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Die gerichtete Evolution hat sich als eine wertvolle Methode
zur Optimierung von Stabilitdt, Substratspezifitidt und Enan-
tioselektivitdt von Enzymen erwiesen, die in der Biotechno-
logie und der organischen Chemie als Katalysatoren zum
Einsatz kommen.! Entscheidend hierbei ist die Verfiigbar-
keit effizienter Durchmusterungs- oder Selektionsverfahren.
Wihrend Selektionsverfahren die Uberpriifung von typi-
scherweise 10°~10® Klonen erméglichen, kénnen Durchmus-
terungsverfahren lediglich kleinere Bibliotheken handhaben,
die normalerweise eine Anzahl von 1000 bis 10000 Varianten
nicht iiberschreiten.’). Durchmusterungsverfahren, jedoch
keine Selektionssysteme, wurden bisher in der gerichteten
Evolution von enantioselektiven Enzymen eingesetzt, um
Biokatalysatoren z.B. fiir die Produktion von chiralen Phar-
mazeutika oder von Pflanzenschutzmitteln zu erzeugen.”!
Dies hat zur Konsequenz, dass nur ein kleiner Teil des Pro-
teinsequenzraumes experimentell erfasst wird und damit
zahlreiche funktionell verbesserte Varianten moglicherweise
unentdeckt bleiben.

Wir présentieren hier ein Hochdurchsatz-Durchmuste-
rungsverfahren zur Identifizierung und Isolierung von enan-
tioselektiven Enzymen, das auf Fluoreszenz-aktivierter Zell-
sortierung (FACS) basiert. Konzeptionelle Grundlage ist die
Markierung beider Substratenantiomere mit unterschiedli-
chen Fluoreszenzfarbstoffen (griin/rot). 10° Zellen kdnnen
innerhalb weniger Stunden durchmustert werden, also alle
Klone, die mittels gerichteter Evolution erzeugt wurden. Zur
Illustration des Konzepts wéhlten wir als asymmetrische Re-
aktion die kinetische Racematspaltung eines racemischen
Esters, katalysiert durch eine Esterase aus Pseudomonas
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aeruginosa (EstA). Lipolytische Enzyme wie Esterasen und
Lipasen sind wertvolle Katalysatoren in der (industriellen)
Produktion von chiralen Intermediaten.! Substratbereiche
und Enantioselektivitdten wurden durch gerichtete Evolution
optimiert. Haufig ist dabei die Zahl der in Hinblick auf eine
neue gewiinschte Eigenschaft untersuchten Kandidaten der
iiber den Erfolg entscheidende Parameter.

Wir haben unlédngst eine Durchmusterungsstrategie im
Hochdurchsatz vorgestellt, welche die Identifizierung von E.-
coli-Zellen ermoglicht, die Esterasen und Lipasen auf der
Oberflache préasentieren. Dabei werden Tyramidester als
Substrate eingesetzt, deren Hydrolyseprodukte durch eine
Peroxidase-katalysierte Radikalbildung auf der Oberfldche
einer Esterase-profizienten bakteriellen Zelle kovalent fixiert
werden (Schema 1).”! Nach Fluoreszenzmarkierung des
oberflichengebundenen Produkts konnen anschliefend en-
zymatisch aktive Zellen durch FACS isoliert werden.
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Schema 1. Gekoppelte Reaktionen, die zur kovalenten Anbindung von
Tyramidspezies auf der Oberfliche von E.-coli-Zellen fithren. E: Estera-
se, P: Peroxidase, R: detektierbare Gruppe.

Hier beschreiben wir eine verfeinerte Strategie, die auf
dem Einsatz von zwei unterschiedlichen enantiomeren Sub-
straten beruht, die infolge einer Hydrolyse zu griiner oder
roter zelluldrer Fluoreszenz fithren und damit die Isolierung
von Esterasen mit erhohter Enantioselektivitit erméglichen
(Schema 2). Als Modellenzym diente die Esterase EstA aus
Pseudomonas aeruginosa. Dieses Enzym wurde gewahlt, weil
die bakterielle Zelloberfldchenprédsentation von EstA aus-
fithrlich beschrieben ist® und auBerdem die Wildtyp-Esterase
nur marginale Enantioselektivitit fiir das (S)-Enantiomer des
Substrats  2-Methyldecansdure(2-MDS)-p-nitrophenylester
(E,pp=12) aufweist. Die Esterasesubstrate wurden als Tyra-
midester der (R)- und (S)-2-MDS synthetisiert, die entweder
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Schema 2. Unterschiedlich konjugierte Enantiomere der als Substrate
verwendeten 2-Methyldecansauretyramidester.

mit einem 2,4-Dinitrophenyl- oder einem Biotinrest als In-
dikatorgruppe konjugiert sind (Schema 2; Synthese siche
Hintergrundinformationen). Die Hydrolyse des Substrats
resultiert in der kovalenten Anbindung des Tyramidderivats
an der Zelloberflaiche durch eine Peroxidase-katalysierte
Radikalreaktion. Durch Konjugation von Meerrettich-Per-
oxidase auf der Zelloberfliche wurden Zellmarkierungen mit
beiden Substraten individuell durchgefiihrt. Die Anbindung
von 24-Dinitrophenyltyramid (DNP-Tyramid) wurde mit
einem mit Alexa Fluor488 konjugierten anti-DNP-Antikor-
per detektiert, der eine griine Fluoreszenz vermittelt, wih-
rend die Anbindung von Biotintyramid mit Streptavidin-(R-
Phycoerythrin)-Konjugat (rote Fluoreszenz) nachgewiesen
wurde. Die individuell markierten Zellpopulationen konnten
mittels Durchflusszytometrie voneinander unterschieden
werden (Abbildung 1a).

Bibliotheken von EstA-Varianten wurden durch fehler-
behaftete Polymerasekettenreaktion (error prone PCR;
epPCR) auf Basis eines DNA-Fragments erzeugt, das fiir die
N-terminale katalytische Domine von EstA codiert und die
Aminosduren 1 bis 351 umfasst. Die resultierenden Biblio-
theken enthielten 6.8x107 und 4.0x 107 unterschiedliche
Klone und wiesen durchschnittliche Fehlerraten von zwei
bzw. vier Aminosdureaustauschen pro Molekiil auf. In einer
ersten Durchmusterungsrunde wurden Zellen der Bibliothek
mit der hoheren Fehlerrate mit einem anti-EstA-Antikorper
markiert und anschlieend mit einem biotinylierten Sekun-
dédrantikorper und Streptavidin-(R-Phycoerythrin)-Konjugat
inkubiert. Durch anschlieBende durchflusszytometrische
Sortierung wurden solche Klone abgereichert und aus der
Zellpopulation entfernt, die Leserastermutationen oder
Stopp-Codons enthielten oder denen ein EstA-Fragment
fehlte. Das Sortierfenster wurde dazu so festgelegt, dass nur
solche Zellen isoliert wurden, die eine dem Wildtyp ent-
sprechende Menge an EstA-Molekiilen présentieren (30000
Kopien pro Zelle). AnschlieBend wurden 1.0x10® Zellen
zwei aufeinander folgenden Runden von FACS unterzogen
(siehe Hintergrundinformationen). 44 % der Zellen befanden
sich im Bereich des Sortierfensters, und 1.5 x 107 EstA pri-
sentierende Klone wurden insgesamt isoliert. Die Anwesen-
heit von esterolytischer Aktivitdt in der Population wurde
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Abbildung 1. a) Uberlagerung von durchflusszytometrischen Analysen
esteraseprasentierender Zellen, die 60 min entweder mit dem (S)- oder
(R)-Enantiomer des Tyramidesters inkubiert wurden. b) Sortierung der
EstA-Bibliothek; die griine Region kennzeichnet das Sortierfenster.

c,d) FACS-Histogramme des EstA-Wildtyps (c) und des Klons 2-R-43
(d) nach 5 min Inkubation mit einem 1:1-Gemisch aus beiden enantio-
meren Substraten und nach Fluoreszenzmarkierung. Die Balkendia-
gramme zeigen den prozentualen Anteil von Zellen innerhalb des ent-
sprechenden griinen oder roten Fensters.

durch die Messung der Hydrolyse von Octansidure-p-nitro-
phenylester bestétigt (siehe Hintergrundinformationen).

Auf die Oberfldache der Enzymvarianten tragenden Zellen
wurde Peroxidase aufgebracht. Diese wurden dann mit einem
1:1-Gemisch von (S)-1 und (R)-2 inkubiert. AnschlieBend
folgte eine simultane Markierung mit Streptavidin-(R-Phy-
coerythrin)-Konjugat (zur Detektion der Produktbildung der
(S)-2-MDS-Esterhydrolyse) und mit einem mit Alexa
Fluor488 konjugierten anti-DNP-Antikorper (zur Detektion
der Produktbildung der (R)-2-MDS-Esterhydrolyse). Die
Reaktionszeit betrug lediglich 5 Minuten, um Varianten mit
niedriger Aktivitit auszuschlieBen und Produktbildung durch
spontane Esterhydrolyse zu vermeiden. Zur Anreicherung
von Zellen, die Enzymvarianten mit invertierter Enantiose-
lektivitdt prisentieren und somit den (R)-2-MDS-Ester be-
vorzugt hydrolysierten, wurde ein sehr stringentes Sortier-
fenster festgelegt (Abbildung 1b). Von 6.8 x 107 Zellen der
FACS-Sortierung wurden schlieBlich nur 86 Kolonien erhal-
ten. Fir 35 individuelle Klone wurde die Hydrolysege-
schwindigkeit des (R)-2-MDS- und (S)-2-MDS-p-nitrophe-
nylesters bestimmt und die apparente Enantioselektivitit E,,
berechnet. Von den 35 untersuchten Klonen zeigten vier eine
Inversion der Enantioselektivitdt mit einer Priferenz fiir die
Hydrolyse des (R)-Enantiomers. Diese Varianten wiesen
nach Nucleotidsequenzanalyse im Vergleich zu Wildtyp-EstA
einen bis vier Aminosiureaustausche auf (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Enantioselektivititen des EstA-Wildtyps und der isolierten
Varianten.

Klont! Selektivitat Eopp Aminosiureaustausche

WT S 1.2 -

1-R-1 R 6.7 G59S, W185R, D239S, L305P
1-R-2 R 33 L15P, A163G, P188Q

1-R-3 R 1.1 L150P

1-R-4 R 1.8 A1V, G122S, N147S

2-R-7 R 4.4 V1841, W185R

2-R-12 R 4.5 A71T, W185R, P233L

2-R-23 R 10.0 D169A, W185R, L249P
2-R-38 R 1.3 T143A, F149S, W185T

2-R-43 R 16.3 W185R, G224D, G263S
2-R-44 R 5.3 Y141H, W185R

2-R-55 R 5.0 W185R, E238G, A250G, F284L

[a] Nach 1-R benannte Klone resultieren aus der Durchmusterung der
durch fehlerbehaftete PCR erzeugten Bibliothek. Nach 2-R benannte
Klone stammen aus der Bibliothek der Sittigungsmutagenese an Posi-
tion 185.

Klon 1-R-1, der die hochste Enantioselektivitit zeigte,
enthielt den Austausch W185R, der auch in einer unabhin-
gigen Durchmusterung der zweiten Bibliothek mit der nied-
rigeren epPCR-Fehlerrate identifiziert wurde (Daten nicht
gezeigt). Dies deutete darauf hin, dass die Position W185 ein
Reaktionszentrum (hot-spot) fiir die Enantioselektivitit von
EstA sein konnte. An dieser Position wurde durch zweistufige
SOE-PCR (splicing by overlapping extension) mithilfe ent-
arteter Oligonucleotidprimer eine Sittigungsmutagenese
vorgenommen (siche Hintergrundinformationen). Insgesamt
wurden 60 Klone analysiert, von denen sieben eine R-Selek-
tivitdt aufwiesen. Von diesen enthielten sechs den Austausch
WI185R neben zusitzlichen Mutationen (Tabelle 1). Die
siebte Variante, mit einem W185T-Austausch, zeigte die
niedrigste Enantioselektivitidt mit Eg,,, = 1.3. Diese Er-
gebnisse verdeutlichen, dass der Austausch von Trypto-
phan185 durch Arginin eine wichtige Rolle bei der Ver-
schiebung der Enantioselektivitidt von EstA hin zum R-Sub-
strat spielt. Alle Klone, die aus der Mikrobibliothek der
Sattigungsmutagenese an Position185 isoliert wurden, ent-
hielten weitere Mutationen, die vermutlich wihrend der
PCR-Assemblierung auftraten. Variante 2-R-43 zeigte die
hochste Enantioselektivitit mit Eg.,. = 15.5 (gemessen
mittels GC-Analyse) und 81% ee bei 38% Umsatz (siche
Hintergrundinformationen). Eine FACS-Analyse belegt die
Zuverléssigkeit unseres Verfahrens (Abbildung 1¢,d): Be-
ziiglich der Zelloberflichenakkumulation roter und griiner
Fluoreszenz zeigte die EstA-Variante 2-R-43 bei identischen
Markierungsbedingungen ein deutlich anderes Markierungs-
profil als der EstA-Wildtyp.

Um der Frage nachzugehen, ob Mutation W185R maB-
geblich zur erhohten Enantioselektivitdt von EstA beitréagt
und ob die Expression auf der Zelloberfldche einen Einfluss
auf die katalytischen Eigenschaften hat, wurde eine EstA-
Variante W185R durch gezielte Mutagenese konstruiert, die
keine weiteren Aminosduresubstitutionen enthélt. EstA-
Wildtyp und die W185R-Variante wurden in E.-coli-Bakte-
rien in Form unloslicher Einschlusskorper produziert, aufge-
reinigt und zuriickgefaltet (siche Hintergrundinformationen).
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Wihrend sich das isolierte Wildtyp-Enzym erneut als unse-
lektiv erwies (E,,.~1), zeigte die Variante W185R einen
Ege-Wert von 10 mit einer nur geringfiigig reduzierten
spezifischen Aktivitit (5.2 Umg™" vs. 41 Umg™" fiir Octan-
sdure-p-nitrophenylester und 50 mU mg ' vs. 18 mUmg " fiir
(R)-2-MDS-p-nitrophenylester). Dieser Befund verdeutlicht,
dass die evolutive Optimierung von Enantioselektivitidt nicht
notwendigerweise mit einer massiven Beeintrdchtigung der
katalytische Aktivitidt einhergehen muss.

EstA aus Pseudomonas aeruginosa war bisher nicht Ge-
genstand evolutiver Optimierungsversuche, wogegen die
Anpassung der Enantioselektivitdt der Lipase A aus dem
gleichen bakteriellen Stamm durch gerichtete Evolution
mittels epPCR, Sittigungsmutagenese und DNA-Shuffling
intensiv erforscht wurde. In diesem Fall fiihrten iterative
Runden von Mutagenese und Durchmusterung einiger hun-
dert bis einiger tausend Klone pro Runde zu verbesserter
Enantioselektivitit fiir die kinetische Racematspaltung von 2-
MDS-p-nitrophenylester (E = 1.1 fiir den Wildtyp und E =51
fiir die beste Mutante).'"*** Die hier vorgestellte Strategie
hat gegeniiber diesen iterativen Durchmusterungen zwei
grofle Vorteile: Zum einen werden nur solche Klone durch
FACS isoliert, die eine dhnlich hohe katalytische Effizienz
wie das Wildtyp-Enzym aufweisen (siehe Hintergrundinfor-
mationen), zum anderen konnen auch sehr groBe Sammlun-
gen von Kandidaten ziigig nach enantioselektiven Enzymen
durchmustert werden. Die Anzahl experimentell zugingli-
cher Durchmusterungsereignisse liegt im Vergleich zu bishe-
rigen ee-Durchmusterungen um mehrere Zehnerpotenzen
hoher. Damit wird die Durchmusterung kompletter grof3er
Bibliotheken moglich, denen in ihrer Vielfalt nur durch die
bakterielle Transformation Grenzen gesetzt sind.

Wir haben die Entwicklung eines Hochdurchsatz-Durch-
musterungsverfahrens zur Isolierung enantioselektiver Este-
rasen aus groBBen kombinatorischen Bibliotheken beschrie-
ben. Die Ubertragung der Methode auf andere Enzymklassen
wie Lipasen sollte prinzipiell moglich sein, zumal ihre An-
wendung in der bakteriellen Zelloberflichenprisentation von
biotechnologisch relevanten Lipasen bereits beschrieben
wurde.*®! Bislang beschrinkt sich dieses Verfahren auf die
Durchmusterung von Enzymbibliotheken nach Esterase-Va-
rianten mit erhohter Enantioselektivitdt beziiglich der Hy-
drolyse von Tyramidestern chiraler Carbonsiduren oder nach
Peroxidase-Varianten mit verbesserter Oxidation chiraler
Phenolderivate.”! Ein Vergleich dieses Hochdurchsatzver-
fahrens hinsichtlich Effizienz und Qualitdt der erhaltenen
Enzymvarianten mit kiirzlich beschriebenen In-vitro-Strate-
gien steht noch aus.”®! In naher Zukunft wird auch die Frage zu
beantworten sein, ob das hier vorgestellte Verfahren mittels
direkter oder indirekter Kopplung von Enzymaktivitit/
Enantioselektivitdt mit der Bildung von Wasserstoffperoxid
oder Tyramid auf andere Enzyme als Esterasen und Per-
oxidasen iibertragen werden kann.

Die Durchmusterung grofler kombinatorischer Biblio-
theken im Hochdurchsatz ist auch von Bedeutung in Hinblick
auf die kiirzlich vorgeschlagene Strategie, Genbibliotheken
zu erzeugen, in denen jede Variante eine Vielzahl von Mu-
tationen (mehr als 20 pro Gen) enthilt. Eine solche massive
Mutagenese erzeugt hohe funktionale Diversitét, bringt al-
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lerdings nur sehr wenige Kandidaten hervor, die iiberhaupt
noch enzymatische Aktivitit aufweisen.”’ Um diese identifi-
zieren zu konnen, ist die Durchmusterung einer groflen Zahl
von Klonen notwendig, wie es mit dem hier vorgestellten
Verfahren erstmals ermoglicht wurde. Dies gilt im {ibrigen
auch fiir iterative Sattigungsmutagenesen, bei denen nun eine
groBere Vielfalt von Varianten erzeugt und funktionell ana-
lysiert werden kann, die iiber die bisher handhabbaren ca.
vier Aminosdureaustausche pro Enzymvariante deutlich
hinausgeht.['")

Eingegangen am 14. November 2007,
veridnderte Fassung am 7. Februar 2008
Online veroffentlicht am 30. Mai 2008
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