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Protein-Engineering ist eine wichtige Methode, um allge-
meine Funktionen von Enzymen zu untersuchen und zu ver-
stehen sowie um die Enzymeigenschaften zu ver�ndern, da
diese h�ufig in Biokatalysen genutzt werden.[1] Rationales
Proteindesign (bei dem bestimmte Aminos�uresubstitutionen
auf Basis der dreidimensionalen Struktur von Proteinen
durch Computermodellierung eingef�hrt werden) und ge-
richtete Evolution (das Erstellen einer Zufallsmutagenese-
bibliothek und das anschließende Identifizieren gew�nschter
Varianten durch Screening oder Selektion) sind die beiden
wichtigsten Hilfsmittel des Protein-Engineerings. Rationales
Design ist durch die vorhandenen Informationen (Struktur,
Art des Mechanismus und der Substratbindung usw.) limi-
tiert, w�hrend Ans�tze der gerichteten Evolution oft durch
den großen Arbeitsaufwand behindert werden, der Hoch-
durchsatzscreening oder Selektionsmethoden notwendig
macht.[2] Das Screening erfolgt meist in 96-Loch-Mikrotiter-
platten, weshalb Wissenschaftler in der Regel nur wenige
tausend Klone pro Durchgang analysieren kçnnen. Selekti-
onsmethoden ermçglichen einen sehr viel hçheren Durchsatz
(105–108 Klone), sind aber meist auf F�lle beschr�nkt, in
denen im entscheidenden Schritt eine Komplementierung des
Stoffwechsels erfolgen muss. Eine Ausnahme bildet die In-
vitro- (IVC) oder Einzelzell-Kompartimentierung in Kombi-
nation mit Durchflusszytometrie (FACS),[3] die aber eine In-
vitro-Proteinbiosynthese des zu untersuchenden Enzyms (im
Falle der IVC), stabile Substrate w�hrend des gesamten
Prozesses und die Generierung eines fluoreszierenden Pro-
duktes voraussetzt. Dar�ber hinaus kçnnen nur Enzyme mit
einer neuen Aktivit�t identifiziert werden, w�hrend die
Identifizierung von Varianten mit einer verbesserten Eigen-
schaft mit diesem System nur schwierig durchzuf�hren ist.
Eine weitere vor Kurzem verçffentlichte Alternative ist der
Einsatz von Zelloberfl�chen-Display in Kombination mit
Durchflusszytometrie. Zwar konnte diese Methode erfolg-
reich f�r das Auffinden von Esterase- oder Lipasevarianten
mit verbesserter Enantioselektivit�t genutzt werden, jedoch
sind die biotinylierten Tyramide nur m�hsam herzustellen.
Zudem muss das Protein in aktiver Form auf der Zellober-
fl�che produziert und pr�sentiert werden.[4]

Eine weitere Einschr�nkung der gerichteten Evolution ist,
dass alle Varianten, die in einer Bibliothek generiert wurden,
untersucht werden m�ssen. In einigen F�llen wurden nur die
aktiven Mutanten untersucht, trotzdem wies der Großteil
davon nicht die gew�nschte Eigenschaft auf, was viel Zeit und
Material kostete. Ein genetisches Selektionssystem w�rde es
ermçglichen, diese Einschr�nkung zu �berwinden und eine

grçßere Zahl an Varianten zu durchmustern. In einer fr�he-
ren Arbeit haben wir eine Agarplatten-basierte Selektions-
methode entwickelt, um Varianten einer Esterase aus Pseu-
domonas fluorescens (PFE) zu finden, die dazu in der Lage
waren, einen sterisch gehinderten 3-Hydroxyester zu hydro-
lysieren. Aktive Mutanten ließen sich dadurch identifizieren,
dass sich ihr Wachstum verbesserte, da sie die Kohlenstoff-
quelle Glycerin freisetzen konnten, wobei sich auch der pH-
Wert ver�nderte.[5]

Die wohl n�tzlichste Eigenschaft von Enzymen in der
Biokatalyse ist ihre Enantioselektivit�t (E-Wert). Allerdings
haben Enzyme oft nicht die gew�nschte Enantioselektivit�t
f�r industriell wichtige chirale Bausteine. Folglich wurde die
Verbesserung der Enantioselektivit�t[6] oder gar Umkehrung
der Enantiopr�ferenz[7] umfangreich durch gerichtete Evo-
lution untersucht, wobei das Screening ausschließlich in Mi-
krotiterplatten durchgef�hrt wurde. Als alternative Methode
wurde die Inhibierung von Enzymen durch Sulfoxide in
einem enantioselektiven Assay vorgeschlagen, da ein Enan-
tiomer ein besserer Inhibitor war als das andere.[8] Die se-
lektive Bindung von Antikçrpern wurde ebenfalls als Prinzip
zur Bestimmung des Enantiomeren�berschusses beschrie-
ben.[9]

Ein Konzept f�r In-vivo-Selektionssysteme, um Mutanten
mit ver�nderter Enantioselektivit�t zu finden, basiert auf der
Kopplung des �berlebens der Wirtzelle an ein Enantiomer
und des Zelltodes an das andere Enantiomer. Demnach
werden durch „Zuckerbrot und Peitsche“ gew�nschte Vari-
anten als einzige �berlebende leicht zug�nglich und kçnnen
weiter analysiert werden. Reetz und R�ggeberg konnten
zeigen, dass die Gegenwart von einerseits einem Essigs�ure-
ester (unterst�tztes Wachstum) oder andererseits einem
Fluoressigs�ureester (verursacht Zelltod) von Pantolactonen
unterschiedliches Wachstum bei Hefest�mmen verursacht;
von einer verbesserten Enantioselektivit�t wurde nicht be-
richtet.[10] In einer nachfolgenden Studie konnten Reetz et al.
das Prinzip �bertragen: Sie identifizierten Varianten der
CAL-B-Lipase mit leicht invertierter, aber nicht hoher
Enantioselektivit�t f�r 1,2-O-Isopropylidenglycerol (IPG,
Wildtyp: E = 1.9, bevorzugt das R-Enantiomer, im Unter-
schied zu Mutanten mit E = 3–8, die das S-Enantiomer be-
vorzugen).[11] In �hnlicher Weise untersuchten Quax et al.[12]

eine Lipase aus Bacillus subtilis mithilfe von IPG, das ent-
weder an Aspartat oder an ein Phosphonat gekuppelt ist. Die
Freisetzung der Aminos�ure unterst�tzt das Zellwachstum
eines Aspartat-auxotrophen E.-coli-Stammes, w�hrend das
Phosphonat zu einer Inhibierung der Lipase f�hrt. Die Au-
toren fanden zudem eine Mutante mit invertierter Enantio-
selektivit�t (bis zu 73% ee); von einem verbesserten E-Wert
wurde nicht berichtet. In beiden F�llen war der Durchsatz
sehr niedrig (80 bzw. 2500 Kolonien), da die Selektion noch
mit Agarplatten-Screening durchgef�hrt wurde. Zudem war
der Erfolg nur gering, da die identifizierten Mutanten kaum
Enantioselektivit�t (E< 10) aufwiesen.

Hier beschreiben wir eine In-vivo-Selektionsmethode
unter Anwendung der Durchflusszytometrie,[13] um im Ul-
trahochdurchsatzverfahren Esterasevarianten mit ver�nder-
ter Enantioselektivit�t f�r 3-Phenylbutters�ureester zu
finden, indem ein Enantiomer an Glycerin – das als Kohlen-
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stoffquelle fungiert – oder an 2,3-Dibrompropanol[14] – das als
toxische Komponente wirkt – gekuppelt wurde (Schema 1).
Diese Kombination hat den Vorteil, dass beide Alkohole eine
hohe sterische �hnlichkeit aufweisen und dass damit eben-
falls die wichtige Bedingung „you get what you screen for“ f�r
eine erfolgreiche gerichtete Evolution erf�llt wird. Weitere
Vorteile unseres Selektionssystems sind, dass kein auxotro-
pher E.-coli-Stamm bençtigt wird und dass die Substrate von
intrazellul�r exprimierten Enzymen gespalten werden, was
eine Zelloberfl�chen-Display-Technik unnçtig macht.

Die Inkubation dieses pseudoracemischen Gemisches mit
fl�ssigen E.-coli-Kulturen, welche die Mutantenbibliothek
der Esterase enthalten, sollte das Wachstum derjenigen E.-
coli-Klone fçrdern, die eine stark selektive Esterase expri-
mieren, wohingegen Klone mit einer nichtselektiven Esterase
sterben oder ein vermindertes Wachstum aufweisen. In
Kombination mit der Messung der Wachstumsf�higkeit soll-
ten nur die gew�nschten Klone von der FACS aussortiert
werden. Auf diese Weise kann ein evolution�rer Druck
gem�ß Darwins Leitsatz „survival of the fittest“ in einer
fl�ssigen In-vivo-Kultur aufgebaut werden.

Zur Validierung des Konzeptes wurde eine Vielzahl von
Esterasen verwendet, um verschiedene Enantioselektivit�ten
f�r das Modellsubstrat 3-Phenylbutters�ure (siehe Hinter-
grundinformationen) zu simulieren. Die Esterase BS2[15]

fungierte als nichtselektive Kontrolle (E� 1–3), w�hrend die
Esterasen PestE[16] und CL1[17] eine hohe Enantioselektivit�t
aufweisen (E> 100, R-Pr�ferenz, siehe Hintergrundinforma-
tionen) und als Positivkontrolle wirkten. Anschließend
wurden Experimente durchgef�hrt, um das Wachstumsver-
halten von Esterase exprimierenden E.-coli-Bakterien in
einem Medium zu untersuchen, das mit (R)-1/(S)-2 (Selekti-
onsmedium) oder (S)-1/(R)-2 (Antiselektionsmedium) als
Substraten (siehe Hintergrundinformationen) versetzt wurde.
Das Selektionsmedium enthielt 5 mm 1 und 20 mm 2. Die
Komponente 1 konnte nicht in hçheren Konzentrationen
eingesetzt werden, da ansonsten eine Wachstumshemmung
von E. coli eintrat. Die Konzentration von 2 wurde dagegen
optimiert, um eine vollst�ndige Wachstumshemmung im Falle
nichtenantioselektiver Enzyme zu erreichen.

Wie aufgrund ihrer R-Pr�ferenz erwartet, war Bakteri-
enwachstum nur in den Kulturen, die mit den Substraten (R)-
1/(S)-2 versetzt wurden und PestE oder CL1 exprimierten,

mçglich (Abbildung 1c und Hintergrundinformationen). Der
Kontrollstamm, der die nichtselektive Esterase BS2 expri-
mierte, war nicht in der Lage zu wachsen (Abbildung 1d und
Hintergrundinformationen).

Die Durchflusszytometrie wurde in Kombination mit
Farbstoffen (Propidiumiodid und Syto9) angewendet, um die
Wachstumsf�higkeit der Zellen zu evaluieren. Abbildung 1
zeigt das Prinzip mit Doppelf�rbung von Kulturen nach 24 h
Inkubation, welche die Esterasen PestE (Abbildung 1c) und
BS2 (Abbildung 1 d) in einem Medium, das mit (R)-1/(S)-2
versetzt wurde, exprimieren. Kontrollen wurden entwickelt,
um zwischen Zellen mit intakter Membran (Abbildung 1a),
wachstumsf�higen E.-coli-Zellen ohne Esterase-Expression)
und nichtintakter Membran (Abbildung 1b, tote E.-coli-
Zellen) zu differenzieren. Eine Mischung aus den Kontrol-
lesterasen (BS2 zusammen mit PestE oder CL1) wurde im
Selektionsmedium inkubiert, und nach Aussortierung der
wachstumsf�higen Population konnte eine deutliche Anrei-
cherung der Zellen, welche die enantioselektive Esterase
exprimierten, beobachtet werden (siehe Hintergrundinfor-
mationen).

PFE wurde als Modellkatalysator zur Validierung einer
Mutantenbibliothek gew�hlt, da sie einen geringen E-Wert
f�r die Zielsubstrate (E = 3.5 f�r den Ethylester, das R-
Enantiomer bevorzugend)[18] aufweist und wichtige Amino-
s�uresubstitutionen zur Steigerung der Enantioselektivit�t
dieses Enzyms f�r chirale Carbons�uren bereits beschrieben
wurden.[19] Aus diesem Grund wurde eine Esterasemutan-
tenbibliothek[20] mithilfe positionsgerichteter Mutagenese

Schema 1. In-vivo-Selektionskonzept. Die Hydrolyse von 1 generiert die
Kohlenstoffquelle Glycerin, die das Bakterienwachstum unterst�tzt,
w�hrend die Hydrolyse von 2 2,3-Dibrompropanol freisetzt, was zum
Zelltod f�hrt. PBS: 3-Phenylbutters�ure.

Abbildung 1. Syto9/PI-F�rbung der Kulturen, um zwischen lebenden
und toten E.-coli-Zellen zu unterscheiden. Q1: tote Zellen, Q2: Zellen
in der intermedi�rem Phase, Q3: Hintergrund, Q4: wachstumsf�hige
Zellen. a) Zellen aus der exponentiellen Phase (wachstumsf�hige
Zellen). b) Zellen nach 15 min Behandlung bei 95 8C (tote Zellen).
c) PestE-Kultur, in Selektionsmedium kultiviert. d) BS2-Kultur, in Selek-
tionsmedium kultiviert.
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erstellt, indem degenerierte Primer verwendet wurden. Die
Bibliothek wurde anschließend in E. coli JM109(DE3)
transformiert. Die gesamte PFE-Bibliothek wurde in einer
Fl�ssigkultur exprimiert, anschließend wurden 108 Klone
gewaschen und 24 h in Selektionsmedium und Antiselek-
tionsmedium inkubiert. Die wachstumsf�higen Zellen,
welche die mutierten und voraussichtlich selektiven PFE-
Varianten exprimierten, wurden mit einem Durchflusszyto-
meter aussortiert und auf Agarplatten ausplattiert, woraufhin
28 Klone wachstumsf�hig waren, die mit den Substraten (R)-
1/(S)-2 kultiviert wurden. Einige falschpositive Klone, mit
verk�rzten oder inaktiven Esterasevarianten, wurden gefun-
den, die aber durch vorausgehende Anreicherung unter Ver-
wendung von (R,S)-1 und anschließende Sortierung mit dem
Durchflusszytometer entfernt werden konnten.

Die 28 selektierten Klone wurden in 96-Loch-Mikroti-
terplatten kultiviert und vorab auf Aktivit�t durchgemustert,
indem ein racemischer 3-Phenylbutters�ure-p-nitrophenyles-
ter verwendet wurde.[21] Vier unterschiedliche Klone wurden
in kinetischen Racematspaltungen der racemischen Ethyl-
und Glycerinester der 3-Phenylbutters�ure charakterisiert,
indem Rohextrakt oder aufgereinigtes Enzym verwendet
wurde und die E-Werte mithilfe von HPLC (oder GC) an
chiraler Phase ermittelt wurden (Tabelle 1). Wie aufgrund des
Selektionsprinzips erwartet, hatten alle vier Mutanten eine R-
Enantiopr�ferenz. Die Varianten E8 und F5 zeigten eine
hohe Enantioselektivit�t f�r den Glycerinester, der in der
Selektion verwendet wurde, und exzellente E-Werte f�r den
Ethylester, der in der kinetischen Racematspaltung der Bio-
katalyse verwendet wurde. Die Klone C4 und E7 ergaben nur
eine geringe Enantioselektivit�t und liegen somit im gleichen
Bereich wie das Wildtypenzym.

Wir haben ein Konzept f�r ein In-vivo-Selektionssystem
in Kombination mit Durchflusszytometrie entwickelt, das f�r
die Entdeckung enantioselektiver Enzyme n�tzlich ist. Durch
die Anwendung eines Gemischs von Pseudoenantiomeren –
wobei ein Enantiomer als potenzielle Energiequelle f�r den
Wirtsorganismus und das andere als mçglicher Wachstums-
inhibitor fungiert – konnten E.-coli-Klone, die die ge-
w�nschten enantioselektiven Esterasen enthalten, durch
Wachstum und Zellsortierung identifiziert werden. Dies
konnte durch eine anschließende kinetische Racematspal-
tung, beispielhaft anhand der 3-Phenylbutters�ure demon-
striert, best�tigt werden. Mit entsprechenden Selektionssub-

straten sollte diese Methode auch f�r andere Verbindungen
oder Enzymklassen geeignet sein.
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