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Kapitel I. Einleitung 1

I Einleitung

1 Die Bedeutung der Kohlenhydrate

Kohlenhydrate sind Bestandteil aller Lebensformen und stellen deshalb die am haufigsten
vorkommenden organischen Verbindungen der Erde dar (Wang et al. 2002). Sie fungieren
z. B. als Energiespeicher, Brennstoffe und Metabolite, Strukturelemente der Zellwand von
Bakterien und Pflanzen sowie des AuRenskeletts der Arthropoden. Kohlenhydrate kénnen
mit Proteinen und Lipiden assoziiert sein und sind Bestandteile des Grundgerists von DNA
und RNA. Zudem sind sie fur Zell-Zell-Erkennungsvorgange, Signalibermittlung, Infektionen
und Entziindungen essentiell (Brandley und Schnaar 1986; Bucior und Burger 2004; Dove
2001; Dwek 1996; Jessel et al. 1990; Spillmann 1994; Tisoncik et al. 2007; Wang et al.
2002). Kohlenhydrate machen 95% der jahrlich nachwachsenden Biomasse von ca. 200
Milliarden Tonnen aus, ihr Potential wird bis jetzt aber nur zu 4% genutzt. Da die haupt-
sachlich verwendeten fossilen Rohstoffe aber limitiert und nicht erneuerbar sind und deshalb
immer hochpreisiger werden, erlangt die Erforschung der potenziellen industriellen Nutzung
von nachwachsenden Kohlenhydraten auch aufgrund ihres ubiqitdren Vorkommens zuneh-
mend an Bedeutung (Ekholm 2012).

Kohlenhydrat-Derivate werden bereits als niedrig kalorische Zuckerersatzstoffe wie z. B. Iso-
malt, sowie als Emulgatoren in der Nahrungsmittelindustrie, als glykosidische Tenside, Ge-
frierschutzmittel und als Komponenten von Pharmazeutika und Antibiotika eingesetzt
(Drueckhammer et al. 1991). Seltene Zucker sind dabei von besonderem Interesse, da sie
z. B. Komponenten der antimikrobiell wirksamen Aminoglykoside sind oder zur Synthese von
Herzglykosiden, Inhibitoren der Zellproliferation, Virostatika und als Glukosidase-Inhibitoren
verwendet werden (Asano et al. 2003; Lu et al. 2004). Auch das Antikoagulanz Heparin, das
2001 das weltweit meistverkaufte verschreibungspflichtige Medikament darstellte, das Poly-
saccharid Hyaluronsdure zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis, der Impfstoff gegen
Haemophilus influenza Typ b und die antiviralen Wirkstoffe Oseltamivir (Tamiflu®, Roche)
und Zanamivir (Relenza®, GlaxoSmithKline) basieren auf Kohlenhydraten. Viele weitere
Wirkstoffe, wie z. B. Vakzine gegen Tumor-assoziierte Antigene, befinden sich noch in der
Testphase (Alper 2001; Liu und Ye 2012; Werz und Seeberger 2005; Dove 2001).

Die chemische Synthese dieser seltenen Zucker ist meistens sehr komplex, da eine selektive
Modifikation von Kohlenhydraten durch ihren multifunktionellen und chiralen Charakter mit ei-
ner aufwandigen Schutzgruppenchemie verbunden ist und nur zu geringen Ausbeuten flhrt
(Roper 1991; Stoppok et al. 1992; Whiteside und Wong 1985). Der Zugang zu seltenen Zu-
ckern und ihrer Derivate erfolgt deshalb zunehmend durch die Kombination von chemischen

und enzymatischen Synthesen, wozu jedoch geeignete Biokatalysatoren bendtigt werden.
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1.1 Biologische Bedeutung der b-Mannose

D-Mannose ist ein Bestandteil von Holz. Unter anderem wurde nachgewiesen, dass D-Man-
nose in Querschnitten von Pinus Radiata D. Don nach D-Glucose den zweitgroRten Kohlen-
hydrat-Bestandteil darstellt und dass der Gehalt dieser Hexose mit zunehmendem Alter die-
ser Kiefern-Art von 9,5% (1-3 Jahre) auf 14,5% (26-30 Jahre) ansteigt, was in dem bei juve-
nilen Baumen erhéhten Anteil an Druckholz begriindet ist (Berrocal et al. 2004; Saka 2001).
D-Mannose kommt au3erdem in Glykoproteinen und auf Zelloberflachen vor (Taguchi et al.
2003). Die Hexose ist z. B. Bestandteil des O-Polysaccharids der Lipopolysaccharidschicht
von Providencia alcalifaciens, einem gramnegativen, peritrich begeil3elten, fakultativ anaero-
ben, Penicillin-resistenten Stabchen, das nosokomiale Infektionen verursacht (Ovchinnikova
et al. 2009). Zudem exponieren apoptotische Zellen wie die murinen Leukamie-Zellen L1210
im Mausmodel verstarkt a-D-Mannose- und p-D-Galactose-reiche Glykoproteine in ihrer Plas-
mamembran, weshalb die Verwendung von D-Mannose als selektiver Marker zur Identifizie-
rung und Isolierung apoptotischer Zellen diskutiert wurde (Bilyy et al. 2005).

D-Mannose spielt eine wichtige Rolle bei der Protein-Glykosylierung. Es ist dokumentiert,
dass einige angeborene Glykosylierungsdefekte (Congenital disorders of glycosylation,
CDG) mit der Mutation von Enzymen des Mannose-Metabolismus assoziiert sind (Freeze
und Sharma 2010; Jaeken et al. 1993). Bei diesen vererbten Multisystem-Storungen kdnnen
Erkrankungen der Klasse CDG |, die durch Defekte im N-Glykan-Aufbau verursacht sind,
und weiter zur Untergruppe Ib, die durch eine Phosphomannose-lsomerase-Defizienz (EC
5.3.1.8.) gekennzeichnet ist, durch die Einnahme von D-Mannose behandelt werden (Aebi et
al. 1999; Niehues et al. 1998).

Mit der Bestimmung der D-Mannose-Konzentration im Blut ist die Diagnose von Diabetes
mellitus und von chronischer Glomerulonephritis méglich, da die Serum-Konzentration der
Hexose bei diesen Erkrankungen erhoht ist (Pitkénen et al. 1997).

In den ersten industriellen Syntheseprozessen wurde D-Mannose durch Saurehydrolyse aus
Birken- bzw. Buchenholz oder durch Verarbeitung von Glucose unter Hochtemperatur in Ge-
genwart eines Molybdat-Katalysators hergestellt (Takasaki 2007). Da die Ausgangsmate-
rialien aber knapp und die Reagenzien teuer waren, wurden andere Prozesse entwickelt.
Heute wird Mannose z. B. durch eine thermostabile Mannose-Isomerase aus Pseudomonas
spec. in Gegenwart einer reduzierenden Schwefelsaureverbindung (z. B. Natriumsulfit, Natri-
ummetabisulfit) bzw. Ammoniumverbindung (z. B. Ammoniumchlorid, Ammoniumsulfat) bei
40-60°C und pH 5-8 im grof3en Malstab aus Fructose synthetisiert. Durch Zugabe einer Glu-
cose-lsomerase kann D-Mannose auch aus D-Glucose gebildet werden, einem preiswerten
bulk-Kohlenhydrat (Takasaki 2007). Au3erdem ist ein Prozess zur Isolierung und Reinigung
von D-Mannose aus Palmkernen dokumentiert. Dabei werden die Kerne zunachst mit

Schwefelsaure bei 100°C hydrolysiert und dann mit Mannan-abbauenden Enzymen fermen-
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tiert. Nach der Filtration Uber eine Saule mit Silicagel, Entsalzung durch lonenaustauscher
und Kristallisierung mittels Ethanol wird reine D-Mannose mit einer Ausbeute von 48,4% des
Palmkern-Gewichts erhalten (Zhang et al. 2009).

D-Mannose wird unter anderem zur Mannitolsynthese verwendet und ist Bestandteil von Zell-
kulturmedien. Da die Hexose das Wachstum von Salmonella spec. hemmt, wurde ihre Ver-
wendung als Trinkwasser- und Futtermittel-Zusatz in der Gefliigelzucht diskutiert. Aul3erdem
verbessert sie den Geschmack verschiedener Nahrungsmittel, weshalb ihr Einsatz als Le-
bensmittelsupplement ebenfalls diskutiert wurde (Takasaki 2007).

Neben der bereits angefihrten Behandlung der CDG besteht eine grol’e Nachfrage nach
D-Mannose als Antibiotika-Ersatz in der Langzeit-Pravention von unkomplizierten Harnwegs-
infekten (Abraham et al. 1985; Head 2008; Michaels et al. 1983; Tao et al. 2011; Toyota et
al. 1989). Harnwegsinfekte werden initiiert durch die Bindung pathogener Bakterien an die
Rezeptoren der Uroephitelzellen. Diese Bindung wird vermittelt durch bakterielle Adhasine
(Johnson 1991; Toyota et al. 1989). Typische Adhasine uropathogener E. coli, die 90% der
Harnwegsinfekte verursachen, sind Typ 1 Fimbrien, P-Fimbrien und X Adh&sine. Dabei kann
die von Typ 1 Fimbrien vermittelte Adhdrenz durch D-Mannose blockiert werden, weshalb der
Mechanismus auch als Mannose-sensitive Adhasion bezeichnet wurde (Salit und Gotschlich
1977). Aulderdem blockiert D-Mannose im Mausmodell nicht nur die Adhasion, sondern ver-
hindert auch die Invasion des Erregers in die Blasenepithelzellen und die anschlieffiende Bio-
film-Bildung (Wellens et al. 2008). Bei Pseudomonas aeruginosa, einem anderen uropatho-
genen gram-negativen Stabchen, wurden in einer Zellkultur durch Zugabe von 1-4% D-Man-
nose sogar 27-40% der Flagellen entfernt und die Beweglichkeit und somit auch die Virulenz
des Bakteriums stark eingeschrankt (DeGraft-Hanson und Heath 1990).

Harnwegsinfekte stellen in den USA mit jahrlich 8,3 Millionen Arztbesuchen und geschatzten
Kosten von 1,6 Milliarden US-Dollar die zweit-haufigsten Infektionen dar und auch in
Deutschland erkrankt jede zweite Frau mindestens einmal in ihrem Leben daran (Head 2008;
Tao et al. 2011; Wagenlehner et al. 2011). Dabei ist die Rezidivrate mit 50% im ersten Jahr
sehr hoch. AuRerdem sind Harnwegsinfekte mit 155000 Fallen pro Jahr die haufigsten noso-
komialen Infektionen in Deutschland (Gastmeier und Geffers 2008). Da sich die Antibiotika-
Resistenz der auslésenden Pathogene allmahlich erhéht und die Behandlung mit Antibiotika
oft mit unerwlinschten Arzneimittelwirkungen einhergeht, steigt die Nachfrage nach D-Man-
nose stetig an (Head 2008).

1.2 Biologische Bedeutung der b-Rhamnose

Wahrend L-Rhamnose eine in der Natur weit verbreitete 6-Deoxyhexose darstellt, die in
zahlreichen Oligo- und Polysacchariden pflanzlichen oder mikrobiologischen Ursprungs vor-

kommt, ist das D-Enantiomer sehr selten (Giraud und Naismith 2000; Kneidinger et al. 2001;
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Maki et al. 2002; Webb et al. 2004). b-Rhamnose (6-Deoxy-D-mannose) ist eine Komponen-
te des O-spezifischen Antigens der Lipopolysaccharidschicht (LPS-Schicht) von Gram-nega-
tiven Menschen- und Pflanzenpathogenen und ist fur die Wirt-Bakterium-Interaktion sowie
die Etablierung der Infektion verantwortlich. Deshalb besitzt D-Rhamnose Potential fir die
Entwicklung von Oligosaccharid-Impfstoffen (Arsenault et al. 1990; Fauré et al. 2007; Giraud
und Naismith 2000; Knirel et al. 1988; Osman et al. 1988, Rocchetta et al. 1999; Sadovskaya
et al. 2000; Webb et al. 2004). Die Bedeutung der b-Rhamnose flir die Virulenz pathogener
Bakterien konnte bei Pseudomonaden gezeigt werden. Die Synthese der LPS-Schicht ohne
D-rhamnosyliertes O-Antigen flihrte zu einer starken Reduktion der Virulenz und dariber hi-
naus zu einer gesteigerten Sensitivitat der Bakterien fiir Antibiotika und Serum-Komponenten
(Ramm et al. 2003).

D-Rhamnose konnte u.a. auch als Komponente der O-spezifischen Oligosaccharide der LPS-
Schicht der Phytopathogene Pseudomonas syringae pv. phaseolicola und Xanthomonas
campestris (Hickman und Ashwell 1966; Smith et al. 1985), des extrazellularen Glykans von
Myxobacterium 402 (Morrison et al. 1987), des S-Layer-Glykoproteins von Aneurinibacillus
thermoaerophilus L420-91T und der LPS-Schicht von humanpathogenen Bakterien, wie
Burkholderia cepacia (Cerantola und Montrozier 1997), Campylobacter fetus (Senchenkova
et al. 1996), Stenotrophomonas maltophila (Cerantola und Montrozier 1997, LiPuma 2000;
Winn und Wilkinson 1998) und Helicobacter pylori (Kocharova et al. 2000) nachgewiesen
werden. Zum ersten mal wurde D-Rhamnose 1962 aus den kapsuldren Polysacchariden ei-
nes Gram-negativen motilen Bodenbakteriums, des sogenannten ,Stamm GS*, isoliert (Mar-
kovitz 1962).

In Mikroorganismen ist die Vorstufe der natlirlich vorkommenden D-Rhamnose die nukleotid-
aktivierte GDP-D-Rhamnose, die in 2 enzymatischen Reaktionen aus GDP-D-Mannose gebil-
det wird (Currie et al. 1995; Lightfood und Lam 1993; Webb et al. 2004). Zunachst setzt die
GDP-Mannose-4,6-Dehydratase (Gmd) GDP-D-Mannose zu GDP-4-Keto-6-deoxy-D-manno-
se um, das anschlieRend durch die GDP-4-Keto-6-deoxy-D-mannose-Reduktase (Rmd) zu
GDP-D-Rhamnose reduziert wird (Kneidinger et al. 2001; Maki et al. 2002, Rocchetta et al.
1998). Dabei fungieren NADH und NADPH als Hydrid-Donoren (Kneidinger et al. 2001).

Da in Menschen und Tieren D-Rhamnose und das flir die Synthese von D-Rhamnose erfor-
derliche Schlisselenzym Rmd nicht vorkommen, wurde Rmd als Target fiir die Entwicklung
neuer Antibiotika diskutiert (Maki et al. 2002; Ramm et al. 2003; Webb et al. 2004). Die Kris-
tallstruktur der Rmd aus Pseudomonas aeruginosa wurde bereits bestimmt, um das Design
geeigneter Inhibitoren des Enzyms durch molekulares Modelling zu ermdglichen (Kneidinger
et al. 2001).

Da Oligosaccharide aus der Artischocke (Cyana scolymus) ebenfalls D-Rhamnose enthalten,

kdnnte die 6-Deoxyhexose auch als Antiallergikum und als Bestandteil von sogenanntem
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,Health Food“ angewendet werden. Ester der D-Rhamnose werden bereits jetzt als entzin-
dungshemmende Agenzien und Sonnenschutzfaktoren in Kosmetika und pharmazeutischen
Praparaten verwendet. Aufgrund ihrer vielfaltigen potentiellen Funktionen besteht zunehmen-

des Interesse an der industriellen Synthese dieser 6-Deoxyhexose (Giffhorn 2011).

2 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase aus Sinorhizobium more-
lense S-30.7.5

Das Enzym 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase (AFR, EC 1.1.1.292) wurde aus Sinorhizobi-
um morelense S-30.7.5. isoliert, einem symbiontischen Stickstoff-fixierenden Bakterium, das

zur Familie der Rhizobiaceae gehort (Kihn et al. 2006).

2.1 Reaktion und Substrate der 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase

Die AFR katalysiert die stereoselektive Reduktion von 1,5-Anhydro-D-fructose (1,5-AF) zum
Polyol 1,5-Anhydro-D-mannitol (1,5-AM) bei gleichzeitiger Oxidation des Cosubstrates
NADPH (vgl. Abbildung 1). Dabei findet ein Hydrid-Transfer vom Nicotinamid-Ring des Co-
substrates zum Substrat statt (Dambe et al. 2006). Neben einem geringen Anteil von Dime-
ren sind zwei Formen des Edukts 1,5-AF nachgewiesen worden, wobei das Gleichgewicht
fast vollstandig auf der Seite des Hydrates lag (Andersen et al. 2002; Broberg et al. 1999;
Taguchi et al. 1993). Die AFR reduziert die Keto-Form der 1,5-AF (Dambe et al. 2006).

OH OH N o— ﬁ .
HO OH i

OH MNADPH NADF‘*
+ Ht
1,5-AF 1,5-AM

Abbildung 1: Reduktion der Keto-Form von 1,5-Anhydro-D-fructose (1,5-AF) zu 1,5-An-
hydro-D-mannitol (1,5-AM) durch 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase aus S. morelense
S$-30.7.5..

Das Substratspektrum der AFR ist sehr begrenzt. Neben 1,5-AF werden auch die Struktur-
analoga D-Glucoson und 3-Keto-1,5-AF stereoselektiv zu den korrespondierenden manno-
konfigurierten Produkten reduziert, allerdings mit einer viel geringeren Aktivitat. Weitere 2-
Ketoaldosen (Osone) werden zu Gemischen aus verschiedenen Anteilen manno- und gluco-
konfigurierter Aldosen reduziert (Kiihn 2004; Kiihn et al. 2006). Osone sind seltene Verbin-
dungen, die z. B. durch enzymatische Oxidation verschiedener Hexosen mit Pyranose-2-Oxi-
dase (EC 1.1.3.10) synthetisiert werden konnen (Giffhorn 2000; Huwig et al. 1994). In der

Pyranoseform sind Osone Strukturanaloga der 1,5-AF (Freimund und Koépper 2004). Diese
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Pyran-Ringstruktur mit der C2-Carbonylgruppe ist fir die Reduktion durch AFR aus S.
morelense S-30.7.5. essentiell (Kihn et al. 2006).

2.2 Funktion der 1,5-Anhydro-D-fructose im Stoffwechsel von Sinorhizobien

1,5-AF wurde bis jetzt unter anderem in Bakterien, Algen, héheren Pflanzen, Tiergeweben
und menschlichen Zelllinien nachgewiesen, was auf ihr ubiquitdres Vorkommen hindeutet
(Broberg et al. 1996; Kametangi et al. 1996; Konishi et al. 2000; Shiga et al. 1993; Yama-
nouchi et al. 2003).

Wahrend die Bedeutung dieses zyklischen Ethers fiir die Organismen bis jetzt noch nicht
geklart ist, konnte die Funktion der verschiedenen biologisch aktiven Metabolite bereits be-
stimmt werden. Bei Ratten wurde die 1,5-AF unter anderem in der Leber, den Adrenaldrisen
und der Milz nachgewiesen, wo sie analog zu ihrer Synthese in Pilzen und Algen durch eine
a-1,4-Glucanlyase gebildet wird (Kametani et al. 1996). Der Katabolismus dieses Kohlenhy-
drats unterscheidet sich bei den Mitgliedern der verschiedenen Reiche jedoch grundlegend.
In Saugerzellen wird 1,5-AF stereoselektiv durch eine AFR (EC 1.1.1.263) zu 1,5-Anhydro-D-
glucitol (1,5-AG) reduziert, was den zweiten Schritt des Third Glycogenolytic Pathways dar-
stellt, bei dem ausgehend von Glykogen in drei Enzym-katalysierten Schritten 1,5-AG-6-
Phosphat gebildet wird (Kametani et al. 1996; Sakuma et al. 1998). 1,5-AG ist bei Saugern
das haufigste Polyol des Blutplasmas und der Cerebrospinalflissigkeit, wobei der individu-
elle Serumspiegel von 1,5-AG durch verschiedene Regulationsmechanismen konstant ge-
halten wird (Buse et al. 2003; Knowler 1994; Pitkanen 1973; Pitkanen und Pitkanen 1992;
Servo und Pitkanen 1975). Dabei ist die 1,5-AG-Konzentration im Blut bei gesunden Indivi-
duen und Patienten mit Diabetes Typ Il unterschiedlich, was 1,5-AG zu einem glykdmischen
Marker in der Diabetes-Kontrolle machte (Buse et al. 2003). 1,5-AG wird hauptsachlich durch
die Nahrung aufgenommen und nur ein geringer Anteil wird durch Reduktion der 1,5-AF in
der Leber synthetisiert (Yamanouchi und Akanuma 1994). In Saugern besteht die natirliche
Funktion von 1,5-AG in einer Stimulation der Insulin-Sekretion, die zu einer gesteigerten Glu-
cosetoleranz flihrt (Yamanouchi et al. 2003).

Ebenso gestaltet sich der Katabolismus von 1,5-AF in Pflanzen, wobei die zugehorige
NADPH-abhangige AFR bis jetzt noch nicht isoliert werden konnte (Konishi et al. 2000).

Im Gegensatz dazu wurde in Rotalgen und Pilzen der 1,5-Anhydro-D-fructose-Pathway nach-
gewiesen, der unter Stressbedingungen induziert wird (Bauté et al. 1991; Yu et al. 1995; Yu
und Fiskesund 2006). Bei diesem Pathway entstehen durch Spezies-spezifische 1,5-AF-De-
hydratasen Sekundarprodukte wie Microthecin, 5-Epipentomycin und die tautomeren Asco-
pyrone (Bauté et al. 1993; Bauté et al. 1991; Bauté et al. 1986; Bauté et al. 1988; Thomas et
al. 2002; Yu 2005). Ascopyron wird seit einiger Zeit als potenzielles antimikrobielles Agenz

eingesetzt (Andersen et al. 2002; Elsser et al. 2003). Da es auf Gram-positive und Gram-
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negative Bakterien wirkt, vermutet man, dass seine naturliche Funktion der Schutz der Pilze
vor Bakterien ist (Thomas et al. 2002).

Der gleiche glykogenolytische Abbauweg wurde auch in Mikroorganismen nachgewiesen. In
E. coli C600 wird unter Glucose-Mangel 1,5-AF zu 1,5-AG reduziert. 1,5-AG induziert
anschlieftend die Glykogenolyse und gewahrleistet so die Versorgung der Zelle mit Glucose.
Sind Glucose oder 1,5-AG-Phosphat im Nahrmedium vorhanden, wird der Glykogen-Abbau
nicht angeregt (Shiga et al. 1999).

Die in Saugern, Pflanzen, Rotalgen, Pilzen und E. coli vorkommende AFR ist folglich ein re-
gulatorisches Protein, dessen Produkt 1,5-AG eine Signalfunktion in der Glykogenolyse be-
sitzt (Konishi et al. 2000; Sakuma et al. 1998; Shiga et al. 1999).

Da die AFR aus S. morelense S-30.7.5. jedoch zum Wachstum auf 1,5-AF als einziger Koh-
lenstoffquelle bendtigt wird, handelt es sich bei dieser AFR um ein metabolisches Enzym. In
S. morelense wurde ein alternativer 1,5-Anhydro-D-fructose-Pathway nachgewiesen, bei dem
aus 1,5-AF durch eine strikt NADPH-abhangige AFR 1,5-Anhydro-D-mannitol (1,5-AM) gebil-
det wird (Kihn 2004).

Der 1,5-Anhydro-D-fructose-Weg in Rhizobien

Beim 1,5-Anhydro-D-fructose-Pathway handelt es sich um einen katabolischen Abbauweg
der a-Glucane in Bakterien, Algen und Pilzen, der durch einen biotischen oder abotischen
Stressfaktor induziert wird (Yu et al. 1995; Yu und Fiskesund 2006). Die erste Reaktion die-
ses Abbauwegs besteht in der Freisetzung der 1,5-AF vom nicht-reduzierenden Ende der
Starke oder des Glykogens durch die a-1,4-Glucanlyase (Yu et al. 1993; Yu und Pedersen
1993; Yu et al. 1995).

In Rhizobien wird 1,5-AF anschlieRend durch eine NADPH-abhangige AFR (EC 1.1.1.292)
stereoselektiv zu 1,5-AM reduziert. Dabei ist eine Stimulation des Glykogenabbaus durch
1,5-AM, wie es fur 1,5-AG bei E. coli C600 gezeigt wurde, denkbar (Shiga et al. 1999). 1,5-
AM wird anschlielRend durch eine C1-Hydroxylierung zu D-Mannose umgesetzt, die in den
Entner-Doudoroff-Weg eingeschleust werden und auf diese Weise als leicht verwertbare
Kohlenstoffquelle in den Metabolismus der Bakterien eintreten kann. Im Zellextrakt von
S. morelense S-30.7.5. wird die Hydroxylierung von 1,5-AM durch ein P450-Monooxygena-
se-System katalysiert (vgl. Abbildung 2, Kiihn et al. 2006).
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OH NﬁDPHd—[ NADP+
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15-AF (OH 15-AM
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Abbildung 2: 1,5-Anhydro-D-fructose-Katabolismus in S. morelense S$-30.7.5.. AFR: 1,5-
Anhydro-D-fructose-Reduktase, CYP: Cytochrom P450, CYPR: CYP-Reduktase, ED-path-
way: Entner-Doudoroff-Weg (Kuhn et al. 2006).

Die biologische Funktion dieses Abbauweges in Rhizobien konnte noch nicht eindeutig ge-
klart werden. Die Reduktion von 1,5-AF zu 1,5-AM kdénnte die Versorgung symbiontischer
Gemeinschaften aus S. morelense S-30.7.5. und der Wirtspflanze mit Kohlenhydraten regu-
lieren, bei denen 1,5-AF aus dem lytischen Glucan-Abbau gebildet werden kénnte (Konishi
et al. 2000). Es ist bekannt, dass in S. morelense S-30.7.5 durch 1,5-AF alle Enzyme des
AF-Weges induziert werden (Kuhn et al. 2006). Der Abbauweg wird nur aktiviert, wenn 1,5-
AF die einzige Kohlenstoffquelle ist, sind D-Mannose oder D-Glucose vorhanden, kann keine
AFR-Aktivitat detektiert werden (Kihn et al. 2006). Die Oxidation von 1,5-AM zu D-Mannose
durch eine P450-Monooxygenase konnte die Signalfunktion des Polyols auflésen und das
Produkt D-Mannose kdnnte als bevorzugtes Wachsstumssubstrat verwendet werden (Yu und
Fiskesund 2006).

Stosik konnte in S. meliloti 1021 die Existenz der AFR und der von Kihn postulierten P450
Monooxygenase (CYP), die vom ORF Y01812 kodiert wird, nachweisen und die Reaktionen
des in Abbildung 2 dargestellten AF-Pathways in vitro verifizieren, wobei die Monooxygena-
se-Aktivitat durch Fusionierung mit den Elektronen-Transfer-Proteinen Putidaredoxin-Reduk-
tase (camA) und Putidaredoxin (camB) aus Pseudomonas putida hergestellt werden konnte.
Aulerdem wurde die Enzymaktivitdt durch Deletionsexperimente, in denen S. meliloti 1021
die Fahigkeit zum Wachstum auf 1,5-AF als einziger Kohlenstoffquelle verloren hatte, ge-
zeigt (Stosik 2008).

In S. meliloti 1021 liegt das afr-Gen auf dem 3,65 Mb Hauptchromosom, das die Mehrheit

der Gene enthalt, die fir metabolische Kern-Funktionen kodieren (Kihn et al. 2006). Dies
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konnte darauf hindeuten, dass die AFR eine essentielle metabolische Funktion besitzt, be-
sonders, da die korrespondierenden Gene auch in den intrazellularen Pathogenen Brucella
suis und B. melitensis vorkommen, die eklatante metabolische Ahnlichkeiten mit Pflanzen-
symbionten wie S. meliloti und M. loti zeigen (DelVecchio et al. 2002; Paulsen et al. 2002).
Die Gen-Region, die das afr-Gen in S. meliloti 1021 umgibt, lieferte jedoch keine weiteren
Hinweise auf die AFR-Funktion (Kihn et al. 2006).

2.3 Die Tertiarstruktur der 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase

Die AFR aus S. morelense S-30.7.5. ist ein Monomer und besteht aus zwei strukturellen Do-
manen, zwischen denen in einer tiefen Spalte die Bindungstasche fiur den Dinukleotid-Co-
faktor NADP(H) und das aktive Zentrum mit der katalytischen Triade Lysin 94, Aspartat 176
und Histidin 180 liegen (vgl. Abbildung 3) (Dambe et al. 2006). Die groRte strukturelle Homo-
logie besitzt die AFR zu einer Untereinheit der Glucose-Fructose-Oxidoreduktase (GFOR,
EC 1.1.99.28) aus Zymomonas mobilis, die zur GFO/IDH/MocA-Proteinfamilie gehort (Kihn
et al. 2006). Obwohl die Aminosauresequenzen nur zu 26% Ubereinstimmen, sind die soge-

nannten a-fraces beider Proteine nahezu identisch (Dambe et al. 2006).

Abbildung 3: Tertidarstruktur der 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase in Banderdar-
stellung. Das Modell wurde anhand der Strukturdaten (Dambe et al. 2006) mit der Software
YASARA Model erstellt. Die katalytische Triade ist im Stabchenmodell mit Atomfarben dar-
gestellt. Rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff, tirkis: Kohlenstoff. Gelbe Stabchendarstellung:
NADP".
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Die N-terminale Doméane der AFR (Aminosaurereste 1-120) zeigt ein typisches af3-Dinukleo-
tid-Bindemotiv, die sogenannte Rossmann-Faltung, die aus einem zentralen B-Faltblatt be-
steht, das von sechs a-Helices umgeben ist, wobei eine Helix zur C-terminalen Domane ge-
hort (Dambe et al. 2006). Obwohl die Aminosduresequenzen der Rossmann-Faltung unter
den NAD(H)/NADP(H)-Bindeproteinen weit verbreitet ist, ist nur die sogenannte fingerprint-
Region konserviert, die allgemein ca. 30 — 35 Aminosaurereste lang ist und aus den B-Falt-
blattern 1 und 2 und der verbindenden Helix a1 besteht (Bellamacina 1996; Wierenga et
al. 1986). Bei der AFR wird diese Region von den Resten 3-33 gebildet. Das zentrale Motiv
der fingerprint-Region stellt bei NADP(H)-Bindeproteinen eine Glycin-reiche Region mit der
Konsensussequenz GxGxxA dar, wobei das erste Glycin wichtig fir eine enge Kurve des
loops zwischen B-Faltblatt 1 und Helix a1 ist (Hanukoglu und Gutfinger 1989). Das konser-
vierte Alanin liegt in der ersten Kurve von Helix a1 und seine Seitenkette ist gegen das (-
Faltblatt gerichtet. Die Sequenz der fingerprint-Region der AFR lautet 8-GASTIA (vgl.
Abbildung 4) (Dambe et al. 2006).

Abbildung 4: Fingerprint-Region der 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase. Zentrales Mo-
tiv ist der loop zwischen B-Faltblatt 31 und Helix a1 (gelb). Die Kontaktflache zwischen dem
zentralen B-Faltblatt und der Helix a1 ist griin dargestellt (Dambe et al. 2006).

Der Cofaktor ist dabei in einer gestreckten Konformation gebunden, wobei der Adenin-Ring
und der Nicotinamid-Ring zueinander in anti-Position stehen. Dabei liegt der Adenin-Ring in
einer anderen Orientierung vor als in der GFOR aus Z. mobilis (Gallivan und Dougherty
1999).

Die C-terminale Doméne (Aminosaurereste 121-333), die das aktive Zentrum enthalt, be-
steht aus einem groRRen hauptsachlich antiparallel orientierten 8-strdngigen (-Faltblatt, das
die Struktur der AFR an einer Seite abschlief3t, und 5 a-Helices, wobei die Helices a8 und
a10 in der bereits erwahnten tiefen Spalte zwischen den beiden Domanen lokalisiert und an

Cosubstrat- und Substratbindung beteiligt sind. Helix a6 tritt in Wechselwirkung mit dem C-
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terminalen B-Faltblatt und Helix a9 komplettiert die Rossmann-Faltung durch die Bindung an
das B-Faltblatt der N-terminalen Domane. Durch Aminosauresubstitutionen konnte Kiihn zei-
gen, dass mindestens die drei Aminosaurereste Lysin 94, Aspartat 176 und Histidin 180 an
der Katalyse beteiligt sind (Dambe et al. 2006). Da Histidin 180 in aquivalenter Position zum
Saure-Basen-Katalysator Tyrosin 217 in der GFOR liegt, fungiert dieser Rest wahrscheinlich
ebenfalls als Saure-Basen-Katalysator und gewahrleistet durch Polarisierung der Carbonyl-
funktion der 1,5-AF den Transfer des Hydrids von NADPH auf die si-Seite des Substrats
(Cosgrove et al. 1998; Kihn et al. 2006). Dabei liegen die Reste Histidin 121 und Histidin
122 in der Tertiarstruktur nahe genug zu Histidin 180, um den Aufbau einer Wasserstoff-
Briicken-Kaskade zu ermdglichen (Dambe et al. 2006).

Im aktiven Zentrum der Malat-Dehydrogenase, der Lactat-Dehydrogenase bzw. den Mitglie-
dern der GFO/IDH/MocA-Proteinfamilie Inositol-Dehydrogenase und MocA befinden sich
ebenfalls Histidinreste (Birktoft und Banaszak 1983; Dambe et al. 2006).

Aufgrund des charakteristischen NADP(H)-Bindemotivs, dem konservierten Substrat-Binde-
motiv und der katalytischen Triade wird die AFR zur GFO/IDH/MocA-Proteinfamilie gezahlt
(Kuhn et al. 2006).

Die Primarstruktur der AFR aus S. morelense S-30.7.5. zeigt keine Homologien zur hepa-
tischen AFR (Dambe et al. 2006; Konishi et al. 2000; Sakuma et al. 1998). Die eukary-
ontische Variante bildet keine Rossmann-Faltung aus, zeigt strukturelle Homologien zu ver-
schiedenen Mitgliedern der Aldose-Reduktase-Familie und besitzt vermutlich deren charak-

teristische a/B-Fass-Faltung (Harrison et al. 1994; Jez et al. 1997).

3 Proteinengineering

Im Laufe der Evolution wurden Enzyme optimal an ihre Aufgaben unter physiologischen Be-
dingungen angepasst. Dies hat oft eine eingeschrankte Stabilitat und Aktivitat zur Folge. Ins-
besondere die Anpassung an niedrige Temperaturen hat negative Auswirkungen auf den in-
dustriellen Einsatz dieser Enzyme. Aullerdem sind viele Biokatalysatoren in Lésemitteln oder
bei extremen pH-Bereichen wegen des fehlenden Selektionsdrucks in der Natur inaktiv
(Sheldon 1999). Deshalb mussen die meisten nattirlich vorkommenden Enzyme vor ihrer An-
wendung durch verschiedene Mechanismen des Proteinengineerings an die speziellen An-
forderungen des jeweiligen Syntheseprozesses angepasst werden. Durch Proteinenginee-
ring konnte bis jetzt unter anderem das Substratspektrum von Enzymen erweitert, ihre Enan-
tioselektivitat verandert, ihre Stabilitat bei extremen Temperaturen, pH-Werten oder in orga-
nischen Losemitteln verbessert oder ihre Cofaktor-Spezifitdt gedndert werden (Carr et al.
2003; Glieder et al. 2002; Hao und Berry 2004; Joo et al. 1999; Kihn et al. 2006; May et al.
2000; Merz et al. 2000; Miyazaki et al. 2000; Moore und Arnold 1996; Reetz et al. 1997;
Yoshikuni et al. 2006).
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Enzymatische Eigenschaften konnen grundséatzlich durch zwei verschiedene Ansatze modifi-
ziert werden: durch gerichtete Evolution oder rationales Design. Bei der gerichteten Evolution
werden die Mechanismen der naturlichen Evolution nachgeahmt und es werden keine Struk-
turdaten des Enzyms bendtigt (Chen und Arnold 1993; Stemmer 1994b). Einzige Vorausset-
zung ist ein effektives Selektions- oder Screeningsystem (Arnold et al. 2001; Chica et al.
2005; Shao und Arnold 1996). Bei diesem Ansatz werden durch Methoden wie DNA-Shuff-
ling, staggered extension (StEP) oder error prone-PCR zufallig Mutationen in das Gen des
Zielproteins eingefiihrt oder zwischen homologen Genen neu verteilt (Leung et al. 1989;
Stemmer 1994a; Zhao et al. 1998). Bei der error prone-PCR bedient man sich der natr-
lichen Fehlerrate der Tag-Polymerase, die keine proofreading-Funktion besitzt. Diese Metho-
de ist auf bestimmte Aminosaureaustausche, sogenannte bias, limitiert und es wird immer
das komplette Gen zur Mutagenese eingesetzt (Jaeger und Reetz 2000; Wong et al. 2006;
Zhou et al. 1996).

Liegen Strukturdaten vor oder sind Struktur-Funktions-Beziehungen des Zielproteins be-
kannt, kann ein rationales Proteindesign durchgefihrt werden (Chica et al. 2005; Dalby
2007). Bei diesem Ansatz werden zunachst durch bioinformatische Analyse der Proteinstruk-
tur einzelne Aminosauren oder Genbereiche identifiziert, die die gewlnschten Veranderun-
gen der Enzym-Funktion bewirken kdonnten. Diese werden anschlieBend durch ortsgerichtete
Mutagenese gezielt ausgetauscht (Dalby 2007).

In den letzten Jahren wurde eine Kombination aus rationalem und zufallsgerichtetem Prote-
indesign etabliert, bei der zufallig, z. B. durch DNA-Shuffling, eingefihrte Mutationen im
nachsten Schritt durch ortsgerichtete Mutagenese kombiniert werden (Cherry und Fidantsef
2003; Chica et al. 2005). Ein solcher semi-rationeller Ansatz ist z. B. die iterative Sattigungs-
mutagenese (ISM). Bei dieser Methode wird ein zufalliger Austausch einer vorher selektier-
ten Aminosaure durchgefihrt (Bartsch et al. 2008; Reetz et al. 2005).

3.1 Anderung der Cosubstrat-Spezifitit der 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase

durch Proteinengineering

Nachdem die Kristallstruktur der AFR aus S. morelense S-30.7.5. bestimmt worden war,
konnten durch den Vergleich der Tertiarstruktur der AFR mit der strukturell homologen
GFOR aus Zymomonas mobilis 5 Aminosaureaustausche in der fingerprint-Region des En-
zyms identifiziert werden, die fir die Cosubstrat-Spezifitdt des Enzyms essentiell sein kénn-
ten. Von diesen fuhrte lediglich die Substitution von Alanin 13 gegen Glycin zu einem Enzym
mit dualer Cosubstrat-Spezifitdt (Kihn et al. 2006).

In dieser Region ist die Umgebung des 2’-Phosphats der Adenin-Ribose fur die Cofaktor-
Spezifitat, d. h. fur die Praferenz des Enzyms fur den phosphorylierten Cofaktor NADP(H),

essentiell, da das Phosphat als sperrige Gruppe einerseits Platz braucht und seine negative
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Ladung andererseits durch das Enzym kompensiert werden muss. Die Kompensation der
Ladung findet bei AFR wahrscheinlich durch die Wechselwirkung des Phosphats mit dem
Peptidbricken-Stickstoff von Alanin 9 und den Seitenketten von Serin 33, Threonin 34 und
Arginin 38 statt (vgl. Abbildung 4; Dambe et al. 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass bei NADP(H)-bindenden Proteinen in der ersten Windung
der Helix a1 ein Alanin-Rest konserviert ist (Hanukoglu und Gutfinger 1989; Scrutton et al.
1990). Da bei NAD(H)-bindenden Proteinen ein engerer Kontakt zwischen der Helix a1 und
dem B-Faltblatt nétig ist, ist bei diesen stattdessen ein Glycinrest konserviert (Bellamacina
1996; Kleiger und Eisenberg 2002). Deshalb fiihrte die Substitution von Alanin 13 gegen
Glycin bei der AFR dazu, dass das urspriinglich strikt NADPH-abhangige Enzym auch NADH
umsetzten konnte. Allerdings war die Affinitat fir NADH mit einem K.,-Wert von 1,1 mM um
550% hoher als die fiur NADPH (K, = 0,02 mM) (Kuhn et al. 2006).

3.2 Erhohung der Thermostabilitdt von Enzymen

In Syntheseprozessen werden bevorzugt thermostabile Biokatalysatoren eingesetzt (Chiru-
mamilla et al. 2001; Schiraldi und De Rosa 2002). Das thermostabile, rekombinant exprimier-
te Enzym kann durch einen Hitzefallungsschritt einfacher und effektiver angereichert werden,
da die thermolabilen Fremd-Proteine des Wirtsorganismus denaturieren (Young et al. 1999).
AuRerdem werden Syntheseprozesse bevorzugt bei erhdhten Temperaturen durchgefihrt,
um die Geschwindigkeit der Reaktion und dadurch die Raum-Zeit-Ausbeuten des Produktes
zu steigern und mikrobielle Kontamination zu verhindern (Chirumamilla et al. 2001).

Allgemein wird die native Tertiarstruktur eines Proteins durch die Summe vieler Wechselwir-
kungen stabilisiert, z. B. durch elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken,
Van-der-Waals-Wechselwirkungen und den hydrophoben Effekt. Diese unterscheiden sich in
der raumlichen Struktur, der Bindungsstarke und der Spezifitdt und werden vom umgeben-
den Milieu (z. B. dem pH-Wert) unterschiedlich beeinflusst (Creighton 1993). Elektrostatische
Wechselwirkungen, die auch als lonenbindung, Salzbriicke oder lonenpaarbindung bezeich-
net werden, treten zwischen elektrischen Ladungen auf, kdnnen attraktiv oder repulsiv sein
und werden durch das Coulomb’sche Gesetz beschrieben. Wasserstoffbriicken sind eben-
falls elektrostatische Wechselwirkungen, die stark gerichtet sind und zwischen einem Proto-
nendonor und einem partiell negativ geladenen Protonenakzeptor gebildet werden. Sie wer-
den z. B. zwischen den Amid- und Carbonylgruppen des Peptidriickgrates gebildet und flih-
ren unter anderem zur Ausbildung von Sekundarstrukturen wie a-Helices und B-Faltblattern.
Van-der-Waals-Wechselwirkungen entstehen aus der wechselseitigen Polarisierbarkeit dicht
benachbarter Atome oder Atomgruppen zweier unpolarer hydrophober Aminosauren, d. h.
durch eine dicht gepackte Tertiarstruktur. Der hydrophobe Effekt bewirkt, dass hydrophobe

Aminosaureseitenketten im Enzyminneren und polare und geladene Seitenketten hauptsach-
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lich an der Proteinoberflache lokalisiert sind. Treibende Kraft ist der Entropiegewinn, der
durch die Wassermolekile hervorgerufen wird, die bei der Zusammenlagerung hydrophober
Seitenketten freigesetzt werden (Delbriick 2003).

Strategien zur Erhéhung der Thermostabilitat industriell relevanter Biokatalysatoren durch
Proteinengineering zielten unter anderem auf die Ausbildung zusatzlicher Wasserstoff-
briicken, die Verringerung konformatorischer Spannungen, die Verkiirzung von Oberflachen-
loops und damit assoziiert die Reduktion ihrer Flexibilitat, die Ausbildung zusatzlicher lonen-
bindungen und Disulfidbriicken, die Modulation der a-Helix-Dipol-Wechselwirkungen, die
Veranderung der Neigung der a-Helix, die Optimierung der Entropie der a-Helix durch X-zu-
Prolin-Austausche und die Verbesserung der Packungsdichte des Enzyms, der Hydrophobi-
zitdt im Enzyminneren und der Oberflachenladung (Allen et al. 1998; Beeby et al. 2005;
Chan et al. 2011; Chiu et al. 2006; Chothia und Finkelstein 1990; Fersht und Serrano 1993;
Finkelstein und Ptitsyn 1987; Hard 2011; Jaenicke und Béhm 1998; Matthews 1993; Menen-
dez-Arias und Argos 1989; Nicholson et al. 1991; Pace 2000; Perl et al. 2000; Spek et al.
1998; Strop und Mayo 2000; Vetriani et al. 1998; Vieille und Zeikus 1996; Vogt et al. 1997;
Vogt und Argos 1997, Wintrode et al. 2001; Zhang et al. 1991). Dabei wurde gezeigt, dass
bereits der Austausch einer einzelnen Aminosaure die Thermostabilitat eines Proteins signifi-
kant steigern kann. Das Ausmal} der Steigerung hangt von der Gesamtstruktur des Proteins
und von der lokalen Umgebung der Aminosaureseitenketten ab (Numata et al. 2001).

Ein Beispiel fur die signifikante Erhéhung der Thermostabilitat eines Enzyms durch rationales
Design ist die Thermolysin-ahnliche Protease (TLP) aus Bacillus stearothermophilus. Durch
die Anpassung der Aminosauresequenz des moderat stabilen Enzyms an ein thermophiles
Homolog wurde eine Variante mit den 8 Aminosaureaustauschen A4T, T56A, G58A, T63F,
S65P, A69P, G8C und N60C generiert, deren Halbwertszeit bei 100°C von unter 0,5 min auf
170 min anstieg. Diese Aminosauresubstitutionen, die primar die Entropie des ungefalteten
Stadiums der Protease durch einen Glycin-zu-Alanin-Austausch, zwei X-zu-Prolin-Austau-
sche und eine zusatzliche Disulfidbriicke reduzierten, steigerten die Thermostabilitat der

Thermolysin-ahnlichen Protease um 340% (Van den Burg et al. 1998).

4 Biokonversionen mit Cosubstrat-Regenerierung

Cofaktor-abhangige Oxidoreduktasen wie die AFR aus S. morelense S-30.7.5. kommen in
der Industrie haufig zum Einsatz, um hochselektive Synthesen chiraler Alkohole, Hydroxy-
Sauren oder Aminosauren zu katalysieren (Hummel 1999). Bei diesen Redox-Biotransforma-
tionen dienen Nicotinamid-Cofaktoren wie NAD(H) und NADP(H) als Elektronenlbertrager
und werden theoretisch in stéchiometrischen Mengen bendtigt (Liu et al. 2009). Aufgrund der
hohen Kosten fur diese Cosubstrate ist flr eine wirtschaftliche Produktion in zellfreien Re-

doxprozessen ein effizientes System zur kontinuierlichen Cosubstrat-Regenerierung noétig.
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Dieses System soll die Beschrankung der Reduktionsaquivalente auf katalytische Mengen
ermoglichen, wobei die 6konomisch erforderliche Anzahl der Regenerierungszyklen vom mo-
netaren Wert des Produkts abhangig ist (Hummel 1997).

Bei der in-situ-Cosubstrat-Regenerierung unterscheidet man grundsatzlich zwischen biolo-
gischer, elektrochemischer, chemischer und photochemischer Cosubstrat-Regenerierung
(Chenault et al. 1998; Fry et al. 1994; Morita et al. 1994; Ruppert et al. 1987; De Wildemann
et al. 2007). Bei allen genannten Verfahren wird die Effizienz des Regenerierungssystems
durch Berechnung der Zyklenanzahl oder Total Turnover Number (TTN) bestimmt. Die TTN
gibt die Anzahl an Regenerierungszyklen an, d. h. wie oft ein Cosubstrat oxidiert und redu-
ziert werden kann (Chenault und Whitesides 1987).

41 Enzymatische Cofaktor-Regenerierung

Da das Reduktionsmittel bei chemischen Cosubstrat-Regenerierungssystemen zu einer Inhi-
bierung der Oxidoreduktase filhren kann, elektro- bzw. photochemische Methoden nur ber
eine geringe Regioselektivitat verfigen und mit diesen Regenerationssystemen allgemein
nur geringe TTNs erreicht werden, bedient man sich bei praparativen Applikationen oft bio-
logischen Methoden zur Cofaktor-Regenerierung. Weil es beim Einsatz ganzer Zellen eben-
falls zu Nebenreaktionen oder zu Substrat- bzw. Produkt-Inhibierungen kommen kann, wer-
den haufig isolierte Enzyme zur Cosubstrat-Regenerierung eingesetzt (De Wildemann et al.
2007; Wong und Whitesides 1994). Die enzymatischen Verfahren erreichen hohe TTNs, set-
zen das Cosubstrat spezifisch um, ohne Nebenreaktionen zu verursachen, bieten selektive
und milde Reaktionsbedingungen und wurden bereits intensiv erforscht (Liu et al. 2009;
Steinsiek 2006). Sie werden unterteilt in Substrat-gekoppelte und Enzym-gekoppelte Rege-
nerationssysteme (Peters 1998).

Bei der Substrat-gekoppelten Regeneration katalysiert ein Enzym sowohl die eigentliche
Konversions- als auch die Cosubstrat-Regenerierungsreaktion, wobei ein zusatzliches Sub-
strat zur Cofaktor-Regeneration dient. Nachteil des Substrat-gekoppelten Cosubstrat-Rege-
nerierungssystems ist die mogliche Enzym-Inhibierung durch die hohe Zusatzsubstrat-Kon-
zentration und die Akkumulation hoch reaktiver Carbonylspezies wie Acetaldehyd oder Cy-
clohexanon (Peters 1998). Die hohen Konzentrationen an Zusatzsubstrat sind jedoch noétig,
um das Gleichgewicht dieser reversiblen Reaktion auf die gewiinschte Seite zu verlagern
(De Wildemann 2007). AuRerdem kann eine Verlangsamung der Hauptkonversion eintreten,
da sich die Aktivitat des Enzyms auf beide Substrate verteilt und deshalb Teile der Enzymak-

tivitat nicht fur die Hauptsynthese zur Verfigung stehen (Seelbach et al. 1996).



Kapitel I. Einleitung 16

411 Enzym-gekoppelte Regenerierung
Bei der Enzym-gekoppelten Regeneration wird ein zweites Enzym mit zugehdrigem Substrat

eingesetzt, dessen Umsetzung den Cofaktor regeneriert. Bei dieser Methode ist essentiell,
dass das zweite Enzym eine vom ersten Biokatalysator ausreichend abweichende Substrat-
spezifitat besitzt, um Beeintrachtigungen der Hauptkonversion zu vermeiden. Haufig werden
kommerziell erhaltliche Enzyme wie die Laktat-Dehydrogenase (LDH, EC 1.1.1.27) zur Re-
generierung von NAD" oder die Formiat-Dehydrogenase (FDH, EC 1.2.1.2) zur NADH-Rege-
neration verwendet (Kragl et al. 1996; Lee und Whitesides 1985; Schitte et al. 1976).

Bei der Enzym-gekoppelten Cosubstrat-Regenerierung muss beachtet werden, dass die
Hauptkonversion nicht durch die Anpassung der Reaktionsparameter (pH-Wert, Temperatur)
an die Optima des zweiten Enzyms inhibiert wird (Peters 1998). Vorteilhaft bei der Enzym-
gekoppelten Cofaktor-Regeneration ist, dass das Reaktionsgleichgewicht beeinflusst werden
kann (Schmidt et al. 1987). Dabei ist es jedoch nétig, die eingesetzte Enzymmenge fir jedes
Enzympaar zu optimieren, um weder einen Mangel noch einen Uberschuss an Reduktions-

aquivalenten zu erhalten (Peters 1998).

Biokonversionen mit 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase

Kihn et al. fuhrten die ersten Biokonversionen mit AFR-(His)s aus S. morelense S-30.7.5.
und NADPH-Regenerierung durch Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49) und
Glucose-6-Phosphat durch (Kiihn et al. 2006). Dabei wurde eine TTN von 49 Zyklen erreicht.
Diese Umsetzungen waren fir die Herstellung gréfRerer Produktmengen nicht vorgesehen,

sondern dienten im Wesentlichen zur Identifizierung der Produkte.

Enzym-gekoppelte Cosubstrat-Regenerierung durch Glucose-Dehydrogenase aus

Pseudomonas spec.

Die Glucose-Dehydrogenase (GDH, EC 1.1.1.47) aus Pseudomonas spec. ist eine Mem-
bran-gebundene Pyrrolochinolinchinon (PQQ)-abhéngige Dehydrogenase, die zur Glucose/
Quinat/Shikimat-Familie gehort und die wie alle Mitglieder dieser Familie Uber N-terminale
Transmembranhelices verfugt. Sie katalysiert die regioselektive Oxidation von B-D-Glucose
zu B-D-Gluconolacton unter gleichzeitiger Reduktion des Cosubstrats NADP™ oder, in gering-
erem AusmaR, NAD"* (Weckbecker und Hummel 2004). In wassriger Lésung hydrolysiert B-D-

Gluconolacton unter Ring6ffnung spontan zu B-D-Gluconat (vgl. Abbildung 5).
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Abbildung 5: Oxidation von D-Glucose zu D-Gluconat durch die GDH mit NADPH-
Regenerierung. Das NADPH steht als Cosubstrat fir die Reduktion der 1,5-AF durch AFR
zur Verfligung.

GDH kann zur Regeneration von NADPH und NADH eingesetzt werden. Wahrend fir die
NADH-Regenerierung mit GDH aus Pseudomonas spec. in der Literatur einige Beispiele do-
kumentiert sind, ist die erste Etablierung einer NADPH-Regeneration mit dieser GDH ein Ziel
dieser Arbeit (Hanson et al. 1999; Lin et al. 1999; Lisdat und Wollenberger 1998; Weckbec-
ker und Hummel 2004).

Die GDH aus Pseudomonas spec. besitzt ein Molekulargewicht von 101 kDa und ihr isoelek-
trischer Punkt liegt bei pH 4,5. Das Enzym verflgt sowohl Gber eine hohe Spezifitat fir 3-D-
Glucose als auch fir 2-Deoxy-D-glucose und wird durch Silbernitrat, Quecksilberchlorid und
Mono-lod-Acetat inhibiert.

Fur B-D-Glucose und NADP™ als Cosubstrat hat GDH einen K,-Wert von 12,5 mM, mit NAD"
ist der Wert um 1,3 mM auf 13,8 mM erhoht. Fir NADP" als Substrat ist der K,-Wert
0,04 mM, der K,-Wert fir NAD" ist auf 0,31 mM erhoht (Sogabe et al. 1994).

5 Glucose-Oxidase aus Aspergillus niger

Die GOx ist ein gut charakterisiertes Glykoenzym, dessen Apoprotein aus zwei identischen
Untereinheiten zu jeweils 583 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 80 kDa besteht.
GOx gehort wie die AFR aus S. morelense zu den GMC-Oxidoreduktasen und wurde 1928
erstmals in Extrakten von A. niger entdeckt (Muller 1928). Jede der Untereinheiten hat ein
Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) nicht-kovalent gebunden. Das Gen dieses Flavoproteins
wurde bereits vollstdndig sequenziert, die Kristallstruktur ist ebenfalls verfugbar (Kriechbaum
et al. 1989; Wohlfahrt et al. 1999).

Das Enzym katalysiert die Oxidation von B-D-Glucose zu B-D-Gluconolacton, das in wass-
riger Lésung unter Ring6ffnung spontan zu 3-D-Gluconat hydrolysiert. Dabei findet ein Elek-
tronentransfer vom Substrat auf ein Sauerstoffmolekil unter Bildung von H,O, statt (Kleppet
1966, vgl. Abbildung 6). Der Elektronenubertrager ist FAD (Wilson und Turner 1992).
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Abbildung 6: Regioselektive Oxidation von B-D-Glucose zu B-D-Gluconat durch die
GOx.

GOx aus A. niger besitzt GRAS-Status und wird in der Industrie vielfach eingesetzt. Das En-
zym wird beispielsweise zur Lebensmittelkonservierung, beim Backen, bei der Produktion
von Trockenei-Puder, bei der Weinherstellung und bei der Gluconsaure-Produktion verwen-
det. Aufgrund ihrer elektrochemischen Aktivitat ist GOx zudem eine wichtige Komponente in
optischen Glucose-Sensoren zur Bestimmung des Glucose-Gehalts in Blutproben und Ge-
tranken (Chang 2010). Die Glucose-Oxidase ist sehr stabil (Falk 1999).

6 Ziele dieser Arbeit

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten mit Methoden der molekularen Enzymevolution thermo-
stabile Varianten des Enzyms AFR aus S. morelense S-30.7.5. generiert und biochemisch
charakterisiert werden. Dazu wurden 2 verschiedene Ansatze verfolgt: rationales Design
durch iterative Sattigungsmutagenese (ISM) und Zufallsmutagenese durch error prone-PCR.
Mit geeigneten Mutanten sollte im zweiten Teil dieser Arbeit ein Verfahren zur praparativen
Umsetzung von 2-Keto-6-deoxy-D-glucose zu D-Rhamnose entwickelt werden. Da 2-Keto-6-
deoxy-D-glucose aufwandig chemo-enzymatisch hergestellt werden musste, wurden die Re-
aktionsschritte mit einfach zuganglicher 2-Keto-D-glucose optimiert. Das Verfahren sollte auf
einem Cosubstrat-Regenerierungssystem mit NADP*/NADPH basieren, um den Einsatz von
NADPH auf katalytische Mengen zu reduzieren und die Wirtschaftlichkeit der Umsetzung
gewahrleisten zu kdnnen. AuRRerdem sollte ein Verfahren zur effizienten Reinigung von D-

Rhamnose etabliert werden.
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| Material und Methoden

1 Organismen, Vektoren, Plasmide und Primer

Organismen

Tabelle 1: Verwendete Stamme (d. A. = diese Arbeit, X = Austausch durch alle 21 Ami-

nosauren).
Stamm Genotyp/ Phanotyp Quelle
Stamm-
Sinorhizobium morelense S.30.7.5. samm-
lung*
E. coliBL21(DE3) F" ompT hsdSg(re'mg’) gal dcm (DE3) | Novagen
F ompT hsdSg(rgmg’) dem” Tet" gal Stratage
E. coli BL21Gold(DE3) P s{ame ) g 9
(DE3) endA Hte ne
] B F omp T hsdSg(rsmg’) dem™ Tet' Stratage
E. coli BL21Gold(DE3)pLysS ,
gal A(DE3) endA Hte [pLysS Cam’] ne
BL21Gold(DE3)-pET[A13G] mit 6,3 kb Plasmid pA13G d. A.
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] ep mit 6,3 kb Plasmid pA13G ep d A
mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207X
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] K207X E208X d. A.
E208X
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] G209X mit 6,3 kb Plasmid pA13G - G209X d. A.
mit 6,3 kb Plasmid pA13G - E165X
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] E165X R166X d. A.
R166X
mit 6,3 kb Plasmid pA13G - P167X
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] P167X E168X d.A.
E168X
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] H158X mit 6,3 kb Plasmid pA13G - H158X A
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] E330X mit 6,3 kb Plasmid pA13G - E330X d. A.
mit 6,3 kb Plasmid pA13G - E208X
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] E208X G209X d. A.
G209X
mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] K207P E208P d. A.
E208P
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G-K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P 4 A
G209X E208P -G209X o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G-K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P A
E165X R166X E208P -E165X R166X o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P 4 A
P167X E168X E208P -P167X E168X o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P d. A
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H158X E208P - H158X
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P 4 A
E330X E208P - E330X o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] G209Q mit 6,3 kb Plasmid pA13G - G209Q d. A.

mit 6,3 kb Plasmid pA13G - E165N
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] E165N R166K d. A.

R166K

mit 6,3 kb Plasmid pA13G - P167R
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] P167R E168G d. A

E168G

mit 6,3 kb Plasmid pA13G - P167G
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] P167G E168A d. A.

E168A
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] H158S mit 6,3 kb Plasmid pA13G - H158S d. A
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] H158W mit 6,3 kb Plasmid pA13G - H158W d. A.
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] H158P mit 6,3 kb Plasmid pA13G - H158P d.A.
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] H158Y mit 6,3 kb Plasmid pA13G - H158Y d.A.
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] H158D mit 6,3 kb Plasmid pA13G - H158D d.A.
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] E208T mit 6,3 kb Plasmid pA13G - E208T d.A.

mit 6,3 kb Plasmid pA13G - E208G
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] E208G G209C d. A

G209C

mit 6,3 kb Plasmid pA13G - E208F
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] E208F G209C d. A

G209C

mit 6,3 kb Plasmid pA13G - E208H
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] E208H G209S d. A

G209S

mit 6,3 kb Plasmid pA13G - E208R
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] E208R G209N d. A.

G209N
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P 4 A
E165N R166K E208P - E165N R166K o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- G209Q] mit 6,3 kb Plasmid pA13G - G209Q - 4 A
E165N R166K E165N R166K o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P A
G209P E208P - G209P S
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P A
E330K E208P - E330K o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P A
E330N E208P - E330N o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P 4 A
E330V E208P - E330V o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P 4 A
E330H E208P - E330H o
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P 4 A

E165H R166T

E208P - E165H R166T




Kapitel Il. Material und Methoden

21

BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P]

mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P

E165S R166G E208P - E165S R166G d- A
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- K207P E208P] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - K207P gA
E165G R166G E208P - E165G R166G

BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] G13A M31V mit 63 kb Plasmid pA13G - G13A d. A

M31V

BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] G13A mit 6,3 kb Plasmid pA13G - G13A d. A
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G] M31V mit 6,3 kb Plasmid pA13G - M31V d. A
BL21Gold(DE3)pLysS-pET[A13G- G13A M31V] | mit 6,3 kb Plasmid pA13G - G13A QA

K207P E208P

M31V - K207P E208P

*Institut fir Angewandte Mikrobiologie, Universitat des Saarlandes

Vektoren und Plasmide

Tabelle 2: Eingesetzte Vektoren und Plasmide (d. A. = diese Arbeit, X = Austausch
durch alle 21 Aminoséauren).

Vektor/ Plasmid | kb | Eigenschaften Exprimiertes Quelle
Enzym
pET24a(+) 5,3 | Expressionsvektor fiir E. coli, Kan™ | - Novagen
pET [A13G] 6,3 | pET24a(+) mit A13G AFR-A13G d. A.
pET [A13G] ep 6,3 | pET24a(+) mit A13G ep AFR-A13G ep d. A
pET [A13G] K207X 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207X AFR-A13G - K207X WA
E208X E208X E208X
pET [A13G] G209X | 6,3 | pET24a(+) mit A13G- G209X AFR-A13G - G209X d. A
pET [A13G] E165X 6.3 pET24a(+) mit A13G- E165X AFR-A13G - E165X 4 A
R166X R166X R166X
pET [A13G] P167X 6.3 pET24a(+) mit A13G- P167X AFR-A13G - P167X 4 A
E168X E168X E168X
pET [A13G] H158X 6,3 | pET24a(+) mit A13G- H158X AFR-A13G - H158X d. A
pET [A13G] E330X 6,3 | pET24a(+) mit A13G- E330X AFR-A13G - E330X d. A
pET [A13G] E208X 6.3 pET24a(+) mit A13G- E208X AFR-A13G - E208X 4 A
G209X G209X G209X
pET [A13G] K207P 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P WA
E208P E208P E208P
pET [A13G - K207P 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P WA
E208P] G209X E208P -G209X E208P - G209X
pET [A13G - K207P
pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P
E208P] E165X 6,3 d. A
E208P E165X R166X E208P E165X R166X
R166X
pET [A13G - K207P 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P e

E208P] P167X

E208P P167X E168X

E208P P167X E168X
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E168X

pET [A13G - K207P 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P WA

E208P] H158X " | E208P H158X E208P H158X o

pET [A13G - K207P 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P QA

E208P] E330X E208P E330X E208P E330X

pET [A13G] G209Q | 6,3 | pET24a(+) mit A13G- G209Q AFR-A13G - G209Q d. A

pET [A13G] E165N 6.3 pET24a(+) mit A13G- E165N AFR-A13G - E165N QA

R166K R166K R166K

pET [A13G] P167R 6.3 pET24a(+) mit A13G- P167R AFR-A13G - P167R QA

E168G E168G E168G

pET [A13G] P167G 6.3 pET24a(+) mit A13G- P167G AFR-A13G - P167G QA

E168A E168A E168A

pET [A13G] H158S | 6,3 | pET24a(+) mit A13G- H158S AFR-A13G - H158S d. A

pET [A13G] H158W | 6,3 | pET24a(+) mit A13G- H158W AFR-A13G - H158W d. A

pET [A13G] H158P | 6,3 | pET24a(+) mit A13G- H158P AFR-A13G - H158P d. A.

pET [A13G] H158Y | 6,3 | pET24a(+) mit A13G- H158Y AFR-A13G - H158Y d. A

pET [A13G] H158D | 6,3 | pET24a(+) mit A13G- H158D AFR-A13G - H158D d.A

pET [A13G] E208T | 6,3 | pET24a(+) mit A13G- E208T AFR-A13G - E208T d. A

pET [A13G] E208G 6.3 pET24a(+) mit A13G- E208G AFR-A13G - E208G 4 A

G209C G209C G209C

pET [A13G] E208F 6.3 pET24a(+) mit A13G- E208F AFR-A13G - E208F QA

G209C G209C G209C

pET [A13G] E208H 6.3 pET24a(+) mit A13G- E208H AFR-A13G - E208H QA

G209S G209S G209S

pET [A13G] E208R 6.3 pET24a(+) mit A13G- E208R AFR-A13G - E208R QA

G209N G209N G209N

PET[A13G- Ka07P pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P

E208P] E165N 6,3 d. A
E208P -E165N R166K E208P - E165N R166K

R166K

PET [AM3G - pET24a(+) mit A13G- G209Q - AFR-A13G - G209Q -

G209Q] E165N 6,3 d. A
E165N R166K E165N R166K

R166K

pET [A13G K207P 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P QA

E208P] G209P E208P -G209P E208P - G209P

pET [A13G - K207P 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P A

E208P] E330K " | E208P -E330K E208P - E330K o

pET [A13G - K207P 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G- K207P WA

E208P] E330N E208P E330N E208P E330N

pET [A13G - K207P 6.3 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P QA

E208P] E330V

E208P -E330V

E208P - E330V
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pET [A13G - K207P 63 pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P d A
E208P] E330H " | E208P -E330H E208P - E330H o
pET [A13G - K207P
pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P
E208P] E165S 6,3 d. A
E208P -E165S R166G E208P - E165S R166G
R166G
pET [A13G - K207P
pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P
E208P] E165H 6,3 d. A.
E208P -E165H R166T E208P - E165H R166T
R166T
pET [A13G - K207P
pET24a(+) mit A13G- K207P AFR-A13G - K207P
E208P] E165G 6,3 d A
E208P -E165G R166G E208P - E165G R166G
R166G
pET [A13G] G13A ] AFR-A13G - G13A
6,3 | pET24a(+) mit A13G- G13A M31V d. A
M31V M31V
pET [A13G] G13A 6,3 | pET24a(+) mit A13G- G13A AFR-A13G - G13A d. A.
pET [A13G] M31V 6,3 | pET24a(+) mit A13G- M31V AFR-A13G - M31V d. A
pET [A13G - G13A _
pET24a(+) mit A13G- G13A M31V | AFR-A13G - G13A
M31V] K207P 6,3 d. A.
-K207P E208P M31V - K207P E208P
E208P
Primer
Tabelle 3: Eingesetzte Primer (Sigma-Aldrich).
Bezeichnung bp | Nucleotidsequenz (5’ > 3’) Tn°C
T7* 20 TAATACGACTCACTATAGGG 53,2
T7 term* 19 CTAGTTATTGCTCAGCGGT 54,5
pET-gene-f 25 CGTCCGGCGTAGAGGATCGAGATCT 67,9
pET-gene-r 27 CCGTTTAGAGGCCCCAAGGGGTTATGC 68,0
M13universalCS(-43) 23 | AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT 62,4
M13reveseCS(-49) 24 | GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 61,0
AFR_for 22 | ATGAATCGCTGGGGACTGATCG 59,8
AFR _rev 20 TCAAAGTCCCGTTTCGATCT 51,2
Mor-BamHlI_for 35 | GGATCCATGAATCGCTGGGGACTGATCGGCGCGAG 88,5
Mor-BamHI_for 35 | GGATCCATGAATCGCTGGGGACTGATCGGCGCGAG 88,5
AAGCTTTCAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAAGTCCCGTTT
Mor-Hindlll-His_rev 56 93,9
CGATCTCGGCCGCCTGAC
AFR-A13G_for 27 | GAGCACGATCGCGGGCGAATGGGTCAT 78,6
AFR-A13G_rev 27 | ATGACCCATTCGCCCGCGATCGTGCTC 78,6
CCATAGCGCCGGCATGGGCNNKNNKGGGGTGGAGGAC
ISM-A13G-A_for 44 78,6
GGCGTCA
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TGACGCCGTCCTCCACCCCMNNMNNGCCCATGCCGGC

ISM-A13G-A_rev 44 78,6
- GCTATGG
ISM-A13G-B_for 33 | GGCATGGGCAAGGAGNNKGTGGAGGACGGCGTC 78,1
ISM-A13G-B_rev 33 | GACGCCGTCCTCCACMNNCTCCTTGCCCATGCC 78,1
CTGCAGGGCTGGCGGCTGNNKNNKCCGGAAGCCGGTG
ISM-A13G-C_for 42 79,5
- GCGGC
GCCGCCACCGGCTTCCGGMNNMNNCAGCCGCCAGCCC
ISM-A13G-C_rev 42 79,5
- TGCAG
GGCTGGCGGCTGGAGCGGNNKNNKGCCGGTGGCGGC
ISM-A13G-D_for 42 78,5
- GTCATT
AATGACGCCGCCACCGGCMNNMNNCCGCTCCAGCCGC
ISM-A13G-D_rev 42 78,5
- CAGCC
ISM-A13G-E_for 33 | GTCTATCTGCCGCCGNNKCTGCAGGGCTGGCGG 79,3
ISM-A13G-E_rev 33 | CCGCCAGCCCTGCAGMNNCGGCGGCAGATAGAC 79,3
ISM-A13G-F_for 35 | TCAGGCGGCCGAGATCNNKACGGGACTTCACCACC 78,2
ISM-A13G-F_rev 35 GGTGGTGAAGTCCCGTMNNGATCTCGGCCGCCTGA 78,2
CATAGCGCCGGCATGGGCAAGNNKNNKGTGGAGGACG
ISM-A13G-G_for 48 79,7
- GCGTCATGGGG
ISM-A13G-G_rev 48 CCCCATGACGCCGTCCTCCACMNNMNNCTTGCCCATGC | 79,7
CGGCGCTATG
A13G-
35 | CAGGGCTGGCGGCTGAATAAGCCGGAAGCCGGTGG 78,9
E165NR166K _for
A13G-
35 | CCACCGGCTTCCGGCTTATTCAGCCGCCAGCCCTG 78,9
E165NR166K _rev
A13G-G209P_for 28 | CATGGGCCCTCCTCCGGTGGAGGACGGC 86,9
A13G-G209P_rev 28 | GCCGTCCTCCACCGGAGGAGGGCCCATG 86,9
ISM-A13G-P207P208-
B 1 33 | GGCATGGGCCCTCCTNNKGTGGAGGACGGCGTC 86,1
_for
ISM-A13G-P207P208-
5 33 | GACGCCGTCCTCCACMNNAGGAGGGCCCATGCC 86,1
_rev
A13G-G13A _for 25 | CGAGCACGATCGCGCGCGAATGGGT 75,5
A13G-G13A_rev 25 | ACCCATTCGCGCGCGATCGTGCTCG 75,5
A13G-M31V_for 31 | GGCGAAGTGGTTTCGGTGATGAGCACCAGCG 76,1
A13G-M31V_rev 31 | CGCTGGTGCTCATCACCGAAACCACTTCGCC 76,1

T = melting temperature = Schmelztemperatur; *zur Sequenzierung eingesetzt
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2 GroRenstandards, Enzyme und Kits

GroRenstandards

Als GroRenstandards wurde der GeneRuler 1kb-DNA-Leiter von MBI Fermentas (St. Leon-
Rot), der Dual Color Protein-Marker (10-250 kDa) von BioRad (Miinchen) und der Protein-
Marker Servalyt Precotes 3-10 flr die isoelektrische Fokussierung von Serva (Heidelberg)

verwendet.

Enzyme

Die Enzyme DNase |, T4-DNA-Ligase und Peroxidase waren von Roche (Mannheim). Gele-
gentlich war T4-DNA-Ligase von AppliChem (Darmstadt). Glucose-Dehydrogenase aus
Pseudomonas spec., Katalase und gelegentlich Peroxidase waren von Sigma-Aldrich (Mun-
chen). Alkalische Phosphatase aus Pandalus borealis und die Restriktionsenzyme waren
von Fermentas (St. Leon-Rot). FideliTaq™-Polymerase war von GE Healthcare (Bucking-
hamshire). Glucose-Oxidase aus Aspergillus niger war von Serva (Heidelberg), KOD-Poly-
merase aus T. kodakaraensis war von Merck (Darmstadt) und Tag-Polymerase aus

T. aquaticus war von Sigma-Aldrich (Minchen).

Kits
Das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il und das peqGOLD MicroSpin Gel Extraction Kit waren
von Peqlab (Erlangen). Das Innuprep Bacteria DNA Kit und das Instant Bacteria DNA Kit

waren von Analytik Jena (Jena). Das KOD HotStart DNA Polymerase Kit war von Novagen
oder Merck (Darmstadt). Das HiYield® Plasmid Mini Kit war von Siid-Laborbedarf (Gauting).

3 Chemikalien und Reagenzien

Die in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien und Reagenzien entsprachen dem hochsten
Reinheitsgrad und wurden von Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (Minchen), Serva (Heidel-
berg) und Roth (Karlsruhe) bezogen. Monosaccharide waren von Sigma-Aldrich (Minchen)

bzw. toroma organics Ltd. (Saarbriicken) sowie Merck (Darmstadt).

4 Antibiotika

Antibiotika wurden den Nahrmedien zur Anzucht der rekombinanten E. coli-Stamme zuge-
setzt (vgl. Kapitel 115). Sie wurden sterilfiltriert und den autoklavierten Medien nach dem Ab-
kuihlen steril zugegeben.

Kanamycin (Kan, Serva, Heidelberg) wurde in einer Konzentration von 50 mg/ml H,Ogeion als

Stammldsung angesetzt und den Medien in einer Endkonzentration von 50 pg/ml zugesetzt.
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Chloramphenicol (Cm, Boehringer) wurde in einer Konzentration von 30 mg/ml Ethanol als
Stammlésung angesetzt und den Medium ebenfalls in einer Endkonzentration von 50 ug/ml
zugesetzt.

Lésungen zur molekularbiologischen Anwendung wurden, soweit nicht anders angegeben,

nach Sambrook und Mitarbeitern angesetzt (Sambrook et al. 1989).

5 Nahrmedien

Alle Medien wurden 20 min bei 121°C autoklaviert. Fir Festmedien wurde 1,6% Agar (w/v)
zugesetzt. Nicht autoklavierbare Zusatze, wie z. B. Antibiotika, Vitaminlésungen und Isopro-
pyl-sD-thiogalactopyranosid (IPTG) wurden sterilfiltriert (0,2 pm PorengréfRe, Minisart, Sarto-
rius) und den Medien nach dem Autoklavieren zugegeben. IPTG (Roth, Karlsruhe) wurde in
einer Konzentration von 100 mM in H2Ogeion als Stammldsung angesetzt und den Medien in

einer Endkonzentration von 0,1 mM bzw. 1 mM zugesetzt.

Nahrmedien fiir E. coli

Fur die Anzucht von E. coli-Stammen wurden zwei Medien verwendet. Das LB-Medium ent-
hielt 10 g Pepton aus Casein, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl und 1 g Glucose pro 1 L H2Ogeion-
Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

Das Pepton/Tryptonmedium bestand aus 2,5 g Glucose, 17,0 g Trypton/Pepton, 3,0 g Soja-
Pepton, 5,0 g NaCl und 2,5 g K;HPO, pro 1 L HyOgeion. Der pH-Wert wurde auf 7,0 einge-

stellt.

Nahrmedien fiir Sinorhizobium morelense S-30.7.5.

Sinorhizobium morelense S-30.7.5. wurde in Nutrient Broth (NB)-Medium oder Mineral-Vita-
min-Medium angezogen. Das NB-Medium bestand aus 3 g Fleischextrakt und 5 g Pepton
aus Fleisch ad 1 L H;Oggjon. Der pH-Wert wurde auf 7,0 eingestellt.

Das Mineral-Vitamin (MV)-Medium enthielt 1,6 g 1,5-AF, 1,0 g KH,POQO,, 0,5 g NH4CI, 0,4 g
MgSO, * 7 H,0, 0,4 g NaCl, 0,05 g CaCl, * 2 H,0, 1,0 ml SL4-Lésung (10-fach) und 1,0 ml
Vitaminlésung (10-fach) pro 1 L H2Ogeion. Der pH-Wert wurde auf 6,8 eingestellt.

Die Vitaminlésung (10-fach) bestand aus 2 mg Biotin, 20 mg Nicotinsdure, 10 mg Thiamin,
10 mg 4-Aminobenzoesaure, 5 mg Panthothenat, 50 mg Pyridoxamin und 20 mg Cyanoco-
balamin ad 1 L H2Ogeion, (Pfennig, 1965). Der pH-Wert wurde auf 6,8 eingestellt.

Die Spurenelementlésung SL4 (10-fach) enthielt 5,0 g EDTA, 2,0 g FeSO, * 7 H,O, 0,1 g
ZnS0O4 * 7 H,0, 0,03 g MnCl; * 4 H,0O, 0,3 g H;BO3, 0,2 g CoCl, * 6 H,0, 0,01 g CuCl, *
2 H,0, 0,02 g NiCl, * 6 H,O und 0,03 g Na,MoO,4 * 2 H,O pro 1 L HyOg4eion. (Pfennig und
Lippert 1966).
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6 Kultivierung und Lagerung von E. coli

Bei der Kultivierung von E. coli wurde der Selektionsdruck durch Zugabe von Kanamycin
(pPET24a(+)) bzw. Chloramphenicol und Kanamycin (E. coli BL21Gold(DE3)pLysS + pET
24a(+)) erzeugt.

Zur Stammbhaltung von E. coli BL21Gold(DE3) wurden Kolonien mit Hilfe steriler Zahnstocher
bzw. 20 pl-Pipettenspitzen von LBka-Agarplatten in 5 ml kanamycinhaltiges LB-Flissigme-
dium Uberimpft (Rollrandréhrchen) und Uber Nacht (U. N.) bei 37°C und 220 rpm auf einem
Schattler (Multitron-Schuttler, Infors) inkubiert. Anschliefend wurden 1,5 ml der Zellsuspen-
sion bei 4000 rpm und 4°C 10 min zentrifugiert (Biofuge Pico, Heraeus), das Zellpellet in
350 pl LBkan-Medium resuspendiert, 500 ul 87% Glycerin zur Vermeidung von Kristallbildung
zugesetzt, vermischt und bei -70°C gelagert.

Zur Stammhaltung von E. coli BL21Gold(DE3)pLysS in Mikrotiterplatten (Cryoplates) wurden
die Kolonien mit Hilfe steriler Zahnstocher von LBka-Agarplatten in 200 ul kanamycin- und
chloramphenicolhaltiges Pepton/Tryptonmedium Uberimpft und die Mikrotiterplatte mit zwei
BreathSeal " (Greiner BioOne) abgedeckt. Alternativ dazu wurden 20 pl aus einer Mikrotiter-
platten-Ubernachtkultur in 180 pl kanamycin- und chloramphenicolhaltiges Pepton/Trypton-
medium in Cryoplates Uberimpft.

Die Inkubation erfolgte G. N. bei 37°C und 220 rpm auf dem Schiittler (Multitron-Schiittler,
Infors). AnschlieRend wurden die Cryoplates bei 2000 rpm und 4°C 10 min zentrifugiert (Sig-
ma 4K15, Rotor 11444, Braun), die Zellpellets in 100 pl einer LBkan-Glycerin-Mischung (1:1)
™ (

resuspendiert und mit SilverSeal ™ (Greiner BioOne) verschlossen bei —70°C gelagert.

7 Gentechnische Standardmethoden

7.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli wurde eine Kombination aus alkalischer Lyse
nach Birnboim und Doly und Phenol/Chloroform-Extraktion angewandt (Birnboim 1983). Es
wurden 3 Puffer eingesetzt. Der Destabilisierungspuffer L1 enthielt 200 ug/ml RNase A,
50 mM Tris-HCI und 10 mM EDTA, der pH-Wert wurde auf 8,0 eingestellt. Der Denaturie-
rungspuffer L2 bestand aus 200 mM NaOH und 1 % SDS. Der pH-Wert wurde auf 8,0 einge-
stellt. Der Prazipitationspuffer L3 enthielt 3 M Kaliumacetat, der pH-Wert wurde auf 5,5 ein-
gestellt.

1,5 ml bzw. 5 ml einer E. coli-Ubernachtkultur wurden 10 min bei 4000 rpm (Biofuge Pico,
Heraeus) zentrifugiert, das Bakterienpellet in 0,3 ml Destabilisierungspuffer L1 resuspendiert,
0,3 ml Denaturierungspuffer L2 zugeben und durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Nach

5 min Inkubation bei RT wurden 0,3 ml Prazipitationspuffer L3 zugesetzt, der Ansatz mehr-
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mals invertiert und der Niederschlag 15 min bei 13000 rpm abzentrifugiert (Biofuge Pico,
Heraeus). Der Uberstand wurde abgenommen und mit 0,45 ml Phenol/Chloroform extrahiert.
Nach 10 min Zentrifugation bei 13000 rpm zur Phasentrennung wurde die wassrige obere
Phase abgenommen und mit 0,45 ml Chloroform extrahiert. AnschlieRend wurde 10 min bei
13000 rpm zentrifugiert, die obere Phase abgenommen und 0,75 ml Isopropanol zugeben.
Nach 30 min Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C (Sigma 4K15, Rotor 12167, Braun)
wurde das Pellet mit 0,5 ml 70% Ethanol gewaschen, 10 min bei 13000 rpm (4°C) zentrifu-
giert, das Pellet bei 60°C getrocknet, in 50 pl H,O44 aufgenommen und bei -20°C gelagert.

Alternativ wurde die Plasmid-DNA mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il (Peqlab) oder
dem HiYield® Plasmid Mini Kit (Stid-Laborbedarf) isoliert. Dabei wurde das Protokoll des Her-
stellers befolgt. Diese Kits kombinieren die alkalische Lyse mit einer Zentrifugationssaulen-

methode.

7.2 Restriktionsspaltung von DNA und Restriktionsendonukleasen

Die eingesetzten Restriktionsendonucleasen und zugehdérigen Puffer waren von Fermentas
und wurden entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt (vgl. Tabelle 4). Die Pfeile zwi-

schen den Basen kennzeichnen die Schnittstelle.

Tabelle 4: Verwendete Restriktionsendonucleasen.

Enzym Schnittstelle | Puffer Dauer | Einsatz

(523)
BamHI* GIGATCC |Y'/Tango 1h Genexzision 3’-Ende
Hindlll* ALAGCTT |Y'/Tango 1h Genexzision 5’-Ende
Dpnl GA/TC - 2h Verdau von Template-DNA
EcoRlI GIAATTC 10 x Puffer EcoRl |1 h Linerarisierung
Fast digest ® Dpnl GA/TC Fast digest ®-Puffer [ 0,5 h |Verdau von Template-DNA
Fast digest ®BamHI° | GLGATCC | Fast digest ®-Puffer | 5 min | Kontrollverdau
Fast digest ®Hindlll° |ALAGCTT Fast digest ®_Puffer | 5 min | Kontrollverdau

°/* = In Kombination verwendet

Fir die Restriktion des afr-a13g-Inserts und des pET24a(+) Vektors mit BamHI und Hindlll
wurden zwei Restriktionsansatze verwendet. Der erste Restriktionsansatz enthielt 5 l
Y*/Tango Puffer, 15 ul Insert- bzw. 10 ul Vektor-DNA und jeweils 2 yl BamHI und Hindlll pro
100 pl H,Og4q4. Der zweite Restriktionsansatz enthielt 1 pl Y*/Tango Puffer, 15 ul Insert- bzw.
Vektor-DNA und jeweils 1 ul BamHI und Hindlll pro 20 pl HyOqq.

Die Inkubation erfolgte bei der jeweils angegebenen Dauer (vgl. Tabelle 4) bei 37°C. Auler-
dem wurde dem Vektoransatz zur Steigerung der Ausbeute an restringiertem Vektor un-

mittelbar nach der Restriktion mit BamHI und Hindlll 0,5 pl alkalische Phosphatase aus Eis-
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meergarnelen (Fermentas) zugesetzt und der Ansatz 30 min bei 37°C inkubiert, bevor das
Enzym durch Einfrieren des Ansatzes bei -20°C oder durch 20 min Inkubation bei 80°C inak-
tiviert wurde.

Dpnl wurde nach KOD QuikChange-PCR zum Verdau unmutierter Template-DNA verwen-
det. Mit EcoRI wurde nach TOPO-TA-Klonierung das afr-Insert aus dem TOPOQO®II-Vektor iso-
liert und konnte so in der anschlieRenden Fideli PCR als Template eingesetzt werden (vgl.
Kapitel 1110 und 1114.2).

7.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde zur Bestimmung der Lange von DNA-Fragmenten
bzw. nach Restriktion (vgl. Kapitel 117.4) zur Reinigung der Insert- bzw. Vektorfragmente von
Enzymen und Salzen durchgefiihrt.

Es wurde TBE-Puffer verwendet, der 90 mM Tris, 90 mM Borsaure und 2,5 mM EDTA pro
1 L H2O4eion enthielt. Der pH-Wert wurde auf 8,0 eingestellt. Der Probenpuffer (farbig) enthielt
5 ml 50%iges Glycerin, 100 mg Bromphenolblau, 5 ml TBE-Puffer und 4 ml H;Ogeion. Die
DNA-Fragmente wurden in horizontalen Agarosegelen im elektrischen Feld aufgetrennt. Es
wurden 35 ml Gele (7 x 10 cm) in BlueMarine 100-2-Elektrophoresekammern (Serva) einge-
setzt.

Fur 1% TBE-Kontrollgele wurde 1% Agarose in TBE aufgekocht und in eine Gelkammer mit
Gelkamm gegossen, die DNA-Proben wurden mit %4 Vol. Bromphenolblau-Probenpuffer ver-
setzt und mit der 1 kb DNA-Leiter bei einer Spannung von 100 Volt aufgetrennt. Nach abge-
schlossener Elektrophorese wurde das Gel 15 min im Ethidiumbromidbad inkubiert, die ge-
farbte DNA im UV-Licht bei 312 nm detektiert (Geldokumentationssystem Universal Hood,
BioRad) und auf dem Transilluminator abfotografiert.

Zur Reisolierung von DNA-Fragmenten wurden 1,4% Agarosegele hergestellt und die Elek-
trophorese bei einer Spannung von 60 Volt durchgefiihrt. Nach 10 min Inkubation des Gels
im Ethidiumbromidbad wurde die DNA im UV-Licht detektiert und die Banden mit einem
Skalpell ausgeschnitten. AnschlieRend wurden die DNA-Fragmente aus dem Gel extrahiert
(vgl. Kapitel 117.4).

7.4 Reisolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Reisolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde die entsprechende Bande
aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des peqGOLD MicroSpin Gel Extraction

Kits (Peqglab) nach den Herstellerangaben isoliert.
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7.5 Reinigung von DNA und Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA wurde nach PCR, Doppelverdau des Vektors und des Inserts sowie nach Ligation
beider gefallt, um Salze und Enzyme zu entfernen.

Der Ansatz wurde im Verhaltnis 1:1 mit Phenol/Chloroform gemischt und gevortext. Nach
10 min Zentrifugation bei 13000 rpm (Biofuge Pico, Heraeus) wurde die obere Phase mit
Ethanol gefallt und 1/10 des Volumens 4 M LiCl zugesetzt. AnschlieRend wurde das 2,5-
fache des Volumens 98% Ethanol (-20°C) zugesetzt, 45 min bei -20°C gefallt und 30 min bei
13000 rpm (4°C) zentrifugiert (Sigma 4K15, Rotor 12167, Braun). Danach wurde das DNA-
Pellet 2 x 5 min mit 70% Ethanol gewaschen (Sigma 4K15, Braun), 10 min bei 60°C getrock-
net und die DNA in 15 ul H,O4q4 resuspendiert.

Alternativ zur Fallung wurde die DNA zwischen Ligation und Transformation, nach KOD-Quik
Change PCR und anschlie®endem Dpnl-Verdau bzw. nach der Isolierung aus E. coli auf ei-
nem Dialyseplattchen (0,025 pm VSWP MF ™-Membran Filter, Millipore, Schwalbach) gegen
sterile 10%ige Glycerin-Losung 2 h — 4 h bei RT dialysiert, um Ausbeuteverluste, die mit der
Reinigung der DNA durch Fallung einhergehen, zu vermeiden und die DNA aufzukonzen-
trieren.

Die Bestimmung der DNA-Konzentration der isolierten Plasmide und der Vektoren bzw. In-
serts nach Restriktion erfolgte nach 1:60 Verdiunnung in H,O in einem Gene Quant Photo-
meter (Pharmacia Biotech) bei 260 nm. Dabei entspricht definitionsgemal eine OD,g, von 1
50 ug doppelstrangiger DNA pro ml Ansatz (Sambrook et al. 1989). Zur Abschatzung der
Reinheit und des Restproteingehaltes wurde die Absorption bei 260 nm zu der Absorption
bei 280 nm in Relation gesetzt. Bei reiner DNA betragt der Wert 1,8.

8 Ortsgerichtete Mutagenese durch KOD-QuikChange PCR

Mit Hilfe der KOD Hot Start DNA Polymerase aus Thermococcus kodakaraensis (Novagen/
Merck) wurde eine ortsgerichtete Mutagenese, d. h. ein gezielter ligationsfreier in vitro-Aus-
tausch einzelner Basen bzw. Aminosauren des afr-a13g-Gens durchgefuhrt. Diese Polyme-
rase zeichnet sich durch eine sehr hohe Genauigkeit und Prozessivitat aus, was besonders
bei GC-reichen Sequenzen wie dem Gen der AFR mit einem GC-Gehalt von 64,8 mol% vor-
teilhaft ist (Kuhn et al. 2006, Takagi et al. 1997).

Als Templates dienten die doppelstrangige zu mutierende Plasmid-DNA in supercoiled Kon-
formation und zwei synthetische Oligonukleotidprimer, die die gewiinschten Mutationen ent-
hielten. Die KOD Hot Start DNA Polymerase replizierte beide Plasmidstrange im Thermo-
cycler (MyCycler™, Biorad), wobei durch den Einbau der Oligonukleotidprimer ein mutiertes
Plasmid mit Einzelstrangllicken, sogenannten staggered nicks, generiert wurde. Vorteil die-

ser Methode ist, dass in fast allen E. coli-Stammen die parentale Template-DNA methyliert
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ist. Nach der PCR erfolgte deshalb die Behandlung des kompletten Ansatzes mit 1 ul der En-
donuclease Dpnl (2 h bei 37°C), die selektiv die parentale, das heisst die unmutierte methy-
lierte und hemimethylierte DNA abbaut. Das mutierte Plasmid wurde anschlieend fur den
Einsatz im Mikrotiterplatten-MaRstab in E. coli BL21Gold(DE3)pLysS kloniert (vgl. Kapitel
[112). Da dieser Stamm elektrokompetent ist, musste der Ansatz vor Transformation durch
Dialyse entsalzt werden (vgl. Kapitel 117.5).

Der Reaktionsansatz und das PCR-Programm basierten auf dem KOD Hot Start-Manual
(Novagen). Ein KOD-QuikChange PCR-Ansatz enthielt in einem Volumen von 50 yl 1 x KOD
Reaktions-Puffer, jeweils 0,2 mM dNTPs, je 0,3 uM forward und reverse Primer, 10 ng Tem-
plate-DNA, 0,02 U/ul KOD Hot Start DNA Polymerase und 1,5 mM MgSQO,. Dabei waren Re-
aktionspuffer, dANTP-Mix, Polymerase und MgSQO, im Kit enthalten.

Das folgende PCR-Programm (vgl. Tabelle 5) wurde zur Amplifikation im MyCycler™ (Bio-
Rad) verwendet.

Tabelle 5: PCR-Programm KOD-QuikChange. Die Schritte 2 - 4 wurden 20-mal im
MyCycler™ (BioRad) durchgefiihrt. Nach Schritt 4 wurde der Ansatz auf 4°C abgekdihlt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] | Dauer [min]
1. Denaturierung 98 10

2. Denaturierung 95 0,5

3. Annealing 63 1

4. Elongation 70 3,5*

5. Abkihlung 4 -

* 30 sec/ kbp

9 Gerichtete Evolution durch error prone-PCR

Um in das afr-a13g-Gen aus S. morelense S-30.7.5. zufallige Mutationen zur Erhéhung der
Thermostabilitat einzufiihren wurde die error prone-PCR im MyCycler™ (BioRad) durchge-
fuhrt. Dazu wurde das Gen mit Hilfe der Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus (Axon) am-
plifiziert. Diese Polymerase besitzt in vitro keine proofreading Funktion zur Korrektur fehlge-
paarter Nukleotide und fiigt deshalb bei der Amplifikation durchschnittlich alle 9000 Nukleo-
tide eine Mutation ein (error rate). Um die Fehlerwahrscheinlichkeit der Tag-Polymerase zu
steigern wurde dem Ansatz MgCl, in einer Endkonzentration von 6 mM — 8 mM bzw. MnCl,
in einer Endkonzentration von 0,09 mM - 0,15 mM zugesetzt. Die in der Literatur dokumen-
tierten Pipettierschemata wurden dazu leicht modifiziert (Jaeger et al. 2002, Jaeger und
Eggert 2002, Leung et al. 1989).

Ein PCR-Ansatz enthielt in einem Volumen von 50 pl 1 x MgCly-freien Puffer B, 1 yl dNTP’s,
jeweils 1 yl Primer Mor-Bam_for und Mor-Hindlll-His_rev, 1 yl Template DNA, 0,6 ul Tag-
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Polymerase und das entsprechende Volumen von MgCl, und MnCl, (Konzentration der

Stammldsungen: 25 mM).

Tabelle 6: PCR-Programm error prone-PCR. Es wurden 35 Zyklen (Schritt 2 — 4) im
MyCycler™ (BioRad) durchgefiihrt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] | Dauer [min]
1. Denaturierung 95 2

2. Denaturierung 95 0,5

3. Annealing 64 0,3

4. Elongation 72 0,6-1

5. Finale Elongation 72 7

6. Abkulhlung 4 -

Nach der error prone-PCR wurden die Amplifikate zur Expression Uber die BamHI- und
Hindlll-Restriktionsschnittstellen in den Expressionsvektor pET24a(+) ligiert (vgl. Kapitel
[110.2) und zum Screening auf gesteigerte Thermostabilitat im Mikrotiterplatten-MaRstab in
E. coli BL21(DE3)pLysS kloniert (vgl. Kapitel 1112).

10  Klonierung von PCR-Fragmenten

10.1 TOPO-TA Cloning®

Zur Regeneration der E. coli-Zellen nach Transformation durch Hitzeschritt bzw. durch Elek-
troporation (vgl. Kapitel 1112) wurde SOC-Medium zugesetzt. Das SOC-Medium enthielt 2 %
Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOQO, und
20 mM Glucose pro 1 L HaOgeion.

Um PCR-Amplifikate schnell und effizient zur Sequenzierung in einen Vektor klonieren zu
kénnen, wurde das TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Bei der TOPO-
TA-Klonierung handelt es sich um eine Ligase-freie Ligation. Voraussetzung hierfiir sind TA-
Uberhénge der PCR-Produkte, so wie sie die Tag-Polymerase bereits wahrend der error
prone-PCR an das 3’-Ende des Gens anhangt. Nach PCRs mit anderen Polymerasen muss-
ten vor der TOPO-TA-Klonierung TA-Uberhdnge generiert werden. Hierzu wurde jeder An-
satz nach der PCR mit 0,4 ul Tag-Polymerase versetzt und bei 72°C flr 10 min inkubiert.

Der TOPO-TA Cloning®-Ansatz enthielt 4 ul PCR-Amplifikat, 1 pl Salzlésung und 1 pl TO-
PO®II-Vektor. Die Transformation der chemisch kompetenten E. coli Top 10 One Shot-Zellen
erfolgte durch Hitzeschritt (30 sec bei 42°C im Wasserbad) und abweichend vom Hersteller-

protokoll wurden die Zellen mit dem kompletten Klonierungsansatz (6 ul) transformiert. Da-



Kapitel Il. Material und Methoden 33

nach wurden 250 pyl SOC-Medium zugesetzt und die Zellen auf dem Schiittler bei 220 rpm
(Multitron, Infors, Bottmingen, Schweiz) und 37°C regeneriert. Die Inkubationsschritte erfolg-
ten in der vorgeschriebenen Dauer. Anschlielfend wurden die Zellen auf LBka/X-Gal-Platten
ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Insert-tragende Klone wurden mittels Blau/
Weil3-Screening selektiert und durch Colony-PCR (vgl. Kapitel 1111) auf die Anwesenheit des

korrekten Inserts untersucht.

10.2 Ligation

Die Ligation wurde zur Konstruktion rekombinanter Plasmide unter Verwendung einer T4-Li-
gase (Fermentas) durchgefiihrt. Das Insert wurde zuvor einer zufalligen Mutagenese durch
error prone-PCR unterzogen und die DNA anschliefiend gefallt (vgl. Kapitel 119 und 117.5).
Durch den vorhergehenden Verdau der AFR-A13G-Mutanten und des Vektors mit BamHl
und Hindlll entstehen sticky ends im Doppelstrang der DNA, die von der Ligase durch Wie-
derherstellung der Phosphodiesterbindung zwischen zwei benachbarten Nukleotiden wieder
verknipft werden kénnen.

Zur Optimierung des in der Ligationsreaktion eingesetzten Volumenverhaltnisses von Insert
und Vektor wurde nach Restriktion und erneuter Fallung der DNA zunachst die DNA-Kon-
zentration [ng] in den beiden Ansatzen gemessen (vgl. Kapitel 117.5). AnschlieRend wurde

das in der Ligation einzusetzende Volumen des Inserts mit folgender Formel berechnet.

ng Vektor - kbp Insert
kbp Vektor

ng Insert =

Der Ligationsansatz wurde im Thermocycler (MyCycler™, Biorad) entweder tiber Nacht bei
16°C oder fur 60 min bei 22°C inkubiert und in einem zweiten Schritt die Ligase 10 min bei
65°C inaktiviert. Danach wurde auf 4°C abgekuhlt. Vor der Elektroporation (vgl. Kapitel 1112)

erfolgte eine Dialyse des Ligationsansatzes (vgl. Kapitel [17.5) zur Entsalzung der DNA.

11 Ligationskontrolle durch Colony-PCR

Mit Hilfe der Colony-PCR kann der Ligationserfolg kontrolliert werden, d. h. E. coli-Klone
kénnen auf Vorhandensein, GroRe und Orientierung eines rekombinanten Inserts Uberprift
werden. Bei dieser Methode entfallen die einzelnen Arbeitsschritte der Anzucht, der DNA-
Praparation und des Kontrollverdaus, weshalb sie die schnelle und kostengunstige Kontrolle
einer weit grofleren Zahl von Kolonien erméglicht (Luo und Mitchell 2002). Die Colony-PCR
basiert auf der Methode von Gussow und Clackson (Gussow und Clackson 1989). Sie wird

entweder mit vektorspezifischen Primern durchgefihrt, die das Insert flankieren und das In-
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sert zusammen mit einem kleinen Teil des Vektors amplifizieren (vgl. Tabelle 3) oder mit
insertspezifischen Primern zur Analyse der Orientierung des Inserts im Vektor. In der PCR
werden ganze Zellen in Form einer von einer LBa,-Platte gepickten Kolonie eingesetzt. Die
Zellwande werden anschlieRend zum einen durch die Scherkrafte beim Durchmischen des
Ansatzes, zum anderen wahrend der PCR hitzebedingt destabilisiert. Das im Ansatz ent-
haltene DMSO steigert aulerdem die Permeabilitdt der Membranen. Folglich tritt die Plas-
mid-DNA aus. War das gewilinschte Plasmid mit dem korrekten Insert in der Zelle enthalten,
wird es amplifiziert. Parallel zur Colony-PCR wird eine Masterplatte auf einer LBg.-Platte
erstellt, so dass Klone mit korrektem Insert direkt weiter analysiert werden kdénnen.

Je nach Klonierungsart und Vektor wurden verschiedene Primer eingesetzt. Durch Blau/
Weil3-Screening selektierte weille Kolonien wurden mit M13-Primern auf ein erfolgreiches
TOPO-TA-Cloning® untersucht, in den Expressionsvektor pET24a(+) einklonierte Inserts
wurden durch pET-Primer analysiert. Durch PCR mit M13-Primern wurden die Inserts um
233 bp verlangert, mit pET-Primern waren es 126 bp. Bei der der Colony-PCR wurde Tag-
Polymerase aus Thermus aquaticus und 10 x Puffer der Firma Axon verwendet (vgl. Kapitel
[12). Der Colony-PCR-Ansatz mit M13-Primern enthielt 0,5 pl Reaktionspuffer (10x), 0,3 pl
MgCl, (Konzentration der Stammlésung: 25 mM), 0,1 yl dNTP-Mix, 0,4 yl DMSO, jeweils
0,1 yl der Primer M13universalCS und M13reverseCS und 0,04 pl Tag-DNA Polymerase pro
5 pl HyO4q. Beim Colony-PCR-Ansatz mit pET-Primern wurden nur 0,2 yl DMSO und die
Primer pET-gene-f und pET-gene-r eingesetzt.

Jeweils 5 yl des Mastermixes wurden in 0,2 ml PCR-Eppendorfgefale vorgelegt. Ein Klon
wurde mit einem sterilen Zahnstocher gepickt und auf einer LBgan-Platte ausgestrichen. Der
Mastermix wurde mit dem gleichen Zahnstocher angeimpft. Die LBka,-Platte wurde anschlie-
Rend U. N. bei 37°C bebritet. Mit dem angeimpften Mastermix wurde die PCR durchgefiihrt.
Nach der PCR wurden die Amplifikate mit je 1 ul Probenpuffer versetzt und in einem TBE-
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. Kapitel 117.3). Klone mit dem vollstandigen In-
sert wurden weiter analysiert.

Das folgende PCR-Programm (vgl. Tabelle 7) wurde zur Amplifikation im MyCycler™ (Bio-

Rad) verwendet.
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Tabelle 7: PCR-Programm Colony-PCR. Die Schritte 2 — 4 wurden 25-mal durchgefihrt.
Die Annealing-Temperatur betrug fir die M13-Primer 65°C, fir die pET-Primer 62°C. Zur
Kontrolle der Orientierung des Inserts im Vektor wurden die pET-Primer mit genspezifischen
Gegenprimern eingesetzt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] | Dauer [min]
1. Denaturierung 95 5

2. Denaturierung 95 0,5

3. Annealing 62 /65 0,5

4. Elongation 72 1,25

5. Finale Elongation 72 7

6. Abklhlung 4 -

12 Transformation

Herstellung elektrokompetenter Zellen

E. coli BL21(DE3)-Zellen wurden ohne Antibiotikum angezogen, bei der Synthese elektro-
kompetenter E. coli BL21Gold(DE3)pLysS-Zellen wurde dem Medium zur Selektion Chlor-
amphenicol zugegeben, da das pLysS-Plasmid Uber eine Chloramphenicol-Resistenz ver-
fugt.

400 ml LB-Medium wurden mit 1/100 Volumen einer frischen Ubernachtkultur angeimpft, bei
37°C und 220 rpm bis zum Erreichen einer ODgy von 0,4 - 0,5 inkubiert (Multitron-Schiittler,
Infors), dann auf Eis gekiihlt und 15 min zentrifugiert (4°C, 4000 x g, Sorvall® Evolution™
RC, Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts). Anschlielliend wurde das Bakteriensedi-
ment zuerst in 400 ml und dann in 200 ml eiskaltem sterilem H,O44 resuspendiert und jeweils
15 min zentrifugiert (4°C, 4000 x g). Danach wurden die Zellen in 20 ml eiskaltem 10 % Gly-
cerin resuspendiert, 15 min zentrifugiert (4°C, 4000 x g) und in 2 ml eiskaltem 10 % Glycerin
resuspendiert. Der Zelltiter sollte etwa 3 x 10" Zellen/ml betragen. Aliquots der Zellen von
50 ul wurden bei -70°C gelagert (Hanahan 1983).

Elektroporation

Zur Regeneration der E. coli-Zellen nach Transformation durch Elektroporation bzw. durch
Hitzeschritt (vgl. Kapitel 1110.1) wurde SOC-Medium zugesetzt. Das SOC-Medium enthielt
2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,
und 20 mM Glucose pro 1 L H2Ogeion.

Bei der Elektroporation wurden die entsalzten elektrokompetenten E. coli-Expressionsstam-
me wurden in einem MicroPulser™ (BioRad) mit den Plasmiden transformiert (Hanahan et al.
1991).
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Zellen, Ligationsmix, Elektroporationskiivetten und Eppendorfgefalle wurden auf Eis gekuhlit.
50 pl elektrokompetente Zellen wurden mit dem kompletten Ligations- bzw. ISM-Ansatz (ca.
30 ul) in die eisgeklhlte, trockene Elektroporationskivette pipettiert und die Elektroporation
bei 2,5 kV, 25 yF und 400 Q durchgefihrt. AnschlieRend wurden direkt 0,5 ml SOC-Medium
zur Regeneration der Zellen zugesetzt, die Zellen fiir 60 min bei 37°C und 220 rpm regene-
riert und auf LBkan-Platten ausplattiert, die Transformanden wurden durch die Kanamycin-Re-
sistenz des Expressionsvektors pET24a(+) selektiert.

Wurde eine Retransformation mit durch Minipraparation (vgl. Kapitel 117.1) aus E. coli
BL21(DE3)-Zellen isolierter Plasmid-DNA durchgefihrt, wurden lediglich 0,5 ul der DNA zu

50 ul elektrokompetenten Zellen gegeben.

13 DNA-Sequenzierung

Alle Plasmid-Proben mit den zu sequenzierenden afr-a13g-Varianten als Insert wurden nach
Isolation aus E. coli BL21(DE3)-Zellen (vgl. Kapitel 117.1) entweder zu GATC Biotech AG
(Konstanz) oder Eurofins MWG Operon (Ebersberg) geschickt. Als Primer wurden die dort
vorratigen Standardprimer fiir den TOPO®II-Vektor bzw. das pET24a(+)-Plasmid verwendet.
Alternativ wurden genspezifische Primer mitversendet. Beide Sequenzierservices flihren die
DNA-Sequenzanalyse nach Sanger auf ABI 3730XL-Sequenzierern (Applied Biosystems,
Carlsbad, Kalifornien) durch (Sanger et al. 1977).

Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit Hilfe des Softwarepakets DNASTAR (Lasergene,
Madison, Wisconsin, USA) oder mit dem Contig-Express von Vector NTI (Informax 9.0 bzw.
10.0 Advance, Invitrogen, Karlsruhe) analysiert. Die so ausgewerteten Sequenzdaten wur-
den anschlieRend durch blastn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) nach dem BLAST-Algo-
rithmus (Altschul et al. 1997) mit den in der NCBI (National Center for Biotechnological Infor-

mation) - Datenbank hinterlegten Nucleotidsequenzen verglichen.

14  Klonierung und heterologe Expression der AFR

14.1 Isolierung der genomischen DNA aus Sinorhizobium morelense S-30.7.5.

Zur lIsolierung genomischer DNA aus Sinorhizobium morelense S-30.7.5. wurden 4 Losun-
gen verwendet (Kieser 1984). Die Lésung L1 enthielt 1,5 g Tris, 3,7 g EDTA (pH 8,0) und
51,3 g Saccharose pro 50 ml HyOggion. Die Losung L2 bestand aus 2,0 g NaOH und 12,5 ml
SDS-Lésung (20%) ad 250 ml HyOgeion- LOsung L3 bestand aus 73,6 ml Kaliumacetat pro
250 ml HyOgeion- Der pH wurde auf 5,5 eingestellt. Die 10% SDS-Loésung enthielt 10 g SDS
pro 100 ml HxOgeion-
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200 ml NB- oder MV-Medium wurden mit 20 ml einer frischen Vorkultur angeimpft und 4. N.
bei 28°C und 220 rpm auf dem Schuttler (Multitron-Schuttler, Infors) inkubiert. Dann wurden
100 ml der Zellsuspension 15 min bei 5000 x g und 4°C zentrifugiert (Sigma 4K15, Rotor
12167, Braun), das Zellpellet in 12,5 ml L1-Ldsung resuspendiert, 2,5 ml L1-Ldsung mit
10 mg/ml Lysozym (sterilfiltriert) zugesetzt und 1 h bei 37°C und 220 rpm auf dem Schdttler
(Multitron-Schdttler, Infors) inkubiert. AnschlieRend wurden 1,5 ml 10% SDS-L6ésung zuge-
setzt und durch vorsichtiges Invertieren gemischt, 30 min bei 65°C inkubiert, 5 ml L3-Lésung
zugesetzt und mindestens 1 h auf Eis gekihlt. Nach 10 min Zentrifugation bei 10000 x g
(Sigma 4K15, Rotor 12167, Braun) wurde der klare DNA-haltige Uberstand mit dem halben
Volumen Phenol/Chloroform (P/Cl) (25:24:1) versetzt und 15 min bei 13000 x g (Sigma
4K15, Rotor 12167, Braun) zentrifugiert. Diese beiden Schritte wurden einmal wiederholt.
Der klare Uberstand wurde in ein 50 ml Falcon {berfiihrt und mit dem 1,5-fachen Volumen
Isopropanol (-20°C) versetzt. Dann wurde die DNA mindestens 1 h bei -70°C gefallt, in 70%
Ethanol (-20°C) aufgenommen und 10 min bei 5000 x g (Sigma 4K15, Rotor 12167, Braun)
abzentrifugiert. Diese beiden Schritte wurden einmal wiederholt. AnschlieRend wurde die
DNA in einem sterilen Eppendorfgefal® 5 min bei 60°C getrocknet, 50 yl TE-Puffer bzw.
H3Ogeion zugeben und 0. N. bei 4°C geldst.

Alternativ dazu wurde die genomische DNA mit dem Innuprep Bacteria DNA Kit (Analytik
Jena AG, Jena) oder dem Instant Bacteria DNA Kit (Analytik Jena AG, Jena) nach dem Her-
stellerprotokoll isoliert. Diese Kits beruhen auf der Kombination der alkalischen Lyse mit ei-

ner Zentrifugationssdulenmethode.

14.2 afr-Gen-Amplifikation aus der genomischen DNA von Sinorhizobium morelense
$-30.7.5.

Das afr-Gen wurde aus der genomischen DNA von S. morelense S-30.7.5. mit Hilfe der
FideliTaqg™ Polymerase (GE Healthcare) und der Primer AFR_for und AFR_rev amplifiziert.
Die FideliTag™ Polymerase zeichnet sich durch eine sehr hohe Amplifikations-Genauigkeit
aus, da sie sowohl Uber 5’>3’- als auch uber 3'>5-Exonuklease-Aktivitat verfiigt. Dadurch
werden bei der Amplifikation keine unerwilinschten Mutationen in das Gen eingefiihrt.

Ein Fideli PCR Ansatz enthielt in einem Volumen von 50 pl 1 x FideIiTaqT"’I Buffer, 0,24 mM
dNTP Mix, jeweils 0,3 uM AFR _for und AFR rev Primer, 10 ng Template-DNA und 0,5 U
FideliTag™ DNA Polymerase.

Das folgende PCR-Programm (vgl. Tabelle 8) wurde zur Amplifikation im MyCycler™ (Bio-

Rad) verwendet.
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Tabelle 8: PCR-Programm Fideli PCR. Die Schritte 2 - 4 wurden 35-mal im MyCycler™
(BioRad) durchgeflihrt. Nach Schritt 5 wurde der Ansatz auf 4°C abgekdhilt.

PCR-Schritt Temperatur [°C] | Dauer [min]
1. Denaturierung 95 2

2. Denaturierung 95 0,5

3. Annealing 64 0,5

4. Elongation 68 1

5. Finale Elongation 68 7

6. Abkuhlung 4 -

Die PCR-Amplifikate wurden anschliefiend in E. coli TOP10 kloniert (vgl. Kapitel 1110.1) und
sequenziert (vgl. Kapitel 1113). Die Plasmid-DNA wurde mit EcoRI verdaut (vgl. Kapitel 117.2)
und im 1,4%-igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kapitel 117.3). Anschlielend wurde das Frag-
ment mit dem peqGOLD MicroSpin Gel Extraction Kit (Peqlab) reisoliert. Das gereinigte Am-
plifikat wurde in einer nachfolgenden Fideli PCR mit den Primern Mor-Bam_for und Mor-
Hindlll-His_rev als Template eingesetzt. Auf diese Weise wurde das afr-Gen mit Klonie-
rungsschnittstellen und einem N-terminalen (His)stag versehen. Bei dieser PCR wurde das
gleiche Programm verwendet (vgl. Tabelle 8). Die Amplifikate wurden anschliefiend ebenfalls
in einem 1,4%igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. Kapitel 117.3), mittels peqGOLD MicroSpin
Gel Extraction Kit (Peglab) reisoliert und Uber die BamHI- und Hindlll-Schnittstellen in den
linearisierten Expressionsvektor pET24a(+) ligiert (vgl. Kapitel 1110.2). AnschlieRend erfolgte
die Transformation in die E. coli BL21(DE3)Gold-Zellen (vgl. Kapitel 1112). Der Ligationserfolg
wurde durch Colony-PCR (vgl. Kapitel 1111) Gberprift und das erhaltene Konstrukt wurde se-
quenziert (vgl. Kapitel 1113).

Nachfolgend wurde die Plasmid-DNA aus den Zellen isoliert (vgl. Kapitel 117.1) und in das
afr-Gen wurde die A13G-Mutation durch KOD-QuikChange PCR mit den Primern AFR-
A13G_for und AFR-A13G_rev eingefuhrt (vgl. Kapitel 118). Nach Dpnl Verdau und Dialyse
wurde das Plasmid mit dem afr-a13g-Gen in E. coli BL21Gold(DE3) kloniert, sequenziert und
das angereicherte Enzym charakterisiert (vgl. Kapitel 1112, 113, 1116 und 1121). AuRerdem
wurde das Plasmid anschlieBend fir das Screening im Mikrotiterplatten-MaRstab in
E. coli BL21Gold(DE3)pLysS kloniert (vgl. Kapitel 1112). Diese AFR-Variante mit der A13G-

Mutation diente als Ausgangsvariante fiir alle Experimente dieser Arbeit.

14.3 Heterologe Expression der AFR-A13G in E. coli

Die heterologe Expression der AFR-A13G erfolgte in verschiedenen Mal3staben. Die zu in-

duzierenden E. coli-Zellen wurden je nach Bedarf in Erlenmeyerkolben mit 1 L Volumen oder
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zum Screening nach optimierten Varianten zuerst in Mikrotiterplatten (Greiner BioOne) und
anschlief3end in Erlenmeyerkolben mit 100 ml Volumen angezogen.

Der Stamm E. coli BL21Gold(DE3) verfugt Gber eine chromosomale Kopie des T7 RNA-Poly-
merase-Gens unter Kontrolle des lacUV5-Promoters, der durch IPTG induziert wird.

E. coli BL21Gold(DE3)pLysS weist die gleichen Eigenschaften wie E. coli BL21Gold(DE3)
auf, allerdings enthalt dieser Stamm zusatzlich das pLysS-Plasmid. Dieses Plasmid kodiert
fur intrazellulares Lysozym und tragt eine Chloramphenicol-Resistenz. Lysozym kann die
Zellwand von E. coli schwachen, indem es im Peptidoglykan die 1,4-glykosidischen Bin-
dungen zwischen N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure spaltet. Auf diese Weise
kann Wasser in die Zelle diffundieren, diese schwillt an und platzt. Solange die Cytoplasma-
membran der Zellen intakt ist, wird das Lysozym jedoch im Zellinneren zurlckgehalten. Erst
durch die Zugabe des Tensids Triton X-100, das die Zellmembran von auf3en destabilisiert,
kann das Lysozym zur Mureinschicht gelangen und die Zelllyse herbeiflihren. Diese Methode
der Zelllyse durch die Zugabe von Triton X-100 in den Puffer ermoglichte die Isolierung der
AFR-A13G aus den Zellen im Mikrotiterplatten-Mafstab. Bezlglich Anzucht und Induktion

verhielten sich beide Stdamme gleich.

Expression in 30 ml Hauptkulturen

Nach dem Screening im Mikrotiterplatten-MaRstab (Greiner BioOne) wurden die Zellen, die
AFR-A13G-Varianten mit erhdohter Thermostabilitat exprimierten, zur ersten eingehenderen
Charakterisierung der Mutanten in 30 ml Hauptkulturen kultiviert. Zur Anzucht der Zellen im
30 ml-MaRstab wurden 5 ml einer frischen Vorkultur in 25 ml Pepton/Tryptonmedium mit Ka-
namycin in einen 100 ml Erlenmeyerkolben (berfihrt. Anschlielend wurden die Erlenmey-
erkolben bei 37 °C (220 rpm) auf dem Schiittler inkubiert. Nachdem die Zellen eine ODggo
von 2,6 erreicht hatten, erfolgte die Induktion durch Zugabe von IPTG (Endkonzentration
0,1 mM). Die Kolben wurden anschlieRend zur Expression der AFR-A13G fir weitere 24 h
bei 20°C und 200 rpm (RC-406, Infors AG) inkubiert. Durch die niedrige Temperatur wurde
das Zellwachstum verlangsamt und so die Bildung von inclusion bodies verringert (Schein
und Noteborn 1988).

Expression in 250 ml Hauptkulturen

Zur weiteren Charakterisierung der in 30 ml Hauptkulturen analysierten AFR-A13G-Varianten
mit verbesserter Thermostabilitat und zur Anreicherung von AFR-A13G und AFR-A13G-Vari-
anten zur kinetischen Charakterisierung bzw. fur Biokonversionen (vgl. Kapitel 1122.2 und
[121) wurde die 25 ml Vorkultur in 250 ml Pepton/Tryptonmedium mit Kanamycin und Chlor-
amphenicol (Cm) in einem 1 L Erlenmeyerkolben Uberfuhrt. Die anschliellende Kultivierung

erfolgte analog zur Expression im 30 ml-Maf3stab.
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Expression in Mikrotiterplatten

Vor Anzucht der E. coli BL21Gold(DE3)pLysS-Zellen im Mikrotiterplatten-MaRstab wurden
zunachst zur Erhéhung der Zelldichte Masterplatten angefertigt. Dazu wurde jede Kolonie mit
einem sterilen Zahnstocher auf einer LBya,-Platte ausgestrichen, iber Nacht bei 37°C kulti-
viert und am nachsten Tag in das mit 200 pl LBkan:cm gefullte Well einer Mikrotiterplatte
(Greiner BioOne) umgeimpft. Anschlielend wurde die Mikrotiterplatte bei 37°C auf dem
Schuttler (220 rpm) inkubiert. Nach 2 h wurden zuerst jedem Well 20 pl Zellsuspension zum
Beimpfen der Cryoplates fur die Glycerinkulturen entnommen (vgl. Kapitel 116), dann erfolgte
die Induktion der restlichen Zellsuspension mit 20 pl IPTG (10 mM in LBkan) pro Well. Die Ex-
pression der AFR-A13G-Varianten erfolgte U. N. bei 20°C auf dem Rotationsschuttler (RC-
406, Infors AG) bei 200 rpm.

15  Herstellung zellfreier Extrakte

Fur den Zellaufschluss mit Ultraschall wurden die Pellets entweder in 100 mM KH,PO, (pH
7,0) oder in 20 mM BisTris (pH 7,0) resuspendiert. Jeder Ansatz wurde mit 0,5 mg DNase |
versetzt. Der BisTris-Puffer wurde ebenfalls beim Zellaufschluss mit Glasbeads eingesetzt.
Der Puffer fur den Aufschluss in Mikrotiterplatten enthielt 100 mM KH,PO, (pH 7,0), 0,5 mg
DNase | und 0,06% Triton X.

15.1 Zellernte von E. coli

24 h nach der Induktion erfolgte die Zellernte der in den Erlenmeyerkolben gewachsenen
Zellen. Dazu wurde die Zellsuspension in Zentrifugenbecher tberflhrt und 10 min bei 4000 x
g und 4°C (Evolution RC, Sorvall) zentrifugiert. 1 g Bakterienpellet wurde anschlieend flr
die weitere Anreicherung der AFR-A13G-Varianten durch Affinitatschromatographie an
Nickelsepharose (vgl. Kapitel 1116.1) entweder in 3 ml (Ultraschall, Glasbeads) oder 1 mi
(French Press) 100 mM Kaliumdihydrogenphosphat-Puffer (pH 7,0) mit DNase |, bzw. zur
ersten eingehenderen Charakterisierung der AFR-A13G-Varianten im Rohextrakt in 3 ml
20 mM BisTris Puffer (pH 7,0) mit DNase | resuspendiert.

Die Zellernte der in den Mikrotiterplatten gewachsenen Zellen erfolgte ebenfalls nach 24 h
durch zehnminltige Zentrifugation bei 2000 rpm und 4°C (Sigma 4K15, Rotor 11444, Braun).
Diese Zellpellets wurden anschlieRend in 100 pyl 100 mM Kaliumdihydrogenphosphat-Puffer
(pH 7,0) mit DNase | und 0,06% Triton-X 100 resuspendiert.
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15.2 Zellaufschluss von E. coli

Ultraschallaufschluss

Die resuspendierten Zellpellets aus 30 ml bzw. 250 ml Kulturen wurden fiinfmal 15 s mit 22
microns im Eiswasserbad beschallt und dazwischen flir 30 s auf Eis gekuhlt. Anschlielend

wurde die Suspension 10 min bei 23000 x g und 4°C (Evolution RC, Sorvall) zentrifugiert.

Aufschluss mit Triton-X 100

Die Mikrotiterplatten wurden 10 min bei 4°C mit 2000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen und die Zellpellets jeweils in 100 pyl 100 mM KH,PO, (pH 7,0) mit DNase | und
0,06 % Triton-X 100 resuspendiert. Nach 45 min Inkubation bei 37°C und 200 rpm wurden
die Mikrotiterplatten 10 min bei 4°C mit 2000 rpm zentrifugiert.

Aufschluss mit French Press

Der Aufschluss der Proben erfolgte mit Hilfe der French® Pressure Cell press (Polytec
GmbH). Insgesamt wurden die Zellsuspensionen je dreimal bei 120 MPa passagiert und an-
schlieffend 10 min bei 20000 x g und 4°C zentrifugiert.

Aufschluss mit Glasbeads

Zur Erhéhung des Screening-Durchsatzes der AFR-A13G-Varianten im 30 ml Kultivierungs-
malistab (vgl. Kapitel 1114.3) wurden die Zellen mechanisch mit Glasperlen in einer Schwing-
muhle (MM 301, Retsch) aufgeschlossen, da auf diese Weise 20 Proben gleichzeitig behan-
delt werden konnten. Aul3erdem wird die Probe bei dieser Aufschlussmethode kaum er-
warmt, d. h. die freigesetzten Proteine denaturieren nicht (Schitte und Kula 1988).

2 ml Eppendorfgefal’e wurden bis zur 0,5 ml-Markierung mit Glasbeads (Durchmesser 0,1 -
0,25 mm) geflllt und 1 ml der Zellsuspension zupipettiert. Der Zellaufschluss erfolgte in auf
-20°C vorgekuhlten Toneinsatzen in der Schwingmuhle zweimal 5 min mit einer Frequenz
von 30 Schwingungen pro s, dazwischen wurden die Suspensionen 5 min auf Eis gekuhlt.
Anschliellend wurden die Suspensionen 15 min bei 13000 rpm und 4°C (Biofuge Pico,

Heraeus) zentrifugiert.

16  Anreicherung der AFR-A13G

Die weiterfihrenden Beschreibungen der verschiedenen Aufreinigungsschritte beginnen mit
dem Rohextrakt, der nach Zellaufschluss und Zentrifugation erhalten wurde (vgl. Kapitel
1115). Die Aufreinigungen wurden mit Hilfe des FPLC-Systems Akta Purifier (GE Healthcare)
durchgefiihrt. Die Detektion der Proteine erfolgte bei 280 nm (UV900, GE Healthcare). Die

Fraktionen wurden im Fraktionensammler Frac950 (GE Healthcare) aufgefangen.
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16.1 Affinitatschromatographie an Nickelsepharose

Fur die Affinitdtschromatographie wurden 2 Puffer verwendet. Der Bindepuffer bestand aus
0,02 M NaH,PQO,4 und 0,5 M NaCl. Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt. Der Elutionspuffer
enthielt zusatzlich 0,5 M Imidazol und der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt.

Die Aufreinigung der (His)s-getaggten Proteine erfolgte an 5 ml bzw. 1 ml Ni-Sepharose
Crude Fast Flow-Saulen (GE Healthcare). Die Saule wurde mit Bindepuffer aquilibriert und
nach dem Auftragen der Probe wurde zuerst mit Bindepuffer gesplilt. Die AFR-A13G wurde
als (His)s-Fusionsprotein mit Elutionspuffer, der 500 mM Imidazol enthielt, eluiert. Die Flufdra-
te betrug bei der 5 mI-Saule 5 ml/min, bei der 1 mI-Saule 1 ml/min. Die Fraktionsgrofie be-

trug jeweils 4 ml.

16.2 Umpufferung durch hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

Bei der hydrophoben Interaktionschromatographie (HIC) wurden 20 mM BisTris (pH 7,0) und
Azidpuffer aus 50 mM BisTris (pH7,0) und 0,03% NaNj3 ad 1 L HoOqeion €ingesetzt.

Nach Anreicherung der AFR-A13G uber Nickelsepharose (vgl. Kapitel 1116.1) wurde durch
die HIC zum einen das Imidazol aus dem Ansatz entfernt, das bereits in geringer Konzentra-
tion die Proteinbestimmung und die isoelektrische Fokussierung stort, und zum anderen eine
schnelle Umpufferung der AFR-A13G in ihren Lagerpuffer gewahrleistet, in dem sie am sta-
bilsten ist (Kihn 2004).

Es wurde eine mit 50 mM BisTris (pH 7,0) aquilibrierte Phenyl-Sepharose-Saule (XK
26/20_G_25; 58,4 ml Saulenvolumen) verwendet. In diesem Puffer fand auch der Lauf und
die anschlieBende Elution statt. Die Flussrate betrug 9 ml/min, die Fraktionsgrofie 8 ml.

Danach wurde die Saule bis zur nachsten Verwendung in Azidpuffer gelagert.

17  Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit (Pierce).
Dabei handelt es sich um eine Modifikation der Lowry-Methode (Hartree 1972).

Als Arbeitslosung fur die Proteinbestimmung wurden 50 Teile BCA mit einem Teil einer vier-
prozentigen Cu,SO,4-Lésung gemischt. Als Referenz diente eine Eichgerade mit Rinderse-
rumalbumin (BSA) in einem Konzentrationsbereich von 25 pg/ml bis 2000 ug/ml (Hartree
1972). Die Proben wurden in drei verschiedenen Verdinnungen eingesetzt und behandelt
wie die Standards. Es wurden jeweils 25 ul Eichgerade bzw. Probe pro Well in einer 96-Well-
Mikrotiterplatte vorgelegt. Dann wurden 200 pl Arbeitslésung zugeben und die Mikrotiter-
platte sofort bei 37°C im Microplate Reader 680 XR (BioRad) inkubiert. Nach 30 min wurde
die Reduktionsreaktion bei 562 nm detektiert und die Ergebnisse mit Hilfe des Programms

Microsoft Excel ausgewertet.
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18  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Reinheit der angereicherten AFR-A13G-Varianten wurde durch diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit einem engmaschigen Trenngel (pH 8,8) und einem
saureren weitmaschigen Sammelgel (pH 6,8) Uberprift (Laemmli 1970, Tulchin et al. 1976).
Folgende Puffer und Losungen wurden fur die SDS-PAGE verwendet (Laemmli 1970):
Acrylamidstammlésung (40%) und TEMED wurden nach Herstellerangaben eingesetzt. Der
Trenngel-Puffer enthielt 18,5 g Tris und 0,4 g SDS ad 100 ml HyOgeion. Der pH-Wert wurde
auf pH 8,8 eingestellt. Der Sammelgel-Puffer bestand aus 3 g Tris und 0,2 g SDS pro 100 ml
H2Ogeion, der pH-Wert wurde auf pH 6,8 eingestellt. Der Elektrodenpuffer enthielt 3 g Tris,
14,4 g Glycin und 1 g SDS pro 1 L H,O. Der pH-Wert wurde auf 8,3 eingestellt. Der Solubili-
sierungspuffer bestand aus 0,5 ml Glycerin, 3-4 Kristallen Bromphenolblau und 1 ml Lésung
F. Die Lésung F enthielt 2,4 g Tris, 0,15 g SDS und 0,4 ml B-Mercaptoethanol ad 40 ml H,O.
Die APS-Ldsung bestand aus 0,1 g Ammoniumpersulfat pro 1 ml H,O. Der Fixierer enthielt
300 ml Methanol und 75 ml Essigsaure (in H,O) pro 1 L H,O. Die Farbeldsung bestand aus
1% Coomassie Brilliant Blue R-250 und Fixierer.

Das 10%ige Trenngel bestand aus 2,5 ml Acrylamidstammldsung (40%), 2,5 ml Trenngel-
Puffer, 5 ml HxOgeion, 50 pl APS-LOsung und 5 yl TEMED. Das 5%ige Sammelgel bestand
aus 1,25 ml Acrylamidstammldsung (40%), 2,5 ml Sammelgel-Puffer, 6,25 ml HoOgeion, 50 pl
APS-Lésung und 5 yl TEMED.

Die APS-Losung wurde vor jeder SDS-PAGE frisch angesetzt, alle anderen Losungen wur-
den bei 4°C gelagert. Die Trenngelldsung wurde bis zur Polymerisation mit Isopropanol tber-
schichtet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol durch die Sammelgel-L6-

sung ersetzt.

Probenvorbereitung

Jeweils 20 pl Probe wurden mit 10 pl Solubilisierungspuffer versetzt und 10 min bei 100°C im
Thermoblock (Blockthermostat BT 100, Kleinfeld Labortechnik) erhitzt. AnschlieRend wurden
20 ul Probe bzw. 7 ul Marker (Protein Ladder, 11-170 kDa, Fermentas) in die Geltaschen pi-
pettiert und die Elektrophorese mit 150 V (250 mA) gestartet (Mini-Protean3 Cell, Serva).
Nach dem Eindringen der Proben in die Trenngele wurde die Stromstarke auf 200 V erhoht.

Die Trennung wurde beendet, wenn die Bromphenolblaubande das Gelende erreicht hatte.

Coomassie-Farbung

Bei der Farbung und Fixierung durch Coomassie werden die im Gel aufgetrennten Proteine
in einem Schritt fixiert und gefarbt (Zehr et al. 1989). Anschlielend wird solange entfarbt, bis
das Gel im Hintergrund der Proteinbanden farblos ist (Weber und Osborn 1969).
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Zum Farben wurden die Gele entweder 2 h in Fixierer/Farbelésung bei RT auf dem Kipp-
schuttler (GFL) inkubiert oder mit Fixierer/Farbeldsung bedeckt und fur 3 x 30 s bei 360 Watt
in der Mikrowelle (FM411, Moulinex) inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele mit Fixierer
entfarbt, dabei wurde die Lésung alle 30 min erneuert. Die eingesetzte Proteinkonzentration

lag bei 2 — 35 ug pro Bande.
19  Bestimmung von Enzym-Aktivitaten

19.1 AFR-Aktivitat

Die AFR katalysiert die stereoselektive Reduktion von 1,5-Anhydro-D-fructose (1,5-AF) zu
1,5-Anhydro-D-mannitol (1,5-AM) mit NADPH als Cosubstrat (Kiihn et al. 2006).

Die Aktivitdt des Enzyms wurde in einem spektralphotometrischen Test in 1 ml Klvetten bei
30°C und 365 nm (¢mv = 3,5 L'mmol™-cm™) bzw. 340 nm (exm = 6,3 L:-mmol™-cm™) ge-
messen (Bergmeyer 1983, Kiuhn et al. 2006). Die Aktivitaten von AFR-Mutanten, die NADH
akzeptierten, wurden mit diesem Cosubstrat bestimmt (Kiihn et al. 2006).

Der Kuvettenansatz hatte in einem Volumen von 1 ml folgende Zusammensetzung: 100 mM
BisTris (pH 6,5), 0,28 mM NADPH (in 1% NaHCO3;), 0,1 — 0,2 U Enzym (in HzOgeion) und
28,3 mM 1,5-AF. Nach der Aktivitatsmessung wurde die Volumenaktivitat und daraus resul-
tierend die spezifische Aktivitat nach Bergmeyer und Gawehn berechnet (Bergmeyer und
Gawehn 1977).

Fir den AFR-Aktivitatstest in Mikrotiterplatten wurde der Ansatz auf ein Volumen von
18,56 ml pro Platte umgerechnet. Nachdem in jedes Well mit 20 yl Rohextrakt 180 ul dieses
Ansatzes pipettiert worden sind, wurde sofort die Aktivitdtsmessung im Reader 680 XR (Bio-
rad) bei 340 nm und 30°C fir 66 sec durchgefiihrt. Die mit der Software Microplate Manager
aufgezeichneten Rohdaten wurden anschlieRend mit Microsoft Excel ausgewertet. Da ein li-
nearer Zusammenhang zwischen Extinktionsanderung (AE) und Zeit (t) bestand, liel3 sich

AE/min fUr jedes Well Gber die Berechnung der Steigung der Gerade ermitteln.

Die 1,5-AF wurde von Dr. Yu (DANISCO Cultor Innovation, Kopenhagen) zur Verfliigung ge-

stellt.

19.2 Glucose-Dehydrogenase-Aktivitat

Die Glucose-Dehydrogenase aus Pseudomonas spec. (GDH, EC 1.1.1.47) katalysiert in Ge-
genwart von NAD die Oxidation von D-Glucose zu D-Gluconolacton, das spontan zu Glucon-
saure hydrolysiert (Xu et al. 2007). Die GDH-Aktivitat wurde spektralphotometrisch in Makro-
kivetten bei 340 nm (¢m = 6,3 L-mmol'1-cm'1) und 30°C gemessen. Dabei wurde das Proto-

koll von Sigma-Aldrich befolgt. Der Testansatz hatte in einem Volumen von 3 ml folgende
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Zusammensetzung: 60 mM KH,PO, (pH 7,6), 0,7 mM NAD (in 1% NaHCO3;), 0,1-0,2 U
Enzym (in H2Ogeion) und 333,3 mM D-Glucose.

19.3 Glucose-Oxidase- und Pyranose-2-Oxidase-Aktivitidt: ABTS-Assay nach Danneel
(Danneel et al. 1993)

Die Glucose-Oxidase (GOx, EC 1.1.3.4) aus Aspergillus niger katalysiert die Oxidation von
B-D-Glucose zu B-D-Gluconolacton, das spontan zu B-D-Gluconsaure hydrolysiert (Kleppet
1966). Die Pyranose-2-Oxidase (P20x, EC 1.1.3.10) aus Peniophora gigantea katalysiert die
Oxidation einer Reihe von Kohlenhydraten zu ihren entsprechenden 2-Keto-Derivaten (Frei-
mund et al. 1998). Elektronenakzeptor ist sowohl bei der durch GOx als auch bei der durch
P20x katalysierten Oxidation O,, das zu H,O, reduziert wird.

Da das H,0; in stochiometrischen Mengen gebildet wird, kann es als Basis fiir ein photomet-
risches Testverfahren genutzt werden, indem in einer Konversionsreaktion das Chromogen
ABTS (2,2°-Azino-bis (3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)) mit Hilfe von POD zum griinen
ABTS" oxidiert wird, das bei 420 nm detektiert werden kann (Danneel et al. 1993).

GOx

GOx-Reaktion: B-D-Glucose + O, B-D-Gluconsaure + H,0,

v

POD

v

2 ABTS" + 2 H,0

2 ABTS + HyO, + 2 H”

Da das ABTS"-Kation im sauren pH-Bereich (pH 4,5) tiber einen Zeitraum von 83 h stabil ist,
wird es durch die Bildung von D-Gluconsaure nicht deaktiviert (Cano et al. 1998).

Die spektralphotometrischen Messungen wurden in 1 ml Klvetten bei 420 nm (gnm von
ABTS = 43,2 L-mmol™-cm™) und 30°C durchgefiihrt (Michal et al. 1983). Der Testansatz
hatte folgende Zusammensetzung: 2 mM ABTS (in 100 mM KH,PO,, pH 7,0), 20 U/ml POD
(in 100 mM KH,PO,, pH 7,0), 0,1-0,2 U Enzym und 100 mM D-Glucose.

Analog zur GOx-Aktivitat wurde auch die Aktivitat der P20x vor ihrem Einsatz in Biokonver-

sionen von D-Glucose und 6-Deoxy-D-glucose bestimmit.

20 Screening nach AFR-A13G-Varianten mit erhdohter Thermosta-
bilitat

Um die verschiedenen durch error prone- oder KOD-QuikChange-PCR (vgl. Kapitel 19 und
[18) generierten AFR-A13G-Varianten auf erhdhte Thermostabilitat untersuchen zu kdnnen,
wurden die PCR-Amplifikate nach Dpnl-Verdau dialysiert (vgl. Kapitel 117.5), der vollstandige
Ansatz zur Erhéhung der DNA-Konzentration zunachst in 50 ul elektrokompetente E. coli
BL21Gold(DE3) kloniert (vgl. Kapitel 1112) und die transformierten Zellen in 5 ml Trypton/
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Peptonmedium Uber Nacht bei 37°C und 220 rpm angezogen. Die rekombinante Plasmid-
DNA wurde am folgenden Tag durch Minipraparation (vgl. Kapitel 117.1) aus den Zellen iso-
liert, dann dialysiert und 50 pl elektrokompetente BL21Gold(DE3)pLysS-Zellen wurden eben-
falls mit dem vollstandigen Ansatz transformiert.

Das erste Screening fand im Mikrotiterplatten-Mafstab (Greiner BioOne) statt, um mdglichst
viele Kolonien gleichzeitig auf die tendenzielle Erhdhung der Thermostabilitat testen zu koén-
nen. Die Zellen mit verbesserten AFR-A13G-Varianten wurden in einem zweiten Screening-
schritt zur praziseren Bestimmung der Thermostabilitatssteigerung in 30 ml Hauptkulturen

angezogen (vgl. Kapitel 1114.3).

Screening im Mikrotiterplatten-MaRstab

Nach Anzucht von AFR-A13G-Varianten in Mikrotiterplatten wurden durch Zugabe von Tri-
ton-X 100 Rohextrakte hergestellt und bei 85°C im Trockenschrank erhitzt. Nach 10 min In-
kubation der Mikrotiterplatten hatten die Rohextrakte in den Wells (ca. 80 ul) eine mittlere
Temperatur von 54°C. Dann wurden denaturierte Proteine 15 min bei 4°C und 2000 rpm
abzentrifugiert. Vor und nach diesem Hitzeschritt wurde die Aktivitdt der AFR-A13G in den
einzelnen Wells im Microplate Reader 680 XR (BioRad) durch die Abnahme der NADPH-
Extinktion bei 340 nm Uber einen Zeitraum von 66 sec gemessen. Dazu wurden jeweils 20 pl
des Rohextraktes in eine neue Mikrotiterplatte pipettiert und die Aktivitat der AFR-A13G-
Varianten gemessen (vgl. Kapitel 1119.1).

Die Temperatur des Hitzeschritts im Mikrotiterplatten-Malistab wurde so gewahlt, dass die
unmutierte AFR-A13G eine Restaktivitat von 26% besal3. In jeder Mikrotiterplatte wurde zur
Kontrolle mindestens in einem Well das Ausgangsenzym AFR-A13G mitgefihrt. AFR-A13G-
Varianten mit einer Restaktivitat nach Hitzeschritt = 80% wurden selektiert, in 30 ml Haupt-

kulturen angezogen und die Steigerung der Thermostabilitat praziser bestimmt.

Screening nach Kultivierung der Zellen im 30 mil-MaRstab

Zur praziseren Bestimmung der Thermostabilitdt wurden Zellen mit den besten AFR-A13G-
Varianten aus den Mikrotiterplatten im 30 ml-MalRstab angezogen und abzentrifugiert. Die
Pellets wurden jeweils in 2 ml 20 mM BisTris (pH 7,0) resuspendiert und mit Ultraschall in
Gegenwart von Glasperlen aufgeschlossen. Dann wurde 1 h bei 10000 rpm und 4°C abzen-
trifugiert. Die Uberstéande wurden fiir den Hitzeschritt und die anschlieBende Aktivitatsbe-
stimmung (vgl. Kapitel 1119.1) verwendet.

Der Hitzeschritt dieser AFR-A13G-Varianten wurde in 1,5 ml-Eppendorfgefallen bei 45,2°C
im Thermoblock (Blockthermostat BT 100, Kleinfeld Labortechnik) durchgefuhrt. Auf diese
Weise wurde gewahrleistet, dass nach 10 min in jedem Eppendorffgefal® mit 1 ml Rohextrakt
(oder 1 ml Verdinnung des Rohextraktes mit 20 mM BisTris (pH 7,0)) eine Temperatur von
45°C vorlag. Danach hatte im Kontrollansatz die nicht mutierte AFR-A13G nur noch 3,6%
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Restaktivitat. Varianten mit einer Restaktivitat > 4% wurden selektiert und erneut error prone
PCR oder KOD-QuikChange PCR ausgesetzt (vgl. Kapitel 119 und 118).
In der zweiten ISM-Runde mit AFR-A13G-K207P-E208P als Template waren die Varianten

mit einer Restaktivitat > 36% im Vergleich zur Ausgangsvariante thermostabil verbessert.
21 Biochemische Charakterisierung der AFR-A13G-Varianten

21.1 Erstellung von Strukturbildern der AFR-A13G

Modelle der AFR-A13G-Struktur wurden anhand der Strukturdaten der AFR aus S. morelen-
se S-30.7.5. mit dem Swiss-PdbViewer Version 4.0.1 und der Modelling-Software YASARA
Version 7.9.3 erstellt (Dambe et al. 2006, Guex und Peitsch 1997, Krieger et al. 2002).

21.2 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Fur die isoelektrische Fokussierung wurden folgende Losungen verwendet:

Die Fixierldsung enthielt 20 % Trichloressigsaure (TCA) in H;Ogeion- Als Klhimittel wurde Pe-
troleumbenzin (reinst) eingesetzt. Die Anodenldsung 3 (Serva) bestand aus 0,17 g L-Aspa-
raginsaure und 0,18 g L-Glutaminsaure pro 50 ml H;Og4eion. Die Kathodenldsung 10 (Serva)
enthielt 0,22 g L-Arginin, 0,18 g L-Lysin und 6 g Ethylendiamin ad 50 ml HyOgeion. Die Farbe-
I6sung bestand aus 4 Serva Blue-R-Tabletten a 50 mg ad 250 ml Entfarbelésung. Die Ent-
farbeldsung enhielt 100 ml Essigsaure, 400 ml Methanol und 500 ml HoOgeion.

Als Gele wurden Servalyt Precotes pH 3-10 (150 ym, 125 mm x 125 mm, Serva) und als
Marker der Proteinstandard P9 (IEF-Marker 3 — 10, Serva) verwendet. Die angereicherten
Proben lagen nach Zentrifugation Uber Zentrifugalkonzentratoren (Vivaspin 15R, Sartorius)
bzw. hydrophobe Interaktionschromatographie (vgl. Kapitel 1116.2) als wassrige und entsalzte
Lésungen vor. Nach Auftragen der Elektrodenflissigkeiten wurde zundchst das Gel im
elektrischen Feld bis zu einer Spannung von 500 V unter den folgenden Bedingungen vor-
fokussiert: low range, Ugrenze = 2000 V, Pgrenze = 6 W (IEF Multiphor 1l, LKB Bromma). An-
schlielend wurden 10 - 20 pl der Proben bzw. 10 yl des Markers aufgetragen und die Fo-
kussierung bis zur Spannungskonstanz durchgefiihrt Nach Beendigung der Elektrophorese
inkubierte das Gel mindestens 20 min in der Fixierldsung. Nach 1 min Waschen des Gels in
200 ml Entfarbelésung wurde es 5 - 7 min in Farbeldsung inkubiert und zweimal 10 min in
Entfarbeldsung gewaschen, bis der Hintergrund entfarbt war.

Alternativ dazu wurde der pl mit dem “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service®
vom European Molecular Biology Laboratory (EMBL, Heidelberg) berechnet
(http://www3.embl.de/cgi/pi-wrapper.pl).
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21.3 Bestimmungen der K,,-Werte und Berechnung von k.

Die Michaelis-Konstante (Kn,) hat die Dimension einer Substratkonzentration [mol/l]. Sie ent-
spricht der Substratkonzentration, bei der das Enzym die halbmaximale Reaktionsgeschwin-
digkeit erreicht (Stryer 2003). Fur die AFR-Varianten wurde der jeweilige K-Wert fur 1,5-AF,
D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson im Standardtest ermittelt, indem vier Enzymkonzen-
trationen eingesetzt wurden und jeweils die Substratkonzentration variiert wurde. Aus den
Auftragungen 1/v gegen 1/S wurden aus den resultierenden Geraden die K,-Werte bestimmt
und gemittelt.

Der ke.o-Wert (auch Wechselzahl oder turnover number genannt) berechnet sich aus der
spezifischen Aktivitdt V..« [umol-min™-mg™] multipliziert mit dem Molekulargewicht [g/mol],

wobei V., zunachst in die Einheit moI-s'“-g'1 umgerechnet werden muss. Es gilt:

L .1] Keat
Vmax mw[ } - kcat [S und K M-s

g-mol-s .

—] = katalytische Effizienz

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programms Microsoft Excel.

21.4 Temperaturstabilitit (Tso'® [°C])

Zur genauen Bestimmung der Temperaturstabilitdt der AFR-A13G-Varianten wurde die Tso'®

[°C] bestimmt, das ist die Temperatur, bei der nach 10 min Inkubation des Enzyms noch 50%
seiner Anfangsaktivitat vorhanden ist (Reetz et al. 2006a; Reetz und Carballeira 2007). Dazu
wurden Aliquots der Uber Affinitatschromatographie an Nickelsepharose (vgl. Kapitel 1116.1)
und anschliellender hydrophober Interaktionschromatographie (vgl. Kapitel 1116.2) ange-
reicherten Proben 10 min bei 30°C, 35°C, 40°C oder 45°C im Thermoblock inkubiert und die
AFR-Aktivitat nach 10 min Inkubation bei 10000 rpm und 4°C im Standardassay gemessen
(vgl. Kapitel 1119.1). Alle Messwerte stellten Doppelbestimmungen dar. Durch Extrapolation

konnte die Tso'® [°C] bestimmt werden.

21.5 pH-Optimum

Fur die Bestimmung der pH-Optima der verschiedenen AFR-A13G-Varianten wurde der Akti-
vitatstest in verschiedenen Puffer-Systemen (Citrat, Acetat, BisTris, Tris-HCI) und bei ver-
schiedenen pH-Werten (pH 3,5 - pH 9,0) durchgefihrt. Dabei wurden die Enzymver-
dinnungen ebenfalls in dem jeweiligen Puffer angesetzt. Die photometrischen Messungen
wurden in 1 ml Kunststoffkiivetten der Schichtdicke 1 cm im Spektralphotometer (Ultrospec

2100 pro, Amersham Biosciences) durchgeflihrt. Sowohl der Kivettenblock als auch die ver-
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wendeten Losungen wurden auf 30°C temperiert. Aus der Extinktionsédnderung wurde auto-

matisch AE/min bestimmt. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmung verifiziert.

22 Biokonversionen

22.1 Biokonversion mit Pyranose-2-Oxidase aus Peniophora gigantea

Fir die Reduktion von D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-A13G und AFR-
A13G-Varianten wurden zunachst quantitative Oxidationen von D-Glucose bzw. 6-Deoxy-D-
glucose mit Pyranose-2-Oxidase (P20x, EC 1.1.3.10) aus Peniophora gigantea durchge-
fuhrt. Die Umsetzungen fanden unter Begasung mit reinem Sauerstoff (500 ml/min) in einem
1L Titrationsgefal® (Metrum) bei einer Ruhrgeschwindigkeit von 500 rom und 22°C statt
(Mantelkihlung). Zur Entfernung von H,O, wurde Katalase aus Rinderleber (Sigma-Aldrich)
zugesetzt.

Die Biokonversionen wurden in einem Volumen von 500 ml HyOgeion Mit 600 mM Substrat
durchgefiihrt. Es wurden 840 U P20x und 220 000 U Katalase eingesetzt. Der pH-Wert
wurde durch Zugabe von 1 M (NH,).CO3 zwischen pH 6,5 und 7,0 eingestellt.

Der Verlauf der Umsetzungen wurde mit HPLC bestimmt. Es wurde die RCM Monosaccharid
Ca?*-Saule (Phenomenex) mit Wasser als FlieRmittel verwendet. Die Proben wurden vor
dem Auftragen mit Vivaspin 500-Zentrifugalkonzentratoren (10000 MWCO, Sartorius) filtriert.
Nach dem Umsatz wurde zur Abtrennung der Proteine eine Ultrafiltration (YM10-Membran,
Amicon) durchgefiihrt, das Filtrat anschlieRend in Rundkolben bei -70°C eingefroren und im
Lyophilisator Alpha 1-4 LD,y (Christ) getrocknet. Da die Produkte hygroskopisch waren,

wurden sie im Exsikkator tGber Trockenmittel bei 4°C aufbewahrt.

22.2 Biokonversion mit AFR-A13G und Cosubstrat-Regenerierung

Mit AFR-A13G und AFR-A13G-Varianten wurden Reduktionen von D-Glucoson oder 6-De-
oxy-D-glucoson als Substrat durchgefiihrt. Zur Regenerierung von NADPH wurden D-Gluco-
se und Glucose-Dehydrogenase aus Pseudomonas spec. (GDH, EC 1.1.1.47) verwendet.
Der Umsatz im 20 ml-Mafstab fand in einem 150 ml Titrationsgefal® (Metrum) bei 300 rpm
und 30°C (Mantelheizung) statt. Der Reaktionsansatz nach Peters wurde modifiziert (Peters
1998). Er enthielt in einem Volumen von 20 ml 0,4 mmol BisTris (pH 6,5), 4 mmol D-Gluco-
son bzw. 6-Deoxy-D-glucoson, 4 mmol D-Glucose, 1,2 uymol NADPH (in 1% NaHCO3;),
0,024 mmol NADP™ (in 1% NaHCO3), 760 U bzw. 800 U AFR-A13G bzw. AFR-A13G-Varian-
te und 250 U GDH (in HzOqq).

Der Verlauf der Umsetzungen wurde mit HPLC (vgl. Kapitel 1124.1) und DC bestimmt (vgl.
Kapitel 1124.2). Als HPLC-Saule wurde die RHM Monosaccharide H* (Phenomenex) ver-

wendet. Die Reaktionsprodukte wurden von den Enzymen mit Ultrafiltration durch eine
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YM10-Membran (Amicon) getrennt, die Proben wurden vor HPLC (vgl. Kapitel 1124.1) und
DC (vgl. Kapitel 1124.2) mit Vivaspin 500- Ultrafiltrationseinheiten (10000 MWCO, Sartorius)
filtriert.
Nachdem die Reduktion quantitativ abgeschlossen war, wurden die Enzyme aus dem Ansatz
durch Ultrafiltration (YM 30, Amicon) entfernt. Der Filter hatte eine Ausschlussgréfe von
30 kDa.

22.3 Biokonversion mit Glucose Oxidase und Katalase zur Entfernung von D-Glucose

und 6-Deoxy-D-glucose

Nach der Umsetzung von 6-Deoxy-D-glucoson mit AFR mussten D-Glucose und 6-Deoxy-D-
glucose aus dem Reaktionsmedium entfernt werden. Dazu wurden zunachst GOx und Kata-
lase mit Hilfe von Vivaspin 2 oder Vivaspin 15R Ultrafiltrationseinheiten (5000 und 30000
MWCO, Sartorius) in 100 mM KH,PO, (pH 7,0) umgepuffert. Dann wurden im Filtrat des Bio-
konversionsansatzes D-Glucose und 6-Deoxy-D-glucose mit GOx zu den entsprechenden
Gluconsauren oxidiert (Pazur und Kleppe 1963). Der Reaktionsansatz wurde in einem
150 ml Titrationsgefal® (Metrum) bei 300 rpm und 30°C (Mantelheizung) inkubiert und mit O,
(1 L/min) begast. Der Ansatz hatte folgende Zusammensetzung: 300 U GOx und 350000 U
Katalase. Titriert wurde mit 2 M NaOH.

Der Verlauf der Umsetzungen wurde mit HPLC (vgl. Kapitel 1124.1) und DC (vgl. Kapitel
1124.2) verfolgt. Als HPLC-S&ule wurde die RHM Monosaccharide H* (Phenomenex) ver-
wendet. Die Reaktionsprodukte wurden von den Proteinen mit Ultrafiltration (YM10-Mem-
bran, Amicon) getrennt, Proben wurden vor HPLC (vgl. Kapitel 1124.1) und DC (vgl. Kapitel
[124.2) mit Vivaspin 500-Ultrafiltrationseinheiten (10000 MWCO, Sartorius) filtriert.

23 Reinigung der b-Rhamnose und des b-Glucosons

Gemischter lonenaustauscher

Nach GOx/Katalase-Reaktion (vgl. Kapitel [122) wurde der 20 ml Ansatz zur Entfernung von
geladenen Bestandteilen 10 min bei 28°C und 220 rpm mit 8 g Serdolit® MB-2 inkubiert. An-
schlielend wurde der gemischte lonenaustauscher durch Vakuumfiltration Gber einen Filter
mit 0,2 um PorengrofRe (Sartorius) entfernt und die vollstandige Eliminierung geladener Kom-
ponenten durch die Messung der Extinktion bei 260 nm (NADP(H)) und der Leitfahigkeit veri-
fiziert. Die vollstandige Eliminierung von D-Gluconat wurde durch HPLC (vgl. Kapitel 1124.1)
Uberprift.
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Produkt-Trocknung durch Lyophilisierung

Zum Abschluss wurden die Reaktionsprodukte in Rundkolben bei -70°C eingefroren und im
Lyophilisator Alpha 1-4 LDgs (Christ) getrocknet. Hygroskopische Produkte wurden im Ex-

sikkator unter Vakuum bei 4°C aufbewahrt.

24  Kohlenhydrat-Analytik

24.1 Produktbestimmung durch HPLC

Die Bestimmung des Substratumsatzes, der Produktbildung und —reinigung erfolgte an einer
H*- oder Ca?*-beladenen Ligandenaustauschmatrix aus Polystyrolharz (Rezex ROA-Organic
Acid H*, Rezex RHM Monosaccharid H" und Rezex RCM Monosaccharid Ca?*, 300 mm x
7,8 mm, Phenomenex). Als isokratischer Eluent diente vakuumfiltriertes H,Onmiiipore Mit einer
Flussrate von 0,25 bzw. 0,5 ml/min. Die Saule wurde auf 80°C temperiert (HPLC Oven,
Knauer, Berlin). Die Detektion erfolgte mit einem auf 35°C erwdrmten Brechungsindexdetek-
tor (Beckmann 156 Refractive Index Detektor) mit angeschlossenem Integrator (Shimadzu
C-RCA Chromatopac). Nachdem die HPLC mit Probenstandards in einer Konzentration von
5 — 50 mM Kkalibriert worden ist, konnte durch den Vergleich der Retentionszeiten sowie
durch die Integration der Peakflachen eine qualitative und quantitative Bestimmung von Pro-
dukt und Substrat erfolgen. Die Proben wurden zuvor mittels Zentrifugalkonzentratoren
filtriert (Vivaspin 500, 10000 MWCO, Sartorius) und mit H,Og49 auf maximal 10 mM verddnnt.
Die verschiedenen Kohlenhydrate hatten, soweit nicht anders angegeben, bei einem Fluss
von 0,5 ml/min folgende Retentionszeiten:

1) Rezex RCM Monosaccharid Ca**-Saule (Fluss: 0,66 ml/min): D-Glucose 13,91 min; D-Glu-
coson 15,07 min

2) Rezex RHM Monosaccharid H*-Saule: D-Gluconat 8,7 min; D-Glucose 12,6 min; 6-Deoxy-
D-glucoson 12,95 min; 6-Deoxy-D-glucose 13,59 min; D-Rhamnose 14,1 min

3) Rezex RHM Monosaccharid H*-Saule (Fluss: 0,25 ml/min): b-Gluconat 20 min; D-Glucose
24,94 min; 6-Deoxy-D-glucoson 25,74 min; 6-Deoxy-D-glucose 27,12 min; D-Rhamnose
28,06 min

4) Rezex ROA-Organic Acid H*-Saule: bD-Gluconat 8,57 min; D-Glucose 12,48 min; 6-Deoxy-
D-glucoson 12,46 min; 6-Deoxy-D-glucose 13,12 min; D-Rhamnose 13,59 min

24.2 Produktbestimmung durch Diinnschichtchromatographie (DC)

Als FlieBmittel fir die Dinnschichtchromatographie diente 800 g Phenol ad 1 L H,O (Brech-
tel 2002). Die Spruhreagenz enthielt 0,5 ml p-Anisaldehyd, 10 ml Eisessig, 85 ml Methanol
und 5 ml HySO4cone (Huwig et al. 1994).
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Durch DC-Analytik wurden die Reaktionsprodukte der Reduktion von D-Glucoson und 6-De-
oxy-D-glucoson identifiziert und die Produktreinigung durch GOx/Katalase-Reaktion und ge-
mischten lonenaustauscher verfolgt. Hierzu wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminium-
folien (20 x 20 cm, Kieselgel 60, Merck) verwendet. 5-10 pl der Probe bzw. der 1:10 mit
H2Ogeion Verdiinnten Standards wurden am markierten Start aufgetragen und in einer mit dem
Laufmittel Phenol/Wasser (4:1) gesattigten Kammer aufsteigend aufgetrennt (Brechtel 2002).
Nach Beendigung der Trennung wurden die DC-Aluminiumfolien getrocknet und mit p-Anis-
aldehyd bespriht (Huwig et al. 1994). p-Anisaldehyd bildet mit Aldehyden und Alkoholen

nach Erhitzen einen violetten Niederschlag, der nach wenigen Sekunden >100°C verkohlt.

24.3 Produktbestimmung durch NMR

Zur ldentifizierung der D-Rhamnose und zur Bestimmung ihres Reinheitsgrads wurden von
kommerziell erhaltlicher L-Rhamnose und der durch die Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson
durch AFR gebildeten und anschlielend gereinigten und lyophilisierten D-Rhamnose (vgl.
Kapitel 1122.2) Proben auf einem 500 MHz NMR-Spektrometer (Bruker Avance 500/Bruker
DRX 500) analysiert. Dazu wurden 20 mg jeder Probe in schwerem Wasser (D,0) geldst.
Die aufgenommenen "*C und "H-Spektren wurden mit den Literaturwerten abgeglichen (Frei-
mund et al. 1998).
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L Experimente und Ergebnisse

1 Klonierung, Expression und biochemische Charakterisierung
der 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase-Variante AFR-A13G

Die AFR aus S. morelense S-30.7.5. katalysiert die stereoselektive Reduktion von 1,5-AF zu
1,5-AM bei gleichzeitiger Oxidation des Cosubstrates NADPH, wobei das Reaktionsgleichge-
wicht nahezu vollstandig auf der Seite des Polyols 1,5-AM liegt. Vor dieser Arbeit lag die
AFR bereits mit einem C-terminalen (His)e-Tag versehen in E. coli kloniert vor. Aulderdem
wurde Alanin 13 gegen Glycin ausgetauscht, was dazu fiihrte, dass das urspringlich strikt
NADPH-abhangige Enzym auch NADH als Cosubstrat akzeptierte. Dabei war der K,,-Wert
fur NADH jedoch mit 1,1 mM um 550% hoher als fir NADPH (K, = 0,02 mM). Der K,-Wert
der AFR-A13G flr ihr Hauptsubstrat 1,5-AF wurde mit 8,5 mM bestimmt (Kihn et al. 2006).
Da die Effizienz der von Kihn mit dem afr-a13g-Gen transformierten E. coli-Stamme auf-
grund der langen Lagerzeit der Glycerinkulturen jedoch nicht mehr ausreichend war, wurden
die oben angefiihrten Arbeitsschritte zunachst wiederholt. AnschlieRend wurde die AFR-
A13G biochemisch charakterisiert, um Referenzwerte flr die Charakterisierung der Enzym-

varianten mit erhohter Thermostabilitdt zu definieren.

1.1 Klonierung des Gens fiir die 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase aus Sinorhizobi-
um morelense $-30.7.5. und Expression in E. coli BL21Gold(DE3)

Die genomische DNA wurde gemald Kapitel 1114.1 aus S. morelense S-30.7.5. isoliert. Zur
Isolation des Gens fur die 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase (AFR) aus der genomischen
DNA wurden zunachst Primer von der in der NCBI Datenbank hinterlegten afr-Gensequenz
abgeleitet (Kihn et al. 2006). Mit diesen Primern wurde eine Fideli PCR geman Kapitel 1114.2
durchgefuhrt. Das PCR-Amplifikat wurde anschlielend in einem 1%igen Agarosegel Uber-
pruft (vgl. Abbildung 7).
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afr—»- ™ 1000 bp

Abbildung 7: afr-Gen-Amplifikation aus der genomischen DNA von S. morelense S-
30.7.5.. Im 1%igen Agarosegel wurden in den Spuren 1 und 2 ca. 0,5 yg Amplifikat nach der
Fideli PCR mit den Primern AFR_for und AFR_rev aufgetragen. In Spur M wurden 2,5 ug
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder dargestellt.

Das 1 kb groRe Amplifikat wurde mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kits in den TOPO®II-Vek-
tor kloniert (vgl. Kapitel 1110.1). Nach Transformation chemisch kompetenter E. coli Top 10
One Shot-Zellen durch Hitzeschritt wurde die Plasmid-DNA eines weilRen Klons mittels
peqGold Plasmid Miniprep Kit Il (Peqlab) isoliert und ein Aliquot mit den Primern
M13universalCS und M13reverseCS sequenziert (vgl. Kapitel 1113; GATC, Konstanz). Der
Sequenzabgleich mit der von Kiihn in der NCBI Datenbank hinterlegten Sequenz bestatigte
die vollstandige und fehlerfreie Amplifikation des afr-Gens (Kihn et al. 2006).

Nach Restriktion der restlichen Plasmid-DNA mit EcoRI wurde die Elektrophorese im 1,4%
Agarosegel durchgefiihrt und das 1 kb-Fragment mittels peqGOLD Microspin Gel Extraktion
Kit isoliert. Das gereinigte afr-Gen wurde in einer zweiten Fideli PCR mit den Primern Mor-
Bam_for und Mor-Hindlll-His_rev amplifiziert. So wurde direkt vor das Startcodon des afr-
Gens eine BamHI-Schnittstelle und direkt hinter das Stoppcodon eine Hindlll-Schnittstelle
eingefugt, um die gerichtete Klonierung in einen Expressionsvektor zu ermoglichen. AulRer-
dem wurde vor das Stoppcodon ein C-terminaler (His)s-Tag eingefligt, um die Reinigung des
Enzyms effizienter und einfacher zu gestalten (Kihn et al. 2006). Anschlielend wurde eine
Agarosegelelektrophorese durchgeflihrt, das afr-Gen auf einer Héhe von 1 kb isoliert und mit
BamHI| und Hindlll restringiert (vgl. Kapitel 117.2). Danach erfolgte die Ligation mit dem
ebenfalls durch BamHI und Hindlll linearisierten und durch Auftrennung in einem 1,4%igen
Agarosegel gereinigten Expressionsvektor pET24a(+) (vgl. Kapitel 117.3 und 1110.2). Um den
Erfolg der Ligation zu Gberprifen, wurden 2 ul des Ligationsansatzes durch Restriktion mit

Hindlll linearisiert und in einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt (vgl. Abbildung 8).
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10000 bp —»

6000 bp ——>» <«— pET24a(+) mit afr-(His)s

Abbildung 8: Ligationskontrolle nach der Klonierung des afr-(His)s-Gens in den Vektor
pET24a(+). Im 1%igen Agarosegel wurden in Spur M 2,5 ug GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
aufgetragen. In Spur 1 sind ca. 0,5 pg des linearisierten Konstrukts aus pET24a(+) mit afr-
(His)s-Insert aufgetragen.

In Spur 1 lief der linearisierte Vektor mit afr-(His)s-Insert auf Hohe der 6 kb-Bande. Nach Ent-
salzung durch Dialyse wurde das Konstrukt in elektrokompetente E. coli BL21Gold(DE3)
kloniert (Variante afr-(His)s). Die auf LBka,-Platten selektierten Plasmid-tragenden Klone wur-
den durch Colony-PCR gemals Kapitel 1111 auf die Anwesenheit des Inserts untersucht.

Abbildung 9 zeigt exemplarisch ein 1%iges Agarosegel nach Colony-PCR.

1500 b .
1000 bB «— afr-(His)s
1000 b .
1500 bB <+— afr-(His)s

Abbildung 9: Colony-PCR nach der Klonierung des afr-(His)¢-Gens in den pET24a(+)-
Vektor. Im 1%igen Agarosegel wurden in den M-Spuren 2,5 ug GeneRuler™ 1 kb DNA
Ladder aufgetragen. In den Spuren 1 - 26 wurden 5 ul PCR-Produkt nach Amplifikation mit
den Primern pET-gene-f und pET-gene-r dargestellit.

In 16 der 26 Spuren war die Bande des afr-(His)s-Gens auf einer Héhe von 1,3 kb zu sehen.
Dies entsprach einer Ligationseffizienz von 61,5%. AnschlieRend wurde diese afr-Gen-Vari-
ante mit den Primern pET-T7 und pET-RP sequenziert (vgl. Kapitel 1113, GATC Konstanz).
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Um den von Kiihn in das afr-Gen aus S. morelense S-30.7.5. eingefiigten Aminosaureaus-
tausch A13G in dieses afr-(His)s-Gen einzufligen (Kihn et al. 2006), wurde die aus E. coli
BL21Gold(DE3) isolierte Plasmid-DNA in einer KOD-QuikChange PCR gemal Kapitel 118 mit
den Primern A13G_for und A13G_rev als Template eingesetzt und die Amplifikation in einem

1%igen Agarosegel Uberpruft (vgl. Kapitel 117.3, vgl. Abbildung 10).

M 1

<«—pET24a(+)-afr-a13G

Abbildung 10: KOD-QuikChange PCR des afr-(His)s-Gens. Im 1%igen Agarosegel wur-
den in Spur M 2,5 pg GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder aufgetragen. In Spur 1 sind ca. 0,5 ug
des PCR-Amplifikates nach KOD-QuikChange PCR mit den Primern A13G_for und
A13G_rev dargestellt.

In Spur 1 lief auf Hohe von 6,2 kb der amplifizierte Vektor mit afr-a13g-Insert. Nach Dpnl-
Verdau und Dialyse wurde das afr-a13g-Gen in E. coli BL21Gold(DE3) kloniert und der
Erfolg des Austausches der Nukleotide an Position 37-39 von GCG (Alanin) nach GGG (Gly-
cin) durch Sequenzierung bestatigt. Das Gen weist eine GréRe von 1002 bp auf und wird
charakterisiert durch einen GC-Gehalt von 64,8 mol%. Das von diesem Gen codierte Enzym

wird im Folgenden als AFR-A13G bezeichnet.

1.2 Reinigung der AFR-A13G

Die AFR-A13G wurde in E. coli BL21Gold(DE3) heterolog exprimiert (vgl. Kapitel 1114.3) und
die Zellen aufgeschlossen. Anschlieltend wurde die AFR-A13G durch ihren (His)s-Tag mittels
Affinitatschromatographie lber eine Ni-Sepharose-Saule angereichert (vgl. Kapitel [116.1). Im
nachfolgenden Reinigungsschritt wurde nicht wie von Kihn eine Anionenaustauschchro-
matographie durchgefihrt (Kiihn et al. 2006), sondern das Enzym mittels HIC Uber eine Phe-
nyl-Sepharose-Saule in 20 mM BisTris (pH 7,0) umgepuffert (vgl. Kapitel 1116.2). Das Eluti-

onsdiagramm der Ni-Sepharose-Saule ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Reinigung der AFR-A13G an Nickelsepharose. Absorption bei 280 nm
(blau), Leitfahigkeit (rot), Stufengradient (grin). Die AFR-A13G wurde in 4 ml Fraktionen
eluiert. Pfeil: AFR-A13G-Peak.

Die Elution der AFR-A13G erfolgte mit Imidazol in einem Puffer aus 0,5 M Imidazol, 0,02 M
NaH,PO,4 und 0,5 M NaCl. Das Protein wurde in 4 ml-Fraktionen aufgefangen und anschlie-
Rend auf die Phenyl-Sepharose-Saule aufgetragen. Das Elutionsdiagramm der Umpufferung
ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Umpufferung der AFR-A13G an Phenyl-Sepharose. Absorption bei
280 nm (blau), Leitfahigkeit (rot). AFR-A13G wurde in 8 ml Fraktionen eluiert. Pfeil: AFR-
A13G-Peak.

In Tabelle 9 ist die Reinigung des Enzyms aus einer 250 ml-Schuttelkultur dargestellt, die
Aktivitatsmessungen wurden mit 1,5-AF und NADPH als Cofaktor bei 365 nm (Standardtest)
durchgefihrt (vgl. Kapitel 1119.1).
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Tabelle 9: Anreicherungstabelle der AFR-A13G. Der Proteingehalt der Ni-Sepharose-Pro-
be konnte wegen des im Elutionspuffer enthaltenen Imidazols nicht bestimmt werden.

Reinigungs- Volumen | Gesamt- | Gesamt- | Spezifische | Ausbeute | Anreicherung
schritt [ml] aktivitat | protein | Aktivitat [%] [-fach]
[U] [mg] [U/mg]
Rohextrakt 19 3463,5 175 19,8 100 1,0
Ni-Sepharose 8 3108,6 - - 89,8 -
Phenyl-Sepharose 16 2722,3 3,4 803,6 78,6 40,6

Durch eine 40,6-fache Anreicherung mittels Ni-Sepharose und Phenyl-Sepharose konnte die
rekombinante AFR-A13G mit einer Ausbeute von 78,6% zu einer spezifischen Aktivitat von
803,6 U/mg aufgereinigt werden.

Um die Reinheit der AFR-A13G zu Uberprifen, wurde eine SDS-PAGE mit einem 10%-igen
Trenngel und einem 5%-igen Sammelgel durchgefihrt (vgl. Kapitel [118). Das Ergebnis der
Elektrophorese ist in Abbildung 13 dargestellt.

M RE NS PS M

85 kDa ——»

60 kDa ——»
50 kDa ——»

40 kDa——>»

“-4—— AFR-A13G

30 kDa

Abbildung 13: SDS-PAGE der verschiedenen Reinigungsfraktionen der AFR-A13G. Es
wurden denaturierte Proben von Rohextrakt (RE, 46 ug), Ni-Sepharose und Phenyl-Sepha-
rose (PS, 1,1 ug) aufgetragen, als Marker wurde die Page Ruler® Unstained Protein Ladder
verwendet (Fermentas). Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Die Banden der in den Aliquots enthaltenen Fremdproteine nahmen sowohl in Anzahl als
auch in Intensitat mit den drei Reinigungsschritten ab. Die AFR-A13G-Bande lief auf einer
Hohe von 42 kDa. Nach der Phenyl-Sepharose-Saule lag die AFR-A13G nicht vollstandig
von Fremdproteinen gereinigt vor, es waren noch Proteinbanden in Héhe von 35 kDa und

27 kDa zu sehen.

Alle Experimente dieser Arbeit basieren auf dieser in E. coli heterolog exprimierten, iber Ni-
Sepharose und Phenyl-Sepharose angereicherten und im Folgenden nur noch als AFR-
A13G bezeichneten Variante. Sofern nicht anders angegeben, wurde die Enzymaktivitat mit

dem Standardtest gemaR Kapitel 1119.1 gemessen.
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1.3 Substrat- und Cosubstrat-Spezifitiat der AFR-A13G

Fur 1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson wurden neben den relativen Aktivitaten die
Michaeliskonstanten der Reduktionsreaktion bestimmt (vgl. Kapitel 1119.1 und 1121.3). AuRer-
dem wurde der Proteingehalt der Proben mit dem BCA Protein Assay (vgl. Kapitel 1117) ge-
messen, um die spezifische Aktivitat des Enzyms bestimmen zu kénnen. Die daraus resultie-
renden katalytischen Effizienzen der AFR-A13G wurden ebenfalls berechnet. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10: Kinetische Daten der AFR-A13G. * Von Kihn et al. Gbernommener Wert (Kihn
et al. 2006).

Spezifische Aktivitat Kn Keatl K
Substrat 14
[U/mg] [mM] [M™-s™]
1,5-AF 803,6 8,50 +0,02* [ 56639
D-Glucoson 135,0 11,00 + 0,1 7180
6-Deoxy-D-glucoson 161,3 17,02+0,8 5544

Die spezifische Aktivitat der AFR-A13G flur die Reduktion von 1,5-AF ergab einen Wert von
803,6 U/mg, fur D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson betrug sie 135 U/mg und 161,3 U/mg.
Analog zu den spezifischen Aktivititen gestalteten sich auch die Michaeliskonstanten und
katalytischen Effizienzen der AFR-A13G: fir 1,5-AF betrug der K,-Wert 8,5 mM, fir D-Glu-
coson 11 mM und flr 6-Deoxy-D-glucoson 17,02 mM, fir die katalytischen Effizienzen erga-
ben sich die Werte 56639 [M™-s™'] fiir 1,5-AF, 7180 [M™"-s™"] fiir D-Glucoson und 5544 [M™-s™]
fur 6-Deoxy-D-glucoson als Substrat.

Die AFR-A13G verfligte durch den Austausch von Alanin 13 gegen Glycin Uber eine duale
Cosubstrat-Spezifitdt. Die K,-Werte der AFR-A13G fir die Cosubstrate NADPH bzw. NADH
wurden mit 1,5-AF als Substrat auf 0,02 mM (+ 0,01) und 1,1 mM (z 0,04) bestimmt (Kiihn et
al. 2006).

Als nachstes wurden die Substrate 1,5-AF und D-Glucoson jeweils mit NADPH oder NADH
als Cosubstrat verwendet, um die Auswirkungen des erhéhten K,-Wertes der AFR-A13G flr
NADH zu analysieren und ein geeignetes Cosubstrat-Regenerierungssystem fur Biokonver-

sionen mit AFR-A13G etablieren zu kbnnen.
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Tabelle 11: Aktivitaten der AFR-A13G fiir 1,5-AF, D-Glucoson und NAD(P)H.

Substrat |Cosubstrat| Volumenaktivitat [U/ml]
1,5-AF NADPH 1020,0
1,5-AF NADH 25,7
D-Glucoson | NADPH 171,3
D-Glucoson NADH 0,7

Die Volumenaktivitat der AFR-A13G fiir D-Glucoson und NADPH betrug mit 171,3 U/ml noch
16,8% der Aktivitat mit 1,5-AF. Mit NADH als Cosubstrat sank die Volumenaktivitat auf
0,7 U/ml. Die Enzymaktivitdt mit 1,5-AF und NADH erreichte mit 25,7 U/ml nur 2,5% der
Ausgangsaktivitat des Enzyms.

Wegen der geringen Aktivitat der AFR mit NADH ist dieses Cosubstrat fiir die Etablierung ei-

nes Cosubstrat-Regenerierungssystems nicht geeignet.

1.4 Temperaturstabilitit und Ts,'° [°C] der AFR-A13G

Zur Messung der Temperaturstabilitdt der AFR-A13G in 2 mmol BisTris wurden Aliquots des
Enzyms im Thermoblock bei 30°C bis 50°C inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden

Proben entnommen und die Restaktivitat gemessen (vgl. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Temperaturstabilitat der AFR-A13G. Die Aktivitat der AFR wurde Uber ei-
nen Zeitraum von bis zu 60 min bei den angegebenen Temperaturen verfolgt.

War die Aktivitat der AFR-A13G bei 23°C Uber 60 min noch stabil, reduzierte sie sich bereits
bei 30°C um 11,2%.
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Aus den Restaktivitdten der AFR-A13G wurden die Halbwertszeiten (HWZ) des Enzyms bei
den verschiedenen Temperaturen berechnet (Mukhopadhyay 1992). Ubereinstimmend mit
den Ergebnissen von Kihn, die die Thermostabilitdt der nativen AFR aus S. morelense S-
30.7.5. analysierte (Kihn 2004), zeigte sich, dass Inkubationstemperaturen von Uber 40°C
zu einem raschen Aktivitatsverlust flihrten, wobei die Halbwertszeit bei 50°C 2,5 min betrug
und bei 45°C bzw. 40°C mit 3,8 min bzw. 8,0 min bestimmt wurde. Eine Restaktivitat von

50% war nach 30 mindtiger Inkubation bei 35°C messbar.

Bestimmung der Ts,'° [°C]

Unter der Tso'° versteht man die Temperatur [°C], bei der nach 10 min Inkubation noch 50%
der Anfangsaktivitat eines Enzyms vorhanden sind (Reetz et al. 2006a; Reetz und Carbal-
leira 2007). Dieser Wert ermdglichte eine prazisere Bestimmung der Temperaturstabilitat der
AFR-A13G als mit den vorher gezeigten Methoden und einen exakteren Vergleich der Ther-
mostabilitdt der Ausgangsvariante AFR-A13G mit den Enzymvarianten.

Abbildung 15 zeigt exemplarisch die relative Aktivitat der AFR-A13G nach 10 mindtiger Inku-
bation bei 30°C bis 45°C. Durch Extrapolation konnte anschlieRend die Tso'° bestimmt wer-

den.
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Abbildung 15: Bestimmung der Ts,'® [°C] der AFR-A13G. 10 U AFR wurden in 1 ml
50 mM BisTris (pH 7,0) bei 30°C, 35°C, 40°C oder 45°C 10 min lang im Thermoblock inku-
biert und die Aktivitdt nach Zentrifugation (10 min bei 9838 x g und 4°C) gemessen. Darge-
stellt sind die relativen Aktivitdten nach Inkubation bei den verschiedenen Temperaturen, wo-
bei die Aktivitat vor Inkubationsstart gleich 100% gesetzt wurde.

Die Tso'® [°C] war fiir die AFR-A13G 36,7°C.
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1.5 pH-Optimum der AFR-A13G

Das pH-Optimum wurde durch die Messung der Reaktionsgeschwindigkeiten im Bereich von
pH 4,0 bis pH 9,0 ermittelt. Gleichzeitig wurde der Effekt verschiedener Puffersysteme auf
die Enzymaktivitdt untersucht. Hierzu wurden die Puffer im Standardtest gemafR® Kapitel

[119.1 verwendet und die Enzymverdiinnungen darin angesetzt (vgl. Abbildung 16).

—&— BisTris
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—#— Acetat
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o

Abbildung 16: pH-Optimum der AFR-A13G. Folgende Puffersysteme wurden fir die Mes-
sungen verwendet: BisTris von pH 5,5 bis 7,5; Tris von pH 6,5 bis 9,0; Citrat von pH 4,0 bis
6,0; Acetat von pH 4,0 bis 6,0 und Kaliumphosphat von pH 5,5 bis 7,5. In 1 ml 100 mM
Puffer wurden 30 mM 1,5-AF und 0,28 mM NADPH mit 10000 U AFR bei 30°C umgesetzt
und die Extinktionsanderung bei 365 nm verfolgt.

Das pH-Optimum des Enzyms lag in 0,1 M BisTris-Puffer bei pH 6,5.

Im Folgenden wurde der Einfluss des Kaliumphosphatpuffers nicht mehr analysiert, da die
AFR-Aktivitat in diesem Puffersystem bei allen analysierten pH-Werten nur maximal 20% der
hochsten Aktivitat erreichte. Damit hatte die AFR-A13G das gleiche pH-Optimum wie die re-
kombinant in E. coli exprimierte und mit einem (His)e-Tag versehene AFR von Kihn (Kihn
2004).

1.6 Isoelektrischer Punkt (pl) der AFR-A13G

Der isoelektische Punkt (pl) der AFR-A13G, d. h. der pH-Wert, bei dem die Nettoladung des
Enzyms gleich Null ist, wurde durch isoelektrische Fokussierung (IEF) gemal Kapitel 1121.2
bestimmt. Das angereicherte und in H,O44 umgepufferte Enzym wurde in die Spur eines Po-
lyacrylamidgels mit einem pH-Gradienten von pH 3 bis pH 10 aufgetragen und der pl nach
erfolgter Fokussierung durch Vergleich mit den Eichproteinen des Standards P9 (IEF-Marker
3 - 10, Serva) bestimmt (vgl. Abbildung 17).
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Abbildung 17: Isoelektische Fokussierung der AFR-A13G im pH-Bereich von 3 bis 10.
Im Servalyt Precotes® Gel (pH 3 — 10) wurden 10 pl Proteinstandard P9 (IEF-Marker 3 — 10,
Serva) (M) und 9 ug angereicherte und in H,O4y umgepufferte AFR-A13G (A) bis zu einer
Spannung von 2000 V, 3,7 mA und 6,0 W fokussiert.

Der pl der AFR-A13G lag bei pH 5,5. Alternativ zur IEF wurde der pl mit der Software “EMBL
WWW Gateway to Isoelectric Point Service“ vom European Molecular Biology Laboratory
(EMBL, Heidelberg) berechnet. Mit dieser Methode lag der pl fir die AFR-A13G bei pH 5,6.
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2 Engineering der 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase zu erhoh-
ter Thermostabilitat und biochemische Charakterisierung der

Mutanten

Syntheseprozesse werden hauptsachlich bei hohen Temperaturen durchgefihrt, um die
Substratlslichkeit und die Reaktionsgeschwindigkeit zu erhdhen, die Viskositat des Medi-
ums und das Risiko fur mikrobielle Kontamination zu reduzieren und/oder héhere Umsatzra-
ten gleichzeitig ablaufender nicht-enzymatischer Reaktionen zu gewahrleisten. Der Einsatz
von Enzymen ermdglicht aufgrund ihrer Chemo-, Regio- und Stereoselektivitat, der hohen
katalytischen Effizienz und der Reaktivitat in wassrigen Losungen eine effizientere und selek-
tivere Katalyse, als die Verwendung von konventionellen Katalysatoren (Chirumamilla et al.
2001; Powell et al. 2001). Aufgrund der hohen Temperatur werden in der Wei3en Biotechno-
logie bevorzugt Enzyme aus (hyper-) thermophilen Bakterien eingesetzt, da sie Biokonver-
sionen bei hohen Temperaturen katalysieren, ohne zu denaturieren. Im Gegensatz dazu ver-
fligen mesophile Enzyme bei erhéhten Temperaturen nur Uiber eine begrenzte operative Sta-
bilitdt (Minagawa et al. 2007). Dies trifft auch auf die 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase aus
Sinorhizobium morelense S-30.7.5. zu.

In dieser Arbeit sollte deshalb die Thermostabilitdt der AFR-A13G fir den Einsatz in Biokon-
versionen erhoht werden. Das Ergebnis sollte ein thermostabileres Enzym mit unverander-
tem katalytischem Profil sein, d. h. mit einer hohen katalytischen Aktivitat im mesophilen
Temperaturbereich, wie es in der Natur nicht selektiert wird (Arnold et al. 2001). Obwohl die
anschliellenden Umsetzungen bei 30°C, d. h. bei moderaten Temperaturen, durchgefihrt
wurden, war das primare Selektionskriterium eine moglichst hohe Thermostabilitat der AFR-
Varianten, da bereits bekannt war, dass Enzyme mit einer hohen Thermostabilitat auch bei
mittleren Temperaturen robuster sind als ihre thermolabilen Homologe (Heinzelman et al.
2009).

Zu Steigerung der Thermostabilitdt der AFR-A13G wurden zwei Methoden verwendet: ge-
richtete Mutagenese durch iterative Sattigungsmutagenese (ISM) und Zufallsmutagenese
durch error prone-PCR (vgl. Kapitel I8 und 119). Um beim Screening der AFR-Mutanten auf
erhdohte Thermostabilitat nach Kultivierung der E. coli im 30 mI-Maf3stab einen hdheren
Durchsatz zu gewahrleisten, wurde zunachst die Effektivitat verschiedener Aufschlussarten

verglichen.

2.1 Vergleich der Zellaufschliisse von E. coli BL21(DE3)pLysS

E. coli BL21(DE3)pLysS-AFR-A13G wurden aus 30 ml-Hauptkulturen bei 5000 rpm und 4°C

10 min geerntet und die Zellpellets entsprechend der verschiedenen Aufschlussprotokolle in
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20 mM BisTris-Puffer (pH 7,0) resuspendiert (vgl. Kapitel 1115.1). Dann erfolgte der Zellauf-
schluss gemall des Kapitels 1115.2 entweder durch Ultraschall, durch Glasbeads in der
Schwingmuhle oder durch Triton-X 100. Nach 15 min bei 9838 x g und 4°C wurde die AFR-
A13G-Aktivitat gemessen (vgl. Kapitel 1119.1 und Tabelle 12).

Tabelle 12: Vergleich der verschiedenen Zellaufschluss-Arten von E. coli

BL21(DE3)pLysS. ODgy = Absorption der Hauptkultur unmittelbar vor der Zellernte. Pellet =
Feuchtgewicht des Zellpellets nach der Zellernte in Gramm.

Aufschluss ODgqo | Pellet [g] | Volumenaktivitat [U/ml]
Ultraschall 4,1 0,48 621,7
Glasbeads 3,8 0,46 569,7
0,6% Triton-X 100 | 4,2 0,50 76,9
1% Triton-X 100 3,7 0,40 128,6

Aus Tabelle 12 geht hervor, dass der Ultraschallaufschluss die effizienteste Methode zur
Praparation der AFR aus E. coli BL21(DE3)pLysS war. Der Zellaufschluss mit Glasbeads
war vergleichbar effektiv. Die Verwendung von Detergenz war wegen der geringen Ausbeute
fur AFR-Praparationen aus 30 ml Hauptkulturen ungeeignet. Da sich die Triton-X 100-Be-
handlung beim Aufschluss in Mikrotiterplatten jedoch als praktikabel erwiesen hat (Dorscheid
2009), wurde sie in diesem Kultivierungsmalfstab auch im weiteren Verlauf der Arbeit ange-
wandt.

Beim Screening der AFR-A13G-Varianten nach Kultivierung der Zellen im 30 ml-MaRstab
(vgl. Kapitel 1120) wurden die Zellen in dieser Arbeit mit Glasbeads aufgeschlossen. Diese Art
des Zellaufschlusses ermoglichte die gleichzeitige Behandlung von 20 Proben in 15 min und
gewahrleistete so einen hoheren Durchsatz als der Ultraschall-Aufschluss, bei dem jede Pro-

be 3,25 min aufgeschlossen werden musste (vgl. Kapitel 1115.2).

2.2 lterative Sattigungsmutagenese (ISM) mit KOD-QuikChange PCR

Da die Réntgenkristallstruktur der AFR aus S. morelense S-30.7.5. zu Beginn dieser Arbeit
bereits vorlag, war es moglich, die Mutagenese auf vorher festgelegte Stellen im Enzym zu
beschréanken und so den Screening-Aufwand durch Verkleinerung des Sequenzraumes zu
reduzieren (Dambe et al. 2006; Reetz et al. 2007).

Als Grundlage diente die Tatsache, dass (hyper-) thermophile Enzyme eine festere Struktur
und damit eine dichtere Packung ihres hydrophoben Kerns besitzen als ihre mesophilen Ho-
mologe (Reetz et al. 2007, Lehmann et al. 2000). Deshalb wurden zunachst die Abschnitte
der AFR, die die héchste Flexibilitat besalen, ausgehend von der Kristallstruktur des En-
zyms mit der Software B-FITTER (B-Faktor Interativer Test) identifiziert (Reetz und Carba-

lleira 2007; Reetz et al. 2008). Das Programm berechnet die atomaren Dislokationspara-
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meter jeder Aminosdure, die sogenannten B-Faktoren, die das maximale Verwischen der
Elektronendichten der einzelnen Atome bezogen auf deren Gleichgewichtsposition als Er-
gebnis thermaler Teilchenbewegung (Karplus und Schulz 1985; Radivojac et al. 2004; Vihi-
nen 1987) charakterisieren. Bei der nachfolgenden iterativen Sattigungsmutagenese (ISM)
wurden eine oder zwei direkt benachbarte Aminosauren mit den héchsten B-Faktoren, d. h.
mit der hdéchsten Flexibilitdt, durch den Einsatz degenerierter Primer in der KOD-Quik
Change-PCR ausgetauscht. Dadurch entstanden Variantenbibliotheken, die im Anschluss

mit einem geeigneten Screeningsystem durchsucht wurden.

Herstellung einer Variantenbibliothek

Zuerst wurde von jeder der 333 Aminosauren der AFR der B-Faktor berechnet. Abbildung 18

zeigt exemplarisch die 20 Aminosauren mit den héchsten B-Faktoren.

Cchain identifier of chain no. 1 : A

Residue Name Residue seqg. no. B value Rank
GLU A 208 67.05 1
GLU A 168 61.03 2
LYS A 207 58.61 3
GLY A 209 54.90 4
ARG A 166 53.15 5
PRO A 167 52.69 6
GLU A 165 49.77 r
HIS A 158 48.31 8
GLU A 330 47.23 9
GLU A 37 40.04 10
LYS A 50 46.63 11
GLY A 206 46.44 12
GLU A 45 45. 85 13
GLU A 328 44.52 14
ARG A 3 44,38 15
GLN A 325 44.18 16
ALA A 169 43.55 17
GLU A 270 43.50 18
VAL A 210 42.76 19
GLU A 295 42.10 20

Abbildung 18: Die 20 Aminosauren der AFR-A13G aus Sinorhizobium morelense S.-
30.7.5. mit den hochsten B-Faktoren. Die B-Faktoren wurden auf Grundlage der Kristall-
struktur des Enzyms mit der Software B-Fitter berechnet (Reetz und Carballeira 2007; Reetz
et al. 2008).

Anschliellend wurden die 9 Aminosauren mit den héchsten B-Faktoren (in Abbildung 18 ge-
kennzeichnet) fur den Austausch durch ortsgerichtete Sattigungsmutagenese in sieben Loci
(A-G) mit jeweils einer oder zwei zu ersetzenden Aminosauren zusammengefasst. Fur diese
Positionen wurden Primer mit degenerierten Codons entworfen, die anstatt des Codons fiir
die auszutauschende Aminosaure das Basentriplett NNK trugen (N = Adenin, Cytosin, Gua-
nin, Thymin; K = Guanin, Thymin). Dieses Basentriplett ermdglichte den zufalligen Einbau

aller 20 Aminosauren, schloss aber die Entstehung zweier Stoppcodons aus.

2.3 Ergebnisse des Screenings der ersten Mutageneserunde

In der ersten Mutageneserunde wurde die KOD-QuikChange PCR mit AFR-A13G als Tem-
plate durchgeflhrt.
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Im Mikrotiterplatten-Malistab wurden 9600 Klone getestet, davon zeigten 537 Klone nach
Hitzeschritt eine hohere Restaktivitat als AFR-A13G. Die Zellen, die diese Varianten expri-
mierten, wurden anschlielend im 30 ml-Maf3stab kultiviert. In Tabelle 13 sind die vier Varian-
ten dargestellt, die im 30 mI-Mafstab nach Hitzeschritt die hdchsten Restaktivitadten zeigten.
Die Benennung erfolgte nach Mutagenesemethode (ISM), Charge (I, Il usw.), Mutagenese-
stelle (A bis G), Mikrotiterplattennummer (z. B. 4) und Wellbezeichnung (z. B. G12). Die
Restaktivitat der AFR-A13G betrug unter diesen Bedingungen 3,6%.

Tabelle 13: Restaktivititen selektierter AFR-A13G-Varianten nach Hitzeschritt. Die

Restaktivitdten wurden nach 10 min Inkubation der Rohextrakte bei 45°C mit dem Standard-
assay (vgl. Kapitel 1119.1) gemessen und mit der Restaktivitat der AFR-A13G verglichen.

Restaktivitat
Variante

[%]
AFR-A13G 3,6
| ISM A2-F4 30,4
| ISM G5-C11 26,1
| ISM C7-C4 19,6
| ISM B13-B9 13,4

Die Gene dieser Varianten, die im Vergleich zur AFR-A13G eine auf 370% bis 844% erhohte
Restaktivitat und daraus folgend eine verbesserte Thermostabilitdt zeigten, wurden anschlie-

Rend sequenziert (vgl. Tabelle 14).

Tabelle 14: Durch ortsgerichtete Sattigungsmutagenese der AFR-A13G in der ersten
Mutageneserunde eingefiihrte Aminosdureaustausche.

Variante | Position(en) Nukleofidaustausch Aminosaureaustausch
(Position + Austausch)
K207- 620-622: AAG > CCT K207P
A2-F4 E208 623-625: GAG > CCT E208P
B13-B9 G209 626-628: GGG »> CAG G209Q
E165- 494-496: GAG > AAT E165N
cr-ca R166 | 497-499: CGG > AAG R166K
G5.C11 E208- 623-625: GAG > GGT E208G
G209 626-628: GGG~> TGT G209C

Im folgenden werden diese Varianten anhand ihrer in Tabelle 14 dargestellten Aminosaure-

austausche bezeichnet.
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2.3.1 Biochemische Charakterisierung der Variante AFR-A13G-K207P-E208P
Zur biochemischen Charakterisierung der AFR-A13G-K207P-E208P wurden die E. coli

BL21(DE3)pLysS-Zellen, die diese Variante exprimierten, im 250 ml-Malstab angezogen
(vgl. Kapitel 1114.3) und das Enzym angereichert.

Temperaturstabilitit Ts'® [°C]

Fir die AFR-A13G-K207P-E208P konnte eine Ts'® von 42,0°C bestimmt werden, im Ver-
gleich zur AFR-A13G war der Wert um 5,3°C erhoéht (vgl. Abbildung 80).

pH-Optimum und isoelektrischer Punkt (pl)

In dieser Arbeit wurden die pH-Optima aller AFR-A13G-Varianten bestimmt, um bei ihrem
Einsatz in Biokonversionen durch Anpassung des pH-Wertes bzw. Puffersystems die hoch-
ste Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen und so optimale Raum-Zeit-Ausbeuten der Pro-
dukte zu gewahrleisten.

Die Bestimmung des pH-Optimums der AFR-A13G-K207P-E208P ergab, dass dieses im
Vergleich zum Ausgangsenzym unverandert bei pH 6,5 in 0,1 M BisTris lag (vgl. Abbildung
78).

Der isoelektische Punkt (pl) der AFR-A13G-K207P-E208P, der durch isoelektrische Fokus-
sierung (IEF) (vgl. Kapitel 1121.2) bestimmt wurde, war ebenfalls unverandert zum Ausgangs-
enzym und lag bei pH 5,5 (vgl. Abbildung 79). Eine alternative Messung des pl mit Hilfe der
Software “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service® lieferte einen Wert von pH 5,6.

Enzymkinetik

Die spezifischen Aktivitdten, K,-Werte und katalytischen Effizienzen der AFR-A13G-K207P-
E208P fir 1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson wurden gemafl Kapitel 1119.1 be-
stimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 15 im Vergleich zur AFR-A13G dargestellt.

Tabelle 15: Kinetische Daten der AFR-A13G-K207P-E208P. Die AFR-Aktivitat wurde mit
dem Standardtest bestimmt. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmung Uberpruft.

Spez. Aktivitat [U/mg] Ko [MM] Keatl Kn [M+57']
Substrat | AFR- [ AFR-A13G- AFRA13G AFR-A13G- | AFR- | AFR-A13G-

A13G | K207P-E208P K207P-E208P | A13G | K207P-E208P
1,5-AF 803,6 766,4 8,30+ 0,2 6,6+0,13 | 56639 67931
D-Glucoson | 135,0 67,4 11,00+ 0,1 [ 30,4 +0,11 7180 1297
6-Deoxy-D-

161,3 29,9 17,02+08 | 17,6 +0,20 5544 994
glucoson

War die spezifische Aktivitat der AFR-A13G-K207P-E208P bei der Reduktion des Hauptsub-
strates 1,5-AF mit 766,4 U/mg vergleichbar hoch wie die spezifische Aktivitat der AFR-A13G
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mit 803,6 U/mg, zeigte die Variante einen deutlichen Abfall bei der Verwertung der beiden
Substrate D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson. Wurde bei der Reduktion von D-Glucoson
noch die Halfte der spezifischen Aktivitat der AFR-A13G erreicht, reduzierte sich die Aktivitat
der Variante mit 6-Deoxy-D-glucoson als Substrat im Vergleich zum Ausgangsenzym auf
20%.

Der K,-Wert der AFR-A13G-K207P-E208P fur 1,5-AF war im Vergleich zur AFR-A13G um
1,8 mM verbessert, was in einer Erhéhung der katalytischen Effizienz auf 120% resultierte.
Im Gegensatz dazu war der K-Wert flr D-Glucoson stark erhoht, die katalytische Effizienz
sank folglich auf 18% ab. Obwohl der K-Wert von AFR-A13G-K207P-E208P fur 6-Deoxy-D-
glucoson praktisch identisch zu dem K.,-Wert der AFR-A13G war, wurde aufgrund der
reduzierten spezifischen Aktivitat dieser Variante die katalytische Effizienz ebenfalls bis auf

18% herabgesetzt.

2.3.2 Biochemische Charakterisierung der Variante AFR-A13G-E208G-G209C
Die AFR-A13G-E208G-G209C wurde exprimiert und angereichert (vgl. Kapitel 1114.3, 1115

und 1116).

Temperaturstabilitit Ts'® [°C]

Die Aktivitat der angereicherten Variante AFR-A13G-E208G-G209C wurde nach 10 min In-
kubation bei 35°C — 45°C gemessen (vgl. Kapitel 1119.1). Fir AFR-A13G-E208G-G209C
konnte eine T501° von 40,2°C bestimmt werden, im Vergleich zur AFR-A13G war der Wert um
3,5°C erhoht (vgl. Abbildung 80).

pH-Optimum und isoelektrischer Punkt (pl)

Die Bestimmung des pH-Optimums der AFR-A13G-E208G-G209C ergab, dass dieses im
Vegleich zum Ausgangsenzym unverandert bei pH 6,5 in 0,1 M BisTris lag (vgl. Abbildung
78). Mit Hilfe der Software “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service” (EMBL, Hei-

delberg) konnte ein pl von 5,68 bestimmt werden.

Enzymkinetik

Die spezifischen Aktivitaten, K,-Werte und katalytischen Effizienzen der AFR-A13G-E208G-
G209C wurden gemal Kapitel 1119.1 bestimmt (vgl. Tabelle 16).
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Tabelle 16: Kinetische Daten der AFR-A13G-E208G-G209C. Die AFR-Aktivitat wurde mit

dem Standardtest bestimmt. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmung berpruft.

Spez. Aktivitat [U/mg] Ko [MM] Keatl K [M+57]
Substrat | AFR- | AFR-A13G- AFRLA13G AFR-A13G- | AFR- | AFR-A13G-

A13G | E208G-G209C E208G-G209C | A13G | E208G-G209C
1,5-AF 803,6 263,1 8,30+ 0,2 8,8+0,05 |56639 17490
D-Glucoson | 135,0 62,9 11,00 + 0,1 18,9 £ 0,15 7180 1947
6-Deoxy-D-

161,3 34,2 17,02 0,8 27,6 0,1 5544 725
glucoson

Die spezifischen Aktivitaten der AFR-A13G-E208G-G209C waren im Vergleich zur AFR-
A13G fur die drei Substrate stark reduziert. Fir 1,5-AF war sie auf 33%, fur D-Glucoson auf
47% und far 6-Deoxy-D-glucoson auf 21% reduziert. Der K,-Wert der Variante fur 1,5-AF war
verglichen mit AFR-A13G um 0,5 mM erhdht, die K,-Werte fir D-Glucoson und 6-Deoxy-D-
glucoson um 7,9 mM bzw. 10,6 mM gesteigert. Die katalytischen Effizienzen der AFR-A13G-
E208G-G209C verschlechterten sich folglich auf 13% bis 31%.

Aufgrund des stark erhdhten K.,-Wertes und der stark verminderten katalytischen Effizienz
fur 6-Deoxy-D-glucoson war die AFR-A13G-E208G-G209C trotz einer Tso'® von 40,2°C unge-

eignet fur den Einsatz in Biokonversionen.

2.3.3 Biochemische Charakterisierung der Variante AFR-A13G-E165N-R166K
Die AFR-A13G-E165N-R166K wurde exprimiert und angereichert (vgl. Kapitel 1114.3, 115

und 1116).

Temperaturstabilitit Tso'® [°C]

Nach 10 min Inkubation der angereicherten Variante AFR-A13G-E165N-R166K bei 35°C —
45°C wurde die Enzym-Aktivitdt mit dem Standardtest gemessen (vgl. Kapitel 1119.1). Fur
AFR-A13G-E165N-R166K konnte eine Ts,'® von 38,8°C ermittelt werden, im Vergleich zur
AFR-A13G war der Wert um 2,1°C erhoht (vgl. Abbildung 80).

pH-Optimum und isoelektrischer Punkt (pl)

Die Bestimmung des pH-Optimums der AFR-A13G-E165N-R166K ergab, dass dieses im
Vergleich zum Ausgangsenzym unverandert bei pH 6,5 in 0,1 M BisTris lag (vgl. Abbildung
78). Der “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service® (EMBL, Heidelberg) berechnete
einen pl von pH 5,76.
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Enzymkinetik
Die spezifischen Aktivitaten, Michaeliskonstanten und katalytischen Effizienzen der AFR-

A13G-E165N-R166K flir die drei Substrate wurden gemessen (vgl. Tabelle 17).

Tabelle 17: Kinetische Daten der AFR-A13G-E165N-R166K. Die AFR-Aktivitat wurde mit
dem Standardassay gemessen. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmung verifiziert.

Spez. Aktivitat [U/mg] Ko [mM] Keatl Ko [M+87]
Substrat | AFR- | AFR-A13G- AFRA13G AFR-A13G- | AFR- | AFR-A13G-

A13G | E165N-R166K E165N-R166K | A13G | E165N-R166K
1,5-AF 803,6 672,4 8,30 £ 0,2 6,1%0,2 56639 64484
D-Glucoson | 135,0 116,4 11,00+0,1 | 14,3+0,15 | 7180 4762
6-Deoxy-D-

161,3 158,7 17,02+ 0,8 18,3+ 0,1 5544 5073
glucoson

Im Vergleich zur AFR-A13G waren die spezifischen Aktivitdten der Variante fir 1,5-AF und
D-Glucoson um 16% und 14% verschlechtert. Mit 6-Deoxy-D-glucoson als Substrat war die
spezifische Aktivitat der AFR-A13G-E165N-R166K praktisch identisch zu derjenigen der
AFR-A13G.

Verglichen mit AFR-A13G war der K,-Wert der AFR-A13G-E165N-R166K fiir 1,5-AF um
2,2 mM reduziert, fir D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson war der Wert um 3,3 mM und
1,28 mM erhdht. Die katalytische Effizienz fiur 1,5-AF war auf 114% gesteigert. AFR-A13G-
E165N-R166K erreichte fir 6-Deoxy-D-glucoson 92% der katalytischen Effizienz der AFR-
A13G.

2.3.4 Biochemische Charakterisierung der Variante AFR-A13G-G209Q
Die AFR-A13G-G209Q wurde gemall der Kapitel 1114.3, 1115 und 1116 exprimiert und

angereichert.

Temperaturstabilitit Ts'® [°C]

Nach 10 min Inkubation der angereicherten Variante AFR-A13G-G209Q bei 30°C — 45°C
wurde die Aktivitit gemaR Kapitel 1119.1 gemessen und die Tso'® [°C] bestimmt (vgl. Kapitel
1121.4). Fir die AFR-A13G-G209Q konnte eine Ts'® von 37,8°C ermittelt werden (vgl.
Abbildung 80), im Vergleich zur AFR-A13G war der Wert um 0,7°C erhoht.

pH-Optimum und isoelektrischer Punkt (pl)

Die Bestimmung des pH-Optimums der AFR-A13G-G209Q ergab, dass dieses im Vergleich
zum Ausgangsenzym unverandert bei pH 6,5 in 0,1 M BisTris lag (vgl. Abbildung 78). Der
“‘EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service* (EMBL, Heidelberg) berechnete einen pl
von pH 5,6.
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Enzymkinetik
Die spezifischen Aktivitaten, K-Werte und katalytischen Effizienzen der AFR-A13G-G209Q

fur 1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson wurden bestimmt (vgl. Tabelle 18).

Tabelle 18: Kinetische Daten der AFR-A13G-G209Q. Die AFR-Aktivitdt wurde mit dem
Standardtest bestimmt. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmung tberprift.

Spez. Aktivitat [U/mg] Ko [mM] Keatl Ko [M+87]
Substrat | AFR- | AFR-A13G- AFR-A13G- | AFR- | AFR-A13G-
AFR-A13G

A13G G209Q G209Q A13G G209Q
1,5-AF 803,6 701,08 8,30 £ 0,2 7,3%0,21 | 56639 56182
D-Glucoson | 135,0 110,10 11,00+0,1 [ 16,8+0,05 | 7180 3834
6-Deoxy-D-

161,3 156,30 17,02+ 0,8 19,8 £ 0,1 5544 4618
glucoson

Die spezifischen Aktivitaten der Variante fir die Reduktion von 1,5-AF, D-Glucoson und 6-
Deoxy-D-glucoson waren im Vergleich zur AFR-A13G um 13%, 18,4% und 3% reduziert.
AFR-A13G-G209Q verfugte mit 156,3 U/mg flr 6-Deoxy-D-glucoson Uber die héchste spezifi-
sche Aktivitat der durch ISM generierten AFR-A13G-Varianten.

Verglichen mit AFR-A13G war der K,-Wert der AFR-A13G-G209Q fir 1,5-AF 1 mM ver-
bessert, die K,-Werte fir D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson waren um 5,8 mM und
2,8 mM verschlechtert. Bedingt durch die hohe spezifische Aktivitat der AFR-A13G und den
reduzierten K,-Wert war die katalytische Effizienz der AFR-A13G-G209Q fur 1,5-AF prak-
tisch identisch zur katalytischen Effizienz der AFR-A13G. Die katalytischen Effizienz dieser

Variante erreichte fur 6-Deoxy-D-glucoson 83% des Wertes des Ausgangsenzyms.

Ein wichtiger Aspekt der gerichteten Evolution ist die in vitro-Kombination selektierter nitz-
licher Mutationen (Lehmann et al. 2000). Deshalb wurden anschlieend die Mutationen der
Varianten mit den hochsten Tso'>-Werten kombiniert, um die Mutationen auf einen kooperati-

ven Effekt zu analysieren (vgl. Kapitel |18, Reetz et al. 2007).

2.3.5 Kombination von AFR-A13G-K207P-E208P und AFR-A13G-E165N-R166K
Es wurde die thermostabilste Variante der ersten ISM Runde, AFR-A13G-K207P-E208P, mit

AFR-A13G-E165N-R166K kombiniert, da jene Variante mit einer katalytischen Effizienz fur
6-Deoxy-D-glucoson von 5073 M™"-s™ die héchste katalytische Effizienz dieser Arbeit besaR,
bei gleichzeitiger Steigerung der Ts,'® um 2,1°C (vgl. Tabelle 17 und Abbildung 80).

Eine Kombinationsmutante mit den vier Aminosaureaustauschen A13G, E165N, R166K
K207P und E208P wurde durch KOD-QuikChange PCR generiert (vgl. Kapitel 118). Zur Verifi-
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zierung der Mutationen wurde eine DNA-Sequenzanalyse der Plasmide durchgefihrt (vgl.
Kapitel 1113; Eurofins, Ebersberg).

Die Aktivitat der AFR-A13G-E165N-R166K-K207P-E208P wurde mittels Standardtest vor
und nach dem Hitzeschritt bestimmt und mit den Aktivitdten der beiden Ausgangsenzyme
verglichen (vgl. Kapitel 1119.1).

Mit einem Wert von 17,5% war die Restaktivitdit der Kombinationsmutante AFR-A13G-
K207P-E208P-E165N-R166K nach Hitzeschritt 2,1% niedriger als die der Variante AFR-
A13G-E165N-R166K und 12,9% niedriger als die der Variante AFR-A13G-K207P-E208P.

2.3.6 Kombination von AFR-A13G-G209Q und AFR-A13G-E165N-R166K
Aufgrund der guten Enzymkinetiken von AFR-A13G-G209Q und AFR-A13G-E165N-R166K

sollte eine Kombinationsvariante mit diesen drei Aminosaureaustauschen durch KOD-Quik
Change PCR (vgl. Kapitel 118) generiert und die Auswirkungen auf die Thermostabilitat analy-
siert werden. Die Restaktivitdt der Kombinationsvariante nach Hitzeschritt wurde ebenfalls
mit denen der Ausgangsvarianten und mit AFR-A13G verglichen.

Mit 3,4% war die Restaktivitat der Kombinationsmutante AFR-A13G-G209Q-E165N-R166K
nach dem Hitzeschritt 16,2% niedriger als die der Variante AFR-A13G-E165N-R166K und
10% niedriger als die der Variante AFR-A13G-G209Q. Die Restaktivitat sank auch 0,3%
unter die der AFR-A13G.

2.3.7 Kombination von AFR-A13G-K207P-E208P und AFR-A13G-G209P
Dass die beiden thermostabilsten Varianten der ersten ISM-Runde, AFR-A13G-K207P-

E208P und AFR-A13G-E208G-G209C, Aminosaureaustausche an den Positionen 207 bis
209 trugen und fir diese Aminosauren die hochsten B-Faktoren berechnet worden waren,
deutete an, dass diese Positionen essentiell flr die Enzymstabilitat waren. Diese Aminosau-
ren sollten nun mittels KOD-QuikChange PCR in einer AFR-A13G-Variante durch Prolin er-
setzt werden. Es war bekannt, dass Prolinreste einem Protein durch ihre rigide Struktur Fes-
tigkeit verleihen, da die freie Drehbarkeit der Bindung zwischen dem Stickstoff und dem Ca
wegen der cis-Stellung von Ca und Ca-1 aufgehoben und so die Anzahl méglicher Konstella-
tionen des Peptidrickgrates verringert wird (MacArthur und Thornton 1991). Durch diese
Festigkeit sollte die Thermostabilitdt der AFR-A13G verbessert werden.

Nach der Mutagenese wurden die Aminosdureaustausche durch Sequenzierung Uberprift
und die Restaktivitdt dieser Variante nach Hitzeschritt mit den Restaktivitaten von AFR-
A13G-K207P-E208P und AFR-A13G verglichen.

Mit 4,95% war die Restaktivitat der AFR-A13G-K207P-E208P-G209P nach Hitzeschritt
25,45% niedriger als die der Variante AFR-A13G-K207P-E208P und nur 1,25% hodher als die
der Wildtyp-AFR-A13G.
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2.4 Ergebnisse des Screenings der zweiten Mutageneserunde

In der zweiten Mutageneserunde wurde AFR-A13G-K207P-E208P als Template eingesetzt,
da diese Mutante mit einer Ts,'® von 42,0°C die thermostabilste Variante der ersten Mutage-
neserunde war. Die Aminosauren an den verbleibenden sechs Loci wurden ebenfalls durch
ortsgerichtete Sattigungsmutagenese mittels KOD-QuikChange PCR und degenerierter Pri-
mer ausgetauscht.

Im Mikrotiterplatten-Malistab wurden 4992 Klone getestet, davon zeigten 137 Klone nach
Hitzeschritt eine hohere Restaktivitat als AFR-A13G-K207P-E208P. Die Zellen, die diese
Varianten exprimierten, wurden anschlieBend im 30 ml-MaRstab kultiviert. Tabelle 19 zeigt
die drei Varianten, die nach 10 min Inkubation bei 45°C die hochsten Restaktivitaten besa-
Ren. Sie wurden nach Mutagenesemethode (ISM), Charge (I, Il usw.), Mutagenesestellen (A-
G), Mikrotiterplatte (z. B. 4) und Wellnummer (z. B. G12) benannt.

Tabelle 19: Restaktivitiaten selektierter AFR-A13G-K207P-E208P-Varianten nach Hitze-
schritt. Die Restaktivitdten wurden nach 10 min Inkubation der Rohextrakte bei 45°C mit

dem Standardassay (vgl. Kapitel 1119.1) gemessen und mit der Restaktivitat der AFR-A13G
verglichen.

Restaktivitat
Variante
[%]
AFR-A13G-K207P-E208P 30,4
Il ISM F3-D7 52,1
I1'1ISM C3-C2 45,6
I11SM C2-C7 447

Die drei Varianten zeigten im Vergleich zur AFR-A13G-K207P-E208P eine um 47% bis 71%
erhohte Restaktivitdt und damit eine verbesserte Thermostabilitdt. Die Varianten wurden
anschliefiend naher charakterisiert. Zuerst wurden die Plasmide isoliert und sequenziert (vgl.
Kapitel 117.1 und 1113, Tabelle 20).

Tabelle 20: Aminosaureaustausche nach ortsgerichteter Sattigungsmutagenese der
AFR-A13G-K207P-E208P in der zweiten ISM-Runde.

Nukleotidaustausch
Variante Position(en) Aminosaureaustausch
(Position + Austausch)
II'ISM F3-D7 E330 989-991: GAA > GTT E330V
E165- 494-496: GAG »> CAT E165H
l'1SM C2-C7
R166 497-499: CGG > ACT R166T
E165- 494-496: GAG > TCT E165S
III'1SM C3-C2
R166 497-499: CGG > GGG R166G
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Im Folgenden werden diese Varianten anhand des Ausgangsenzyms und ihrer in Tabelle 20

gezeigten Aminosaureaustausche bezeichnet.

241 Biochemische Charakterisierung der Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E330V
Die AFR-A13G-K207P-E208P-E330V wurde exprimiert, angereichert und umgepuffert (vgl.

Kapitel 1114.3, 1115 und [116).

Temperaturstabilitit Tso'® [°C]

Nach 10 min Inkubation der angereicherten Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E330V bei
30°C — 50°C wurde die Enzym-Aktivitat mit dem Standardtest gemessen (vgl. Kapitel 1119.1
und 1121.4).

Die AFR-A13G-K207P-E208P-E330V war mit einer Ts,'® von 49,2°C die thermostabilste Va-
riante dieser Arbeit (vgl. Abbildung 80). Im Vergleich zur AFR-A13G war der Wert um 12,5°C
erhoht, im Vergleich zur thermostabilsten Variante der ersten ISM-Runde, AFR-A13G-
K207P-E208P, war der Wert um 7,2°C gesteigert.

pH-Optimum
Die Reaktionsgeschwindigkeit der Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E330V wurde in Ab-

hangigkeit vom pH-Wert und vom Puffersystem gemessen und ist in Abbildung 19 darge-

stellt.
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Abbildung 19: pH-Optimum der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V. Folgende Puffersyste-
me wurden fur die Messungen verwendet: BisTris von pH 5,5 bis 7,5; Tris von pH 6,5 bis 9,0;
Citrat von pH 4,0 bis 6,0 und Acetat von pH 4,0 bis 6,0. In 1 ml 100 mM Puffer wurden
30 mM 1,5-AF und 0,28 mM NADPH mit 9630 U AFR bei 30°C umgesetzt und die Extink-
tionsanderung bei 365 nm verfolgt.
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Im Gegensatz zum Ausgangsenzym lag das pH-Optimum der AFR-A13G-K207P-E208P-
E330V bei pH 7,0 in 0,1 M BisTris.

Isoelektrischer Punkt (pl)

Der isoelektische Punkt (pl) der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V wurde gemal Kapitel
[121.2 durch isoelektrische Fokussierung (IEF) mit pH 5,62 bestimmt (vgl. Abbildung 79).
Alternativ bestimmte der “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service* (EMBL, Heidel-
berg) einen Wert von pH 5,68.

Enzymkinetik
Die spezifischen Aktivitaten, K,-Werte und katalytischen Effizienzen der AFR-A13G-K207P-

E208P-E330V fir 1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson wurden gemaf Kapitel 1119.1
bestimmt (vgl. Tabelle 21).
Tabelle 21: Kinetische Daten der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V. Die AFR-Aktivitat wur-

de mit dem Standardassay gemal Kapitel 1119.1 gemessen. Alle Werte wurden durch Dop-
pelbestimmung verifiziert.

Spez. Aktivitat [U/mg] K [MM] Koot Kin [M™+57]
AFR-A13G- AFR-A13G- AFR-A13G-
Substrat AFR- AFR-
K207P-E208P- | AFR-A13G | K207P-E208P- K207P-E208P-
A13G A13G
E330V E330V E330V
1,5-AF 803,6 776,0 8,30+ 0,2 33+0,14 | 56639 137567
D-Glucoson | 135,0 55,9 11,00 + 0,1 8,7+0,17 7180 3757
6-Deoxy-D-
161,3 24,8 17,02+ 0,8 18,5+ 0,12 5544 785
glucoson

Erreichte die spezifische Aktivitat der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V fir 1,5-AF 97% der
spezifischen Aktivitat der AFR-A13G, waren die Werte flr D-Glucoson und 6-Deoxy-D-gluco-
son verglichen mit AFR-A13G auf 41% und 15% verschlechtert.

Durch den im Vergleich zur AFR-A13G um 5 mM verbesserten K,-Wert der Variante fir 1,5-
AF wurde die katalytische Effizienz flr dieses Substrat auf 243% erhoht. Auch der K,-Wert
fur D-Glucoson war verbessert, die schlechtere spezifische Aktivitat resultierte aber in einer
Senkung der katalytischen Effizienz der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V um die Halfte. Die
Verschlechterung des K.,-Wertes fiir 6-Deoxy-D-glucoson um 1,48 mM bewirkte mit der nie-
drigeren spezifischen Aktivitdt eine Abnahme der katalytischen Effizienz der Variante auf
14% verglichen mit der katalytischen Effizienz der AFR-A13G.



Kapitel Ill. Experimente und Ergebnisse 77

2.4.2 Biochemische Charakterisierung der Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-
R166T
Die AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-R166T wurde analog der Kapitel 1114.3, 1115 und 1116

exprimiert, angereichert und umgepuffert.

Temperaturstabilitit Ts'® [°C]

Nach 10 min Inkubation der angereicherten Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-
R166T bei 30°C — 45°C wurde die Enzym-Aktivitdt gemessen (vgl. Kapitel 1119.1).

Die T501° der AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-R166T war zwar im Vergleich zur AFR-A13G
um 3,2°C erhoht (vgl. Abbildung 80), im Vergleich zur Template-Variante AFR-A13G-K207P-
E208P jedoch um 2,1°C reduziert.

pH-Optimum
Die Reaktionsgeschwindigkeit der Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-R166T wurde
in Abhangigkeit vom pH-Wert und Puffersystem gemessen (vgl. Abbildung 20).
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Abbildung 20: pH-Optimum der AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-R166T. Folgende
Puffersysteme wurden fiir die Messungen verwendet: BisTris von pH 5,5 bis 7,5; Tris von pH
6,5 bis 9,0; Citrat von pH 4,0 bis 6,0 und Acetat von pH 4,0 bis 6,0. In 1 ml 100 mM Puffer
wurden 30 mM 1,5-AF und 0,28 mM NADPH mit 5314 U AFR bei 30°C umgesetzt und die
Extinktionsanderung bei 365 nm verfolgt.

Das pH-Optimum der Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-R166T lag bei pH 6,5 in
0,1 M Tris-Puffer.

Isoelektrischer Punkt (pl)

Der isoelektische Punkt (pl) der AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-R166T wurde gemal Ka-
pitel 1121.2 durch isoelektrische Fokussierung (IEF) mit pH 5,58 bestimmt (vgl. Abbildung 79).
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Die Software “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service* (EMBL, Heidelberg) lieferte
einen Wert von pH 5,66.

Enzymkinetik

Die spezifischen Aktivitaten, K,-Werte und katalytischen Effizienzen der AFR-A13G-K207P-
E208P-E165H-R166T fur die drei Substrate wurden analog Kapitel 1119.1 gemessen (vgl.
Tabelle 22).

Tabelle 22: Kinetische Daten der AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-R166T. Die AFR-Akti-

vitdt wurde mit dem Standardtest gemessen. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmung
Uberprift.

Spez. Aktivitat [U/mg] Ky [MM] Koot Kn [M+57]
AFR-A13G- AFR-A13G- AFR-A13G-
Substrat AFR- AFR-
K207P-E208P- | AFR-A13G | K207P-E208P- K207P-E208P-
A13G A13G
E165H-R166T E165H-R166T E165H-R166T
1,5-AF 803,6 731,8 8,30+ 0,2 7,0%0,12 56639 61158
D-Glucoson | 135,0 60,0 11,00 + 0,1 30,1+0,14 7180 1166
6-Deoxy-D-
161,3 27,8 17,02+ 0,8 18,5+ 0,13 5544 879
glucoson

Die spezifischen Aktivitdten der Variante reduzierten sich verglichen mit AFR-A13G, fur 1,5-
AF auf 91%, fur D-Glucoson auf 44% und fur 6-Deoxy-D-glucoson auf 17%.

Da fur 1,5-AF die spezifische Aktivitat der AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-R166T nur um
9% niedriger war als fur AFR-A13G und der K,-Wert um 1,3 mM reduziert war, war die kata-
lytische Effizienz der Variante im Vergleich zum Ausgangsenzym um 10% erhoht. Der K-
Wert fir D-Glucoson war um 19,1 mM gesteigert, die katalytische Effizienz der Variante war
auf 16% des Wertes der AFR-A13G herabgesetzt. Der K,-Wert fir 6-Deoxy-D-glucoson war
um 1,48 mM hoéher als bei AFR-A13G, durch die ebenfalls verschlechterte spezifische Aktivi-

tat wurde die katalytische Effizienz auf 16% reduziert.

2.4.3 Biochemische Charakterisierung der Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-
R166G
Die Expression, Reinigung und Umpufferung der AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G

wurde gemafR der Kapitel [114.3, 1115 und 1116 durchgefuhrt.

Temperaturstabilitit Tso'® [°C]

Nach 10 min Inkubation der angereicherten Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-
R166G bei 35°C — 45°C wurde die Enzym-Aktivitat mit dem Standardtest gemessen (vgl. Ka-
pitel 1119.1 und 1121.4). Mit 41,8°C war die Ts,'® fir AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G
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im Vergleich zur AFR-A13G zwar um 5,1°C erhoéht (vgl. Abbildung 81), lag aber 0,2°C unter

dem Wert der thermostabilsten Variante der ersten ISM-Runde.

pH-Optimum und isoelektrischer Punkt (pl)
Die Bestimmung des pH-Optimums der AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G ergab,

dass dieses im Vergleich zum Ausgangsenzym unverandert bei pH 6,5 in 0,1 M BisTris lag
(vgl. Abbildung 78).

Der isoelektrische Punkt (pl) der AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G wurde gemaf Ka-
pitel 1121.2 durch isoelektrische Fokussierung (IEF) mit pH 5,55 bestimmt (vgl. Abbildung 79).
Die Berechnung des pl mit der Software “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service*
(EMBL, Heidelberg) ergab einen Wert von pH 5,6.

Enzymkinetik

Die spezifischen Aktivitaten, Michaeliskonstanten und katalytischen Effizienzen der AFR-
A13G-K207P-E208P-E165S-R166G wurden gemafn Kapitel 1119.1 bestimmt (vgl. Tabelle 23).
Tabelle 23: Kinetische Daten der AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G. Die AFR-Akti-

vitdt wurde mit dem Standardassay nach Kapitel 1119.1 bestimmt. Alle Werte wurden durch
Doppelbestimmung verifiziert.

Spez. Aktivitat [U/mg] K [MM] Koot Kn [M+57]
AFR-A13G- AFR-A13G- AFR-A13G-
Substrat AFR- AFR-
K207P-E208P- | AFR-A13G | K207P-E208P- K207P-E208P-
A13G A13G
E165S-R166G E165S-R166G E165S-R166G
1,5-AF 803,6 726,3 8,30+ 0,2 16,1 0,12 | 56639 26390
D-Glucoson | 135,0 61,0 11,00 + 0,1 40,4 +0,13 7180 883
6-Deoxy-D-
161,3 30,5 17,02+ 0,8 26,7 + 0,14 5544 668
glucoson

Die spezifischen Aktivitdten der Variante fir 1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson
waren verglichen mit AFR-A13G auf 90%, 45% und 19% verschlechtert.

Die K,-Werte der AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G waren flr diese drei Substrate
im Vergleich zur AFR-A13G 7,8 mM, 29,4 mM und 9,68 mM erhéht, die katalytischen Effi-
zienzen der Variante waren deshalb auf 47% (1,5-AF) bis 12% (D-Glucoson, 6-Deoxy-D-glu-

coson) reduziert.
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2.5 Zufallsmutagenese des afr-a13g-Gens

Uber die gesamte Gen-Lange der AFR-A13G wurden durch error prone-PCR zufallig Muta-
tionen eingefuhrt (vgl. Kapitel 119). Da mit steigender Mutationsrate das Einfuhren einer Vor-
teilsmutation unwahrscheinlicher wird (Arnold und Moore 1997), wurden die Konzentrationen
der divalenten Kationen MgCl, und MnCl; so variiert, dass die statistische Mutationsrate der
Polymerase 1-3 bp pro Sequenz pro Generation betrug. Dies wurde durch stichprobenartige
Sequenzanalyse Uberprift (vgl. Kapitel 1113). Die héchste Mutationsrate mit ausreichenden
Mengen an PCR-Produkt fiir die anschlieRende Klonierung wurde mit der Kombination aus
8,0 mM MgCl; und 0,15 mM MnCI, erreicht. Bei geringeren Konzentrationen enthielt die Vari-
antenbibliothek vermehrt unmutierte Gene, bei hdheren Salzkonzentrationen kam es zu einer
Hemmung der Tag-Polymerase-Aktivitat und es wurde nicht mehr ausreichend Amplifikat fiir

die folgende Klonierung amplifiziert.

2.6 Ergebnisse des Screenings: Variante 1114G12

Im Mikrotiterplatten-MaRstab wurden 1632 Klone gemal Kapitel 1120.1 getestet, davon zeig-
ten 231 Klone eine hdéhere Thermostabilitdt als AFR-A13G. Die Zellen, die diese Klone expri-
mierten, wurden im 30 mI-Malstab angezogen. Die Varianten wurden nach Screeningrunde
(z. B. Ill), Mikrotiterplatte (z. B. 4) und Wellnummer (z. B. G12) benannt.

Die Variante 1114G12 zeigte im 30 ml-Maf3stab mit einer Restaktivitat nach Hitzeschritt von
87,3% die héchste Thermostabilitat. Das Plasmid der Variante wurde prapariert und das Gen

sequenziert (vgl. Kapitel 117.1 und 1113, Tabelle 24).

Tabelle 24: Aminosaureaustausche der Variante 1114G12 nach error prone-PCR.

Nukleotidaustausch .
Variante | Position Aminosaureaustausch
(Position + Austausch)
G13 38-40: GGG > GCG G13A
114G12
M31 92-94: ATG - GTG M31V

Gemal der in Tabelle 24 dargestellten Aminosdureaustausche wurde die Variante 1114G12 in
AFR-G13A-M31V umbenannt. Anschliellend wurden die E. coli BL21(DE3)pLysS-Zellen, die
AFR-G13A-M31V exprimierten, im 250 ml-Mal3stab angezogen (vgl. Kapitel 1114.3) und das
Enzym angereichert (vgl. Kapitel 1116).
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Temperaturstabilitit Ts'® [°C]

Zur Bestimmung der Ts,'® wurden Aliquots des Enzyms 10 min bei 30°C - 50°C inkubiert und
die AFR-Aktivitdt gemessen (vgl. Kapitel 1119.1 und 1121.4). Die Ts' fir AFR-G13A-M31V
war 46,6°C (vgl. Abbildung 81), im Vergleich zur AFR-A13G war der Wert um 9,9°C erhoht.

pH-Optimum und isoelektrischer Punkt (pl)
Die Reaktionsgeschwindigkeit der Variante AFR-G13A-M31V in Abhangigkeit vom pH-Wert

und vom Puffersystem wurde gemaf Kapitel 1119.1 gemessen und ist in Abbildung 21 darge-

stellt.
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Abbildung 21: pH-Optimum der AFR-G13A-M31V. Folgende Puffersysteme wurden fir die
Messungen verwendet: BisTris von pH 5,5 bis 7,5; Tris von pH 6,5 bis 9,0; Citrat von pH 4,0
bis 6,0 und Acetat von pH 4,0 bis 6,0. In 1 ml 100 mM Puffer wurden 30 mM 1,5-AF und 0,28
mM NADPH mit 57930 U AFR bei 30°C umgesetzt und die Extinktionsdnderung bei 365 nm
verfolgt.

Das pH-Optimum der AFR-G13A-M31V lag bei pH 6,0 in 0,1 M BisTris.
Der “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service* (EMBL, Heidelberg) berechnete fir
AFR-G13A-M31V einen pl von pH 5,61.

Enzymkinetik
Die spezifischen Aktivitaten, K,-Werte und katalytischen Effizienzen der AFR-G13A-M31V

fur 1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson wurden gemafR Kapitel 1119.1 ermittelt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 25 im Vergleich zur AFR-A13G dargestellt.
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Tabelle 25: Kinetische Daten der AFR-G13A-M31V. Die AFR-Aktivitdt wurde mit dem
Standardassay gemessen. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmung verifiziert.

Spez. Aktivitat [U/mg] Ken [MM] Keatl Kn [M+s57]
Substrat | AFR- | AFR-G13A- AFR-G13A- | AFR- | AFR-G13A-
AFR-A13G

A13G M31V M31V A13G M31V
1,5-AF 803,6 750,4 8,30+0,2 3,01£0,2 | 56639 145842
D-Glucoson | 135,0 179,3 11,00+ 0,1 | 24,300,412 | 7180 4316
6-Deoxy-D-

161,3 133,6 17,02+0,8 | 16,95%0,3 | 5544 4611
glucoson

Far 1,5-AF war die spezifische Aktivitat der AFR-G13A-M31V im Vergleich zur AFR-A13G
auf 93%, flr 6-Deoxy-D-glucoson auf 83% reduziert. Fir die Reduktion von D-Glucoson war
die spezifische Aktivitat der Variante um 33% erhoht.

Bedingt durch den um 5,2 mM reduzierten K,-Wert der AFR-G13A-M31V flur 1,5-AF war die
katalytische Effizienz verglichen mit AFR-A13G auf 257% erhdht. War der K,-Wert fir 6-De-
oxy-D-glucoson praktisch identisch zum K.,-Wert der AFR-A13G, wurden aufgrund der niedri-
geren spezifischen Aktivitat 83% der katalytischen Effizienz des Ausgangsenzyms erreicht.
Die Erhéhung des K,-Werts fur D-Glucoson um 13,3 mM bewirkte eine auf 60% ver-
schlechterte katalytische Effizienz der AFR-G13A-M31V.

Um das Verstandnis der Mechanismen zu vertiefen, die die Thermostabilitat der AFR-A13G
erhohen, wurden die beiden Mutationen der AFR-G13A-M31V anschliefend einzeln in zwei
AFR-Varianten eingefihrt und diese Einzelmutanten angereichert und charakterisiert (Reetz
et al. 2007).

2.7 Separation der Mutationen der AFR-G13A-M31V durch ortsgerichtete Mutage-

nese

Durch KOD-QuikChange PCR (vgl. Kapitel 118) wurden zwei AFR-Varianten hergestellt, die
jeweils nur einen der beiden durch error prone-PCR zufallig eingefiigten Nukleotidaustau-
sche enthielten (Kapitel 119). Der Erfolg der Mutagenese wurde durch Sequenzierung verifi-

ziert.

Temperaturstabilitit Tso'° [°C]

Es wurden Aliquots von AFR-G13A und AFR-A13G-M31V 10 min bei 30°C - 50°C inkubiert
und die AFR-Aktivitat mit dem Standardtest gemessen (vgl. Kapitel 1119.1 und 1121.4).

Lag die Tso'° [°C] der AFR-G13A bei 40,2°C, war diese Temperatur bei der Variante AFR-
A13G-M31V um 8,2°C auf 44,9°C erhoht (vgl. Abbildung 81).
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pH-Optima und isoelektrische Punkte (pls)

Die Reaktionsgeschwindigkeiten der Varianten AFR-G13A und AFR-A13G-M31V wurden in
Abhangigkeit vom pH-Wert und vom Puffersystem analog Kapitel 1119.1 bestimmt (vgl.
Abbildung 22).
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Abbildung 22: pH-Optimum der AFR-G13A. Folgende Puffersysteme wurden fir die
Messungen verwendet: BisTris von pH 5,5 bis 7,5; Tris von pH 6,5 bis 9,0; Citrat von pH 4,0
bis 6,0 und Acetat von pH 4,0 bis 6,0. In 1 ml 100 mM Puffer wurden 30 mM 1,5-AF und 0,28
mM NADPH mit 1042 U AFR bei 30°C umgesetzt und die Extinktionsanderung bei 365 nm
verfolgt.

Das pH-Optimum der AFR-G13A lag bei pH 6,0 in 0,1 M BisTris.

Die Bestimmung des pH-Optimums der AFR-A13G-M31V ergab, dass dieses im Vergleich
zum Ausgangsenzym unverandert bei pH 6,5 in 0,1 M BisTris lag (vgl. Abbildung 78).

Der isoelektrische Punkt beider Varianten wurde mittels “EMBL WWW Gateway to Isoelectric
Point Service* (EMBL, Heidelberg) berechnet. Er veranderte sich im Vergleich zur Doppel-
mutante AFR-G13A-M31V nicht und lag ebenfalls bei pH 5,6.

Enzymkinetik
Die spezifischen Aktivitdten der AFR-G13A und AFR-A13G-M31V fur 1,5-AF, D-Glucoson

und 6-Deoxy-D-glucoson wurden gemaf Kapitel 1119.1 gemessen (vgl. Tabelle 26).
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Tabelle 26: Spezifische Aktivitaten der AFR-G13A und AFR-A13G-M31V. Die AFR-AKktivi-
taten wurden mit dem Standardtest bestimmt. Die Substrate lagen im Reaktionsansatz im
Uberschuss vor, die Werte wurden durch Doppelbestimmung Gberprift.

Spez. Aktivitat [U/mg]
Substrat AFR-A13G-
AFR-A13G | AFR-G13A
M31V
1,5-AF 803,6 731,92 963,14
D-Glucoson 135,0 147,52 112,69
6-Deoxy-D-
161,3 163,22 78,98
glucoson

Mit 163,22 U/mg war die spezifische Aktivitat der AFR-G13A fir 6-Deoxy-D-glucoson prak-
tisch identisch zur spezifischen Aktivitat der AFR-A13G. Diese Variante besal} fir 6-Deoxy-
D-glucoson die hochste spezifische Aktivitat dieser Arbeit. Fiir D-Glucoson war die spezifi-
sche Aktivitat verglichen mit AFR-A13G auf 110% erhoht, fir 1,5-AF auf 91% reduziert.

Im Vergleich zur AFR-A13G war die spezifische Aktivitat der AFR-A13G-M31V fir 1,5-AF auf
120% erhoht. Fur 6-Deoxy-D-glucoson als Substrat war die spezifische Aktivitat der Variante
halbiert. AnschlieRend wurden die K,-Werte und katalytischen Effizienzen der Separations-

mutanten fur die drei Substrate gemessen (vgl. Kapitel 1121.3 und Tabelle 27).

Tabelle 27: Kinetische Daten der AFR-G13A und der AFR-A13G-M31V.

Kin [MM] Keatl Ko [M™+57']
Substrat AFR-A13G- AFR-A13G-
AFR-A13G | AFR-G13A AFR-A13G | AFR-G13A
M31V M31V

1,5-AF 8,30 £ 0,2 6,4 + 0,05 29+0,11 56639 66902 194289
D-Glucoson | 11,00 £ 0,1 11,0+ 0,2 9,4+0,1 7180 7845 7013
6-Deoxy-D-

17,02+0,8 | 25,8%0,2 13,8+ 0,15 5544 3701 3348
glucoson

Bei der Variante AFR-G13A war der K,-Wert fur 1,5-AF um 1,9 mM niedriger als der K-
Wert der AFR-A13G, der K,-Wert fir 6-Deoxy-D-glucoson war um 8,8 mM erhéht. Fir D-
Glucoson erreichten AFR-G13A und AFR-A13G den gleichen K,-Wert. Die katalytischen
Effizienzen waren fur 1,5-AF und D-Glucoson auf 118% und 110% gesteigert, fir 6-Deoxy-D-
glucoson um 33% reduziert.

Die K-Werte der AFR-A13G-M31V waren verglichen mit AFR-A13G flir 1,5-AF um 5,4 mM,
fur D-Glucoson um 1,6 mM und flir 6-Deoxy-D-glucoson um 3,2 mM verbessert. Die kataly-
tische Effizienz der Variante war fir 1,5-AF auf 343% erhoht. Dies stellte die hdochste kataly-

tische Effizienz der in dieser Arbeit generierten AFR-Varianten dar. Bei der Reduktion von D-



Kapitel Ill. Experimente und Ergebnisse 85

Glucoson wurden 98% der katalytischen Effizienz des Ausgangsenzyms erreicht, flr 6-

Deoxy-D-glucoson war die katalytische Effizienz auf 60% reduziert.

2.8 Kombination der AFR-G13A-M31V mit K207P und E208P

Durch KOD-QuikChange PCR wurde eine AFR-Variante hergestellt, bei der die Aminosaure-
austausche der thermostabilsten Varianten aus error-prone PCR und erster ISM-Runde kom-
biniert waren (vgl. Kapitel 118, 1112.3.1 und 1112.6). Der Erfolg der Mutagenese wurde durch Se-
quenzierung (vgl. Kapitel 1113; Eurofins, Ebersberg) tberprift.

Temperaturstabilitit Ts,'° [°C]

Die Kombinationsmutante AFR-G13A-M31V-K207P-E208P wurde 10 min bei 30°C - 50°C in-
kubiert und die Aktivitat mit dem Standardtest gemessen (vgl. Kapitel 1119.1 und 1121.4).

Die Tso'° der AFR-G13A-M31V-K207P-E208P war mit 47,2°C im Vergleich zur durch error
prone-PCR generierten Ausgangsvariante AFR-G13A-M31V um 0,6°C erhdht (vgl. Abbildung
81). Im Vergleich zur thermostabilsten Variante der ersten ISM-Runde, AFR-A13G-K207P-
E208P wurde die Ts,'® um 4,8°C gesteigert (vgl. Abbildung 80).

pH-Optimum und isoelektrischer Punkt (pl)

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Kombinationsvariante AFR-G13A-M31V-K207P-E208P
wurde abhangig von pH-Wert und Puffersystem gemessen (vgl. Kapitel 1119.1, vgl. Abbildung

23).
i —&— BisTris
7 4 —a— Citrat
. —#— Acetat
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Abbildung 23: pH-Optimum der AFR-G13A-M31V-K207P-E208P. Folgende Puffersysteme
wurden flr die Messungen verwendet: BisTris von pH 5,5 bis 7,5; Tris von pH 6,5 bis 9,0;
Citrat von pH 4,0 bis 6,0 und Acetat von pH 4,0 bis 6,0. In 1 ml 100 mM Puffer wurden
30 mM 1,5-AF und 0,28 mM NADPH mit 75191 U AFR bei 30°C umgesetzt und die Extink-
tionsanderung bei 365 nm verfolgt.
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Die Variante AFR-G13A-M31V-K207P-E208P besal’ ein pH-Optimum bei pH 7,0 in 0,1 M
BisTris und ein pH-Optimum bei 8,0 in 0,1 M Tris, wobei die beiden Reaktionsgeschwindig-
keiten nahezu identisch waren.

Der vom “EMBL WWW Gateway to Isoelectric Point Service® kalkulierte isoelektrische Punkt
der AFR-G13A-M31V-K207P-E208P lag bei pH 5,6.

Enzymkinetik

Die spezifischen Aktivitaten, K-Werte und katalytischen Effizienzen der AFR-G13A-M31V-
K207P-E208P fur 1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson wurden gemaf Kapitel 1119.1
bestimmt und sind in Tabelle 28 dargestellt.

Tabelle 28: Kinetische Daten der AFR-G13A-M31V-K207P-E208P. Die AFR-Aktivitaten

wurden mit dem Standardassay bestimmt. Alle Werte wurden durch Doppelbestimmung
Uberprift.

Spez. Aktivitat [U/mg] Ko [MM] Kool K [M87]
AFR-G13A- AFR-G13A- AFR-G13A-
Substrat | AFR- AFR-
M31V-K207P- | AFR-A13G | M31V-K207P- M31V-K207P-
A13G A13G
E208P E208P E208P
1,5-AF 803,6 380,00 8,30+ 0,2 6,94+0,2 | 56639 32032
D-Glucoson | 135,0 30,78 11,00+0,1 [ 14,45%0,4 7180 1246
6-Deoxy-D-
161,3 11,78 17,02+0,8 | 23,54%0,2 5544 293
glucoson

Die spezifischen Aktivitaten der Kombinationsmutante waren fiir die Reduktion der drei Sub-
strate im Vergleich zur AFR-A13G auf 7,3% fur 6-Deoxy-D-glucoson bis 47% fir 1,5-AF ver-
schlechtert. War der K,-Wert der Variante fir 1,5-AF verglichen mit AFR-A13G um 1,4 mM
verbessert, war die katalytische Effizienz der AFR-G13A-M31V-K207P-E208P durch die ver-
schlechterte spezifische Aktivitat auf 57% reduziert. Die katalytische Effizienz der Variante
fur D-Glucoson war um 82% reduziert, der K,-Wert um 3,45 mM erhoht. Fir 6-Deoxy-D-glu-
coson war die katalytische Effizienz der AFR-G13A-M31V-K207P-E208P auf 5,3% reduziert.
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29 Zusammenfassung

Die wichtigsten kinetischen Daten aller dargestellter AFR-Varianten dieser Arbeit sind zu-
sammen mit ihren jeweiligen Tsy'>-Werten im Vergleich zur AFR-A13G in nachfolgender
Tabelle 29 zusammengefasst.

Tabelle 29: Kinetische Daten und Ts,'’-Werte aller in dieser Arbeit generierter Varian-

ten. Werte, die mindestens 90% der fiir AFR-A13G bestimmten Werte erreichen, sind her-
vorgehoben.

6-Deoxy-D-
1,5-AF D-Glucoson
Tso™® glucoson
Variante .
[ C] Km kcat/Km Km kcat/Km Km kcat/Km
mM] | (M"s™] | [mM] | M"s™ | [mM] | [MT"-s™
AFR-A13G 36,7 8,3 56639 11,0 7180 17,02 5544
Erste ISM-Runde
AFR-A13G-K207P-E208P 42,0 6,6 67931 30,4 1297 17,6 994
AFR-A13G-E208G-G209C 40,2 8,8 17490 18,9 1947 27,6 725
AFR-A13G-E165N-R166K 38,8 6,1 64484 14,3 4762 18,3 5073
AFR-A13G-G209Q 37,4 7,3 56182 16,8 3834 19,8 4618
Zweite ISM-Runde
E\g?dy 3G-K207P-E208P- 492 | 3,3 | 137567 | 8,7 3757 185 | 785

AFR-A13G-K207P-E208P-

39,9 7,0 61158 30,1 1166 18,5 879
E165H-R166T

AFR-A13G-K207P-E208P-

41,8 | 16,1 26390 40,4 883 26,7 668
E165S-R166G

Error prone-PCR

AFR-G13A-M31V 46,6 3,0 145842 24,3 4316 16,95 4611
Separations-Varianten (ortsgerichtete Mutagenese)

AFR-G13A 40,2 6,4 66902 11,0 7845 25,8 3701
AFR-A13G-M31V 44,9 29 194289 9,4 7013 13,8 3348

Kombinationsmutante (ortsgerichtete Mutagenese)

AFR-G13A-M31V-K207P-E208P | 47,2 6,9 32032 14,5 1246 23,5 293

Aufgrund der Zielsetzung dieser Arbeit wurden bei quantitativen Umsetzungen von 6-Deoxy-
D-glucoson mit in situ-Cosubstrat-Regenerierung die thermostabilsten Varianten mit einer
Ts0'? = 42°C eingesetzt. Es wurden die Varianten AFR-A13G-K207P-E208P, AFR-A13G-
K207P-E208P-E330V, AFR-G13A-M31V, AFR-A13G-M31V und AFR-G13A-M31V-K207P-
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E208P verwendet. Diese hatten im Vergleich zum Ausgangsenzym fur 1,5-AF um 7% bis
243% erhohte katalytische Effizienzen und um 1,4 mM bis 5,9 mM reduzierte K-Werte.
AFR-G13A-M31V und AFR-A13G-M31V waren besonders vielversprechend, da sie flir 6-De-
oxy-D-glucoson hohe katalytischen Effizienzen und die niedrigsten K,-Werte besallen. AFR-
G13A-M31V erreichte 83% der katalytischen Effizienz der AFR-A13G, bei fast identischem
Kn-Wert.

AnschlieRend wurde die thermostabilste Variante dieser Arbeit, AFR-A13G-K207P-E208P-
E330V, mittels eines zusatzlichen Hitzefallungsschritts gereinigt. Die katalytische Effizienz
der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V fir 1,5-AF war im Vergleich zur Ausgangsvariante um
143% gesteigert (vgl. Tabelle 29).

2.10 Reinigung der thermostabilsten Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E330V

Durch die hohe Ts,'® der Variante von 49,2°C sollten thermolabile Fremdproteine von E. coli
durch Hitzefallung aus dem Rohextrakt ausgefallt und die spezifische Aktivitat des Enzyms
gesteigert werden konnen. Ohne den zusatzlichen Reinigungsschritt wurde die AFR-A13G-
K207P-E208P-E330V zu einer spezifischen Aktivitat von 776,02 U/mg angereichert (vgl.
Tabelle 21).

Die Anreicherung der AFR-A13G wurde bereits in Tabelle 9 dargestellt. Das Enzym konnte
durch eine 40,6-fache Anreicherung mit einer Ausbeute von 78,6% zu einer spezifischen
Aktivitat von 803,6 U/mg gereinigt werden.

Die AFR-A13G-K207P-E208P-E330V wurde exprimiert (vgl. Kapitel 1114.3) und der Rohex-
trakt wurde in zwei gleich grof3e Fraktionen aufgeteilt, um den Einfluss zweier Temperaturen
auf diese Variante analysieren zu kénnen. Die Hitzefallung wurde anschlielRend entweder flr
10 Minuten bei 40°C oder fir 5 Minuten bei 45°C durchgefiihrt. Nach Zentrifugation wurde
das Enzym uber Nickel-Sepharose und Phenyl-Sepharose angereichert (vgl. Tabelle 30 und
Tabelle 31).

Tabelle 30: Anreicherungstabelle der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V. Die Hitzefallung
wurde 10 min bei 40°C durchgefuhrt.

Reinigungs- Volumen | Gesamt- | Gesamt- | Spezifische | Ausbeute | Anreiche-
schritt [ml] aktivitat | protein Aktivitat [%] rung
[U] [mg] [U/mg] [-fach]
Rohextrakt 9,5 646,9 29,3 22,1 100,0 1,0
Hitzefallung (40°C) 9,0 526,6 21,4 24,6 81,4 1,1
Ni-Sepharose 8,0 487,8 - - 75,4 -
Phenyl-Sepharose 16,0 410,1 0,52 788,7 63,4 35,7
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Durch die 10 min Hitzefallung bei 40°C wurde die AFR-A13G-K207P-E208P-E330V mit einer
Ausbeute von 63,4% 35,7-fach bis zu einer spezifischen Aktivitat von 788,7 U/mg angerei-
chert. Im Vergleich zur Reinigung dieser Variante ohne Hitzefallung erhéhte sich die spezi-
fische Aktivitat um 12,7 U/mg, bezogen auf AFR-A13G war die spezifische Aktivitat der Vari-
ante um 14,9 U/mg reduziert.

Tabelle 31: Anreicherungstabelle der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V. Die Hitzefallung
wurde 5 min bei 45°C durchgefuhrt.

Reinigungs- Volumen | Gesamt- | Gesamt- | Spezifische | Ausbeute | Anreiche-
schritt [ml] aktivitat | protein Aktivitat [%] rung
[U] [mg] [U/mg] [-fach]
Rohextrakt 9,5 651,2 29,7 21,9 100,0 1,0
Hitzefallung (45°C) 9,0 625,8 15,0 41,7 96,1 1,9
Ni-Sepharose 8,0 558,7 - - 85,8 -
Phenyl-Sepharose 16,0 472,8 0,56 844.,3 72,6 38,6

Durch die 5 min Hitzefallung bei 45°C wurde die AFR-A13G-K207P-E208P-E330V mit einer
Ausbeute von 72,6% 38,6-fach bis zu einer spezifischen Aktivitat von 844,3 U/mg angerei-
chert. Im Vergleich zur Reinigung dieser Variante ohne Hitzefallung verbesserte sich die spe-
zifische Aktivitat um 68,3 U/mg (vgl. Tabelle 21), bezogen auf AFR-A13G war die spezifische
Aktivitat der Variante um 40,7 U/mg erhoht (vgl. Tabelle 9).

Im Anschluss wurde eine SDS-PAGE mit einem 10%-igen Trenngel und einem 5%-igen
Sammelgel durchgefihrt (vgl. Kapitel 1118). Das Ergebnis der Elektrophorese ist in Abbildung
24 dargestellt.
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Abbildung 24: SDS-PAGE der verschiedenen Reinigungsfraktionen der AFR-A13G und
der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V. Es wurden denaturierte Proben von Rohextrakt (RE,
55-56 ug), Hitzefallung (HF, 30-43 pg), Ni-Sepharose (NS) und Phenyl-Sepharose (PS, 0,6-
1,4 ug) aufgetragen, als Marker wurde die Page Ruler® Unstained Protein Ladder verwendet
(Fermentas). E330V: AFR-A13G-K207P-E208P-E330V, A13G: AFR-A13G, 40: 40°C, 45:
45°C. Die Farbung erfolgte mit Coomassie Brilliant Blue.

Anzahl und Intensitat der Banden nahmen von der Rohextrakt- bis hin zur Phenyl-Sepharo-
seprobe ab. In der Phenyl-Sepharoseprobe der AFR-A13G waren neben der AFR-A13G-
Bande, die auf einer Hohe von 38 kDa lief, noch Verunreinigungen von 35 kDa, 27 kDa und
von 50 kDa bis 80 kDa GrdéRe zu sehen. Die Phenyl-Sepharoseproben der AFR-A13G-
K207P-E208P-E330V zeigten auller der AFR keine weiteren Banden.

Bei der Reinigung der themostabilen AFR-A13G-K207P-E208P-E330V war eine 5-minutige
Inkubation bei 45°C geeignet, um thermolabile Fremdproteine von E. coli BL21Gold(DE3)
aus dem Ansatz auszufallen, die Variante rein darzustellen (vgl. Abbildung 24) und ihre spe-
zifische Aktivitat um 68,3 U/mg zu erhdhen (vgl. Tabelle 21 und Tabelle 31). Die Steigerung
der spezifischen Aktivitat der gereinigten Variante im Vergleich zur AFR-A13G um 40,7 U/mg
verdeutlicht die grélRere Effektivitdt der Reinigung thermostabiler Varianten mit einer zusatz-

lichen Hitzefallung.
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3 Entwicklung biokatalytischer Verfahren fur die Synthese von

D-Mannose und b-Rhamnose

Kihn et al. zeigten, dass AFR D-Glucoson (2-Keto-D-glucose) stereoselektiv und quantitativ
zu D-Mannose reduziert (Kihn et al. 2006). Die Autoren wiesen auch darauf hin, dass sich
D-Mannose einfach aus dem ,bulk“-Kohlenhydrat D-Glucose durch zwei biokatalytische Re-

doxreaktionen herstellen liee (vgl. Abbildung 25).

OH
O i
\ PZOX
OH S OH \-wOH OH OH
HO iOH 0; H,0, "'O NADPH NADP HO

Abbildung 25: Schema der biokatalytischen Synthese von D-Mannose aus D-Glucose
(Kiihn et al. 2006). D-Glucose 1 wird durch Pyranose-2-Oxidase (P20x) zu D-Glucoson 2
oxidiert, das durch 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase (AFR) zu D-Mannose 3 reduziert wer-
den kann.

Nach diesem Reaktionsschema wird zunachst D-Glucose mit P20x zu D-Glucoson umge-
setzt, was als Substrat der AFR fungiert. Da die Herstellung von D-Glucoson durch Verwen-
dung einer verbesserten P20x (P20xB2H) gut etabliert war (Huwig et al. 1994; Bastian et al.
2005), konzentrierten sich die Untersuchungen auf die von AFR katalysierte Reaktion. Die
zunachst erhoffte Verwendung von NADH anstelle von NADPH als Cofaktor in einem Sys-
tem mit Cosubstrat-Regenerierung war fur die Reduktion von D-Glucoson zu D-Mannose we-
gen der im Vergleich zu NADPH unglinstigeren kg~ bzw. kea/Kin-Werte nicht mdglich (Dam-
be et al. 2006). Da Versuche zur Verbesserung dieser Werte fir NADH fehlschlugen, sollte
fur die praparativen Umsetzungen ein geeignetes Cosubstrat-Regenerierungssystem flr den
Cofaktor NADPH entwickelt werden. Da D-Glucoson von AFR mit NADPH effizient umgesetzt
wurde (Dambe et al. 2006) stellte sich die Frage, ob auf einem entsprechenden Reaktions-
weg (vgl. Abbildung 25) aus 6-Deoxy-D-glucose D-Rhamnose (6-Deoxy-D-mannose) herge-
stellt werden kann. Damit ware ein einfacher biokatalytischer Zugang zu diesem pharmarele-
vanten Zucker moglich. Da 6-Deoxy-D-glucose ein hochpreisiges Kohlenhydrat ist, wurde in
einem gemeinsamen Projekt von dem Start-up Unternehmen toroma organics Ltd. eine effi-
ziente Synthese fir 6-Deoxy-D-glucose aus D-Glucose entwickelt (Giffhorn 2011), die fir

nachfolgend beschriebende Umsetzungen verwendet wurde.
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3.1 Herstellung von D-Glucoson aus D-Glucose mit P20xB2H aus Peniophora gigan-

tea

Die Biokonversionen von D-Glucose wurden mit der Pyranose-2-Oxidase-Variante (P20x,
EC 1.1.3.10) P20xB2H durchgefiuhrt. P20xB2H unterscheidet sich von der nativen P20x
aus Peniophora gigantea durch die Aminosaureaustausche E540K zur Steigerung der Ther-
mo- und pH-Stabilitat und K312E zur Erhéhung der katalytischen Effizienzen fiir zahlreiche
Pyranosen. AuRerdem verfligt sie Uber einen C-terminalen (His)s-tag und konnte somit ein-
fach mit Hilfe eines Hitzeschritts und Affinitatschromatographie isoliert werden (Bannwarth et
al. 2004; Bastian et. al 2005; Giffhorn 2000).

Abbildung 26 zeigt exemplarisch einen Umsatz von D-Glucose zu D-Glucoson mit P20xB2H.
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Abbildung 26: Biokonversion von 300 mmol D-Glucose zu D-Glucoson mit P20xB2H.
Die Biokonversion fand in 500 ml HyOgeion Unter Zufuhr von reinem Sauerstoff (500 ml/min)
bei 500 rpm und 22°C statt. Verfolgt wurden O,-Sattigung und pH-Wert. Es wurden 1 U
P20xB2H (in HyOgeion) und 440 U Katalase (in 0,1 M KH,PO,, pH 7,0) pro ml Reaktions-
volumen eingesetzt. Titriert wurde mit 1 M (NH,4).COs.

Der Umsatz war nach 4 h komplett.

Wahrend der Oxidation von D-Glucose durch P20xB2H wurden Substratabnahme und Pro-
duktbildung durch HPLC verfolgt (vgl. Kapitel 1124.1). Abbildung 27 zeigt exemplarisch das
HPLC-Chromatogramm mit den gut differenzierbaren Peaks fur D-Glucose und D-Glucoson

nach 2 h.
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Abbildung 27: HPLC-Chromatogramm der Rezex RCM Monosaccharid Ca?*-Saule
(Phenomenex). Flussrate: 0,66 ml/min.

Danach wurden die Enzyme mit Ultrafiltration abgetrennt und das Filtrat lyophilisiert (vgl.
Kapitel 1123). Die Ausbeute betrug im Vergleich zur eingesetzten Substratmenge 89%.
Abbildung 28 zeigt das lyophilisierte Produkt.
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Abbildung 28: Lyophilisat von reinem D-Glucoson.

Die Reinheit des lyophilisierten D-Glucosons wurde durch HPLC (vgl. Kapitel 1124.1) besta-
tigt.

3.2 Herstellung von 6-Deoxy-D-Glucoson aus 6-Deoxy-D-Glucose mit P20xB2H1 aus

Peniophora gigantea

Fur die Umsetzung von 6-Deoxy-D-Glucose zu 6-Deoxy-D-Glucoson wurde nicht P20xB2H,
sondern eine auf diesem Enzym basierende Mutante verwendet, die 6-Deoxy-D-Glucose
33% effizienter umsetzte. Diese Mutante wurde P20xB2H1 bezeichnet und enthielt die Sub-
stitutionen T378K, A379S, G385G, T395S und S398P (Dorscheid 2009).

Abbildung 29 zeigt exemplarisch einen Umsatz von 6-Deoxy-D-glucose zu 6-Deoxy-D-gluco-
son mit P20xB2H1.
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Abbildung 29: Biokonversion von 25 mmol 6-Deoxy-D-glucose zu 6-Deoxy-D-glucoson
mit P20xB2H1. Die Biokonversion fand in 100 ml H,Ogeion Unter Zufuhr von reinem Sauer-
stoff (500 ml/min) bei 500 rpm und 22°C statt. Verfolgt wurden O,-Sattigung und pH-Wert. Es
wurden 0,5 U P20xB2H1 (in H2Ogeion) und 1800 U Katalase (in 0,1 M KH,POQOy,, pH 7,0) pro ml
Reaktionsvolumen eingesetzt. Titriert wurde mit 1 M (NH,;).COs.

Der Umsatz war nach 3,5 h komplett.

Da bei der bisher eingesetzten Rezex RCM Monosaccharid Ca**-Séule (Phenomenex) 6-De-
oxy-D-glucoson und 6-Deoxy-D-glucose dieselbe Retentionszeit besalten, wurden Substrat-
abnahme und Produktbildung bei der Oxidation von 6-Deoxy-D-glucose mit der Rezex RHM
Monosaccharid H*-S&ule (Phenomenex) verfolgt.

In Abbildung 30 ist exemplarisch ein HPLC-Chromatogramm mit den gut differenzierbaren

Peaks fur 6-Deoxy-D-glucose und 6-Deoxy-D-glucoson gezeigt.
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Abbildung 30: HPLC-Chromatogramm der Rezex RHM Monosaccharid H*-Saule (Phe-
nomenex). Flussrate: 0,5 ml/min.

Nach der Umsetzung wurden P20x und Katalase durch Ultrafiltration (Amicon) abgetrennt
und das Filtrat lyophilisiert (vgl. Kapitel 1123). Reines 6-Deoxy-D-glucoson wurde mit einer
Ausbeute von 87,5% erhalten (vgl. Abbildung 31).
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Abbildung 31: Lyophilisat von reinem 6-Deoxy-D-glucoson aus einer Biokonversion
mit P20xB2H1 (Abbildung aus Dorscheid 2009).

3.3 Herstellung von b-Mannose aus D-Glucoson mit AFR-A13G aus S. morelense S-
30.7.5.

Obwohl AFR-A13G Uber eine duale Cosubstrat-Spezifitdt verfiigt, wurden die Biokonver-
sionen von D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson in dieser Arbeit mit NADPH als Cofaktor
durchgefiihrt. Da der K,-Wert des Enzyms flir NADH bereits mit dem Hauptsubstrat 1,5-AF
im Vergleich zum K,-Wert fir NADPH um zwei Grofieneinheiten erhoht war, ergaben sich flr
die Reduktion von D-Glucoson mit NADH in den Vorversuchen signifikant reduzierte Enzym-
aktivitaten bzw. katalytische Effizienzen (vgl. Tabelle 11; Dambe et al. 2006; Kiihn et al.
2006).

Die Regenerierung des NADPH erfolgte in dieser Arbeit durch Glucose-Dehydrogenase aus
Pseudomonas spec., da sowohl das Enzym als auch sein Substrat D-Glucose kostengunstig
erworben werden konnten (vgl. Abbildung 32). Dabei wurden die Konzentrationen der ver-
schiedenen Biokonversionskomponenten ausgehend von den von Kuhn in Biokonversionen
mit AFR und NADPH-Regeneration durch Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase eingesetzten
Mengen optimiert (Kihn 2004).
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Abbildung 32: Stereoselektive Reduktion von D-Glucoson zu D-Mannose mit AFR-
A13G und Cosubstrat-Regenerierung durch GDH aus Pseudomonas spec.

Die Biokonversionen wurden bei pH 6,5 bis 7,0 durchgefiihrt. Dieser pH-Wert stellte einen
Kompromiss fur die beteiligten Enzyme dar. Die AFR-A13G hat ihr pH-Optimum im BisTris-
Puffer bei pH 6,5, die GDH besitzt ein breites pH-Spektrum im alkalischeren Bereich von pH
6 — 10, wobei ihr pH-Optimum bei pH 8,5 — 9 liegt (Sogabe et al. 1994). Alle Biokonversionen
wurden bei 30°C durchgeflhrt.

Die erste Biokonversion von D-Glucoson wurde analog zu den Umsetzungen von Kiihn in ei-
nem Volumen von 10 ml zusammengesetzt (Kiihn 2004). Die Wechselzahl, auch Total Turn-
over Number (TTN) genannt, betrug fiir die Mengenverhaltnisse dieser Biokonversion 48,78
Zyklen.

Sofern nicht anders angegeben, wurde zum Erhalt des pH mit 1 M NaOH titriert und Sub-
stratabnahme und Produktbildung mit HPLC verfolgt. Der Reaktionsverlauf ist in Abbildung
33 dargestellt.
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Abbildung 33: Biokonversion von 0,6 mmol D-Glucoson zu D-Mannose mit AFR-A13G
im Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 10 ml H,Oq44 enthielt der
Ansatz folgende Komponenten: 0,2 mmol BisTris, 0,6 mmol D-Glucoson, 0,3 mmol D-Gluco-

se, 0,3 ymol NADPH, 0,012 mmol NADP*, 150 U GDH und 150 U AFR-A13G. Die Reak-
tionstemperatur betrug 30°C.

Die Biokonversion war nach 21,6 h komplett.

Abbildung 34 zeigt exemplarisch HPLC-Chromatogramme einer Reduktion von D-Glucoson
durch AFR-A13G. Zwar hatten D-Glucose und D-Gluconat dieselben Retentionszeiten, doch
konnte die Vollstandigkeit des Umsatzes durch die distinkten D-Glucoson- und D-Mannose-

Peaks terminiert werden.
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Abbildung 34: HPLC-Chromatogramme der Rezex RCM Monosaccharid Ca?*-Saule
(Phenomenex). Flussrate: 0,5 ml/min. Ausgangskonzentrationen: 2 mmol D-Glucoson und
6 mmol D-Glucose. A) Probe vor der Biokonversion; B) nach 1,7 h; C) Abschluss der Biokon-
version.



Kapitel Ill. Experimente und Ergebnisse 98

Um die Reaktion zu beschleunigen, wurden in der nachsten Biokonversion mehr Enzyme
und aquimolare Mengen von D-Glucoson und D-Glucose eingesetzt. Der Reaktionsverlauf ist

in Abbildung 35 gezeigt.
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Abbildung 35: Biokonversion von 0,6 mmol D-Glucoson zu D-Mannose mit AFR-A13G
im Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 10 ml enthielt der Ansatz
folgende Komponenten: 0,2 mmol BisTris, 0,6 mmol D-Glucoson, 0,6 mmol D-Glucose,
0,3 umol NADPH, 0,012 mmol NADP®, 300 U GDH und 285 U AFR-A13G. Anderungen zZu
vorherigen Biokonversion sind hervorgehoben. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Nach 2,25 h waren 0,6 mmol D-Glucoson quantitativ zu D-Mannose reduziert. Als nachstes
sollte der Einfluss der Enzymkonzentrationen auf die Reaktionsgeschwindigkeit untersucht
werden. Hierzu wurde die Menge an A13G auf 32 U/ml erhéht und der Anteil an GDH auf
5 U/ml reduziert. Zudem sollte eine Kostenreduktion vorgenommen werden, da A13G in gro-
Ren Mengen mit geringem Arbeitsaufwand angereichert werden konnte (vgl. Kapitel 1116), die

GDH aber kommerziell erworben werden musste. Der Verlauf ist in Abbildung 36 dargestellt.
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Abbildung 36: Biokonversion von 0,6 mmol D-Glucoson zu D-Mannose mit AFR-A13G
im Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 10 ml enthielt der Ansatz
folgende Komponenten: 0,2 mmol BisTris, 0,6 mmol D-Glucoson, 0,6 mmol D-Glucose,
0,3 umol NADPH, 0,012 mmol NADP®, 50 U GDH und 320 U AFR-A13G. Anderungen zu
vorherigen Biokonversion sind hervorgehoben. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.
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Diese Biokonversion war bereits nach 1,83 h quantitativ abgeschlossen. Damit konnte in die-
ser Biokonversions-Zusammensetzung der A13G-Gehalt als limitierender Faktor fiir die Re-
aktionsgeschwindigkeit identifiziert werden. AnschlieRend wurde der GDH-Gehalt erneut re-

duziert (3 U/ml) und die Auswirkungen analysiert. Der Reaktionsverlauf ist in Abbildung 37

dargestellt.
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Abbildung 37: Biokonversion von 0,6 mmol D-Glucoson zu D-Mannose mit AFR-A13G
im Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 10 ml enthielt der Ansatz
folgende Komponenten: 0,2 mmol BisTris, 0,6 mmol D-Glucoson, 0,6 mmol D-Glucose,
0,3 umol NADPH, 0,012 mmol NADP*, 30 U GDH und 320 U AFR-A13G. Anderungen zZu
vorherigen Biokonversion sind hervorgehoben. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Die Biokonversion war nach 2,25 h komplett, d. h. sie lief um 0,42 h langsamer ab, als die
Umsetzung mit 5 U GDH/mI Reaktionsvolumen (vgl. Abbildung 36).

Aufbauend auf den bisherigen Erkenntnissen wurden die nachsten Biokonversionen mit dem
Enzym-Verhaltnis 6,4:1 (AFR-A13G:GDH) durchgeflhrt. AuBerdem wurde das Reaktions-

volumen auf 50 ml erhdht. Der Reaktionsverlauf ist in Abbildung 38 dargestellt.
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Abbildung 38: Biokonversion von 3 mmol D-Glucoson zu b-Mannose mit AFR-A13G im
Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 50 ml enthielt der Ansatz fol-
gende Komponenten: 1,0 mmol BisTris, 3,0 mmol D-Glucoson, 3,0 mmol D-Glucose,
1,5 umol NADPH, 0,06 mmol NADP*, 250 U GDH und 1600 U AFR-A13G. Anderungen zu
vorherigen Biokonversion sind hervorgehoben. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Die Biokonversion von 3 mmol D-Glucoson zu D-Mannose mit 32 U AFR-A13G und 5 U GDH
pro ml Reaktionsvolumen war nach 1,83 h komplett. Als nachstes wurde der Mal3stab auf
100 ml Reaktionsvolumen verdoppelt, um die Menge gebildeter D-Mannose zu erhdéhen und

die Reproduzierbarkeit nachzuweisen (vgl. Abbildung 39).
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Abbildung 39: Biokonversion von 6 mmol D-Glucoson zu b-Mannose mit AFR-A13G im
Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 100 ml enthielt der Ansatz fol-
gende Komponenten: 2,0 mmol BisTris, 6,0 mmol D-Glucoson, 6,0 mmol D-Glucose,
3,0 umol NADPH, 0,12 mmol NADP®, 500 U GDH und 3200 U AFR-A13G. Anderungen Zu
vorherigen Biokonversion sind hervorgehoben. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Bei dieser Biokonversion waren 6 mmol D-Glucoson ebenfalls nach 1,83 h quantitativ zu D-

Mannose reduziert. Es war somit mdglich, den Malfistab der b-Mannose-Synthese mit repro-
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duzierbarem Reaktionsverlauf zu vergdfiern. Dies sollte die effiziente Synthese von D-Man-
nose und D-Rhamnose in groReren Mengen ermdglichen.

Alle nachfolgenden Biokonversionen wurden im 20 ml MaRstab mit weniger Enzymen pro ml
Reaktionsvolumen durchgefihrt, um bei der Optimierung der weiteren Umsatz-Zusammen-
setzung kosteneffektiv arbeiten zu kénnen. Zum Ausgleich der erhéhten Substratmengen
wurde das Verhaltnis von AFR-A13G zu GDH zunéachst von 6,4:1 auf 8:1 erhoht.

Fur die Biokonversion von 2 mmol D-Glucoson konnte eine TTN von 81,3 Zyklen berechnet
werden. Sie war im Vergleich zu den bisher durchgefiihrten Umsetzungen um 70% erhdht.

Abbildung 40 zeigt den Reaktionsverlauf.
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Abbildung 40: Biokonversion von 2 mmol D-Glucoson zu D-Mannose mit AFR-A13G im
Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 20 ml enthielt der Ansatz fol-
gende Komponenten: 0,4 mmol BisTris, 2,0 mmol D-Glucoson, 2,0 mmol D-Glucose,
0,6 umol NADPH, 0,024 mmol NADP®, 50 U GDH und 400 U AFR-A13G. Anderungen zu
vorherigen Biokonversion sind hervorgehoben. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Die Biokonversion von 2 mmol D-Glucoson war nach 6,25 h quantitativ abgeschlossen. Als
nachstes wurde D-Glucose mit 4 mmol Uberschuss eingesetzt, um die Umsatzgeschwindig-
keit zu erhdéhen, da die durch GDH katalysierte Reaktion den geschwindigkeitsbestimmen-
den Schritt darstellte und D-Glucose mit 20 €/kg die kostengiinstigste Komponente des Bio-
konversionsansatzes darstellte. Alle anderen Umsetzungs-Komponenten wurden analog der
vorherigen Biokonversion konzentriert.

Die TTN betrug aufgrund der gleichen Mengenverhaltnisse, wie sie in der vorher gezeigten
Biokonversion eingesetzt wurden, ebenfalls 81,3 Zyklen. Der Reaktionsverlauf ist in
Abbildung 41 dargestellt.
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Abbildung 41: Biokonversion von 2 mmol D-Glucoson zu D-Mannose mit AFR-A13G im
Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 20 ml enthielt der Ansatz fol-
gende Komponenten: 0,4 mmol BisTris, 2,0 mmol D-Glucoson, 6,0 mmol D-Glucose,
0,6 umol NADPH, 0,024 mmol NADP*, 50 U GDH und 400 U AFR-A13G. Anderungen zu
vorherigen Biokonversion sind hervorgehoben. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Die Biokonversion mit 4 mmol Uberschuss an D-Glucose war nach 5 h komplett, d. h. sie lief
1,25 h schneller ab als beim Einsatz aquimolarer Konzentrationen von D-Glucoson und D-
Glucose (vgl. Abbildung 40). Eine weitere Erhdéhung der D-Glucose-Konzentration auf
10 mmol bewirkte keine weitere Senkung der Reaktionszeit (Daten nicht gezeigt). Damit war
beim Einsatz von 2,5 U/ml GDH bei 6 mmol D-Glucose und 2 mmol D-Glucoson mit 20 U/ml
A13G in einem Reaktionsvolumen von 20 ml die maximale Reaktionsgeschwindigkeit der

GDH erreicht, das Enzym lag gesattigt vor.

Als nachstes wurden 4 mmol D-Glucoson zu D-Mannose reduziert. In dieser Konzentration
sollte spater 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-A13G reduziert werden. Eine Verdopplung von
D-Glucose auf 12 mmol war nicht mdglich, da im HPLC-Chromatogramm mit allen verflg-
baren Saulen und Flussraten von 0,5 ml/min und 0,25 mil/min der vergréRerte D-Gluconat-
Peak alle anderen Peaks Uberlagerte und eine Quantifizierung von D-Glucoson und D-Man-
nose nicht gewdahrleistet war. Deshalb konnte der D-Glucose-Gehalt nur auf maximal
10 mmol erhéht werden. Analog zur Verdopplung der D-Glucoson-Konzentration wurden
auch die AFR-A13G- und GDH-Units und die NADPH-Konzentration verdoppelt.

Durch Steigerung der D-Glucoson-Konzentration wurde die TTN auf 158,73 Zyklen erhoht.
Verglichen mit der Wechselzahl der vorher gezeigten Biokonversion von D-Glucoson war der
Wert fast verdoppelt, bezogen auf die TTN aller vorherigen Biokonversionen war der Wert
auf 325% erhdht. Diese Substrat- und NADP(H)-Konzentration und damit auch die TTN wur-
de bei allen anschliefliend durchgefiihrten Biokonversionen von 6-Deoxy-D-glucoson beibe-

halten. In Abbildung 42 ist der Reaktionsverlauf dokumentiert.
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Abbildung 42: Biokonversion von 4 mmol D-Glucoson zu b-Mannose mit AFR-A13G im
Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 20 ml enthielt der Ansatz fol-
gende Komponenten: 0,4 mmol BisTris, 4,0 mmol D-Glucoson, 10,0 mmol D-Glucose,
1,2 ymol NADPH, 0,024 mmol NADP*, 100 U GDH und 800 U AFR-A13G. Anderungen zu
vorherigen Biokonversion sind hervorgehoben. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

4 mmol D-Glucoson waren nach 10,7 h quantitativ zu D-Mannose umgesetzt. Zur Erhéhung
der Reaktionsgeschwindigkeit wurde in der nachsten Biokonversion der AFR-A13G-Gehalt
auf 73,5 U/ml erhoht. Der Umsatz war nach 10 h quantitativ (Daten nicht gezeigt). Durch die
Steigerung der AFR-A13G-Menge um 368% wurde die Reaktionsgeschwindigkeit nicht signi-
fikant beschleunigt. Das bedeutet, dass die GDH den limitierenden Faktor darstellte. Dies ist
dadurch zu erklaren, dass die Titration des pH bei den Biokonversionen zwischen 6,5 und
7,0 erfolgte, das Optimum der GDH aber bei pH 8,5 — 9 liegt (Sogabe et al. 1994).

Deshalb wurden bei der nachsten Biokonversion die GDH-Units um das 250% auf 5 U/ml
erhdht. Die Enzyme wurden in einem Verhaltnis von 1 U/ml GDH zu 3,04 U/ml AFR-A13G
eingesetzt. Durch die gesteigerte GDH-Menge konnte weniger D-Glucose eingesetzt werden,
da die Nebenreaktion zur Regenerierung von NADP" viel schneller ablief. Durch die Reduk-
tion des D-Glucose-Anteils auf 5 mmol wurde die D-Mannose-Reinigung vereinfacht. Die Ti-

tration erfolgte mit 2 M NaOH. Abbildung 43 zeigt den Reaktionsverlauf.
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Abbildung 43: Biokonversion von 4 mmol D-Glucoson zu b-Mannose mit AFR-A13G im
Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volumen von 20 ml enthielt der Ansatz fol-
gende Komponenten: 0,4 mmol BisTris, 4,0 mmol D-Glucoson, 5,0 mmol D-Glucose,
1,2 umol NADPH, 0,024 mmol NADP®, 250 U GDH und 760 U AFR-A13G. Anderungen zu
vorherigen Biokonversion sind hervorgehoben. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Die Biokonversion von 4 mmol D-Glucoson mit 15,2 U/ml AFR-A13G, 5 U/ml GDH und
5 mmol D-Glucose in einem Reaktionsvolumen von 20 ml war nach 3,5 h komplett. Mit die-

sem Konversionsansatz wurde die Reinigung der D-Mannose durchgefiihrt (vgl. Kapitel 1123).

Reinigung der D-Mannose

Nach dem quantitativen Umsatz von D-Glucoson zu D-Mannose wurde die D-Mannose gerei-
nigt. Die Abtrennung der Proteine wurde einfach durch Ultrafiltration mit einem YM 30-Filter
(Amicon) durchgefiihrt, da das Molekulargewicht der beteiligten Enzyme grofer als 30 kDa
war (Hatzinikolaou et al. 1996; Kiihn et al. 2006; Schroeder et al. 1982; Sogabe et al. 1994).
Im Filtrat wurde dann die restliche D-Glucose mit GOx vollstandig zu D-Gluconsaure oxidiert
(vgl. Kapitel 1122.3) und diese zusammen mit anderen geladenen Komponenten des Reak-
tionsansatzes wie NADP(H) und BisTris an einen gemischten lonenaustauscher gebunden.
Die ungeladene D-Mannose wurde anschlieRend mit H,O eluiert. Abbildung 44 zeigt schema-

tisch den Ablauf der Produkt-Reinigung.
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Abbildung 44: Schematischer Ablauf der Produkt-Reinigung.

Die Produkt-Reinigung wurde als erstes mit der in Abbildung 43 dargestellten Biokonversion
von D-Glucoson durchgefihrt, d. h. in 20 ml Reaktionsvolumen waren neben 4 mmol D-
Mannose noch 0,4 mmol BisTris, 1,2 umol NADPH, 0,024 mmol NADP*, 4 mmol D-Gluconat
und 1 mmol D-Glucose enthalten.

Zuerst wurden AFR-A13G und GDH durch Ultrafiltration (Amicon) aus der Reaktionslésung
entfernt. Dann erfolgte die Eliminierung von Uberschuissiger D-Glucose durch die Glucose-
Oxidase (GOx)/Katalase-Reaktion, wobei die Katalase zuvor in 100 mM KH,PO, umgepuffert
worden war (vgl. Kapitel 1116.2). Es wurden 7,5 U GOx und 10000 U Katalase pro ml
Reaktionslosung eingesetzt. Diese Umsetzung wurde bei 30°C und 330 rpm unter
Sauerstoffbegasung durchgefiihrt. Titriert wurde mit 2 M NaOH. Die Substratabnahme und
Produktbildung konnten nicht durch HPLC verfolgt werden, da der Peak des D-Gluconats
bereits am Ende der Biokonversion mit AFR-A13G und GDH den D-Glucose-Peak Uberla-
gerte. Deshalb sollte die Reaktion gestoppt werden, wenn keine pH-Absenkung mehr erfolg-
te, da dann die D-Glucose vollstandig zu D-Gluconat oxidiert worden ist. Zum Test auf die
Vollstandigkeit der Konversion von D-Glucose wurden zu diesem Zeitpunkt bei der ersten
Reinigung der D-Mannose erneut GOx und Katalase zugegeben und der pH-Wert weiter ver-
folgt (vgl. Abbildung 45).
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Abbildung 45: Biokonversion von 1 mmol D-Glucose zu D-Gluconat mit 7,5 U/ml GOx
und 10000 U/ml Katalase. Der pH-Wert und die O,-Sattigung wurden verfolgt. Pfeil: Erneute
Zugabe von 3 U/ml GOx und 5000 U/ml Katalase.

1 mmol D-Glucose waren nach 1,84 h vollstandig zu D-Gluconolacton oxidiert. Eine erneute
Zugabe von GOx und Katalase nach 1,9 h bewirkte keine signifikante Anderung des pH, ein
Abstoppen der Reaktion durch Inaktivierung der Enzyme konnte damit ausgeschlossen wer-
den. Die Enzyme wurden im Anschluss durch Ultrafiltration (Amicon) entfernt.

Dann erfolgte die Entfernung der geladenen Bestandteile durch 10 min Inkubation mit 8 g ge-
mischtem lonenaustauscher im batch bei 28°C und 220 rpm. Die Bestimmung des NADP(H)-
und des BisTris-Gehalts erfolgte vor und nach Inkubation mit gemischtem lonenaustauscher
mit dem Akta Purifier System (GE Healthcare, vgl. Abbildung 46). Der b-Mannose- und der
D-Gluconat-Gehalt wurde durch HPLC-Analytik bestimmt.
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Abbildung 46: Entfernung von NADP(H) und BisTris durch 10 min Inkubation mit ge-
mischtem lonenaustauscher. Mit dem Akta Purifier System (GE Healthcare) wurden die
NADP(H)-Extinktion bei 260 nm und die Leitfahigkeit verfolgt. Durchgezogene Linien: vor In-
kubation mit gemischtem lonenaustauscher. Unterbrochene Linien: nach 10 min Inkubation
mit 8 g gemischtem lonenaustauscher.
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Betrug die Extinktion vor Inkubation mit 8 g gemischtem lonenaustauscher bei einer Wellen-
lange von 260 nm 5150 mAU, war diese nach 0,17 h Inkubation um 95% auf 260 mAU
gesunken. Vor Zugabe des gemischten lonenaustauschers betrug die Leitfahigkeit
14,4 mS/cm, nach 0,17 h Inkubation war sie um 1/50 auf 0,29 mS/cm reduziert. Diese Ergeb-

nisse sind zusammen mit dem D-Mannose- und D-Gluconat-Gehalt in Abbildung 47 zusam-

mengefasst.
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Abbildung 47: Zusammenfassung der Reinigung der D-Mannose durch die GOx-Reak-
tion und anschlieBender Inkubation mit gemischtem lonenaustauscher. Ausgangskon-
zentrationen: 4 mmol D-Mannose, 0,4 mmol BisTris, 1,2 umol NADPH, 0,024 mmol NADP*
und 4 mmol D-Gluconat.

Nach 0,17 h Inkubation mit 8 g gemischtem lonenaustauscher waren noch 81% D-Mannose
enthalten, D-Gluconat, NADP(H) und BisTris waren nicht mehr detektierbar.

Der Verlauf der Produkt-Reinigung wurde durch HPLC- und DC-Analytik verfolgt (vgl.
Abbildung 48 und Abbildung 49).
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Abbildung 48: HPLC-Chromatogramme der Rezex RCM Monosaccharid Ca?*-Saule
(Phenomenex) wahrend und nach erfolgter Reinigung der D-Mannose. Flussrate:
0,5 ml/min. A) Nach GOx/Katalase-Reaktion, B) Nach gemischtem lonenaustauscher.

Nach Inkubation mit 8 g gemischtem lonenaustauscher war im HPLC-Chromatogramm nur

noch der bD-Mannose-Peak mit einer Retentionszeit von 19,76 min zu sehen.
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1) b-Glucoson [27 ug]

2) D-Glucose [18 ug]

3) b-Mannose [18 ug]

4) b-Gluconat [20 ug]

5) Probe vor Biokonversion (t = 0 min) [81 ug]

6) Probe nach Biokonversion (t = 3,5 h) [84 ug]
7) Probe nach GOx/Katalase-Reaktion [83 ug]

8) Probe nach Gem. lonenaustauscher [29 ug]

1 2 3 4 5 6 7 8 . Start(Probenauftrag)

Abbildung 49: Diinnschichtchromatographische Auftrennung von D-Glucoson, D-Glu-
cose, D-Mannose, D-Gluconat und Proben der Biokonversion bzw. der anschlieBenden
Reinigung. Laufmittel: Phenol/Wasser 4:1. Detektion: p-Anisaldehyd/Methanol/Eisessig/
H,SO, + Hitze. Zeitpunkt der Probennahme: siehe Legende. Es wurden 10 ul der Standards
bzw. der 1:10 mit H,Ogeion Verdinnten Probe aufgetragen.

In der Probe vor Biokonversion (d. h. ohne Enzyme) in Spur 5 war nur ein groRer Spot zu se-
hen, der die beiden Substrate D-Glucoson und D-Glucose enthielt. Nach Biokonversion (Spur
6) waren die beiden Produkte D-Gluconat und D-Mannose zu sehen. Nach der GOx/Katala-
se-Reaktion (Spur 7) war der D-Gluconat-Spot stark vergrofRert. Nach gemischtem lonen-
austauscher (Spur 8) war nur noch der D-Mannose-Spot zu erkennen.

Das HPLC-Chromatogramm und die dinnschichtchromatographische Auftrennung der nach
dem gemischten lonenaustauscher entnommenen Probe wiesen die Reinheit der D-Mannose
nach, welche durch die in dieser Arbeit etablierten Methoden mit einer Ausbeute von 81%

von allen anderen Biokonversions-Komponenten gereinigt werden konnte.

3.4 Herstellung von b-Rhamnose aus 6-Deoxy-D-glucoson mit AFR-A13G aus S. mo-
relense S$-30.7.5.

Aufbauend auf den Ergebnissen der Biokonversionen von D-Glucoson und der Reinigung
von D-Mannose wurden Reduktionen von 6-Deoxy-D-glucoson zur Synthese von D-Rhamno-
se durchgefuhrt.

Da die AFR 6-Deoxy-D-glucoson aufgrund der durch die Methylgruppe am C6 hervorgerufe-
ne Konformationsanderung nicht stereoselektiv reduzierte, entstanden bei dieser Umsetzung
die beiden Epimere 6-Deoxy-D-glucose und 6-Deoxy-D-mannose (D-Rhamnose) in einem
Verhaltnis von 1,2 zu 1 (Kuhn et al. 2006).

Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-A13G

Die erste Biokonversion von 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-A13G erfolgte in einem Reak-
tionsansatz von 20 ml. Dabei wurden 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson durch 16 U/ml AFR-A13G

reduziert und zur Cosubstrat-Regenerierung 4 mmol D-Glucose durch 5 U/ml GDH oxidiert.
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Verglichen mit der in Abbildung 43 gezeigten Umsetzung von D-Glucoson durch AFR-A13G
wurde der AFR-A13G-Gehalt um 0,8 U/ml erhoht und die D-Glucose-Konzentration um
1 mmol reduziert, um die Komponenten der Umsatzrate anzupassen. Zuvor wurde gezeigt,
dass ein D-Glucose-Uberschuss von 1 mmol keine Beschleunigung bewirkt (Daten nicht ge-
zeigt).

Die Biokonversion wurde bei 30°C durchgefiihrt, titriert wurde mit 2 M NaOH. Der Reaktions-

verlauf ist in Abbildung 50 dargestellt.
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Abbildung 50: Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-Glucoson zu D-Rhamnose und 6-
Deoxy-D-glucose mit AFR-A13G im Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem Volu-
men von 20 ml enthielt der Ansatz folgende Komponenten: 0,4 mmol BisTris, 4,0 mmol 6-
Deoxy-D-glucoson, 4,0 mmol D-Glucose, 1,2 umol NADPH, 0,024 mmol NADP*, 250 U GDH
und 800 U AFR-A13G. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Diese Biokonversion war nach 3,5 h quantitativ abgeschlossen, es wurden 45 mol%
(1,8 mmol) b-Rhamnose und 55 mol% (2,2 mmol) 6-Deoxy-D-glucose gebildet. Damit lief die
Umsetzung genauso schnell ab wie die vorherige Reduktion von 4 mmol D-Glucoson durch
15,2 U/ml AFR-A13G mit 1 mmol Uberschuss von D-Glucose (vgl. Abbildung 43). Durch den
im Vergleich zu D-Glucoson um 50% erhohten K,,-Wert fur 6-Deoxy-D-glucoson war mit einer
niedrigeren Reaktionsgeschwindigkeit zu rechnen, die durch die Steigerung der AFR-A13G-

Menge um 0,8 U/ml ausgeglichen werden konnte.

Da bei den bisher verwendeten HPLC-Saulen verschiedene Komponenten der Biokonver-
sion von 6-Deoxy-D-glucose durch AFR-A13G mit Cosubstrat-Regenerierung durch GDH die
gleichen Retentionszeiten besalen, wurde die Rezex RHM Monosaccharid H*-Saule (Phe-
nomenex) eingesetzt, um Substratverbrauch und Produktbildung und die anschlieliende Pro-

duktreinigung verfolgen zu kénnen (vgl. Abbildung 51).
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20. 08607 «— D-Gluconat

4,942 +— O-Glucose
25,742 <— 6-Deoxy-0-glucoson

27.12+—6-Deoxy-o-glucose
28.863 «+—p-Rhamnose

«—Azid

Abbildung 51: HPLC-Chromatogramm der Rezex RHM Monosaccharid H*-Saule (Phe-
nomenex). Probe nach 0,88 h. Zur besseren Darstellung der einzelnen Peaks wurde der
Fluss auf 0,25 ml/min reduziert und der Papiervorschub (Speed) des Shimadzu C-RCA
Chromatopac von 4 auf 6 erhéht.

Die Konzentrationen der Komponenten dieser ersten Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-
glucoson durch AFR-A13G dienten als Standards fur anschlieende Biokonversionen mit
den thermostabilsten AFR-A13G-Varianten.

Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-G13A-M31V-K207P-E208P

Diese AFR-A13G-Variante wurde durch Kombination der Mutationen der thermostabilsten
durch error prone-PCR generierten Variante (AFR-G13A-M31V) mit denen der thermosta-
bilsten Variante der ersten ISM-Runde (AFR-A13G-K207P-E208P) durch KOD-QuikChange
PCR erhalten (vgl. Kapitel 1112.8). Der pH-Wert wurde bei dieser Biokonversion zwischen 7,0
und 7,5 titriert, da eines der beiden pH-Optima der Kombinationsmutante in BisTris-Puffer
bei pH 7,0 lag (vgl. Abbildung 23). Der Verlauf der Biokonversion ist in Abbildung 52 darge-

stellt.



Kapitel Ill. Experimente und Ergebnisse 111

J
-
o

2004 s

£

_ 4100 g
= o 48

4 o

E. 1504 L S |

c 480 P

o [m)]
8 L 6
8 S | T

=) - 4
1004 60 2 ol
Q o 4

< J40 3

8 »
QO 50- 2 )

© 120 § 1

z

x
0 . . . . . r o 2 Jdo

0 2 4 6
Zeit [h]

Abbildung 52: Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson zu bD-Rhamnose und 6-
Deoxy-D-glucose mit AFR-G13A-M31V-K207P-E208P im Cosubstrat-Regenerierungs-
system. In einem Volumen von 20 ml enthielt der Ansatz folgende Komponenten: 0,4 mmol
BisTris, 4,0 mmol 6-Deoxy-D-Glucoson, 4,0 mmol D-Glucose, 1,2 umol NADPH, 0,024 mmol
NADP*, 250 U GDH und 800 U AFR-A13G. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Die Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson mit AFR-G13A-M31V-K207P-E208P war
nach 6,1 h quantitativ abgeschlossen. Die Reaktion lief im Vergleich zur Standard-Biokonver-
sion mit AFR-A13G (vgl. Abbildung 50) 0,74-fach langsamer ab, was durch die verschlech-
terten Enzymkinetiken dieser AFR-Variante fiir 6-Deoxy-D-glucoson (vgl. Tabelle 28) zu er-

klaren ist. Es wurden 2,28 mmol 6-Deoxy-D-glucose und 1,72 mmol D-Rhamnose gebildet.

Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-A13G-K207P-E208P-E330V

AFR-A13G-K207P-E208P-E330V wurde in der zweiten ISM-Runde mit AFR-A13G-K207P-
E208P als Template (vgl. Kapitel 1l 2.4.1) durch ortsgerichtete Sattigungmutagenese mit
KOD-QuikChange PCR und degenerierten Primern erhalten (vgl. Kapitel 118). Der pH wurde
bei dieser Biokonversion zwischen 7,0 und 7,5 titriert, da das pH-Optimum der Variante im
BisTris-Puffer bei pH 7,0 lag (vgl. Abbildung 19). Abbildung 53 zeigt den Reaktionsverlauf.
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Abbildung 53: Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-Glucoson zu D-Rhamnose und 6-
Deoxy-D-glucose mit AFR-A13G-K207P-E208P-E330V im Cosubstrat-Regenerierungs-
system. In einem Volumen von 20 ml enthielt der Ansatz folgende Komponenten: 0,4 mmol
BisTris, 4,0 mmol 6-Deoxy-D-Glucoson, 4,0 mmol D-Glucose, 1,2 ymol NADPH, 0,024 mmol
NADP*, 250 U GDH und 800 U AFR-A13G. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Mit AFR-A13G-K207P-E208P-E330V wurden 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson in 5,25 h quanti-
tativ umgesetzt. Diese Biokonversion lief 1,5 h langsamer ab als mit AFR-A13G, aber 0,85 h
schneller als bei der Variante AFR-G13A-M31V-K207P-E208P. Es wurden 1,8 mmol

D-Rhamnose und 2,2 mmol 6-Deoxy-D-glucose gebildet.

Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-A13G-M31V

Die Variante AFR-A13G-M31V entstand durch Separation der beiden Mutationen der durch
Zufallsmutagenese erhaltenen thermostabilsten Variante AFR-G13A-M31V (vgl. Kapitel

[112.7). Der Reaktionsverlauf ist in Abbildung 54 gezeigt.
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Abbildung 54: Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson zu b-Rhamnose und 6-
Deoxy-D-glucose mit AFR-A13G-M31V im Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem
Volumen von 20 ml enthielt der Ansatz folgende Komponenten: 0,4 mmol BisTris, 4,0 mmol
6-Deoxy-D-Glucoson, 4,0 mmol D-Glucose, 1,2 ymol NADPH, 0,024 mmol NADP*, 250 U
GDH und 800 U AFR-A13G. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.
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Nach 3,4 h waren in der Biokonversion mit AFR-A13G-M31V nur noch 0,03 mmol 6-Deoxy-
D-glucoson vorhanden, nach 4,38 h waren 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson quantitativ.umge-
setzt. Somit verlief die Reaktion vergleichbar schnell ab wie die Standard-Biokonversion mit
AFR-A13G.

AFR-A13G-M31V war die einzige Variante dieser Arbeit, bei der sich Uber den gesamten
Reaktionsverlauf hinweg das Verhaltnis der gebildeten Epimere auf die Seite der D-Rham-
nose verlagerte. Es wurden 2,12 mmol b-Rhamnose (53 mol%) und 1,88 mmol 6-Deoxy-D-
glucose (47 mol%) gebildet. Die Ausbeute an D-Rhamnose war verglichen mit allen anderen

in dieser Abeit durchgefuhrten Biokonversionen von 6-Deoxy-D-glucoson um 8 mol% erhdht.

Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-A13G-K207P-E208P

Bei AFR-A13G-K207P-E208P handelte es sich um die thermostabilste Variante der ersten
ISM-Runde. Sie wurde durch ortsgerichtete Sattigungmutagenese mit KOD-QuikChange
PCR und degenerierten Primern mit AFR-A13G als Template erhalten (vgl. Kapitel 1112.3.1).
Der Verlauf dieser Umsetzung ist in Abbildung 55 dargestellt.
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Abbildung 55: Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson zu b-Rhamnose und 6-
Deoxy-D-glucose mit AFR-A13G-K207P-E208P im Cosubstrat-Regenerierungssystem.
In einem Volumen von 20 ml enthielt der Ansatz folgende Komponenten: 0,4 mmol BisTris,
4,0 mmol 6-Deoxy-D-Glucoson, 4,0 mmol D-Glucose, 1,2 umol NADPH, 0,024 mmol NADP?,
250 U GDH und 800 U AFR-A13G. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Bei der Umsetzung von 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson mit AFR-A13G-K207P-E208P waren
nach 4,4 h noch 0,012 mmol 6-Deoxy-D-glucoson vorhanden, die nach 5,3 h quantitativ redu-

ziert wurden. Es wurden 2,2 mmol 6-Deoxy-D-glucose und 1,8 mmol D-Rhamnose gebildet.

Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-G13A-M31V
Bei den Biokonversionen mit AFR-G13A-M31V, der thermostabilsten durch error prone-PCR

erhaltenen Variante, wurde der pH zwischen 6,0 und 6,5 titriert, da das pH-Optimum dieser
Variante im BisTris-Puffer bei 6,0 lag (vgl. Abbildung 21 und Abbildung 56).



Kapitel Ill. Experimente und Ergebnisse 114

- A s
200 -120%
- g ]
= 41008 Jg
E. 1504 ] =
< >
3 80 O
8 <
S ) o Js T
S 1004 Je0 @ 435
Q ©
z 1 ¢
o J40
[0 | o 42
Q 50 ] ¢
© 420 §
o
{
. .
0 . r . r . . ' r o B Jdo
0 1 2 3 4
Zeit [h]

Abbildung 56: Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson zu b-Rhamnose und 6-
Deoxy-D-glucose mit AFR-G13A-M31V im Cosubstrat-Regenerierungssystem. In einem
Volumen von 20 ml enthielt der Ansatz folgende Komponenten: 0,4 mmol BisTris, 4,0 mmol
6-Deoxy-D-Glucoson, 4,0 mmol D-Glucose, 1,2 ymol NADPH, 0,024 mmol NADP*, 250 U
GDH und 800 U AFR-A13G. Die Reaktionstemperatur betrug 30°C.

Bei der Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR-G13A-M31V lag nach
3,5 h noch lediglich 0,012 mmol 6-Deoxy-D-glucoson vor. Damit war diese Umsetzung fast
genauso schnell abgeschlossen wie mit der Ausgangsvariante AFR-A13G (vgl. Abbildung
50). Nach 4,38 h war das Substrat komplett reduziert. Damit war von allen AFR-A13G-Vari-
anten mit verbesserter Thermostabilitdt die Reduktion durch AFR-G13A-M31V am schnell-
sten quantitativ abgeschlossen. Jedoch wurde aufgrund der neu eingeflihrten Basenaustau-
sche die Stereoselektivitat des Enzyms fir die D-Rhamnose-Produktion negativ beeinflusst,
es wurden 2,55 mmol (63,85 mol%) 6-Deoxy-D-glucose und nur 1,45 mmol (36,15 mol%)

D-Rhamnose gebildet.

Aufgrund der Ergebnisse ist die Variante AFR-A13G-M31V am meisten fiir den Einsatz in
Biokonversionen von 6-Deoxy-D-glucoson geeignet. Die Umsetzung lief nur 0,25-fach lang-
samer ab als mit dem Ausgangsenzym AFR-A13G und es wurden 8 mol% mehr D-Rhamno-

se gebildet.

Reinigung der D-Rhamnose

Im Folgenden ist exemplarisch die Reinigung der D-Rhamnose nach einer Biokonversion von
4 mmol 6-Deoxy-D-glucoson mit AFR-A13G gezeigt. Die Reinigung der D-Rhamnose wurde
gemal des mit D-Mannose optimierten Protokolls durchgefiihrt.

Dies war mdglich, da die eingesetzte Glucose-Oxidase aus A. niger das Epimer 6-Deoxy-D-
glucose mit einer relativen Aktivitat von 10% zu 6-Deoxy-D-gluconsaure oxidierte, das auf-
grund seiner Ladung im Anschluss ebenfalls durch gemischten lonenaustauscher aus dem

Ansatz entfernt werden konnte (Pazur und Kleppe 1964).
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Die Reinheit der D-Rhamnose nach GOx-Reaktion und gemischtem lonenaustauscher wurde
durch HPLC- und DC-Analytik Uberpruft (vgl. Kapitel 1124.1 und 1124.2, Abbildung 57 und
Abbildung 58).

£&.192«—— D-Rhamnose

c——— (Ao

Abbildung 57: HPLC-Chromatogramm der Rezex RHM Monosaccharide H*-Siule
(Phenomenex) der Probe nach gemischtem lonenaustauscher. Fluss: 0,25 ml/min.

1) D-Glucose [18 pg]

2) D-Gluconat [20 ug]

3) 6-Deoxy-D-glucoson [16 pg]
- ™ W 4) 6-Deoxy-D-glucose [16 pg]

2 * 5) Probe vor Biokonv. (t = 0 min) [69 ug]
- - 6) Probe nach Biokonv. (t = 3,5 h) [72 pg]
7) Probe nach GOx/Katalase-Rkt. [74 ug]
-

8) Probe nach Gem. lonenaustauscher [21 ug]
3 4 5 6 7 ——8 < Start(Probenauftrag)

Abbildung 58: Diinnschichtchromatographische Auftrennung von D-Glucose (1), D-
Gluconat (2), 6-Deoxy-D-glucoson (3), 6-Deoxy-D-glucose (4) und Proben der Biokon-
version bzw. der b-Rhamnose-Reinigung (5-8). Laufmittel: Phenol/Wasser 4:1. Detektion:
p-Anisaldehyd/Methanol/Eisessig/H,SO, + Hitze. Zeitpunkt der Probennahme: siehe Legen-
de. Es wurden 10 ul der Standards und 10 ul bzw. 5 pl der 1:10 mit H,Ogeion Verdinnten Pro-
ben aufgetragen.

Bei der Probe vor Biokonversion (d. h. ohne Enzyme) in Spur 5 war nur ein grofRer Spot zu
sehen, der die beiden Substrate 6-Deoxy-D-glucoson und D-Glucose enthielt. Nach Biokon-
version (Spur 6) waren die beiden Produkte D-Rhamnose und 6-Deoxy-D-glucose in einem
Spot zu sehen mit einem zusatzlichen Spot von nicht oxidierter Rest-Glucose. Die Auftren-
nung von 6-Deoxy-D-glucose und D-Rhamnose konnte mit dieser Methode nicht durchgefiihrt
werden, da durch DC keine Detektion der verschiedenen Epimere mdoglich ist. D-Gluconat
konnte in dieser Probe ebenfalls nicht detektiert werden, da die Menge an wahrend der
Biokonversion gebildetem D-Gluconat zu gering war. Nach der GOx/Katalase-Reaktion (Spur
7) waren ein verkleinerter Produkt-Spot, der nur noch D-Rhamnose enthielt und der D-Gluco-

nat-Spot zu sehen. Nach gemischtem lonenaustauscher war nur noch der D-Rhamnose-Spot
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detektierbar, der etwas hdher verlief, als der 6-Deoxy-D-glucose-Standard in der vierten
Spur.

Durch GOx-Reaktion, gemischten lonenaustauscher und Lyophilisierung konnte die D-Rham-
nose als gelblich harzige Flissigkeit mit einer Ausbeute von 72% von den anderen Biokon-
versions-Komponenten gereinigt werden. Um nachzuweisen, dass es sich bei dem Produkt
tatsachlich um D-Rhamnose handelt, wurde eine Probe mit NMR-Spektroskopie analysiert
(vgl. Kapitel 1124.3). Aulerdem wurde kommerziell erworbene L-Rhamnose als Referenz
analysiert. Die erhaltenen NMR-Spektren sind in Abbildung 59 dargestellt.
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Abbildung 59: NMR-Spektroskopie lyophilisierter Rhamnose in D,0. A) 'H-NMR der D-
Rhamnose, B) *C-NMR der D-Rhamnose, C) 'H-NMR der L-Rhamnose, D) *C-NMR der L-
Rhamnose.

Das NMR-Spektrum der gereinigten Probe war nahezu identisch zum Referenz-Spektrum
der L-Rhamnose, das Produkt wurde somit eindeutig identifiziert. Die Reinheit der b-Rham-

nose konnte nachgewiesen werden.
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IV Diskussion

Kohlenhydrate sind griine nachhaltige Rohstoffe mit einem grol3en Potenzial fir die chemi-
sche Industrie (Lichtenthaler und Peters 2004). Die chemische Konversion von Kohlenhydra-
ten erfordert jedoch eine aufwandige Schutzgruppen- und Aktivierungschemie, bei der grofe
Lésemittelmengen eingesetzt werden missen. Deshalb werden seit dem Konzept der ,Gri-
nen Chemie“ in vielen Bereichen der organischen und pharmazeutischen Industrie bevorzugt
chemo- und regioselektive Biokatalysatoren zur Modifikation von chiralen und multifunktio-
nellen Verbindungen eingesetzt (Anastas und Warner 1998; Breuer et al. 2004; Chirumamilla
et al. 2001; Jones 1986; Pollard und Woodley 2007; Schmid et al. 2001; Turner 1989; White-
side und Wong 1985).

Die Natur liefert eine groRe Anzahl verschiedenster Biokatalysatoren, die zwar sehr gut dazu
geeignet sind, Leben unter physiologischen Bedingungen zu ermdglichen, die aber in der
organischen Synthesechemie von Kohlenhydraten z. B. wegen eines begrenzten Substrat-
spektrums, einer niedrigen pH- und Thermostabilitat, einer niedrigen Toleranz gegeniber or-
ganischen Losungsmitteln oder der Enantioselektivitat nicht eingesetzt werden konnen (Ar-
nold 2001; Arnold und Moore 1997; Asako et al. 2008; Powell et al. 2001). Diese Enyzme
mussen vor ihrer Anwendung zunachst durch Mutagenese mit anschlieliendem Screening

bzw. Selektion an die Anforderungen des Prozesses angepasst werden.

1 Gerichtete Mutagenese und Zufallsmutagenese zur Erhohung
der Thermostabilitat der AFR-A13G

Fir den Einsatz der 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase aus Sinorhizobium morelense S-
30.7.5. in Biokonversionen sollte in dieser Arbeit die operative Thermostabilitat des Enzyms
gesteigert werden bei unverandertem katalytischem Profil. Es kamen zwei Methoden zur An-
wendung: Gerichtete Mutagenese durch iterative Sattigungsmutagenese (ISM) und Zufalls-
mutagenese durch error prone-PCR. Die hier eingesetzten Screening-Methoden haben im
Gegensatz zu Selektions-basierten Methoden den Vorteil, dass die Enzym-Varianten in einer
genau definierten und nicht-physiologischen Umgebung analysiert werden konnen (Hibbert
et al. 2005).

Beim Screening mutierter Enzymbibliotheken auf thermostabilere Varianten wurde die Rest-
aktivitat nach Inkubation bei einer Temperatur gemessen, die hoch genug war, um das Aus-
gangsenzym groftenteils zu inaktivieren, und der Wert mit der Initial-Aktivitat verglichen. Da
die Aktivitdtsmessungen bei Raumtemperatur durchgeflhrt wurden, ergab sich eine Selek-
tion auf Enzyme, die thermostabil und gleichzeitig bei niedrigen Temperaturen hoch aktiv

sind (Arnold et al. 2001). Dies stellt einen Vorteil im Vergleich zu natirlich vorkommenden
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thermophilen Enzymen dar, bei denen die katalytische Aktivitat bei mittleren und niedrigen
Temperaturen mit zunehmender Thermostabilitat sinkt (Fontana et al. 1998; Jaenicke 1981;
Wrba et al. 1990; Zavodszky et al. 1998). Die natirliche Evolution vermeidet vermutlich sehr
stabile und hoch aktive Enzyme, da ein zu stabiles Enzym resistent gegen seinen Abbau in
der Zelle ware und so nachfolgende Reaktionen, die eigentlich selektiv von anderen En-
zymen katalysiert werden, inhibieren wirde (Arnold et al. 2001; Reetz et al. 2009b). AulRer-
dem konnte ein thermophiles Enzym mit einer hohen Aktivitat bei moderaten Temperaturen
bei hohen Temperaturen in einem solchen Ausmal} aktiv sein, dass es die natlrlichen zellu-

laren Stoffwechselwege hemmt (Arnold et al. 2001).

1.1  Ilterative Sattigungsmutagenese (ISM)

Bei der gerichteten Evolution wie der in dieser Arbeit ebenfalls eingesetzten error prone-PCR
mussen die Mutationsraten niedrig sein, um die seltenen nitzlichen Mutationen identifizieren
zu konnen. Deshalb ist ein groler Teil des Protein-Sequenzraumes mit dieser Methode nicht
zuganglich. AuRerdem generieren einzelne Basenaustausche allgemein eher konservative
Aminosauresubstitutionen, bei denen eine Aminosaure gegen eine andere mit ahnlichen
physikochemischen Eigenschaften, wie z. B. einer dhnlichen Hydrophobizitadt oder Ladungs-
gruppe, ausgetauscht wird (Miyazaki und Arnold 1999). GroRRere Sequenz-Diversitat wird
durch Sattigungsmutagenese einer oder mehrerer spezifischer Stellen im Enzym mit dege-
nerierten Oligonukleotiden erhalten, die potenziell fir alle 20 Aminosauren kodieren. Dabei
ist es mdglich, jede Aminosaureposition von Interesse systematisch und unabhangig von den
anderen zu mutieren, um die optimalen Aminosaurereste an jeder Stelle zu identifizieren
(Delcourt 2006).

Da die Réntgenkristallstruktur der AFR aus S. morelense S-30.7.5. zu Beginn dieser Arbeit
bereits vorlag, konnte die Mutagenese auf vorher festgelegte Aminosaurepositionen be-
schrankt und der zu screenende Protein-Sequenzraum reduziert werden (Kihn et al. 2006;
Reetz und Carballeira 2007; Reetz et al. 2006b; Reetz 2007). Bei diesem molekularen
Modelling wurden mit der von Reetz und Mitarbeitern programmierten Software B-FITTER
(B-Faktor lterativer Test) die flexibelsten Abschnitte der Enzymstruktur durch Berechnung
der B-Faktoren jeder Aminosaure identifiziert und anschliefiend die Aminosauren mit den
hochsten B-Faktoren, die definitionsgemal wenig Kontakte zu anderen Aminosauren aus-
bilden, ausgetauscht (Radivojac et al. 2004; Reetz et al. 2009a). Abbildung 60 zeigt das

AFR-Monomer mit den 9 Aminoséauren, fiir die die hochsten B-Faktoren berechnet wurden.
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Abbildung 60: Aminosauren der AFR-A13G mit den hochsten B-Faktoren. Diese Ami-
nosauren sind im Stabchenmodell mit Atomfarben dargestellt. Das Model wurde anhand der
Strukturdaten mit YASARA Model erstellt (Dambe et al. 2006). Gelbe Stédbchendarstellung:
NADP*. Rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff, tlrkis: Kohlenstoff, grau: Wasserstoff.

Diese Aminosauren befinden sich alle in loops an der Enzymoberflache der C-terminalen Do-
mane, ihre Seitenketten sind exponiert und bilden keine stabilisierenden Wasserstoffbricken
aus.

Loops verbinden die reguldren Sekundarstrukturen wie [B-Faltblatter und a-Helices, sind
hauptsachlich an der Enzymoberflache lokalisiert und machen in den meisten globularen
Proteinen mehr als 30% der Enzymstruktur aus (Thornton et al. 1988). Sie sind aber im
Gegensatz zu a-Helices oder B-Faltblattern sehr flexible Strukturen, da in ihrem Peptidriick-
grat weniger stabilisierende Wasserstoffbriicken ausgebildet werden. Deshalb sind die Dihe-
dralwinkel der Aminosaurereste im Rickgrat von loops sehr variabel, was auch im Rama-
chandran Plot zu sehen ist, wo sie eine signifikant groRere Flache einnehmen, als die Dihe-
dralwinkel der in a-Helices oder B-Faltblattern lokalisierten Aminosaurereste (Nagi und Re-
gan 1997; Ramachandran und Sasisekharan 1968). Aus diesem Grund setzen loops die En-
tropie des ungefalteten Stadiums eines Enzyms signifikant herab (Stemmer 1994a). Es wur-
de bereits gezeigt, dass die Gesamtstabilitat eines Enzyms durch das Einfligen zusatzlicher
Wasserstoffbriicken in loops an der Proteinoberflache gesteigert wird (Numata et al. 2001;
Pokkuluri et al. 2002; Predki et al. 1996; Spiller et al. 1999; Stemmer 1994a; Takano et al.
1999; Zhou et al. 1996). Dabei ist es von Vorteil, dass die stabilisierenden Mutationen in
loops nicht die dreidimensionale Enzymstruktur zerstoren und dass die Oberflache eines
Proteins allgemein toleranter gegeniber Aminosauresubstitutionen ist als das Enzyminnere
(Miyazaki und Arnold 1999; Vieille und Zeikus 1996; Voigt et al. 2001).
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Es wurde auRerdem bereits gezeigt, dass an der Enzym-Oberflache lokalisierte Mutationen
eher die Thermostabilitat beeinflussen als Mutationen im Enzyminneren (Agarwal et al. 2002;
Arnold et al. 2001; Horsman et al. 2003; Iffland et al. 2000; Kumar et al. 2002; Lehmann et
al. 2000; Oue et al. 1999; Yu et al. 2009; Zhao und Arnold 1999). Die an der Oberflache
eingefihrten Wasserstoffbriicken fihren zur Stabilisierung der long range-Interaktionen, d. h.
der Interaktionen zwischen Bereichen der Polypeptidkette, die im gefalteten Protein einige
Angstrém voneinander entfernt, essentiell fir die Faltung eines Proteins in seine Tertiarstruk-
tur und damit fur seine Stabilitat sind. Es konnte gezeigt werden, dass 85% der Aminosaure-
reste an der Ausbildung dieser Interaktionen beteiligt sind (Gromiha und Selvaraj 1999). Wird
die Temperatur erhéht, werden diese long range-Interaktionen als erstes geschwacht. Die
Proteinstruktur wird flexibler und es werden viele Aminosaureseitenketten aus dem Inneren
des Proteins exponiert. Wird die Temperaturerhéhung fortgesetzt, brechen die kooperativen
Wasserstoffbriicken auf. Der Amid-Stickstoff und die Carbonyl-Sauerstoffe des Peptidriick-
grats bilden neue Wasserstoffbriicken zu dem umgebenden Ldsemittel aus. Die Anwesen-
heit des Lésemittels schwéacht auch benachbarte Wasserstoffbriicken durch Steigerung ihrer
effektiven dielektrischen Konstante. Wenn die Tertiarstuktur vollstandig aufbricht, werden hy-
drophobe Aminosaureseitenketten zum wassrigen Lésemittel exponiert, das Protein dena-
turiert irreversibel und aggregiert (Archana 2009; Kenklies 2004). Die Erhdhung der Thermo-
stabilitat durch die Starkung der long range-Effekte konnte bereits u.a. fur die p-Nitrobenzyl-
Esterase aus Bacillus subtilis gezeigt werden (Spiller et al. 1999).

Unter den in Abbildung 60 gezeigten 9 Aminosaureresten der AFR-A13G mit den héchsten
B-Faktoren sind 4 Glutamatreste. Es ist dokumentiert, dass die Verringerung der Anzahl von
Glutamatresten die Thermostabilitat von Proteinen durch die Aufhebung der sterischen Hin-
derung erhéhen kann (Sriprapundh et al. 2000).

Diese 9 auszutauschenden Aminosauren wurden in sieben Loci zusammengefasst und in ei-
ner ortsgerichteten Sattigungsmutagenese mit degenerierten Primern ausgetauscht. Die Pri-
mer trugen an den Positionen dieser Aminosauren das Basentriplett NNK (N: Adenin, Cyto-
sin, Guanin, Thymin; K: Guanin, Thymin), das aus 32 Codons besteht und zum Einbau aller
20 proteinogenen Aminosauren fihrt (Reetz et al. 2008).

Die erhaltenen Varianten wurden anschlieRend im Mikrotiterplatten- bzw. 30 mI-Malistab auf
erhohte Thermostabilitat gescreent. Beim Mikrotiterplatten-Screening wurde die Temperatur
so gewahlt, dass nach 10-mindtiger Inkubation der Platten das Medium in den Wells auf
54°C temperiert war. Diese Screening-Temperatur diente bereits zur Differenzierung von

mesophilen und thermophilen Enzymen (Ma et al. 2010).

111 Screening der ersten ISM-Runde
Die grofle Anzahl von 9600 AFR-A13G-Varianten, die in der ersten ISM-Runde gescreent

werden musste, um die 5 Mutanten mit deutlich erhohter Thermostabilitat zu erhalten, besta-
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tigte, dass bei einer Mutagenese allgemein destabilisierende Mutationen sehr viel haufiger
sind als stabilisierende (Daniel 1996). Dies kénnte auch ein Grund dafir sein, dass beim Mi-

krotiterplatten-Screening manche Klone bereits vor dem Hitzeschritt keine Aktivitat zeigten.

AFR-A13G-K207P-E208P
AFR-A13G-K207P-E208P war mit einer Ts,'® von 42,0°C die thermostabilste Variante der

ersten ISM-Runde. Der Austausch von Lysin 207 und Glutamat 208 durch Prolinreste ist in
Abbildung 61 dargestellt.

PRO 208

Abbildung 61: Ausschnitt aus der AFR-A13G-K207P-E208P. Das Modell wurde anhand
der Strukturdaten mit dem Swiss-PDB-Viewer 4.0.1 erstellt. Blau: Stickstoff, weil}; Kohlen-
stoff, griin gestrichelte Linie: Wasserstoffbriicke.

Die d-Methylengruppe des Prolins 208 bildet zwei Wasserstoffbriicken zur Carboxylgruppe
von Prolin 207 aus und wechselwirkt zusatzlich mit dem Ca von Prolin 207. Prolin ist die ein-
zige natlrlich vorkommende Aminosaure, die N-substituiert ist und einen 5-gliedrigen Pyrroli-
dinring ausbildet (Williamson 1994; Zarrinpar et al. 2003). Der Ring dieser Iminosaure be-
schrankt die Rotation der N-C4-Bindung, setzt die konformatorische Entropie des Protein-
rickgrates in der ungefalteten Form des Proteins im Vergleich zu anderen natlrlich vorkom-
menden Aminosauren herab und erhéht so die Proteinstabilitdt (MacArthur und Thornton
1991; Matthews et al. 1987; Némethy et al. 1966). Die Beschrankung der Rotation der N-C,-
Bindung fuhrt dazu, dass die die Peptidbindung flankierenden Kohlenstoffatome Ca und Ca-
1 vor Prolin hauptsachlich in cis-Stellung vorliegen. In globularen Proteinen liegt dieses Iso-
mer mit einer Haufigkeit von 5,7% vor (MacArthur und Thornton 1991). Der positive Einfluss
von Prolinresten auf die konformatorische Proteinstabilitat war bereits bekannt (Barzegar et
al. 2009; Matthews et al. 1987; Suzuki et al. 1987; Ueda et al. 1993; Watanabe et al. 1994;
Watanabe et al. 1991; Yutani et al. 1991). Die stabilisierende Wirkung von Prolin auf die En-
zymstruktur wurde u.a. dadurch gezeigt, dass in Lésungsmittel-exponierten Enzymbereichen
wie loops, turns, N-terminalen ersten furns von Helices und random coils natlrlicherweise
viele Prolinreste lokalisiert sind (Tchernychev et al. 1997). Zudem war dokumentiert, dass ei-

ne erhdhte Thermostabilitat allgemein mit mehr Prolin- und weniger Glutamatresten einher-
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geht, was durch den Austausch E208P dieser thermostabilsten Variante der ersten ISM-Run-
de bestatigt werden konnte (Sriprapundh et al. 2000).

Durch diese Variante wurde bestatigt, dass Prolinreste in loops von Enzymen, wo sie nicht
die Sekundarstruktur stéren, zu deren Stabilisierung fuhren (Bogin et al. 1998; Choi und Ma-
yo 2006; Haney et al. 1997; He und Falany 2006; Kumar et al. 2000; Lee et al. 2003; Suzuki
1999; Watanabe et al. 1997; Zarrinpar et al. 2003).

AFR-A13G-E208G-G209C
Die Aminosaureaustausche der Variante AFR-A13G-E208G-G209C sind in Abbildung 62

dargestellt.

CYS 209

GLY 208

Abbildung 62: Ausschnitt aus der AFR-A13G-E208G-G209C. Das Modell wurde mit YA-
SARA Model erstellt. Griin: Schwefel, tlrkis: Kohlenstoff, grau: Wasserstoff.

Glycin besitzt keine Seitenkette, das Aminosaure-Volumen an Position 208 wird deshalb von
155,1 A’ (Glutamat) auf 66,4 A® (Glycin) verkleinert und eine mégliche sterische Hinderung
von Glutamat 208 mit benachbarten Aminosauren kénnte abgebaut werden (Chothia 1975;
Kenklies 2004; Numata et al. 2001; Vieille und Zeikus 1996). Befinden sich saure Reste wie
Glutamat an der Proteinoberflache, besteht aulterdem die Moglichkeit, dass es wie auch bei
Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E330V zu LadungsabstoRungen kommt, die die Destabi-
lisierung der Proteinstruktur bewirken kénnten (Siddiqui et al. 2006).

Zudem konnen Glycinreste durch die fehlende Seitenkette einzigartige Torsionswinkel an-
nehmen (Numata et al. 2001). Der Verlauf des loops kdnnte dadurch enger werden, die Dis-
tanz der Wasserstoffbriicken, die im Peptidriickgrat ausgebildet werden, wirde sich verklei-
nern und die Struktur des loops stabilisieren. Die Erhéhung der Thermostabilitat durch soge-
nannte large-to-small-Mutationen und die damit einhergehende Reduktion ungunstiger Kon-
formationen wurde u.a. bereits von Yin und Mitarbeitern an 5 strukturell véllig unterschied-
lichen Proteinen gezeigt (Yin et al. 2007). Auch andere Beispiele sind in der Literatur be-
schrieben (Kim et al. 2008; Ma et al. 2001; Minagawa et al. 2003).



Kapitel IV. Diskussion 123

AFR-A13G-E165N-R166K
Die Aminosaureaustausche von AFR-A13G-E165N-R166K sind in Abbildung 63 dargestellt.

Abbildung 63: Ausschnitt aus der AFR-A13G-E165N-R166K. Das Modell wurde mit dem
Swiss-PDB-Viewer 4.0.1 erstellt. Blau: Stickstoff, rot: Wasserstoff, weil3: Kohlenstoff, griine
gestrichelte Linie: Wasserstoffbriicke.

Aus der Modellrechnung ergibt sich, dass die 5°-Aminogruppe von Asparagin 165 mit der
Aminogruppe von Lysin 166 wechselwirkt und dass die -Methylengruppe von Lysin 207
eine Wasserstoffbriicke zum Sauerstoff der Carbonylgruppe des Asparagins 165 ausbildet.
AulRerdem kommt es zu weiteren Wechselwirkungen zwischen der y-Carbonyl bzw. 3-Methy-
lengruppe von Asparagin 165 mit der Aminogruppe und der [-Methylengruppe von Lysin
207. Diese stabilisierenden Wechselwirkungen kénnten die Ts,'® dieser Variante im Vergleich
zur AFR-A13G um 2,1°C erh6hen.

AFR-A13G-G209Q
Die Aminosauresubstitution der Variante AFR-A13G-G209Q zeigt Abbildung 64.
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Abbildung 64: Ausschnitt aus der AFR-A13G-G209Q. Das Modell wurde mit dem Swiss-
PDB-Viewer 4.0.1 erstellt. Blau: Stickstoff, rot: Sauerstoff, weil3: Kohlenstoff, griine gestri-
chelte Linie: Wasserstoffbriicke.

Die [1?-Aminogruppe des Glutamins 209 kdénnte eine Wasserstoffbriicke zur Carboxylgruppe

des Glutamats 208 ausbilden. Dieser Effekt wiirde durch den Zwitterionencharakter des Glu-
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tamins verstarkt werden. Aullerdem hat Glycin einen Hydropathizitatsindex nach Kyte und
Doolitle von nur -0,4, Glutamin ist mit einem Hydropathizitatsindex von -3,5 sehr viel hydro-
philer (Kyte und Doolittle 1982). Da dieser hydrophilere Aminosaurerest an der Enzymperi-
pherie lokalisiert ist, kdnnte die Agglutination des Proteins bei Temperaturerhéhung reduziert

werden, was in einer erhéhten Thermostabilitat resultieren wiirde (Longo und Combes 1997).

1.1.2 Kombinationen
Die Kombination von ,nutzlichen® Mutationen fuhrt im Allgemeinen zu additiven Effekten be-

zuglich der Ziel-Eigenschaft eines Proteins, auch wenn die einzelnen Mutationen nicht in
raumlicher Nahe zueinander liegen (Aita et al. 2002; Chen et al. 1991; Cherry et al. 1999;
Hamamatsu et al. 2005; Hamamatsu et al. 2006; Hoseki et al. 2003; Kuchner und Arnold
1997; Lehmann et al. 2000; Ma et al. 2001; Numata et al. 2001; Shih und Kirsch 1995; Wells
1990). Verschiedene Methoden zur Kombination einzelner Mutationen wurden etabliert, die
den Sequenzraum, der gescreent werden kann, erweitern (Crameri et al. 1998; Kikuchi et al.
1999; Ness et al. 1999; Shao et al. 1998; Stemmer 1994a; Stemmer 1994b, Volkov et al.
1999; Zhao et al. 1998). Schmidt-Dannert und Mitarbeiter fassten die ,nltzlichsten* Mutatio-
nen der frlihen Mutagenese-Runden durch ortsgerichtete Mutagenese in einer Variante zu-
sammen (Schmidt-Dannert 2001). Diese Kombinationsmethode wurde in dieser Arbeit eben-

falls durchgefuhrt.

Kombination von AFR-A13G-K207P-E208P und AFR-A13G-E165N-R166K

Abbildung 65 stellt die eingefiihrten Aminosaureaustausche der Variante AFR-A13G-E165N-
R166K-K207P-E208P dar.

PRO 208
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Abbildung 65: Ausschnitt aus der AFR-A13G-E165N-R166K-K207P-E208P. Das Modell
wurde mit YASARA Model erstellt. Blau: Stickstoff, rot: Sauerstoff, turkis: Kohlenstoff, grau:
Wasserstoff, gelbe gestrichelte Linie: Wasserstoffbriicke.

Aus der Modellrechnung ergibt sich, dass die Aminosaureaustausche bei der AFR-A13G-
E165N-R166K-K207P-E208P in direkter rdumlicher Nahe liegen, dies kdnnte zu einer steri-

schen Hinderung flihren. Dadurch kénnte Lysin 166 in dieser Variante in einem anderen Ro-
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tamer vorliegen als bei der Ausgangsvariante AFR-A13G-E165N-R166K. Folglich kénnte kei-
ne neue Wasserstoffbriicke zur Carboxylgruppe des Glutamats 168 ausgebildet werden. Die
stabilisierende Wirkung der Wasserstoffbriicke von der 3*Aminogruppe des Asparagins 165
zum Carbonylsauerstoff des Peptidriickgrats von Glycin 161 und die der Prolinreste 207 und
208 wirde aber erhalten bleiben. Aus diesem Grund kdnnte die Rest-Aktivitat nach Hitze-
schritt immer noch um 13,9% hoher als die der AFR-A13G sein. Durch die sterische Hinde-
rung wirden die Aminosaureaustausche aber eine reprimierende Wirkung aufeinander aus-
Uben, im Vergleich zu den Ausgangsmutanten AFR-A13G-K207P-E208P und AFR-A13G-
E165N-R166K wird die Rest-Aktivitat der Kombinationsmutante um 12,9% bzw. um 2,1%

reduziert.

Kombination von AFR-A13G-G209Q und AFR-A13G-E165N-R166K

Die Aminosaureaustausche der Variante AFR-A13G-E165N-R166K-G209Q sind in
Abbildung 66 gezeigt.

GLU 168

GLN 209

Abbildung 66: Ausschnitt aus der AFR-A13G-E165N-R166K-G209Q. Das Modell wurde
mit YASARA Model erstellt. Blau: Stickstoff, rot: Sauerstoff, tirkis: Kohlenstoff, grau:
Wasserstoff, gelbe gestrichelte Linie: Wasserstoffbriicke.

Auch die Aminosaureaustausche der Variante AFR-A13G-E165N-R166K-G209Q liegen in
der Tertiarsturktur in unmittelbarer Nahe zueinander, es konnte zu einer sterischen Hinde-
rung kommen, da die Seitenkette von Glutamin 209 um 94,7 A® gréRer ist als die von Glycin
(Chothia 1975; Kenklies 2004). Deshalb kénnte Lysin 166 bei dieser Variante in einem
anderen Rotamer vorliegen und keine Wasserstoffbriicke zur Carboxylgruppe des Glutamats
168 ausbilden. Ebenso konnte keine Wasserstoffbriicke zwischen der Aminogruppe des Glu-
tamins 209 und der Carboxylgruppe des Glutamats 208 entstehen. Die Wasserstoffbriicke
der 3*>-Aminogruppe des Asparagins 165 bliebe zwar erhalten, die Enzymstruktur wiirde aber
im Vergleich zur AFR-A13G nicht in hherem Ausmal stabilisiert, die Rest-Aktivitat nach Hit-
zeschritt wurde im Vergleich mit der AFR-A13G sogar um 0,2% reduziert. Damit wurde die
stabilisierende Wirkung der Aminosaureaustausche der Einzelmutanten durch ihre raumliche

Nahe vollstandig aufgehoben.
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Kombination von AFR-A13G-K207P-E208P und AFR-A13G-G209P

Die erhohte Thermostabilitat der Variante AFR-A13G-K207P-E208P bestatigte die stabilisie-
rende Wirkung von Prolinen in Oberflachen-loops durch Steigerung der Rigiditat und Erhal-
tung der Integritat der Sekundarstruktur der AFR-A13G (Barzegar et al. 2009; Sakaguchi et
al. 2007). Deshalb wurde durch ortsgerichtete Mutagenese eine Variante generiert, deren
Aminosauren an den Positionen 207 bis 209 durch Prolinreste ersetzt waren (vgl. Abbildung
67).

PRO 208

Abbildung 67: Ausschnitt aus der AFR-A13G-K207P-E208P-G209P. Das Modell wurde
mit YASARA Model erstellt. Blau: Stickstoff, rot: Sauerstoff, tlirkis: Kohlenstoff.

Durch die drei aufeinanderfolgenden Prolinreste wird wahrscheinlich das Peptidrickgrat
stark gespannt, der loop kénnte deshalb breiter und die Wasserstoffbriicken im Peptidriick-
grat des loops kdnnten langer werden. Dies wirde zu einem Verlust von Festigkeit an der
Enzymoberflache fuhren. Im Vergleich zur AFR-A13G-K207P-E208P wurde die Rest-Ak-
tivitat nach Hitzeschritt um 25,5% reduziert und ist damit nur 1,3% hoher als die der AFR-
A13G. Die Ergebnisse der Kombinationsmutanten belegen, dass es schwierig ist, synergisti-
sche Effekte verschiedener Einzelmutationen auf die Thermostabilitat eines Kombinations-

enzyms vorauszusagen (Nishiya und Kishimoto 2009; Wakabayashi et al. 2008).

11.3 Screening der zweiten ISM-Runde
In der zweiten ISM-Runde wurde AFR-A13G-K207P-E208P als Template eingesetzt, da die-

se Variante die thermostabilste Variante der ersten ISM-Runde war. Die Mutagenese wurde

an den verbleibenden sechs Loci durchgefiihrt, es wurden 4992 Klone gescreent.

AFR-A13G-K207P-E208P-E330V

Mit einer Tso'® von 49,2°C war AFR-A13G-K207P-E208P-E330V die thermostabilste Variante
dieser Arbeit, im Vergleich zur AFR-A13G war die Ts'® um 12,5°C erhoht (vgl. Abbildung
68).
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Abbildung 68: Ausschnitt aus der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V. Das Modell wurde
mit YASARA Model erstellt. Gelbe Stabchendarstellung: NADP*. Blau: Stickstoff, rot: Sauer-
stoff, tlrkis: Kohlenstoff, grau: Wasserstoff.

Durch den Austausch E330V konnte die elektrostatische Repulsion zwischen den bei AFR-
A13G und AFR-A13G-K207P-E208P direkt benachbarten negativ geladenen Carboxylgrup-
pen von Glutamat 328 und Glutamat 330 aufgehoben sein, was zu einer Stabilisierung des
C-Terminus und folglich zu einer héheren Thermostabilitdt des Enzyms fihren wiirde (Dor-
scheid 2005; Minagawa et al. 2002; Minagawa et al. 2003). Die Aminosaureaustausche
K207P-E208P und E330V liegen in der Tertiarstruktur weit voneinander entfernt, so dass kei-
ne sterische Hinderung entsteht und ihre stabilisierende Wirkung additiv und nicht reprimie-
rend ist, wie es z. B. flr die Kombinationsmutanten gezeigt wurde (vgl. Kapitel IV1.1.2).

Der Umstand, dass diese Variante in der zweiten ISM-Runde generiert wurde zeigt, dass bei
der gerichteten Evolution von Proteinen durch eine Akkumulation geringer Veranderungen
Uber mehrere Mutantengenerationen hinweg gro3e Veranderungen der Enzymeigenschaften
erzielt werden kénnen (Arnold 2001).

Die hohe Thermostabilitdt der AFR-A13G-K207P-E208P-E330V ermdglichte als zusatzlichen
Schritt wahrend ihrer Anreicherung die Hitzefallung (5 min bei 45°C bzw. 10 min bei 40°C).
Dabei wurden samtliche rekombinante AFRs in dieser Arbeit anders angereichert als bei
Kidhn. Der Reinigungsschritt Gber Affinitdtschromatographie stimmte prinzipiell noch Uberein,
wobei von Kihn eine andere Saule eingesetzt wurde. Anschliellend wurde die AFR bei Kiihn
jedoch durch Anionenaustauscher angereichert und in dieser Arbeit erfolgte die Umpufferung
der AFR durch hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) tGber Phenyl-Sepharose. Dies
resultierte in anderen Werten fur die spezifische Aktivitdt des Enzyms und fur die kataly-
tischen Effizienzen, als sie von Kiihn beschrieben wurden (Dambe et al. 2006).

Die zusatzliche Eliminierung von Fremdproteinen durch die 5-minltige Inkubation bei 45°C
resultierte in einer im Vergleich zur AFR-A13G um 40,7 U/mg erhdhten spezifischen Aktivitat
nach Chromatographie tber Ni- und Phenyl-Sepharose. Die anschliefende SDS-PAGE be-
statigte die hohere Reinheit der Variante. In den Proben nach Phenyl-Sepharose waren kei-
ne Banden aufier der AFR-Bande auf einer Hohe von ca. 38 kDa zu sehen (vgl. Abbildung
24).
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AFR-A13G-E165H-R166T-K207P-E208P

Die Aminosauresubstitutionen von AFR-A13G-E165H-R166T-K207P-E208P sind in
Abbildung 69 dargestellt.
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Abbildung 69: Ausschnitt aus der AFR-A13G-E165H-R166T-K207P-E208P. Das Modell
wurde mit dem Swiss-PDB-Viewer 4.0.1 erstellt. Blau: Stickstoff, rot: Sauerstoff, wei: Koh-
lenstoff, griine gestrichelte Linie: Wasserstoffbriicke.

Aus der Modellrechnung ergibt sich, dass bei der AFR-A13G-E165H-R166T-K207P-E208P
die Hydroxylgruppe von Threonin 166 Wasserstoffbriicken zur Carboxylgruppe des Gluta-
mats 168 ausbilden und mit der Amidgruppe des Peptidriickgrats von Alanin 169 wechselwir-
ken kann. Die [11-Methin-Gruppe des Histidins 165 kénnte mit dem Ca und der Aminogruppe
des Peptidriickgrats von Tryptophan 162 wechselwirken. Verglichen mit der Ausgangsvari-
ante AFR-A13G-K207P-E208P nahm die Ts,'® aber um 2,1°C ab, wahrscheinlich waren die
Aminosaureaustausche in der Tertiarstruktur der AFR ebenfalls zu dicht benachbart und es

kam zu konformatorischen Spannungen des Peptidriickgrats.

AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G

Die Aminosaureaustausche von AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G sind in Abbildung
70 gezeigt.
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Abbildung 70: Ausschnitt aus der AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G. Das Modell
wurde mit YASARA Model erstellt. Blau: Stickstoff, rot: Sauerstoff, turkis: Kohlenstoff, grau:
Wasserstoff.

Der Austausch von Glutamat 165 gegen Serin ist ebenfalls ein /large-to-small-Austausch, der
eine sterische Hinderung zwischen den in direkter Nahe lokalisierten Aminosauren Prolin
207 / Prolin 208 und Glutamat 165 / Arginin 166 abbauen kénnte (Chothia 1975; Kenklies
2004). Da aber von den Seitenketten des Serins 165 und Glycins 166 keine neuen
Wasserstoffbriicken ausgebildet werden, wird diese Variante im Vergleich zur AFR-A13G-
K207P-E208P nicht in hdherem Ausmaf stabilisiert. Die Tso'® wird um 0,2% auf 41,8°C redu-

ziert.

1.2 Zufallsmutagenese durch error prone-PCR

Die im vorherigen Kapitel gezeigte Reduktion der Thermostabilitat der drei Kombinationsmu-
tanten AFR-A13G-E165N-R166K-K207P-E208P, AFR-A13G-E165N-R166K-G209Q und
AFR-A13G-K207P-E208P-G209P im Vergleich zu den Ausgangsmutanten hat gezeigt, dass
sich die Auswirkungen von Mutationen nur schwierig vorhersagen lassen (Kim et al. 2008;
LiCata und Ackers 1995; Nishiya und Kishimoto 2009; Tobin et al. 2000; Wakabayashi et al.
2008). Deshalb wurden in dieser Arbeit neben der Methode der ISM durch error prone-PCR
auch zufallige Punktmutationen in das afr-a13g-Gen eingefuhrt (Cadwell und Joyce 1992;
Cadwell und Joyce 1994; Leung et al. 1989; Reetz et al. 2008). Dabei wurden die PCR-
Bedingungen so gewahlt, dass pro Gen und Generation 1-3 Basen substituiert wurden
(Miyazaki und Arnold 1999). 1632 Klone wurden gescreent.

Die mit einer Ts'® von 46,6°C thermostabilste durch error prone-PCR erhaltene Variante
AFR-G13A-M31V zeigte Ubereinstimmend mit den Angaben in der Literatur unerwartete
Mutationen (Lei 2003).

AFR-G13A-M31V

Die beiden Aminosaureaustausche, die durch 2 Basensubstitutionen hervorgerufen wurden,
sind in Abbildung 71 dargestellt. Sie liegen in der fingerprint-Region der N-terminalen Di-

nukleotid-Bindedoméne, die von den Aminosdureresten 3-33 gebildet wird, die Strange (1
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und B2 sowie die verbindende Helix a1 einschliet und die an der Cosubstrat-Bindung
beteiligt ist. Der von Kiihn zur Anderung der Cosubstrat-Spezifitat eingefiihrte Austausch von
Alanin 13 gegen Glycin wurde in dieser Variante revidiert, das Phosphat-Bindungsmotiv aus
Glycin 8, Serin 10 und Alanin 13 wurde wieder hergestellt (Dambe et al. 2006). Durch diesen
Austausch vergoRert sich das Volumen der Aminosaure an Position 13 um 25,1 A3. Der
Abstand zwischen der aA-Helix und dem B1-Faltblatt kdnnte dadurch vergoRert und die
Bindung von NADPH verbessert werden (Chothia 1975; Kenklies 2004, Kiihn 2004). AulRer-
dem koénnte durch die von M31V hervorgerufene Volumenverkleinerung eine sterische Hin-
derung aufgehoben werden, wodurch die Wasserstoffbriicke zwischen dem Serin 33 und der
2’-Phosphatgruppe des Adenosins von NADPH verklrzt werden kénnte, was die NADPH-
Bindung zusatzlich verbessern wiirde (Kiihn 2004).

Da in dieser Arbeit ausschlielBlich NADPH als Cosubstrat eingesetzt wurde, stellte der durch

G13A hervorgerufene Verlust der dualen Cosubstrat-Spezifitat keinen Nachteil dar.

Abbildung 71: Ausschnitt aus den fingerprint-Regionen der AFR-A13G und der AFR-
G13A-M31V. A) AFR-A13G und B) AFR-G13A-M31V. Die Modelle wurden mit YASARA Mo-
del erstellt. Gelbe Stabchendarstellung: NADP®. Rot: Sauerstoff, griin: Schwefel, tiirkis: Koh-
lenstoff, grau: Wasserstoff.

Durch den Austausch G13A wird der mit einem Hydropathizitatsindex von -0,4 leicht hydro-
phile Glycinrest durch ein hydrophobes Alanin (1,8) ersetzt. Der Austausch von Methionin 31
gegen Valin erhoht den Hydropathizitatsindex von 1,9 auf 4,2 (Kyte und Doolittle 1982). Da
diese Aminosaureseitenketten im Enzyminneren liegen, kénnte wie in der Literatur dokumen-
tiert die Steigerung der Hydrophobizitat des Enzym-Inneren zu einer erhéhten Thermostabili-
tat dieser Variante fihren (Priyakumar 2012).

Aullerdem ist bei der Ausgangsvariante AFR-A13G die aliphatische Seitenkette des Methio-
nins 31 mit einem Volumen von 170,8 A% sperrig und bildet keine stabilisierenden Disulfid-
oder Wasserstoffbricken zu benachbarten Aminosauren aus, es kommt wahrscheinlich zu
einer sterischen Hinderung mit Tyrosin 42. Durch die um 29,1 A® verkleinerte Seitenkette von
Valin 31 kdnnte diese sterische Hinderung teilweise abgebaut werden (Chothia 1975; Ken-
klies 2004).
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Durch error prone-PCR konnte die Ts,'® der AFR-A13G mit nur 2 Aminosaureaustauschen
um 9,9°C auf 46,6°C erhéht werden, womit bestéatigt wurde, dass Enzyme unter starkem
Selektionsdruck schnell an veranderte Umweltbedingungen adaptieren kénnen (Miyazaki et
al. 2000). Es wurde auch bereits gezeigt, dass der Austausch nur zweier Aminosauren die
Thermostabilitdt eines industriell relevanten Enzyms signifikant verbessern kann (Xie et al.
2006).

Separation beider Mutationen

Zur Analyse der beiden Mutationen der Doppelmutante AFR-G13A-M31V auf einen kumu-
lativen Effekt hin wurden beide Mutationen anschliel3end durch ortsgerichtete Mutagenese in
2 Varianten separiert (Giver et al. 1998; Reetz et al. 2007). Da die Thermostabilitat der bei-
den Varianten AFR-G13A (Ts'® = 40,2°C) und AFR-A13G-M31V (Ts'® = 44,9°C) im Ver-
gleich zur AFR-G13A-M31V (Ts,'° = 46,6°C) reduziert war, konnte der additive Effekt der bei-
den Aminosaureaustausche gezeigt werden. Die Erhéhung der Thermostabilitdt durch addi-
tive oder synergistische Effekte wurde bereits in der Literatur beschrieben (Lehmann et al.
2002; Pantoliano et al. 1989; Schumann et al. 1993; Serrano et al. 1993).

Zur Analyse auf weitere kumulative Effekte wurden die Aminosaureaustausche der AFR-

G13A-M31V mit denen der thermostabilsten Variante der ersten ISM-Runde kombiniert.

Kombination von AFR-G13A-M31V mit K207P-E208P
Die Aminosauresubstitutionen von AFR-G13A-M31V-K207P-E208P sind in Abbildung 72

dargestellt.
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Abbildung 72: Ausschnitt aus AFR-G13A-M31V-K207P-E208P. Das Modell wurde mit YA-
SARA Model erstellt. Gelbe Stabchendarstellung: NADP*. Rot: Sauerstoff, tlrkis: Kohlen-
stoff, grau: Wasserstoff.

Im Gegensatz zu vielen in dieser Arbeit generierten Kombinationsmutanten liegen die Ami-
nosaureaustausche G13A-M31V und K207P-E208P in der Tertiarstruktur dieser Variante
weit voneinander entfernt und bauen wahrscheinlich keine sterische Hinderung zueinander
auf. Die Ts'® wird aber im Vergleich zur AFR-G13A-M31V nur um 0,6°C auf 47,2°C erhéht,
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die Stabilitadt der Enzymstruktur wird durch die beiden Prolinreste an den Positionen 207 und
208 nur geringflgig gesteigert. Dennoch ist diese Kombinationsmutante die zweitstabilste
Variante dieser Arbeit.

Obwohl die Aminosaureaustausche der thermostabilsten Ausgangsvarianten in der Tertiar-
struktur der Kombinationsmutante nicht unmittelbar benachbart sind und deshalb nicht repul-
siv aufeinander wirken konnen, wurde die Thermostabilitat der Kombinationsmutante nur
marginal erhoht. Dieses Phanomen zeigt ebenfalls, dass die Effekte eines rationalen Amino-
saureaustauschs nur schwer vorherzusagen sind. Deshalb ist es, auch wenn die Kristall-
struktur eines Enzyms vorliegt, unwahrscheinlich, dass die in den Experimenten gefundenen
geeignetsten Mutationen hatten vorhergesagt werden kénnen (Dorscheid 2009; Lehmann et
al. 2000). Aus diesem Grund konnten bis jetzt auch noch keine allgemeingiltigen Regeln zur
Erhéhung der Thermostabilitat generiert werden, weshalb die Zufallsmutagenese z. B. durch
error prone-PCR zur Optimierung von Enzymen immer noch standardmagig zur Generierung
von Enzymvarianten mit verbesserten Ziel-Eigenschaften eingesetzt wird (Zhao und Arnold
1999).

Da Struktur-Funktions-Beziehungen von Proteinen momentan intensiv erforscht und bioinfor-
matische Methoden allgemein standig weiter entwickelt werden, ist aber die Wahrscheinlich-
keit hoch, dass es zuklnftig zuverlassigere Modelle zur Vorhersage der Auswirkungen von

Aminosauresubstitutionen auf die Enzym-Eigenschaften geben wird.

1.3  Aktivitat der AFR-Varianten

Bei allen durch ISM generierten AFR-A13G-Varianten auller bei AFR-A13G-G209Q und
AFR-A13G-E165N-R166K war die Verbesserung der Thermostabilitdt mit einer deutlichen
Reduktion der katalytischen Effizienz fir 6-Deoxy-D-glucoson assoziiert, da wegen der niedri-
gen relativen Aktivitat der Ausgangsvariante AFR-A13G fiir 6-Deoxy-D-glucoson beim Scree-
ning im Mikrotiterplatten Mal3stab 1,5-AF als Substrat eingesetzt werden musste. Deshalb
wurde der Selektionsdruck nicht gleichzeitig auf erhdhte Thermostabilitat und gesteigerte ka-
talytische Effizienz fur dieses Substrat ausgeubt. Es war bereits bekannt, dass die erfolg-
reiche Veranderung der Ziel-Eigenschaft eines Enzyms zunachst mit der Verschlechterung
einer anderen assoziiert sein kann, wenn nicht auf beide Eigenschaften gleichzeitig ge-
screent wird (Arnold 2001 A, Giver et al. 1998, Hamamatsu et al. 2006; You und Arnold
1996).

Die katalytischen Effizienzen von AFR-A13G-G209Q und AFR-A13G-E165N-R166K waren
bei der Umsetzung von 6-Deoxy-D-glucoson anndhernd gleich hoch wie die der AFR-A13G.
Dass bei diesen Varianten die Tso'® im Vergleich zur AFR-A13G nur um 0,4°C bzw. 2,1°C
erhoht war, deutet darauf hin, dass die Enzymstruktur der AFR zur effektiven Katalyse die-

ses Substrates flexibel sein muss, was in einer reduzierten Thermostabilitat resultiert. Die
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Moglichkeit einer starken inversen Relation von Thermostabilitdt und katalytischer Effizienz
durch die reduzierte konformatorische Dynamik eines Enzyms war bereits bekannt (Hama-
matsu et al. 2006; Lehmann et al. 2000; Shoichet et al. 1995; Somero 1975; Varley und Pain
1991).

Da aber drei der thermostabilsten Varianten dieser Arbeit, AFR-A13G-K207P-E208P, AFR-
A13G-K207P-E208P-E330V und AFR-A13G-M31V, fur das Substrat 1,5-AF im Vergleich zur
AFR-A13G eine um 20%, 140% bzw. 160% gesteigerte katalytische Effizienz besalen, kann
davon ausgegangen werden, dass bei der AFR eine hohe katalytische Aktivitat bei mode-
raten Temperaturen und eine hohe operative Thermostabilitat nicht grundsatzlich invers kor-
reliert sind, sondern nur bei der Katalyse des ohnehin schlechter verwerteten Substrates 6-
Deoxy-D-glucoson. Der Grund fir die inverse Korrelation von katalytischer Aktivitat fir 6-
Deoxy-D-glucoson und Thermostabilitat bei gleichzeitig hoher Aktivitat fur 1,5-AF kénnte in
einem anderen Bindemechanismus von 6-Deoxy-D-glucoson im aktiven Zentrum liegen, der
durch die gesteigerte Enzymrigiditat inhibiert wird.

Es ist schwer zu begriinden, warum die an der Enzymperipherie der AFR-A13G eingefihrten
Aminosaureaustausche, die in der Tertidrstruktur weit vom aktiven Zentrum mit der katalyti-
schen Triade Lys 94, Asp 176 und His 180 und von der NADP(H)-bindenden fingerprint-
Region entfernt liegen, Auswirkungen auf die Enzymaktivitdt haben (Kihn 2004). Solche
Veranderungen, die sich durch geringflgige Strukturveranderungen von der Enzymperiphe-
rie bis ins aktive Zentrum fortpflanzen, wurden bereits unter anderem fir die P20xB2H be-
schrieben und werden als relais effects bezeichnet (Bastian 2005; Bastian et al. 2005; Oue
et al. 1999; Raman et al. 2004; Wongtrakul et al. 2003).

Obwohl die katalytische Effizienz der thermostabilsten Variante der ersten ISM-Runde fir 6-
Deoxy-D-glucoson deutlich verschlechtert war, wurde AFR-A13G-K207P-E208P in der zwei-
ten Runde als Template eingesetzt, da bereits bekannt war, dass in den ersten Screening-
Generationen die Erhéhung der Thermostabilitat eines Enzyms zwar mit erhéhten K,-Werten
und reduzierten k., im mesophilen Temperaturbereich (30°C) assoziiert sein kann, dass aber
die Wahrscheinlichkeit sehr hoch ist, dass die Enzymaktivitat in nachfolgenden Screening-
Generationen wieder auf Wildtyp-Hohe ansteigt (Giver et al. 1998). Dies wurde durch die
Verdopplung der katalytischen Effizienz fir 1,5-AF bei der in der zweiten ISM-Runde gene-
rierten thermostabilsten Variante AFR-A13G-K207P-E208P-E330V im Vergleich zur AFR-
A13G-K207P-E208P bestatigt. Deshalb konnte auch davon ausgegangen werden, dass die
katalytische Aktivitat fur 6-Deoxy-D-glucoson ebenfalls in den nachsten Screening-Genera-
tionen wieder ansteigen wirde.

Da die Thermostabilitat der Varianten im Vergleich zur AFR-A13G zum Teil deutlich erhdht

war, musste in den Biokonversionen von 6-Deoxy-D-glucoson die zugesetzte Enzymmenge
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im Vergleich zur AFR-A13G wegen der verschlechterten katalytischen Effizienzen fur dieses
Substrat jedoch nicht erhdht werden (vgl. Kapitel 1113.4).

AFR-G13A-M31V zeigt mit der im Vergleich zur AFR-A13G auf 260% erhohten katalytischen
Effizienz fur 1,5-AF und der nur um 17% reduzierten katalytischen Effizienz fur 6-Deoxy-D-
glucoson das grole Potential der error prone-PCR zur Generierung von Enzymvarianten mit
signifikant erhdhter Thermostabilitat bei gleichzeitig signifikant hoher katalytischer Aktivitat im
mesophilen Temperaturbereich.

Aus diesem Grund kénnte die error prone-PCR kénnte im nachsten Schritt mit den thermo-
stabilsten AFR-Varianten dieser Arbeit als Templates durchgefiihrt werden, um sowohl die
Thermostabilitat als auch die katalytische Effizienz der Varianten fir 6-Deoxy-D-glucoson

noch weiter zu steigern.

2 Biokonversionen mit AFR-A13G und den thermostabil ver-

besserten AFR-Varianten

Bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit waren ausschlieRlich chemische Verfahren zur b-Rhamnose-
Synthese in der Literatur dokumentiert. Eines dieser Verfahren basierte auf der Umsetzung
von D-Mannose, die um den Faktor 1000 teurer ist, als die in dem hier beschriebenen neuen
Prozess eingesetzte D-Glucose (Nishio et al. 1996). Bei einem anderen Verfahren wurde die
chemische Konfigurationsumkehr am C2 der 6-Deoxy-D-glucose mit Hilfe eines teuren, die
Umwelt belastenden und deshalb nicht mehr zeitgemallen Schwermetall-Katalysators durch-
gefuhrt (Tanase et al. 1986, Anastas und Warner 1998).

Die vom Kooperationspartner toroma organics Ltd. aus D-Glucose synthetisierte 6-Deoxy-D-
glucose wurde in dieser Arbeit zunachst durch Biokonversion mit P20x zu 6-Deoxy-D-gluco-
son oxidiert (vgl. Kapitel 1122.1 und 1113.2). Fir die nachfolgende Reduktion durch AFR-A13G
sollte ein effektives und effizientes in situ-Cosubstrat-Regenerierungssystem etabliert wer-
den, um die wirtschaftliche Synthese der D-Rhamnose zu ermdglichen (Johannes et al.
2007).

Zur Cosubstrat-Regenerierung wurde die GDH aus Pseudomonas spec. verwendet, da die-
ses Enzym ebenso wie sein Hauptsubstrat D-Glucose kommerziell glinstig und zudem hoch
aktiv und stabil ist (Sogabe et al. 1994). Aullerdem ist die von GDH katalysierte Reaktion
wegen der spontanen Hydrolyse des D-Gluconolactons zu D-Gluconsaure nahezu irreversi-
bel und das Reaktionsgleichgewicht liegt hauptsachlich auf der Seite der NADP*-Reduktion
(Goldberg et al. 2007).

Bei der Prozessoptimierung sollten die glnstigsten Konditionen gefunden werden, um hohe
Umsatzgeschwindigkeiten bei hoher Selektivitat und niedrigem Enzymverbrauch zu erhalten.

Vom ékonomischen Standpunkt aus sollte dabei ein Kompromiss gefunden werden zwischen
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der Raum-Zeit-Ausbeute und der Zyklenzahl (TTN), die direkt die Kosten fiir das Cosubstrat
bestimmt. Das Ziel war dabei, moéglichst niedrige Cosubstrat-Konzentrationen einzusetzen,
um bei mdglichst hohen TTNs Uberschissiges Cosubstrat zu vermeiden. Die NADP(H)-Kon-
zentration sollte aber so hoch sein, dass nicht schon bei geringfiigiger Deaktivierung der En-

zyme die Raum-Zeit-Ausbeute abfallt (Kragl et al. 1992).

21 Biokonversion von D-Glucoson

Die Prozessentwicklung erfolgte in Vorversuchen mit D-Glucoson als Substrat, um den Ver-
brauch an 6-Deoxy-D-glucoson einzuschranken. Dies wurde durch die Ahnlichkeit der kineti-
schen Konstanten der AFR-A13G fir D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson ermdglicht (vgl.
Tabelle 10).

Die Zusammensetzung des Biokonversionsansatzes mit AFR und in situ-Cosubstrat-Rege-
nerierung durch GDH wurde empirisch ermittelt, wie es haufig fir das Design von Biopro-
zessen beschrieben wurde (Carinhas 2011; Larrosa 2008; Lee und Gilmore 2006). Dabei ist
bekannt, dass mit steigender Cosubstrat-Konzentration die Biokonversion friiher quantitativ
abgeschlossen ist, wahrend die Zyklenanzahl (TTN) abnimmt und dass eine abnehmende
Cosubstrat-Konzentration zu einem Anstieg der Zyklenzahl bei gleichzeitiger Abnahme der
Reaktionsgeschwindigkeit fuhrt, da es zunehmend zur Cofaktor-Limitierung kommt (Kragl et
al. 1992). Dies konnte durch die verschiedenen Biokonversionsansatze bestatigt werden. Um
den experimentellen Aufwand einzugrenzen, wurden die Konzentrationen der verschiedenen
Biokonversionskomponenten ausgehend von den von Kihn eingesetzten Konzentrationen
optimiert (Kihn 2004).

In den Vorversuchen wurden die Raum-Zeit-Ausbeuten von b-Mannose von 11,88 g-L"-d”
auf 244,3 g-L"-d™" erhéht, bei gleichzeitiger Steigerung der TTN von 48,78 auf 158,73 Zyklen.
Die TTN war damit hoher, als fir andere etablierte NADP(H)-Regenierungsmethoden be-
schrieben, wie z. B. die fir die batch Produktion von (R)-Phenylethanol mit einer durch Pro-
tein Engineering in ihrer Aktivitat und Stabilitat verbesserten Variante der Phosphit Dehydro-
genase aus Pseudomonas stutzeri und in situ-Cosubstrat-Regenerierung mit Alkoholdehy-
drogenase aus Lactobacillus brevis mit einer TTN von 100 Zyklen (Johannes et al. 2007).

Da bei effizienten Syntheseprozessen die Produkt-Konzentrationen hoch und die Konzentra-
tion der Enzyme und Coenzyme niedrig sein sollen, wurde im Verlauf der Vorversuche der
AFR-Gehalt von 32 U/ml auf 15,2 U/ml und der GDH-Gehalt von 30 U/ml auf 5 U/ml reduziert
(Chisti 1998). Die letzte Biokonversion von 4 mmol D-Glucoson wurde mit einer Enzym-Rate
von 3:1 (AFR-A13G:GDH) und einer D-Glucoson-zu-D-Glucose-Rate von 1:1,3 durchgefuhrt

und war nach 3,5 h quantitativ abgeschlossen.
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2.2 Biokonversion von 6-Deoxy-D-glucoson

Da mit der bisher in Biokonversionen von D-Glucoson eingesetzten HPLC-Saule die Separa-
tion samtlicher Komponenten der Biokonversion von 6-Deoxy-D-glucoson nicht gewahrleistet
war, musste zunachst empirisch eine geeignete HPLC-Saule gefunden und die Flussrate des
FlieBmittels und die Einstellungsparameter des Integrators ermittelt werden (Carinhas 2011;
Larrosa 2008; Lee und Gilmore 2006). Es zeigte sich, dass alle Reaktionsbestandteile durch
die Rezex RHM Monosaccharid H*-S&ule mit einem Fluss von 0,25 ml/min und einem Pa-
piervorschub von 6 mm/min erfolgreich durchgefihrt werden konnten.

Bei Biokonversionen von 6-Deoxy-D-glucoson wurde die AFR-Konzentration auf 16 U/ml er-
hoht, um die im Vergleich zu D-Glucoson leicht reduzierte katalytische Effizienz der AFR-
A13G fir dieses Substrat auszugleichen. Die Enzym-Rate wurde auf 3,2:1 (AFR:GDH) ge-
steigert. Aulierdem wurde die D-Glucosemenge um 1 mmol reduziert, um die mit D-Glucoson
etablierten Produkt-Reinigungsmethoden an die erhéhten Anforderungen bei der Umsetzung
von 6-Deoxy-D-glucoson anzupassen. Denn bei der Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson
durch AFR-A13G entstehen 55 mol% 6-Deoxy-D-glucose, die in der nachfolgenden GOx/
Katalase-Reaktion zu 6-Deoxy-D-gluconsdure oxidiert und mittels lonenaustauscher entfernt
werden mussen. Die Biokonversion von 4 mmol 6-Deoxy-D-Glucoson, die mit einer Enzym-
Rate von 3,2:1 durchgefuhrt wurde, war ebenfalls nach 3,5 h quantitativ abgeschlossen, die
leicht reduzierte katalytische Effizienz der AFR fur dieses Substrat konnte also durch die
Erhéhung der Enzymmenge um 5,3% erfolgreich kompensiert werden.

Die Zyklenanzahl betrug fir alle Biokonversionen von 6-Deoxy-D-glucoson analog der Vor-
versuche mit D-Glucoson 158,73. Die Raum-Zeit-Ausbeute der beiden Epimere 6-Deoxy-D-
glucose und D-Rhamnose mit AFR-A13G betrug analog zu den Vorversuchen mit D-Gluco-
son 222,37 g-L"-d", was einer Raum-Zeit-Ausbeute von 100,1 g-L"-d”" fiir D-Rhamnose ent-
sprach.

Bei den Biokonversionen von 6-Deoxy-D-glucoson ist die durch ortsgerichtete Mutagenese
generierte Separationsmutante AFR-A13G-M31V hervorzuheben. Da nach 3,4 h 3,97 mmol
des 6-Deoxy-D-glucosons umgesetzt waren, war die Reaktionsgeschwindigkeit dieser Vari-
ante vergleichbar zur AFR-A13G, bei der die Reduktion nach 3,5 h quantitativ abgeschlos-
sen war. AFR-A13G-M31V verflgte jedoch Uber eine veranderte Selektivitat, es wurden
8 mol % mehr D-Rhamnose gebildet als durch die AFR-A13G.

Im Gegensatz dazu wurden bei der durch error prone-PCR generierten thermostabilsten Va-
riante AFR-G13A-M31V lediglich 36,2 mol% D-Rhamnose gebildet. Die verschiedenen Mol-
Verhaltnisse der Ausgangsvarianten im Vergleich zu den in dieser Arbeit erzeugten Mutan-

ten zeigt Tabelle 32.
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Tabelle 32: Selektivitat ausgewahlter AFR-Varianten. Gezeigt ist der Anteil gebildeter D-
Rhamnose bei der Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson in mol%. *: Kihn et al. 2006

Variante AFR-Variante/Quelle D-Rhamnose [mol%)]
AFR-G13A Wildtyp-AFR aus S. morelense S-30.7.5 45*
AFR-A13G ortsgerichtete Mutagenese (Kihn 2004) 45
AFR-G13A-M31V | error prone-PCR (d. A.) 36
AFR-A13G-M31V | ortsgerichtete Mutagenese (d. A.) 53

Damit konnte Methionin 31 als ein hot spot fur die Selektivitat der durch AFR gebildeten
Epimere identifiziert werden (Reetz et al. 2007). Bei der Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson
durch die Wildtyp-AFR (AFR-G13A) und die Variante AFR-A13G wurden 55 mol% 6-Deoxy-
D-glucose gebildet. Wahrend der Austausch von M31V in Kombination mit G13A zu 64 mol%
6-Deoxy-D-glucose fiihrte und sich somit negativ auf die D-Rhamnose-Ausbeute auswirkte,
wurden mit der Kombination von M31V und A13G 53 mol% D-Rhamnose gebildet. Diese
Aminosaureaustausche flihrten vermutlich zu einer Verschiebung des NADP(H) in der finger-
print-Region und in der Folge zu einer veranderten Ausrichtung des Substrates in der direkt
benachbarten Substratbindestelle, so dass das Hydrid vom Nicotinamidring des Cosubstrats
Uber den Saure-Basen-Katalysator Histidin 180 vermehrt axial (D-Rhamnose) oder aquatorial
(6-Deoxy-D-glucose) auf die C2-Carbonylgruppe des Substrates (bertragen werden konnte
(Dambe et al. 2006).

Zur Verbesserung der Selektivitat von Enzymen wurden die Methoden der gerichteten Evolu-
tion ebenfalls schon eingesetzt, wobei auch hier relais effects von distal gelegenen Amino-
saureaustauschen beschrieben wurden (Bornscheuer und Pohl 2001; Jaeger et al. 2001;
Jaeger und Eggert 2002; Liebeton et al. 2000; Reetz et al. 1997; Reetz et al. 2007; Reetz
und Jaeger 2002).

Im Vergleich zu dem von Kiihn verwendeten in situ-Cosubstrat-Regenerierungssystem mit
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49) wurde in dieser Arbeit ein System etab-
liert, das eine auf 330% erhdhte Total Turnover Number fir NADP(H) und damit eine gestei-
gerte Wirtschaftlichkeit besitzt. Die TTN dieses Systems koénnte zuklinftig noch weiter gestei-
gert werden, z. B. durch die systematische Reduktion der eingesetzten NADP*-Konzentration
oder durch die in der Literatur dokumentierte Methode des substrate feeds. Mit GDH aus
Pseudomonas spec. wurde ein sehr vielversprechendes NADP(H)-Regenerationssystem im
Vergleich zu etablierten enzymatischen Systemen entwickelt (Johannes et al. 2007). Aul3er-
dem wurde die Variante AFR-A13G-M31V generiert, die aufgrund ihrer Reaktionsgeschwin-
digkeit und des zugunsten der D-Rhamnose-Synthese verschobenen Epimerverhaltnisses

Uber ein groRes Potenzial fir den Einsatz in Biokonversionen von D-Rhamnose verfligt.
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Zukunftig kdnnte an der in dieser Arbeit als hot spot der D-Rhamnose-Synthese identifizier-
ten Position 31 eine ortsgerichtete Sattigungsmutagenese durchgefiihrt werden. Durch den
Austausch des Methionin 31 gegen alle 20 proteinogenen Aminosauren kénnten Varianten
generiert werden, die sich bei der Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson durch einen noch

hoheren Epimereniberschuss zugunsten der D-Rhamnose auszeichnen.

2.3 Produkt-Reinigung

Ziel war es, die in Biokonversionen durch AFR gebildete D-Rhamnose durch physikalisch-
chemische Verfahren von den anderen Komponenten zu separieren und so ihre Reinheit und
Konzentration zu steigern (Chisti 1998; Liu et al. 2004). Beim Design der Produkt-Reinigung
mussen empirisch aus einer Vielzahl zur Verfiigung stehender Methoden, wie Fest-Flissig-
Separationen, Membran-Separationen (z. B. Ultrafiltration), Extraktionen, chromatographi-
schen Methoden (z. B. lonenaustausch-Chromatographie) und thermalen Operationen (z. B.
Lyophilisierung) fur jede Produkt-Reinigung die geeignetsten Verfahren selektiert und diese
in moglichst wenig individuellen Prozessschritten ausgeflhrt werden, um eine hohe Produkt-
Ausbeute zu gewahrleisten (Chisti und Moo-Young 1990; Chisti und Moo-Young 1991;
Gyure 1992; Snowman 1988; Wheelwright 1991).

Auch die Schritte der Produkt-Reinigung wurden zunachst in Vorversuchen mit D-Mannose
optimiert. Die fUnf in dieser Arbeit etablierten Separationsschritte aus zweimaliger Ultra-
filtration, GOx/Katalase-Reaktion, gemischtem lonenaustauscher und Lyophilisierung stellten
zwei Schritte weniger dar, als standardmafig bei Biosynthesen durchgefiihrt werden (Chisti
1998). Durch Verwendung der GOx aus Aspergillus niger entfallt ein zusatzlicher Schritt der
Produkt-Reinigung, da das Enzym nicht nur D-Glucose zu D-Gluconat, sondern auch mit
einer relativen Aktivitdt von 10% die bei der Biokonversion von 6-Deoxy-D-glucoson durch
AFR gebildete 6-Deoxy-D-glucose zu 6-Deoxy-D-gluconat oxidierte, das im Anschluss ein-
fach durch lonenaustauscher entfernt werden konnte (Pazur und Kleppe 1964). In den Vor-
versuchen mit D-Mannose konnte zudem gezeigt werden, dass GOx und Katalase unter den
gewahlten Reaktionsparametern (Enzyme umgepuffert in 100 mM KH.PO, (pH 7,0), 30°C,
300 rpm, 1 L/min Sauerstoff, Titration mit 2 M NaOH) innerhalb von 2 Stunden nicht inakti-
viert wurden. Dies stimmte mit den in der Literatur beschriebenen hohen Enzymstabilitaten
Uberein. Danach besal} die GOx aus A. niger bei 30°C und pH 6,0 — pH 7,0 nach 24 h noch
80% - 100% Restaktivitat (Hartmeier und Tegge 1979). Die Rinderleber-Katalase ist auf-
grund ihres Ursprungs bei 37°C Uber einen langen Zeitraum stabil, es konnte sogar gezeigt
werden, dass sie nach 45 min bei 60°C noch 40% ihrer Ausgangsaktivitat besitzt und in
einem pH-Bereich von 4,0 — 8,5 konstant ist (Chance 1952; Zeng et al. 2011).

Da in den Vorversuchen getrennte Anionen- und Kationenaustauscher ineffektiv zur Ent-

fernung von D-Gluconat, NADP(H) und BisTris waren und gleichzeitig eine grol’e Menge des



Kapitel IV. Diskussion 139

Produkts D-Mannose absorbiert wurde (Daten nicht gezeigt), erfolgte die Reinigung der D-
Rhamnose durch gemischten lonenautauscher. Nach 10-minutiger Inkubation der Biokon-
versionsansatze waren D-Gluconat, NADP(H) und BisTris nicht mehr detektierbar und 81%
des Produktes lagen geldst vor. Durch Verwendung des gemischten lonenaustauscher-Har-
zes war ein zusatzlicher Reinigungsschritt weniger nétig.

Die Separationseffizienz ist dann am héchsten, wenn die aufeinanderfolgenden Trennmetho-
den auf unterschiedlichen physikalischen bzw. chemischen Eigenschaften der einzelnen
Komponenten basieren (Chisti 1998). Deshalb wurden in dieser Arbeit die verschiedenen
Bestandteile sowohl mittels Ultrafiltration nach ihrem Molekulargewicht als auch durch ge-
mischten lonenaustauscher nach ihrer Ladung getrennt. Die im ersten Schritt der Reinigung
stattfindende Trennung von festen und flissigen Komponenten, hier durch Ultrafiltration,
stimmt mit der typischen Vorgehensweise bei large scale Produkt-Reinigungen Uberein
(Chisti und Moo-Young 1991).

Da die Stabilitat eines Produktes wahrend der Reinigung durch viele Faktoren negativ beein-
flusst werden kann, wie z. B. durch abbauende Enzyme, mechanische Krafte, mikrobielle
Kontamination, Oxidantien oder andere denaturierende Chemikalien, sollte die Expositions-
dauer unter diesen Bedingungen minimiert werden (Chisti 1998; Chisti und Moo-Young
1994). Deshalb wurden alle Reinigungsschritte der D-Rhamnose direkt nacheinander durch-
gefuhrt und die ersten vier Reinigungsschritte waren nach 2,7 h abgeschlossen. Beim an-
schlielenden Einfrieren der D-Rhamnose bei -70°C mit nachfolgender Lyophilisierung wur-
den viele der oben angefiihrten potenziell destabilisierenden Faktoren inaktiviert, weshalb
die eintagige Inkubation im Lyophilisator keine Auswirkungen auf die D-Rhamnose-Stabilitat
zeigte.

Die Wirtschaftlichkeit der durchgefiihrten Produkt-Reinigung musste ebenfalls beachtet wer-
den, um eine spatere Ubertragung der etablierten Reinigungsschritte in einen groeren MaR-
stab gewahrleisten zu kénnen.

Primar hangen die Produktionskosten eines biologisch hergestellten Produktes von den Sub-
stratkosten ab (Deckwer 1995; Hermann und Patel 2007). Durch die von toroma organics
Ltd. durchgefiihrten Synthesewege konnte D-Rhamnose ausgehend von D-Glucose synthe-
tisiert werden. Da die Kosten fiir D-Glucose mit ca. 20 €/kg (Stand 08/2011) vernachlassigbar
gering sind und aufgrund des Cosubstrat-Regenerierungssystems mit GDH aus Pseudomo-
nas spec. nur stochiometrische Mengen von NADP(H) eingesetzt werden mussten, machten
die Kosten der Produktreinigung einen Grofteil der Gesamtkosten aus. Chisti und Mitarbeiter
zeigten, dass in Syntheseprozesen die Kosten der Produkt-Reinigung sogar bis zu 80% der
Gesamtkosten des Prozesses ausmachen konnten (Chisti 1998). Auch aus diesem Grund
wurde die Anzahl der Reinigungsschritte auf das Minimum beschrankt. Eine weitere Reduk-

tion der Kosten wurde durch den Einsatz von Polysulfon-Membranen zur Ultrafiltration
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erreicht, die regeneriert werden konnten und deshalb nur selten ausgetauscht werden
mussten. Solche Polymer-Membranen werden auch bei /arge-scale Podukt-Reinigungen
bevorzugt eingesetzt (Chisti 1998). Dabei wurde fir die Ultrafiltrationsmembran allgemein ein
spezifischer Energieverbrauch von 5 kWh/m?® berechnet, der damit geringer ist als z. B. fiir
Nanofiltrationsmembranen (7 kWh/m®) oder Membranen fiir die reverse Osmose (9 kWh/m®)
(Xiu und Zeng 2008). Auch das Harz des gemischten lonenaustauschers konnte in wenigen
einfachen Schritten regeneriert werden. Der in der Literatur dokumentierte Nachteil einer
haufigen Regeneration des Austauscher-Harzes durch dessen niedrige Selektivitat und Ka-
pazitat wurde aufgrund des vorherigen Entfernens der Proteine aus der Lésung umgangen
(Xiu und Zeng 2008). Zusatzliche Kostensenkung wurde durch die Verwendung der Katalase
aus Rinderleber erreicht, da dieses Enzym kostengunstig ist und in der Arbeitsgruppe bereits
seit einigen Jahren erfolgreich zur Entfernung von H,O, eingesetzt wurde. Ein solches Retro-
fitting eines existierenden Prozesses, bei dem in dieser Arbeit lediglich die Oxidase (Pyra-
nose-2-Oxidase gegen GOx) ausgetauscht wurde, ist viel konomischer, als die Etablierung
eines neuen Prozesses, besonders, um zeitnah Ergebnisse zu erhalten. Die Antikorrosion
der Ausstattung durch Aciditat des Ansatzes z. B. durch das in der GOx/Katalase-Reaktion
gebildete D-Gluconat und 6-Deoxy-D-gluconat wurde durch Titration des pHs zwischen 6,5
und 7,0 verhindert. Damit wurde ein Hauptproblem der large scale Produkt-Reinigungen ver-
mieden (Liu et al. 2004).

Es wurde eine kosten- und zeiteffiziente Produkt-Reinigung entwickelt, mit der es mdglich
war, die in Biokonversionen mit AFR gebildete D-Rhamnose von allen anderen Komponenten
zu reinigen. Die Reinheit der b-Rhamnose wurde durch DC, HPLC und *C- bzw. 'H-NMR
bestatigt.

Die in dieser Arbeit etablierte Biokonversion von 6-Deoxy-D-glucoson durch AFR mit in situ-
Cosubstrat-Regenerierung durch GDH und die nachfolgenden Schritte der Produkt-Reini-
gung besitzen aufgrund ihrer Effektivitdt zur Synthese und Reinigung der b-Rhamnose und
ihrer Kosteneffizienz prinzipiell das Potential zur Ubertragung in einen gréReren MaRstab.
Aulerdem konnten beide Verfahren zur Synthese anderer seltener Zucker oder wichtiger

Vorstufen seltener Zucker durch AFR eingesetzt werden.
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V  Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte die biokatalytische Synthese von D-Mannose und D-Rhamnose durch
zwei Redoxreaktionen entwickelt werden. Zuerst wurden D-Glucose/6-Deoxy-D-glucose mit
Pyranose-2-Oxidase zu D-Glucoson/6-Deoxy-D-glucoson umgesetzt. Nach Reinigung wur-
den beide Osone mit 1,5-Anhydro-D-fructose-Reduktase (AFR) aus S. morelense S-30.7.5.
zu D-Mannose/D-Rhamnose reduziert. Da AFR NADPH-abhangig ist, wurde ein Cosubstrat-
Regenerierungssystem mit Glucose-Dehydrogenase aus Pseudomonas spec. etabliert. Im
Vergleich zu Regenerierungen mit Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase wurde die Zyklen-
zahl auf 325% gesteigert. Es wurden 244 g-L"'-d”" b-Mannose synthetisiert.

Dieses System ist die erste dokumentierte quantitative Biokonversion von 6-Deoxy-D-gluco-
son mit AFR. Durch Glucose-Oxidase aus A. niger und gemischten lonenaustauscher konnte
die D-Rhamnose anschlielend mit einer Ausbeute von 72% gereinigt werden.

Fir einen effizienteren Einsatz der AFR sollte ihre Thermostabilitat erhoht werden. Durch ite-
rative Sattigungsmutagenese wurden die Aminosaureaustausche K207P, E208P und E330V
eingefihrt, die die T501° um 12,5°C auf 49,2°C erhéhten. Mittels error prone-PCR entstand
die Variante AFR-G13A-M31V mit einer Ts,'® von 46,6°C.

Der durch ortsgerichtete Mutagenese innerhalb der fingerprint-Region erzeugte Austausch
M31V fuhrte bei der Reduktion von 6-Deoxy-D-glucoson zu einer um 8 mol% erhdhten Aus-
beute an D-Rhamnose bei einer Raum-Zeit-Ausbeute von 94 g-L"-d”" und einer Ts,'® von
44,9°C.
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VI Abstract

In this work the biocatalytic synthesis of D-mannose and D-rhamnose should be developed
via two redox reactions. First, D-glucose/6-deoxy-D-glucose were oxidized with pyranose-2-
oxidase to D-glucosone/6-deoxy-D-glucosone. After their purification, both osones were
reduced to D-mannose/D-rhamnose with 1,5-anhydro-D-fructose reductase (AFR) from
S. morelense S-30.7.5.. Since AFR is NADPH-dependent, a cosubstrate regeneration
system with glucose dehydrogenase from Pseudomonas spec. was established. Compared
to the regeneration with glucose-6-phosphate dehydrogenase, the number of NADPH-
regeneration cycles raised to 325%. Besides 244 g-L™-d” D-mannose were synthesized.

This system is the first documented quantitative bioconversion of 6-deoxy-D-glucosone with
AFR. By glucose oxidase from A. niger and mixed bed ion exchanger, D-rhamnose was
subsequently purified with a yield of 72%.

For a more efficient application of the enzyme its thermostability should be increased. The
amino acid substitutions K207P, E208P and E330V, which were introduced by iterative
saturation mutagenesis, enhanced AFR’s Ts'® by 12.5°C up to 49.2°C. The variant AFR-
G13A-M31V was generated via error prone-PCR and reached a Ts,'® of 46.6°C.

The exchange M31V that is located within AFR’s fingerprint region was then introduced by
site-directed mutagenesis and resulted in an 8% molar increment of D-rhamnose during the
reduction of 6-deoxy-D-glucosone, with a space-time yield of 94 g-.L™"-d" and a Ts' of
44.9°C.
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Vil Anhang

1

Expressionsvektor pET24a(+)

pET-24a(+) seqp landmarks

T7 promoter 311-327
T7 transcription start 310

T7+ Tag coding sequence 207-239
Multiple cloning sites

(BamH]1 - XhoI) 158-203
Hiss Tag coding sequence  140-157
TT7 terminator 26-72
lacl coding sequence 714-1793
pBR322 origin 3227

Kan coding sequence 3936-4748
fl origin 4844-5299

The maps for pET-24b(+), pET-24c(+) and
pET-24d(+) are the same as pET-24a(+)
(shown) with the following exceptions:
pET-24b(+) is a 5309bp plasmid: subtract
Ibp from each site beyond BamH I at 198.
pET-24c(+) is a 5308bp plasmid: subtract
2bp from each site beyond BamH I at 198.
pET-24d(+) is a 5307bp plasmid: the BamH I
site is in the same reading frame as in pET-
24c(+). An Neo | site is substituted for the
Nde 1 site with a net 1bp deletion at position
238 of pET-24c(+). As aresult, Neo [ cuts
pET24d(+) at 234, and Nhe I cuts at 229. For
the rest of the sites, subtract 3bp from each
site beyond position 239 in pET-24a(+). Nde
I does not cut pET-24d(+). Note also that
Sty Lis not unique in pET-24d(+).

T7 promoter primer #59348-3

Verwendete Vektoren

Xho l(158)
Not 1{166)
Eag l{166)
Hind Ill(173)
Sal lj179)
Sac l(190)
EcoR lj192)
BamH lj193)

Nhe [(231)
Nde (238)

Sty li57)
‘IBpM 102 Iia0y

g | ]

Sph lis39)

Pvu l(4367)
Saf li43e7) — Miu I(1084)
Sma li4241) Bel lj1078)
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(9%}
=

Cla li40s8)
Nru l{4024)

pET-24a(+)
(5310bp) /
\ i i,l BssH li{1475)
| EcoR Vi1514)
Hpa l(1570)

| | hApa l(1275)
|

\
Eco57 1;3713)

AlwN 13581)

PshA l{1209)

BssS 1(3338) Bgl liz128)
~Bgl

Fsp l(2148)

BspLU11 l(2165) \
1Peph 2171}

Sap li3048)
Bst1107 I(2a38) / |
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T7 promoter
Bgill P lac operator Xbal rbs
AGATCTCGATCCCGL GAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGC GLATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTIGT TTAACTTTAAGAAGGAGA
e oon _ Eag|
_Ndel Nnel  T7+Tag P " BamH| EcoR| Sacl _Sall Hindlll _ Notl  Xhol His+Tag
TATACATATGGCTAGCATGACTGETGGEACAGCAAATGGEGTCGLGGATCCGAATTCGAGC TCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
Meth laSerMetThrGlyGlyGInGIinMetGlyArgl sGlyArgThrArghAloProProProProProleu
CGAGCACCACCACCACCACCACTGA
uGluHisHisHisHi sHisHisEnd
CGAGCACCACCACCACCACCACTGA
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T7 terminator
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o
T

o
o
o
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T7 terminator primer #69337-3

pET-24a-d(+) cloning/expression region

Abbildung 73: Vektorkarte von pET24a(+) (Novagen).
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pCR® II-TOPO®-Vektor

lacZa ATG
M13 Reverse Primer | Sp& Promoter *
CAG GAAZ RCA GCT ATG AQC ATG ATT ACE CCR AGT TRT TTA &ET GRC ACT ATR GRR
GTC CTT TGT CoR TAC THs TRC TRA TGC GGET TOG ATR RAT CCAR CTG TEa TAT OIT
Nsi‘l H.‘ﬂld n Kplnl Sacll BelanI S;lnel
TAC TCh AGC TAT &CL TCA AGC TTIG GTR CCG AGC TCG GAT CCR CTA GTRA ACG GCC
LTGE AGT TCG ATR CGET AGT TCG ARC CAT GGC TCOG AGC CTA GET GAT CAT TGC CG&
BsfX | EcoR| EcoR | EcoR W
I | | I
GCC RGT GTE CIG GAn CTT AL GGC GAR TTC TGC AGR TIART
C=z TCA CRC GRC CTT A2 RERAT, PCR Product TTC CCG CTIT ARG RCG TCT ATA

Bsfx | Notl xho | Neil xbal

CCR TCR CAC TGG

~mm g ~To R
GET AGT GIG ACC

CAT GCR TCT ARGR GGG

GTR CGET AGR TCT CCC

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer

AGT GAG TCG TAT '_r_af AAT TCL |crs SCC GTC GTT TTR dRR
LG LG

Hixl
\ TCA CTC AGC ATR

GLC CO5E CLG CRR LLT GTT |

Apal

el Ra

GGG

Comments for pCREII-TOPO®
3973 nucleotides

LacZo gene: bases 1-589

M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter: bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 269-383

T7 promoter: bases 406-425

M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
1 origin: bases 590-1027

Kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampicillin resistance ORF: bases 2173-3033
pUC origin: bases 3178-3851

Abbildung 74: Vektorkarte von pCR® II-TOPO® (Invitrogen, Karlsruhe).



Anhang 169

2 DNA- und Proteinstandards

GeneRuler™ 1 kb DNA Leiter

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
bpngos g %
10000 200 B0
f 2000 300 60
o0 T 140
,;:u_][:u[:u 300 60
2800 200 B0
3000 0.0 14.0
= — 2500 250 50
e 2000 250 &0
2 — {500 250 50
& — 1000 60.0 120
& — 780 250 &0
o — 500 250 50
b
= — 050 260 5.0
s
=
=
#
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Abbildung 75: GeneRuler™ 1 kb DNA Leiter (Fermentas, St. Leon-Rot).
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Abbildung 76: Protein-Marker Page Ruler® Unstained Protein Leiter fiir SDS-PAGE
(Fermentas).
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Protein-Marker fiir isoelektrische Fokussierung
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Abbildung 77: Protein-Marker Servalyt™ Precotes™ 3-10 fiir die isoelektrische Fo-
kussierung (Serva).
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3 pH-Optima der AFR-Varianten

A) 114 B) 101
10] —&— BisTris —&— BisTris
\. —a— Citrat 94 —a— Citrat
9 » ~——a —=— Acetat —=— Acetat
, —a—Tris 8 —=—Tris
7
c7 .
E r < 6
55 g
=5
Z 4 J 24
3 3
2 2
1 1
-/
0 T 0 T T T
4 5 6 7 8 9 4 5 6 7 8 9
pH oH
) .. )
—a— BisTris 10 —a—BisTris
8+ —=a— Citrat 94 = —a— Citrat
—&— Acetat —#— Acetat
74 —&— Tris 84 —8—Tris
64 74
5 €
E 54 £ 67
3 B s
E 4 £ S
=5 —i 1]
> > 4]
34
34
24 24
14 1]
0 T 0 T T T T T T
9 4 5 6 7 8 9
pH

—=— BisTris 10 —&— BisTris

74 —a&— Citrat —a— Citrat
—#— Acetat 94 —=— Acetat
64 —&— Tris s —&—Tris
54 ; 74
6
4 5]
34 44
2 3
24
14
T T T 0

Abbildung 78: pH-Optima der AFR-Varianten. Folgende Puffersysteme wurden fir die
Messungen verwendet: BisTris von pH 5,5 bis 7,5; Tris von pH 6,5 bis 9,0; Citrat von pH 4,0
bis 6,0 und Acetat von pH 4,0 bis 6,0. In 1 ml 100 mM Puffer wurden 30 mM 1,5-AF und 0,28
mM NADPH mit 7457 U AFR bei 30°C umgesetzt und die Extinktionsanderung bei 365 nm
verfolgt. A) AFR-A13G-K207P-E208P, B) AFR-A13G-E208G-G209C, C) AFR-A13G-E165N-
R166K, D) AFR-A13G-G209Q, E) AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G, F) AFR-A13G-
M31V.

v [umol/min]
S
v [umol/min]
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4 Isoelektrische Fokussierung der AFR-Varianten
A) M 1 2
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Abbildung 79: Isoelektrische Fokussierung der AFR-Varianten im pH-Bereich von 3 bis
10. Im Servalyt Precotes® Gel (pH 3 — 10) wurden 10 pl Proteinstandard P9 (IEF-Marker 3 —
10, Serva) (M) und 9 ug angereicherte und in H,O49 umgepufferte AFR-Varianten bis zu
einer Spannung von 2000 V, 3,7 mA und 6,0 W fokussiert. A) AFR-A13G (Spur 1) und AFR-
A13G-K207P-E208P (Spur 2); B) AFR-A13G-K207P-E208P (Spur 1), AFR-A13G-K207P-

E208P-E165H-R166T (Spur 2), AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G (Spur 3) und AFR-
A13G-K207P-E208P-E330V (Spur 4).
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5 Bestimmung der Ts,'° [°C]

A) B)
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Abbildung 80: Bestimmung der T5'° [°C]. 10 U AFR wurden in 1 ml 50 mM BisTris (pH
7,0) bei 30°C, 35°C, 40°C oder 45°C 10 min lang im Thermoblock inkubiert und die Enzym-
aktivitat nach Zentrifugation (10 min bei 9838 x g und 4°C) gemessen. Dargestellt sind die
relativen Aktivitdten nach Inkubation bei den verschiedenen Temperaturen, wobei die Akti-
vitat vor Inkubationsstart gleich 100% gesetzt wurde. A) AFR-A13G-K207P-E208P, B) AFR-
A13G-E208G-G209C, C) AFR-A13G-E165N-R166K, D) AFR-A13G-G209Q, E) AFR-A13G-
K207P-E208P-E330V, F) AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-R166T.
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G)
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Abbildung 81: Bestimmung der Ts,'® [°C]. G) AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-R166G, H)

AFR-G13A-M31V, I) AFR-G13A, J) AFR-A13G-M31V, K) AFR-G13A-M31V-K207P-E208P.
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Anhang
6 Enzymkinetische Graphen
D-Glucoson ® 422 mU
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1 v =88453x + 4,9634
110 4 R? = 0,998

v

y = 68,139x + 4,2017

30 1 R? = 0,9994
10 4
.
0,110 01 03 05 07 09 1,1 1,3
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Abbildung 82: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-A13G fir 1,5-AF, D-Glucoson
und 6-Deoxy-D-glucoson.

D-Glucoson e 26muU
1,5-AF ® 597 mU = 1emy
= 298 mU

y =35,13x + 1,1515
R? = 0,9973

600

y = 95,411x + 14,182
R = 0,9987

500

400

v
v

300
200
y = 17,751x + 0,586

y = 47,363x + 7,3151
R? = 0,9984

R? = 0,9946

45 55 -0,25-10 0,25 0,75 1,25 1,75 2,25 2,75

-0,5
1S

-100
118

6-Deoxy-D-glucoson e 23muU
= 12mu

240

y = 96,673x + 5,5576
R? = 0,9942

190
140
2
=
90
y = 44,545x + 2,4988
R? = 0,9999
0,2 0,3 0,8 1,3 1,8 2,3 2,8

1/8

Abbildung 83: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-A13G-K207P-E208P fir 1,5-AF,
D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson.
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D-Glucoson ® 579 mU
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Abbildung 84: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-A13G-E208G-G209C fiir 1,5-AF,
D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson.
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Abbildung 85: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-A13G-E165N-R166K fiir 1,5-AF,
D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson.
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Abbildung 86: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-A13G-G209Q fiir 1,5-AF, D-Glu-
coson und 6-Deoxy-D-glucoson.

D-Glucoson ® 48muU
1,5-AF ® 691 mU 70 - = 3,3mU
60 - = 346 mU 60 | ¥ = 52.657x + 59341
y = 5,5577x + 1,6153 R? = 0,9993
50 1 R? = 0,9997 50
40 40
>
s 30 = 30
20 1 20 1
¥ = 2,8476x + 0,005 y = 39,280x + 4,6034
R? = 0,9998 0] R? = 0,9991
T T T T 1 /
2 104 2 4 6 8 10 02 108 0,2 04 06 08 1 1,2
20 4 1S s
6-Deoxy-D-glucoson e 111 muU

= 30mU

45 1y =32,01x + 1,7192
40 - R? = 0,9982

v

y = 8,6106x + 0,4685
R? = 0,9995

10
54
-0:. -5 4 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1S

Abbildung 87: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-A13G-K207P-E208P-E330V fur
1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson.
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Abbildung 88: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-A13G-K207P-E208P-E165H-
R166T fiir 1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson.
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Abbildung 89: Lineweaver-Burk-Diagramme
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von AFR-A13G-K207P-E208P-E165S-

R166G fiir 1,5-AF, b-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson.
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Abbildung 90: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-G13A-M31V fiir 1,5-AF, D-Gluco-

son und 6-Deoxy-D-glucoson.
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6-Deoxy-D-glucoson e 1866 mU
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Abbildung 91: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-G13A fiir 1,5-AF, D-Glucoson
und 6-Deoxy-D-glucoson.
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Abbildung 92: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-A13G-M31V fiir 1,5-AF, D-Gluco-
son und 6-Deoxy-D-glucoson.
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Abbildung 93: Lineweaver-Burk-Diagramme von AFR-G13A-M31V-K207P-E208P

1,5-AF, D-Glucoson und 6-Deoxy-D-glucoson.

fir
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7 Abkirzungsverzeichnis

A Differenz

AE Extinktionsdifferenz

Mg Mikrogramm

i Mikroliter

uM Mikromolar

uS Mikrosiemens

A Adenin oder Alanin

A Angstrém

ABTS 2,2’-Azino-bis(3-ethyl-
benzathia-
zolin-6-sulfonsaure)

AFR 1,5-Anhydro-D-fructose-
Reduktase

Ala Alanin

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

Arg Arginin

Asn Asparagin

Asp Asparaginsaure

AU (a.u.) Absorptionseinheiten

BCA Bicinchoninsaure

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

Bzgl. Bezlglich

C Cystein oder Cytosin

°C Grad Celsius

Cm Chloramphenicol

C-Terminus Carboxylterminus

cv Column volume
(Saulenvolumen)

Cys Cystein

D Asparaginsaure

Da Dalton

dATP Desoxyadensintriphosphat

DC Dunnschichtchromatographie

DH Dehydrogenase

dNTP’s Desoxyribo
nukleotidtriphosphat

deion
dGTP
HZOdeion
H2O04q

DMSO
DNA
DNase

E. coli
EDTA
EtOH
£

F

f oder for
FAD
FDH

g

G
GDH
GIn
Glu
Gly
GRAS

H/ His
HiSs
HPLC

I/ lle
IEF
IP, pl
IPTG
ISM

Kan

Deionisiert
Desoxyguanosintriphosphat

deionisiertes Wasser
deionisiertes, destilliertes,
autoklaviertes Wasser
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Glutaminsaure
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethanol
Extinktionskoeffizient
Phenylalanin

forward (Primerrichtung)
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Formiat-Dehydrogenase
Gramm

Guanin oder Glycin
Glucose-Dehydrogenase
Glutamin

Glutaminsaure

Glycin

Generally recognized as safe
Stunde

Histidin
Poly(6)-Histidin-Rest
High Performance Liquid
Chromatography
(Hochleistungsflissig-
chromatographie
Isoleucin

isoelektrische Fokussierung
isoelektrischer Punkt
Isopropylthiogalactosid
Iterative Séattigungsmutagene-
se

Lysin

Kanamycin
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kb Kilobasen P/ Pro Prolin

kbp Kilobasenpaare PAGE Polyacrylamid

Keat turnover number gelelektrophorese
(Wechselzahl) PCR Polymerase chain reaction

kDa Kilodalton Phe Phenylalanin

Km Michaelis-Menten-Konstante pmol Picomol

L Liter POD Peroxidase

L/ Leu Leucin P20x Pyranose-2-Oxidase

LDH Laktat-Dehydrogenase PQQ Pyrrolochinolinchinon

LB Lauria-Bertani Q Glutamin

Lsg Lésung R Arginin

Lys Lysin r oder rev reverse (Primerrichtung)

M Molar o. Methionin rDNA ribosomale DNA

mA Milliampere RNA Ribonukleinsaure

MALDI Matrix Assisted Laser RNase Ribonuklease
Desorption/ lonisation rom Umdrehungen pro min

mAU Milliabsorption Units RT Raumtemperatur

Met Methionin S/ Ser Serin

mg Milligramm s/ sec Sekunde

min Minuten SDS Natriumdodecylsulfat

mi Milliliter T/ Thr Threonin

mM Millimolar TBE Tris-Borat-EDTA

mmol Millimol TCA Trichloressigsaure

MW molecular weight TE Tris-EDTA

Mut Mutation TEMED N’N’N’,N’-Tetramethyl-

m/z Masse/Ladung Ethylendiamin

N Asparagin Tm Schmelztemperatur

NAD Nicotinsdureamid-Adenin- Tris Tris(hydroxymethyl)-
Dinukleotid Amino-Methan

NADH reduziertes Nicotinsdureamid- Trp Tryptophan
Adenin-Dinukleotid Tyr Tyrosin

NADP Nicotinsaureamid-Adenin- U Unit (Enzymeinheit)
Dinukleotid-Phosphat uv Ultraviolett

NADPH reduziertes Nicotinsdureamid- viv Volumen pro Volumen
Adenin-Dinukleotid-Phosphat X-Gal 5-Bromo-4-Chloro-3-

n. b. nicht bestimmbar Indolyl-B-D-Galactopyranosid

nm Nanometer \% Volt oder Valin

nmol Nanomol Val Valin
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