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Das ABO-Blutgruppensystem, das vor îber hundert Jahren
von Landsteiner entdeckt wurde, ist ein maßgebliches Hilfs-
mittel bei Blutransfusionen.[1] Die Blutgruppen im ABO-
System unterscheiden sich durch spezifische, antigen wir-
kende Zuckermolekîle auf der Oberfl�che roter Blutzellen
(RBCs; Erythrozyten). Die Spezifit�t einer Blutgruppe ist
durch die Art und Verknîpfung der Monosaccharide an den
Enden der Kohlenhydratketten definiert. Der antigene Be-
standteil sind eine oder mehrere Kohlenhydratketten, die an
ein in der Zellmembran eingebettetes Ceramid- oder Peptid-
Rîckgrat gebunden sind. Wird die falsche Blutgruppe ver-
abreicht, lçst dies eine Immunantwort mit manchmal fatalen
Konsequenzen aus.[1b]

Wissenschaftler haben lange versucht, ein „universelles
Blut“ durch enzymkatalysierte Abspaltung der antigenen
Komponenten herzustellen. In einer frîhen Studie wurden
Erythrozyten vom B-Typ durch eine katalytische Exoglyko-
sidase in universelles Blut Typ O umgewandelt.[2] aGalNAc-
und aGal-Reste der A- und B-Trisaccharid-Antigene konn-
ten selektiv gespalten werden, und die Zellen blieben nach
anschließender Transfusion intakt. Leider war die Enzymak-
tivit�t viel zu niedrig fîr die praktische klinische Anwendung.
Andere Versuche wurden seither unternommen, z.B. die
Verwendung von bakteriellen Glykosidasen,[3c] das Problem
der geringen Aktivit�t erwies sich jedoch als hartn�ckig.[3a,b]

Einer Forschungsgruppe unter der Leitung von Steve
Withers in Zusammenarbeit mit anderen kanadischen For-
schern und einer franzçsischen Gruppe gelang nun ein
wichtiger Schritt hin zur Produktion von universellem Blut.[4]

Mit dem Ziel, die Aktivit�t einer selektiven Glykosidase-
hydrolase zu steigern, unternahmen die Forscher eine
Machbarkeitsstudie unter Einsatz einer strukturgerichteten
Evolution. Diese Technik des Protein-Engineerings umfasst
die Anwendung rekursiver Zyklen von Genmutagenese,
Genexpression und Genscreening (oder Genselektion), ent-
sprechend einer „Darwinistischen“ Prozedur, welche die

Evolution praktisch jeder gewînschten Proteineigenschaft
ermçglicht, einschließlich Enzymstabilit�t, Aktivit�t und
Stereoselektivit�t.[5, 6] Mehrere Genmutagenesemethoden
und Strategien zu deren Anwendung wurden entwickelt; eine
der verl�sslichsten Techniken fîr die Evolution von Aktivit�t
und Stereoselektivit�t ist die iterative S�ttigungsmutagenese
(ISM) von Aminos�uren am Eingang zur Bindungstasche des
Enzyms, die auf dem CAST-Verfahren (combinatorial active-
site saturation test) basiert.[6] Bei dem Verfahren wird der
beste Treffer aus einer randomisierten Bibliothek als Vorlage
fîr die S�ttigungsmutagenese einer anderen Aminos�ure-
position verwendet, und der Prozess wird solange fortgefîhrt,
bis die katalytischen Eigenschaften des Enzyms bis zum ge-
wînschten Grad verbessert sind.

In Wesentlichen unterzogen Withers und Mitarbeiter eine
Glykosidhydrolase aus Streptococcus pneumonia SP3-BS71
(Sp3GH98) mehreren gerichtete Evolutionszyklen basierend
auf ISM.[4] Sp3GH98 spaltet die gesamten terminalen Trisac-
charid-Antigendeterminanten sowohl der A- als auch B-An-
tigene von Oberfl�chenglykanen roter Blutzellen ab, dies al-
lerdings so langsam, dass eine praktische Anwendung nicht
mçglich ist. Klinisch sind dies die wichtigsten Antigene, auf
die bei Bluttransfusionen und Gewebe- oder Organtrans-
plantationen geachtet werden muss.[1] Das Ziel war es, die
Enzymaktivit�t fîr die Spaltung der Galb-1,3-GlcNAc-Ver-
knîpfung in Typ1A-Antigenen zu steigern (Abbildung 1a–d).
Zuerst wurde ein Mikrotiterplattentest zum Hochdurchsatz-
Screening entwickelt. Hierfîr wurde ein fluorogenes Substrat
erzeugt, bestehend aus dem Typ1A-Pentasaccharid, das îber
eine b-glykosidische Bindung an eine Methylumbelliferyl-
Einheit gekuppelt wurde. In Gegenwart zweier „kuppelnder“
Enzyme erzeugt die gewînschte hydrolytische Spaltung fluo-
reszierendes Methylumbelliferon; die Technik wird auch in
anderen fluoreszenzbasierten Screeningsystemen eingesetzt.[7]

Basierend auf der Kristallstruktur von Sp3GH98, das ein
LewisY-Pentasaccharid Typ 2A enth�lt (PDB ID 2WMK),[8]

wurden sieben CAST-Aminos�uren in der ersten und zweiten
Struktursph�re fîr eine S�ttigungsmutagenese ausgew�hlt:
Tyr530, Asn 559, Tyr560, Trp 561, Ile 562, Asn 592 und Lys624
(Abbildung 1E). Diese Aminos�urepositionen sind nicht die
einzigen, die in Betracht gezogen werden kçnnen, und tat-
s�chlich wurden in einer sp�teren Phase zwei weitere zuge-
fîgt. Die sieben urspînglichen Bibliotheken wurden per
Fluoreszenzassay durchsucht, und es wurden drei Einzelmu-
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tationen mit dreifach erhçhter Hydrolyseaktivit�t entdeckt
(Asn559Ser, Asn592Val und Asn592Ser). Die Mutationen
wurden zu Doppelmutanten Asn559Ser/Asn592Val und
Asn559Ser/Asn592Ser kombiniert, die eine etwa sechsfach
erhçhte Aktivit�t aufwiesen. Auf die Doppelmutanten wurde
anschließend ISM angewendet,[6] mit individueller Rando-
misierung an den Aminos�urepositionen Tyr530, Tyr560,
Trp 561, Ile 562 und Lys624. Danach wurden verschiedene
Doppelpositionen bestehend aus den obigen Einzelpositio-
nen und den in der N�he befindlichen Resten Glu630,
Glu663 und Lys677 weiteren ISM-Prozeduren unterzogen.
Den Studien lag die Annahme zugrunde, dass kooperative
Effekte zwischen einzelnen Punktmutationen innerhalb eines
aus mehreren Aminos�uren bestehenden Zentrums und
zwischen S�tzen von Mutationen auftreten, wie es in anderen
Arbeiten bereits gezeigt wurde.[6] Die beste Variante, die mit
diesem Ansatz auf dieser Stufe der evolution�ren Optimie-
rung erhalten wurde, war Tyr530His/Asn559Ser/Asn592Val/
Glu630Leu/Lys677Leu mit einer 120-fachen Verst�rkung von

kcat/KM. Eine fehleranf�llige Polymerasekettenreaktion er-
hçhte die Aktivit�t nur in geringem Ausmaß durch eine
sechste Mutation, Leu692Ile.[4] Die Strategie erwies sich als
erfolgreich. Ein vielleicht sogar besserer ISM-Ansatz w�re
gewesen, die einzelnen Aminos�urepositionen von Anfang an
in grçßere Abschnitte zu gruppieren und dann ISM mit re-
duzierten Aminos�urealphabeten durchzufîhren.[6]

Die thermische Stabilit�t der Mutante (Tm = 44 88C) reicht
fîr praktische Anwendungen aus.[4] Die fîr das Typ1A-Oli-
gosaccharid evolvierten Aktivit�tssteigerungen verursachen
keinen signifikanten Aktivit�tsverlust gegen Typ2A-Oligo-
saccharide. Deshalb wurde vorgeschlagen, dass die Aktivit�-
ten des Enzyms gegen die beiden Verknîpfungen ausbalan-
ciert sind, was die vollst�ndige Entfernung von Antigenen
ermçglicht. Schließlich wurden antikçrperbasierte Immun-
fluoreszenzexperimente mit den realen Substraten durchge-
fîhrt, die eine deutlich erhçhte Abspaltung der
Typ1A-Antigene von der Oberfl�che roter Blutzellen de-
monstrierten.

Abbildung 1. A) Antigene Kohlenhydratdeterminanten von A-, B- und H-Antigenen.[4] Das H-Antigen kommt auf Glykanen der Blutgruppe O vor
und ist typischerweise nichtantigen, außer in seltenen F�llen. B) Spaltungsstellen in Typ2-Ketten fír die Abspaltung der A- und B-Antigene von
Erythrozyten durch GH98-EABase-Enzyme. C) Verschiedene Kettentypen mit A-Antigenkomponenten auf der Oberfl�che von Erythrozyten und an-
deren Zelltypen. D) Struktur des fluorogenen Substrats MUType1Apenta. E) Randomisierungsstellen in der ersten und zweiten Struktursph�re, die
basierend auf der Rçntgenkristallstruktur von Sp3GH98[8] fír die iterative S�ttigungsmutagenese (ISM) ausgew�hlt wurden.[4] Erste Sph�re: Tyr 560
und Trp561; zweite Sph�re: Tyr530, Asn559, Ile562, Asn592 und Lys624. Abdruck mit Genehmigung der American Chemical Society.
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Die hier besprochene Studie hat zum ersten Mal gezeigt,
dass gerichtete Evolution genutzt werden kann, um die Sub-
stratspezifit�t von Sp3GH98 fîr die Spaltung der Galb-1,3-
GlcNAc-Verknîpfung von Typ1-Ketten ohne grçßeren Ak-
tivit�tsverlust gegen die Galb-1,4-GlcNAc-Verknîpfung von
Typ2-Ketten zu steigern. Die Ergebnisse dienen als Basis fîr
zukînftige gerichtete Evolutionsexperimente zur Verbreite-
rung der Substratspezifit�t gegen Galb-1,3-GalNAc-Ver-
knîpfungen von Typ3- und Typ4-Ketten. Diese beinhalten A-
Antigene (aber keine B-Antigene), die in manchen zum A1-
Ph�notyp gehçrenden Individuen (80% der Blutgruppe A)
vorkommen. Mehr Forschungen sind nçtig, bevor die Pro-
duktion von universellem Blut mçglich sein wird, aber die
hier vorgestellte Studie hat einen neuen Zugang zu diesem
spannenden Projekt geçffnet.
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