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Ein Durchmusterungssystem fiir die gelenkte
Evolution von Epoxygenasen: Bedeutung der
Position 184 in P450 BM3 fiir die stereoselektive
Epoxidierung von Styrol**
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Epoxide sind vielseitige Zwischenprodukte der chemischen
Synthese von Polymeren"! und Pharmazeutika.”! Styrol-
epoxid und substituierte Varianten treten als Schliisselver-
bindungen in der Synthese von Dopamin-Agonisten und an-
tidiabetischen Wirkstoffen fiir Zuckerkranke auf.**! Mithilfe
von Metallosalen-Verbindungen® und Titan-Komplexen!®
wurden bemerkenswerte Fortschritte erzielt, es besteht aber
nach wie vor Forschungsbedarf im Bereich der Synthese
chiraler Epoxide. Enzymatische Umsetzungen bieten fiir die
Synthese chiraler Epoxide wertvolle Alternativen zu chemi-
schen Verfahren: So konnen Epoxide durch Kkinetische
Racematspaltung (Epoxidhydrolasen) und/oder stereospezi-
fische Oxygenierung (Monooxygenasen, Peroxidasen) erhal-
ten werden. Beispiele bedeutsamer Epoxidierungsbiokataly-
satoren sind Cytochrom P450,"" Styrol-Monooxygenase,®
Methan-Monooxygenase!” und Ganzzell-Systeme. !

In gelenkten Evolutionsexperimenten wurden die Hy-
droxylierungsaktivitdten und -spezifititen von Monooxyge-
nasen verbessert;!!l eine Voraussetzung fiir diesen Erfolg
waren ausreichend durchsatzstarke und empfindliche Nach-
weissysteme. Fiir Epoxidierungen wurden zwei Nachweis-
systeme im 96er-Mikrotiterplatten-Format entwickelt, die
beide auf der Reaktion eines Epoxids mit der Chromophor-
verbindung 4-(p-Nitrobenzyl)pyridin (NBP) beruhen; hierbei
entsteht ein blaues Produkt, das spektrophotometrisch
quantifiziert wird.['>!3)

Dariiber hinaus entdeckten Zocher etal. mit diesem
Nachweissystem eine Epoxidhydrolase-Aktivitit in Strepto-
myces-Stimmen."! Alcalde et al. verwendeten es, um eine
mit fehlerhafter PCR erhaltene Mutagenesebibliothek
durchzumustern, sie fanden jedoch keine verbesserten En-
zymvarianten.'” Durch diese Arbeiten wurde die wichtige
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Angewandte

Enzymklasse der Epoxygenasen den Methoden der gelenkten
Evolution erstmals zugénglich gemacht. Es gelang bisher
jedoch nicht, die NBP-Nachweissysteme erfolgreich in der
gelenkten Evolution einzusetzen, um die Eigenschaften einer
Epoxygenase zu verbessern. Ein Grund konnte im Durch-
musterungsprotokoll liegen, das ein Erhitzen der Proben auf
70 bis 80°C vorsieht und damit den Durchsatz und die Ge-
nauigkeit des Nachweissystems verringert.[!>%]

Hier stellen wir ein neues, validiertes und produktbasier-
tes Nachweissystem fiir die gelenkte Evolution von Epoxy-
genasen vor, das auf dem Farbstoff p-Nitrothiophenolat
(pNTP) beruht. pNTP ist ein gelber Farbstoff, der Epoxid-
ringe unter Bildung farbloser Produkte nucleophil 6ffnen
kann.™™! Als Modellsystem wurden das Substrat Styrol und die
Monooxygenase P450 BM3 (BM3)!"! gewihlt. BM3 ist eine
wasserlosliche, 118 kDa grofle Monooxygenase mit einer
Hiam- und einer Reduktase-Doméne auf einer Polypetidkette
und wurde aus Bacillus megaterium isoliert.') BM3 kann in
Escherichia coli hergestellt und im praparativen Maf3stab in
einem einzigen Chromatographieschritt effizient aufgereinigt
werden.l'”! Als vielseitiger Biokatalysator setzt BM3 eine
Vielzahl nichtnatiirlicher Substrate um (z.B. Styrol);"!!
iiberdies steht das Enzym kurz vor industriellen Anwendun-
gen.

Schema 1 skizziert die Entfdarbungsreaktion beim pNTP-
Nachweis: Nach der Epoxidierung durch BM3 wird das Sty-
rolepoxid nucleophil durch pNTP geoffnet; die gleichzeitige
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Schema 1. Der pNTP-Nachweis fiir die Umsetzung von Styrol zu Styrol-
epoxid durch P450 BM3.

nucleophiler
Angriff

Entfiarbung der Losung wird bei 405 nm verfolgt. Bei diesem
einfachen Nachweissystem sind Arbeitsschritte wie Erwir-
men und Kiihlen nicht erforderlich. Zusétzlich kénnen die
Durchmusterungskosten durch den Einsatz eines Cofaktor-
Regenerierungssystems auf Isocitrat-Dehydrogenase-Basis
verringert werden. Der pNTP-Nachweis unterscheidet jedoch
nicht zwischen Enantiomeren. Falls erforderlich, kann die
Nucleophilie der Thiolatgruppe durch Substituenten am Ring
an die Reaktivitit des Epoxids angepasst werden. Diese
Flexibilitédt stellt sicher, dass der pNTP-Nachweis fiir eine
Vielzahl von Epoxiden einsetzbar ist.
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Die Validierung des pNTP-Nachweissystems fiir mittleren
Durchsatz in der gelenkten Evolution von Epoxidasen er-
folgte durch Optimieren des Durchmusterungsprotokolls,
Bestimmen der Standardabweichung und erfolgreiches
Durchmustern von Sittigungsmutagenese-Bibliotheken im
96er-Mikrotiterplatten-Format. Die BM3-Variante 139-3
(V78A, HI138Y, T1751, V1781, Al184V, H236Q, E252G,
R255S, A290V, A295T, L353V) wurde statt des Wildtyps
(WT) fiir die Entwicklung des pNTP-Nachweissystems ver-
wendet, da ihre Anfangsaktivitiat hoher ist.”! Eine Konzen-
tration von 10 mM Styrol wurde in allen Protokolloptimie-
rungsschritten eingesetzt (Volumen des Zell-Lysates, Schiit-
telgeschwindigkeit und Dauer der pNTP-Entfarbungsreak-
tion). Nach Hintergrundkorrektur wurde schlieBlich eine
niedrige Standardabweichung von 8.8 % erzielt (Abbildung 1;
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Abbildung 1. pNTP-Absorptionswerte der BM3-katalysierten Epoxidie-
rung von Styrol in einer 96er-Mikrotiterplatte unter Verwendung des
optimierten pNTP-Protokolls. m: Hintergrundabsorption von DH5a-
Zellysat ohne BM3; @: Absorption nach Umsetzung von Styrol durch
BM3; A: Absolutwerte der Absorption fiir die pNTP-Entfirbung nach
Abzug der Absorption des DH50-Zellysat.

siche Experimentelles). Durchmusterungssysteme mit Stan-
dardabweichungen um 10% waren bereits in der gelenkten
Evolution von BM3 erfolgreich."®! Eine Kalibriergerade
wurde zusdtzlich mit Styrolepoxid (0-1 mm) anstelle von
Styrol aufgenommen (Abbildung 2). Das Zell-Lysat erhohte
die Absorption um 0.3, was die lineare Abhéngigkeit der
Entfarbungsreaktion von der Produktkonzentration jedoch
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Abbildung 2. pNTP-Entfirbung fiir unterschiedliche Styrolepoxid-Kon-
zentrationen bei 405 nm.
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nicht beeintrichtigte. Die Detektionsgrenze des NTP-Nach-
weises fiir Styrolepoxid liegt bei ca. 400 um. Da sich pNTP bei
der Lagerung langsam entférbt, sollte die pNTP-Losung vor
Gebrauch immer frisch angesetzt werden.

Fiir die Séttigungsmutagenese-Bibliotheken wurde nicht
die BM3-Variante 139-3 eingesetzt, da diese groSe Mengen an
Wasserstoffperoxid bildet und daher fiir industrielle Anwen-
dungen ungeeignet ist, sondern die BM3-Mutante 5F5 (F87A,
T235A, R471A, E494K, S1024E), die sich durch eine erhohte
Losungsmittelresistenz auszeichnet.') Fiir 5F5 ergab sich im
pNTP-Nachweis eine Standardabweichung von 14 % mit dem
Durchmusterungsprotokoll, das fiir 139-3 ausgearbeitet
wurde. Sittigungsmutagenese-Bibliotheken fiir zwei Positio-
nen wurden erzeugt (V78 und A184), die bereits in der Va-
riante 139-3 mutiert wurden. Je zwei 96er-Mikrotiterplatten
wurden pro Position durchgemustert; dabei enthielt die
A184-Mutagenesebibliothek aktivere BM3-Varianten als die
V78-Bibliothek. Durch Sequenzieren der fiinf aktivsten
Klone wurden folgende Nucleotidaustausche ermittelt:
A184K (zweimal), A184R (zweimal) and A184H (einmal); in
allen Fillen wurde die hydrophobe Aminosédure Alanin durch
eine positiv geladene Aminosdure ersetzt. Die Absorptions-
unterschiede betrugen (nach Hintergrundkorrektur) fiir die
Ausgangsvariante (SF5) 0.24 und fir die Mutanten 0.53
(A184K), 0.48 (A184R) bzw. 0.67 (A184H). Diese drei Mu-
tanten wurden gemeinsam mit den Ausgangsvarianten 5F5,
WT und der Variante 139-3 gereinigt,'” mithilfe von CO-
Messungen normalisiert und durch Messen des Sauerstoff-
verbrauchs (Fibox3-Sauerstoffelektrode; Presens) und der
Styrolepoxidbildung (GC an chiraler Phase; Dodecan als in-
terner Standard) charakterisiert.”

Tabelle 1 enthilt Daten zu den Anfangskinetiken, die aus
dem Sauerstoffverbrauch bei der Umsetzung von 2 mm Styrol
berechnet wurden. Die Mutanten A184K (2.2fach) und
A184R (1.7fach) sind auch nach CO-Normalisierung aktiver
als die Ausgangsvariante SF5, wihrend A184H eine Expres-
sionsmutante ist. A184K- und A184R-Varianten zeigten eine
um 143-257 min ! hohere Aktivitit und validieren damit den
pNTP-Nachweis als Durchmusterungssystem im 96er-Mi-
krotiterplatten-Format. Die entkoppelte Wasserstoffper-
oxidbildung betrug einem ABTS-Nachweis!"? zufolge weni-
ger als 2% bei der Ausgangsvariante 5F5 und allen S5F5-
Mutanten (A184R, A184K, A184H; siche Hintergrundinfor-
mationen). Tabelle 1 fasst ferner Umsitze und enantioselek-

Tabelle 1: Styrolepoxidierung durch BM3 und Mutanten.

Klon Vanf, max, [Min & ee [%] Umsatz [%]®  WF [%]
wT 6242 19.7+£0.1 (R) 11.7+£0.6 7943
wrt! - 19.7+0.1 (R) 14.1+0.2 78 +3
Wt - 20.0+£1.1 (R) 11.0£0.8 79+4
1393 955+ 88 6.4+0.3 (R) 40.2+0.9 6942
5F5 217411 26.6+1.5 (R) 36.1+£0.4 7843
SFSA184R 360427 26.5+£03 (S) 41.6+1.4 75+1
5F5A184K  474+20 27.340.5 (S) 41.4+05 8342
5F5A184H 19944 26.0+1.3 (S) 32.9+£20 7844

[a] Maximale Anfangsgeschwindigkeit. [b] Umsatz={c(Styrolepoxid)/
[c(Styrol) 4 ¢(Styrolepoxid)]} x 100. [c] Wiederfindungsrate von Styrol+
Styrolepoxid nach Extraktion. [d] 2 h Reaktionsdauer. [e] Enzymkonzen-
tration 3.2 um.
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tive Styrolepoxidbildung von WT, den Varianten 139-3, 5F5
und den 5F5-Mutanten (A184R, A184K, A184H) zusammen.
Alle Epoxidierungen wurden bei einem Umsatz von 33-42 %
gestoppt. Eine Ausnahme bildete der WT, der unter ver-
gleichbaren Bedingungen (gleiche Menge an BM3 und Sub-
strat) nur einen Umsatz von 12 % erzielte. Zwei weitere Ex-
perimente sollten den Umsatz erhéhen (Tabelle 1): Zum
einen wurde die Reaktionsdauer verldngert, und zum anderen
wurde die BM3-Konzentration erhoht. Der Umsatz blieb
trotzdem bei nur 11-14% mit einem Enantiomereniiber-
schuss von 20 % ee fiir das R-Enantiomer. Gaschromatogra-
phie an chiraler Phase zeigte fiir alle drei 5F5-Mutanten
(A184R, A184K, A184H) ecine unerwartete Inversion der
Enantioselektivitit (2627 % ee fiir das S-Enantiomer). Die
Ausgangsvarianten SF5, WT und die Variante 139-3 bilden
hingegen bevorzugt das R-Enantiomer (Tabelle1). Aus
diesen Experimenten lernen wir, dass eine positiv geladene
Aminosiure an Position 184 in der F-Helix, die ca. 18 A weit
vom katalytischen Zentrum entfernt ist, die Enantioselekti-
vitdit der Styrolepoxidierung in BM3 moduliert. Es ist
schwierig vorherzusagen, ob diese Inversion durch elektro-
statische Effekte oder weitreichende Konformationsdnde-
rungen zustandekommt.

Zusammenfassend wurde ein neues Durchmusterungs-
system mit mittlerem Durchsatz fiir Epoxide entwickelt und
validiert, um das Potenzial von Epoxygenasen fiir die Syn-
these durch gelenkte Evolution nutzbar zu machen. Wir
haben ferner nachgewiesen, dass der pNTP-Nachweis akti-
vere Styrol-Epoxidasen in einer Mutantenbibliothek identi-
fizieren kann. Die Produktcharakterisierung mit GC zeigte
fiir die aktiveren Varianten der Styrolepoxidierung eine un-
erwartete Inversion der Enantioselektivitiat, die durch den
Austausch eines hydrophoben Alaninrestes an Position 184
gegen positiv geladene Aminosduren (R, K oder H) verur-
sacht wird.

Experimentelles
pNTP-Nachweis im 96er-Mikrotiterplatten-Format: Klare Zell-
Lysate fiir den Aktivitdtsnachweis wurden hergestellt durch Suspen-
dieren von Zellpellets (400 uL Kultur) in 200 uL Lysozym (14000 U,
100 mm Tris, pH 8.0), anschlieBendes Inkubieren (37°C, 1h) und
Zentrifugieren. Je 50 pL des klaren Zell-Lysates wurden in eine 96er-
Mikrotiterplatte aus Polypropylen transferiert, die 20 pL Tris-Puffer
(100 mm, pH 8.0) und 10 uL Styrol (100 mm, gelost in Ethanol) ent-
hielt. Die Mischung wurde 5 min bei Raumtemperatur (RT) inku-
biert, bevor die Reaktion durch Zugabe von 5 pL NADPH (5 mm)
gestartet wurde. Nach 10 min Inkubation (600 Umdrehungenmin ™,
RT) wurde jeweils eine Losung von 2.5 pL Katalase (19.5 U) und
einem Cofaktor-Regenerierungssystem aus 7.5 pL. Isocitrat-Dehy-
drogenase (0.09 U) und 5 pL. pi-Isocitrat-Natriumsalz (50 mm) zu-
gegeben und weitere 50 min inkubiert (600 Umdrehungenmin™,
RT). Fiir den pNTP-Entfirbungsnachweis wurden 95 uL. p-Nitro-
thiophenolat (1 mMm, 100 mm Tris, pH 8.0) pro Mikrotiterplatten-
kammer zugegeben und 1 h inkubiert (800 Umdrehungen min~!, RT).
Luftblasen wurden mithilfe eines Bunsenbrenners entfernt, bevor die
Absorptionswerte bei 405 nm bestimmt wurden.
Standardabweichungen wurden mit dem beschriebenen Proto-
koll und Zell-Lysaten von E. coli DH5a ohne BM3-Protein bestimmt.
Die ,;scheinbare“ Standardabweichung wurde ausgehend von den
absoluten Absorptionswerten fiir die BM3-Variante 139-3 berechnet.
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Die ,,reale” Standardabweichung wurde durch Hintergrundkorrektur
in E.-coli-DH50-Zell-Lysaten ohne BM3-Protein erhalten.
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