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In den vergangenen beiden Jahrzehnten ist der Konsum von
trans-Fettsduren (TFS) als ein wichtiger beeinflussbarer Ri-
sikofaktor fiir die Entstehung der koronaren Herzkrankheit
erkannt und mit einer Verschiarfung der Insulinresistenz und
der viszeralen (Eingeweide-)Adipositas bei pradisponierten
Personen in Verbindung gebracht worden.!!! Daher wurde in
den meisten westlichen Léandern die Verwendung von TFS in
Lebensmittelformulierungen durch vielfiltige politische und
gesetzgeberische Mafinahmen beschriankt. Die meisten dieser
TFS entstehen als unerwiinschtes Nebenprodukt bei der in-
dustriellen Hydrierung von mehrfach ungesittigten pflanzli-
chen Olen. Hierbei handelt es sich um einen Prozess, durch
den die oxidative Stabilitdt und die Schmelzpunkteigen-
schaften von pflanzlichen Olen verbessert werden. Die kata-
Iytische Hydrierung ist seit ihrer Erfindung durch Wilhelm
Norman im Jahr 1902” das vorherrschende Verfahren zur
Modifizierung von Speisefetten. Rund 5% der weltweiten
Pflanzendlproduktion (insgesamt rund 137 Mio. Tonnen pro
JahrP¥) werden hydriert, obgleich Alternativverfahren wie
Fraktionierung und Umesterung mehr Relevanz bei der
Herstellung von ,,Zero-Trans“-Speisefetten gewonnen
haben.P! Folglich ist eine selektive Entfernung von trans-
Fettsduren aus partiell hydrierten Pflanzenslen (PHPOs) ein
vielversprechender Downstream-Prozess fiir die industrielle
Hydrierung. Allerdings sind bisher weder chemische noch
enzymatische Katalysatoren beschrieben worden, die eine
hochselektive Entfernung von trans-Fettsduren aus PHPO
ermoglichen. Laut einer Studie weist die Lipase A aus Can-
dida antarctica (CAL-A) jedoch eine 15-mal hohere Reakti-
onsgeschwindigkeit bei der Veresterung von Elaidinsdure
(C18:1A9-trans-Fettsiure) mit n-Butanol als der von Olsiure
(C18:1A9-cis-Fettsiure) auf.® Bisher sind die Ursachen fiir
diese cis/trans-Selektivitit noch nicht aufgeklart worden, und
es fehlt ein Erklarungsmodell fiir diese Art der Fettsdurese-
lektivitt.

Wie alle Lipasen weist CAL-A eine typische o/f-Hydro-
lase-Faltung auf, und im aktiven Zentrum befindet sich eine
Triade aus Serin, Histidin und Aspartat, welche die Hydrolyse
von wasserunloslichen Estern oder deren Riickreaktion (die
Veresterung) ermdoglicht.”! CAL-A ist eine ungewohnliche
Lipase mit interessanten Eigenschaften, die sehr sperrige
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Substrate, einschlieBlich stark verzweigten Acylgruppen,
sterisch gehinderte Alkohole, Amine und Amide akzeptiert.[!
Nachdem die Kristallstruktur der CAL-A von Ericsson et al.
2008 gelost worden war, konnte die Enantioselektivitit der
CAL-A fiir sterisch anspruchsvolle Substrate durch Protein-
Engineering verbessert werden.[®!

Dariiber hinaus offenbarte die Rontgenstrukturanalyse
der CAL-A (PDB-Eintrige: 2VEO und 3GUU) eine unge-
wohnliche Lidstruktur, was darauf schlieBen lésst, dass die
CAL-A der Prototyp einer neuen Lipaseunterfamilie ist.
Durch diese einzigartige Lidstruktur wird ein sehr langer und
schmaler Acyl-Bindungstunnel mit einer kleinen Abzweigung
gebildet, von dem angenommen wird, dass er eine hohe
Passgenauigkeit fiir langkettige Fettsduren aufweist.

Daher wihlten wir CAL-A als Ausgangspunkt, um hoch
trans-selektive Varianten fiir die effiziente Entfernung von
TFS aus PHPO zu erzeugen. Dies erforderte: 1) eine funk-
tionelle Expression von CAL-A in Escherichia coli, die ein
Hochdurchsatz-Screening (HTS) im Mikrotiterplatten-
(MTP)-MaBstab ermoglicht, 2) eine geeignete HTS-Assay-
Methode fiir die Durchmusterung von Mutanten-Bibliothe-
ken und 3) die Identifizierung von Aminosidureresten, die
mutmaBlich die trans- oder cis-Fettsdureselektivitit beein-
flussen, als Ziele fiir die Mutagenese.

Um die Proteinproduktion im MTP- und Deepwell-Plat-
ten(DWP)-MaBstab zu ermoglichen, wurden zunichst vier
genetische Konstrukte erzeugt, denn die zuvor publizierten
Expressionssysteme fiir CAL-A! P. pastoris und E. coli, er-
wiesen sich als ungeeignet fiir dieses Vorhaben. Deren Un-
tersuchung zeigte, dass die periplasmatische Expression der
CAL-A (in E. coli) zu signifikant hoheren Enzymaktivitdten
im Kulturtiberstand fithrte als die cytoplasmatische. Eine
Autolyse der Zellen bewirkte ndmlich, dass sich die Lipase im
Kulturiiberstand anreicherte, wodurch eine zeitsparende und
giinstige Methode zur Durchmusterung etabliert werden
konnte (sieche Hintergrundinformationen, Abbildungen S1
und S2). Als Nichstes wurde ein Hochdurchsatz-Assay ent-
wickelt. Dieser basierte auf der Freisetzung von p-Nitrophe-
nol entweder von einem Elaidinsdureester (pNP-C18:1A9-
trans) oder von einem Olsiureester (pNP-C18:1A9-cis), da es
sich bei diesen Substraten um die am héaufigsten vorkom-
menden ungeséittigten Fettsduren in PHPO handelt. Mit
diesem Paar représentativer trans- und cis-Fettsduren wurde
die ,trans-iiber-cis“-Selektivitit (ToC-Wert) des CAL-A-
Wildtyps und der Mutanten bestimmt, indem die Hydroly-
segeschwindigkeit in separaten Vertiefungen der Mikrotiter-
platte verfolgt wurde. Enzymvarianten mit der gewiinschten
verbesserten Selektivitdt konnten dadurch schnell identifi-
ziert und einer detaillierten GC-Analyse mit partiell hy-
driertem Pflanzenol unterzogen werden. Mit diesem Assay
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wurde ein ToC-Wert fiir den CAL-A-
Wildtyp von 2.5 fiir Elaidinsdure/Olsiure
bestimmt. Der Unterschied in der Selek-
tivitdt zu dem bereits frither verdffent-
lichten Wert! kann auf das Reaktionssys-
tem (Veresterung gegeniiber Hydrolyse)
und die unterschiedlichen Ester (pNP-
gegeniiber n-Butyl-Ester) zuriickgefiihrt
werden. Dariiber hinaus wurde der pNP-
Vaccensdureester (pNP-C18:1A11-trans)
synthetisiert und ein ToC-Wert von 3.0
(gegeniiber  pNP-Olsidure)  bestimmt
(siehe Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S3).

Die Identifizierung von Aminosdureresten, die bei der
Selektivitdat der CAL-A fiir die trans- oder cis- Konfiguration
einer Fettsdure-Doppelbindung eine Rolle spielen, ist an-
spruchsvoll und bisher noch nicht durch Protein-Engineering
untersucht worden. Daher wurden alle Reste, die den ca. 30 A
langen Acyl-Bindungstunnel umfassen, als relevant betrach-
tet, besonders solche, die innerhalb eines Radius von 5 A
lagen und der gedockten C18:1-Fettsdure zugewandt waren
(Abbildung 1). Dies fiihrte zur Identifizierung von zwolf Po-
sitionen entlang des gesamten Fettsdure bindenden Tunnels:
F149, 1150, A218, T221, F222,1.225, F233, G237, L241, M248,
1301 und L305. Auf diese Weise wurden nicht nur die Reste in
der Nihe der wahrscheinlichen Position der A9-Doppelbin-
dung, sondern auch Aminosduren am Anfang und am Ende
des Acyl-Bindungstunnels einer Mutagenese unterzogen. Das
NDT-Codon wurde fiir eine ortsspezifische Sattigungsmuta-
genese ausgewdhlt, da es zum einen nur fiir zwolf der 20
proteinogenen Aminosduren kodiert, zum anderen aber alle
funktionellen Gruppen der Aminosduren umfasst. Folglich
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Abbildung 1. Kristallstruktur der CAL-A (PDB-Eintrige: 2VEO, 3GUU).
Eine C18:1-Fettsdure wurde in den Acyl-Bindungstunnel der CAL-A ge-
dockt. Die zwdlf Aminosiurereste, die fiir die NDT-Codon basierte Sit-
tigungsmutagenese ausgewahlt wurden, sind darunter dargestellt.
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Schema 1. Durch die Hydrolyse der p-Nitrophenylester (pNP-Ester) der Elaidinséure (trans)
oder der Olsiure (cis) durch CAL-A oder deren Mutanten wird p-Nitrophenol freigesetzt, das
spektrophotometrisch quantifiziert werden kann. Die jeweilige Geschwindigkeit der Hydroly-
sereaktion erméglicht die Bestimmung des ToC-Wertes (ToC = V;a/V.is) -

wurde eine viel kleinere Zahl von Klonen fiir jede Position
benotigt, ohne dass die Qualitit der Bibliothek beeintrachtigt
wurde.['")

Nach der Erstellung der zwolf NDT-Codon-basierten Bi-
bliotheken und der Expression der Varianten in E. coli in
DWP wurden die Bibliotheken (ca. 5000 Klone) mit dem in
Schema 1 skizzierten Assay durchmustert. Die Mutagenese
von sieben der zwolf Positionen (1150, A218, 1225, F233,
G237, 1241, M248) lieferte Varianten mit ToC-Werten, die
niedriger als der Wert fiir den CAL-A-Wildtyp oder ihm
dhnlich waren. Fiir die Positionen F149, T221, F222, 1301 und
L305 wurden jedoch mehrere Varianten mit zwei- bis sechs-
fach héheren ToC-Werten identifiziert (Tabelle 1), wenn auch
die spezifische Aktivitit teilweise verringert war, wie bei den
Varianten T221H, F222C und I301H. Von besonderem In-
teresse waren die Mutanten F149D und F222S, denn ihre
Hydrolysegeschwindigkeit v war nur méafig beeintrichtigt,
und sie zeigten eine stark erhohte Préferenz fiir das trans-
Isomer. Als Nichstes wurde die Relevanz dieser erhohten
ToC-Werte in einem Test, der reprisentativ fiir die ge-
wiinschte Anwendung des Enzyms ist, iiberpriift: die Hy-
drolyse von PHPO, das ein komplexes Gemisch aus Trigly-
ceriden mit iiber 70 geséttigten und ungesattigten Fettsduren
mit unterschiedlicher Kettenldnge, Zahl und Position von
Doppelbindungen ist.

Das in dieser Studie verwendete PHPO (partiell hy-
driertes Sojabohnendl: PHSO) enthilt etwa 20 trans-Fett-
sauren, was ungefihr 18% der gesamten Fettsduren im Ol
entspricht. Daher konnen die ToC-Werte, die mit den pNP-
Estern bestimmt wurden, von denjenigen, die bei der Hy-
drolyse dieses komplexen Ols bestimmt wurden, abweichen.
Die Produktion der sechs besten CAL-A-Varianten in gro-
Berem MaBstab erfolgte mithilfe von P pastoris X33 oder
E. coli (DE3). Der Kulturiiberstand wurde danach bei der
Hydrolyse von PHSO eingesetzt, gefolgt von einer gaschro-
matographischen Analyse der Fettsduren, die im Glycerin
gebunden blieben. Anstelle des ToC-Wertes, wie oben be-
schrieben, musste eine alternative Maoglichkeit gefunden
werden, um die Chemoselektivitit der CAL-A-Mutanten bei
der Hydrolyse des hochkomplexen PHSO zu bestimmen, da
im Ol eine Vielzahl verschiedener trans-, cis- und gesittigter
Fettsduren enthalten ist. Daher wurde ein Selektivitdtsfaktor
(ag-Faktor) eingefiihrt, der die Chemoselektivitit der CAL-
A-Mutanten fiir verschiedene Fettsduretypen reflektiert (z. B.
Ztrans und X gesittigte gegeniiber Zcis). Dieser erweiterte a-
Faktor ist identisch mit dem E-Wert, der von Chen et al. de-
finiert wurde,"!! um die vom Umsatz unabhiingige Enantio-
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Tabelle 1: Beste Mutanten, die wihrend der anfinglichen Durchmusterung der CAL-A-Varianten mit

pNP-Estern der Elaidin- und Olsdure gefunden wurden.

Angewandte

ungesittigten und trans-Fettsduren
unterscheiden, sondern vor allem

zwischen denen, die eine lineare

CAL-A-Variante ToC-Wert v [umolmin™] v [umol min™]

C18:1A9-trans® C18:1A9-cis Struktur (gesittigte und trans-Fett-
wT 25 14188 +2838  (100%) 5675  £1135  (100%) sauren) einnehmen konnen und
1305N 4 2696 £539 (19%) 454 +9] (8%)  solchen, die dazu nicht in der Lage
T221H 5 709 +142 (5%) 114 +23 (2%)  sind (cis-Fettsduren). Der gerade
130TH 6 1135 +227 (8%) 170 +34 (3%) und enge Tunnel der trans-selekti-
F222C 8 1135 +227 (8%) 114 +23 (2%) ven CAL-A (Abbildung1) kann
F149D 12 2412 +482 (17 %) 170 +34 (3%) den Zugang fiir cis-Fettsduren be-

F2225 15 2979 4596 21%) 170 +34 (3%)

[a] Enzymatische Hydrolysegeschwindigkeiten der pNP-Ester der CAL-A-Mutanten und relative Ge-

schwindigkeiten der Mutanten im Vergleich der des Wildtyps.

Tabelle 2: Hydrolyse eines partiell hydrierten Pflanzenéls (PHPO) durch verschiedene CAL-A-Varianten.

hindern, wihrend trans-Fettsduren
und gesittigte Fettsduren bevorzugt
eintreten konnen. Durch diesen
Mechanismus kann ein schmaler
Bereich innerhalb des Tunnels eine

allgemeine Spezifitit fiir die cis-

™ : (d Id] . . .
CAI._ A Umsatz Akt. qusa Akt. Ztrf]n: Akt. 25j\ta thrqn:/ ) s:ath/ g ag; Doppelbindungen an einer beliebi-
Variante [%] [MUMLTE [mUmL? [mUmLT® pEcis® vEcis® . . .
gen Stelle einer Fettsdure vermit-
Wlldtyp 22 883 1203 1076 1.36 1.22 3.5 6.7 teln, die sich tiefer im Tunnel be-
L305N 14 120 299 239 2.50 2.00 4.5 96 findet als dieser Bereich selbst.
F149D y 3 78 74 27.77 26.20 46 285 Umgekehrt wird ein cis-selektives
F222S 16 16 111 117 7.02 7.37 4.5 32.2 g R . K K
F222C 20 46 163 164 3.53 354 46 366 Enzym (wie die Geotrichum-candi-
T221H 5 0 48 47 >100 >100 98 >100 dum-Lipase ') durch starke
130TH 12 0 107 87 >100 >100 11.2 >100 Kriimmungen innerhalb des Sub-

[a] Volumetrische Aktivitdt der CAL-A-Varianten bei der Freisetzung verschiedener Fettsauretypen (Zcis:
freigesetzte Menge cis-Fettsduren, Strans: freigesetzte Menge trans-Fettsiuren, sat: freigesetzte
Menge gesittigter Fettsduren). Ein Unit ist als diejenige Enzymmenge definiert, bei der ein pmol
Fettsdure pro Minute unter Assaybedingungen freigesetzt wird. [b] Hydrolysegeschwindigkeit fiir die
Freisetzung von trans-Fettsduren (Ztrans) oder gesittigten Fettsduren (Zsat) gegeniiber der Hydroly-
segeschwindigkeit fiir die Freisetzung von cis-Fettsduren (Zcis). [c] o -Faktor fiir die Spezifitit
Ztrans,ep, [ (ZCisgen, + Zsatyey). [d] ag-Faktor fir die Spezifitat: (Ztransye, + Xsatye,) /X Cisge ; Ztransye, :
gebundene Fraktion der trans-Fettsduren, Zcis,,, : gebundene Fraktion der cis-Fettsduren; Zsat,,, : ge-
bundene Fraktion der gesittigten Fettsduren in PHPO. Alle Messungen wurden als Dreifachbestim-

mung durchgefiihrt.

selektivitdt zu beurteilen, sowie mit dem von Rangheard et al.
definierten Kompetitivititsfaktor'? fiir multi-kompetitive
enzymatische Reaktionen. So zeigt ein hoher ag-Faktor ein
Enzym mit hoher Priferenz fiir die Hydrolyse von trans- oder
gesittigten Fettsduren an. Aus Tabelle 2 ist ersichtlich, dass in
der Tat alle Varianten eine hohere Selektivitét als der CAL-
A-Wildtyp aufweisen. Dabei sind die Varianten T221H und
I301H am selektivsten.” Eine detaillierte Analyse der Fett-
sduren, die von jeder Variante im Vergleich zum CAL-A-
Wildtyp freigesetzt wurden, kann in den Hintergrundinfor-
mationen (Abbildung S4 und Tabelle S1) eingesehen werden.
Es zeigt sich, dass jede CAL-A-Variante ein individuelles
Profil von Fettsdure-Hydrolysegeschwindigkeiten aufweist
(Tabelle S1). Dies deutet darauf hin, dass jede Substitution im
Acyl-Bindungstunnel von CAL-A zu einem einzigartigen
Satz maBigeschneiderter Fettsdurepréferenzen fithrt. Dariiber
hinaus weisen die beiden besten CAL-A-Varianten einen
hervorragenden ag,-Faktor von > 100 auf, was schlussfolgern
lasst, dass trans-Fettsduren und gesittigte Fettsduren bevor-
zugt in PHPO hydrolysiert werden. Dies bedeutet einen zu-
sitzlichen gesundheitlichen Nutzen, denn im so erhaltenen Ol
bleiben die cis-Fettsduren in der Glyceridfraktion gebunden.

AuBerdem zeigt die Analyse der Hydrolysedaten (Tabel-
le 2), dass die verbesserten CAL-A-Varianten nicht zwischen
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stratbindetunnels den Zugang fiir
lange, gerade trans-Fettsduren be-
hindern.

Zusammenfassend ermoglichte
unser neuartiger Ansatz die trans-
Fettsdure-Selektivitit einer Lipase
auf eine Weise zu beeinflussen, dass
die Chemoselektivitdt von CAL-A
effektiv manipuliert wurde, sodass
Varianten mit den gewiinschten,
hervorragenden FEigenschaften er-
zeugt wurden. Der Einsatz der besten Varianten innerhalb
eines groBtechnischen Prozesses mit partiell hydrierten
Pflanzenolen kann daher helfen, eine Exposition von Ver-
brauchern gegeniiber ungesunden trans-Fettsduren in Le-
bensmitteln in Zukunft zu vermeiden.

Eingegangen am 29. August 2011,
veridnderte Fassung am 1. November 2011
Online veroffentlicht am 23. November 2011

Stichworter: Enzymkatalyse - Fettsduren -
Hochdurchsatz-Screening - Lipasen - Protein-Engineering

[1] a) A. Ascherio, M. B. Katan, P. L. Zock, M. J. Stampfer, W. C.
Willett, N. Engl. J. Med. 1999, 340, 1994-1998; b) R. Micha, D.
Mozaffarian, Nat. Rev. Endocrinol. 2009, 5, 335-344; c) D.
Mozaffarian, M. B. Katan, A. Ascherio, M. J. Stampfer, W. C.
Willett, N. Engl. J. Med. 2006, 354, 1601 -1613.

[2] W. Norman, Deutsche Patentanmeldung, Nr. 141029, 1902.

[3] a) U. Biermann, U.T. Bornscheuer, M. A.R. Meier, J.O.
Metzger, H. J. Schifer, Angew. Chem. 2011, 123, 3938 —3956;
Angew. Chem. Int. Ed. 2011, 50, 3854-3871; b) F. Destaillats,
J. L. Sébédio, F. Dionisi, J.-M. Chardigny in The Oily Press Lipid
Library, Vol. 23, 2. Aufl., The Oily Press, Bridgwater, 2009,
S. 440.

www.angewandte.de

Chemie

427



Angewandte

428

Zuschriften

[4] R. Borgdorf, S. Warwel, Appl. Microbiol. Biotechnol. 1999, 51,
480-485.

[5] H. Jochens, M. Hesseler, K. Stiba, S. K. Padhi, R. J. Kazlauskas,
ChemBioChem 2011, 12, 1508 -1517.

[6] a) P. Dominguez de Maria, C. Carboni-Oerlemans, B. Tuin, G.
Bargeman, A. van der Meer, R. van Gemert, J. Mol. Catal. B
2005, 37, 36—46; b) S. Hari Krishna, M. Persson, U. T. Born-
scheuer, Tetrahedron: Asymmetry 2002, 13, 2693-2696; c) A.
Liljeblad, P. Kallio, M. Vainio, J. Niemi, L. T. Kanerva, Org.
Biomol. Chem. 2010, 8, 886—895; d) M. Schmidt, E. Barbayi-
anni, I. Fotakopoulou, M. Hohne, V. Constantinou-Kokotou,
U. T. Bornscheuer, G. Kokotos, J. Org. Chem. 2005, 70, 3737 -
3740.

[7] D.J. Ericsson, A. Kasrayan, P. Johansson, T. Bergfors, A. G.
Sandstrom, J. E. Biackvall, S. L. Mowbray, J. Mol. Biol. 2008, 376,
109-119.

[8] a) K. Engstrom, J. Nyhlén, A. G. Sandstrom, J.-E. Bickvall, J.
Am. Chem. Soc. 2010, 132, 7038-7042; b) A. G. Sandstrom, K.

Engstrom, J. Nyhlén, A. Kasrayan, J. E. Bickvall, Protein Eng.
Des. Sel. 2009, 22, 413 -420.

[9] a)J. Pfeffer, S. Richter, J. Nieveler, C. E. Hansen, R. B. Rhlid,
R. D. Schmid, M. Rusnak, Appl. Microbiol. Biotechnol. 2006, 72,
931-938; b) J. Pfeffer, M. Rusnak, C. E. Hansen, R. B. Rhlid,
R.D. Schmid, S. C. Maurer, J. Mol. Catal. B 2007, 45, 62—-67.

[10] M. T. Reetz, D. Kahakeaw, R. Lohmer, ChemBioChem 2008, 9,
1797 -1804.

[11] C.S. Chen, Y. Fujimoto, G. Girdaukas, C. J. Sih, J. Am. Chem.
Soc. 1982, 104, 7294 —-7299.

[12] M. S. Rangheard, G. Langrand, C. Triantaphylides, J. Baratti,
Biochim. Biophys. Acta Lipids Lipid Metab. 1989, 1004, 20-28.

[13] Die entsprechende Doppelmutante (T221H/I201H) wurde her-
gestellt, aber das Expressionsniveau war sehr niedrig, weshalb
ihre Selektivitét nicht untersucht werden konnte.

[14] M. C. Bertolini, J. D. Schrag, M. Cygler, E. Ziomek, D.Y.
Thomas, T. Vernet, Eur. J. Biochem. 1995, 228, 863 —869.

www.angewandte.de

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2012, 124, 425-428



