobei eine Einheit (U) als die Menge Hydrolase definiert wurde, die ein

umol Substrat in einer Minute freisetzt.

4.3.3.6 Aktivitatsbestimmung von AChE (Ellmans Test)

Assay wurde in geringfligiher Abwandlung der der Vorschrift von Ellman ef al. (Ellman et
al., 1961) durchgefiihrt. In einer 1 ml Kiivette wurden 100 pul 10 mM Acethylthiocolin (Was-
ser), 100 ul 7,8 mM DTNB und 800 ml Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,5) vorgelegt.
Nach Abgleich des Hintergrunds wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 pul AchE-Losung
im selben Puffer gestartet. Die Reaktion wurde durch Aufnahme der Absorptionsdnderung,
durch freigesetztes 5-Thio-2-nitrobenzoat, bei 412 nm verfolgt (= 13600 mol cm™ 17). Re-

aktionszeiten betrugen i. A. 120 sek, alle 10 sek wurde ein Messpunkt aufgenommen.
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4.4 Molekularbiologische Arbeiten

4.4.1 Schnellisolierung von plasmidischer DNA

Die Isolierung plasmidischer DNA erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse transfor-
mierter Zellen(Birnboim und Doly, 1979). Allerdings erfolgte die Aufreinigung nicht iiber
eine Isopropanol-Fillung, sondern durch Chromatografie an Anionenaustauscher-Siulen
(QIAgen Prepspin Plasmid Isolierung bzw. QIAgen Plasmid-Midi Kit, QIAgen, Hilden).
Auch wurden die vom Hersteller der Anionenaustauscher-Sdulen mitgelieferten Puffer ver-
wendet.

Zwei ml einer Ubernacht-Zellkultur in LB-Medium mit Ampicillin wurden zentrifugiert (4°C,
20000 x g, 10 min), das Zellpellet in Puffer resuspendiert (Tris-HCI, EDTA, pH 7,5, RNasel).
Durch Zugabe von Natronlauge (NaOH, SDS) wurden die Zellen lysiert, die Lyse nach 5 min
durch Neutralisation mit Natriumacetat-Puffer beendet. Um die ausgefillten Zelltrimmer und
Proteine zu entfernen, wurde zentrifugiert (4°C, 20000 x g, 10 min) und der Uberstand in die
Anionenaustauscher-Sdulen dekantiert. Die an die Sdulenmatrix gebundene DNA wurde nach

einem Waschschritt mit demineralisiertem Wasser eluiert. Die Lagerung erfolgte bei —20 °C.

4.4.2 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA wurde einem Protokoll von Lebaron ef al. (Lebaron et al., 1998) folgend
isoliert: Die Zellen einer 6 ml Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C,
8 min) pelletiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 1,5 ml Sucrose-Lysepuffer (Sucrose 25 %
m/v, 50 mM Tris, 50 mM EDTA, pH 8,8) resuspendiert und mit 30 pl Lysozym-Stammldsung
(100pg/ml) versetzt. Nach Inkubation bei 37 °C fiir 15 min wurden 300 pl SDS-Losung (10
% m/v) und 18 pl Proteinase K Stammldsung (20 mg/ml) zugesetzt. Einem Inkubationsschritt
bei 55 °C fiir 30 min folgte das Erhitzen in siedendem Wasser (1 min) und anschlieendes
Einfrieren in fliissigem Stickstoff.

Man aliquotierte nach dem Auftauen zu 2 x 1ml und extrahierte mit der selben Menge Phe-
nol:Chloroform:Isoamylalkohol (25:24:1). Nach Zentrifugation (10 min, 14000rpm) wurde
die wissrige Phase abgenommen und nochmals mit je 800 ul  Phe-
nol:Chloroform:Isoamylalkohol extrahiert. Verbliebenes Phenol wurde mit je 1 ml Chloro-

form aus der wiBrigen Phase gewaschen. AnschlieBend féllte man die DNA durch Zusatz von
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0,6 vol. 2-Propanol und Kiihlung auf —20 °C fiir 3 h. Die DNA wurde pelletiert (4000 rpm, 4
°C, 30 min), die Pellets mit je 500 pl 2-Propanol und mit 2 x 500 pl kaltem Ethanol (70 %, 4
°C) gewaschen. Nach Trocknung wurde die DNA in insgesamt 100 ul Wasser, dem 1 pl

RNAseA Stammlosung (10 mg/ml) zugesetzt wurde, aufgenommen.

4.4.3 Ethanol-Prazipitation von DNA

Die DNA enthaltende Losung wurde mit 1/10 des Volumens Na-Acetat Losung (3 M, pH 5,3)
gemischt und 3 Volumen Ethanol (100 %, -20 °C) zugegeben. Die Prézipitation erfolgte liber
zwei Stunden bei — 80 °C. Nach Zentrifugation (20000 x g , 4 °C) wurde der Uberstand ent-
fernt und das verbliebene Pellet mit Ethanol (70 %, -20 °C) gewaschen. Nach dem Abgieflen
der Waschlosung wurde die DNA im Vakuum getrocknet und in demineralisiertem Wasser

gelost. Die Lagerung erfolgte bei —20 °C.

4.4.4 Elektrophoretische Trennung von DNA

Die Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese erfolgte analog Sambrook(Sambrook et al.,
1989). Es wurden 1 %ige und 2 %ige Agarosegele in TAE-Puffer verwendet. Dieser diente
auch als Laufpuffer. Das Gel wurde in einen, mit einem Kamm versehenen, horizontalen
Geltrager gegossen. Der Kamm wird nach dem Auspolymerisieren der Agarose aus dem Gel
gezogen und die DNA-LGsung, mit Auftragungspuffer vermischt, in die entstehenden Pro-
bentaschen gefiillt. Durch Anlegen einer konstanten Spannung von 120 V wandert die DNA
durch das Gel. Die DNA wurde mit Hilfe von Ethidiumbromid geférbt, das in die Helix inter-
kaliert und im UV-Durchlicht eines Transilluminators bei 312 nm sichtbar gemacht und pho-
tographiert werden konnte. Gréflen und Konzentrationsbestimmungen erfolgten durch Ver-

gleich mit einem kommerziellen Standard (Bio Rad, Hercules, Ca, USA).

4.4.5 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen

4.4.5.1 Isolierung von Fragmenten mit mehr als 100 bp

Zur Isolierung von DNA-Fragment mit einer Grofe iiber 100 bp wurde das "QIAquick Gel
Extraktion Kit" (Qiagen, Hilden) verwendet und nach den Angaben des Herstellers vorgegan-
gen. Dabei wird das die DNA enthaltene Agarose-Gelstiick in einem Puffer geldst und die
DNA auf einer Kieselgelmatrix gebunden. Nach mehreren Waschschritten wird die DNA mit

Wasser eluiert.
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4.4.5.2 Isolierung von Fragmenten mit weniger als 100bp

DNA-Fragmente mit weniger als 100 bp wurden mittels einer Phenolextraktion aufgereinigt
(Sambrook et al., 1989). Das die gewiinschte Bande enthaltende, aus dem Gel ausgeschnittene
Agarosestiick, wurde in ein Kunstoffreaktionsgefal iiberfiihrt und mit einem Glasstab zerklei-
nert. Nach Zugabe des gleichen Volumens mit TE-Puffer (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA, pH
7,5-8,0) equilibriertem Phenols (Roth), wurde die Mischung mittels Schiitteln homogenisiert
und in N,(fl.) eingefroren. Die gefrorene Mischung wurde direkt zentrifugiert (20000 x g, 25
min). Man {iberfiithrte die wiBrige Phase in ein neues Kunststoffreaktionsgefdl3, versetzte mit
dem gleichen Volumen Chloroform und zentrifugierte erneut (20000 x g, 2 min). Aus der
wifrigen Phase wurde die DNA mittels einer Ethanolféllung isoliert und in 50 pul Wasser auf-

genommen.

4.4.6 In-vitro Manipulation von DNA

Restriktionsverdaue und Ligationen wurden nach den Angaben der Hersteller der Enzyme
durchgefiihrt. Um bei der Ligation von nur mit einem Enzym geschnittener Plasmid DNA
deren Selbstligation zu verhindern, wurden die 5’-stindigen Phosphatreste durch alkalische
Phosphatase aus Kilberdarm abgespalten. Um 5°-Uberhiinge z. B. nach dem Restriktionsver-
dau aufzufiillen, um mit glatten Enden zu ligieren, wurde das Klenow-Fragment verwendet.
Um geschnittene Fragmente und verwendete Enzyme von der DNA abzutrennen, wurden die
Inkubationsansétze in der Regel auf ein Agarosegel aufgetragen und die gewiinschte DNA

daraus extrahiert.

4.4.7 Polymerase Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaktion, PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion wurde zur enzymatischen Amplifizierung von DNA Frag-
menten verwendet. Das von Mullis ef al. (Mullis et al., 1986) erstmals beschriebene Prinzip

beruht auf der mehrfachen Wiederhohlung dreier Teilschritte:

* Schmelzen: Die DNA-Matrize wird bei Temperaturen >92 °C in die beiden Einzelstrdnge
aufgeschmolzen.

* Anlagerung: Bei Temperaturen zwischen 37 und 72 °C lagern sich kurze Oligonukleotide
(Primer) an, die komplementér zu einem kurzen Sequenzabschnitt am Anfang bzw. Ende

des zu vervielfiltigenden Fragments sind.
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* Synthese: bei 72 °C synthetisiert die DNA-Polymerase beginnend an den angelagerten
Primern unter Verwendung der zugesetzten Desoxynukleotide einen komplementéren

DNA-Einzelstrang. Die Synthese erfolgt dabei vom 5°- zum 3°-Ende.

In jedem Zyklus dieser drei Teilschritte kann so theoretisch aus jedem DNA Molekiil ein
Neues erhalten werden. Durch die Verwendung einer temperaturstabilen DNA-Polymerase
konnen die Zyklen direkt hintereinander in einem programmgesteuerten Thermocycler durch-

gefiihrt werden.

Tabelle 30: Zusammensetzung einer PC-Reaktion im 100pul Massstab

Komponente Zusammensetzung Menge
10 x Reaktionspuffer 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500mM KCI, 15 mM MgCl, 10 pl
1. Primer 100 uM in Wasser 1 ul
2. Primer 100 uM in Wasser 1l
DNA-Matrize Gelost in Wasser x ul, ca. 0,1 pg
Desoxynukleotid- je2,5mM 8 ul
Mischung
Tag-Polymerase xul,1U
Wasser ad 100pl1

Tabelle 31: Temperaturprogramm fiir Standard PCR

Schritt Temperatur Dauer ZyKklen
Denaturieren 95 °C 10 min 1
Denaturieren 95 °C Imin 30 sek

Anlagerung 55°C Imin 30 sek 25
Synthese 72 °C 5 min

Synthese 72 °C 10 min 1

4.4.8 PCR zur DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Methode von Sanger (Sanger et al., 1977; Sanger et
al., 1992) durchgefiihrt. Dabei wird zu einer der PCR dhnlichen Reaktion nur ein komple-
mentdres Oligonukleotid (Primer) zugegeben. An im Unterschuss zugesetzten fluoreszenz-
markierten Didesoxynukleotiden bricht die Synthese des DNA-Strangs ab. Die unterschied-

lich langen synthetisierten DNA-Strange konnen elektrophoretisch in einem Polyacrylamid-
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Gel aufgetrennt werden. Durch Auslesen dieser fluoreszenzmarkierten Fragmente kann die
Sequenz erhalten werden.

Verwendet wurde das Big Dye Terminator Kit der Firma Perkin Elmer. In einer vom Herstel-
ler gelieferten Fertigmischung befinden sich dabei bereits Puffersubstanzen, DNA-

Polymerase, Desoxynukleotide und fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide.

Tabelle 32: Zusammensetzung der Sequenzierungs-PCR

Komponente Zusammensetzung Menge
Big Dye Terminator Mix Fertigmischung (s.o.) 6 ul
Primer 2 uM in Wasser 4 ul
DNA-Matrize Gelost in Wasser x ul, ca. 0,1 pg
DMSO 1 ul
Wasser ad 20ul

Tabelle 33: Syntheseprogramm fiir Sequenzierung

Schritt Temperatur Dauer ZyKklen
Denaturieren 95 °C 6 min 1
Denaturieren 95 °C Imin
Anlagerung/Synthese 60 °C 5 min 25
Synthese 60 °C 4 min 1

4.4.9 Spezielle PCR-Techniken

4.4.9.1 Mutagenese an den Enden eines DNA-Fragments (Einfiihren von Re-

striktionsschnittstellen)

In einer PCR konnen wihrend der Vervielfiltigung am Anfang und Ende des zu amplifizie-
renden DNA-Fragments neue Nukleotide angehingt werden. Man wéhlt dafiir Primer, die zu
Anfang und Ende des DNA-Abschnitts komplementér sind, an den weitere Nukleotide ange-
hingt werden sollen. Diese Oligonukleotide werden um die gewlinschte Nukleotidsequenz
verlangert. Bei der Einfiihrung von Restriktionsschnittstellen ist darauf zu achten, dass Re-
striktionsendonukleasen auBerhalb der Erkennungssequenz noch einen Uberhang von mehren

Basenpaaren benotigen, um arbeiten zu konnen.
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4.4.9.2 Punktmutagenese innerhalb eines DNA-Abschnitts (QuikChange)

Bei der QuikChange genannten Methode zur gerichteten Mutagenese wird das gesamte Plas-
mid in einer PCR amplifiziert. Dafiir wihlt man zwei zueinander komplementire Primer, die
die gewlinschte Mutation in etwa in der Mitte tragen. Im Syntheseschritt wird nun ausgehend
von dem sich angelagerten Primer der gesamte Einzelstrang des Plasmid nachgebaut.

Nach der PCR liegen in der Losung das als Matrize verwendete Plasmid (ohne Mutation) und
das die Mutation tragende Syntheseprodukt vor. Um in erster Linie Transformanten des syn-
thetischen Vektors zu bekommen, wird die gesamte PCR-Mischung einem Dnpl-
Restriktionsverdau unterworfen. Dpnl besitzt hohe Spezifitit gegeniiber methylierter DNA.
Wihrend das aus E. coli isolierte Plasmid wihrend des Aufbaus in der Zelle methyliert wird,
tragt das in der PCR synthetisierte Produkt keine Methylierungen, so dass lediglich die Matri-
ze der PCR verdaut wird.

Die PCR-Mischung kann nach dem Dpnl-Verdau direkt zur Transformation kompetenter

Zellen verwendet werden.

Tabelle 34: Zusammensetzung einer QuikChange PCR im 100 pl Massstab

Komponente Zusammensetzung Menge
10 x Reaktionspuffer 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500mM KCI, 15 mM MgCl, 10 pl
1. Primer 100 uM in Wasser 2 ul
2. Primer 100 uM in Wasser 2 ul
DNA-Matrize Gelost in Wasser x ul, ca. 0,1 pg
Desoxynukleotid- je2,5mM 10
Mischung
pfu-Polymerase xul,1U
Wasser ad 100ul

Tabelle 35: Temperaturprogramm fiir QuikChange PCR

SCHRITT TEMPERATUR DAUER ZYKLEN
Denaturieren 95 °C 2 min 1
Denaturieren 95 °C Imin 30 sek
Anlagerung 55°C Imin 30 sek 16
Synthese 68 °C 8 min

Synthese 68 °C 10 min 1
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4.5 Chemische Synthesen

4.5.1 (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat

(R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat wurde in Anlehnung an eine Vorschrift von O'Hagan und
Zaidii (O'Hagan und Zaidi, 1992) hergestellt.

In einem 11-Dreihalskolben wurden unter Stickstoff 25 g (R,S)-2-Phenyl-3-butin-2-0l (171
mmol) in 300 ml THF abs. vorgelegt. Unter Eiskiihlung und Riihren wurden innerhalb von 10
min 80 ml 2,5 M BuLi in Toluol (200 mmol) zugetropft. Man riihrte 15 min und tropfte dann
iiber 10 min 15 ml destilliertes Acetylchlorid (211 mmol) zu. Nach vollstindiger Zugabe
wurde das Eisbad entfernt und die Reaktionsldsung eine Stunde unter Riickfluss erhitzt. Man
lie} auf Raumtemperatur abkiihlen und gab 150 ml Wasser zu. Um das Rohprodukt zu erhal-
ten, wurde 3 mal mit 300 ml Diethylether extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber
Na,SOy4 getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Destillati-
on {iber eine 20-cm-Vigreuxkolonne (114 °C, 15 mbar) erhielt man das Produkt in Form einer
farblosen Fliissigkeit (24,4 g, 130 mmol. 76 %).

"H-NMR (500,15 MHz; & in ppm gegen TMS; CDCl3) &: 1,89 (3 H; s); 2,07 (3 H; s); 2,80 (1
H; s); 7,34 (1H); 7,36 (2 H); 7,58 (2H)

BC-NMR (125,76 MHz; d in ppm gegen TMS; CDCls) &: 21,71; 32,05; 75,31; 75,56, 124,75,
124,84; 127,91; 128,33; 128,38; 142,10; 168,62

4.5.2 (R,S)-3-Methyl-1-penten-3-ylacetat

(R,S)-3-(3-Methyl-1-pentenyl)-acetat wurde in Anlehnung an eine Vorschrift von Hennion et
al. (Hennion et al., 1956) hergestellt.

In einem 100 ml Kolben wurden 17 ml (R,S)-3-Methyl-1-pentin-3-ol vorgelegt. Unter Eis-
kiihlung tropfte man langsam 17 ml Essigsdureanhydrid zu und gab 50 mg Phosphorpentoxid
zu. Nach weiteren 15 min Riihren unter Eiskiihlung lieB man auf Raumtemperatur erwidrmen
und riihrte weitere 16 h.

Nach Waschen mit 2 x 100 ml Wasser und Extraktion mit 2 x 100ml Diethylether wurde mit
gesittigter NaHCO;3-Losung behandelt, bis keine Gasentwicklung mehr zu beobachten war.
Nach weiterem Waschen mit Wasser (2 x 50 ml) wurde iiber Na,SO,4 getrocknet und die Lo-
sungsmittel am Rotationverdampfer entfernt. Nach Blitzchromatographie iiber Kieselgel (Pe-

trolether : Essigsdureethylester 4:1) erhielt man das Produkt als farblose Fliissigkeit.
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"H-NMR (500,15 MHz; & in ppm gegen TMS; CDCl3) &: 1,03 (3 H; t; J = 7.5); 1,66 (3 H; s);
1,85 (1 H; m); 1,96 (1H; m); 2,03 (3 H; s); 2,55 (1 H; s)

BC-NMR (125,76 MHz; & in ppm gegen TMS; CDCl;) &: 8,40; 21,89; 25,90; 34,67; 73,18,
75, 31; 83,75; 169,42

4.5.3 (R,S)-Phenylethylbutyramid

Phenylethylbutyramid wurde nach einer Vorschrift von Aubert et al. (Aubert et al., 1997)
hergestellt. In 80 ml getrocknetem Methylenchlorid wurden 2 ml (R,S)-1-Phenylethylamin
(1,904 g; 15,7 mmol) und 5,6 ml Triethylamin (4,076 g, 40 mmol) vorgelegt. Unter Riihren
wurden 1,64 ml Butyrylchlorid (1,67 g; 15,7 mmol) langsam zugetropft, die Losung anschlie-
Bend 2,5 h unter Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde nacheinander
mit 200 ml eiskalter Salzsdure (10 %), mit 200 ml geséattigter NaHCO;-Losung und zweimal
mit Wasser ausgeschiittelt. Nach Trocknen und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum
erhielt man 3,0 g (15,5; 98 % mmol) einer oligen klaren Fliissigkeit, die nicht weiter aufgerei-
nigt werden musste (Reinheit (GC) > 98 %).

"H-NMR (500,15 MHz; & in ppm gegen TMS; CDCl3) &: 0,92 (3 H; t; J = 7,5 Hz); 1,47 (3 H;
d;J=6,5Hz); 1,65(2H;tq;J=7,5,7,0); 2,14 (2H;t;J=7,0Hz); 5,14 (1 H;dqJ=7,5,
6,5); 5,92 (1H, b); 7,29-7,34 (5 H, m).

BC-NMR (125,76 MHz; & in ppm gegen TMS; CDCl;) &: 13,73; 19,19; 21,76; 38,74; 48,55;
126,18; 127,28; 128,62; 143,36; 172,15

4.5.4 (R,S)-Phenylethylcaprylamid

Das Caprylamid wurde analog dem Butyramid hergestellt (2,16 ml Caprylchlorid, 2,11 g, 15.6
mmol. Reaktionszeit;: 2,5 h). Nach Aufarbeitung wurde das Rohprodukt mittels Blitzchro-
matographie iiber Kieselgel (Petrolether/Ethylacetat 2:1) gereinigt. Nach Entfernung des
Laufmittels wurde das Produkt als farbloses Ol erhalten (3,3 g; 14,8 mmol; 94 %).

"H-NMR (500,15 MHz; & in ppm gegen TMS; CDCl;) &: 0,89 (3 H; t; J = 7,1 Hz); 1,25-1,33
(4H, m); 1,47 3 H; d; J=6,5Hz); 1,62 (2 H; dq ; T =7,3); 2,15 2 H; t; ] = 7,5 Hz); 5,13 (1
H; dqJ=7,0, 7,3); 5,88 (1H, b); 7,23-7,34 (5 H, m).

BC-NMR (125,76 MHz; & in ppm gegen TMS; CDCl;) &: 13,95; 21,75; 22,40; 25,45; 31,45;
36,84; 48,53; 126,19; 127,28; 128,62; 143,38; 172,23
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4.6 Methoden zur Mutagenese

4.6.1 Mutationsstamm

Der Mutationsstamm XL-1Red wurde entsprechend den Angaben des Herstellers (Stratagene,
1998)mit dem zu mutagenisierenden Plasmid transformiert und auf LB-Ampicillin-
Agarplatten ausplattiert. Nach Inkubation bei 37 °C fiir 24-36 h wurde mit 250-500 Kolonien
eine 50 ml LB-Ampicillin-Fliissigkultur inokuliert. Inkubiert wurde im Schiittelinkubator bei
37 °C, nach 12 Stunden wurde nochmals Ampicillin (50 pl Stammlésung 100mg/ml) zuge-
setzt.

Nach insgesamt 24 h wurde mit 500 pl der Kultur 50 ml LB-Amp-Medium inokuliert, die
Zellen aus der restlichen Kultur wurden durch Zentrifugation abgeerntet und Plasmide iso-
liert. Mit der neuen Kultur wurde entsprechend verfahren. Der Zyklus wurde noch weitere
fiinfmal durchlaufen. Auf diese Weise wurden Plasmide aus insgesamt sieben auf einander
folgenden Mutationsrunden erhalten, mit denen kompetente E. coli DH5a Zellen transformiert
wurden. Die Mutationshéufigkeit wurde durch Sequenzierung isolierter, plasmidischer DNA

aus zufillig ausgewédhlten Klonen bestimmt.

4.6.2 Error-prone PCR

Die Vervielfaltigung von DNA-Fragmenten mittels PCR kann unter Bedingungen durchge-
fiihrt werden, unter denen vermehrt Fehler in den neu synthetisierten DNA-Strang eingebaut
werden. Da diese verdnderten Bedingungen zu einer Stérung der Verhéltnisse fiir die PCR im
Allgemeinen fithren, muf3 mit einer verminderten Ausbeute an Produkt und mit einer geringe-
ren Reproduzierbarkeit der Reaktion im ganzen gerechnet werden. Vor allem miissen die Re-
aktionsbedingungen in weit stirkerem Mal} an die zu vervielfdltigende DNA-Matrize ange-
palBt werden, als das bei einer PCR unter optimalen Bedingungen notwendig ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte fiir die verwendeten Plasmide folgendes Verfahren etabliert

werden:
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Tabelle 36: Zusammensetzung einer Error-prone PCR im 100 pl Mafistab
Komponente Zusammensetzung Menge
10 x Reaktionspuffer 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500mM KCl 10 pl
1. Primer 100 uM in Wasser 1l
2. Primer 100 uM in Wasser 1l
DNA-Matrize Geldst in Wasser x ul, ca. 0,1 pg
Desoxynukleotide 1 x2mM; 3 x 10 mM? 10 pl
MgCl, 25 mM, in Wasser 23 pul
MnCl, 5 mM, in Wasser 10 ul
Tag-Polymerase xul,5U
Wasser ad 100pl1

a) Es wurden jeweils vier Reaktionen parallel durchgefiihrt, bei denen jeweils eines der ANTP inm Unterschuss

zugesetzt war.

Tabelle 37: Temperaturprogramm fiir Error-prone PCR

Schritt Temperatur Dauer ZyKklen
Denaturieren 95°C 10 min 1
Denaturieren 95 °C Imin 30 sek
Anlagerung 62 °C Imin 30 sek 25
Synthese 72 °C 6 min
Synthese 72 °C 10 min 1

4.6.3 DNA shuffling

Die Methode des DNA shufflings wurde sowohl zur Erzeugung von Punktmutationen ausge-
hend von Genen, die fiir die Wildtyp-Enzyme kodieren, als auch zur Erzeugung von Chimé-
ren bereits verbesserter Gen-Mutanten verwendet. Ausgehend von der von Stemmer et al.
(Stemmer, 1994a; Stemmer, 1994b) beschriebenen Methode wurde ein eigenes Protokoll ent-

wickelt.

4.6.3.1 Synthese

Zur Synthese der zu ,shufflenden Gene wurde eine Standard PCR (s. Kap. 4.4.7) durchge-
fiihrt. Um genug Ausgangsmaterial fiir die weiteren Schritte zu erhalten, wurden vier bis acht
100pul PC-Reaktionen parallel durchgefiihrt. Die Ansédtze wurden vereinigt und mit dem QIA-
gen PCR-Purification Kit aufgereinigt.
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4.6.3.2 DNAse-Verdau

33 ul des zu verdauenden Templates wurden mit 4 pl 10 x Puffer (500 mM TrisHCI pH 7.4;
10 mM MgCl,) und 1 pl MnCl; (200 mM) versetzt. Nach 15 miniitiger Vorinkubation bei 15
°C in einem Thermocycler wurden 2 pul DNAse I (Roche, verdiinnt auf 50 mU/ul) zugesetzt.
Die optimale Dauer des Verdaues wurde fiir jedes Templat empirisch neu ermittelt und lag bei
10 bis 15 Minuten bei 15 °C.

Der Abbruch des Verdaues erfolgte durch Zugabe von 20 pl Stop-Puffer. Die Mischung wur-
de auf ein Agarosegel (1% Agarose) aufgetragen und die Fragmente elektrophoretisch aufge-
trennt. Man schnitt den Bereich der Fragmente >10 bp aus. Die Prédparation der Fragmente

erfolgte mittels Phenolextraktion (s. Kap. 4.4.5.2).

4.6.3.3 Rekombination

Um aus den erhaltenen Fragmenten wieder das vollstindige Gen zusammenzusetzen, wird
eine der PCR dhnliche Synthese verwendet. Dabei werden zu den Fragmenten die fiir eine
PCR notwendigen Substanzen und Reagenzien (Puffersubstanzen, Salze, Desoxynukleotide,
DNA-Polymerase) zugegeben. Man gibt allerdings keine weiteren synthetischen Oligonu-
kleotide (Primer) zu. Da der Verdau der DNA mittels DNAse I zufillig verlauft, entstehen
Fragmente aus verschiedenenen Sequenzabschnitten, die auch Uberlappungen mit anderen
Fragmenten aufweisen. Diese Fragmente konnen nun im Uberlappungsbereich aneinander
binden und gegenseitig als Startpunkte fiir die Polymerase-katalysierte Synthese dienen.

Auf diese Weise konnen sowohl Fragmente eines Genes wieder rekombiniert werden, als
auch Fragmente von Genen, die hohe Sequenzidentitéit aufweisen (z.B. Fragmente von Genen,

die fiir Mutanten des selben Genprodukts kodieren).

Tabelle 38: Zusammensetzung einer Rekombinations-PC-Reaktion im 20 pl Massstab

Komponente Zusammensetzung Menge
10 x Reaktionspuffer 100 mM Tris-HCI (pH 8,3), 500mM KCI, 15 mM MgCl, 2 ul
DNA-Matrize Gelost in Wasser x ul, ca. 0,2 ug
Desoxynukleotide- je 2,5 mM in Wasser 2 ul
Mischung
Tag-Polymerase xul,1U

Wasser ad 20pul
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Tabelle 39: Temperaturprogramm fiir Rekombinations-PCR

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Denaturieren 95 °C 10 min 1
Denaturieren 95 °C 1 min
Anlagerung 45°C 1 min 25
Synthese 72 °C 1 min + 5 sek/Cyclus
Synthese 72 °C 10 min 1

4.6.3.4 Synthese

Als letzter Schritt wurde aus dem Gemisch der rekombinierten Fragmente das eigentlich Gen
heraus amplifiziert. Der Rekombinationsansatz wird dafiir direkt, ohne weitere Aufarbeitung,
zu einem Standard PCR-Ansatz zugegeben. Um hohere Genauigkeiten bei diesem Amplifizie-
rungsschritt zu erhalten, wird im Allgemeinen die pfu-Polymerase verwendet.

Nach Reinigung des PCR-Produkts und Restriktionsverdau wird das Gen in einen Vektor li-

giert und in einen Wirtsstamm transformiert.

4.6.4 Bestimmung der Mutationshaufigkeit

Die Mutationshédufigkeit wurde durch Sequenzierung mehrerer zufillig ausgewéhlter Klone
bestimmt. Um des weiteren einen schnelleren Uberblick iiber die zu erwartende Mutationsfre-
quenz zu erhalten, wurden Klone auf LB-Amp-Tributyrin-Rhamnose-Agarplatten ausplattiert.
Klone, die nach 4 Tagen noch keine eindeutige Hofbildungen zeigten, wurden als inaktiv be-

wertet.
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4.7 Assay-Systeme

4.7.1 Fluorimetrischer pH-Assay in MTP zur Bestimmung der

Hydrolysegeschwindigkeit

Die bei der Hydrolyse von Carbonsdureestern freigesetzte Carbonsédure bewirkt eine Senkung
des pH-Werts, die mit einem geeignet pH-sensitiven Chromo- oder Fluorophor verfolgt wer-
den kann.

Der entsprechende Ester wurde zu einer Endkonzentration von 60 mM in DMSO gel6st. Die-
se Losung wurde im Volumenverhiltnis 1:10 zu einer Suspension von 1 % (w/v) Gummi ara-
bicum in 2 mM Phosphatpufter (pH 7,5) gegeben. Man homogenisierte 10 min am Ultraturrax
und stellte anschlieBend den pH 7,5 wieder ein. Nach Zugabe von 1 % (v/v) 1 mM 6-
Carboxyfluorescein in DMSO wurden jeweils 180 pl der Assay-Losung in den Kavitdten ei-
ner 96er MTP vorgelegt. Die Reaktionen wurde durch Zugabe von 20 pl Enzymlosung bzw.
Zellysat gestartet. Die Anderung der Fluoreszenz durch pH-Wert Absenkung wurde direkt im
Fluorimeter aufgezeichnet.

Zum Nachweis geringer Aktivititen wurde ein Anfangs- und ein Endwert nach einer be-

stimmten Inkubationszeit bestimmt.

4.7.2 Amidase-Assay in MTPs

In schwarzen MTPs wurden 180ul / Well einer Emulssion von 5 mM des betreffenden Amids
(Phosphatpuffer 50 mM, pH 7,5; 10 % (v/v) DMSO; 2 % (w/v) Gummi arabicum) vorgelegt.
Zu der Losung wurden 20 ul / Well Zellaufschluss oder Hydrolaselosung zupipettiert. Die
Platte wurde versiegelt und fiir 20-24 h im Schiittelinkubator bei 37 °C; 200 rpm inkubiert.
Anschliessend gab man 50ul / Well 20 mM CNBF (in 1-Hexanol) zu versiegelte die Platte
erneut und inkubierte fiir eine weitere Stunde.

Die Fluoreszenz wurde in einem MTP geeigneten Lesegerit bestimmt (Ex. 485 nm, Em.: 538

nm).
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4.7.3 Gaschromatographische Analytik

Als Tréagergas wurde Wasserstoff verwendet. Die Injektortemperatur betrug 200 °C, die De-

tektortemperatur 250 °C oder 220

Ionisationsdetektor.

°C. Detektion erfolgte Ttiber einen Flammen-

Tabelle 40: Trennmethoden zum gaschromatographischen Nachweis der verwendeten Substanzen.

Substanz Séule Sédulendruck  Temperatur- Retentionszeit
programm
3-Phenylbuttersdure  Heptakis-(6-O-TBDMS-2,3-di- 40 kPa 80 °C, 50> 84,7 min; 85,5 min
3-Phenylbuttersdure- O-acetyl)-B-cyclodextrin in 2°C/min »> 41,9 min; 44,1 min
ethylester 0V1701, 25 m; AK Prof. Ko- 120 °C, 30°
nig, Universitit Hamburg
1-Phenylethylacetat B-3P (Macherey-Nagel) 40 kPa 100°C, 25° 10,8 min; 14,7 min
1-Phenylethanol B-3P (Macherey-Nagel) 40 kPa 18,0 min; 19,8 min
a-Terpinylacetat Heptakis-(6-O-pentyl-2,3-di-O- 40 kPa 90 °C, 60 min 36,9 min; 37,7 min
a-Terpineol methyl)-B-cyclodextrin in 40 kPa 54,8 min (-); 56,6
OV1701, 25 m; AK Prof. Ko- min (+)
Linalylacetat nig, Universitdt Hamburg 40 kPa 90 °C, 25 min
Linalool 40 kPa 19,0 min (-); 20,2
min (+)
3-Methylpent-1-in-3- 40 kPa 40 °C > 11,9 min; 13,9 min
ylacetat 2°C/min =
3-Methylpent-1-in-3- 40 kPa 55 °C, 10¢ 8,7 min
ol
3-Phenylbut-1-in-3- 40 kPa 80 °C, 15> 21, 9 min
ylactat 5 °C/ min 2
2-Phenyl-3-butin-2- 40 kPa 100 °C, 15° 20,9 min, 35,5 min
ol
Amine/Amide B-3P (Macherey-Nagel) 40 kPa 120 °C, 25> CPEA: 9,6 min (R)
10 °C/min - 10,0 min (S)
160 °C > CPEA-MAc: 39,4
2 °C/ min 2> (S)min 40,3 min
200 °C, & ®R)

4.8 Hydrolytische Umsetzungen

4.8.1 Umsetzungen im pH-Stat

Die Umsetzung erfolgte geméss der Vorschrift zur Aktivitdtsbestimmung (Kap. 4.3.3.5). Die

Hydrolyse wurde am Schreiber verfolgt. Wenn ein bestimmter Umsatz erreicht wurde wurde-
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ein 200 pl Aliquot der Reaktionsldsung entnommen und mit einem geeigneten Losungsmittel

(fiir Ester tertidrer Alkohole iso-Hexan) extrahiert.

4.8.2 Umsetzungen im 2 ml Masssstab

Die Umsetzung wurde im Theroschiittler durchgefiihrt. Die Hydrolase wurde in 2 ml
Schraubdeckelreaktionsgefdssen eingewogen und die Substratlésung (i. A. 50 mM Phosphat-
puffer pH 7,5, 2 % Gummi Arabicum in der das Substrat emulgiert war) zugesetzt. Proben

wurden zu bestimmten Zeiten genommen. Die Reaktion durch Extraktion gestoppt.

4.8.3 Umsetzung von Amiden

Zur Umsetzung von Amiden wurde das Substrat in DMSO gelosst (100 mM). Von der Sub-
stratlosung wurden 100 pl zu einer Losung der Hydrolase in 900 pul 50 mM Phosphatpuffer
pH 7,5 gegeben. Die Reaktionslosung wurde bei 40 °C im Thermoschiittler inkubiert. Nach
20 h wurde die Losung mit 1 ml Diethylether extrahiert. Der Umsatz wurde Gaschromatogra-

phisch bestimmt.
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4.9 Molecular Modeling

Die Methodik in dem Modelling-Teils dieser Arbeit wurde im wesentlichen der von H. Scheib
etablierten Vorgehensweise angelehnt (Scheib, 1999; Scheib et al., 1999). Die Grundziige der

Methode werden im Folgenden noch einmal kurz dargelegt.

4.9.1 Proteinstrukturen

Unter den untersuchten Hydrolasen waren einige, deren Struktur bereits aufgeklart werden
konnte. Hier wurde auf die in der Brookhaven Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb)

hinterlegten Daten zuriickgegriffen (Tabelle 41).

Tabelle 41: Verwendete Strukturdaten.

Hydrolase pdb- Auflosung Beschreibung Literatur
Zugangscode
Candida rugosa Li- 1LPM 2,20 A Struktur komplexiert mit (Cygler et al., 1994)
pase (R)-Menthylhexyl-
phosphonat

Geotrichum candi- ITHG 1,8 A Geschlossene Struktur der  (Schrag und Cygler,
dum Lipase Lipase ohne Inhibitor 1993)
Acetylcholinesterase 1C20 420 A Struktur des Tetramers (Bourne et al., 1999)

aus Electroporus

electricus
1C2B 450 A Monomere Struktur

Humane Acetylcholi- 2CLJ - Homologie-Model -

nesterase

Von der humanen AchE sind, neben dem verwendeten Homologie-Model, zwei weitere
Strukturen verdffentlicht (1B41, 1F8U), die jedoch mit dem Schlangengift Fasculin-II, einem
Polypeptidtoxin, komplexiert sind.

Von der AchE aus Bungarus fasciatus ist die Struktur nicht bekannt, allerdings weist sie iiber
65 % Sequenzidentitdt mit der AchE aus Torpedo californica auf, deren Struktur verdffent-
licht ist. Mit Hilfe dieser Strukturen konnte iiber den SwissModel-Service (Guex et al., 1999;
Guex und Peitsch, 1997; Peitsch, 1995; Peitsch, 1996) ein Homologiemodell erstellt werden
(Tabelle 42).
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Die BsubpNBE aus B. subtilis DSM 402 die in dieser Arbeit verwendet wurde, unterscheidet
sich von der strukturbekannten Esterase aus NRRL B8079 lediglich durch Austausch von elf
Aminosduren. Auch hier konnte ein Modell erstellt werden.

Von der Esterase I aus Ps. fluorescens wurde ebenfalls iiber den SwissModel-Server ein Mo-
dell berechnet.

Von der Schweineleberesterase (PLE) konnte kein Homologiemodell erhalten werden, da die
Sequenzidenditét in der zweiten Hélfte des Proteins mit strukturbekannten Proteinen zu gering

war.

Tabelle 42: Erstellte Homologiemodelle

Esterase Verwendete Musterdaten Anmerkung
Acetylcholinesterase aus Bungarus 1QIK, 1QIE, QII, QULJ, 1CFJ AchE aus Torpedo calfornica
fasciatus (Millard et al., 1999; Weik et al.,

2000)
p-Nitrobenzylesterase aus B. subtilis 1QE3, 1C7J, 1C71 pNBE aus anderem B. subtilis-
Stamm (Spiller et al., 1999)
Esterase I aus Ps. fluorescens 1A88, 1A8Q, 1A8S, 1IBRO Haloperoxidasen aus S. lividans, S.

aerofaciens und Ps. fluorescens

(Hofmann et al., 1998)

Die Substrate wurden manuell in die Proteinstrukturen mit den von der Software Sybyl 6.2
zur Verfiigung gestellten Werkzeugen integriert. Die Integration erfolgte so, dass die Struktur
den ersten tetrahedralen Ubergangszustand im katalytischen Zyklus der Hydrolyse darstellte,
d.h. den Zustand unmittelbar nach Angriff des Serin-Sauerstoffs an das elektrophilen Car-
boxyl-C des Substrats.

Die Orientierung der Substrate in der Bindungstasche wurde von der Lage des in der Struktur
1LPM vorhandenen Inhibitors (R)-Menthylhexylphosphonat zunéchst in die Struktur der CRL
iibernommen. Von den so erhaltenen Enzym-Substratkomplexen mit CRL wurden die Sub-
strate in die anderen Enzymstrukturen iibertragen. Nachfolgenden wurde die Lage der Sub-
strate manuell so weit korrigiert, dass mdglichst geringe sterische Interaktionen zwischen den
Struktureinheiten des Proteins und dem Substrat zu beobachten waren. Substrat-Enzym Kom-

plexe wurden jeweils parallel mit beiden Substratenantiomeren erstellt.

4.9.2 Kraftfeld

Zur genauen Berechnung eines beliebigen Systems mufl man auf quantenmechanische Me-
thoden zuriickgreifen. Diese sind allerdings fiir Systeme, die aus mehr als ein paar wenigen

Atomen bestehen, in ihrem bendtigten Rechenaufwand zu komplex fiir heutige Rechner. Zur
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schnellen Auswertung von Proteinsystemen sind selbst semi-empirische Methoden nicht ge-
eignet. Zuriickgegriffen wird hier auf Kraftfeldtheorien. Kraftfeldmethoden ignorieren den
Beitrag der Elektronenbewegung und bestimmen die Energie eines Systems lediglich {iber die
Position der Atomriimpfe eines Systems. Hervorzuheben ist der empirische Charakter der
Kraftfeldmethoden.

Die Atome eines Proteins oder eines Protein-Substrat-Komplexes unterliegen bestimmten
Kriften, die sich in Form potentialabhidngiger Wechselwirkungen ausdriicken lassen. Sind
diese Wechselwirkungen, sowie die Ausgangsposition der Atome bekannt, 148t sich {iber die
Newtonsche Bewegungsgleichung die Position dieser Atome zu jedem beliebigen Zeitpunkt
berechnen.

Die Krifte, die auf ein beliebiges Atom wirken, lassen sich in bindende und nichtbindende
Wechselwirkungen unterscheiden. Die bindenden Krifte werden determiniert durch:

* Bindungsabstand |

Gleichung 6
E, =Lk a-1,
2
* Bindungswinkel ©
Eg = %k@ O- 90)2 Gleichung 7

* Torsionswinkel ®
Eq, =k®(1-cos(n® - 9)) Gleichung 8
Zu den nicht bindenden Wechselwirkungen tragen bei:

* Van-der-Waals-Wechselwirkungen (Lenard-Jones-Potential):

-12 -12
Ey 4w =A4nn, "~ Byn, Gleichung 9

* Elektrostatische Wechselwirkungen (Coulomb-Potential):

E, = 9,9> Gleichung 10
&,

In den Gleichungen bedeuten:
1: Abstand zwischen zwei Atomen
lp: Gleichgewichtsabstand
r12: Van-der-Waals-Radius
n: Anzahl der Minima
0: Phasenverschiebung

q: Ladung eines Atoms
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€: Dielektrizitatskonstante
A, B, k sind Konstanten

Diese Wechselwirkungen kann man zu einer potentiellen Energie E,; zusammenfassen:

Epot = E; + Eo + Eo + Evaw. + Eer. Gleichung 11

Fiir ein System aus N Teilchen 14Bt sich damit die Energie als Funktion ihrer Position r dar-

stellen und man erhilt so eine mogliche Darstellung eines Kraftfeldes:

E(FN) = Z%(li _li,0)2 + Z %(Oi _@i,o)2 + Z %(l_cos(nq)_d))"'i i (Ag,'”g/_lz _Bg/rg,'

Bind Winkel Torsion i=1 j=i+l 8’1/

Racyl 00,750

—07 1 80 \'II[I”J%OO/Se rakt_
0,030 O‘y'07420

O.
Ra|k/—0,5 el

T H0,126

,\|! 0,466
H 2N HO0.,226
02134 @?—(294
0,184 »—Ng.376
N H0,186

0,216

I'Iisakt.

Gleichung 12

Verschiedenen Kraftfelder unterscheiden sich in der Gewichtung der einzelnen Kraftfeldbei-
trage. Géangige Kraftfelder sind TRipOS (Clark ef al., 1989), GROMOS (van Gusteren und Be-
rendsen, 1987), AMBER (Weiner et al., 1984) und CHARRM (Gelin und Karplus, 1979). In die-
ser Arbeit wurde das Tripos-Kraftfeld (Tripos 5.2) verwendet.

In die Coulombwechselwirkung gehen unter anderem die Ladungen der Atome ein. Atomla-
dungen kénnen z. B. nach Gasteiger-Hiickel zugeordnet werden. Dies konnte mit den in der
Software Sybyl 6.2 enthaltenen Werkzeugen direkt ausgefiihrt werden. Nach dieser Methode
werden allerdings die Ladungen am gebundenen Substrat (hier vor allem am Carbonylsauer-

stoff) und am verdnderten Histidin des aktiven Zentrums (protoniertes Ng) nicht korrekt be-
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rechnet. Nach der Zuweisung der Ladungen nach Gasteiger-Hiickel fiir den gesamten Enzym-
Substrat-Komplex, wurden diesen Atomen daher neue Partialladungen manuell zugeordnet.
Hier wurden die von Holtzwarth et al. (Holtzwarth et al., 1997) berechneten Ladungen ver-

wendet (Abbildung 47).

Abbildung 47: Partialladungen an gebundenen Substrat und aktiven Histidin nach Holtzwarth et al
(Holtzwarth et al., 1997).

4.9.3 Minimierung

Um Spanungen innerhalb des Enzym-Substrat-Komplexes abzubauen, die durch das manuelle
Einpassen des Substrats generiert wurden, erfolgte vor der Moleculardynamischen Simulation
eine Energieminimierung.

Minimierungsalgorythmen sind im Allgemeinen nur in der Lage, die Energie des Systems in
jedem Schritt zu minimieren, d. h. Schritte, die zu einer Erh6hung der Energie fiihren, sind
nicht moglich. Die Minimierung kann daher nun zum Auffinden des zur Startstruktur am
nédchsten gelegenen Minimums dienen.

Die erzeugte Startstruktur wurde zuerst mit dem Simplex- danach mit Hilfe des Powell-
Algorythmus (Powell, 1977) minimiert. Eine Kombination dieser beiden Methoden hat sich
fiir die Minimierung von Lipase-Substrat-Komplexen bereits bewdhrt (Scheib, 1999). Fiir
beide Algorithmen wurde ein Abbruch nach einem Gradienthenkriterium bzw. nach einer
vorgegebenen Anzahl von Iterationen gewihlt (Tabelle 43). Weitere Einstellungen fiir die

Minimierung wurden, wie von der Software vorgegeben, iibernommen.

Tabelle 43: Durchfiihrung der Energieminimierung

Simplex Powell
Max. Anzahl der Schritte 100 100
Abbruchkriterium Gradient Gradient
Gradient 1000 kcal/mol 0,05 kcal/mol A

Fiir die Simplex-Minimierung wurde die maximale Anzahl an Schritten in keinem Fall ausge-
schopft. Abbruch erfolgte meist bei weniger als 20 Schritten durch unterschreiten des Ener-
giegradienten von 1000 kcal/mol. Wurde bei der anschlieBenden Minimierung mit dem Po-
well-Algorithmus innerhalb der 100 vorgegebenenen Schritte das Abbruchkriterium mit ei-

nem Schwellenwert von 0,05 kcal/mol A nicht erreicht, wurde die Berechnung gestoppt. Es
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zeigte sich, dass bis dahin das System so weit entspannt war, dass kein Abbruch der MD-

Simulation erfolgte.

4.9.4 Molekulardynamische Simulation

Bei einer Molekulardynamischen (MD-)Simulation wird eine schrittweise Beschreibung eines
Systems durch Integration von Newtons Bewegungsgleichung erreicht. Resultat ist eine Tra-
jektorie, die die zeitlichen Anderung der Positionen und Beschleunigungen der das System
bildenden Teilchen beinhaltet.

Eine Darstellung der Bewegungsgleichung beschreibt iiber:

d’x, _F, Gleichung 13

dt? m,

1

Die Bewegung eines Teilchens 1 mit der Masse m; in der Richtung x;, wenn entlang dieser
Richtung eine Kraft Fy; wirkt.

Dadurch, dass fiir jedes der N Teilchen eines Systems die Gleichung in drei Raumkoordinaten
mittels Integration gelost werden mufl und die Krifte auf die Teilchen zeitlich variabel sind,
ist die Losung fiir komplexere Systeme wie Proteine mit erheblichen Rechenaufwand verbun-
den.

Entscheidende Parameter fiir die Durchfiihrung einer MD-Simulation sind die Temperatur des
Systems, die Schrittweite und die Kopplung. Die Simulation in dieser Arbeit wurden in fiinf

aufeinanderfolgenden Schritten durchgefiihrt (Tabelle 44).

Tabelle 44: Parameter der Molekulardynamischen Simulation

Temperatur Dauer  Schrittweite [fs] Kopplung Startgeschwindigkeit

[K] [fs] [fs]
Heizphase 1 5 2000 1 10
Heizphase 2 30 2000 1 10 wie vorher
Heizphase 3 70 2000 0,5 10 wie vorher
Heizphase 4 100 10000 0,5 10 wie vorher
Produktionsphase 100 2000 0,5 10 wie vorher

Wihrend jeder Phase wurde die berechnete Struktur alle 40 fs aufgenommen und in einer
Trajektorien-Datei abgespeichert. In der insgesamt 18 ps langen Simulation wurden 450 Mo-
mentaufnahmen gemacht. Die so erhaltene Trajektorie konnte mit der verwendeten Software

visualisiert werden und vermittelte so einen zeitlichen Verlauf der Dynamik des Systems.
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Auf der verwendeten Hardware (MIPS 12000 Prozessor, 400 MHz) dauerte eine Simulation
ca. 16 h.

4.9.4.1 Temperatur

Das System wurde in diesen fiinf Schritten zunichst langsam auf eine Temperatur von 100 K
aufgeheizt. Durch entsprechend lange Simulationszeiten konnte sich der simulierte Enzym-
Substrat-Komplex bei den entsprechenden Temperaturen von 5 K, 30 K, 70 K und schlie8lich
100 K jeweils entspannen und zu einer energetisch giinstigeren Konformation gelangen, bevor
dem System im ndchsten Schritt durch Erhohung der Temperatur wieder Energie zugefiihrt
wurde. Bei 100 K liel man den Komplex 10 ps relaxieren, bevor in einer weiteren 2 ps langen
Phase die schlieBlich zur Auswertung bestimmte Simulation stattfand.

Dieses langsame Vorgehen durch schrittweises Autheizen wurde gewihlt, um die Simulation
in vacuo, d. h. ohne Losungsmittelmolekiile durchfiithren zu kénnen. Dies gab auch die End-
temperatur von 100 K vor. Bei Temperaturen von 300 K hatte sich in der Simulation eine zu
hohe Beweglichkeit des Substrates in der Bindungstasche gezeigt, die nicht der Situation un-
ter realen Bedingungen, d. h. bei eingeschrankter Flexibilitit durch vorhandene Losungsmit-
telmolekiile entsprach (Scheib, 1999). Durch Simulation im Vakuum konnten die Berechnun-

gen in deutlich kiirzerer Zeit durchgefiihrt werden.

4.9.4.2 Schrittweite

Fiir die Wahl der Schrittweite wurden entsprechende Uberlegungen angestellt. Die Schritt-
weite entspricht der Zeit zwischen zwei Integrationsschritten. Wird diese zu hoch gewdhlt,
kann das System nur unvollstindig abgebildet werden. Es kann zu Instabilitit und zur Auflo-
sung des Enzym-Substrat Komplexes kommen. Kurze Abstinde zwischen den Integrations-
schritten erhoht die Rechenzeit. Hier galt es einen entsprechenden Kompromif3 zu finden. Bei
hoheren Temperaturen wurde die Schrittweite verringert, entsprechend der héheren Durch-

schnittsgeschwindigkeit der Teilchen.

4.9.4.3 Kopplung

Die Kopplung driickt {iber eine Relaxationszeit aus, wie eng das System an ein externes
Wirmebad gekoppelt ist. Eine enge Kopplung mit kurzer Relaxation bedingt, dass das System
leichter Energiebarrieren iiberwinden kann. Geringere Kopplung bringt eine verringerte
Storanfalligkeit mit sich (Pleiss, 1990).

Die Startgeschwindigkeit wurde bei den aufeinanderfolgenden Simulationsschritten jeweils

vom vorhergehenden libernommen.
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4.9.4.4 Fixierung des Proteinriickrats

Bei sdmtlichen Simulationen wurde das Proteinriickrat fixiert. Eine freie Beweglichkeit des
Riickrats hat bei Simulationen im Vakuum zur Folge, dass die Faltung des Enzyms durch das
Fehlen stabilisierender Wechselwirkungen mit dem Losungsmittel nicht aufrecht erhalten
werden kann. Dieser Effekt tritt schon bei den relativ geringen Temperaturen von bis zu 100

K auf.

4.9.5 Auswertung von MD-Simulationren

Zur Auswertung wurden die aufgenommene Trajektorie und die Struktur des bei 100 K ent-
spannten Systems herangezogen.

Durch Betrachten der Trajektorie konnten Bereiche intensiver Wechselwirkungen zwischen
Substrat und Enzymeinheiten erkannt werden. Die liefert einen Eindruck von den dynami-
schen Vorgédngen im Substrat-Enzym Komplex. Auch kdnnen mdogliche Positionen fiir eine
Verdnderung der Proteinstruktur durch gerichtete Mutagenese erkannt werden, um sterische
Wechselwirkungen zu verringern oder zu erhdhen.

Um eine Struktur zu erhalten, die ein zeitliches Mittel der Position der Teilchen des Systems
im entspannten Zustand darstellt, wurde eine mittlere Struktur von den 50 Strukturen der 2 ps
langen Produktionsphase erstellt. Zu diesem Zeitpunkt war das System hinreichend relaxiert,
um zu gewihrleisten, dass die einzelnen Strukturen keine groeren Unterschiede in Threr Ge-
samtenergie aufweisen. Weiterhin muflte sichergestellt sein, dass die Positionen der Teilchen
lediglich um einen Mittelwert schwankten, um eine gemittelte Struktur zu erhalten, die tat-
sdchlich eine Aussagekraft enthielt.

Die gemittelten Strukturen wurden geometrisch ausgewertet, d.h. Atomabstdnde und —winkel
wurden berechnet. Dies erfolgte an den Atomen des Substrats und der am katalytischen Pro-
zess beteiligten Aminoséuren. Um zu iiberpriifen, ob in dem entspannten Komplex katalyti-
sche Aktivitit zu erwarten ist, wurde betrachtet, ob es zu Wasserstoftfbriickenbindungen von
den Donoratomen (Ng des Hisuy, Oxyanionbindungstasche-Gruppen) zu den Akzeptoratomen
(Carbonyl- und Estersauerstoff des Substrates und Oy des Sera ) kommt. Die Software (Sybyl
6.2) ordnet Wasserstoffbriicken bei einem Abstand von 0,8 — 2,8 A und einem maximalen

Winkel von 120 ° zu.
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Anhang A Daten der rekombinanten Esterasen
ESTERASE GEN ENzyMm

ANZAHL GC-ANTEIL [%] AMINOSAUREN MOLEKULAR- PI
NUKLEOTIDE MASSE [DA]
[BP]

PFEI 840 61,2 280 31059 5,91
PFEII 996 65,0 332 35915 10,45
SDE 880 68,0 300 31984 4,55
BsteE 741 49,5 255 29341 5,23
BsubE 744 44,6 256 29378 5,50
BsubpNBE 1467 49,0 497 54965 4,86

Anhang B Kostenaufstellung fir automatisierten Assay auf Hydrolase und

Amidase Aktivitat

PREIS BENOTIGT FUR 768 KLONE
Pipettenspitzen 7,10 DM/ 96er Box 11 Boxen/ 78,10 DM
384 er MTP, klar steril 2,32 DM 2 (Lagerung) / 4,64 DM
96er MTP, Klar, steril 1,51 DM 8 (Expression) /12,08 DM
96 er, MTP, schwarz, nicht steril 2,78 DM 8 (Assay) /22,24 DM
L-(+)-Rhamnose (Fluka) 108,50 /50 g 384 mg/ 0,83 DM

(R/S)-Linalylacetat (Fluka)
(R/S)-a-Terpinylacetat (Fluka)
6-Carboxyfluorescein (Sigma)
CNBF (Fluka)

1-Hexanol (Fluka)

67,10 DM / 500 ml
39,70 DM / 500 ml
327,90 DM / 250 mg
84,-DM /25 g
52,90 DM / 500 ml

83 mg 0,42 mmol / 0,012 DM
83 mg 0,42 mmol / 0,007 DM
0,32 mg (0,84 umol) / 0,42 DM
169 mg (0,84 mmol) / 0,57 DM
19,2 ml /2,03 DM

DMSO (FlukA) 32,50 DM / 1000 ml 15,63 ml/ 0,51 DM
Kosten fiir 764 Klone 121,44 DM
Kosten pro Klon 0,158 DM

Nicht erfasst: Kosten fiir Amide (Industriespende)
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Anhang C Hydrophilie Analyse der Esterasen BsubE und BsteE

Hydrophilie-Analyse (B. subtilis Esterase, B. stearothermophilus Esterase) nach Kyte Doo-
little(Kyte und Doolittle, 1982), Hopp-Woods(Hopp und Woods, 1981) und mittels der Sur-
face-Exposure-Methode(Janin et al., 1978)
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Anhang D Sekundarstrukturanalyse der Esterasen BsubE und BsteE
Protein-Struktur-Analyse (B. subtilis Esterase, B. stearothermophilus Esterase) nach Garnier-

Ostguthorpe-Robson(Garnier et al., 1978)
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Anhang E CPK-Modell der Lipase aus Candida rugosa mit als Substrat
gebundenem (R)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat
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Anhang F CPK-Modell der p-Nitrobenzylesterase aus Bacillus subtilis mit als
Substrat gebundenem (R)-2-Phenyl-3-butin-2-ylacetat




Anhang 178

Anhang G CPK-Modell der Acetylcholinesterase aus Electrophorus electricus
mit als Substrat gebundenem (S)-Linalylacetat.
Der Masstab der CPK-Darstellung wurde auf 0,8 verringert, um einen Einblick in die Bin-

dungstasche zu ermoglichen.
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