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optoelektronischen Eigenschaften und die Art, wie sich die im
Nanobereich strukturierten Stoffe in vorgegebene Uberstruk-
turen einfiigen; dieses Gebiet verspricht eine zunehmend
wichtige Rolle in vielen Schliisseltechnologien des neuen
Jahrtausends zu spielen.[' Da ein stetig zunehmender Bedarf
an der Entwicklung sauberer, nicht giftiger und umwelt-
freundlicher (,,griine Chemie*) Synthesewege besteht, such-
ten die auf dem Gebiet der Synthese von Nanopartikeln und
deren Anordnung tdtigen Forscher in biologischen Systemen
nach inspirierenden Gedanken. Dieses und die akademische
Neugier fiihrte zur Entwicklung biomimetischer Methoden
zur Herstellung anspruchsvoller Materialien. Sowohl von
Einzellern als auch von Mehrzellern ist bekannt, dass sie
intra- oder extrazelluldr anorganische Stoffe produzieren,?
z.B. magnetotaktische Bakterien (sie synthetisieren Magne-
tit-Nanopartikel),’! Diatomeen (Kieselalgen, sie synthetisie-
ren kieselsdurehaltige Materialien)!! und S-Schichten-Bakte-
rien (sie produzieren Gips- und Calciumcarbonat-Schich-
ten).l!

Wenn man auch Mikroben mit betrdchtlichem Erfolg bei
biotechnologischen Anwendungen eingesetzt hat, z. B. bei der
Abtrennung toxischer Metalle aus einem Medium, so ist
wenig bekannt iiber ihren Einsatz zur Synthese von Nano-
materialien. Beveridge etal. konnten zeigen, dass man
nanoskalare Goldpartikel im Innern von Bakterienzellen
leicht ausfillen kann, wenn man Zellen mit Au®-Ionen
inkubiert.! Eine detaillierte Untersuchung zum Wachstum
von Au-Nanopartikeln mit Bacillus subtilis 168 ergab, dass
zuerst nichtkristalline Au-Partikel ausfallen, die sich anschlie-
Bend in kristallines, oktaedrisches Gold umwandeln, in dem
Schwefel und Phosphor eingebaut sind.”®! Kiirzlich zeigten
Klaus-Joerger et al., dass Bakterien aus dem Stamm Pseudo-
monas stutzeri AG259, die aus einer Silbermine isoliert
wurden, in einer konzentrierten, wissrigen AgNO;-Losung
Ag*-Tonen reduzieren und dabei im Innern ihres periplasma-
tischen Raums Ag-Nanopartikel wohldefinierter Gré8e und
ausgeprigter Morphologie bilden.[) AuBerdem konnten sie
zeigen, dass Gemische aus nanokristallinem Silber und den
Bakterien bei einer thermischen Behandlung kohlenstoffhal-
tiges Material mit optischen Eigenschaften bilden, das hin-
sichtlich moglicher Anwendungen in funktionellen Diinnfilm-
Beschichtungen interessant ist.”) In der vorliegenden Arbeit
zeigen wir, dass wenn man den Pilz Verticillium sp. (AAT-TS-
4) zu einer wissrigen Losung von AuCl,~-Ionen gibt, die
Metallionen reduziert werden und sich Au-Nanopartikel mit
einem Durchmesser von ca. 20 nm bilden. Die Nanopartikel
bilden sich sowohl an der Oberfliche als auch auf der
cytoplasmatischen Membran im Innern der Zellen, die
Reduktion der Metallionen ist vernachlidssigbar. Nach unse-
rer Kenntnis ist dies der erste Einsatz eines Eukaryonten zur
biologischen Synthese von Nanopartikeln aus einem Edel-
metall wie Gold.

Abbildung 1 A zeigt einen Erlenmeyer-Kolben mit Verti-
cillium-Zellen, die man dem Kulturmedium entnommen hat,
um sie dann anschlieend in eine HAuCl,-Losung einzubrin-
gen. Die blassgelbe Farbe der Zellen ist deutlich erkennbar.
Abbildung 1B zeigt die Pilzzellen, nachdem sie einer 10~*m
wissrigen HAuCl,-Losung ausgesetzt waren, man sieht ein
kraftiges Violett in den Zellen, das die Bildung von Au-
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Abbildung 1. A) Aus dem Kulturmedium entnommene Zellen von Ver-
ticillium sp. B) Zellen, die 72 h lang einer 10~*M wissrigen Losung von
HAuCl, ausgesetzt waren. C) UV/Vis-Spektren von Biofilmen der Zellen
bevor (Kurve 1) und nachdem sie 72 h lang einer 10~*m wissrigen HAuCl,-
Losung ausgesetzt waren (Kurve 2). Zum Vergleich ist auch ein Spektrum
(gestrichelte Linie) einer HAuCl,-Losung gezeigt, in der sich 72 h lang die
Pilzzellen befanden. D) XRD-Muster eines Biofilms aus Verticillium-
Zellen mit Au-Nanopartikeln, der sich auf einer Si(111)-Wafer gebildet
hat. Die Braggschen Hauptreflexe sind gekennzeichnet.

Nanopartikeln anzeigt. Das wissrige Medium ist farblos und
zeigt damit deutlich, dass keine extrazelluldre Reduktion von
AuCl, -Ionen stattgefunden hat. Au-Nanopartikel absorbie-
ren aufgrund der Anregung von Schwingungen der Ober-
flichen-Plasmonen im sichtbaren Bereich des elektromagne-
tischen Spektrums (ca. 520 nm), dies ist verantwortlich fiir die
auffallende Farbe der Au-Nanopartikel in den verschiedenen
Medien.l' Die geernteten Zellen geben, so wie sie sind, im
UV/Vis-Spektrum keinen Hinweis auf eine Absorption im
Spektralbereich 400-800 nm. Sind diese Zellen jedoch
AuCl, -Ionen ausgesetzt gewesen, zeigen sie eine ausgeprégte
Absorption bei ca. 540 nm (Abbildung 1 C). Dieser Wert liegt
im Absoptionsbereich der fiir diinne Filme von Au-Nanopar-
tikeln, die auf anderen Weisen hergestellt wurden, bekannt
ist.l% 111 So wie bei den gerade geernteten Zellen zeigt das
UV/Vis-Spektrum einer wéssrigen HAuCl,-Losung, in die
man die Zellen eingebracht hatte, im Bereich von 540 nm
keine erkennbare Absorption. Dieses Ergebnis unterstiitzt
somit den auf dem in Abbildung 1B gezeigten Photo sicht-
baren Beweis, dass namlich in der Losung nur eine vernach-
lassigbare extrazelluldre Reduktion der AuCl, -Ionen statt-
gefunden hat. Ein weiterer Beweis fiir die intrazelluldre
Bildung von Au-Nanopartikeln liefert die Rontgenbeugungs-
analyse (XRD) eines Biofilms aus Au-Nanopartikeln in
Verticillium-Zellen, der auf ein Si-Substrat aufgebracht wur-
den (Abbildung 1D). Die intensiven Peaks der (111)-, (200)-
und (220)-Bragg-Reflexe von Gold im Beugungsmuster
entsprechen den Literaturwerten fiir Nanokristalle aus
Gold." Mit der Debye-Scherrer-Gleichung wurde die Breite
der (111)-Bragg-Reflexe bestimmt und so eine mittlere Grofe
von 25 nm fiir die in den Zellen gebildeten Au-Nanopartikel
ermittelt.['3]
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Die rasterelektronenmikroskopische (SEM) Aufnahme
(Abbildung 2 A) zeigt, dass die Mycelien mit gut dispergier-
ten Au-Nanopartikeln bedeckt sind, wobei die Au-Nanoparti-
kel auf der Oberfliche der Mycelien sind. Eine Analyse des
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Abbildung 2. A) SEM-Aufnahme eines Biofilms aus Verticillium-Zellen,
die nach dem Eintauchen der Zellen fiir 72 h in eine wéssrige 10~*M
HAuCl,-Losung auf ein Si(111)-Wafer aufgebracht wurden. B) Punkt-
Profil des EDX-Spektrums eines in Abbildung 2 A gezeigten Au-Nano-
partikels.

Energieprofils eines Punktes der Rontgenbeugungsaufnahme
(EDX) einer der Au-Nanopartikel zeigt starke Signale von
den Au-Atomen sowie schwichere von den C-, O- und CI-
Atomen (Abbildung 2b). Die C- und O-Signale stammen von
Rontgenstrahlemissionen aus Proteinen oder Enzymen, die
entweder direkt an die Au-Nanopartikel gebunden sind oder
sich in deren Niahe befinden. Das schwache Cl-Signal hin-
gegen deutet auf die Gegenwart eines kleinen Bruchteils von
AuCl, -Ionen in dem untersuchten Bereich hin.

Um den Bildungsmechanismus von Au-Nanopartikeln in
dem Biofilm wenigstens vorldufig zu verstehen, ist es wichtig
zu wissen, wo sich die Au-Nanopartikel relativ zu den
Pilzzellen befinden. Dies untersucht man iiblicherweise mit
der Transmissionselelektronenmikroskopie (TEM) diinner
Schnitte, im vorliegenden Fall von Verticillium-Zellen mit
Au-Nanopartikeln (Abbildung 3). Bei geringer Vergroerung
kann man eine Anzahl von Verticillium-Zellen erkennen
(Abbildung 3 A). Eine sorgfiltige Untersuchung des Bildes
zeigt duBerst kleine Au-Partikel, die an den Winden der
Zellen angeordnet sind. GroBere Au-Partikel erkennt man im
Innern der Zellen in allerdings betrdchtlich geringerer An-
zahl. Abbildung 3B zeigt eine TEM-Aufnahme einer einzel-
nen Zelle mit Goldpartikeln sowohl an der Zellwand (AuB3en-
seite der Zellmembran) als auch an der cytoplasmatischen
Membran (Membraninnenseite). Die Anzahl der Au-Nano-
partikel an der cytoplasmatischen Membran ist eindeutig
grofler als an der Zellwand. Wie aus Abbildung 3 A hervor-
geht, lasst sich ein geringer Prozentsatz groerer Goldpartikel
im Cytoplasma beobachten. Eine Analyse der Rontgenbeu-
gungsdaten ausgewihlter Gebiete eines einzelnen Goldparti-
kels (Daten sind nicht aufgefiihrt) zeigt diffuse Ringe mit
Gitterabstidnden, die sehr gut mit den fiir Gold zu erwar-
tenden iibereinstimmen. 20+ 8 nm ist die durchschnittliche
GrofBe eines an der Zellwand oder an der cytoplasmatischen
Membran gebildeten Au-Nanopartikels, das konnte durch
eine statistische Analyse von vielen TEM-Aufnahmen einzel-
ner Verticillium-Zellen bestimmt werden. Anzumerken sei,
dass bei dieser Analyse die groBeren Goldpartikel (oft groBer
als 100 nm, Abbildung 3C und D) nicht beriicksichtigt sind.

Angew. Chem. 2001, 113, Nr. 19

© WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2001

100 nm

Abbildung 3. TEM-Aufnahmen von Diinnschnitten gefarbter Verticillium-
Zellen nach einer 72-stiindigen Reaktion mit AuCl, -Ionen bei verschie-
denen VergroBerungen (A —D).

Hochaufgeloste TEM-Aufnahmen einer einzelnen Zelle
zeigen die hochorganisierte Anordnung der Au-Nanopartikel
an der Membran (Abbildung 3C und D). Auffillig ist die
grof3e Zahl von Nanopartikeln an der Membranoberfliache —
hier liegt eine ausgepridgte Abweichung gegeniiber bakteriel-
len Zellen vor, wo man bei einer Zelle oft nicht mehr als 10—
15 Nanopartikel beobachtet.®! Bemerkenswert ist auBerdem,
dass die GroBenverteilung der Au-Nanopartikel, die mit Hilfe
von Verticillium sp. hergestellt wurden, viel enger ist als die
von Ag-Partikeln, die sich in Bakterien bilden.®! Die hoch-
aufgeloste TEM-Diinnschnittaufnahme (Abbildung 3D)
zeigt Uiberwiegend kugelformige Au-Nanopartikel und nur
wenige dreieckige und sechseckige Partikel, auerdem ist die
cytoplasmatische Membran gut zu erkennen sowie im Cyto-
plasma ein groBer quasi-hexagonaler Goldpartikel.

Das ganze Potential bei der Verwendung von Mikroorga-
nismen zur Synthese nanoskalierter Stoffe kann erst dann
genutzt werden, wenn die Féhigkeit der Zellen, sich zu
vermehren, (und damit grof3e Oberflichen mit Nanomateria-
lien zu bedecken) durch die Gegenwart von Metallionen nicht
gefdhrdet wird. Deshalb wurde eine kleine Anzahl von
Verticillium-Zellen mit Au-Nanopartikeln aus dem Biofilm
entfernt und in ein Kulturmedium auf eine Agarplatte
aufgebracht. Innerhalb einer Woche hatten die Pilzzellen sich
soweit vermehrt, dass sie die Oberfliche der Agarplatte
(Durchmesser 8 cm) bedeckten (siche Bild in den Hinter-
grundinformationen), dies zeigt deutlich, dass die AuCl, -
Ionen und die Au-Nanopartikel nicht zum Zelltod fiihren.

Der genaue Mechanismus der Bildung von Au-Nanoparti-
keln durch die Reaktion mit den Pilzzellen versteht man zwar
noch nicht, doch auf der Grundlage unserer und anderer
Ergebnisse nehmen wir folgendes an: Esumi et al. zeigten,
dass am Zucker vollstdndig substituierte (Amidoamin)-Den-
drimere AuCl, -Ionen spontan reduzieren, dabei bilden sich
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an Dendrimere gebundene Au-Nanopartikel.' Wir konnten
zeigen, dass AuCl, -Ionen durch Silanolgruppen reduziert
werden und das Au-Nanopartikel in den Poren mesoporoser
MCM-41-Silicat-Matrizen eingefangen werden.™ Um die
Reduktion von AuCl,~-Ionen durch Zucker in der Zellwand
auszuschlieBen, reduzierten wir Metallionen mit verschiede-
nen Pilzarten, z.B. Fusarium oxysporum, Colletotrichum
gloeosporioides und Curvularia lunata, auf die gleiche Weise
wie mit Verticillium sp. In diesen Féllen konnte man keine
intrazelluldre Reduktion der AuCl, -Ionen beobachten, so-
dass ein unspezifischer Mechanismus fiir das Wachstum der
Nanopartikel ausgeschlossen wird. Auch dass der grofite Teil
der Nanopartikel sich an der cytoplasmatischen Membran der
Verticillium-Zellen (Abbildung 3) bildet, lidsst die Rolle von
Zellwand-Zuckern bei der Reduktion von AuCl, -Ionen
unwahrscheinlich erscheinen. Da sich die Nanopartikel auf
der Oberflidche der Pilzzellen bilden und nicht in der Losung,
gehen wir davon aus, dass im ersten Schritt die AuCl, -Ionen
auf der Zelloberfliche eingefangen werden. Dies konnte
durch elektrostatische Wechselwirkungen mit positiv gelade-
nen Gruppen (z.B. Lysinseitenketten) von Enzymen gesche-
hen, die sich in der Zellwand der Mycelien befinden. Danach
werden die Au-Ionen durch Enzyme in der Zellwand reduziert,
was zur Aggregation der Metallatome und zur Bildung der
Nanopartikel fithrt. Die TEM-Analysen von Diinnschnitten
haben gezeigt, dass sich einige Nanopartikel auch auf der
cytoplasmatischen Membran befinden (Abbildung 3B, D);
dies deutet darauthin, dass einige der AuCl, -Ionen/kleinen
Au-Partikel durch die Zellwand diffundieren und sich dann
auf der cytoplasmatischen Membran befinden. Moglicherwei-
se sind auch Enzyme der cytoplasmatischen Membran an der
Reduktion von Au-Ionen beteiligt. Zurzeit untersuchen wir
die Struktur einzelner Verticillium-Zellen im Detail und
hoffen so, den Mechanismus der Bildung von Au-Partikeln
durch Reduktion von AuCl,~-Ionen niher zu beleuchten.

Wir konnten also zeigen, dass AuCl, -Ionen durch eine
Verticillium-Pilzart in wissriger Losung bioreduziert werden.
Die Reduktion der Edelmetallionen geschieht an der Ober-
fliche der Mycelien sowie an der cytoplasmatischen Mem-
bran und fiihrt zur Bildung von Partikeln aus monodispersem
Gold mit wohldefinierter Abmessung. Die Nanopartikel sind
an die Oberfliche der Pilzzellen gebunden und konnten fiir
verschiedene Anwendungen, z.B. bei der Katalyse oder als
Vorstufen zur Synthese von Beschichtungen fiir elektronische
Anwendungen, verwendet werden. Der Einsatz von Pilzzellen
zur Synthese von Au-Nanopartikeln — eine ,,Griine-Chemie-
Methode“ — hat zahlreiche Vorteile, z. B. kann die Methode
leicht im groeren MafBstab durchgefiihrt werden, der Prozess
ist konomisch und man kann grof3e Oberfldchen iiberziehen,
indem man die Mycelien auf ihnen in geeigneter Weise
wachsen lisst. Der Ubergang von Bakterien zu Pilzen als ein
Werkzeug zum Aufbau natiirlicher ,,Nano-Fabriken® bringt
den zusétzlichen Vorteil, dass Verarbeitung und Umgang mit
der Biomasse sich viel einfacher gestalten wiirde. Au3erdem
weill man, dass Pilze im Vergleich zu Bakterien viel mehr
Proteine ausscheiden und somit die Produktivitdt dieses
Biosyntheseansatzes betrichtlich steigern. Gegenwirtig wird
die Anwendung solcher ,,Bio-Nano-Gemische“ in der Kata-
lyse und in der Elektronik untersucht.
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Experimentelles

Der acidophile Pilz Verticillium sp. wurde aus Taxus-Pflanzen isoliert und
auf Kartoffelstarke/Agar-Kultursubstraten bei 25°C gehalten. Die Pilze
wurden in 500 mL Erlenmeyer-Kolben gefiillt mit 100 mL MGYP-Medium
(Malz-Extrakt (0.3%), Glucose (1.0%), Hefe-Extrakt (0.3%), Pepton
(0.5%)) gezogen und bei 25-28°C 96 h lang (200 U/min) geschiittelt.
Dann wurden die Mycelien von der Kulturbrithe durch Zentrifugieren
(5000 U/min) bei 10°C innerhalb von 20 min abgetrennt und anschlieBend
dreimal mit sterilem, destilliertem Wasser gewaschen. Ein Teil der
Mycelien-Masse (10 g) wurde in sterilem, destilliertem Wasser (100 mL)
in konischen 500 mL-Kolben bei pH =5.5-6.0 resuspendiert und dann mit
100 mL einer wissrigen 10~*M HAuCl,-Losung versetzt. Die Mischung
wurde in einer Schiittelapparatur (200 U/min) bei 28 °C fiir 72 h gehalten.
Der Verlauf der Biotransformation wurde sowohl optisch als auch durch
Messung von UV/Vis-Spektren der Pilzzellen verfolgt. Die Filme der
Pilzzellen (vor und nach der 72-stiindigen Behandlung mit AuCl,~-Ionen)
fiir die Aufnahme der UV/Vis-Spektren, Rontgenbeugungsspektren und
SEM-Aufnahmen wurden durch Casting der Pilzzellen auf Quarz erzeugt,
anschlieBend wurden die Si(111)-Substrate und die Filme in einem N,-
Strom vollstandig getrocknet. Die UV/Vis-Messungen der Filme auf Quarz
wurden mit einem Doppelstrahl-Spektrophotometer von Shimadzu (Mo-
del UV-1601PC) in Reflexion bei einer Auflésung von 2 nm aufgenommen.
Da die Filme mit dem Bio-Nano-Gemisch uneben waren, sind die
Ergebnisse nicht quantitativ und dienten lediglich zum Nachweis von Au-
Nanopartikeln in dem Biomaterial. Mit dem gleichen Instrument wurden
auch UV/Vis-Spektren wissriger HAuCl,-Losungen nach der 72-stiindigen
Reaktion mit den Verticillium-Zellen in Transmission aufgenommen. SEM-
und EDX-Messungen der Zellen nach der Bildung der Au-Nanopartikel
wurden an einem Stereoscan-440-Rasterelektronenmikroskop von Leica
ausgefiihrt, das mit einer Phoenix-EDX-Zusatzausriistung versehen war.
Die Biofilme konnten so eingesetzt werden wie sie préipariert waren, und es
eriibrigte sich ein Zerstduben von Gold oder Kohlenstoff. EDX-Spektren
wurden im Punkt-Profil-Modus aufgenommen, indem man den Elektro-
nenstrahl auf einen der Au-Nanopartikel auf der Oberfldche der Mycelien-
Zellen fokussierte. XRD-Aufnahmen der Biofilme auf Si(111)-Substraten
wurden im Transmissionmodus mit einem PW 1830-Instrument von Philips
bei einer Betriebsspannung von 40 kV und einem Strom von 30 mA mit
Cug,-Strahlung gemessen.

Diinnschnitte von Verticillium-Zellen nach der Reaktion mit AuCl, -Ionen
in der oben beschriebenen Art wurden fiir TEM-Aufnahmen wie folgt
vorbereitet: ungefihr 1 mm?® eines Aliquots der Biomasse wurde entnom-
men und in einer 2.5-proz. Losung von Glutaraldehyd in destilliertem
Wasser 2 h bei Raumtemperatur fixiert. Nach der Fixierung wurden die
Zellen sedimentiert (1500 U/min, 10 min) und dreimal mit destilliertem
Wasser gewaschen. Ohne nochmalige Fixierung wurde das Pellet mit 30-,
50-, 70- und 90-proz. Ethanol jeweils 15 min dehydratisiert und danach
zweimal in absoluten Ethanol aufgenommen. Da sich Ethanol kaum mit
Epoxyharzen mischt, wurde Propylenoxid als Vernetzungsmittel verwen-
det. Das dehydratisierte Pellet wurde 15 min mit Propylenoxid behandelt.
Damit das Propylenoxid in das Harz eindringen kann, wurde dann bei
Raumtemperatur iiber Nacht dieses Pellet in eine 1:1-Mischung aus
Propylenoxid und Epon 812 gebracht. Mit einer Mischung aus dem Harz
(Epon 812) und den Hértungsmitteln (DDSA: Dodecenylbernsteinsdure-
anhydrid und MNA: , Nadic methyl anhydride“ im Verhiltnis 1:1.5 wurde
das Pellet in das Harz eingebettet. Hierzu gab man zwei Tropfen
Tridimethylaminomethylphenol (DMP30), um den Polymerisationsprozess
(bei 60°C 3 Tage) zu beschleunigen. Ultradiinnschnitte wurden mit einem
Ultramikrotom (Leica Ultracut UCT) préipariert und auf Kupfer-TEM-
Gitter aufgebracht (40 um x 40 pm Maschengrofe). Die Schnitte wurden
mit Uranylacetat und Bleicitrat vor der TEM-Aufnahme leicht angefarbt.
TEM-Messungen wurden mit einem JEOL-Model 1200EX bei einer
Beschleunigungsspannung von 60 kV ausgefiihrt. Eine niedrige Betriebs-
spannung wurde angelegt, um den Schaden an den Diinnschnitten, der
durch Aufheizen durch den Elektronenstrahl entsteht, moglichst gering zu
halten.

Eingegangen am 6. Mirz 2001,
verdnderte Fassung am S. Juli 2001 [Z16723]
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Gerichtete Evolution eines enantioselektiven
Enzyms durch kombinatorische multiple
Kassetten-Mutagenese

Manfred T. Reetz,* Stephanie Wilensek, Dongxing Zha
und Karl-Erich Jaeger

Erstmalig 1997 gelang uns der Nachweis, dass die Methoden
der gerichteten Evolution funktionaler Proteine!'* auch zur
Erzeugung von enantioselektiven Enzymen angewandt wer-
den kénnen.P! Die Kombination geeigneter Mutagenese- und
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Genexpressionsmethoden sowie Hochdurchsatzassays zur
Bestimmung der Enantioselektivitit tausender Enzymmutan-
ten bildet die Basis eines grundsitzlich neuen Konzepts auf
dem Gebiet der asymmetrischen Katalyse. In nur vier Zyklen
von Zufallsmutagenese auf der Basis der fehlerhaften Poly-
merasekettenreaktion (epPCR) und Screening von etwa 8000
Enzymvarianten konnte der Selektivitdtsfaktor E der lipa-
sekatalysierten hydrolytischen kinetischen Racematspaltung
des Esters 1 zugunsten der (§)-Sdure 2 von 1.1 auf 11

(0] O
R H20 R\A)L + R
,
OR P.-aeruginosa- OH T OH
CH3 Lipase CH3 CHs
rac-1 (S5)-2 (R)-2
R = n-CgHi7
R' = p—N02C6H4

gesteigert werden (Schema 1, links). Die epPCR-Versuche
wurden mit dem Gen der bakteriellen Lipase aus Pseudo-
monas aeruginosa bei niedriger Mutationsrate entsprechend
einer durchschnittlichen Zahl von einer Aminosduresubstitu-
tion pro Enzymmolekiil durchgefiihrt. Diese Lipase besteht
aus 285 Aminosduren, einer Anzahl, die bei der Beriick-
sichtigung des theoretischen Proteinsequenzraumes von Be-
deutung ist.’! Da weitere epPCR-Zyklen nur kleine Stei-
gerungen der Enantioselektivitédt zur Folge hatte, wurde eine
Sattigungsmutagenese an den durch Aminosiduresequenzie-
rung identifizierten empfindlichen Stellen (,,hot spots®) der
verbesserten Enzymvarianten durchgefiihrt, was zur Bildung
der Variante B mit deutlich erh6hter Enantioselektivitit (E =
20) fiihrte (Schema 1, links).®l Im Zuge eines weiteren
epPCR-Zyklus wurde Variante C (E =25) mit fiinf Mutatio-
nen (V47G, V55G, S149G, S155F und S164G) erhalten
(Schema 1, links). Jedoch hat die Strategie der alternierenden
epPCR und Sittigungsmutagenese Grenzen, denn weitere
Versuche dieser Art fithrten zu keinen merklichen Verbesse-
rungen. Wir zeigen nun erstmals, dass die Anwendung
rekombinanter Methoden ein ausgezeichnetes Instrumenta-
rium zur Erh6hung der Enantioselektivitdt von Enzymen ist.

Da die bislang beste Enzymvariante C durch sequentielle
Anreihung kleiner struktureller Anderungen (jeweils nur ein
Aminosiureaustausch) entwickelt wurde, konnte eine Riick-
ziichtung (,,back-crossing®) unter Verwendung von DNA-
Shuffling®®! die funktionellen Eigenschaften des Enzyms ver-
bessern, weil dadurch die Moglichkeit der Eliminierung
negativer Mutationen besteht. Wurde jedoch das Wildtyp-
Gen und das Gen, welches die Enzymvariante C kodiert, im
DNA-Shuffling verwendet, so lieBen sich keine signifikanten
Verbesserungen nachweisen. Mit dem Ziel, einen neuen
Ausgangspool an Mutationen zu erstellen und zu nutzen, die
nicht ausschlieBlich aufeinander aufbauen, wurde zunichst
das Wildtyp-Gen einer epPCR mit hoherer Fehlerrate
entsprechend drei Aminosduresubstitutionen pro Enzymmo-
lekiil unterworfen.[”!

Im Screening wurden 15000 Varianten untersucht, von
denen mehrere eine erhohte (S)-Selektivitat relativ zum
Wildtyp aufwiesen, z.B. Variante D (mit den Mutationen
S53P, C180T und G272A; E=3) und Variante E (D20N,
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