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Zusammenfassung

Zusammenfassung

1. In dieser Arbeit wurden biochemische und strukturbiologische Untersuchungen an
der extrazellularen PHB Depolymerase PhaZ7 aus Paucimonas lemoignei
durchgefuhrt. Das Ziel ist die an der Substratbindung beteiligten Aminosauren zu

identifizieren.

2. Das PhaZ7 Protein wurde an dem C-terminalen Ende mit Hise-Tag fusioniert, um
die Phaz7 Aufreinigung zu erleichtern. Dadurch konnte eine reproduzierbare
Ausbeute von mindestens 3 mg PhaZ7.ss Protein pro Liter Nahrldsung erreicht
werden. Die Reinheit des isolierten Proteins betrug tiber 99 %. Die Einfuhrung des C-
terminalen Hisg-Tags hatte keine signifikante Wirkung auf die Proteinexpression,
Stabilitat oder die spezifische nPHB Depolymerase Aktivitat des PhaZ7.ns6 Proteins.

3. Es wurde folgende PhaZ7.iss* Muteine konstruiert: Phe9Glu, Tyr66Glu,
Tyrl03Ala, Tyrl03Glu, Tyrl05Ala, Tyrl05Phe, Tyrl05Glu, Tyr124Glu, Tyrl69Glu,
Tyrl72Ala, Tyrl73Ser, Tyrl76Glu, Tyrl89Ala, Tyrl89Glu, Tyr190Ala, Tyrl190Glu,
Phel98Glu, Tyr203Ser, Tyr204Ser, Trp207Glu, Phe251Glu, Trp252Glu, Tyr105Glu
Tyrl89Glu, Tyr105Glu Tyr190Glu und Trp202-Val208. Nur die
Aminosaurenaustausche an Tyrl05, Tyrl76, Tyr1l89, Tyr190, Trp207 und die
Entfernung der Region Trp202-Val208 fiihrten zu einer Veradnderung in der
Enzymkinetik im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7iss.

4. Das PhaZ7:s6* Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyrl90Glu, Trp207Glu,
Tyrl05Glu Tyr189Glu, Tyrl05Glu Tyr190Glu und Trp202-Val208 Mutein wurden mit
einer Ausbeute von mindestens 7 mg Protein pro Mutein gereinigt.

5. Die in vitro nPHB Depolymerase Aktivitatstests mit gereinigtem PhaZ7nise*
Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyrl90Glu, Trp207Glu, Tyrl05Glu Tyr189Glu,
Tyrl05Glu Tyrl90Glu und Trp202-Val208 Mutein zeigten eine Lag-Phase zu
Beginn der Hydrolyse. Die spezifische Aktivitdt dieser Muteine mit Ausnahme des
PhaZ7nise* Trp207Glu Muteins lag unter 10 % der spezifischen Wildtyp Aktivitat. Das
PhaZ7qiss* Trp207GIlu Mutein verfigte noch Gber 30 % der Wildtyp Aktivitat. Die Lag-
Phase am Anfang der Reaktion deutet auf eine Beeintrachtigung der
Substratbindung hin.




Zusammenfassung

6. Ein in vitro Bindungsassay fur PhaZz7 an das naturliche Substrat (nPHB) wurde
entwickelt. Fur dieses Assay ist es zunachst notwendig, das PhaZ7 Protein aufgrund
der sehr hohen nPHB Hydrolyseaktivitat (6 x 10° U/mg) zu inaktivieren. Dies erfolgte
durch die Mutation des Ser136 zu Alanin.

7. Fur die PhaZ7cnse* Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyrl190Glu, Trp207Glu,
Tyrl05Glu Tyrl89Glu, Tyrl105Glu Tyrl90Glu und Trp202-Val208 Muteine wurde
eine inaktive Variante durch zusatzliche Serl36Ala Mutation konstruiert. Alle
inaktiven Muteine wurden gereinigt. Die Ergebnisse der Bindungstests wiesen auf
eine stark reduzierte nPHB-Bindung bei den oben genannten inaktiven PhaZ7piss*
Varianten auf. Die nPHB-Bindung des inaktiven Trp207Glu ist starker als bei den
restlichen Muteinen aber signifikant schwacher im Vergleich zum inaktiven Wildtyp.

8. Zusammen zeigen die Ergebnisse der nPHB Deolymerase Aktivitatstests und der
Bindungstests eine Beteiligung von Tyr105, Tyrl76, Tyr189, Tyr190, Trp207 und der
Region Trp202-Val208 an der nPHB-Bindung.

9. Die Struktur des PhaZ7.niss Wildtyps und der PhaZ7:is6* Muteine (Tyrl05Ala,
Tyr105Glu, Tyr190Glu und Trp202-208) wurde bereits mit einer Auflosung von 1,6 —
2 A aufgeklart. Eine bedeutende strukturelle Verénderung in der PhaZ7chiss*
Muteinstruktur im Vergleich zu der Wildtyp Struktur wurde nicht gefunden.

10. Die Aufklarung der Struktur von PhaZ7.iss* Serl36Ala, welche an dem 3-HB
Trimer gebunden ist, zeigte, dass das Trimer in einer Furche umgeben von Tyr105,
Serl68, Tyrl76, Prol82, GIn187, Asn188, Tyrl89, Tyr190 und Phel95 gebunden ist.
Die Strukturanalyse zeigte Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Trimer und
dem Stickstoffatom in der Tyrl89 Hauptkette bzw. in der Asnl188 Seitenkette. Zu
erkennen sind ferner die hydrophoben Wechselwirkungen des Trimers mit Tyr105,
Tyrl76 und Tyr190. Demzufolge wurde die Beteiligung der Tyr105, Tyrl76, Tyr189
und Tyr190 an der Polymer Bindung bestatigt.

11. Die Struktur der freien PhaZ7:niss* Serl36Ala unterschied sich von der an das
Trimer gebundenen Struktur. Die Hauptunterschiede bilden die Regionen 281-294
und 248-251. Die Region 281-294 ist in dem 3HB-Trimer-PhaZ7.nss* Serl36Ala
Komplex nicht geldst und deutet auf eine Beweglichkeit in dieser Region hin. Dies gilt
als einen Hinweis fir eine Konformationsanderung des Proteins nach der

Substratbindung und unterstutzt die Hypothese dieser Arbeit.
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Zusammenfassung

Abstract

1. In this study, the extracellular PHB depolymerase PhaZ7 from Paucimonas
lemoignei was investigated on a biochemical and a structural level to identify amino

acid residues involved in substrate binding.

2. A C-terminal Hisg variant of PhaZ7 was constructed for simplified purification. A
reproduceable vyield of at least 3 mg PhaZ7:ss protein per litre medium was
achieved. The purity of the purified protein was > 99 %. The introduction of the hisg-
Tag has no significant effect on the protein expression, stability or specific nPHB
depolymerase activity of the PhaZ7.s¢ protein.

3. Following PhaZ7.niss* mutants were constructed: Phe9Glu, Tyr66Glu, Tyrl03Ala,
Tyrl03Glu, Tyrl05Ala, Tyrl05Phe, Tyrl05Glu, Tyrl124Glu, Tyrl69Glu, Tyrl72Ala,
Tyrl73Ser, Tyrl76Glu, Tyrl89Ala, Tyrl189Glu, Tyr190Ala, Tyr190Glu, Phel98Glu,
Tyr203Ser, Tyr204Ser, Trp207Glu, Phe251Glu, Trp252Glu, Tyrl05Glu Tyr189Glu,
Tyrl05Glu Tyrl90Glu and Trp202-Val208. Only exchanges of Tyrl05, Tyrl76,
Tyrl89, Tyr1l90, Trp207 and deletion of Trp202-Val208 resulted in a change of its
kinetic properties in comparison to the wild type protein.

4. The PhaZ7.nss* Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyrl90Glu, Trp207Glu,
Tyrl05Glu Tyrl89Glu, Tyrl05Glu Tyrl90Glu and Trp202-Val208 mutants were
purified. At least 7 mg protein per mutants was achieved.

5. In vitro nPHB depolymerase activity assays with purified proteins showed that
Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyrl90Glu, Trp207Glu, Tyrl05Glu Tyrl89Glu,
Tyrl05Glu Tyrl190GIlu and Trp202-Val208 mutants hydrolyzed nPHB granules only
after a lag phase of a few minutes at the beginning of the reaction. The specific
nPHB depolymerase activity of these mutants with the exception of PhaZ7.niss*
Trp207Glu mutant was under 10 % of wild type activity. The PhaZ7:ns6* Trp207Glu
mutant retained a specific activity of almost 31% of the wild type. The occurance of a
lag phase at in vitro nPHB hydrolysis indicated a reduced substrate binding.

6. In vitro binding assays for PhaZ7 to its natural substrate (nPHB) were developed.
Due to very high activity of PhaZ7 to nPHB (6 x 10° U/mg) it was nessesary to
inactive PhaZ7 by an exchange of Ser136 to alanine.




Zusammenfassung

7. An inactive variant of PhaZ7.is6* Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyr190Glu,
Trp207Glu, Tyrl05Glu Tyrl89Glu, Tyrl05Glu Tyrl90Glu and Trp202-Val208
mutants was contructed by an additional exchange of Ser136 to alanine. All inactive
PhaZ7.is6* mutants were purified. The results of the binding assays with purified
protein showed a reduced binding ability of these mutants to nPHB. The binding of
PhaZ7:iss* Trp207Glu to nPHB was stronger compared to the remaining PhaZ7hise*
mutants. However, it was significantly weaker in comparison to the inactive wild type

protein.

8. The results of nPHB depolymerase activity assay together with the results of the
nPHB binding showed that Tyr105, Tyrl76, Tyrl89, Tyr190, Trp207 and the region
202-208 are crucial for nPHB binding indicating the involvement of these amino acid
residues and region in polymer binding.

9. The protein structures of PhaZ7.nisg* Tyrl05GIlu, Tyr1l90Glu and Trp202-Val208
were determined at 1.6 A resolution and 2.0 A resolution for the PhaZ7.niss* deletion
mutant respectively. Structural analysis showed only slight differences in comparison
to the wild type structure suggesting flexibility of some regions in PhazZ7.

10. Recently the structure of inactive PhaZ7.iss* Serl36Ala bound to a 3-HB trimer
was solved at 1.6 A resolution. The 3-HB trimer molecule was found to be bound at a
surface cavity surrounded by Tyrl05, Serl68, Tyrl76, Prol82, GIn187, Asnl88,
Tyrl89, Tyrl90 and Phel95. Analysis of the structure revealed hydrogen bonds
between the 3-HB trimer with the main-chain nitrogen of Tyr189 and the side-chain
nitrogen of Asn188. Hydrophobic interactions were also observed between the trimer
molecule and the aromatic rings of Tyrl105, Tyrl76 and Tyr190. This result confirms
the involvement of Tyr105, Tyrl76, Tyrl89 and Tyr190 in the polymer binding.

11. The superposition of free and trimer-bound PhaZ7.s6* Serl36Ala exhibited that
both structures were different from each other. The main changes were found in the
281-294 and 248-251 regions. The loop 281-294 could not be resolved in the 3-HB-
trimer bound PhaZ7.s6* Serl36Ala structure, suggesting some flexibility of these
regions. The fact that both structures, free PhaZ7 and the substrate bound Phaz7
differ from each other supports our hypothesis that conformational changes in the
PhaZ7 structure occur upon substrate binding.




Einleitung

1. Einleitung

Viele Dinge des Alltags bestehen aus Kunststoffen wie z.B. Polyethylen (PE) oder
Polypropylen (PP), die bislang nahezu ausschliel3lich aus Erd6l gemacht werden.
Doch dieser fossile Rohstoff, der als Zersetzungsprodukt aus ehemaligen
Lebewesen entstanden ist, wird knapp und teuer. Dieses Problem wurde in den
letzten Jahren durch die heftige Diskussion um den Umweltschutz verstarkt, da die
herkdmmlichen Kunststoffe nur schwer abbaubar sind. Um sich von dem teurem
Rohstoff unabhangig zu machen, suchen Wissenschaftler aus der Industrie und
Forschungseinrichtungen nach alternativen Kunststoffen. Es missten Kunststoffe
geschaffen werden, die biologisch abbaubar sind, so dass sie dem normalen
Kohlenstoffkreislauf wieder zugefuhrt werden konnen. Als Alternative zu
konventionellen  Kunststoffen bieten sich die Biopolymere, wie z.B.
Polyhydroxyalkanoate an. Diese konnen zu natirlichem Plastik weiterverarbeitet
werden. Die Biopolymere haben den Vorteil, dass sie aus nachwachsenden
Rohstoffen hergestellt werden und biologisch abbaubar sind. Aufgrund der hohen
Herstellungskosten sind die Produktionsmengen an Biokunststoffen noch
vergleichsweise gering. Bedingt durch steigende Erddlpreise und die Diskussion um
den Klimawandel sind die Biokunststoffe langfristig jedoch sehr erfolgsversprechend.

1.1. Biosynthese von Polyhydroxyalkanoaten (PHAS)

Polyhydroxyalkanoate, abgekurzt PHA, sind Polyester, die von vielen Prokaryoten als
Kohlenstoff- und Energiequelle gebildet werden, um unter extremen
Umweltbedingungen wie z.B. Na&hrstoffmangel uUberleben zu koénnen. Das am
intensivsten untersuchte PHA ist das von Legmoine erstmals aus Bacillus
megaterium extrahierte Poly-3-hydroxybutyrat (PHB) (LEGMOINE, 1926). Die
Biosynthese von PHA wird durch eine Begrenzung des Wachstums aufgrund eines
essentiellen Nahrstoffmangels wie z.B. Stickstoff (SCHLEGEL et al., 1961), Sulfat,
Phosphor oder Magnesium (KALTWASSER, 1962; REPASKE und REPASKE, 1976;
SUZUKI et al., 1986 (a-c)) bei gleichzeitigem Uberangebot einer Kohlenstoffquelle

hervorgerufen. Bei aeroben Mikroorganismen kann die Akkumulation von PHA
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eintreten, wenn Sauerstoff limitiert wird (SCHUSTER und SCHLEGEL, 1967;
DAWES, 1976).

Die PHA Synthasen (PhaC) stellen die Schlisselenzyme der PHA Synthese dar. Sie
katalysieren die kovalente Verknipfung von Hydroxyalkyl CoA zu Polymer. Fur die
Synthese von PHA in Bakterien sind mehrere Synthesewege bekannt. In Abbildung 1
ist der PHB Syntheseweg von Ralstonia eutropha, das am intensivsten untersuchte
PHB bildende Bakterium gezeigt. Der Syntheseweg besteht aus drei enzymatisch
katalysierten Reaktionen. Der erste Schritt ist eine durch eine -Ketothiolase (PhaA)
katalysierte reversible Claisen-Kondensation. Dabei wird aus zwei Molekilen Acetyl-
CoA ein Acetoacetyl-CoA gebildet. Darauf folgt die Reduktion des Acetoacetyl CoA
zu Hydroxybutyryl-CoA durch eine Acetoacetyl CoA Reduktase (PhaB). Die
Hydroxybutyryl CoAs dienen der PHA-Synthase (PhaC) als Substrat zur
Polymerisation.

R-Ketothiolase SRR e A PHA-Synthase
Reduktase

0 (T o 09 0 ?
)k SCoA /l\ SCoA M SCoA HOM SCoA o
X

Acetyl-CoA Acetoacetyl-CoA R-(-)-3Hydroxybutyryl-CoA  p, | 1R (.)-3Hydroxybutyryl-CoA]

Abbildung 1. Syntheseweg von PHB in  R. eutropha .

1.2. Diversitat der PHAs

PHAs bestehen aus Hydroxyfettsauren-Monomeren. Je nach Anzahl der
Kohlenstoffatome in den Monomeren werden PHAs in drei verschiedene Klassen
unterteilt. PHAs, die aus kurzkettigen Monomeren (C; - Cs) bestehen, gehéren zu der
Klasse ,short-chain-lenght PHAs, abgekirzt PHAsc.. Das PHB gehort zu dieser
Klasse. Die aus mittelkettigen Monomeren (Cs - C14) aufgebaute PHAs werden als
»-medium-chain-lenght* PHAs (PHAwucL) bezeichnet. Die letzte Klasse bildet ,long-
chain-lenght* PHAs (PHA.cL), die aus langkettigen Monomeren ( Cis) bestehen.
Sind unterschiedliche Vorlaufersubstrate wie z.B. Propionat, Valerat vorhanden, sind




Einleitung

die PHA bildenden Mikroorganismen auch in der Lage Copolymere wie z.B. P(3-HB-
co-3-HV) zu synthetisieren (DOI et al., 1988).

1.3. Aufbau des PHA Granulums

In vivo werden PHAs in Form von wasserunldslichen Einschlissen (,Granula®)
gespeichert, deren Anteil bis zu 90% der Zelltrockenmasse ausmachen kann
(ANDERSON und DAWES, 1990). Intrazellulare PHA Granula sind amorph und
werden als native PHA Granula (nPHA) bezeichnet. Aufgrund des komplexen
Aufbaus werden native PHA Granula auch als subzellulare Organelle bezeichnet
(JENDROSSEK, 2009). GRIEBEL et al. (1968) hat beschrieben, dass sich die native
PHB Granula aus R. eutropha aus 98% PHB, 2% Proteinen und einem kleinen Anteil
an Lipiden zusammensetzt. Die nPHA Granula assoziierten Proteine kdnnen in flnf
Klassen eingeteilt werden: die PHA Synthase PhaC, die intrazellulare PHA
Depolymerase PhaZz, die Phasine PhaP (STEINBUCHEL et al., 1995), das
Repressorprotein PhaR (POTTER et al., 2002) und das kirzlich identifizierte
Membranprotein PhaM (PFEIFFER et al., 2011). Gelangen die PHA Granula ins
Medium, wie z.B. durch Zelltod bzw. Zelllyse, verlieren sie ihre komplexe
Oberflachenstruktur und beginnen rasch zu kristallisieren. Die PHA Granula liegen
somit extrazellulér teilkristallin vor und werden als denaturierte PHA Granula (dPHA)
bezeichnet. Durch Behandlung mit Phospholipiden oder Detergentien konnte aus
denaturiertem PHA ein so genanntes artifizielles PHA gewonnen werden
(HOROWITZ und SANDERS, 1995). Weiterhin existieren sogenannte "complexed"
PHB (cPHB), welche ubiquitar sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten
vorkommen (SEEBACH et al., 1994). cPHB wurde zuerst in der Plasmamembran von
Azotobacter vinelandii, spater in der Plasmamembran von Bacillus subtilis,
Haemophilus influenzae, und Escherichia coli zusammen mit Calciumpolyphosphat-
Komplexen gefunden (REUSCH und SADOFF, 1983; REUSCH et al., 1986;
REUSCH et al.,, 1987). Weitere Untersuchungen ergaben, dass cPHB ebenso
kovalent an spezifischen Proteinen sowohl in Zytoplasma als auch in
Plasmamembran von E. coli vorkommt (HUANG und REUSCH, 1996).
Mdglicherweise ist cPHB an Ca?*- und Phosphat-Transport (DAS et al., 1997) und an
Transport von einzellstrangiger DNA im Verlaufe des Transformationsprozesses
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beteiligt. Bei Menschen wurde cPHB gebunden an Albumin im Blutplasma sowie im
Aorta-Gewebe gefunden (REUSCH et al., 1992).

1.4. Abbau von PHA Granula

Da PHA Granula extrazellular und intrazellular unterschiedlich vorliegen, wird beim
PHA Abbau zwischen dem intrazellularen und extrazellularen PHA Abbau
unterscheiden. Bei dem intrazellularen PHA Abbau handelt es sich um eine
endogene Nutzung bzw. eine Mobilisierung zelleigener PHAs. Hierfir werden die
PHASs in ihre Monomere hydrolysiert. Im Fall von PHB entsteht durch den Abbau von
3-Hydroxybuttersaure-Molekilen Acetoacetat, welches Uber Acetoacetyl-CoA in
Acetyl-CoA umgewandelt wird. SchlieBlich  wird Acetyl-CoA in den
Zitronensaurezyklus eingeschleust. Bei dem extrazellularen PHA Abbau werden
PHAs in ihre Mono-, Di-, oder Trimere gespaltet. Diese werden von der Zelle
aufgenommen und schliel3lich in den Stoffwechsel eingeschleust. Der extrazellulare
Abbau wird deshalb als Nutzung der exogenen Kohlenstoff- und Energiequelle
angesehen.

1.4.1. Intrazellularer Abbau von PHAs

Zustandig fur den intrazellularen Abbau von PHAs sind die intrazellularen PHA
Depolymerasen. Die intrazellularen PHA Depolymerasen haben eine spezifische
Praferenz fur die intrazellular vorliegenden nativen PHA Granula (nPHA) und sind
nicht in der Lage die extrazellular vorkommenden denaturierten PHA Granula (dPHA)
zu hydrolysieren. Uber die intrazellulare PHA Depolymerase ist wenig bekannt. Die
erste biochemische Untersuchung dber den intrazellularen PHB Abbau wurde von
Merrick und Doudoroff in Rhodospirilum rubrum durchgefuhrt (MERRICK und
DOUDOROFF, 1964). Im Jahr 2001 wurde die erste intrazellulare PHA
Depolymerase PhazZzal im PHA Modellorganismus R. eutropha beschrieben
(HANDRICK et al., 2000; SAEGUSA et al., 2001). Ein paar Jahre spater folgte die
Identifizierung bzw. die Postulierung der weiteren PHA Depolymerasen in R.
eutropha, wie Phazb (KOBAYASHI et al., 2003), PhaZc (KOBAYASHI et al., 2005),
Phazd (ABE et al., 2005), und andere Depolymerasen, deren Enzymaktivitat jedoch
bisher nicht experimentell nachgewiesen wurde (YORK et al., 2003; SCHWARTZ et
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al., 2003; POHLMANN et al.,, 2006). 2004a beschrieb HANDRICK et al. eine
Jntrazellulare* PHB Depolymerase aus R. rubrum, welche im Periplasma lokalisiert
ist. Eine weitere R. rubrum intrazellulare Depolymerase PhaZ3 wurde 2011 durch
SZNAJDER und JENDROSSEK charakterisiert. Im Gegensatz zu anderen bereits
bekannten intrazellularen Depolymerasen ist PhaZ3 aus R. rubrum in der Lage nPHB
Granula ohne Vorbehandlung mit Trypsin oder durch Zugabe von Aktivatorprotein
(HANDRICK et al., 2004b) zu hydrolysieren. Die meisten charakterisierten
intrazellularen Depolymerasen, wie z.B. PhaZ aus Paracoccus denitrificans (GAO et
al., 2001) und PhaZ aus Bacillus thuringiensis (TSENG et al., 2006) kdnnen nPHB in
vitro nur nach der Vorbehandlung der Granula mit Proteasen (Trypsin) umsetzen.
Vermutlich sorgt Trypsin durch die Proteolyse der Proteine, die an der
Granulaoberflache assoziiert sind, fur eine bessere Zugéanglichkeit des Enzyms an
nPHB Granula (HANDRICK et al.,, 2004a). 2009 identifizierte CHEN et al. eine
intrazellulare PHB Depolymerase, welche genau wie PhaZ3 aus R. rubrum fahig ist,
nPHB ohne Trypsin-Behandlung zu hydrolysieren. Interessanterweise zeigt dieses
Enzym auch Aktivitat gegentber denaturiertem PHB (dPHB).

1.4.2. Extrazellularer Abbau von PHAs

Die Fahigkeit, extrazellular PHA abzubauen ist unter Bakterien und Pilzen weit
verbreitet. Bereits 1963 zeigte CHOWDHURY, dass Bacillus-, Pseudomonas- und
Streptomyces-Arten PHA extrazellular abbauen kénnen. Fur den extrazellularen
Abbau von PHA werden die dafir zustandigen Enzyme, genannt extrazellulare PHA
Depolymerasen, von PHA abbauenden Mikroorganismen in die Umgebung sekretiert.
Diese extrazellularen PHA Depolymerasen sind nur in der Lage dPHA zu
hydrolysieren und meist spezifisch fur den Abbau von entweder dPHAsc. oder
dPHAucL. Die Mikroorganismen konnen jedoch mehrere extrazellularen PHA
Depolymerasen mit unterschiedlicher Substratspezifitat synthetisieren.

Bislang wurden bereits viele extrazellularen PHA Depolymerasen aus Bakterien und
Pilzen gereinigt und charakterisiert (zur Ubersicht siehe JENDROSSEK, 2001;
JENDROSSEK und HANDRICK, 2002). Neben ihrer Spezifitat fur dPHA sind
folgende Eigenschaften charakteristisch fiir die meisten extrazellularen PHA
Depolymerasen. Sie sind stabil, sowohl in einem breiten pH und Temperatur Bereich

als auch bei hoher lonenstarke, weisen ein relativ kleines Molekulargewicht (M, < 70
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kDa) auf, haben ein pH-Optimum im alkalischen Bereich (7,5 — 9,8), und werden
durch Serin Hydrolyse Inhibitoren gehemmt. Mit Ausnahme von einer PHB
Depolymerase aus Penicillium funiculosum bestehen alle bisher charakterisierten
dPHAsc. Depolymerasen aus folgenden Domainstrukturen: N-terminale Signalpeptid
fur die Proteinsekretion, katalytische Domane, Linker Domdne und C-terminale
Substratbindedoméane (Abbildung 2). Das N-terminale Signalpeptid wird beim
Transport aus der Zelle durch die Signalpeptidase aus dem Protein abgespalten. Die
Linker-Domane verbindet die katalytische Domane mit der C-terminalen Doméne.
Allerdings ist ihre eigentliche Funktion bisher noch unbekannt. Die katalytische
Domaéne ist essentiell fir die Enzym Aktivitat. Zustandig fur die Bindung an dPHA ist
die C-terminale Substratbindestelle. Frihere Untersuchungen zeigten, dass die
extrazellularen PHA Depolymerasen, bei denen die Substratbindestelle deletiert
wurde, die Fahigkeit dPHA zu hydrolysieren verloren. Allerdings waren diese Enzyme
noch in der Lage andere wasserlosliche Ester-Verbindungen, wie z.B. p-
Nitrophenylestern zu hydrolysieren (BEHRENDS et al., 1996; BRIESE und
JENDROSSEK, 1998).

SP

Abbildung 2. Typische extrazellulare PHA Depolymera se Doméanenstruktur.  SP:
Signalpeptid, LPB: Lipasebox mit aktivem Zentrum, SBD: Substratbindedoméne.

Ahnlich wie Lipasen bzw. Esterasen gehoren die extrazellularen PHA
Depolymerasen zu den Serin-Hydrolasen (EC 3.1.1.75 und EC 3.1.1.76). Das aktive
Zentrum der extrazellularen PHA Depolymerasen, die sogenannte katalytische
Triade, wird aus den Aminosauren Aspartat (bzw. Glutamat), Histidin und Serin
gebildet. Dabei liegt das Serin stets inmitten des hochkonservierten Pentapeptids
Gly-X-Ser-X-Gly (X = beliebige Aminoséure), genannt Lipasebox. Frihere
Untersuchungen an extrazellularen PHA Depolymerasen zeigten, dass der
Reaktionsmechanismus, bei den dPHAs durch die extrazellularen PHA
Depolymerasen hydrolysiert werden, dem Reaktionsmechanismus der typischen
Serin-Hydrolasen gleicht (SHINOHE et al., 1996; BRAAZ et al., 2003). Der
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Reaktionsmechanismus der dPHA Hydrolyse ist am Beispiel der Lipasen in
Abbildung 3 wiedergegeben (JAEGER et al., 1999). Im ersten Reaktionsschritt greift
die Hydroxylfunktion des Serins nukleophil am Carbonylkohlenstoff des Esters an,
woraufhin der Acyl-Enzym-Komplex gebildet wird. Das hierdurch gebildete
tetraedrische Zwischenprodukt wird durch die Bildung von Wasserstoff-
Briickenbindungen zwischen dem negativ geladenen Carbonyl-Sauerstoffatom und
den Amidfunktionen der Oxyanionentasche stabilisiert. Es entsteht am Histidin eine
positive Ladung, die durch den negativ geladenen Aspartatrest neutralisiert wird.
Durch die Deprotonierung des Histidins und die Anlagerung des Protons auf den
Sauerstoff des Esters zerfallt das tetraedrische Zwischenprodukt im dritten
Reaktionsschritt in das Acyl-Enzym-Zwischenprodukt. Schlie3lich hydrolysiert ein
Wassermolekil den Acylrest vom Serin. Die Fettsaure wird dabei freigesetzt, und
schlie3lich wird das aktive Zentrum des Enzyms regeneriert.
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Abbildung 3. Reaktionsmechanismus der Hydrolyse ein es Fettsaureesters durch Serin
Hydrolase am Beispiel einer Lipase. Die dargestellten Aminosauren entsprechen dem
aktiven Zentrum einer Serin-Hydrolase (nach JAEGER et al., 1999).
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1.5. nPHB-Depolymerase PhaZ7 aus Paucimonas lemoignei

Wie bereits JENDROSSEK und HANDRICK 2002 beschrieben haben, sind alle
bisher bekannten intrazellularen PHB Depolymerasen fiir den Abbau von amorphen
PHB Granula (nPHB) zustandig, wahrend fast alle extrazellularen PHB
Depolymerasen fur die Hydrolyse von denaturierten PHB (dPHB) spezifisch sind.
2009 identifizierte CHEN et al. eine neue intrazellulare PHB Depolymerase aus B.
megaterium, die zusatzlich eine geringe dPHB Depolymerase Aktivitat aufweist.
Diese intrazellulare PHB Depolymerase stellt somit eine Besonderheit unter
intrazellularen PHB Depolymerasen dar, da die bislang beschriebenen intrazellularen
PHB Depolymerasen nicht in der Lage sind, extrazellular vorkommende dPHB

abzubauen.

Das Proteobakterium Paucimonas lemoignei (ehemals Pseudomonas lemoignei,
JENDROSSEK et al.,, 1995) gehort zu den am besten charakterisierten PHA
abbauenden Bakterien, von welchem bisher bereits sieben extrazellulare PHA
Depolymerasen (PhazZl1-Phaz7) bekannt sind (zur Ubersicht siehe JENDROSSEK
und HANDRICK, 2002). Sechs dieser extrazellularen PHA Depolymerasen (PhaZl -
PhaZz6) zeigen eine hohe Praferenz fir dPHB. PhaZ1l und PhaZ6 besitzen zusétzlich
noch eine Substratspezifitat fiur dPHV (Poly-3-Hydroxyvalerat). Die PhaZ7
Depolymerase bildet eine Ausnahme unter den bislang bekannten extrazellularen
PHB Depolymerasen (HANDRICK et al., 2001). Die biochemische Charakterisierung
dieser Depolymerase zeigte, dass die extrazellulare PhaZ7 Depolymerase spezifisch
fur den Abbau der intrazellularen nPHB Granula ist und nicht in der Lage ist, die
extrazellulare dPHB zu hydrolysieren. Warum ein extrazellulares Enzym spezifisch
fur ein intrazellulares Substrat ist, ist bis zum heutigen Tag ungeklart. Vermutlich
liegen die nach der Zelllyse frei werdenden PHB Granula zunachst noch amorph in
der Umgebung vor und der Ubergang von nativer Form zu denaturierter Form dauert

langer als bisher angenommen.

Die PhazZ7 Depolymerase unterscheidet sich nicht nur in ihrer Substratspezifitat von
den anderen extrazellularen PHB Depolymerasen sondern auch in ihrem
strukturellen Aufbau und ihrer Lipase-Box. Eine BLAST-Analyse zeigte, dass die
Lipase-Box der PhaZz7 Depolymerase der von B. subtilis mehr &hnelt als der von
anderen extrazellularen PHB Depolymerasen. Wahrend die erste Aminosaure des
Pentapeptides in allen bisher bekannten dPHB Depolymerasen mit einem Glycin
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besetzt ist, wird diese Position im PhaZ7 Protein von einem Alanin eingenommen.
Trotz dieser Gemeinsamkeit in der Struktur des Pentapeptides der Lipase-Box zeigt
die Phaz7 Depolymerase eine andere Substratspezifitat als Lipase, wie z.B. LipA
oder LipB aus B. subtilis. Fur die PhaZ7 Depolymerase konnte keine Lipaseaktivitat
wie z.B. gegen Triolein nachgewiesen werden (HANDRICK et al., 2001; HANDRICK,
2002). Lediglich eine geringe Esteraseaktivitait mit p-Nitrophenylalkanoaten
verschiedener Kettenlange, mit einer maximalen Hydrolyseaktivitdt bei einer
Kettenlange von 8 C-Atomen, konnte fir PhaZ7 gezeigt werden (HANDRICK et al.,
2001; HANDRICK, 2002). Die Wichtigkeit der Aminosduren Serl136, Asp242 und
His306 fur die Enzymaktivitdit wurde bereits von BRAAZ et al., 2003 mittels
ortsgerichteter Mutagenese nachgewiesen.

1.6. Dreidimensionale Struktur der PHB Depolymerase

Im Gegensatz zu intrazellularen PHB Depolymerasen sind viele Informationen tber
extrazellulare PHB Depolymerasen bereits vorhanden. Uber 50 extrazellulare PHB
Depolymerasen wurden bereits erfolgreich gereinigt und charakterisiert. Trotz dieses
Fortschritts liegen kaum Informationen Uber ihre dreidimensionale Struktur vor.
Bislang sind nur die Strukturen von drei unterschiedlichen PHB Depolymerasen in
der Strukturendatenbank Brookhaven Protein Databank (PDB) eingetragen. Die erste
bekannte Struktur ist eine extrazellulare PHB Depolymerase aus Penicillium
funiculosum (HISANO et al., 2006). Zwei Jahre danach folgte die Auflésung der
dreidimensionalen Struktur der extrazelluldren PhaZ7 Depolymerase aus P.
lemoignei (PAPAGEORGIOU et al.,, 2008; WAKADKAR et al.,, 2010) und der
putativen intrazellularen PHB Depolymerase aus Bordetella parapertussis (KIM et al.,
2008).

1.6.1. P. funiculosum PHB Depolymerase

Die extrazellulare PHB Depolymerase aus P. funiculosum wurde zum ersten Mal
1991 von BRUCATO und WONG beschrieben. 2002 erfolgte die weitere
Charakterisierung dieses Enzyms durch MIYAZAKI et al. Die P. funiculosum PHB
Depolymerase ist mit einem Molekulargewicht von ca. 33 kDa die bislang kleinste
bekannte extrazellulare PHB Depolymerase. Die hydrolytische Aktivitat gegentber
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dPHB ist gering. Ein Bindungsassay an dPHB zeigt, dass diese PHB Depolymerase
im Vergleich zu anderen bekannten extrazellularen PHB Depolymerasen die
geringste Affinitat zu dPHB aufweist. Die Struktur der P. funiculosum PHB
Depolymerase ist mit einer Auflésung von 1,71 A aufgeklart (Abbildung 4) (HISANO
et al, 2006). Das Enzym ist ein Eindomanenprotein und weist das fur
Serinhydrolasen typische Faltungsmuster des / -Hydrolase Folds auf, welches
jedoch circular permutiert ist. Die Aminoséuren Ser39, Asp121 und His156 bilden die
katalytische Triade des Enzyms. Ein Kanal befindet sich an der Proteinoberflache
und fuhrt direkt zur katalytischen Triade des Enzyms (Abbildung 4b). Dreizehn
hydrophobe Aminosauren, welche nach auf3en bzw. zur Umgebung gerichtet sind,
umgeben diesen Kanal und bilden eine putative Bindeseite fur die Adsorption des
Enzyms an der Substratoberflache.

Abbildung 4. Struktur der  P. funiculosum PHB Depolymerase (PDB Eintrag: 2D80). Das
Protein besteht aus 319 Aminosauren mit einem berechneten Molekulargewicht von 33,6
kDa. Die Aminosauren der katalytischen Triade sind blau dargestellt. a: Kristallstruktur des
Proteins in Cartoondarstellung. b: Strukturoberflaiche des Proteins. Zu sehen ist ein Kanal,
der zum aktiven Zentrum des Enzyms (blau dargestellt) fuhrt. -Helices: rot, -Faltblatt: gelb,
und Turn-Bereichen: grin.
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1.6.2. P. lemoignei nPHB Depolymerase PhazZ7

Wie bereits unter 1.4.5. beschrieben ist die PHB Depolymerase PhaZ7 aufgrund ihrer
Substratspezifitat und ihres Aufbaus einzigartig unter bisher bekannten
extrazellularen PHB Depolymerasen. Schon 2002 konnte HANDRICK zeigen, dass
die Phaz7 Depolymerase bereits bei der Aufkonzentrierung zur Kristallisation neigt.
Der erste Kristallisationsversuch und die rontgenkristallographische Voruntersuchung
des PhaZ7 Proteins wurden im Jahr 2005 verdffentlicht (KAPETANIOU et al., 2005).
Drei Jahre spater folgte die vollstandige Auflésung der PhaZ7 Depolymerase Struktur
(PAPAGEORGIOU et al., 2008). Die Struktur des PhaZ7 Proteins ist mit einer
Auflésung von 1,9 A bekannt (Abbildung 5). Wie erwartet weist die Phaz7
Depolymerase ein / -Hydrolasefaltungsmuster auf. Die Aminoséuren Serl36,
Asp242, und His306 bilden das aktive Zentrum des Enzyms. Wahrend die
Oberflachenstruktur der P. funiculosum PHB Depolymerase eine geordnete Form hat
(Abbildung 4b), nimmt die Oberflachenstruktur der PhaZ7 Depolymerase hingegen
eine irregulare Form an, welche keinen direkten Zugang zum aktiven Zentrum des
Enzyms erlaubt (Abbildung 5). Es lasst sich demzufolge vermuten, dass bei dem
Phaz7 Protein eine Konformationsveranderung stattfinden muss, damit das Substrat
in das aktive Zentrum des Enzyms gelangt, um dort gespaltet zu werden. Zwei Jahre
nach der ersten Veroffentichung der PhazZ7 Struktur folgte eine weitere
Strukturrekonstruktion der Phaz7 Depolymerase mit einer verbesserten Auflosung
von 1,2 bzw. 1,4 A (WAKADKAR et al., 2010).
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Abbildung 5. Struktur der

P. lemoignei PHB Depolymerase PhazZ7 (PDB Eintrag: 2VTV).
Das Protein ist 36,2 kDa grol3. Die Aminoséuren der katalytischen Triade sind rot gezeigt. a:
Kristallstruktur des Proteins in Cartoondarstellung. b: Strukturoberflache des Proteins. Es

besteht kein direkter Zugang zum aktiven Zentrum. -Helices: grin, -Faltblatt: lila, und
Turn-Bereichen: blau.

16



Einleitung

1.6.3. B. parapertussis putative intrazellulare PHB Depolymerase LpgC

Uber dieses Enzym liegen bisher kaum Informationen vor, lediglich die
dreidimensionale Struktur ist in der Protein Daten Bank unter Accesion code 3DOK zu
finden (Abbildung 6).

Abbildung 6. Struktur der  B. parapertussis putative intrazellulare PHB Depolymerase
LpgC (PDB Eintrag 3DOK). Das Protein besteht aus 304 Aminoséuren. Die Auflosung der
Struktur lag bei 1,83 A. Die Aminosauren der katalytischen Triade sind griin gezeigt. a:
Kristallstruktur des Proteins in Cartoondarstellung. b: Strukturoberflache des Proteins. -
Helices: cyan, -Faltblatt: rot, und Turn-Bereichen: orange.

1.7. Zielsetzung

In der Regel besitzen alle bislang bekannten extrazellularen PHB Depolymerasen
eine C-terminale Substratbindestelle, die fur die Enzym-Substrat-Interaktion
essentiell ist, wie bereits 1996 von BEHRENDS et al. fur die P. lemoignei Phaz4
Depolymerase gezeigt wurde. Ausnahmen bilden die extrazellulare PHB
Depolymerase aus P. funiculosum und die PHB Depolymerase PhaZ7 aus P.
lemoignei. Beide Proteine sind ,Single domain® Proteine. Die C-terminale
Substratbindestelle ist bei der P. funiculosum PHB Depolymerase nicht vorhanden,
jedoch ist dieses Enzym noch in der Lage reversibel an PHB zu binden (MIYAZAKI et
al., 2002). Die hydrophoben Aminosauren Tyr75, Thr77, Tyr81, Tyr84, Thrl22,
Leul71, Thrl73, Leu251, Tyr287, 1le289, Val287, Leu298 und Pro301 sind fur die
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Bindung an PHB zustandig. Sie umgeben einen Kanal, der zum aktiven Zentrum des
Enzyms fihrt (HISANO et al., 2006). Bei der PHB Depolymerase PhaZ7 ist bisher
nicht bekannt, wie das Enzym mit seinem natirlichen Substrat nPHB Granula
interagiert. Aligment Vergleiche der Proteinsequenz von PhaZ7 Depolymerase mit
Proteinsequenzen der Datenbanken zeigten, dass PhaZ7 keine ausgepragten
Homologien zur bereits bekannten extra- bzw. intrazellularen PHA Depolymerasen
aufweist (HANDRICK, 2002). Anscheinend verfigt PhaZz7 Depolymerase Uber eine
bislang unbekannte Substratbindestelle oder die Aminosduren, die fir die
Substratbindung zustandig sind, liegen Uber die gesamte Aminosauresequenz

verteilt vor.

Ein Strukturaligment der PhazZ7 Depolymerase mit der PHB Depolymerase aus P.
funiculosum ergab, dass sich die beiden Strukturen durch einen RMSD Wert von
3,58 A voneinander unterscheiden (PAPAGEORGIOU et al., 2008). Eine
Datenbanksuche mit Hilfe von DALI wies eine groRRe Ahnlichkeit zwischen der Phaz7
Depolymerase mit Lipase A (LipA) aus B. subtilis auf. Die Uberlagerung der beiden
Proteinstrukturen ist in Abbildung 7a gezeigt. Es ist zu erkennen, dass das Phaz7
Protein im Vergleich zu LipA noch eine ,extra Domane* besitzt, die bei der LipA fehilt.
Mit einem Molekulargewicht von nur ca. 20 kDa wurde LipA von VAN
POUDEROYEN et al. (2001) als eine Minimal-Lipase beschrieben, die kein Lid
(Deckel) besitzt. Bei vielen Lipasen verdeckt dieses Lid das aktive Zentrum des
Enzyms in Abwesenheit seines Substrates. Liegen jedoch eine Interphase bzw. eine
hydrophobe Umgebung vor, 6ffnet sich das Lid und das aktive Zentrum des Enzyms
wird frei. Die Analyse der PhaZ7 ,extra Domane“ zeigte weiterhin, dass diese
Domane interessanterweise stark mit hydrophoben Aminosauren (Tyrl03, Tyr105,
Tyrl69, Tyrl72, Tyrl73, Tyrl76, Tyrl89, Tyrl90, Phel98, Tyr203, Tyr204, Trp207,
Phe251, und Trp252) angereichert ist (Abbildung 7b, rote Spharen). Dies ist fur ein
Protein aufRergewothnlich, da in der Regel hydrophobe Aminosduren auf den

Proteinoberflachen nur vereinzelt vorkommen.
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Abbildung 7. Uberlagerung der  P. lemoignei PhaZz7 Struktur mit der B. subtilis Lipase
A Struktur (PDB Eintrag 1i6w). Dargestellt sind die PhaZ7 Depolymerase in Blau und die
Lipase A in Gelb. Es ist erkennbar, dass die PhaZ7 Depolymerase noch lber einen
zusatzlichen Bereich verfligt, der bei der Lipase A fehlt. In diesem Bereich liegen viele
hydrophobe Aminosauren vor, welche als rote Sphéaren in b gezeigt sind.

Die Hydrolyse der nPHB findet im aktiven Zentrum der PhaZ7 Depolymerase statt.
Wie bereits oben beschrieben, besteht fur das Substrat aber kein direkter Zugang
zum aktiven Zentrum. HOochstwahrscheinlich &ndert das Protein seine Konformation
direkt nach der Substratbindung, so dass das aktive Zentrum des Enzyms zuganglich
fir das Substrat ist. Aufgrund seiner Ahnlichkeit zur LipA wird vermutet, dass die
.extra Domane“ der PhaZ7 Depolymerase die Funktion eines Deckels wie bei den
meisten Lipasen aufweist. Da das Polymer einen Uberwiegend hydrophoben
Charakter aufweist, beteiligen sich mdglicherweise die hydrophoben Aminoséuren an
der Phaz7 ,extra Domane*“ an der Substratbindung. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
deshalb Uberpruft werden, ob diese hydrophoben Aminoséauren tatsachlich bei der
Substratbindung eine Rolle spielen. Mittels ortsgerichteter Mutagenese wurden die
entsprechenden Aminosauren gegen eine andere Aminosaure ausgetauscht. Im
Folgenden sollte untersucht werden, welche Auswirkungen die Mutationen auf die
nPHB Depolymerase Aktivitdt und auf die nPHB Bindefahigkeit haben. In der
Zusammenarbeit mit AG Papageorgiou (Turku Centre for Biotechnology, University
of Turku and Abo Akademi University) wurde die Proteinstruktur der im Rahmen
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dieser Arbeit erzeugten PhaZ7 Varianten bestimmt und mit den biochemisch
erhaltenen Ergebnissen verglichen. Aus den gewonnenen Erkenntnissen werden
Einblicke beztiglich der Interaktion der PhaZ7 Depolymerase mit dem hydrophoben
Polymer gewonnen, welche zu einem besseren Verstandnis des Mechanismus des

Polymerabbaus fuhren.
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2. Material und Methoden

2.1. Organismen, Plasmide und Primer
Die Versuche im Rahmen dieser Arbeit wurden mit folgenden Bakterienstammen,
Plasmiden und Primer durchgefuhrt (Tabelle 1-3):

Tabelle 1. Verwendete Organismen.

Stamm SK-Nr.* Relevanter Phéno - bzw. Genotyp Referenz
B. substilis WBS800 1735 trpC2, nprE, aprE, epr, vpr, bpf, mpr:ble, MURASHIMA et
nprB:bsr, wprA::hyg al., 2002
E. coli XL1-Blue 517 endAl gyrA96(nal”) thi-1 recAl relAl lac ginv44 | BULLOCK et al.,
F[::Tn10 proAB’ lacl® (lacZ)M15] hsdR17(r« 1987
mK+)

SK-Nr.: Stammkulturnummer in der Stammsammlung der Arbeitsgruppe D. Jendrossek.

Tabelle 2. Verwendete Plasmiden.

Plasmid SK-Nr* Relevanter Phéno - bzw. Genotyp Referenz
pBluescriptSK - 1656 Amp", lacPOZ’ STRATAGENE
pWB980 1736 Ein pUB110- basiertes plasmid. P43 Promotor, WU und WONG,
Km®, Ble®, SacB signalpeptid 1999
pWB980:: phaz7 4739 pwWB980::1,3 kbp Hindlll/BamHI PCR Fragment HANDRICK,
phaz7 2002
pBSK::phaz7 5152 pBluescriptSK-::1,3 kbp Hindlll/BamHI phaz7- diese Arbeit
Fragment aus pWB980::phazZ7
pBSK™:: phaZ7 chiss 4692 pBluescriptSK-::1,3 kbp Hindlll/BamHI phaZ7chise diese Arbeit
Fragment
pWB980:: phaZ7 chiss 4723 pwWB980::1,3 kbp Hindlll/BamHI phaZ7chiss diese Arbeit
Fragment aus pBSK'::phaZ7iss
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4716 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Phe9Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 4741 Punktmutation in phaZ7cniss diese Arbeit
Phe9Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4702 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Tyr66Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 4745 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Tyr66Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4693 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Tyr103Ala
pWB980:: phaZ7 chiss * 4734 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Tyr103Ala
pBSK ":: phaZ7 chiss * 5152 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Tyr103Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 4740 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Tyr103Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4694 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Tyr105Ala
pWB980:: phaZ7 chiss * 4722 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Tyr105Ala
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Plasmid SK-Nr* Relevanter Phano - bzw. Genotyp Referenz
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4696 Punktmutation in phaZ7cniss diese Arbeit
pWBQ-;y(;iOpi?aIZu7 chis * 4724 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
szP_/:f :1;?h5aGZI$CmSe* 5153 Punktmutation in phaZ7cniss diese Arbeit
pWBs;rg(r):l:OShF;hZe7 chis * 4731 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBS-}l;Yf:l;()):;thchise* 4717 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWBQ-;y(;izpiilzl; chis * 4742 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
szP_/:f :1p2h‘:aGZI$6hi56* 4697 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWB938%r:??)?12IZa7 chis * 5166 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBSE?:ﬁ)iggschise* 5154 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWBQ-;y(;i?)iiIZu7 chis * 5167 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBS-l};)'/:r :1p6h%aGZI$6hi56* 4712 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWB92g:1: 7pzh?aI§7 chis * 4732 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBSP’I:r:lplzaAZI?CmSe* 4719 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWBQEg:l: Ypii;; chis * 4735 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBSP’:r :1p7h?;SZe7rchi56* 5155 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWBQ-;y(;tiiiIZu7 chis * 4737 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
szP_/:f :1p7h6aGZI$6hi56* 4689 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWB92g:1: ?)?12?7 chis * 4729 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBSP’I:r:lpi?aAZI?CmSe* 4699 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWBQ-;y(;ispi?aIZu7 chis * 4736 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBS-l};)'/:r :?h%aGZI;CmSe* 4700 Punktmutation in phaZ7cniss diese Arbeit
pWB92g:1: ?)?12?7 chis * 4738 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBSP’I:r:lpi(zaAZI?CmSe* 4701 Punktmutation in phaZ7cniss diese Arbeit
pWBJESy(;ﬁ)%iIZU7 chis * 4733 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
szP_/:f :1shOaGZI$CmSe* 5156 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWBgQ()el?)ﬁ:;J? chis * 5168 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBST(hﬁ%)i?aCZ;I?uchise* 4710 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWBQng%ii;; chis * 4730 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pBSP’:r :zpoh?;sze;chise* 4707 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
pWBQEgZE;Za;; chis * 4726 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Tyr204Ser
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Plasmid SK-Nr* Relevanter Phéano - bzw. Genotyp Referenz
pBSK ":: phaZ7 chiss * 5157 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Trp207Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 4725 Punktmutation in phaZ7cniss diese Arbeit
Trp207Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4709 Punktmutation in phaZ7cniss diese Arbeit
Phe251Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5169 Punktmutation in phaZ7cniss diese Arbeit
Phe251Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4706 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Trp252Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5170 Punktmutation in phaZ7ciss diese Arbeit
Trp252Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 5158 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Tyr105Glu Tyr189Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5171 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Tyr105Glu Tyr189Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 5159 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Tyr105Glu Tyr190Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5172 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Tyr105Glu Tyr190Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 5160 Deletionsmutation in phaZ7chise diese Arbeit
Trp202-Val208
pWB980:: phaZ7 chiss * 5173 Deletionsmutation in phaZ7chise diese Arbeit
Trp202-Val208
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4713 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Phe9Glu Ser136Ala
pWB980:: phaZ7 chiss * 5174 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Phe9Glu Ser136Ala
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4711 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Tyr66Glu Ser136Ala
pWB980:: phaZ7 chiss * 5175 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Tyr66Ala Ser136Ala
pBSK ":: phaZ7 chiss * 5161 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Tyr105Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5176 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Tyr105Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4704 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Tyr176Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5177 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Tyr176Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4714 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Tyr189Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5178 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Tyr189Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 5162 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Tyr190Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5179 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Tyr190Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4705 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Trp207Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5180 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Trp207Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 5163 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Trp252Glu
pWB980:: phaZ7 chiss * 5181 Doppelmutation in phaZ7chiss diese Arbeit
Ser136Ala Trp252Glu
pBSK ":: phaZ7 chiss * 4715 Mehrfach Mutation in phaZ7chise diese Arbeit
Ser136Ala Tyr105Glu
Tyr189yGIu
pWB980:: phaZ7 chiss * 4743 Mehrfach mutation in phaZ7chise diese Arbeit

Ser136Ala Tyr105Glu
Tyr189Glu
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Plasmid

SK-Nr*

Relevanter Phéano - bzw. Genotyp

Referenz

pBSK™:: phaZ7 chiss *
Ser136Ala Tyr105Glu
Tyr190Glu

5164

Mehrfach Mutation in phaZ7chise

diese Arbeit

pWB980:: phaZ7 chiss *
Ser136Ala Tyr105Glu
Tyr190Glu

4744

Mehrfach mutation in phaZ7chise

diese Arbeit

pBSK™:: phaZ7 chiss *
Serl36Ala
Trp202-Val208

5165

Mehrfach Mutation in phaZ7chise

diese Arbeit

pWB980:: phaZ7 chiss *
Serl36Ala
Trp202-Val208

5182

Mehrfach mutation in phaZ7chise

diese Arbeit

SK-Nr.: Stammkulturnummer in der Stammsammlung der Arbeitsgruppe D. Jendrossek.

Tabelle 3. Verwendete Primer.

Mutation Forward Primer Reverse Primer
phaZ7chis - | CTCGAGCATCATCATCATCATCATTAAGGAT | ATGATGATGATGATGATGCTCGAGTACGCG
Tag CCACTAGTTCTAGAGCGGC GCTTTAGGACC
Tyrl03Ala GGTTCCGCGCAAGCAAACTATCACTCATC GTGATAGTTTGCTTGCGCGGAACCCTGCTC
Tyr103Glu CCGCGCAAGAAAACTATCACTC GAGTGATAGTTTTCTTGCGCGG
Tyrl05Ala CGCAATACAATGCTCACTCATCGACCAAGT GTCGATGAGTGAGCATTGTATTGCGCGGAA
ACG CCC
Tyr105Glu GCAGGGTTCCGCGCAATACAACGAACACTC | GATGAGTGTTCGTTGTATTGCGCGGAACCC
TGC
Tyr105Phe GCAATACAACTTTCACTCATCG CGATGAGTGAAAGTTGTATTGC
Serl36Ala GTTGCCCACGCTATGGGGGTGTCGATG CATCGACACCCCCATAGCGTGGGCAACG
Tyr169Glu GCGGCTTGGAAAGCTGCTATTAC GTAATAGCAGCTTTCCAAGCCGC
Tyrl72Ala CGGCATCCGCGGCTTATATAGCTGTTCTTA CGGTGTAAGAACAGCTATATAAGCCGCGGA
CACC TGCC
Tyrl73Ser GTATAGCTGCTACTCCACCGGTTACGCCAA | CATTGGCGTAACCGGTGGAGTAGCAGCTAT
TGC ACAAG
Tyrl76Glu CTATTACACCGGCGAAGCCAATGC GCATTGGCTTCGCCGGTGTAATAG
Tyrl89Ala GACTTGCGGTTCGCAAAACGCTTACAACAG | GGGAAAAAGCCGAAGGTATAGCTGTTGTAA
CTATACCTTCGGC GCGTTTTGCGAAC
Tyr189Glu CGGTTCGCAAAACGAGTACAACAGC GCTGTTGTACTCGTTTTGCGAACCG
Tyr190Ala GACTTGCGGTTCGCAAAACTATGCCAACAG | GCCGAAGGTATAGCTGTTGGCATAGTTTTG
CTATACCTTCGGC CGAACCGCAAGTC
Tyr190Glu CGGTTCGCAAAACTATGAAAACAGC GCTGTTTTCATAGTTTTGCGAACCG
Phel98Glu CTTCGGCTTTGAACCTGAAGG CCTTCAGGTTCAAAGCCGAAG
Tyr203Ser CTTTTTCCCTGAAGGCTGGTCTTATGGCGT CAGACGCCATAAGACCAGCCTTCAGGGAAA
CTG AAG
Tyr204Ser CCCTGAAGGGTGGTACGCCGGCGTCTGGG | GTTGCTCACCCAGACGCCGGCGTACCACC
TGAGCAAC CTTCAGGG
Trp207Glu GTATTACGGCGTCGAAGTGAGCAACCC GGGTTGCTCACTTCGACGCCGTAATAC
Phe251Glu CACGGCGTGGAGTGGGCTGGTTG CAACCAGCCCACTCCGACGCCGTG
Trp252Glu CACGGCGTCGTTCGAGGCTGGTTG CAACCAGCCTCGAACGACGCCGTG
Trp202- TTCCCTGAAGGCAGCAACCCATGGACCGG CCATGGGTTGCTGCCTTCAGGGAAAAAGCC
Val208 CAGC G
GIn187- ACTTGCGGTTCGGGCTTTTTCCCTGAAGGC | AGGGAAAAAGCCCGAACCGCAAGTCGGCG
Phel94 TGGTAT CTGCCG
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2.2. Nahrmedien

Alle Nahrmedien wurden, wenn nicht anders angegeben, nach Einstellung des pH-
Wertes durch 20 minutiges Autoklavieren bei 121° C sterilisiert. Zur Herstellung
fester Nahrmedien wurde der Nahrlésung 1,5 % (w/v) Agar zugegeben. Alle Angaben

beziehen sich auf 1 Liter Gesamtvolumen.

2.2.1. Komplexmedien
Luria-Bertani-(LB-) Medium nach SAMBROOK et al. (1989)

Trypton 10g
Hefeextrakt 59
NaCl 10g

pH 7,5 (NaOH)

Tryptose-Blood-Agar-Base (TBAB-Agar)

TBAB-Agar 339

Super-Rich-Medium nach HALLING et al. (1977)

Tryptose 25¢g
Hefeextrakt 209
KoHPO4 39
pH 7,5

2.2.2. Mineralmedien
Kompetenz- und Transformationsmedium ftr B. subtilis WB800
SP1-Medium

NH4SO4 2 g
KoHPO4 x 3 HO 18,3 g
KH>PO,4 6 g
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Na-Citrat x 2 H,O 19
MgSO, x 7 H,0 029
D(+)-Glukose 59
Casaminosauren 0,29
Hefeextrakt 19
Histidin 50 mg
Tryptophan 50 mg
Uracil 50 mg

Die Aminosauren wurden als separate sterilfiltrierte (0,2 pum Sterilfilter, Satorius AG,

Gottingen) Stammldsungen (1000 x) zugesetzt.

SP2-Medium
SP1-Medium
CaCl, 0,5mM
MgCl, 2,5mM

2.2.3. Antibiotika

Die Antibiotika-Stammlosungen (Tabelle 4) wurden nach SAMBROOK et al. 1989
angesetzt, sterilfiltriert (0,2 um Sterilfilter, Satorius AG, Goéttingen) und in Aliquots bei
-20°C eingefroren. Sie wurden den autoklavierten Nahrmedien nach dem Abkihlen
auf unter 50° C in den angegebenen Konzentrationen zugesetzt.

Tabelle 4. Antibiotika, Stammlésungen und Endkonzen trationen.

Antibiotikum Stammlésung (mg/ml) Endkonzentration (ug/ml)
Ampicillin -Natriumsalz 100 100
Kanamycinsulfat 15 15
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2.3. Stammhaltung und Konservierung

2.3.1. Kurzfristige Lagerung
Alle Organismen wurden kurzfristig (ca. 3 Wochen) auf geeigneten Agarplatten, die

mit einem Parafilm verschlossen waren, bei 4 - 8° C aufbewahrt.

2.3.2. Langerfristige Konservierung

Zur langfristigen Konservierung wurden alle Organismen als Glycerin-Kultur
aufbewahrt. Hierzu wurden Ubernachtkulturen der Stamme 1:1 mit 86% Glycerin
gemischt und bei -70° C eingefroren. Zur Reaktivierung der eingefrorenen Zellen

wurden diese direkt auf eine entsprechende Platte ausgestrichen.

2.4. Zellanzucht

Die Zellanzucht von E. coli Stammen erfolgte in der Regel in 10 ml LB Medium. Fir
die B. subtilis Stamme wurde das Super-Rich Medium bendtigt. Die Inkubation der
Kulturen erfolgte bei 37° C und 150 — 300 rpm.

2.4.1. Anzucht von B. subtilis WB800 Stammen zur Gewinnung extrazellularer
PHB Depolymerase Phaz7

B. subtilis WB800 Zellen mit pWWB980::phaZ7nise Wurden in einer 25 ml Super-Richgwy
Vorkultur bei 37° C unter Schitteln 18 h inkubiert. Die ausgewachsene Vorkultur
wurde eingesetzt, um die Hauptkultur (500 ml Super-Richkm) zu inokulieren. Die
Kultur wurde 48 h bei 30° C geschittelt. Nach 48 h Inkubation wurden die Zellen
abzentrifugiert (5000g, 15 min, 4° C, Rotor Ja10, Beckmann). Zur Uberpriifung der
extrazellularen PHB Depolymerasen PhaZ7 Bildung wurden sowohl ein Tropftest auf
nPHB Aktivitatsplatte als auch ein Tribungstest mit nPHB Granula durchgefuhrt. Fur
die Aufreinigung der PhaZ7 Depolymerase wurden allgemein 3 — 4 L Hauptkultur
bendtigt.
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2.5. Anreicherung und Reinigung von Proteinen

2.5.1. Ultrafiltration

Die 3 — 4 L B. subtilis WB800 Kulturiiberstand wurden durch Ultrafiltration im cross-
flow-Verfahren Uber Flachmembranen aus regenerierter Zellulose (YM10) auf 200 mi
eingeengt. Die Konzentrierung von proteinhaltigen Lésungen bis 15 ml erfolgte in
Amicon Centriplus® Konzentratoren (YM-Membranen, Ausschlussgrenzen 10 kDa).

2.5.2. Affinitatschromatographie (Nickel-NTA)

Das Anhangen einer Histidin-Sequenz (Hiss-Tag) an rekombinant zu exprimierende
Proteine ermdglicht deren Reinigung Uber ihre Komplexbildung mit Metallionen
(Nickel). Als Affinitatsmaterial diente hier Ni-NTA-Agarose. Die Durchfuhrung der
Proteinreinigung erfolgte mit der AKTA-FLPC, dem Fraktionssammler Frac 900 und
fertig gepackten Saulen (HiTrap™ FF, 5 ml) der Firma GE Healthcare Bio-Sciences

AB. Hierfur wurden folgende Puffer bendtigt:

Puffer A: 20 mM NaH2PO4
500 mM NaCl
20 mM Imidazol
pH 7,4

Puffer B: 20 mM NaH2PO4
500 mM NacCl
500 mM Imidazol
pH 7,4

Der PhaZz7 haltige konzentrierte Uberstand aus 2.5.1. wurde auf die Saule
aufgetragen. Nach dem Probenauftrag werden ungebundene Proteine mit 5 CV
(Saulenvolumen) Puffer A von der Sédule gewaschen. Daran schliefl3t sich die Elution
gebundener Proteine. Dies erfolgte zunachst mit Imidazol-Gradient bis 50 % Puffer B
(20 mM NayHPO,4, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol) Gber 8 CV und schlief3lich
isokratisch mit 100 % Puffer B Uber 2 CV.
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2.5.3. Gelchromatographie

Die Gelchromatographie ist eine Methode um eine Proteinlésung zu entsalzen und
umzupuffern. Hierbei kam die Hi Prep 26/10 Desalting Saule (Amersham Pharmacia,
Freiburg, Deutschland) fur die Entfernung der Imidazol und fur die Umpufferung der
Proteinlésung in 50 mM Tris/HCI pH 8,5 zum Einsatz.

2.6. Proteinbiochemische Methoden

2.6.1. Proteinbestimmung nach BRADFORD, 1976.
Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen  wurde routinemaRig die

Proteinbestimmung nach Bradford durchgefihrt.

Bradford Reagenz:

Serva Blau G 250 100 mg
EtOH (unvergallt, 96 %) 50 ml

H3PO4 (85 % v/v) 100 ml
H2Obidest. ad 1000 ml

Serva Blau G 250 wurde in Ethanol geldst. Nach Zugabe von H,O bidest und H3zPO,4
wurde die Losung tber Nacht gerihrt, filtriert und lichtgeschtitzt aufoewabhrt.

Fur den Test wurde die Proteinprobe verdinnt. Zu 100 pl Probe wurde 900 pl
Bradford-Reagenz zugegeben. Der Ansatz wurde gut durchgemischt und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgte bei einer Wellenlange
von 595 nm (Cary 50bio UV-Visible Spectrophotometer von Varian, Mulgrave Victoria
3170, Australien) gegen einen Leerwert (900 ul Bradford-Reagenz und 100 pl
H2Opidest.)-

Die Eichkurve wurde im Bereich von 0 bis 80 pg BSA aufgenommen. Alle

Bestimmungen wurden mindestens als Doppelbestimmung ausgefihrt.

2.6.2. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE ) nach LAEMMLI, 1970.
Die Proteine wurden in einer vertikalen Minigelkammer (Biometra, Gottingen) unter
denaturierten und reduzierenden Bedingungen entsprechend ihres

Molekulargewichtes aufgetrennt. Die Gele bestanden aus einem Trenn- und einem
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Sammelgel. Die Gelgrol3e betrug 100 x 100 x 1 mm. Die Zusammensetzung der Gele

ist in Tabelle 5 angegeben. Zur Herstellung der Gele und Puffer wurden folgende

Losungen verwendet:

Acrylamidldsung (Roth, Karlsruhe)

SDS-Ldsung:

Ammoniumpersulfat (APS) - Lsg.:

Trenngelpuffer:

Sammelgelpuffer:

Denaturierungspuffer:

(dreifachkonzentriert)

SDS-Elektrophoresepuffer:

Tabelle 5. Zusammensetzung fiir verwendete SDS-Minig

20 % (w/v) SDS

1 M Tris/HCI, pH 8,7
0,273 % (v/v) TEMED
0,25 M Tris/HCI, pH 6,8
2 % (w/v) SDS

0,354 % (v/v) TEMED

40 % (w/v) Ammoniumpersulfat

SDS-L6sung 15 mi
Glycerol (87 % v/v) 15 mi
2-Mercaptoethanol 1,5ml
Bromphenolblau 75 mg
H2Obidest. ad 50 ml
Tris 12,19
Glycin 7,509
SDS 109
H2Obidest. ad 1000 ml

pH ca. 8,7 (nicht einstellen)

ele.

L6sung [ml] Trenngel (12 %) Sammelgel (4,5 %)
Acrylamid -Lsg. 3,00 0,75
Trenngelpuffer 2,78

Sammelgelpuffer 2,83
SDS-Lsg. 0,038
H2O0bidest - 1,63 1,37
APS-Lsg. (40 %) 0,0125 0,0125
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Alle Bestandteile des Trenngels, mit Ausnahme der APS-L6sung, wurden
zusammenpipettiert und durchmischt. Durch die Zugabe der APS-L6sung wurde die
Polymerisationsreaktion gestartet. Die Trenngellosung wurde zwischen die
vorbereiteten Platten gegossen. Das Gel wurde mit Isopropanol Uberschichtet, um
eine gerade Oberflache zu erhalten. Nach der Polymerisation wurde die
Isopropanolschicht entfernt, das Sammelgel gegossen und ein Kamm zur
Ausformung der Taschen ins Gel eingesetzt. Die auspolymerisierten Gele wurden in
die Apparatur eingebaut und mit SDS-Laufpuffer Uberschichtet.

Die Proteinproben wurden mit Denaturierungspuffer versetzt, fir 5 min bei 95° C
aufgekocht und dann aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte wahrend der Passage
des Sammelgels bei 10 mA und dann bei 20 mA, bis die Bromphenolblau-Bande das
untere Gelende fast erreicht hatte. Als Protein-Molekulargewichtsmarker diente der

.Precision Plus Protein Standard“ von Bio-Rad (Minchen, Deutschland).

2.6.3. Unspezifische Proteinfarbung mit Silber

Nach der elektrophoretischen Auftrennung koénnen die Proteine in den
Polyacrylamidgelen durch Anfarbung sichtbar gemacht werden. Dafur kam die
Silberfarbung aus dem ,The Red Book Bulletin, Supplement 11* zum Einsatz.
Gegenuber der Silberfarbung nach BLUM et al. (1987) hat diese Alternativmethode
den Vorteil, dass die Farbung schneller erfolgt. Folgende Losungen wurden dafir

verwendet:
Endkonzentration Stammldsung 50 ml
Fixierldsung: 40 % Methanol 100 % 20,0 ml
13,5 % Formaldehyd 37 % 18,2 ml
H2Obidest. 11,8 ml
Natriumthiosulfatldsung: 0,02 % NayS,03 Feststoff 0,01¢g
Silbernitratldsung: 0,01 % AgNO3 Feststoff 0,05¢
Entwicklerldsung: 3 % Natriumcarbonat Feststoff 159
0,05 % Formaldehyd 37 % 25 ul
0,000016 % Na,S;03 0,02 % 40 pl
Stop-Ldsung: 50 mM Naz-EDTA trocken 0,93 ¢
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Nachfolgend aufgefiihrte Schritte wurden unter standiger Bewegung auf einer Wippe
durchgefuhrt:
1. 10 min in Fixierlosung inkubieren
zweimal 5 min in H2Opigest. Waschen
2. 1 min in 0,02 % NayS,03 inkubieren
dreimal 20 sec in H2Opigest. Waschen
3. 10 min 0,1 % AgNOs einwirken
in H2Opigest. Waschen
4. in Entwickler inkubieren, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar werden. Es ist
zu beachten, dass sich die Reaktion auch nach Zugabe der Stop-Ldsung noch
etwas fortsetzt, daher nicht tiberentwickeln.
in H2Opigest. Waschen
5. 10 min in Stop-Lo6sung inkubieren
10 — 30 min in HxOpigest. Waschen

Anschliel3end wurden die Gele in Plastikfolie eingeschweil3t und bei 5-8 °C gelagert.

2.7. Bestimmung von Enzymaktivitaten

2.7.1. Turbidimetrischer Test zur Bestimmung der PH A Depolymeraseaktivitat
Die PHA Depolymeraseaktivitat wurde durch photometrische Messung (Cary 50bio
UV-Visible Spectrophotometer von Varian, Mulgrave Victoria 3170, Australien) der
Tribungsabnahme einer Polymersuspension bei 650 nm und 40° C in
Plastikktvetten (d = 1 cm) bestimmt. Der Reaktionsansatz bestand aus:

NPHAsc -Stammsuspension in Glycerol 3-5ul
Enzyml6sung 5-50 ul
Tris/HCI (100 mM, pH 9), 1 mM CacCl, ad 1 ml

Die Extinktionsdnderung pro Zeiteinheit wurde anhand der Geradensteigung
ermittelt. Wies das Enzym eine Lag- bzw. Verzérgerungphase zu Beginn der
Hydrolysereaktion auf, wurde die Geradensteigung erst emittelt, wenn das Enzym mit
der maximalen Geschwindigkeit das Substrat hydrolysierte. Die Berechnung der
Enzymaktivitaten erfolgt nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz unter Einbeziehung
des apparenten Extinktionskoeffizienten () fur die jeweils verwendete Polymer-

Suspension.
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Aktivitat [U/ml] = E x Kuvettenvolumen [ml]

t[min] x xd [min] x Enzymprobevolumen [ml]

1 Unit [U] wurde definiert als die Hydrolyse von 1 ug Polymer pro Minute.

2.7.2. Bestimmung von Esterase-Aktivitaten

Die Esterase-Aktivitat wurde nach WINKLER und STUCKMANN (1979, modifiziert)
bestimmt. Als Substrat diente p-Nitrophenyloctanoat. Die Freisetzung von p-
Nitrophenol aufgrund der Hydrolyse des Substrats wurde spektrophotometrisch bei
405 nm und 40° C gemessen. Der Testansatz bestand aus:

p-Nitrophenyloctanoat (10 mM in 96 % Ethanol) 20 ul
Enzyml6sung 5-20ul
Tris/HCI (100 mM, pH 7,9, 1 mM CaCly) ad 1 ml

Da in Abhangigkeit des pH-Wertes und der Temperatur Autohydrolyse erfolgte,
wurde vor der Enzymzugabe der Reaktionspuffer mit Substrat bis zum Erreichen
eines konstanten Verlaufes vorinkubiert. Der Extinktionskoeffizient ( , 405 nm, pH
7,9: 30° C) des p-Nitrophenolations betrug 14,925 [mM™ x cm™].

1 Unit wurde definiert als die Freisetzung von 1 mol p-Nitrophenol pro Minute.

2.8. Genetische Methoden

2.8.1. Vorbehandlung von Geraten und Lésungen

Hitzestabile Gerate und Lésungen wurden zur Inaktivierung von Nukleasen durch
Autoklavieren (20 min, 121° C) sterilisiert. Nicht autoklavierbare Materialien wurden
mit 96 % Ethanol gespilt oder abgeflammt. Hitzelabile Losungen wurden steril filtriert
(0,2 um Sterilfilter, Satorius AG, Gottingen).

2.8.2. Plasmidisolierung
Zur Plasmid-DNA lIsolation wurde der innuPREP Plasmid Mini Kit der Firma Analytik
Jena verwendet. Die zu praparierenden E. coli Klone wurden in einer 2-5 ml LB

Schittelkultur bei 37° C Uber Nacht inkubiert. Fir die Plasmidisolierung aus B.
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subtilis Zellen wurden 5 ml einer Ubernachtkultur bendétigt. Nach dem
Abzentrifugieren wurden die Kulturen nach den Angaben des Herstellers
aufgearbeitet.

2.8.3. Standard-Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Nukleinsauren  wurden durch  Agarose-Gelelektrophorese in  horizontalen
Gelkammern eigener Bauart aufgetrennt. Die Agarosekonzentration in den Gelen war
abhangig von der Grol3e der zu trennenden Fragmente und variierte zwischen 0.8 %
(wiv) und 1,5 % (w/v). Die Agarose wurde in TBE-Puffer durch Aufkochen gel6st
(Mikrowelle) und nach Abkuhlen auf ca. 60° C in die Gelkammer gegossen. Der zur
Ausformung der Probentaschen notwendige Kamm wurde sofort in die noch fliissige
Agarose eingesetzt. Nach der Aushértung der Agarose-Losung wurde das Gel mit
Laufpuffer tberschichtet und der eingesetzte Kamm entfernt. Die Probe wurde vor
dem Auftragen mit 1/10 Vol. Stop-Mix gemischt. Die Elektrophorese wurde bei einer
konstanten Spannung von 60-120 V durchgeftihrt, wodurch sich, je nach Gelgrol3e,
eine Laufzeit von 20 bis 60 min ergab. Nach der Elektrophorese wird das Gel fir ca.
10 min in ein Ethidiumbromidbad (10 g/ml H,O) gelegt, um die DNA-Banden
anzufarben. Nach kurzem Entfarben im Wasserbad konnten die Gele mit einem UV-
Transilluminator (ULTRA LUM, Ultra Lum Ins., USA) begutachtet werden.

TBE-Puffer: 50 mM Tris Stop-Mix: 5 M Harnstoff
50 mM Borsaure 1 mM Na,-EDTA
2,5 mM Na,-EDTA 50 % (w/v) Saccharose

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
pH 7,0

2.8.4. Praparation von Nukleinsduren aus Agarosegel en

Zur lIsolierung des gewunschten DNA-Fragmentes nach der Restriktionsspaltung
wurde die entsprechende DNA-Bande mit Hilfe des NucleoSpin Exctract Il Kits von
Macherey-Nagel oder des PerfectPrep Gel Cleanup Kits von Eppendorf aus dem Gel
isoliert. Dabei wurden zuerst die DNA-Fragmente durch Gel-Elektrophorese (2.8.3)

aufgetrennt. Nach kurzem Anfarben mit Ethidiumbromid wurden die gewlnschten
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Banden unter UV-Licht ausgeschnitten. Die Elution von DNA-Fragmenten aus dem
Gel erfolgte nach Angaben des Kit-Herstellers.

2.8.5. Enzymatische Modifikation von DNA

2.8.5.1. Restriktionsverdau von DNA

Durch Restriktionsverdau wurden sowohl die zur Klonierung verwendeten DNA-
Fragmente hergestellt, als auch die entstandenen Klonierungsprodukte identifiziert.
Folgende Reaktionsanséatze wurden standardmallig verwendet:

Analytischer Verdau Praparativer Verdau
Plasmid-DNA 2-3 pl 20
Restriktionspuffer 1l 3ul
Restriktionsenzym 0,5 ul 05-1yl
H2Obidest. ad 10 pl ad 30 pl

Der Ansatz wurde fir 1 h oder auch tGber Nacht bei der vom Hersteller angegebenen
Temperatur inkubiert. AnschlielRend wurde die Vollstandigkeit des Verdaues durch
elektrophoretische Auftrennung in einem Agarosegel (2.8.3) kontrolliert.

Die Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs (NEB) bzw. MBI
Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen.

2.8.5.2. Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten mit einem Plasmid-Vektor missen das zu
klonierende DNA-Fragment und der Plasmid-Vektor so geschnitten werden, dass die
Enden der entstehenden Schnittstellen durch eine DNA-Ligase kovalent verbunden
werden konnen. Dabei spielen die Konzentration und die Lange des DNA-
Fragmentes eine grof3e Rolle. Nach der Gleichung von DUGAICZYK et al. (1975)
kann die Konzentration (j) eines zu klonierenden Fragmentes in Ligierungsansatzen
berechnet werden, bei der die Wahrscheinlichkeit der in intramolekularen und der
intermolekularen Ligation gleich grof3 ist.

j [ng/pl] = 511000 x Mr®°
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Basierend auf dieser Konzentrationsberechnung wurde das zu klonierende DNA-
Fragment mit einem 2-4-fachem molaren Uberschuf? an den Plasmid-Vektor ligiert.
Die Ligation von DNA-Fragmenten in Plasmid-Vektoren wurde unter Verwendung
von T4-Ligase (Fa. New England Biolabs) bei 16° C Ubernacht durchgefihrt. Vor der

Transformation wurde der Ligationsansatz mit H,Oypjgest. 1:5 verdunnt.

2.8.6. Transformation von E. coli
Die Transformation von E. coli erfolgte nach der TSS-Methode (Transformation and
Storage Solution) von CHUNG et al. (1989). Dazu wurden 20 ml LB-Medium mit 200
| einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37° C und 150 rpm im Kulturschittler
inkubiert. Sobald die Kultur eine ODgyonm Vvon 0,3-0,4 (exponentielle
Wachstumsphase) erreicht hatte, wurden die Bakterien durch Zentrifugation (10 min,
3000 g, 4° C) geerntet und in 2 ml eiskaltem TSS (20 mM MgCl;, 20 mM MgSQO,, 10
% PEG 4000 in LB, pH 6,5-6,8, steril filtrieren und 5 % (v/iv) DMSO zugeben)
aufgenommen. Davon wurden 200 | Aliquots in Eppendorfreaktionsgefal3e tberfihrt
und 5-15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA (Plasmide,
Ligationsansétze) zugegeben und weitere 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein
Hitzeschock bei 42° C fur 90 Sekunden und Inkubation auf Eis fir 2 Minuten.
Daraufhin wurden 0,8 ml TSS Medium zugegeben und 1 h bei 37° C und 150 rpm
geschuttelt. Schliel3lich wurden 150 | Transformationsansatze auf LBAmp- Platten

ausplattiert und tber Nacht bei 37° C inkubiert.

2.8.7. Transformation von B. subtilis

Zur Gewinnung kompetenter Zellen wurden B. subtilis-Zellen am Vorabend auf
TBAB-Agar ausgestrichen und tber Nacht bei 37° C inkubiert. Am nachsten Morgen
wurden 2 ml SP1-Medium mit dieser Ubernachtkultur beimpft. Der Anfang ODegonm
sollte bei 0,1 liegen. Die Kultur wurde fur 3 h bei 37° C geschuttelt. Anschlie3end
wurden 0,5 ml SP1-Kultur bei 37° C vorgewarmtem SP2-Medium tberimpft. Die SP2-
Kultur wurde 90 min bei 37° C unter stetiger Durchmischung inkubiert. Dannach
wurden 50 pl 100 mM Na,-EGTA zugegeben und die Kultur fur weitere 10 min bei
37° C geschittelt. Die kompetenten Zellen wurden zu je 0,5 ml in sterile
Eppendorfreagiergefalle aliquotiert. 20 bis 30 pl des verdinnten Ligationsansatzes
wurden anschlieBend zu den kompetenten Zellen zugegeben. Der
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Transformationsansatz wurde 90 min bei 37° C unter stetiger Durchmischung
inkubiert. 50 — 200 pl des Transformationsansatzes wurden auf TBAB-Agar mit den
entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die TBAB-Agarplatten wurden schlief3lich bei
37° C uber Nacht inkubiert.

2.9. Zielgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Polyme  rasen- Kettenreaktion (PCR)
Die Methode der zielgerichteten Mutagenese (,site-directed mutagenesis”) mit Hilfe
der PCR ermoglicht die gezielte Veranderung bestimmter DNA Sequenzen innerhalb
eines Gens. Die zielgerichtete Mutagenese, die in dieser Arbeit zum Austausch von
Aminosauren im Protein verwendet wird, erfolgte nach einer Methode, die sich von
der Quick-Change Site-Directed Mutagenesis Methode ableitet. Als Polymerase
wurde die Primestar HS DNA Polymerase von Takara Biotechnology Co. benutzt. Die
PCR wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Das erhaltene PCR-Produkt
wurde mit Dpnl fir 2 h bei 37° C inkubiert und in E. coli XL1-Blue transformiert
(2.8.6).

2.10. Sequenzierung und Sequenzanalyse

Zur Verifizierung der eingefuhrten Mutation wurden die in dieser Arbeit verwendeten
Plasmide zur Sequenzierung geschickt. Die Sequenzierungen wurden von der Firma
GATC, Konstanz, Deutschland durchgefiihrt. Die erhaltenen Nukleotidsequenzen
wurden mit der entsprechenden Sequenz der in der Datenbank des National Center
for Biotechnology Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov) enthaltenen phazZ7

Gensequenz verglichen.

2.11. nPHB-Bindungstest

Aufgrund ihrer hydrophoben Oberflache neigt die PhaZz7 Depolymerase dazu an der
Rohrchenwand zu binden. Der Bindungstest wurde deshalb in einem speziellen 1,5
ml Rohrchen (,Protein LoBind Tubes®, Eppendorf GmbH, Hamburg) durchgefihrt.
Die isolierte nPHB Granula aus Ralstonia eutropha H16 wurden 3 Mal mit 10 ml H,O
gewaschen, um das Glycerin zu entfernen. Nach der letzten Waschung wurde das
Granulapellet in 50 mM Tris/HCI pH 8,5 resuspendiert. Die Granulasuspension sollte

einen ODgsonm-Wert von 20 haben.
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Fur den Bindungstest wurden 180 pl Granulasuspension mit 20 pl Proteinlésung
(Stammlosung 50 pg/ml) versetzt. Die nPHB-Protein-Mischung wurde bei dem
Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Minute, 5 Minuten, 10 Minuten wurden jeweils
50 pl nPHB-Protein-Mischung entnommen und 30s bei 13000 rpm zentrifugiert.
Sowohl das Granulapellet als auch der Uberstand wurden getrennt gesammelt. Das
Pellet wurde einmal mit 1200 ul 50 mM Tris/HCI pH 8,5 gewaschen und anschlie3end
in 50 pul 50 mM Tris/HCI pH 8,5 resuspendiert. Als Kontrolle dienen eine
Granulaprobe ohne Enzym und eine Enzymlésung ohne nPHB Granula. Das
resuspendierte Pellet und der davor gesammelte Uberstand wurden mit 25 pl
Denatuerierungspuffer (dreifachkonzentriert) versetzt. Davon wurden schlie3lich 25
pl fur die SDS-PAGE (2.6.2) verwendet.

2.12. Immunologische Methode

2.12.1. Western-Blot (Transfer von Proteinen auf PV DF-Membranen)

Western-Blot ist eine Methode bei der die Proteine nach der SDS-PAGE auf einem
geeigneten Tragermaterial (z.B. Nitrozellulose-, PVDF-Membran) immobilisiert
werden. Fur den Western-Blot in ,wet-Blot*-Technik wurde das Trans-Blot Cell der

Firma Biorad verwendet.

Transferpuffer:

25 mM Tris (pH 8,3, nicht einstellen)
192 mM Glycin

15 % (v/v) Methanol

ad 3 | H2Opigest.

Das Gel wurde zunachst nach der SDS-Gel Elektrophorese in Transferpuffer fur 15
bis 30 min praequilibriert. Wahrenddessen wurde die Immobilen-Membran (PVDF
Western Blotting Membranes von Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland) folgendermal3en behandelt:

1. 1 bis 3 sek in 100% Methanol einlegen

2. 1 bis 5 min in H2Oyjgest. hineinlegen

3. 10 bis 15 min in Transferpuffer praequilibrieren
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Kassettenaufbau:

weilRer Deckel
.................. Kunstfasertuch
.................. Whatman-Papier (feucht)
__________________ PVDF Membran
.................. SDS-Gel
.................. Whatman-Papier (feucht)
.................. Kunstfasertuch

Schwarzer Deckel

Die Kassette wurde in die Trans-Blot Apparatur eingesetzt und der Trans-Blot Tank

mit dem Transferpuffer gefullt. Der Proteintransfer erfolgte fur 1 h bei 100 V im

Kihlraum.

2.12.2. Immunmarkierung

Fur die Immunofarbung wurden folgende Losungen verwendet:

TBS-Puffer:

TTBS-Puffer:

Blockierungspuffer:

Reaktionspuffer:

Reaktionslosung:

100 mM Tris-HCl pH 7,5
150 mM NacCl

0,1 % Tween 20 in TBS-Puffer

5 % (m/v) Skimmilk in TTBS-Puffer

100 mM Tris-HCIl pH 9
100 mM NacCl
5 mM MgCl,

20 ml Reaktionspuffer

40 pl NBT (100 mg/ml 4-Nitroblue-Tetrazoliumchlorid in 70 %
(v/v) DMF)

33 ul BCIP (50 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in DMF)
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Nach einem erfolgreichen Proteintransfer wurde fur die Immunofarbung die PVDF
Membran unter stadndiger Bewegung auf einer Wippe folgendermalien
weiterbehandelt:
1. 2 x 10 min mit 40 ml TBS-Puffer waschen
2. mind. 60 min in 50 ml Blocking-Puffer inkubieren
3. 3 h ggf. Ubernacht in primarer Antikorperldsung inkubieren (1:5000
Verdunnung in 10 ml Blockierungspuffer)
4 x 15 min mit 50 ml TTBS-Puffer waschen
60 min in sekundarer Antikorperlésung inkubieren (1 pl AK in 40 ml TTBS-
Puffer)
6. 4 x 15 min mit 50 ml TTBS-Puffer waschen
2 x 10 min mit 50 ml TBS-Puffer waschen

Als sekundéarer Antikorper wurde ein Anti-Mouse Konjugat mit alkalischer
Phosphatase (Fa. Sigma) verwendet. Dies erméglichte einen Farbnachweis mit dem
NBT/BCIP Substrat. Dafir wurde das PVDF Membran in 20 ml Reaktionslésung
eingelegt. Die Farbreaktion erfolgte im Dunkeln bei RT. Die Membran wurde solange
gefarbt, bis die Proteinbande die gewiinschte Intensitat erreicht hatten. Durch das
Waschen des Membrans in H2Opigest. WUrde die Farbreaktion gestoppt. Die Membran

wurde getrocknet und im Dunkeln gelagert.

2.13. Strukturanalyse

Alle Darstellungen von Proteinstrukturen zur Strukturanalyse wurden mit Hilfe des
Programms Pymol (Delano Scientific LLC, San Carlos, USA) angefertigt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden Uberlagerungen von Proteinstrukturen mit dem Programm
PDBfold (KRISSINEL und HENRICK, 2004) durchgefuhrt. Die Berechnung der
Abweichungen der einzelnen Proteinstrukturen erfolgte in DALI Server (HOLM und
SANDER, 1997). Zur Analyse und Darstellung von Protein-Substrat-
Wechselwirkungen wurde LigPlot (WALLACE et al., 1995) verwendet. Die Docking-
Experimente wurden mit dem ProgrammYASARA (YASARA Bioscience (Graz))
durchgefuhrt.
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2.14. Enzyme und Chemikalien

Grundchemikalien wurden von den Firmen Merck, Fluka und Roth verwendet.
Restriktionsenzyme und T4 DNA Ligase stammten von der Firma New England
Biolabs (Ipswich, USA) bzw. von MBI Fermentas (St. Leon-Rot). Die Agarose stammt
von der Firma Invitrogen (Carlsbad, USA). Der sekundéare Antikdrper (Anti-Mouse
IgG Alkalische ,Phosphatase Conjugate”) wurde von Sigma Chemie GmbH,
Deisenhofen bezogen.
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3. Ergebnisse

Anders als die anderen bekannten extrazellularen PHB Depolymerasen, mit
Ausnahme von der P. funiculosum PHB Depolymerase, verfugt die PHB
Depolymerase  Phaz7 aus P. lemoignei  Uber  keine  C-terminale
Substratbindedoméne. Es wird vermutet, dass die PhaZ7 Depolymerase eine bislang
unbekannte Substratbindestelle besitzt. Basierend auf dem Vergleich der
Rontgenstrukturen der nPHB Depolymerase PhazZ7 mit der B. subtilis LipaseA
wurde postuliert, dass die ,extra Doméane" der PhaZ7 Depolymerase, welche bei der
LipaseA fehlt, fur die  Enzym-Substrat-Interaktion  verantwortlich st
(PAPAGEORGIOU et al., 2008). Der Befund, dass diese ,extra Doméane* stark mit
hydrophoben Aminosauren angereichert ist, unterstitzt diese Hypothese. Im Rahmen
dieser Arbeit sollten diese hydrophoben Aminosauren durch ortsgerichtete
Mutagenese gegen eine andere Aminosaure ersetzt werden. Im Folgenden sollte die
Fahigkeit der erzeugten PhazZ7 Muteine nPHB zu hydrolysieren und nPHB zu binden
untersucht werden. Schlie3lich sollten durch die Aufklarung der Proteinstruktur die
Struktur-Funktionsbeziehungen fir die Enzym-Substrat-Interaktion ermittelt werden.

3.1. Ortsgerichtete Mutagenese des phaZ7 Gens

Um die Bedeutung der hydrophoben Aminosauren der ,extra Domane* von PhaZ7
Depolymerase fur die Enzym-Substrat-Interaktion zu untersuchen, wurde eine
gezielte bzw. ortsgerichtete Mutagenese durchgefuhrt. Die Einfuhrung der
gewinschten Mutationen erfolgte nach der Quick-change Methode.

3.1.1. Herstellung des Klonierungsplasmids pBSK  “::phaZ7 als Ausgangpunkt
flr die ortsgerichtete Mutagenese der nPHB-Depolyme  rase PhaZ7

Zu Beginn der Arbeit stand das Plasmid pWB980::;phaz7 fur die heterologe
Expression der rekombinanten nPHB-Depolymerase PhaZ7 bereits zur Verfliigung
(HANDRICK, 2002). Es handelte sich hierbei um ein spezielles fur die Expression
extrazellularer Proteine in B. subtilis optimiertes Plasmid. Der Vektor pWwB980 trug

das Signalpeptid der Laevansucrase (sacB SP) unmittelbar vor der
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~-Multiplecloningsite* (WU und WONG, 1999; MURASHIMA et al., 2002). Das reife
nPHB-Depolymerase Gen phaZ7 inklusive der Schnittstelle der Signalpeptidase
wurde direkt hinter dem Signalpeptid tUber die Hindlll-BamHI Schnittstellen kloniert
(HANDRICK, 2002). Das Expressionsplasmid pwB980::phaZ7 eignet sich nicht fur
die ortsgerichtete Mutagenese nach der Quick-change Methode, da das Plasmid nur
spezifisch fur B. subtilis und nicht in E. coli replizierbar ist. Aus diesem Grund wurde
zunachst ein Klonierungsplasmid generiert, welches spater als Template fiur die
ortsgerichtete Mutagenese diente.

Hierfur wurde das nPHB-Depolymerase Gen phazZ7 mit Hindlll und BamHI aus dem
pWB980::phaz7 Plasmid (Abbildung 8, Spur 2) geschnitten. Das "5-Hindlll-phaz7-
BamHI-3~ Fragment wurde in dem vorher mit Hindlll und BamHI geschnittenen
pBluescriptSK™ Plasmid (Stratagene, La Jolla, USA) ligiert. Das resultierende Plasmid
wurde als pBSK™::phazZ7 (Abbildung 8, Spur 1) bezeichnet.

Abbildung 8. 1 % Agarosegelelektrophorese des Plasm  ids pBSK “::phaz7. Das Plasmid
pWB980::phaZ7 (ca. 5000 bp) wurde mit dem Restriktionsenzym Hindlll und BamHI
geschnitten (Spur 2). Das Hindlll-phazZ7- BamHI Fragment (ca. 1,04 Kbp) wurde in dem
Plasmid pBluescriptSK™ ligiert. Das erhaltene Plasmid pBSK™::phaZ7 hat eine Grof3e von ca.
4000 bp. Der Spur 1 stellt das Plasmid pBSK™::phaZ7 verdaut mit Hindlll und BamHI dar. M:
Marker.
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3.1.2. Einfugen des His s-Tags zur vereinfachten Aufreinigung der nPHB-
Depolymerase PhaZ7

Die nPHB-Depolymerase PhazZ7 wurde bisher heterolog in B. subtilis WB800
expremiert. Die Isolierung dieses Enzyms aus dem B. subtilis WB800 Kultur-
Uberstand erfolgte Uber mehrere Reinigungschritte (Konzentrierung des Kultur-
Uberstandes, Ammoniumsulfat Fallung, lonenaustauschchromatographie und
Umpufferung der Proteinldsung) (MATZER, 2008). Diese sind arbeitsintensiv bzw.
zeitaufwendig und haben den Nachteil, dass bei jedem Schritt Protein verloren geht,
so dass die Ausbeute an dem gewlnschten Protein am Ende der Reinigung zu
gering ist. FuUr diese Arbeit wurden viele PhaZ7 Varianten hergestellt, die fir die
biochemische Charakterisierung des Enzyms aus dem Kulturtiberstand isoliert
werden mussten. Um die Aufreinigung des PhaZ7 Proteins zu vereinfachen, wurde
deshalb ein Affinitatstag (Hise-Tag) an dem C-terminalen Ende des Proteins
eingefligt. Auf diese Weise konnte das mit Hisg-Tag fusionierte Protein leicht Giber die
Ni-NTA Saule isoliert werden.

Fur das Einflgen des hiss-Tags wurde wieder die Quick-change Methode
angewendet. Das PCR erfolgte mit dem pBSK™::phaZ7 Plasmid als Template unter
Verwendung der Primerpaare phaZ7-chisg-Tag. Das PCR-Produkt ist in Abbildung 9
im Spur 1 dargestellt. Nach erfolgreicher PCR, Klonierung in E. coli XL1-Blue und
Verifizierung der Insertion durch Sequenzierung wurde das phaZ7-chise-Tag Gen mit
Hindlll und BamHI aus dem pBSK™::phaZ7.niss geschnitten (Spur 2) und in die Hindlll-
BamHI-Cloningsite des Expressionsvektors pWB980 (Spur 3) uberfuhrt. Nach
erfolgter Klonierung wurde das Expressionsplasmid pWB980, das phaZ7-hiss-Tag
enthalt, in B. subtilis WB800 heterolog exprimiert. Es folgte schliel3lich die
Uberpriifung der Expression der PhaZ7.nss Depolymerase und die Bestimmung der
nPHB-Depolymerase Aktivitat des Proteins, um auszuschliel3en, dass der eingefugte
Hisg-Tag die Proteinexpression und die Proteineigenschaft beeinflusst.
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Abbildung 9. 1% Agarosegelelektrophorese zur Uberpr  ufung der Konstruktion des
PHB Depolymerase PhaZ7 . Plasmids. Der Hise-Tag wurde C-terminal an das phaZ7-
Gen mittels Quick-change eingefugt. Als Template fur das PCR diente das Plasmid pBSK"
::phaz7. Das PCR-Produkt wurde auf der Spur 1 aufgetragen. Fir die Expression der
PhaZ7ss Depolymerase wurde das resultierende Plasmid pBSK::phaZ7.iss mit Hindlll und
BamHI geschnitten (Spur 2). Die ca. 1000 bp Hindlll-phaZ7ss- BamHI Fragmente wurden
aus dem Gel geschnitten, extrahiert und in dem davor mit Hindlll und BamHI verdauten
Expressionsvektor pWB980 (Spur 3) ligiert. SchlieBlich erfolgte die Klonierung des
pWB980::phaZ7iss Plasmides (Spur 4, hier mit Hindlll und BamHI geschnitten) in B. subtilis
WBB800.

Zur Uberprufung der Expression und der nPHB Depolymerase Aktivitat von der neu
konstruktierten PhaZ7chss Depolymerase wurden sowohl B. subtilis WB800
pWB980::phaz7 als auch B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7¢niss in drei ml Super-
Rich Medium mit Kanamycinsulfat (Endkonzentration 15 pg/ml) bei 37° C Uber Nacht
angezogen. Nach ca. 18 h Inkubation wurden die beiden Kulturen durch
Zentrifugation geerntet. Fur die nPHB Depolymerase Aktivitditsmessung und die
Western-Blot Analyse wurde der zellfreie Kulturiiberstand verwendet. Die Western-
Blot-Analyse der Kulturiberstande wies eine vergleichbare Expression der beiden
Phaz7 Varianten auf (Abbildung 10). Die Phaz7 Banden (PhaZ7 und PhaZ7iss) Sind
wie erwartet bei ca. 35 kDa zu sehen. Die Depolymerase Aktivitatsmessung in
Abbildung 11 zeigte, dass das Einfiigen des Hisg-Tags am C- terminalen Ende des
Phaz7 Proteins keine Wirkung auf die nPHB Depolymerase Aktivitat des Enzyms
hatte. Sowohl das PhaZ7 Protein als auch das PhaZ7.ss Protein wiesen die gleiche

Hydrolysegeschwindigkeit auf. Die eingesetzte nPHB Granula wurde von beiden
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Phaz7 Varianten innerhalb von vier Minuten umgesetzt. Die eingesetzte PhaZ7- bzw.
PhaZ7.iss-Konzentrationen waren nach dem Western-Blot Ergebnis (Abbildung 10)
vergleichbar. Demzufolge entsprach die nPHB Depolymerase Aktivitdt des PhaZ7qhiss

Proteins der Aktivitdt des PhaZ7 Proteins. Der Hisg-Tag hatte keinen Einfluss auf die
nPHB Depolymerase Aktivitat.

a M 1 2 3 b, M 1 2 3
fa—
50 kDa 50 kDa
37 kDa 37 kDa
——  S— L
25 kDa 25 kDa

Abbildung 10. Western-Blot Analyse zur Uberpriifung der PhaZ7 Depolymerase

Expression in B. subtilis WBS800. Aufgetragen sind 20 ul zellfreier Uberstand einer
Ubernachtkultur. Die Proteine wurden durch SDS PAGE getrennt. Nach der Ubertragung auf
PVDF Membran erfolgte der Nachweis von PhaZ7 Depolymerase mit dem PhaZ7 Antikdrper
(@) bzw. mit dem Hise-Tag Antikdrper (b). Durch die alkalische phoshatase Behandlung
wurden die PhazZ7 Proteinbanden sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Uberstand von B.

subtilis WB800 pwB980. 2: Uberstand von B. subtilis WB800 pWwB980::phaz7. 3: Uberstand
von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7 piss.
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Abbildung 11. nPHB Depolymerase Aktivitatstest. Verfolgt wurde die OD-Abnahme bei
650 nm und 40° C. Als Substrate diente die nPHB Granula aus R. eutropha H16. Die

Reaktion wurde durch die Zugabe der gleichen Volumina an Kulturtiberstand (2 pl) aus einer
Ubernachtkultur gestartet.
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3.1.3. Generierung der nPHB-Depolymerase PhaZ7 Vari ante

Um herauszufinden, welche hydrophoben Aminosduren in der PhaZ7 ,extra
Domane* fur die Enzym-Substrat-Interaktion zustandig sind, wurden folgende
Aminosauren Tyrl03, Tyrl05, Tyrl69, Tyrl72, Tyrl73, Tyrl76, Tyrl89, Tyrl90,
Phel98, Tyr203, Tyr204, Trp207, Phe251, und Trp252 mittels der ortsgerichteten
Mutagenese gegen andere Aminosduren ausgetauscht. Diese hydrophoben
Aminosauren sind in Abbildung 12 gezeigt. Die ortsgerichtete Mutagenese wurde wie
oben beschrieben mit der Quick-change Methode durchgefihrt. Als Template diente
das Klonierungsplasmid pBSK::phaZ7.ss. Die jeweils verwendeten Primerpaare
sind in Tabelle 3 aufgelistet. Die PCR Produkte wurden mit Dpnl verdaut und dann in
E. coli XL1-Blue transformiert. Die gewiinschte Mutation wurde durch Sequenzierung
verifiziert. Nach der Bestatigung der Mutation wurde das mutierte phaZ7:niss* aus den
jeweiligen Plasmiden tber Hindlll/BamHI-Verdau herausgeschnitten und in das
Expressionplasmid pWB980 ligiert, welches anschlieend in B. subtilis WBS800

kloniert wurde.

Abbildung 12. nPHB Depolymerase PhaZzZ7 Struktur (PDB Eintrag 2VTV). Die
hydrophoben Aminosauren an der PhaZ7 ,extra Doméne* sind oben als rote Sticks gezeigt.
Die Darstellung in b entspricht der Darstellung in a, welche 180° in der x-Achse gedreht. Das
aktive Zentrum ist als Sticks in magenta dargestellt.
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3.2. Aufreinigung der PHB Depolymerase PhaZ7 aus de m B. subtilis WBS800
Kulturtiberstand

Die Expression und die nPHB Depolymerase Aktivitat der PhaZ7:niss6 Depolymerase
wurden durch die Fusion mit Hise-Tag, wie bereits oben gezeigt (3.1.2), nicht
beeinflusst. Im nachsten Schritt wurde das PhaZ7.ss Protein aus den zellfreien
Kulturiberstanden isoliert. Um ausreichende Mengen an Zielprotein zu erhalten,
wurden fir die Aufreinigung jeweils 3 bis 4 L Kultur angezogen. Als Vorkultur diente
25 ml Ubernachtkultur von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7.niss. Die Hauptkulturen
wurden fur mindestens 48 h bei 30° C inkubiert. Die Zellen wurden durch
Zentrifugation bei 4° C und 6000 rpm fur 15 Minuten geerntet. Der zellfreie
Kulturiiberstand wurde mittels Ultrafiltration (Ausschlussgrenze 10 kDa) auf ca. 200
ml konzentriert. Die Aufreinigung erfolgte mit einer FPLC Anlage der Firma
Amersham Pharmacia, Freiburg und mit 5 ml Histrap FF Saule (GE Healthcare). Das
Protokoll fur die Aufrenigung ist in 2.5. beschrieben. Ein typisches Chromatogramm
fur die Aufreinigung der PhaZ7:iss¢ Depolymerase ist in Abbildung 13 dargestelit. In
dem Chromatogramm ist ein grof3er Peak in den Fraktionen der Elution zu sehen, der
die PhaZ7 Proteine wiederspiegelt. Die PhaZ7.iss Fraktionen wurden vereinigt und in
50 mM Tris/HCI mittels Gelfitration tUber eine HiPrep 56/10 Saule (GE Healthcare)
umgepuffert. Nach der Umpufferung wurden sowohl die Konzentration als auch die
Reinheit der isolierten PhaZ7.nss Depolymerase bestimmt. Im Durchschnitt konnten
aus 3 L B. subtilis WB800 Kultur 8 — 10 mg PhaZ7:nis¢ Protein isoliert werden. Wie in
Abbildung 14 zu sehen ist, hatte das isoliert Protein eine Reinheit von 99%.
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Abbildung 13. PhaZ7 . Depolymerase Reinigung mit Ni-NTA S&ule (HisTrap F F, BV: 5 ml). Aufgetragen wurde der PhaZ7.,ss haltige
konzentrierte B. subtilis WB800 Uberstand nach Ultrafiltration mittels Cross-Flow (10 kDa). Nach dem Probeauftrag wurden die unspezifisch
gebundenen Proteine durch das Waschen mit Puffer A (20 mM Na,HPO,, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol) aus der Saule entfernt. Die Elution des
PhaZ7is Proteins erfolgte zunachst mit Imidazol-Gradient bis 50 % Puffer B (20 mM Na,HPO,, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol) und schlief3lich
isokratisch mit 100 % Puffer B.
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Abbildung 14. 12% SDS-PAGE der gereinigten nPHB Dep olymerase PhaZ7 giss.
Aufgetragen ist die isolierte PhaZ7.ss Depolymerase aus B. subtilis WB800 Kulturiiberstand.
Die Sichtbarmachung der Proteinbande erfolgte durch Silberfarbung. M: Proteinmarker; 1:
0,1 pg PhaZ7qiss; 2: 0,2 pg PhaZ7.is6 ; 3: 0,5 pg PhaZ7pise.

3.3. nPHB Depolymerase PhaZ7 .nisg* Variante

Die im Rahmen der Strukturanalyse postulierten Aminosduren einer potentiellen
Substratbindestelle der PHB Depolymerase PhazZ7 (Abbildung 12) sollten mittels
ortsgerichteter Mutagenese auf ihre Funktionalitat hin untersucht werden. Zunéachst
wurden die folgende Tyrosinreste (Tyr103, Tyrl105, Tyrl72, Tyrl73, Tyrl89, Tyr190,
Tyr203 und Tyr204) an der ,extra Domane“ der PhaZ7 Depolymerase gegen Alanin
bzw. Serin ausgetauscht. Die Einfihrung der Punktmutation erfolgte wie oben
beschrieben (3.1.3) nach der Quick-change Methode.

Es folgte die Untersuchung der nPHB Depolymerase Aktivitat der einzelnen
PhaZ7:ns6* Muteine im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7.niss. Hierfiir wurde die Fahigkeit
der einzelnen Muteine nPHB Granula abzubauen photometrisch bei 650 nm verfolgt.
Zur Untersuchung der nPHB Depolymerase Aktivitat der PhazZz7 Muteine wurden B.
subtilis WB800 pWB980::phaZ7.iss* in drei ml Super-Rich Medium tber Nacht bei
37° C und 150 rpm inkubiert. Die Ubernachtkulturen wurden bei 15000 rpm geerntet.
Die nPHB Depolymerase Aktivitatsmessungen erfolgten mit dem Uberstand der
Ubernachtkultur und sind in Abbildung 15 gezeigt.
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Abbildung 15. nPHB Depolymerase Aktivitatstest von PhaZ7 s * Muteinen. Verfolgt
wurde die OD-Abnahme bei 650 nm und 40° C. Als Substrat dienten die isolierten nPHB
Granula aus R. eutropha H16. Die Reaktion wurde durch die Zugabe der gleichen Volumina
an Kulturiberstand (10 pl) aus einer Ubernachtkultur gestartet. Kontrolle: Uberstand der B.
subtilis WB800 pwB980.
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Der in Abbildung 15 dargestellte nPHB-Depolymerase Aktivitatstest zeigte, dass alle
PhaZ7:nis6* Muteine (Tyrl03Ala, Tyrl05Ala, Tyrl72Ala, Tyrl73Ser, Tyrl89Ala,
Tyr190Ala, Tyr203Ser und Tyr204Ser) noch in der Lage waren, nPHB-Granula zu
hydrolysieren. Die folgenden PhaZ7.niss* Muteine Tyrl03Ala, Tyrl72Ala, Tyrl73Ser,
Tyr203Ser und Tyr204Ser wiesen im Vergleich zur Wildtyp PhaZ7.s6 Depolymerase
keine nennenswerte Veranderung im Enzymkinetik-Verhalten auf. Alle Muteine
bauten das eingesetzte Substrat, nPHB-Granula, in der gleichen Weise wie der
Wildtyp PhaZ7.nise ab. Direkt nach der Zugabe des zellfreien Kulturiberstandes
wurden die eingesetzten nPHB Granula umgesetzt. Auffallig ist dennoch die
geringfugig unterschiedliche Geschwindigkeit, mit der die nPHB Granula hydrolysiert
wurden. Dies konnte aufgrund von unterschiedlichen Konzentrationen der PhaZ7:pisg*
Muteine im Kulturiberstand hervorgerufen werden. Deshalb wurde die Konzentration

der PhaZ7nise* Muteine im Kulturiberstand mittels Western-Blot Gberpruft.

Das Ergebnis der Western-Blot Analyse ist in Abbildung 16 dargestellt. Wie erwartet,
wurden alle PhaZ7.nise* Muteine expremiert und ins Medium sekretiert. In Abbildung
16 sind die Bande der PhaZ7.s¢* Varianten mit Ausnahme der Negativkontrolle
(Spur 1) bei ca. 35 kDa zu sehen. Anhand der Intensitat der Banden im Western-Blot
konnte die Konzentration der PhaZ7.iss Depolymerase im Uberstand bestimmt
werden. Bis auf die Konzentration des PhaZ7:nse* Tyr203Ser (Spur 9) Muteins
unterschieden sich die Konzentration der restlichen PhaZ7:ss* Muteine im
Uberstand nur geringfiigig von der Konzentration des PhaZ7¢niss Wildtyps. Die Phaz7
Depolymerase weist eine sehr hohe hydrolytische Aktivitat gegen nPHB Granula auf.
Ein geringer Konzentrationsunterschied des Proteins konnte einen grof3en Einfluss
auf die nPHB Aktivitatsmessung haben, wie in Abbildung 15 zu erkennen ist. Die
hohe Konzentration des PhaZ7.iss* Tyr203Ser im Uberstand hat zur Folge, dass
dieses Mutein in der nPHB Depolymerase Aktivititsmessung im Vergleich zum
Wildtyp PhazZ7 Depolymerase die nPHB Granula schneller hydrolysierte (Abbildung
15).
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Abbildung 16. Western-Blot Analyse von PhaZ7 ,ss* Muteinen. Gezeigt ist die Western-
Blot Analyse zur UberprUfung der Konzentration von PhaZ7.iss* Muteinen im
Kulturiiberstand. Aufgetragen sind pro Spur 20 ul Uberstand aus 3 ml Ubernachtkultur. Die
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und anschlie3end geblottet. Der Blot wurde mit
dem Hisg-Tag Antikdrper behandelt und ggf. vorhandene Banden mittels der alkalischen
Phosphatasereaktion sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Uberstand von B. subtilis
WBB800 pWB980. 2: Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7hiss WT. 3: Uberstand
von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7 ss* Tyrl03Ala. 4: Uberstand von B. subtilis WB800
pWB980::phaZ7iss* Tyrl05Ala. 5: Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7 cise*
Tyrl72Ala. 6: Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7ss* Tyrl73Ser. 7:
Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7.ss* Tyrl89Ala. 8: Uberstand von B.
subtilis WB800 pWB980::phaZ7.ss* Tyrl90Ala. 9: Uberstand von B. subtilis WBS800
pWB980::phaZ7iss* Tyr203Ser. 10: Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7pise*
Tyr204Ser.

Wie bereits oben beschrieben ist, behielten alle erzeugten PhaZ7.s6* Muteine trotz
des Aminosaureaustauschs noch die Fahigkeit, nPHB Granula zu hydrolysieren. Bei
der nPHB Depolymerase Aktivitatsmessung der PhaZ7.niss* Tyrl05Ala, PhaZ7piss*
Tyrl89Ala und PhaZ7:ise* Tyrl90Ala Muteine wurde jedoch eine interessante
Beobachtung gemacht. Diese Muteine verhielten sich in der Enzymkinetik anders als
der PhaZ7.niss Wildtyp. Sie hydrolysierten nPHB Granula erst nach einer kurzen Lag-
Phase zu Beginn der Reaktion (siehe Abbildung 15). Als Lag-Phase wurde in dieser
Arbeit der Zeitraum in der Hydrolysereaktion bezeichnet, in dem das Enzym nach
dem Zusammentreffen mit dem Substrat kaum Hydrolysereaktion zeigte. Es lag die
Vermutung nahe, dass die beobachtete Lag-Phase dadurch zustande kam, dass
durch den Aminosaureaustausch die PhaZ7.ns6* Muteine (Tyrl05Ala, Tyrl89Ala und
Tyr190Ala) Zeit brauchen, um an nPHB Granula zu binden.
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Fruhere Untersuchungen an extrazellularen PHB Depolymerasen zeigten, dass die
Adsorption der Substratbindestelle der extrazellularen PHB Depolymerasen an der
Polymeroberflache vermutlich sowohl tGber Wasserstoffbrickenbindungen als auch
Uber hydrophobe Wechselwirkungen erfolgte (YAMASHITA et al., 2003; FUJITA et
al., 2005). Die Substitution des Tyrosins zu Alanin hat zur Folge, dass alle
betroffenen Seitenkettenatome des Tyrosins bis auf eine funktionell weitgehend
neutrale Methylgruppe entfernt werden. Chemisch gesehen sind die beiden
Seitengruppen aber hydrophobe. Sollte die beobachtete Lag-Phase in der in vitro
nPHB Hydrolyse bei dem PhaZ7:ns6* Tyrl05Ala, PhaZ7.nss* Tyrl89Ala und
PhaZ7:is6* Tyrl90Ala* Mutein aufgrund des Austausches von Tyrosin zu Alanin
hervorgerufen werden, sollte ein Austausch des Tyrosins gegen eine Aminosaure mit
geringerer Hydrophobizitat, d.h. hydrophile bzw. geladene Aminosduren, einen
wesentlichen starkeren Effekt haben.

Um fir diese Vermutung experimentelle Belege zu erhalten, wurde das Tyrosin an
diesen Positionen gegen ein negativ geladenes Glutamat ersetzt. Die erhaltenen B.
subtilis WB800 pWB980::phaZ7:nise* Mutanten (Tyrl03Glu, Tyrl05Glu, Tyr189Glu
und Tyrl90GIlu) wurden wie oben beschrieben angezogen und geerntet. Die
Fahigkeit dieser PhaZ7.ns6* Muteine nPHB zu hydrolysieren wurde anhand der
Tribungsabnahme bei 650 nm photometrisch verfolgt. Die geernteten
Kulturiberstande wurden fur die Aktivitdtsassays eingesetzt. Wie in Abbildung 17
dargestellt ist, fihrte die Substitution des Tyrosins an der Position 105, 189 und 190
gegen Glutamat in der Tat zu einer deutlichen Verlangerung der beobachteten Lag-
Phase zu Beginn der nPHB Hydrolyse. Diese PhaZ7.is6* Muteine zeigten auf3erdem
eine stark reduzierte Enzymaktivitat, da sie fur die Hydrolyse der eingesetzten nPHB
Granula 30 Minuten (PhaZ7.niss* Tyrl05Glu und PhaZ7.nisg* Tyrl89Glu) bzw. 20
Minuten (PhaZ7:nise* Tyr190Glu) bendtigten. Das Ergebnis der Western-Blot Analyse
(Abbildung 18) weist darauf hin, dass die Konzentration des PhaZ7:niss* Tyr105Glu
(Spur 5), des PhaZ7.nisg* Tyrl89Glu (Spur 6) und des PhaZ7.niss* Tyrl90Glu (Spur7)
Muteins im Uberstand hoher sind als die Konzentration des PhaZ7.iss Wildtyps. Es
kann somit ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Lag-Phase und die
reduzierte Enzymaktivitdt dieser Muteine durch die geringere Enzymkonzentration

hervorgerufen wurden.
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Abbildung 17. nPHB Depolymerase Aktivitatstest
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. Verfolgt wurde die OD-Abnahme bei

650 nm und 40° C. Als Substrat dienten die nPHB Granula aus R. eutropha H16. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe der gleichen Volumina an Kulturiberstand (10 pl) aus

einer Ubernachtkultur gestartet.
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Abbildung 18. Western-Blot Analyse von PhaZ7 ,ss* Muteinen. Gezeigt ist die Western-
Blot Analyse zur UberprUfung der Konzentration von PhaZ7.iss* Muteinen im
Kulturiiberstand. Aufgetragen sind pro Spur 20 ul Uberstand aus 3 ml Ubernachtkultur. Die
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und anschlie3end geblottet. Der Blot wurde mit
dem Hisg-Tag Antikdrper behandelt und ggf. vorhandene Banden mittels der alkalischen
phosphatase Reaktion sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Uberstand von B. subtilis
WBB800 pWB980. 2: Uberstand von B. subtilis WB800 pW8980::phaZ7chi36* WT. 3: Uberstand
von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7.ise* Tyrl03Glu. 4: Uberstand von B. subtilis WB800
pWB980::phaZ7iss* Tyrl05Phe. 5: Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7pise*
Tyrl05Glu. 6: Uberstand von B. subtilis WBS800 pW8980::phaZ7chis6* Tyrl89Glu. 7:
Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980:phaZ7 giss* Tyr190Glu.

Um zu uberprufen, ob allgemein der Austausch der hydrophoben Aminoséaure an der
Phaz7 Oberflache gegen ein negativ geladenes Glutamat einen Einfluss auf das
Enzym hat, wurde zur Kontrolle das Tyrl03 gegen Glutamat ausgetauscht. Das
Tyrl03 befindet sich wie in Abbildung 12 zu sehen ist, auch in der PhaZ7 ,extra
Doméane“. Wie in Abbildung 15 zu erkennen ist, fihrte eine Substitution dieses
Tyrosins gegen Alanin zu keiner Verdnderung in der Enzymkinetik. Die gleiche
Beobachtung wurde bei dem Austausch gegen Glutamat gefunden (Abbildung 17).
Da das Enzym im Uberstand in hoher Konzentration als Wildtyp Protein vorlag
(Abbildung 18, Spur 3), hydrolysierte das PhaZ7.nss* Tyrl03Glu Mutein nPHB
Granula schneller als PhaZ7.hs6 Wildtyp. Interessant ware auch der Austausch des
Tyrosins gegen Phenylalanin. Beide Aminosauren sind aromatisch und hydrophob.
Die beiden Aminosauren unterscheiden sich nur darin, dass das Tyrosin noch eine
Hydroxyl-Gruppe besitzt. Zur Uberpriifung, ob die beobachtete Lag-Phase zu Beginn
der in vitro nPHB Hydrolyse bei dem Austausch der Tyrl05, Tyrl189 und Tyr190
gegen Alanin bzw. gegen Glutamat durch das Fehlen der Hydroxylgruppe bedingt ist,
wurde das Tyrl05 gegen Phenylalanin ausgetauscht. Wie in Abbildung 17 erkennbar
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ist, hatte die Hydroxylgruppe des Tyr105 keinen Einfluss auf die Enzymaktivitét. Die
Mutation des Tyrosins zu Phenylalanin veranderte die Enzymeigenschaften nicht.

Da die beobachtete Lag-Phase bei dem Austausch von Tyrosin zu Glutamat am
ausgepragten war, wurden die restlichen hydrophoben Aminosauren der PhaZ7
.extra Domane“ (Tyrl69, Tyrl76, Phel98, Trp207, Phe251 und Trp252) ebenfalls
gegen Glutamat ausgetauscht. Die in B. subtilis WB800 exprimierten PhaZ7niss*
Muteine wurden hinsichtlich ihrer Depolymerase Aktivitat charakterisiert (Abbildung
19). Das Ergebnis des nPHB Aktivitatstests zeigte, dass neben dem Wildtyp
PhaZ7.iss auch alle PhaZ7:hs6* Muteine (Tyrl69Glu, Tyrl76Glu, Phel98Glu,
Trp207Glu, Phe251Glu und Trp252Glu) hydrolytisch noch aktiv waren (Abbildung
19). Die Muteine Tyrl76Glu und Trp207Glu wiesen wie die Tyrl105Glu, Tyr189Glu
und Tyrl90Glu Muteine eine ausgepragte Lag-Phase zum Beginn der
Substrathydrolyse auf. Hingegen konnte bei den restlichen PhaZ7.ss* Varianten
(Tyrl69Glu, Phel98Glu, Phe251Glu, und Trp252Glu) keine Veranderung in der
Enzymkinetik festgestellt werden. Das Western-Blot Ergebnis zur Uberpriifung der
Proteinexpression in Abbildung 20 zeigte eine vergleichbare Konzentration der
Muteine im Uberstand im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7.ss mit Ausnahme von den
PhaZ7qise* Phel98Glu (Spur 4) und PhaZ7.nise* Trp252Glu (Spur 7) Muteinen.
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Abbildung 19. nPHB Depolymerase Aktivitatstest. Verfolgt wurde die OD-Abnahme bei
650 nm und 40° C. Als Substrat dienten die nPHB Granula aus R. eutropha H16. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe der gleichen Volumina an Kulturiberstand (10 pl) aus
einer Ubernachtkultur gestartet. Kontrolle: Uberstand der B. subtilis WB800 pWB980.
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Abbildung 20. Western-Blot Analyse von PhaZ7 ,ss* Muteinen. Gezeigt ist die Western-
Blot Analyse zur UberprUfung der Konzentration von PhaZ7.iss* Muteinen im
Kulturiiberstand. Aufgetragen sind pro Spur 20 pl Uberstand aus 3 ml Ubernachtkultur. Die
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und anschlie3end geblottet. Der Blot wurde mit
dem Hisg-Tag Antikorper behandelt und ggf. vorhandene Banden mittels der alkalischen
phosphatase Reaktion sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Uberstand von B. subtilis
WBB800 pWB980::phaZ7 s WT. 2: Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7pise*
Tyrl69Glu. 3: Uberstand von B. subtilis WBS800 pWB980::phaZ7:nise® Tyrl76Glu. 4:
Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7.nss* Phe198Glu. 5: Uberstand von B.
subtilis WB800 pWB980::phaZ7cnss* Trp207Glu. 6: Uberstand von B. subtilis WBS800
pWB980::phaZ7iss* Phe251Glu. 7: Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7 qise*
Trp252Glu. 8: Uberstand von B. subtilis WB800 pwWB980.

Die Ergebnisse der nPHB Depolymerase Aktivitatstests konnen wie folgt
zusammengefasst werden. Alle hier erzeugten PhaZ7.is6* Muteine konnten wie die
Wildtyp PhaZ7.iss Depolymerase nPHB Granula hydrolysieren. Die PhaZ7chiss*
Muteine Tyrl03Ala, Tyrl03Glu, Tyrl05Phe, Tyrl69Glu, Tyrl72Ala, Tyrl73Ser,
Phel198Glu, Tyr203Ser, Tyr204Ser, Phe251Glu, und Trp252GIu hydrolysierten nPHB
in der gleichen Weise wie das Wildtyp PhaZ7.iss Protein und wiesen keine
wesentliche Veranderung in der Enzymkinetik des Enzyms auf. Allerdings zeigte die
Substitution der hydrophoben Tyrosine an den Positionen 105, 176, 189 und 190
bzw. des Tryptophans 207 zu Alanin bzw. Glutamat eine Veradnderung in der
Enzymkinetik im Vergleich zum Wildtyp Protein. Diese PhaZ7.niss* Muteine zeigten in
vitro eine Lag-Phase am Anfang der Reaktion bevor sie mit der Hydrolyse der nPHB
Granula begannen und wiesen eine reduzierte nPHB Depolymerase Aktivitat im
Vergleich zum Wildtyp PhaZ7.iss auf. Insgesamt fihren die Ergebnisse hier zu einem
ersten Hinweis darauf, dass die Aminosduren Tyr105, Tyrl76, Tyr189, Tyr190 und
Trp207 moglicherweise an der Enzym-Substrat-Interaktion Dbeteiligt sind. Die

Substitution dieser Aminosaure gegen andere Aminosauren erschwerte vermutlich
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die Adsorption des Enzyms an nPHB-Granula, welches zur Entstehung einer
Verzdgerungsphase am Anfang der Substrathydrolyse flhrte.

Interessanterweise zeigten die PhaZ7.iss* Muteine Tyrl05Glu, Tyrl76Glu,
Tyrl89Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu ebenfalls eine andere Hofbildung auf nPHB
Platten. Die Abbildung 21 zeigt die Hofbildung dieser Muteine am Beispiel der
PhaZ7:iss* Tyrl05-Variante, Tyrl89-Variante und Tyrl90-Variante. Die PhaZ7pisg*-
Varianten haben eine andere Aufklarungszone als der PhaZ7.is¢ Wildtyp gebildet.
Die Hofbildung auf nPHB-Platte durch den PhaZ7.nss Wildtyp bzw. durch das
PhaZ7.is6* Tyrl05Phe Mutein offenbarten ein analoges Ergebnis. Der Durchmesser
der gebildeten Aufklarungszonen bei den beiden Proteinen ist etwa gleich und die
beiden Aufklarungszonen sind klar. Dieses Ergebnis stimmt mit dem Ergebnis der
Aktivitatsmessung Uberrein und deutet darauf hin, dass die Hydroxylgruppe des
Tyrosins fur die Substratbindung nicht essentiell ist. Die restlichen PhaZ7:piss*
Muteine (Tyrl05Ala, Tyr189Ala, Tyr190Ala, Tyrl105Glu, Tyr189GIlu und Tyr190Glu)
dagegen wiesen andere Hydrolysehdfe im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7.niss auf.
Auffallend sind die triben bis opaquen Aufklarungszonen bei diesen Muteinen.
Ferner ist der Hydrolysehof der PhaZ7:nis6* Tyrl05Glu, Tyrl89GIu und Tyrl190Glu
Muteine kleiner als die anderen Ho6fe der PhaZ7:nse* Tyrl05Ala, Tyrl89Ala und
Tyr190Ala Muteine. Die Hofbildung auf nPHB-Platten durch die anderen PhaZ7piss* -
Varianten (Tyrl76Glu, Trp207Glu) ahnelt der Hofbildung des PhaZ7.niss* Tyrl05Ala
Muteins (Daten nicht gezeigt). Diese unterschiedliche Hofbildung auf den nPHB-
Platten kann als weiteren Hinweis angesehen werden, dass die Tyrl05, Tyrl76,
Tyrl89, Tyrl90 und Trp207 eine Rolle bei der Ausfuhrung der Depolymerase
Aktivitat spielen.
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Abbildung 21 . Hofbildung auf der nPHB-Platte durch Phaz7 ..ss Depolymerase. Eine
Einzelnkolonie der B. subtilis WB800 pwB980 (Kontrolle), B. subtilis WB800
pWB980::phaZ7ss Wildtyp (WT) und B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7 nss* Muteine wurde
auf nPHB-Superrich-Platte ausgestrichen. Die Platte wurde fiir ca. 15 h bei 37° C inkubiert.
Die Aktivitat des gebildeten PhaZ7.,is Wildtyps bzw. der gebildeten PhaZ7.s¢* Muteine wird
durch eine Aufklarungszone angezeigt.

3.4. Biochemische Charakterisierung der nPHB Depoly merase PhaZ7 chiss*
Variante

Die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen nPHB Depolymerase
Aktivitatstests stellten die nPHB Depolymerase Aktivitat der PhaZ7.niss* Muteine im
Kulturiberstand dar. In diesem B. subtilis Kulturiiberstand liegen neben PhaZ7.niss
Protein vermutlich noch viele andere Proteine wie z.B. Esterasen, Lipasen,
Proteasen vor. Ferner wurden die Konzentrationen des PhaZ7.nss Proteins im
Uberstand mit Hilfe der Western-Blot Analyse bestimmt. Diese Methode diente aber
lediglich zu einer Abschatzung der Proteinkonzentration anhand der Bandstarke der
Proteine und ist deshalb fehlerbehaftet. Um den Einfluss des Aminosaureaustauschs
der PhaZ7:niss Depolymerase auf die Enzymaktivitat grindlich zu untersuchen, sollte
die PhaZ7.niss Depolymerase nicht als ein Proteingemisch zur Verfigung stehen,
sondern als eine homogene, reine Proteinlésung vorliegen. Aus diesem Grund
wurden die interessanten PhaZ7.nss* Muteine (Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu,
Tyr190Glu und Trp207Glu) aus 3.3. aus dem jeweiligen B. subtilis Kulturiiberstand

isoliert.
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3.4.1. nPHB Depolymerase Aktivitat

Wie oben bereits beschrieben (3.3), fihrte der Austausch von Tyrl05, Tyrl76,
Tyrl89, Tyrl90 und Trp207 gegen Glutamat zu einer Verdnderung in der
Enzymkinetik. In vitro hydrolysierten diese PhaZ7:iss* Muteine nPHB Granula nur
nach einer kurzen Lag-Phase. Die Western-Blot Analyse zeigte, dass die
beobachtete Lag-Phase nicht durch die geringere Proteinkonzentration
hervorgerufen wurde. Dieser Befund deutet daraufhin, dass der Austausch dieser
Tyrosine bzw. des Tryptophans die Enzym-Substrat-Interaktion beeintrachtigt, was
zu einer Entstehung der kurzen Verzorgerungsphase und einer Verringerung der
Enzymaktivitat fuhrte. Um einen direkten Hinweis auf die Verédnderung der
Enzymeigenschaften aufgrund des Aminosdureaustauschs zu erhalten, wurde in
diesem Kapitel das Verhalten der gereinigten reinen PhaZ7qis¢* Muteine (Tyrl105Glu,
Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu) in in vitro nPHB Depolymerase
Aktivitatsmessungen untersucht.

37kDa -

25kDa .
=

e ——

e 08 L0 =

Abbildung 22. Silbergefarbtes 12 %iges SDS-Polyacry  lamidgel. Aufgetragen wurden die
gereinigten PhaZ7.ss (0,1 pg) Varianten. M: Marker, 1: PhaZ7:,s6 WT, 2: PhaZ7.nse*
Tyrl05Glu, 3: PhaZ7qpise* Tyrl89Glu, 4: PhaZ7.use* Tyrl90Glu, 5: PhaZ7qpnse* Tyrl76Glu, 6:
PhaZ7ise* Trp207Glu.
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Tabelle 6. Ausbeute an gereinigten PhaZ7 ss Proteinen.

PhaZ7 hiss PhaZ7cnise* | PhaZ7chise* | PhaZ7chiss* | PhaZ7chiss* | PhaZ7chiss*
WT Tyr105Glu Tyrl76Glu Tyr189Glu Tyr190Glu Trp207Glu
Volumen des Kultur - 35 35 4 4.5 35 4
Uiberstandes [L]
Gereinigte PhaZ7 chiss 8,5 8,9 7,5 7,2 9,3 8
Proteine [mg]

Die PhaZ7.iss* Muteine (Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyrl90Glu und
Trp207Glu) wurden jeweils aus ca. 3 - 4 L der entsprechenden Kulturiberstande
gereinigt und deren Reinheit nach der Reinigung mittels SDS PAGE Uberprift. In
Abbildung 22 ist zu erkennen, dass alle Muteine erfolgreich mit einer sehr hohen
Reinheit von 99% gereinigt wurden. Die Ausbeute an gereinigten PhaZ7chiss
Proteinen ist in Tabelle 6 gegeben.

Danach folgte die Bestimmung der nPHB Depolymerase Aktivitat der einzelnen
Muteine und der Vergleich mit dem Wildtyp PhaZ7.niss Protein. Eine typische nPHB
Depolymerase Aktivitatsmessung ist in Abbildung 23 zu sehen. Es ist zu erkennen,
dass das Wildtyp Enzym die nPHB Granula direkt nach der Enzymzugabe abbaute,
wahrend alle Muteine die nPHB Granula erst nach einer mehr minitigen Lag-Phase
zu Beginn der Reaktion hydrolysierten. Auffallig ist auch die geringere nPHB
Abbaugeschwindigkeit der Muteine im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7:nis¢ Protein. Die
hier eingesetzte Enzymkonzentration der Muteine (mit Ausnahme des PhaZ7:niss*
Tyrl76Glu Muteins und des PhaZ7.nisg* Trp207Glu Muteins) betrugt jeweils das 5-
fache der eingesetzten PhaZ7.:ss Wildtyp Konzentration. Trotz hoherer
Enzymkonzentration wurden die nPHB Granula erst nach ca. 10 bzw. 15 Minuten
vollstdndig von den PhaZ7:s6* Muteinen (Tyrl05Glu, Tyrl89Glu, Tyrl90Glu)
abgebaut, wahrend der PhaZ7:s6 Wildtyp die nPHB Granula schon innerhalb von 3
Minuten vollstandig hydrolysierte. Das PhaZ7:ns6* Tyrl76Glu Mutein benétigte etwa
die gleiche Zeit wie die anderen PhaZ7ss* Tyrosin Muteine (Tyrl105Glu, Tyr189Glu
und Tyrl90Glu), um nPHB vollstdandig zu hydrolysieren. Die eingesetzte
Enzymkonzetration des PhaZ7:nise* Tyrl76Glu Muteins betrug aber nur die Hélfte der
eingesetzten Enzymkonzentration der restlichen PhaZ7.s6* Tyrosin Muteine. Bei
dem PhaZ7.nse* Trp207Glu Mutein dauerte der Abbau der Granula 4 Mal langer als
bei dem Wildtyp PhaZ7:iss Protein bei der gleichen Enzymkonzentration.
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Abbildung 23. nPHB Depolymerase Aktivitatstest. Verfolgt wurde die OD-Abnahme bei
650 nm und 40° C. Die nPHB Granula aus R. eutropha H16 wurden als Substrat verwendet.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe des gereinigten Enzymes gestartet. Die Konzentration
des zugegebenen Enzymes fur jedes PhaZ7.s6* Mutein steht in Klammer angegeben.

Die spezifische nPHB Depolymerase Aktivitat der einzelnen PhaZ7 Varianten ist in
Tabelle 7 gezeigt. Alle Muteine wiesen eine deutlich geringere spezifische Aktivitat im
Vergleich zum Wildtyp PhaZ7 Protein auf. Das PhaZ7.nss* Tyrl76Glu bzw. das
PhaZ7qise* Trp207Glu besalien noch 11 % bzw. 31 % der Wildtyp Aktivitat, wahrend
die Aktivitat der restlichen Muteine (PhaZ7ise* Tyrl05Glu, PhaZ7.niss* Tyrl89Glu
und PhaZ7nise* Tyrl90Glu) unter 10 % der Wildtyp Aktivitat betrug.
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Tabelle 7. Die spezifische nPHB Depolymerase Aktivi
aus mindesten 3 Aktivititsmessungen gemittelt.

tat. Die spezifische Aktivitat wurde

PhaZ7 chiss PhaZ7qnise* | PhaZ7chiss* | PhaZ7chiss* | PhaZ7chiss* | PhaZ7chiss*
WT Tyr105Glu Tyrl76Glu Tyr189Glu Tyr190Glu Trp207Glu
spezifische nPHB 5,75 0,34 0,63 0,26 0,36 1,78
Depolymerase + + + + + +
Aktivitat [10 ° U/mg] 0,54 0,07 0,03 0,05 0,07 0,46
relative nPHB 100 5,7 11 4.4 6,3 31
Depolymerase
Aktivitat [%]

3.4.2. Die Abhangigkeit der nPHB Depolymerase Aktiv itat von Substrat- und
Enzymkonzentration

Der erste Schritt bei der nPHB Granula Hydrolyse ist die Bindung des Enzyms an die
nPHB Granula. Wiirde die Enzym-Substrat-Interaktion erschwert, konnte dies durch
die Erh6hung der Substrat- bzw. Enzymkonzentration aufgehoben werden. Je héher
die Substratkonzentration (bei konstanter Enzymkonzentration) desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit fur eine erfolgreichen Enzym-Substrat-Interaktion, da mehr
Substrat als Reaktionspartner vorliegt. Dem entsprechend steigt auch die Reaktions-
bzw. die Umsatzgeschwindigkeit. Binden alle Enzyme an das Substrat, kann die
Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr durch die Steigerung der Substratkonzentration
erhoht werden. Alternativ konnte die Reaktionsgeschwindigkeit durch die Zunahme
der Enzymkonzentration gesteigert werden. Bei der Erh6éhung der
Enzymkonzentration kdnnen mehr Enzyme an das Substrat binden, was dazu fihrt,
dass das Substrat schneller umgesetzt wird. Um zu zeigen, dass die beobachtete
Lag-Phase und die Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivitat bei den
PhaZ7qiss* Muteinen (Tyrl05Glu, Tyrl176Glu, Tyrl89Glu, Tyr190GIlu und Trp207Glu)
durch die Beeintrachtigung der Enzym-Substrat-Bindung hervorgerufen wurden,
wurde die Abhangigkeit der nPHB Depolymerase Aktivitat dieser PhaZ7:nis6* Muteine

sowohl von der Substrat- als auch von der Enzymkonzentration untersucht.

Die Abbildung 24 zeigt exemplarisch, wie die nPHB Depolymerase Aktivitat der
einzelnen PhaZ7.nss* Muteine von der Substratkonzentration abhangt. Hierfir wurde
die Aktivitatsmessung bei unterschiedlicher, steigender nPHB Granula Konzentration
(ODegsonm: 0,5 — 2) mit konstanter Enzymkonzentration durchgefuhrt. Angegeben sind
die ermitteltten spezifischen Depolymerase Aktivitdten. Bei dem Wildtyp PhaZ7niss
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Protein ist zu erkennen, dass trotz der Veranderungen der Substratkonzentration
keine signifikante Verdnderung der Reaktionsgeschwindigkeit erzielt werden konnte.
Bei einer Anfangs-ODgsonm VONn 0,7 sind nahezu alle Wildtyp PhaZ7.niss Enzyme (60
ng) an die nPHB Granula gebunden. Die Erhéhung der Granula
Anfangskonzentration auf ODgsonm 1,2 bzw. 2,1 fiihrte zu keiner nennenswerten
Erhohung der Enzymaktivitdt, da offenbar keine freien Enzymmolekile vorlagen.
Eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit konnte in diesem Fall nur durch eine
Erhohung der Enzymmenge erreicht werden. Anders als bei dem Wildtyp Protein
konnte bei allen PhaZ7:is6* Muteinen eine positive Korrelation zwischen der
Reaktionsgeschwindigkeit und der Substratkonzentration bei einer konstanten
Enzymkonzentration gefunden werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei allen
PhaZ7qiss* Muteinen (Tyrl05Glu, Tyrl176Glu, Tyrl89Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu)
stieg signifikant mit der Erh6hung der Substratkonzentration. Dies bedeutet, dass bei
geringerer Substratkonzentration (geringere Anfangs-ODgsonm) Noch viele Enzyme
I6slich ungebunden vorlagen. Die Erh6hung der Hydrolysegeschwindigkeit durch die
Erhohung der Substratkonzentration wies zunachst auf eine Beeintrachtigung der
Substratbindung bei den PhaZ7.nss* Muteinen (Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyr189Glu,
Tyr190Glu und Trp207Glu) hin.
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Abbildung 24. nPHB Depolymerase Aktivitatsmessung i n Abhangigkeit von der
Substratkonzentration.  Verfolgt wurde die OD-Abnahme bei 650 nm und 40° C. Die nPHB
Granula aus R. eutropha H16 wurden als Substrat verwendet. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe des gereinigten Enzymes gestartet. Die ermittelten spezifischen nPHB
Depolymerase Aktivitaten [10° U/mg] sind liber den Graphen angegeben.

Alternativ konnte die verminderte nPHB Granula Bindefahigkeit der PhaZ7chiss*
Variante durch die Erhohung der Enzymkonzentration aufgehoben werden. Der
Effekt der Enzymkonzentrationserhohung auf die nPHB Depolymerase Aktivitat ist in
Abbildung 25 =zu entnehmen. Deutlich erkennbar ist, dass bei ho6herer
Enzymkonzentration die Hydrolyse der nPHB Granula bei allen PhaZ7.ns6* Varianten
wie bei dem PhaZ7:s6 Wildtyp schneller ablief. Die nPHB Depolymerase
Aktivitatstests des  PhaZ7qiss  Wildtyps wurden  hier mit  geringerer
Enzymkonzentration durchgefuhrt, da die Hydrolysereaktionen des Wildtyp Proteins
bei der hier eingesetzten Enzymmenge (> 125 ng) sehr schnell ablaufen wirden. Die
Abnahme der Tribung konnte daher photometrisch nicht mehr verfolgt werden. Die
beobachtete Lag-Phase zu Beginn der Reaktion bei den PhaZ7.iss Muteinen
verkirzte sich mit zunehmender Enzymkonzentration. Dies lieferte einen weiteren
Hinweis dafur, dass die beobachtete Lag-Phase bei der in vitro nPHB Hydrolyse
dadurch zustande kam, dass das Enzym zu Beginn der Reaktion aufgrund der
verminderten Bindefahigkeit mehr Zeit gebraucht hat, um mit nPHB Granula zu
interagieren. Durch das Vorhandensein von mehr Enzymmolekilen findet mehr
Substratbindung statt, dadurch nimmt die Lange der Lag-Phase zu Beginn der in
vitro nPHB Hydrolyse ab.
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Abbildung 25. Turbidimetrischer Test zur Uberpriifun g der nPHB Depolymerase
Aktivitdt in Abh&ngigkeit von der Enzymkonzentratio n. Fur diesen Test wurde nPHB
Granula Suspension aus R. eutropha H16 in 100 mM Tris/HCI pH 9 zugegeben. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von gereinigten Enzymen gestartet. Verfolgt wurde die
OD-Abnahme bei 650 nm und 40° C. Uber den Graphen sind die ermittelten spezifischen
nPHB Depolymerase Aktivitdten [10° U/mg] angegeben.

3.4.3. PhaZ7 chiss * Kontrollmutante

Die Phaz7 Depolymerase besitzt noch weitere hydrophobe Aminoséuren an der
Proteinoberflache, welche nicht in der ,extra Domane“ des Proteins vorliegen. Als
weitere Kontrolle dafiir, dass nur die hydrophoben Aminosduren an der ,extra
Domane* der PhaZ7 Depolymerase essentiell fur die nPHB Granula-Enzym-
Interaktion sind, wurden zuféllig drei weitere hydrophobe Aminoséuren (Phe9, Tyr66
und Tyrl124), die sich nicht an der ,extra Doméane* aber auch an der Oberflache der
Phaz7 Depolymerase befinden, gegen Glutamat ersetzt (Abbildung 26). Diese
PhaZ7.nse* Muteine wurden aus dem B. subtilis WB800 Kulturliberstand isoliert
(Abbildung 27). Mit den gereinigten Enzymen wurden die nPHB Depolymerase
Aktivitatstests durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Aktivitatsmessungen sind in
Abbildung 28 zu sehen. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich alle drei PhaZ7nise*
Muteine (Phe9Glu, Tyr66Glu, und Tyr124Glu) wie der PhaZ7:s6 Wildtyp verhielten.
In der in vitro nPHB Hydrolyse wurde keine Lag-Phase zu Beginn der nPHB
Hydrolyse beobachtet. Ferner sind die spezifischen Aktivitdten aller drei Muteine nur
geringfugig kleiner als die Aktivitat des PhaZ7.niss Wildtyps (Tabelle 8). Aus diesem
Ergebnis kann man schliel3en, dass nicht alle hydrophoben Aminosauren, die sich an
der Phaz7 Oberflache befinden, essentiell fir die Adsorption des Enzyms an der
nPHB Granula sind.
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Abbildung 26. Die Struktur der PHB Depolymerase Pha Z7. Das PhaZ7-Protein verfligt
Uber viele hydrophobe Aminosauren an seiner Oberflache. Einige dieser hydrohoben
Aminosauren liegen nicht in der PhaZ7 ,extra Domane* vor. Um zu zeigen, dass nur die
hydrophoben Aminosauren, die an der PhaZ7 ,extra Doméane“ vorliegen, an der nPHB-
Bindung beteiligt sind, wurden willkirlich drei hydrophobe Aminoséuren als Kontrolle fir die
biochemische Charakterisierung ausgesucht. Oben dargestellt sind die drei ausgesuchten

hydrophoben Aminosauren (rote Sticks).
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Abbildung 27. Silbergefarbtes 12 %iges SDS-Polyacry  lamidgel. Aufgetragen wurden die
gereinigten PhaZ7.s (0,5 pg) Varianten. M: Marker, 1: PhaZ7.ss Wildtyp, 2: PhaZ7qpise*
Phe9Glu, 3: PhaZ7qpise* Tyr66Glu, 4: PhaZ7pise* Tyrl24Glu.
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Abbildung 28. nPHB Depolymerase Aktivitatstest. Gezeigt sind die turbidimetrischen
Aktivitatstests bei 650 nm und 40° C. Als Substrat dienten die nPHB Granula aus R.
eutropha H16. Die Reaktion wurde durch die Zugabe der jeweils gleichen Enzymmenge (50
ng) gestartet.

Tabelle 8. Die spezifische nPHB Depolymerase Aktivi  tat. Die spezifische Aktivitat wurde
aus mindesten 3 Aktivitditsmessungen berechnet.

PhaZ7chi56 WT PhaZ7chi56 * PhaZ7chi56 * PhaZ7chi56 *
Phe9Glu Tyr66Glu Tyr124Glu

spezifische nPHB 5,75+ 0,54 4,53 +0,80 497 +0,75 4,57 +0,51

DepolymeraseAktivitat
[10° U/mg]
relative nPHB 100 79 86 79
Depolymerase Aktivitat
[%]

3.4.4. PhaZ7 chiss * Doppelmuteine

Bislang wurde nur jeweils ein einzelner Aminosaureaustausch in der Phaz7
Depolymerase durchgefihrt. Dartber hinaus ist es interessant den Einfluss von
Doppelmutationen auf die nPHB Depolymeraseaktivitat zu untersuchen, um die
Frage beantworten zu kénnen, ob der Effekt der Mutation kumulativ ist oder nicht.
Hierfr wurden zwei PhaZ7.iss* Doppelmuteine, namlich PhaZ7:s6* Tyrl05Glu
Tyr189GIlu und PhaZ7.nss* Tyrl05Glu Tyr190Glu generiert. Ahnlich wie die anderen
PhaZ7:iss* Punktmuteine, wurden die beiden Doppelmuteine in B. subtilis WB800
expremiert und aus deren Kulturiberstande gereinigt. Nach der Proteinreinigung
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erfolgte die biochemische Charakterisierung der beiden PhaZ7:ns6* Muteine. Die
Abbildung 29 gibt die gereinigten PhaZ7.niss* Muteine mit einer Reinheit von tber 99

% wieder.

1 M 2 3
—
:
50kDa
37kDa .
25kDa ‘
R

Abbildung 29. Silbergefarbtes 12 %iges SDS-Polyacry  lamidgel. Aufgetragen wurden die
gereinigten PhaZ7.s (0,1 pg) Varianten. M: Marker, 1: PhaZ7.ss WT, @ PhaZ7.nse*
Tyrl05Glu Tyrl89Glu, 3: PhaZ7nise* Tyrl05Glu Tyr190Glu.

Die nPHB Depolymerase Aktivitatsmessung der beiden Muteine ist in Abbildung 30
zu erkennen. Auffallig ist, dass die Kombination der Mutation an dem Tyr105 mit der
Mutation an dem Tyr189 bzw. Tyr190 zu einer sehr starken Verringerung der Aktivitat
fuhrte. Die eingesetzte Proteinkonzentration der PhaZ7.nss* Muteine (Tyrl05Glu
Tyrl89Glu und Tyrl05Glu Tyr190Glu) betrug das 25-fache der Wildtyp PhaZ7:nise
Konzentration (60 ng). Dennoch wurde bei den Doppelmuteinen erst nach 30
Minuten ein Drittel der eingesetzten nPHB Granula umgesetzt, wahrend bei dem
Wildtyp PhaZ7:.s6 die nPHB Granula innerhalb von drei Minuten vollstandig
abgebaut wurde. Ferner wurde bei den Doppelmuteinen beobachtet, dass die Lag-
Phase zu Beginn der nPHB Hydrolyse deutlich langer ist als die Lag-Phase bei den
Einzelmuteinen (siehe Abbildung 23). Die spezifischen Aktivitaten der Doppelmuteine
sind in Tabelle 9 gezeigt. Zu erkennen ist, dass die spezifische Aktivitat der
Doppelmuteine nur 0,2 % (PhaZ7niss* Tyr1l05Glu Tyrl89Glu) bzw. 0,3 % (PhaZ7chiss*
Tyrl05GIlu Tyr1l90Glu) der spezifischen Wildtyp Aktivitat betrug. Aus diesem
Ergebnis kann abgeleitet werden, dass der Effekt der einzelnen Mutation kumulativ in
den PhaZ7:is6* Doppelmuteinen zu sehen ist.
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Abbildung 30. nPHB Depolymerase Aktivitatstest. Verfolgt wurde die OD-Abnahme bei
650 nm und 40° C. Die nPHB Granula aus R. eutropha H16 wurden als Substrat verwendet.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe des gereinigten Enzyms gestartet. Die Konzentration
des zugegebenen Enzyms fir jedes PhaZ7.ss* Mutein ist im Klammer angegeben.

Tabelle 9. Die spezifische nPHB Depolymerase Aktivi

tat. Die spezifische Aktivitat wurde
aus mindesten 3 Aktivititsmessungen gemittelt.

PhaZ7 chise PhaZ7 chise * PhaZ7 chise * PhaZ7 chise * PhaZ7 chise * PhaZ7 chise *
WT Tyr105Glu Tyr189Glu Tyr190Glu Tyr105Glu Tyr105Glu
Tyr189Glu Tyr190Glu
spezifische nPHB 5,75 0,34 0,26 0,36 0,014 0,018
DepolymeraseAktivitat . . . . . .
[10°U/mg] = = = = - -
0,54 0,07 0,05 0,07 0,00 0,00
relative nPHB 100 5,7 4,4 6,3 0,25 0,31
Depolymerase
Aktivitat [%]
3.4.5. PhaZ7iss* Muteine mit Deletion im GIn187-Phel95 Loop bzw.i m Trp202-

Val208 Loop

Wahrend die Oberflachenstruktur von P. funiculosum PHB Depolymerase geordnet

bzw. einheitlich ist, weist die Oberflachenstruktur der PhaZ7 Depolymerase
ungleichméassige Formen auf. Diese unregelmaldigen Formen sind besonders in der
Phaz7 ,extra Domé&ne* zu sehen. Auffallend ist das Vorkommen von zwei nach
aulRen exponierten Schleifen (GIn187-Phel95 und Trp202-Val208) in der Phaz7

.extra Domane* (Abbildung 31). Um eine Antwort auf die Frage zur Beteiligung dieser
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Schleifen in der nPHB-Bindung zu erhalten, wurden diese Regionen (GIn187-Phel95
und Trp202-Val208) auf DNA-Ebene aus dem PhaZ7 Protein entfernt.

Abbildung 31. Struktur der PhaZ7 Depolymerase (PDB Eintrag 2VTV). Die deletierten
Schleifen in dem PhaZ7 Protein sind in Rot dargestellt.

Die Deletion der Region GIn187-Phel95 und der Region Trp202-Val208 erfolgte
nach Quick-change Methode mit dem entsprechenden Primerpaar (Tabelle 3). Als
Template diente das Klonierungsplasmid pBSK::phaZ7:ss. Die Deletion wurde
mittels Sequenzierung verifiziert. Das verkirzte phaZ7.nss* wurde schlie3lich in
Expressionvektor pwWwB980 kloniert und in B. subtilis WB800 transformiert. Zur
Uberpriifung der nPHB Depolymerase Aktivitat dieser PhaZ7.iss* Deletionsmuteine
( GIn187-Phel95 und Trp202-Val208) wurden die erhaltenen B. subtilis WB800
Mutanten in drei ml SR-Medium mit der entsprechenden Antibiotikakonzentration fur
ca. 18 h bei 37 °C und 150 rpm angezogen. Die Kultur wurde durch Zentrifugation
geerntet. Die gewonnenen Kulturiiberstande wurden fur die nPHB Depolymerase
Aktivitatstest eingesetzt. Zusatzlich wurde untersucht, ob die Expression des Proteins
durch das Entfernen der Region GIn187-Phel95 bzw. der Region Trp202-Val208

beeinflusst wurde.
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Abbildung 32. Western-Blot Analyse von den verkirzt en PhaZ7 s * Muteinen. Gezeigt
ist die Western-Blot Analyse zur UberprUfung der Konzentration von PhaZ7:iss* Muteinen im
Kulturiiberstand. Aufgetragen sind pro Spur 30 pl Uberstand aus 3 ml Ubernachtkultur. Die
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und anschlie3end geblottet. Der Blot wurde mit
dem Phaz7 Antikorper behandelt und ggf. vorhandene Banden mittels der alkalischen
phosphatasen Reaktion sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Uberstand von B. subtilis
WB800 pWB980. 2: Uberstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7:hise WT. 3: Uberstand
von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7.ss* Trp202-Val208. 4: Uberstand von B. subtilis
WBB800 pWB980::phaZ7.ss* GIN187-Phel95. Der obere rote Pfeil deutet auf unspezifische
Bande hin, wahrend der untere rote Pfeil das Abbauprodukt von Phaz7 markiert.

Die Expressionuberprifung der verkirzten PhaZ7:ns6* Muteine mittels Western-Blot
zeigte, dass die Entfernung des Bereichs GIn187-Phel95 bzw. der Region Trp202-
Val208 keinen Einfluss auf die Proteinsynthese hatte (Abbildung 32). Die Expression
der beiden PhaZ7:is6* Muteine ist vergleichbar mit der Expression des PhaZ7:niss
Wildtyps. Fur die Entwicklung des Blots wurde der polyklonale AntikGrper gegen
Phaz7 Protein verwendet. Es konnten trotz hoher Spezifitdt fur PhaZ7 auch
unspezifische Proteine (oberer Pfeil in Abbildung 32) detektiert werden. Bei der
unteren Proteinbande (< 25 kDa) handelte es sich um das Abbauprodukt der Phaz7
Proteine, welches durch die Behandlung mit Denaturierungspuffer und durch Kochen
bei 95° C fur 5 Minuten zustande kam.
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Abbildung 33. nPHB Depolymerase Aktivitatstest. Verfolgt wurde die OD-Abnahme bei
650 nm und 40° C. Die nPHB Granula aus R. eutropha H16 wurden als Substrat verwendet.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe des Kulturiberstandes (10 pl) aus einer
Ubernachtkultur gestartet. Kontrolle: Uberstand der B. subtilis WB800 pwB980.

Nach dem sichergestellt werden konnte, dass alle PhaZ7.ns6* Muteine expremiert
wurden, wurden die nPHB Depolymerase Aktivitatstests mit dem Uberstand aus
einer Ubernachtkultur durchgefiihrt (Abbildung 33). Das PhaZ7.hss* Trp202-Val208
Mutein wies eine reduzierte Depolymerase Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp
PhaZ7..s6 auf. Die eingesetzten nPHB Granula wurden vom Wildtyp Enzym
innerhalb von zwei Minuten umgesetzt, wahrend das PhaZ7.nss* Trp202-Val208
Mutein das Substrat erst nach 14 Minuten vollstandig hydrolysierte. Zu erkennen ist
auch das Auftreten einer Lag-Phase zu Beginn der Hydrolyse. Das zweite Mutein
(PhaZ7:is6*  GINn187-Phel95) war dagegen nicht mehr in der Lage nPHB
abzubauen. Nach Uber 15 Minuten wurde kein Umsatz des Substrats
(Tribungsabnahme) beobachtet. Die Deletion der Region GIn187-Phel95 fiihrte
offenbar zu einem kompletten Verlust der nPHB Depolymerase Aktivitat.

Um die beiden Muteine im Detail charakterisieren zu kénnen, wurden die beiden
Muteine gereinigt. Hierfir wurde von jedem Stamm 3 L Kultur angezogen. Aus den
gewonnenen Kulturiiberstanden wurden die Muteine mittels FPLC mit einer Ni-NTA-
Saule isoliert. Das PhaZ7:nis6* Trp202-Val208 Mutein konnte wie in Abbildung 34 zu
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sehen ist erfolgreich gereinigt werden. Die Proteinreinigung des PhaZ7:nis6*

GIn187-Phel95 Muteins war jedoch erfolglos. Bei der Elution mit Imidazol wurde
kein Peak des PhaZ7:iss* GINn187-Phel95 Muteins beobachtet. Der Versuch, das
Mutein nativ durch eine CM Sepharose CL6B zu reinigen, welche in der
Vergangenheit zur Isolierung des PhaZ7 Proteins verwendet wurde (HANDRICK
2002; MATZER 2008), fuhrte ebenso zu keinem Ergebnis (Daten nicht gezeigt).
Hochstwahrscheinlich wurde die Struktur des PhaZ7.hise* GINn187-Phel95 Muteins
durch die Deletion vollkommen verandert. Dies wurde erklaren, warum das Mutein im
nPHB Depolymerase Aktivitatstest Uber keine Aktivitat verfligte. Aus diesem Grund

wurde mit diesem Mutein nicht weiter gearbeitet.

Abbildung 34. Reinheitskontrolle der aufgereinigten PhazZ7iss* Trp202-Val208 durch
SDS-PAGE und Silberfarbung. Aufgetragen wurden die gereinigten PhaZ7.s6 (0,1 Q)
Varianten. M: Marker, 1: PhaZ7iss WT, 2 : PhaZ7.ns6* Trp202-Val208.

Abbildung 35. nPHB Depolymerase Aktivitatstest. Verfolgt wurde die OD-Abnahme bei
650 nm und 40° C. Die nPHB Granula aus R. eutropha H16 wurden als Substrat verwendet.
Die Reaktion wurde durch die Zugabe des gereinigten Enzyms gestartet. Die Konzentration
des zugegebenen Enzyms ist in Klammer angegeben.
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Das Fehlen der Region Trp202-Val208 im PhaZ7 Protein fuhrte zur Verringerung der
nPHB Depolymerase Aktivitat (Abbildung 35). Wahrend das Wildtyp Enzym nPHB
Granula innerhalb von zwei Minuten umsetzte, bendétigte das PhaZ7.niss*  Trp202-
Val208 Mutein Uber 30 Minuten, um das Substrat zu hydrolysieren. Die spezifische
Aktivitat dieses PhaZ7.ise+ Muteins betragt 7 % der Wildtyp Aktivitat. Ferner ist eine
Lag-Phase zu Beginn der Hydrolyse-Reaktion zu erkennen, welche vermuten lief3,
dass das Enzym zu Beginn der Reaktion etwas Zeit fur die Substratbindung bendtigt.
Es ist aber nicht auszuschlie3en, dass die Deletion der Region Trp202-Val208 die
Proteinstruktur verandert hat, welche demzufolge die Fahigkeit des Enzyms nPHB zu
hydrolysieren beeinflusst. Eine Strukturaufklarung des PhaZ7:nss* Trp202-Val208
Muteins ist deshalb notwendig.

Tabelle 10. Die spezifische nPHB Depolymerase Aktiv  itdt. Die spezifische Aktivitat wurde
aus mindesten 3 Aktivititsmessungen gemittelt.

PhaZ7chiss WT PhaZ7qnise* Trp202-Val208
spezifische nPHB DepolymeraseAktivitat 3501 0,24 +£ 0,02
[10° U/mg]
relative nPHB Depolymerase Aktivitat [%0] 100 7

3.4.6. Bindungsassay

Wie bereits oben gezeigt wurde, fiihrte die Mutation der Tyrosinreste an den
Positionen 105, 176, 189, 190 und des Tryptophans an der Stelle 207 in der
Enzymkinetik zum Auftreten einer Lag-Phase zu Beginn der nPHB Hydrolyse und zu
einer Verringerung der Enzymaktivitat. Die beobachtete Lag-Phase deutet darauf hin,
dass das Mutein zu Beginn der Reaktion Zeit braucht, um mit dem Substrat zu
interagieren. Erst wenn die Enzym-Substrat-Interaktion stattfindet, kann die Phaz7
Depolymerase die Hydrolyse der nPHB Granula starten. Da weniger Enzyme an das
Granula adsorbieren konnen, verlangsamt sich dementsprechend auch die
Abbaugeschwindigkeit. Um einen direkten Beweis daftur zu liefern, dass die
beobachtete Lag-Phase bei den Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyr189Glu, Tyrl190Glu,
Trp207Glu  und  Trp202-Val208 Muteinen bzw. bei den Doppelmuteinen
Tyrl05GluTyr189GIlu und Tyrl05GluTyr190Glu auf die Beeintrachtigung der nPHB-
Bindung zurtckzufuhren ist, wurde ein in vitro Substratbindungstest durchgefihrt.
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Die PhaZ7 Depolymerase ist ein sehr aktives Enzym (6 x 10° U/mg). Fir den
Bindungstest ist es daher wichtig, das Enzym zuerst zu inaktivieren, so dass das
eingesetzte Substrat wahrend der Reaktionszeit nicht abgebaut wird. Die Aktivitat der
Phaz7 Depolymerase kann am schnellsten durch den Proteaseinhibitor
Diisopropylfluorophosphat (DFP) gehemmt werden. Fir die vollstandige Inhibition
des PhaZ7 Proteins mit DFP wurde aber eine hohe DFP Konzentration benétigt. Bei
einer Inhibition mit 10 mM DFP behielt das PhaZ7 Protein dennoch 10 % der Aktivitat
(HANDRICK et al.,, 2001). Da DFP sehr giftig ist (Nervengift), kam diese
Inaktivierungsmoglichkeit nicht in Betracht. Eine weitere Mdglichkeit, die Aktivitat der
Phaz7 Depolymerase auszuschalten, ist die Mutation des aktiven Zentrums. Das
Phaz7 Protein gehdrt zu den Serin-Hydrolasen mit Ser136, Asp242 und His306 als
katalytische Triade (Abbildung 36) (BRAAZ et al., 2003). Der Austausch des Serl136
gegen Alanin hat zur Folge, dass die Hydroxylseitenkette des Serins gegen ein
Wasserstoffatom ersetzt wird. Somit kann der nukleophile Angriff der Esterbindung
nicht mehr stattfinden. Demzufolge ist das Enzym nicht mehr in der Lage das
Substrat (nPHB) abzubauen.

Abbildung 36. Das aktive Zentrum der PhaZ7 Depolyme rase. Die katalytische Triade des
Enzyms besteht aus Serl36, Asp242 und His306. Um das Enzym zu inaktivieren, wurde das
Serin 136 gegen ein Alanin durch Mutagenese ausgetauscht.

Der Austausch des Serl136 zu Alanin erfolgte wieder mit der Quick-change Methode.
Als Template diente das Klonierungsplasmid pBSK::phaZ7:iss bzw. pBSK
:phaZ7:nise* Mit der bereits eingefiihrten Punktmutation (siehe 3.1.3). Die zusatzlich
eingefihrte Serl36Ala Mutation wurde durch Sequenzierung verifiziert. Nach der

Bestatigung der Mutation wurde das mutierte phaZ7.niss* aus den jeweiligen
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Plasmiden Uber Hindlll/BamHI-Verdau herausgeschnitten und in das
Expressionplasmid pwWB980 ligiert, welches anschlieRend in B. subtilis WBS800

kloniert wurde.

Alle hergestellten inaktiven Varianten der PhaZ7.s6* Depolymerasen (Serl36Ala,
Phe9Glu Serl36Ala, Tyr66Glu Serl36Ala, Tyrl05Glu Serl36Ala, Serl36Ala
Tyrl76Glu, Serl36Ala Tyrl89Glu, Serl36Ala Tyrl190Glu, Serl36Ala Trp207Glu,
Serl36Ala Trp252Glu, Tyrl05Glu Serl36Ala Tyrl89Glu, Tyrl05Glu Serl36Ala
Tyrl90GIlu und Serl36Ala Trp202-Val208) wurden aus B. subtilis WBS800
Kulturiberstand gereinigt und fur den Bindungstest eingesetzt (Abbildung 37). Der
Bindungstest erfolgte modifiziert nach BEHRENDS et al, 1996. Bei dem
Bindungstest wurden die inaktiven PhaZ7.iss* Varianten mit deren natirlichen
Substrat (nPHB Granula) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einminutiger,
funfminatiger und zehnminutiger Inkubation wurden durch Zentrifugation nPHB
Granula und Uberstand voneinander getrennt. Sowohl der Uberstand als auch das
nPHB Pellet wurden mittels Western-Blot analysiert, um den Verbleib des PhaZ7niss*
Proteins zu untersuchen. Die Detektion des PhaZ7.ns6* Proteins erfolgte mit dem
Hisg-Tag spezifischem Antikorper.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 M 1 9 10 11

Abbildung 37. Reinheitskontrolle der aufgereinigten inaktiven PhaZ7 ciss* Varianten
durch SDS-PAGE und Silberfarbung. Aufgetragen wurden die gereinigten PhaZ7
Varianten, welche fir den Bindungstest eingesetzt wurden. M: Marker; 1: PhaZ7use*
Serl36Ala; 2: PhaZ7.ss* Tyrl05Glu Serl36Ala; 3: PhaZ7.,s* Serl36Ala Tyrl76Glu; 4:
PhazZ7s* Serl36Ala Tyrl89Glu; 5: PhaZ7:* Serl36Ala Tyrl90Glu; 6: PhaZ7nise*
Serl36Ala Trp207Glu; 7: PhaZ7.s* Tyrl05Glu Serl36Ala Tyrl89Glu; 8: PhaZ7gss*
Tryl05Glu Serl36Ala Tyrl90Glu; 9: PhaZ7.ss* Phe9Glu Serl36Ala; 10: PhaZ7nse*
Tyr66Glu Serl36Ala; 11: PhaZ7is6* Serl36Ala Trp252Glu.
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Zur Kontrolle des Bindungstests wurden die Muteine PhaZ7qiss* Phe9Glu Ser136Ala,
PhaZ7:iss* Tyr66Glu Serl36Ala und PhaZ7.nss* Serl36Ala Trp252Glu eingesetzt.
Die Ergebnisse dieser Bindungstests sind in Abbildung 38 gezeigt. PhaZ7cniss*
Phe9Glu Serl36Ala und PhaZ7.iss* Tyr66Glu Serl36Ala wurden als negative
Kontrolle benutzt, da die beiden Aminosduren Phe9 und Tyr66 sich zwar an der
Phaz7 Proteinoberflache aber nicht in der Phaz7 ,extra Doméane“ befinden. Die
Mutation dieser beiden Aminosduren zu Glutamat hatte, wie in 3.4.4. beschrieben,
keinen nennenswerten Effekt auf die nPHB Depolymerase Enzymaktivitat. Die
Aminosaure Trp252 liegt zwar in der PhaZ7 .extra Domane*, beteiligt sich aber
hochstwahrscheinlich nicht an der nPHB-Bindung, da der Austausch dieses
Aminosaurerests keine Veranderung in der Enzymkinetik austbte (siehe 3.3).

Wie aus Abbildung 38 zu entnehmen ist, haben die PhaZ7:ss* Serl36Ala,
PhaZ7:is6* Phe9Glu Serl36Ala, PhaZ7.nss* Tyr66Glu Serl36Ala und PhaZ7chise*
Serl36Ala Trp252Glu Proteine bereits nach einminttigen Inkubation an der nPHB
Granula gebunden und befanden sich deshalb in dem Pellet des Bindungsassays. Es
befanden sich kaum l6sliche PhaZ7.ss* Muteine im Uberstand. Bei einem
Kontrollansatz ohne Substrat lagen diese Muteine im Uberstand des Bindungsassays
vor, da die Muteine sich l6slich in der Assayldsung befanden. Die Proteinbande, die
bei den PhaZ7:nise* Tyr66Glu Serl36Ala und PhaZ7.niss* Serl36Ala Trp252Glu
Uberstanden nach einer, fiinf, und 10 Minuten Inkubation zu sehen sind, konnten
vernachlassigt werden, da diese Proteinbanden im Vergleich zu den gleichen
Proteinbanden im Pellet signifikant schwacher sind.
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Abbildung 38. PhaZ7 Bindungsassay mit nPHB Granula. Dargestellt wurden die Western-
Blot Ergebnisse nach dem Bindungstest. Die Detektion der Phaz7 Depolymerase erfolgte mit
dem Antikorper gegen His-Tag. M: Protein Marker; K-: nPHB Granula ohne Enzyme; K+:
Enzyme ohne nPHB; 1': eine Minute Inkubation bei RT; 5°: Funf Minuten Inkubation bei RT,;
10": Zehn Minuten Inkubation bei RT

Die Bindungsassaysergebnisse der PhaZ7.niss* Muteine, die in ihrer Depolymerase
Aktivitat eine Lag-Phase zu Beginn der Reaktion aufwiesen, sind unten in Abbildung
39 dargestellt. Sie zeigten, dass die PhaZ7 Depolymerase Muteine (PhaZ7:ise*
Tyrl05Glu Serl36Ala, PhaZ7.iss* Serl36Ala Tyrl89Glu, PhaZ7.nss* Serl36Ala
Tyrl90Glu) im Vergleich zu PhaZ7:iss* Serl36Ala eine verminderte
Bindungsfahigkeit zu nPHB Granula besal3en. Das PhaZ7:iss* Serl36Ala Mutein
befand sich nach einer Minute Inkubation Uberwiegend in dem Pellet des
Bindungsassays und wies somit eine effiziente Bindungsfahigkeit an nPHB Granula
auf. Der Hauptteil der PhaZ7:ns6* Muteine (Tyrl05Glu Serl36Ala, Serl36Ala
Tyrl89Glu und Serl36Ala Tyr190Glu) lag jedoch noch frei in Losung vor. Erst nach
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langerer Inkubationszeit (10 Minuten) konnten geringere Mengen an PhaZ7cniss*
Muteinen, die an nPHB gebunden waren, nachgewiesen werden. Die nPHB-Bindung
bei dem PhaZ7.nss* Serl36Ala Tyrl76Glu Mutein und dem PhaZ7.ss* Serl36Ala
Trp207Glu Mutein ist im Vergleich zu den anderen PhaZ7.niss* Muteinen (PhaZ7cniss*
Tyrl05Glu Serl36Ala, PhaZ7.iss* Serl36Ala Tyrl89Glu, PhaZ7.nss* Serl36Ala
Tyrl90Glu) eindeutig starker. Die Menge der PhaZ7:s6* Serl36Ala Trp207Glu
Proteine, die an dem nPHB Pellet gebunden sind, sind vergleichbar mit der Menge
an PhaZ7.ss* Serl36Ala Trp207Glu Proteinen, die ungebunden in der Ldsung
vorlagen. Das PhaZ7.nse* Serl36Ala Trp207Glu Mutein verfigte somit im Vergleich
zum PhaZ7.s* Serl36Ala zwar Uber eine verringerte nPHB-Bindung, besald aber
noch eine signifikante nPHB Bindefahigkeit.

Die beiden Doppelmuteine PhaZ7:ns6* Tyrl05Glu Tyrl89Glu und PhaZ7chiss*
Tyrl05Glu Tyrl90Glu wurden generiert, um den Effekt der einzelnen Mutationen
noch zu verstarken. Diese PhaZ7 Muteine waren nahezu inaktiv im Vergleich zum
Wildtyp PhaZ7:is6 (3.4.5). Die beobachtete Lag-Phase zu Beginn der nPHB
Hydrolyse war signifikant langer als die beobachtete Lag-Phase bei den einzelnen
Phaz7 Muteinen. Die Abbildung 40 stellt die Ergebnisse des Bindungsassays der
beiden inaktiven Doppelmuteine dar. Sowohl das PhaZ7.nss* Tyrl05Glu Serl36Ala
Tyrl89Glu Mutein als auch das PhaZ7.nise* Tyrl05Glu Serl36Ala Tyr190Glu Mutein
haben nach 10 Minuten Inkubation nicht an nPHB Granula gebunden und lagen
somit l6slich im Uberstand des Bindungsassays vor. Bei den inaktiven PhaZ7hise*
Einzelnmuteinen (Tyrl05Glu Serl36Ala, Serl36Ala Tyrl189GIlu und Serl36Ala
Tyr190Glu) konnten noch in geringer Menge Muteine gebunden am nPHB Pellet
nachgewiesen werden. Bei den inaktiven Doppelmuteinen sind selbst Spuren von
PhaZ7.is6* Proteinen im Pellet nicht mehr erkennbar. Dieses Ergebnis zeigte den
kumulativen Effekt der Doppelmutation auf die nPHB-Bindung.
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Abbildung 39. Phaz7 Bindungsassay mit nPHB Granula. Dargestellt sind die Western-
Blot Ergebnisse nach dem Bindungstest. Die Detektion der Phaz7 Depolymerase erfolgte mit
dem Antikdrper gegen His-Tag. M: Protein Marker; K-: nPHB Granula ohne Enzyme; K+:

Enzyme ohne nPHB; 1': eine Minute Inkubation bei RT; 5°: Funf Minuten Inkubation bei RT,;
10°: Zehn Minuten Inkubation bei RT.
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Abbildung 40. PhazZ7 Bindungsassay mit nPHB Granula. Dargestellt sind die Western-
Blot Ergebnisse nach dem Bindungstest. Die Detektion der Phaz7 Depolymerase erfolgte mit
dem Antikorper gegen Hiss-Tag. M: Protein Marker; K-: nPHB Granula ohne Enzyme; K+:
Enzyme ohne nPHB; 1': eine Minute Inkubation bei RT; 5°: Funf Minuten Inkubation bei RT,;
10": Zehn Minuten Inkubation bei RT.

Im Kapitel 3.4.6 ist beschrieben, dass das Entfernen der Region Trp202 — Val208 die
Fahigkeit dieses Muteins nPHB Granula zu hydrolysieren beeinflusst hat. Das
PhaZ7:nis6* Trp202-Val208 Mutein verfugte nur tber 7 % der Wildtyp Aktivitat.
Auffallend war auch das Vorkommen einer Lag-Phase zu Beginn der in vitro nPHB
Hydrolyse. Bei dem Bindungsassay (Abbildung 41) lagen die PhaZ7.niss* Serl36Ala

Trp202-Val208 Proteine nach 1, 5 und 10 minutiger Inkubation noch frei in der
Ldsung vor, wahrend sich das Wildtyp Protein tiberwiegend gebunden in nPHB Pellet
befand. Dieses Resultat wies auf die Verringerung der nPHB-Bindung bei dem
PhaZ7:ns6* Serl36Ala Trp202-Val208 Mutein hin.
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Abbildung 41. PhaZ7 Bindungsassay mit nPHB Granula. Dargestellt sind die Western-
Blot Ergebnisse nach dem Bindungstest. Die Detektion der PhazZ7 Depolymerase erfolgte mit
dem Antikorper gegen Hisg-Tag. M: Protein Marker; K-: nPHB Granula ohne Enzyme; K+:
Enzyme ohne nPHB; 1': eine Minute Inkubation bei RT; 5°: Funf Minuten Inkubation bei RT,;
10": Zehn Minuten Inkubation bei RT.

Die Ergebnisse des Bindungsassays korrelieren mit der Beobachtung aus den nPHB
Depolymerase Aktivitatstests. Alle PhaZ7.ss* Muteine (Tyrl05Glu, Tyrl76Glu,
Tyrl89Glu, Tyr190Glu und Trp202-208), die in der nPHB Depolymerase Aktivitat
eine verminderte Enzymaktivitdt und eine Lag-Phase am Anfang der Reaktion
aufwiesen, zeigten in dem Bindungsassay mit nPHB Granula eine reduzierte
Bindungsfahigkeit. Die Aminosaureaustausche an den Positionen Phe9, Tyr66 und
Trp252, welche keinen nennenswerten Einfluss auf die nPHB Depolymerase Aktivitat
hatten, zeigten wie erwartet keine Wirkung auf die nPHB-Bindung.

3.4.7. Esterasetest

Die Phaz7 Depolymerase besitzt eine Praferenz fir amorphe bzw. native Granula.
Dennoch ist die Phaz7 Depolymerase ahnlich wie andere extrazellularen PHA
Depolymerasen oder andere hydrolytischen Enzyme in der Lage substratverwandte
p-Nitrophenylacylester umzusetzen, wenn auch mit nur geringer spezifischen
Aktivitdt. Die hochste Esteraseaktivitit des PhaZ7 Proteins wurde fur p-
Nitrophenyloctanoat mit einer spezifischen Aktivitat von < 0,4 U/mg beschrieben
(HANDRICK, 2002). Im Vergleich zum PHB stellt p-Nitrophenylacylester ein l6sliches

Substrat fur Phaz7 dar. Die Umsetzung des p-Nitrophenylacylesters verlauft
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moglicherweise unabhangig von der nPHB Bindestelle. Wichtig fur diese Hydrolyse
des p-Nitrophenylacylesters ist ein intaktes aktives Zentrum.

Durch die hier eingefiinrten Mutationen kann das aktive Zentrum des PhaZ7 Enzyms
beeintrachtigt werden, was zur Folge hat, dass das Enzym die nPHB Granula nicht
optimal umsetzten kann. Um auszuschlie3en, dass die Verringerung der nPHB
Depolymerase Aktivitaten bei den PhaZ7:nise* Tyrl05Glu, PhaZ7:ns6* Tyrl76Glu,
PhaZ7:hise* Tyrl89Glu, PhaZ7.nss* Tyrl90Glu, PhaZ7:nise* Trp207Glu, PhaZ7hiss*

Trp202-Trp208, PhaZ7.nss* Tyrl05Glu Tyrl89GIlu und PhaZ7:hs6* Tyrl05Glu
Tyrl190Glu Varianten aufgrund einer Veranderung im aktiven Zentrum des Enzyms
verursacht wurde, wurde die Fahigkeit dieser PhaZ7.ss* Variante die p-
Nitrophenylacylester zu hydrolysieren Uberprft.

Ein typischer Esterasetest ist in Abbildung 42 dargestellt. Die inaktive PhaZ7:pise*
Serl36Ala Variante wurde als negative Kontrolle verwendet, da das Mutein durch
das Ersetzen des Serins gegen Alanin keinerlei Aktivitat mehr aufwies. Wie in
Abbildung 42 zu entnehmen ist, wurde das eingesetzte p-Nitrophenyloctanoat von
der PhaZ7:s6* Serl36Ala Variante wie erwartet nicht umgesetzt. Bei dem Wildtyp
PhaZ7.iss wurde das p-Nitrophenyloctanoat nach einer Lag-Phase zu p-
Nitrophenolat hydrolysiert. Die spez. Esteraseaktivitat der PhaZ7.nss Depolymerase
betrug hier 0,054 U/mg. Dieser Wert ist um einem Faktor 8 niedriger als die von
HANDRICK 2002 beschriebene Esterase Aktivitat fir die PhaZ7 Depolymerase. Dies
konnte daran liegen, dass die Bestimmung der Esterase Aktivitdt der Phaz7
Depolymerase im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der sehr geringeren PhaZ7
Esterase Aktivitat mit vielen Schwierigkeiten verbunden ist. Dies fuhrt dazu, dass die
Messungen der Esterase Aktivitdt des PhaZ7.iss Proteins in den meisten Fallen nicht
reproduzierbar bzw. fehlerbehaftet sind. Die Abbildung 42 zeigte drei parallel
durchgefiihrte Esterase Aktivititsmessungen mit der gleichen Enzymprobe. Die
gemessene Esterase Aktivitat der PhaZ7.ns* Variante bei drei gleichen Messungen
wies grof3e Schwankungen auf. Die Versuche, den Assay z.B. durch die Variierung
von Enzym- bzw. Substratkonzentration zu optimieren haben nicht zum Erfolg
gefuhrt. Es konnte zwar Aktivitdt bei fast allen PhaZ7.s6* Varianten (Tyrl05Glu,
Tyrl89Glu, Tyr190Glu, Trp207Glu und Tyrl05Glu Tyr190Glu) gezeigt werden, eine
Aussage Uber die tatséchliche Esterase-Aktivitat der PhaZ7.is6* Varianten konnte
aber nicht getroffen werden.
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Abbildung 42. Esterasetest mit  p-Nitrophenyloctanoat als Substrat. ~ Gemessen wurde
die Freisetzung des p-Nitrophenolats, welches eine Gelbfarbung aufwies, bei ODg4osnm und
40° C. Aufgrund der Autohydrolyse des Substrates wurden die Reaktionsansatze zunachst
bis zum Erreichen eines konstanten Verlaufes vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von gereinigten Enzymen gestartet. Die spezifischen Esterase Aktivitaten [U/mg]
sind unter den Graphen angegeben.

In der Abbildung 42 sind zu erkennen, dass die ermitteltten spez. Esterase
Aktivitaten bei drei parallel durchgefuhrte Messungen unter der gleichen Bedingung
groRe Abweichungen aufwiesen. Obwohl die Messung der Esterase Aktivitdt mit
einem grol3en Fehler behaftet ist, wurden die gemessenen spez. Esterase Aktivitaten
berechnet und in Tabelle 11 angegeben. Die spez. Esterase Aktivitat des Wildtyps ist
geringfugig niedriger als die spez. Esterase Aktivitdt des PhaZ7:ns6* Tyrl05Glu
Muteins. Die anderen PhaZ7.is6* Muteine verfiigten noch tber weniger als 50 % der
Wildtyp Aktivitdt, wahrend das PhaZ7.nss* Trp207Glu Mutein 70 % der Wildtyp
Aktivitat behielt. Die meisten PhaZ7.s6* Muteine zeigten zwar eine reduzierte
Esterase Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp Enzym, die Verringerung der Esterase
Aktivitat ist aber nicht so stark wie bei der Reduzierung der nPHB Depolymerase
Aktivitat. Fir das PhaZ7:hs6* Tyrl76Glu Mutein und das PhaZ7:nse* Tyrl05Glu
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Tyrl89GIlu Mutein konnte noch keine Esterase Aktivitdt ermittelt werden. Das
PhaZ7:is6* Tyrl76Glu Mutein war anscheinend durch die langfristige Lagerung bei -
20° C instabil geworden. Nach dem Auftauen der Proteinfraktion konnte ebenfalls
keine nPHB Depolymerase Aktivitat mehr nachgewiesen werden. Bei dem
PhaZ7:nse* Tyrl05GIu Tyrl89Glu Mutein war die Ausbeute an dem gereinigten
Protein sehr gering, so dass die Menge nicht mehr fiur die Aktivitatsmessung
ausgereicht hat.

Tabelle 11. Die spezifische Esterase-Aktivitat. Die spezifische Aktivitdit wurde aus
mindesten 3 Aktivitdtsmessungen gemittelt.

PhaZ?Cis PhaZ?Cis * PhaZ?Cis * PhaZ?Cis * PhaZ?Cis * PhaZ?Cis *
WT Tyr105Glu Tyrl89Glu | Tyrl90Glu | Trp207Glu | Tyrl05Glu
Tyr190Glu
Spez. Esterase - 54+0,4 6,1+0,2 2,6 £0,09 24104 3,8+0,9 2,6+0,6
Aktivitat [10 ZU/mg]
Relative Aktivitat [%6] 100 111 47 43 70 47

3.4.8. Tabellarische Zusammenfassung der durchgefih  rten Mutagenesen

Alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten PhaZ7.ss* Muteine sind in Tabelle 12
zusammengefasst. Ausgefuhrt sind die Auswirkung der Mutation auf die
Enzymaktivitat und die Substratbindefahigkeit.
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Tabelle 12. Die Eigenschaften der in dieser Arbeit

generierten PhaZ7 .,s6* Muteine .

Gezeigt sind die Einflusse der Substitutionen auf die Enzymkinetik bzw. Enzymaktivitat und

auf die Fahigkeit an nPHBGranula zu binden.

spez. nPHB relative nPHB Bindeféhigkeit
PhaZ7 chiss Lag-Phase Depolymerase Depolymerase Esterase an nPHB
Variante Aktivitat Aktivitat Aktivitat Granula
[10° U/mg] [%] [10?% U/mg]
Wildtyp nein 5,75 100 5,4 n.d
Phe9Glu nein 4.6 79 n.d n.d
Tyr66Glu nein 5 86 n.d n.d
Tyr105Glu ja 0,33 5,7 6,1 n.d
Tyr124Glu nein 4.6 79 n.d n.d
Tyrl76Glu ja 0,63 11 n.d n.d
Tyr189Glu ja 0,3 4.4 2,6 n.d
Tyr190Glu ja 0,36 6,3 2,4 n.d
Trp207Glu ja 1,77 31 3,8 n.d
Tyr105Glu ja 0,01 0,25 n.d n.d
Tyr189Glu
Tyr105Glu ja 0,02 0,31 2,6 n.d
Tyr190Glu
Trp202-Val208 ja 0,24 7 n.d n.d
Ser136Ala nein inaktiv 0 nein gut
Phe9Glu nein inaktiv 0 nein gut
Serl36Ala
Tyr66Glu nein inaktiv 0 nein gut
Serl136Ala
Tyr105Glu nein inaktiv 0 nein Sehr schwach
Serl36Ala
Serl36Ala nein inaktiv 0 nein schwach
Tyrl76Glu
Serl36Ala nein inaktiv 0 nein Sehr schwach
Tyr189Glu
Serl36Ala nein inaktiv 0 nein Sehr schwach
Tyr190Glu
Ser136Ala nein inaktiv 0 nein manig
Trp207Glu
Ser136Ala nein inaktiv 0 nein gut
Trp252Glu
Tyr105Glu nein inaktiv 0 nein Nahezu keine
Ser136Ala Bindung
Tyr189Glu
Tyr105Glu nein inaktiv 0 nein Nahezu keine
Ser136Ala Bindung
Tyr190Glu
Serl36Ala nein inaktiv 0 nein Sehr schwach

Trp202-Val208

n.d. nicht bestimmt.
Die Auswetung der Bindefahigkeit erfolgte anhand der Abschatzung der Starke der
Proteinbanden aus der Western-Blot Analyse (siehe 3.4.7). Gut: Uber 80% der Proteine an
Granula gebunden. MaRig: Zwischen 80% und 50% der Proteine an Granula gebunden.
Schwach: Zwischen 50% und 25% der Proteine an Granula gebunden. Sehr schwach: Unter
25 % der Proteine an Granula gebunden.
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3.5. Strukturanalyse

Im Jahr 2008 wurde die erste Strukturanalyse der PHB Depolymerase PhaZ7 mit
einer Auflésung von 1,9 A veréffentlicht (PAPAGEORGIOU et al., 2008). Zwei Jahre
spater erfolgte eine weitere Publikation der PhaZ7 Struktur mit einer verbesserten
Auflésung von 1,45 A (PDB Eintrag 2X76, WAKADKAR et al., 2010). Die Struktur der
Phaz7 Depolymerase (PDB Eintrag 2VTV) ist in Abbildung 43 wiedergegeben. Die
Phaz7 Depolymerase kristallisiert als Dimer (Monomer A und Monomer B). Die
beiden Monomere unterscheiden sich durch einen RMSD-Wert von 0,293 A
voneinander, was zeigt, dass die beiden Monomere nahezu identisch sind.
Dargestellt in Abbildung 43 ist das Monomer A. Zu erkennen ist die fur Serin
Hydrolasen typische / Faltung, die aus 11 -Faltblattern, 8 -Helices und 9 3;0-
Helices bestehen.

Abbildung 43. Struktur der PhaZ7 Depolymerase (PDB Eintrag 2VTV, PAPAGEORGIOU
et al., 2008). a. Topologiediagramm des PhaZ7 Proteins. Die - Faltblatter (grin) und -
Helices (blau) sind nummeriert. b. Cartoon-Diagramm des PhaZ7 Proteins. Dargestellt ist der
Monomer A.

Die katalytische Triade des Enzyms wird von Serl136, His306 und Asp242 gebildet
(Abbildung 44a). Die Oxyanion-Tasche besteht aus Met137 und Asn49. Es existiert
kein direkter Zugang zum aktiven Zentrum der PhaZ7 Depolymerase (Abbildung
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44b). Das aktive Zentrum ist im inneren Kern des Enzyms verdeckt, so dass
hochstwahrscheinlich eine Konformationsédnderung der Proteinstruktur stattfinden

muss, damit das Enzym seine Aktivitat ausfiihren kann.

Abbildung 44. Darstellung des aktiven Zentrums und der Strukturoberflache des
Phaz7 Proteins. a. Cartoon-Diagramm des PhaZ7s. Zu sehen ist das aktive Zentrum des
Enzyms als Stick, welches aus Serl36, Asp242 und His306 (rot) besteht. b. Die
Strukturoberflache des PhaZ7s in semitransparenter Darstellung. Blau: -Faltblatter, Grin: -
Helices, Gelb: Loop. Zu sehen sind die Aminosduren des aktiven Zentrums, die im
Proteinkern verborgen sind. Es besteht kein direkter Zugang zum aktiven Zentrum.

Der gleiche Vorgang, bei dem ein Protein durch die Anderung seiner Konformation
aktiviert werden kann, wird fur viele Lipasen beschrieben. Bereits im Jahr 1958 bzw.
1960 wurde postuliert, dass die Lipasen durch die Adsorption an die Wasser-Lipid-
Grenzflache aktiviert werden und dass diese Aktivierung mit einer
Konformationsdnderung des Enzyms in Verbindung steht (SARDA und DESNUELLE,
1958; DESNUELLE et al., 1960). Interessanterweise ergab der Strukturvergleich der
Phaz7 Depolymerase mit den Proteinen aus der Datenbank (PDB) eine hohe
Ahnlichkeit zu der Lipase A aus B. subtilis (RMSD-Wert 1,64 A). Die Lipase A (LipA)
ist die bislang kleinste bekannte Lipase, welche kein Lid bzw. Deckel besitzt (VAN
POUDEROYEN et al., 2001) (Abbildung 45a). Die Uberlagerung der PhaZ7 Struktur
mit der LipA Struktur ist in Abbildung 45b wiedergegeben. Zu erkennen ist die grol3e
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Ubereinstimmung der beiden Strukturen, lediglich das PhaZ7 Protein hat noch eine
zusatzliche Doméane, welche in LipA fehlt. Es ist denkbar, dass diese zusatzliche
Domane der PhaZ7 Depolymerase ahnlich wie bei anderen Lipasen eine Art Lid bzw.
Deckel darstellt, welche die Theorie der notwendigen Konformationsdnderung fur die
PhazZ7 Aktivitat unterstitzt.

Abbildung 45. Strukturvergleich des PhaZ7 Proteins mit Proteinen aus der Datenbank.
Eine hohe Ahnlichkeit von Phaz7 wurde fiir LipA aus B. subtilis gefunden. a. Die Struktur der
B. subtilis LipA als Cartoon (PDB Eintrag 1ISP, Aufldsung 1,3 A). LipA ist eine minimale
Lipase ohne Lid (M;: 19,4 kDa). b. Die Superposition der PhaZ7 Depolymerase (griin) mit
LipA (grau) (RMSD-Wert 1,64 A). Die beiden Strukturen sind nahezu deckungsgleich. Die
Phaz7 Depolymerase besitzt noch eine ,extra Domane*, die bei der LipA fehlt.

Die Analyse der zusatzlichen Doméane von PhaZ7 zeigte das Vorhandensein einer
Reihe von oberflachenexponierten hydrophoben Aminosauren (Tyrl03, Tyrl05,
Tyrl69, Tyrl72, Tyrl73, Tyrl76, Tyrl89, Tyrl90, Phel98, Tyr203, Tyr204, Trp207,
Phe251, und Trp252) (Abbildung 12). Mit Ausnahme von Tyrl03 und Tyrl05
befinden sich diese hydrophoben Aminosduren weit entfernt vom aktiven Zentrum
des Enzyms. Méglicherweise spielen diese hydrophoben Aminosauren eine Rolle bei
der Enzym-Substrat-Interaktion. Besonders die hydrophoben Tyrosine kénnten
sowohl die hydrophobe als auch die hydrophile Interaktion des Enzyms mit dem

Polymer ermoglichen. Weiterhin befinden sich viele polare Aminosauren (Serl07,
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Serl08, Thrl109, Ser186, GIn187, Asn188, Asn191, Serl192 und Thr194) in der Nahe
des Tyrl89 und des Tyrl90. Eine Beteiligung dieser polaren Reste an der
Substratadsorption ware auch vorstellbar.

Wie bereits oben erwéhnt, liegt das aktive Zentrum des PhaZ7 Proteins verdeckt im
Proteinkern. Eine Modellierung des 3-HB Trimers (H(R3HB)sM) in das aktive
Zentrum des Enzyms zeigte eine starke sterische Behinderung durch die Region
285-295 und die Region 95-106 (PAPAGEORGIOU et al., 2008). Offenbar ist eine
Konformationsdnderung dieser Regionen notwendig um das aktive Zentrum fur das
Substrat zugénglich zu machen. Zwei Aminosauren (Tyr293 und Asn294) in einer
dieser Regionen (285-295) konnten in dieser Struktur aufgrund unzureichender
Dichte nicht bestimmt werden. Moéglicherweise sind diese Aminosauren flexibel, was
zu der Annahme der notwendigen Konformationsdnderung fur die Substrathydrolyse
passt.

Eine weitere Struktur der PhaZ7 Depolymerase bei der ein SO»-Molekil am
katalytischen Serin gebunden ist, wurde mit einer Auflésung von 1,2 A durch
WAKADKAR et al.,, 2010 aufgeklart (PDB Eintrag 2X5X). Dies ist bislang die am
besten aufgeklarte PHB Depolymerase Struktur. Die PhaZ7-SO, Struktur resultiert
aus der Kokristallisation des PhaZ7s mit Serin-hydrolase Inhibitor PMSF. Der
Sekundarstrukturvergleich mit der friheren PhazZ7 Struktur (PDB Eintrag 2VTV,
Auflésung 1,9 A, PAPAGEORGIOU et al., 2008) ergab leichte strukturelle
Veranderungen (RMSD-Wert 0,36 A, Abbildung 46). Zu erkennen ist die leichte
Bewegung der 7-und s—Faltblattstrukturen in der Phaz7-SO,-Struktur (Abbildung
46a). Weitere strukturelle Anderungen kommen in einer sogenannten
Polyethylenglykol (PEG)-Kavitat vor, welche aus Tyr105, Tyrl76, Tyrl89, Tyr190 und
Prol82 gebildet wird (Abbildung 46b). PEG st ein Bestandteil des
Kristallisationspuffers. Diese strukturellen Veranderungen an der Enzymoberflache
lassen eine Flexibilitat dieser Regionen vermuten. Es ist denkbar, dass diese
Regionen an der Substratbindung beteiligt sind. Ebenso wie bei der friheren PhazzZ7
Struktur ist das aktive Zentrum des PhaZ7-SO, Komplexes nicht zuganglich fur das
Substrat. Um das aktive Zentrum zu 06ffnen, ist eine Konformationsanderung der

Struktur erforderlich.
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Abbildung 46. Strukturvergleich des PhaZz7-SO ,-Komplexes (PDB Eintrag 2X5X, lila)
mit der Phaz7 Struktur (PDB Eintrag 2VTV, griin).  Nur leichte strukturelle Veranderungen
an der Proteinoberflache sind erkennbar. a. Die 7- und 8-—Faltblattstruktur in der Phaz7-
SO2-Struktur sind leicht verandert in Vergleich zur PhaZ7 Struktur. b. Dargestellt ist das
aktive Zentrum des Enzyms. SO, ist an dem aktiven Zentrum gebunden. S-Atom: Orange, O-
Atome: Rot. c. Der Bereich der PEG-Kavitdt unterscheidet sich geringfligig in beiden
Strukturen. Das PEG ist als Stick in blau (C-Atome) und rot (O-Atome) dargestellt.

Die hydrophoben Aminosauren an der PhaZ7 Depolymerase, welche méglicherweise
eine Rolle bei der Adsorption des Enzyms an das Substrat spielen (siehe Abbildung
12a und b), wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels gerichteter Mutagenese gegen
andere Aminosauren ersetzt. Die biochemische Untersuchung der erhaltenen
PhaZ7.iss * Muteine zeigte, dass ein Austausch der Tyr105, Tyrl76, Tyrl189, Tyr190
und Trp207 gegen ein Alanin oder ein Glutamat eine Verringerung der nPHB
Depolymerase Aktivitat und eine Reduzierung der nPHB Bindeféahigkeit des Muteins
zur Folge hat (siehe 3.3). Der Austausch einer an der Proteinoberflache vorliegenden
Aminosaure kann die Proteinstruktur verdndern und konnte die Aktivitat bzw. die
Eigenschaften des Proteins beeinflussen. Um auszuschlie3en, dass die bei der
nPHB Hydrolyse beobachtete Lag-Phase und die reduzierte nPHB Bindefahigkeit

durch die strukturellen Veranderungen des Proteins aufgrund der Mutation
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hervorgerufen wurden, sollte die Proteinstruktur folgender PhaZ7.niss* Varianten
(PhaZ7:nis6* Tyrl05Ala, PhaZ7.niss* Tyrl05Glu, PhaZ7.niss* Tyrl76Glu, PhaZ7piss*
Tyrl89Glu, PhaZ7:nse* Tyrl90Glu, PhaZ7.niss* Trp207Glu, PhaZ7.niss* Tyrl05Glu
Tyrl89GIlu und PhaZ7.nss* Tyrl05Glu  Tyrl90Glu) bestimmt werden. Die
Kristallisationsexperimente wurden in Zusammenarbeit mit AG Papageorgiou aus
Turku Centre for Biotechnology in Finnland durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die neuen Kristallisationsergebnisse der AG Papageorgiou analysiert, wie im
Folgenden dargestellt.

3.5.1. Strukturanalyse der PhaZ7 cnise Depolymerase

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das PhaZ7 Protein zur Vereinfachung der
Proteinreinigung mit Hise-Tag fusioniert. Die Expression des Proteins erfolgte
heterolog in B. subtilis WB800. Die bisher veroffentichen PhazZ7 Strukturen
(PAPAGEORGIOU et al., 2008; WAKADKAR et al., 2010) stammten aus der Analyse
von aus P. lemoignei isoliertem Wildtyp PhaZ7 ohne Hise-Tag. Um auszuschliel3en,
dass die heterologe Expression in B. subtilis WB800 sowie die Fusion mit Hise-Tag
eine strukturelle Veranderung zur Folge hatten, wurde zunachst die Struktur des aus
B. subtilis WB800 isolierten PhaZ7.s¢ Proteins aufgeklart. Die Struktur des
PhaZ7.nss Wildtyps konnte bereits mit einer Auflésung von 1,6 A bestimmt werden.
Ahnlich wie bei den Ergebnissen aus frilheren Kristallisationsexperimenten
kristallisierte die PhaZ7:.iss Depolymerase als Dimer. Jede Monomereinheit lag

asymmetrisch zueinander.

Die Struktur der beiden PhaZ7:ss Monomere wurde mit dem Programm DALI
(http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/, HOLM und SANDER, 1997)
miteinander verglichen. Fir die Beurteilung einer strukturellen Ahnlichkeit bei einem
Strukturaligment zweier verschiedener Proteine wurde die mittlere quadratische
Abweichung RMSD (Root Mean Square Deviation) der Abstande der einander als
strukturell vergleichbar zugeordneten C -Atome herangezogen. Im Allgemeinen
weillt ein geringer RMSD-Wert auf hohe strukturelle Ubereinstimmungen bzw. ein
groRerer RMSD-Wert auf geringere Ahnlichkeit der zu vergleichenden Strukturen hin.
Die Uberlagerung des Proteinriickgrates von Monomer A und Monomer B ergab
einen RMSD-Wert von 0,8 A, welcher zeigt, dass beiden Monomeren zwar &hnlich

zueinander sind, aber dennoch einige kleinere strukturelle Differenzen aufweisen.
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Die Darstellung der Superposition der beiden Strukturen erfolgte mit dem Programm
PDBeFold (SSM) (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/, KRISSINEL und HENRICK,
2004) (Abbildung 47). Der C-terminale Hisg-Tag in beiden Monomeren ist in der

Struktur nicht zu identifizieren. Weiterhin ist deutlich erkennbar, dass die beiden (3-
Faltblattstrukturen (37 und 38) im Monomer B fehlen und hier eine Zufallsfaltung
vorliegt (Abbildung 47a). Die grol3ten Unterschiede zwischen Monomer A und
Monomer B sind in der Region 248-252 und in der Region 282-294 zu erkennen,
wobei die Region 282-291 im Monomer B nicht aufgeldst ist (Abbildung 47). Auffallig
sind auflerdem die stark unterschiedlichen sterischen Ausrichtungen der
Aminosauren Phe251 und Trp252 in beiden Monomeren. Weitere Strukturvergleiche
der neuen PhaZ7.iss Depolymerase Struktur mit der bereits veroffentlichen Phaz7
Wildtyp Struktur (PDB-Eintrag: 2VTV bzw. 2X76) mittels DALI zeigten die grof3ten
Ubereinstimmungen bei der Struktur des PhaZ7.niss Monomers A mit dem Monomer
A der Phaz7 Wildtyp Struktur (RMSD: 0,4 A) und leichte Unterschiede in der Struktur
des PhaZ7.iss Monomers B in den Regionen 248-252 und 282-294 (RMSD: 0,8 A
bzw. 0,9 A) zum Monomer A in der Phaz7 Wildtyp Struktur.
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Abbildung 47 . PHB Depolymerase PhaZ7 . Kristallstruktur. a. Die Uberlagerung der
Kristallstruktur von Monomer A (grin) und Monomer B (orange). Der RMSD-Wert nach
DALI betragt 0,8 A. Zu erkennen ist die Abwesenheit der 7- und 8-Faltblattstrukturen in
Monomer B. b. Darstellung der unterschiedlichen Regionen (248-252 und 282-294) im
Monomer A (griin) und Monomer B (orange). Die Region 282-291 im Monomer B konnte
nicht identifiziert werden. Die Ausrichtung des aromatischen Rings des Phe251 und des
Trp252 ist in beiden Monomeren auffallend unterschiedlich.

Die Uberlagerung der Kristallstruktur von Monomer A (grin) und Monomer B
(orange) des PhaZ7.ss Proteins zeigte ferner eine unterschiedliche Konformation
des Serl36 in den beiden Monomeren (Abbildung 48). Die Hydroxylseitenkette des
Serl36 in Monomer B wurde in zwei Konformationen gefunden (OG1 und OG2). Dies
lieferte einen Hinweis daflr, dass die Seitenkette des Serl36 moglicherweise nicht
starr ist. Es ist denkbar, dass das aktive Zentrum des PhaZ7 Proteins nach der
Substratbindung seine Konformation &ndert. Der erste Schritt bei der Hydrolyse
durch Serin Hydrolase ist der nukleophilie Angriff des Serins am Carbonylkohlenstoff
des Esters. Durch das Abstrahieren eines Protons des Serins durch das Histidin,
steigt die Nukleophilie des Serins. Aus diesem Grund ist die Bildung einer
Wasserstoffbriicke zwischen der Hydroxylseitenkette des Serins (OG) und dem
Stickstoffatom des Imidazolrings des Histidins (NE2) essentiell. Der Abstand

zwischen Protonendonator und Protonenakzeptor bei einer
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Wasserstoffbriickenbindung betragt im Allgemeinen 2 — 3,2 A. In Abbildung 48b ist
der Abstand der potentiellen Wasserstoffbriickenbindungen zu sehen. Zu erkennen
ist, dass die Distanz der zweiten mdoglichen Orientierung der Hydroxylgruppe des
Ser136 (0G2) zum Protonenakzeptor (NE2) 4 A ist. Dies wéare zu lang fir eine
Wasserstoffbriickenbindung. Befindet sich die Hydroxylgruppe des Serl36 in der
zweiten maglichen Orientierung, muss das Ser136 die Ausrichtung seiner Seitenkette
verandern, damit eine Wasserstoffbrickenbindung mit dem His306 mdglich ist. Eine
weitere fur den Reaktionsmechanismus wichtige Wasserstoffbricke ist die zwischen
der Amino-Gruppe des His306 (NE1) und der Oxido-Gruppe des Asp242 (OD2)
(Abbildung 48b).

Abbildung 48. Aktives Zentrum des PhaZ7 s Wildtyps. a. Die Superposition des aktiven
Zentrums von PhaZ7.s Monomer A (grin) und PhaZ7.,s Monomer B (orange). Die
Hydroxyl-Seitenkette des Serl36 in Monomer B sind in zwei unterschiedlichen
Konformationen zu sehen (OG 1,2). b. Dargestellt ist die katalytische Triade des Monomers
B. Die potentiellen Wasserstoffbriickenbindungen mit dem entsprechenden Abstand in A
sind als gelbe Linien gezeigt.

Der Strukturvergleich der PhaZ7:ss Depolymerase mit friheren PhaZ7 Wildtyp
Strukturen zeigt, dass das Einfigen des Hisg-Tag an dem C-Terminalen Ende des
Phaz7 Proteins keinen bedeutenden Einfluss auf die Proteinstruktur hat. Dieses
Ergebnis erganzt die Ergebnisse in 3.1.2, welche ergaben, dass beide Phaz7
Varianten (heterolog exprimierte PhaZ7 und heterolog exprimierte PhaZ7:niss
Depolymerasen) eine vergleichbare nPHB Depolymerase Aktivitat aufwiesen.
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3.5.2. Strukturanalyse der PHB Depolymerase PhaZ7 chiss* Muteine

Bei den PhaZ7.ss* Varianten konnte bislang nur die Struktur der PhaZ7chise*
Tyr105Ala bzw. Tyrl105GIlu Muteine und des PhaZ7qnise* Tyr190Glu Muteins aufgelost
werden. Die Auflésung betrug 1,59 A fiir das PhaZ7.hiss* Tyrl05Ala Mutein, 1,58 A
fur das PhaZ7giss* Tyrl05Glu Mutein und 1,6 A fir das PhaZ7ciss* Tyrl190Glu
Mutein. Alle drei PhaZ7.niss* Muteine bilden bei der Kristallisation ein asymmetrisches
Dimer. Der Strukturvergleich der beiden Monomere A und B des PhaZ7:ise*
Tyrl05Ala Muteins bzw. des PhaZ7.ns6* Tyrl05Glu Muteins nach DALI zeigte, dass
die beiden Monomere dieser Muteine praktisch identisch zueinander sind (RMSD-
Wert 0,3 A bzw. 0,1 A). Die beiden 7-und 8-Faltblattstrukturen sind in Monomer A
und Monomer B des PhaZ7:iss* Tyrl05Ala Muteins abwesend. Das Ala295 in
Monomer A dieses Muteins ist nicht aufgeldst. Die Superposition der beiden
Monomerstrukturen des PhaZ7.iss* Tyrl90Glu Muteins zeigte, dass sich das
Monomer A bis auf das Fehlen der [37- und R8-Flatblattstrukturen kaum vom
Monomer B unterscheidet (RMSD-Wert nach DALI 0,4 A). Das Ala293 im Monomer
A des PhaZ7:nis6* Tyrl90Glu Muteins konnte jedoch nicht identifiziert werden.
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Abbildung 49. PHB Depolymerase PhaZ7 css* Tyrl05Ala, PhaZ7 q,iss* Tyrl05Glu und
PhazZ7 hiss* Tyrl90Glu Kiristallstruktur. Alle drei PhaZ7.iss* Muteine kristallisierten als
Dimer. a. Die Superposition der PhaZ7.s6* Tyrl05Ala Monomere. Das Monomer A ist in
grin und das Monomer B ist in orange gezeigt. Es ist erkennbar, dass kein nennenswerter
Unterschied zwischen den beiden Monomeren zu erkennen ist (RMSD-Wert nach DALI 0,3
A). b. Die Superposition der PhaZ7s6* Tyrl05Glu Monomere. Das Monomer A ist in griin
und das Monomer B ist in orange gezeigt. Es ist erkennbar, dass die beiden Monomere
identisch zueinander sind (RMSD-Wert nach DALI 0,1 A). c. Die Uberlagerung der
PhaZ7 s Tyrl90Glu Kristallstruktur von Monomer A (griin) und Monomer B (orange). Der
RMSD-Wert nach DALI betragt 0,4 A. Die 7-und 8-Faltblattstrukturen sind im Monomer B
nicht vorhanden.

Des Weiteren wurden die PhaZ7.nse* Muteinstrukturen mit der Wildtyp PhaZ7chise
Depolymerasestruktur verglichen um festzustellen, ob die eingefiihrte Mutation die
Struktur des Proteins verandert hat. Die Ergebnisse dieser Strukturvergleiche sind in
Abbildung 50 wiedergegeben. Das Monomer A des PhaZ7:nisg* Tyrl05Glu Muteins
und das Monomer B des PhaZ7:is6* Tyrl05Ala Muteins bzw. des PhaZ7.piss*
Tyr190Glu Muteins wurden als Referenz fur den Strukturvergleich mit der Wildtyp
PhaZ7:ns6 Depolymerase genommen. Wie man in Abbildung 50 (a, c, €) sehen kann,
ahneln die Strukturen des PhaZ7.nis* Tyrl05Ala Muteins, des PhaZ7niss* Tyrl05Glu
Muteins bzw. des PhaZ7.niss* Tyrl90Glu Muteins der Struktur des PhaZ7.niss Wildtyp
Monomers A (RMSD-Wert nach DALI 0,2 A, 0,3 A bzw. 0,1 A). Bei dem
Strukturvergleich des PhaZ7:ns6* Tyrl05Ala Muteins, des PhaZ7:nise* Tyrl05Glu
Muteins bzw. des PhaZ7:iss* Tyrl90Glu Muteins mit dem PhaZ7.nise Wildtyp
Monomer B ist deutlich zu erkennen, dass sich die beiden Strukturen leicht
voneinander unterscheiden (RMSD-Wert nach DALI 0,7 A, 0,8 A bzw. 0,9 A,
Abbildung 50b, d, f). Die Regionen 248-252 und 282-294 weisen dabei die grof3ten
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Unterschiede (siehe Abbildung 47b als Referenz) auf, ebenso die 7- und 8-
Faltblattstrukturen.
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Abbildung 50. Strukturvergleich zwischen Phaz7 chiss Wildtyp und PhaZ7 s6* Muteinen
(Tyr105Ala, Tyr105Glu und Tyr190Glu). a. Die Uberlagerung des Monomers A des
PhaZ7 s Wildtyps (griin) mit dem Monomer B des PhaZ7.s6* Tyrl05Ala (orange) (RMSD-
Wert 0,3 A). b. Die Uberlagerung des Monomers B des PhaZ7.iss Wildtyps (griin) mit dem
Monomer B des PhaZ7.ss* Tyrl05Ala (orange) (RMSD-Wert 0,7 A). c. Die Uberlagerung
des Monomers A des PhaZ7.s Wildtyps (grin) mit dem Monomer A des PhaZ7gse*
Tyrl05Glu (orange) (RMSD-Wert 0,3 A). d. Die Uberlagerung des Monomers B des
PhaZ7 s Wildtyps (grin) mit dem Monomer A des PhaZ7.ys* Tyrl05Glu (orange) (RMSD-
Wert 0,1 A). e. Die Uberlagerung des Monomers A des PhaZ7..ss Wildtyps (griin) mit dem
Monomer B des PhaZ7.iss* Tyrl90Glu (orange) (RMSD-Wert 0,8 A). f. Die Uberlagerung
des Monomers B des PhaZ7. Wildtyps (grin) mit dem Monomer B des PhaZ7gs6*
Tyr190Glu (orange) (RMSD-Wert 0,9 A).

Durch den Austausch einer Aminosaure besteht die Moglichkeit, dass das aktive
Zentrum des Enzyms verdndert wird. Die Analyse des aktiven Zentrums der
PhaZ7:is6* Tyrl05 Variante (TyrlO5Ala und Tyrl05Glu) zeigte, dass die
Aminosauren der Kkatalytischen Triade in beiden Monomeren fir den
Reaktionsmechanismus optimal angeordnet sind (Abbildung 51a, b, c, d). Der
Abstand der Hydroxylgruppe des Ser136 (OG1) zu der Imidazolgruppe des His306
(NE2) betragt 2,7 A bzw. 2,8 A im Monomer A und 2,6 bzw. 2,9 A im Monomer B,
was die Bildung einer Wasserstoffbriickenbindung ermdéglicht. Die Imidazolgruppe
des His306 (ND1) ist 2,7 - 2,9 A entfernt von der Oxylgruppe des Asp242 (OD2).
Somit konnen die beiden Seitenketten eine Wasserstoffbriickenbindung eingehen.
Die Untersuchung des aktiven Zentrums des PhaZ7:s6* Tyrl90Glu Muteins ergab
eine interessante Beobachtung (Abbildung 51e, f). Die Hydroxyl-Seitenkette des
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Serl36 (OG1 und OG2) in Monomer A des PhaZ7:s6* Tyrl90Glu Muteins wurde
ahnlich wie bei dem Monomer B des Wildtyp PhaZ7.iss Proteins in zwei
unterschiedlichen Orientierungen gefunden. Beachtlich ist auRerdem die Position der
Hydroxylseitenkette des Serl36 im Monomer B des PhaZ7nss* Tyrl90Glu Muteins.
Wahrend die meisten Hydroxylgruppen des Serl136 in den bisher aufgeklarten Phaz7
Strukturen in erster Konformation (OG1) vorlagen, befindet sich die Hydroxylgruppe
des Serl36 im Monomer B des PhaZ7.iss* Tyrl90Glu Muteins in zweiter
Konformation (OG2). Der Abstand der Hydroxylgruppe zu der Imidazolgruppe des
His306 (NE2) wird langer (4,2 A), dies hat zur Folge, dass keine
Wasserstoffbriickenbindung gebildet werden kann. Diese Wasserstoffbriicken-
bindung ist aber essentiell fir den Reaktionsmechanismus, so dass eine
Konformationsdnderung des Serins erfolgen muss, damit das Enzym seine Aktivitat
ausfuhren kann. Die Entfernung der Imidazolgruppe des His306 (ND1) zu der
Oxylgruppe des Asp242 (OD2) betragt 2,8 A im Monomer A bzw. 2,7 A im Monomer
B und erfullt demzufolge die Voraussetzung fiur die Entstehung einer
Wasserstoffbrickenbindung.
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Abbildung 51. Wasserstoffbriicken zwischen den Amino sauren der katalytischen
Triade in verschiedenen PhaZ7 .,ss* Varianten. Die potentiellen Wasserstoffbriicken-
bindungen mit entsprechendem Abstand sind als gelbe Linien gezeigt. Die Darstellung des
aktiven Zentrums von PhaZ7.* Tyrl05Ala Monomer A (grin, a) bzw. PhaZ7gse*
Tyr105Glu Monomer A (grin, ¢) und Monomer B des PhaZ7s* Tyrl05Ala Muteins (orange,
b) bzw. des PhaZ7:s* Tyrl05Glu Muteins (orange, d) ist zu sehen. Zwei
Wasserstoffbriickenbindungen werden zwischen der Hydroxylseitenkette des Ser136 (OG1)
und der Imidazolgruppe des His306 (NE2) bzw. zwischen der Imidazolgruppe des His306
(ND1) und der Oxylgruppe des Asp242 (OD2) gebildet. Die Darstellung des aktiven
Zentrums von PhaZ7.* Tyrl90Glu Monomer A (griin,e) und des aktiven Zentrums von
PhaZ7ss* Tyrl90Glu Monomer B (orange, f) ist gezeigt. Die Hydroxylgruppe des Serl36 in
Monomer A wurde in zwei unterschiedlichen Orientierungen (OG1, OG2) gefunden (e),
wahrend die Hydroxyl-Gruppe des Serl36 in Monomer B nur in einer Konformation (0G2)
gefunden wurde (f). Nur eine dieser Hydroxylgruppen (OG1) ist in der Lage mit der
Imidazolgruppe des His306 (NE2) eine Wasserstoffbriickenbindung einzugehen. Bei der
zweiten Orientierung der Hydroxylgruppe des Serl36 (OG2) muss zuvor eine
Konformationsanderung des Serins stattfinden.

Neben der genannten strukturellen Veranderungen konnten Kkeine weiteren
bedeutenden Strukturveranderungen fir die verschiedene PhaZ7.nss* Varianten
(Tyrl05Ala, Tyrl05Glu und Tyrl90Glu) festgestellt werden. Demzufolge wird
angenommen, dass die beobachtete Verdnderungen der biochemischen
Eigenschaften des PhaZ7:nse* Tyrl05Glu Muteins und des PhaZ7:nise* Tyrl90Glu
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Muteins in der Tat durch den Aminosaurenaustausch und nicht durch die
Veranderung der Proteinstruktur hervorgerufen werden. Vermutlich beteiligen sich
die Tyrl05 und Tyrl90 an der Enzym-Substrat-Interaktion, da die Mutation dieser
Aminosaure zu Glutamat in reduzierter nPHB Depolymeraseaktivitat und in einer

verringerten nPHB Bindefahigkeit resultiert.

3.5.3. Strukturanalyse des PhaZ7 chise* Trp202-Val208 Muteins
Wie bereits in 3.4.3 erwdhnt, wurde in dieser Arbeit ein verkurztes PhaZ7:niss* Mutein
generiert. Hierfir wurde die Region Trp202-Val208 aus dem Protein entfernt. Die
Region Trp202-Val208 wurde bei den Strukturvergleichen der bereits vorhandenen
PhaZ7 bzw. PhaZ7.s¢ Strukturen in unterschiedlichen Konformationen gefunden.
Gelegentlich befinden sich in dieser Region 2 —Faltblattstrukturen ( 7 und 8) wie
z.B. bei der Phaz7 Wildtyp Struktur (2VTV, Abbildung 43) zu erkennen sind. In
manchen Strukturen sind diese beiden —Faltblattstrukturen nicht zu sehen. Diese
strukturellen Unterschiede konnten aufgrund einer mdglichen Flexibilitat dieser
Region erklart werden. Die biochemischen Charakterisierungen des PhaZ7:pise*
Trp202-Val208 Muteins ergaben eine stark reduzierte nPHB Depolymerase
Aktivitat (7 % der Wildtyp Aktivitat) und eine starke Verringerung der nPHB
Bindefahigkeit.

Kurzlich wurde die Struktur dieses Muteins mit einer Aufldsung von 2 A aufgeklart. Im
Unterschied zu anderen PhaZ7.nisg* Proteinen kristallisierte die PhaZ7:nis6* Trp202-
Val208 Variante als Tetramer (Monomer A-D). Der Strukturvergleich der einzelnen
Monomere ergab, dass die Monomere nahezu identisch zueinander sind, was
anhand der Beispielbilder der Superpositionen des Monomers A mit den restlichen
Monomeren erkennbar ist (Abbildung 52). Die berechneten RMSD-Werte sind in
Tabelle 13 gezeigt. Das Monomer A wurde als Referenz fur den Strukturvergleich mit
der Wildtyp PhaZ7:nise Struktur ausgewahlt.
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Abbildung 52. Strukturvergleich des PhaZ7 iss* Trp202-Val208 Monomers A mit den
restlichen PhaZ7 css* Trp202-Val208 Monomeren. Gezeigt sind die Uberlagerungsbilder
der Monomere. a;: Monomer A und B; b: Monomer A und C; ¢: Monomer A und D. Grin:
Monomer A, Orange: Monomer B, Blau: Monomer C, Rosa: Monomer D. Anhand der Bilder
ist kaum ein Unterschied zwischen den einzelnen Monomeren zu sehen.

Tabelle 13. Die RMSD-Werte nach DALl zum Strukturve rgleich der einzelnen
PhazZ7hss* Trp202-Val208 Monomere.

An dem Superpositionsbild des Monomers A der Wildtyp PhaZ7:nis¢ Struktur und des
PhaZ7:is6* Trp202-Val208 Monomers A ist zu erkennen, dass die Deletion keinen
bedeutenden Einfluss auf die Proteinstruktur hat (RMSD-Wert nach DALI 0,4 A)
(Abbildung 53a). Das PhaZ7.iss* Trp202-Val208 Mutein faltete sich nahezu
identisch zum Wildtyp PhaZ7 Protein. Der Vergleich des PhaZ7.niss* Trp202-Val208
Monomers A mit dem Wildtyp PhaZ7:ise Monomer B resultierte in strukturellen

Unterschieden in der Region 248-252 und in der Region 282-294 (Abbildung 53b).
Der RMSD-Wert hierfur betragt 0,9 A.
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Abbildung 53. Strukturvergleich des Phaz7 .iss* Trp202-Val208 Monomers A mit der
PhaZ7niss Wildtyp Struktur. a. Die Uberlagerung des Monomers A der Deletionsmutante
(orange) mit dem Wildtyp PhaZ7:nss Monomer A (grun). Beide Strukturen sind nahezu
deckungsgleich zueinander. Die Proteinstruktur wurde durch die Deletion nicht beeinflusst. b.
Die Uberlagerung des Monomers A der Deletionsmutante (orange) mit dem Wildtyp
PhaZz7iss Monomer B (griin). Zu erkennen sind Unterschiede in der Region 248-252 und in
der Region 282-294.

Als nachstes wurde die katalytische Triade des Muteins untersucht um sicher zu
stellen, dass das aktive Zentrum des Enzyms durch die Deletion nicht beeintrachtigt
ist. Wie bereits oben erwéhnt, muss die Bildung der fir den Reaktionsmechanismus
essentiellen Wasserstoffbriickenbindungen gewahrleistet werden, damit das Enzym
seine Aktivitdt ausfuhren kann. In Abbildung 54 ist zu erkennen, dass die
Aminosaure-Reste der katalytischen Triade bei allen vier Monomeren in einer
Entfernung zueinander vorliegen, welche optimal fir die Entstehung einer
Wasserstoffbrickenbindung ist. Somit kann sichergestellt werden, dass die
katalytische Triade des Enzyms trotz des Entfernens der Region Trp202-Val208
intakt bleibt. Die Abwesenheit der Region Trp202-Val208 flhrte zu einer
Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivitdt und der nPHB Bindefahigkeit. Dies
deutet darauf hin, dass dieser Bereich mdglicherweise essentiell fur die Adsorption
des Enzyms an dem Substrat ist und infolgedessen eine Rolle fir die Enzymaktivitat
spielt.
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Abbildung 54. Wasserstoffbriicken zwischen den Amino sauren der katalytischen
Triade in dem PhaZ7 cniss* Trp202-Val208 Protein. Die potentiellen
Wasserstoffbriickenbindungen mit entsprechendem Abstand sind als gelbe Linien gezeigt. a.
Monomer A; b. Monomer B; c. Monomer C; d. Monomer D. Die Aminosauren der
katalytischen Triade sind optimal fir die Bildung einer Wasserstoffbriickenbindung
angeordnet.

3.5.4. Strukturanalyse des PhaZ7 cniss* Serl36Ala 3-HB-Komplexes

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, welche
Aminosaurereste im PhaZ7 Protein an der nPHB Granula Bindung involviert sind.
Zuséatzlich zu den Mutagenesenversuchen sollte ein Enzym-Substrat-Komplex der
Phaz7 Depolymerase mit dem Substrat hergestellt und rdntgenstrukturanalytisch
untersucht werden. Bislang waren die Versuche die PHB Depolymerase PhaZ7
sowohl mit 3-Hydroxybutyrat-Oligomeren als auch mit p-Nitrophenylalkanoat zu
kristallisieren erfolglos, da das Enzym diese Substanzen hydrolysiert. Fur diese
Fragestellung eignet sich daher die inaktive PhaZ7.niss* Serl36Ala Variante. Durch
den Austausch des Serins im katalytischen Zentrum des Enzyms gegen Alanin ist
das Mutein nicht mehr in der Lage, nPHB Granula bzw. p-Nitrophenylalkanoat zu
hydrolysieren (BRAAZ et al., 2003).

Die Struktur des PhaZ7.ns6* Serl36Ala Muteins wurde mit einer Auflésung von 1,59
A aufgeklart. Ahnlich wie beim PhaZ7giss Wildtyp und den anderen PhaZ7chiss*
Muteinen kristallisierte PhaZ7.is6* S136Ala mit zwei Molekilen in der

asymmetrischen Einheit unter Bildung eines Dimers. Das Monomer A ist identisch
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zum Monomer B. Der RMSD-Wert nach DALI betragt hierfir 0,2 A. Das Monomer A
wurde als Referenz fur die weitere Strukturanalyse verwendet. Die Struktur-
Uberlagerung des Monomers A mit dem Monomer A von Wildtyp PhaZ7.s6 zeigte,
dass die beiden Strukturen bis auf die Abwesenheit der 7- und der 8-
Faltblattstrukturen in der PhaZ7.niss* S136Ala Struktur nahezu deckungsgleich sind
(RMSD-Wert nach DALI 0,3 A, Abbildung 55a). Beim Strukturvergleich zwischen dem
PhaZ7:ns6* Serl36Ala Monomer A und dem Phaz7 Wildtyp Monomer B ist zu
erkennen, dass die Regionen 248-252 und 282-294 der beiden Monomere
unterschiedlich sind (RMSD-Wert nach DALI 0,8 A, Abbildung 55b). Als Referenz fiir
die Unterschiede in der Region 248-252 bzw. in der Region 282-294 siehe Abbildung
47b. Wie erwartet fuhrte die Mutation des Serl136 zu Alanin zu keiner bedeutenden
strukturellen Veranderung mit Ausnahme von Veranderungen in moglichen flexiblen
Bereichen (Region 248-254, Region 282-294, die 7- und 8-Faltblattstrukturen).

Abbildung 55. Strukturvergleich zwischen Phaz7 chiss Wildtyp und PhaZ7 s6* Serl36Ala
Mutein. a. Die Uberlagerung des Monomers A der Wildtyp PhaZ7.ss Depolymerase (griin)
und des Monomers B (orange) des PhaZ7.* Serl36Ala Muteins. b. Dargestellt ist die
Superposition des PhaZ7.ss Wildtyp Monomers B (grin) und des Monomer A des
PhaZ7is6* Serl36Ala Muteins (orange).
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Eine umfassende Beschreibung der Enzym-Substrat-Interaktion ist im Allgemeinen
nur durch die strukturelle Charakterisierung des jeweiligen Enzyms mit seinen
Substraten bzw. den Substrat-Analoga moéglich. Um die Substratbindung der Phaz7
Depolymerase aufzuklaren, wurde versucht ein Komplex der PhaZz7 Depolymerase
mit den Substraten bzw. Substrat-Analoga zu kristallisieren. Aufgrund der Tatsache,
dass die nPHB Granula instabil sind und schnell in den denaturierten Zustand
Ubergehen, eignen sich die nPHB Granula hier nicht far Enzym-Substrat-
Kristallisationsexperimente. Ferner liegen an den nPHB Granula noch viele andere
Proteine, wie z.B. Phasine und PHB Synthase, vor. Aus diesen Grinden wurden fur
die Soaking-Experimente hauptsachlich die Hydroxybutyratoligomere (3-HB),
eingesetzt. Damit die eingesetzten Oligomere nicht hydrolysiert werden, wurde fir
diese Soaking-Experimente die PhaZ7.ss* Serl36Ala Variante verwendet. Zur
rontgenographischen Untersuchung wurden die PhaZ7.s6* Serl36Ala Kristalle in
Puffer getrankt, welcher die jeweiligen Oligomere (3-HB,, 3-HB3, 3-HB4 und 3-HBg)
enthielt. Bislang liegen nur spezifische Bindungsdaten fur das 3-HB Trimer vor. Die
Kristallstruktur wurde bereits mit einer Aufldsung von 1,59 A aufgeklart und in
Abbildung 56 dargestellt. Das Protein kristallisiert als Dimer, wobei beide Monomere
ahnlich zueinander sind (RMSD-Wert nach DALI 0,2 A). An beiden Monomeren ist
jeweils ein 3-HB-Trimer gebunden. In Abbildung 56 ist das Monomer A

wiedergegeben.
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Abbildung 56. Struktur des PhaZ7 ,s6* Serl36Ala Muteins gebunden an 3-HB Trimer.
Der PhaZ7.s6* Serl36Ala- 3-HB Trimer Komplex kristallierte als asymmetrisches Dimer. Die
Struktur der beiden Monomere ist identisch. Das Monomer A ist in a dargestellt. Das 3-HB
Trimer ist durch die Linienstruktur in Gelb gezeigt. In b wurde das Protein-Substrat Komplex
um 180° gedreht.

Der Strukturvergleich zwischen der freien PhaZ7:nis6* Serl36Ala Struktur und der 3-
HB Trimer gebundenen Struktur lieferte interessante Ergebnisse (Abbildung 57a).
Beide Strukturen unterscheiden sich mit einem RMSD-Wert nach DALI von 0,7 A in
den Regionen 248-252 und 282-294, wobei die Region 281-294 bei der Trimer
gebundenen PhaZ7.ns6* Serl36Ala Struktur fehlt. Beim Strukturvergleich mit einer
anderen schon bekannten PhaZzZ7 Struktur wies die Struktur des PhaZ7cnisc*
Ser136Ala-3-HB-Trimer-Komplexes eine groRe Ahnlichkeit zum Wildtyp PhaZ7 hiss
Monomer B (RMSD-Wert nach DALI 0,2 A) auf. Die Region 281-294 des PhaZ7¢piss*
Serl36Ala-3-HB-Trimer Komplexes bzw. die Region 282-291 des PhaZ7.niss Wildtyps
(Monomer B) konnten in beiden Strukturen nicht identifiziert werden. Dies kdnnte ein
Hinweis daflr sein, dass diese Region flexibel ist.
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Abbildung 57. Strukturanalyse des PhazZ7 .* Serl36Ala-3-HB Trimer Komplexes. a.
Dargestellt ist die Superposition des Monomers A des freien PhaZ7.s6* Serl36Ala Proteins
(grin) mit dem Monomer A der PhaZ7.se* Serl36Ala-3-HB-Trimer Komplex (orange). Die
Hauptunterschiede liegen im Bereich 200-209, 248-252 und 282-294 vor. b. Dargestellt ist
die Superposition des Monomers B des PhaZ7ss Wildtyp Proteins (griin) mit dem Monomer
A des PhaZ7.s6* Serl36Ala-3-HB-Trimer Komplexes (orange). Die beiden Strukturen sind
nahezu deckungsgleich zueinander. Die Region 281-294 der an 3-HB Trimer gebundenen
PhazZ7s6* Serl36Ala ist nicht zu identifizieren, ebenso die Region 282-291 des Monomers
B der PhaZ7.ss Depolymerase.

Die Analyse der Trimer gebundenen PhaZ7.niss* Serl36Ala Struktur ist in Abbildung
58 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass das 3-HB Trimer von den Aminosauren
Tyrl05, Tyrl76, Prol82, Gly185, Serl86, GIn187, Asnl188, Tyrl89 und Tyrl190
umgeben ist. Fur die Tyrl05, Tyrl76, Tyrl89 und Tyr190 konnte bereits durch die
ortsgerichtete Mutagenese gezeigt werden, dass diese Aminosauren fir die nPHB
Depolymerase-Aktivitat und die Bindung an die nPHB Granula essentiell sind.
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Abbildung 58. Lokalisierung des 3-HB Trimers in der Phaz7 Oberflaiche. Das 3-HB
Trimer ist in gelb dargestellt. Dargestellt sind auRerdem die umgebenden Aminoséduren, die
vermutlich an der Bindung des Trimers beteiligt sind. Sauerstoff- und Stickstoffatome sind rot
bzw. blau markiert.

Eine Analyse der hydrophoben und polaren Kontakte der PhaZ7 Depolymerase mit
dem 3-HB Trimer wurde mit dem Programm LIGPLOT (WALLACE et al., 1995)
durchgefiihrt. Die moglichen hydrophoben und polaren Wechselwirkungen sind in
Abbildung 59 angegeben. Hierbei ist zu erkennen, dass das 3-HB Trimer
Uberwiegend durch hydrophobe Wechselwirkungen an dem PhaZ7:ns6* Serl36Ala
Protein gebunden. Einige weitere Wasserstoffbrickenbindungen zwischen dem
Stickstoffatom in der Hauptkette des Tyr189 bzw. in der Seitenkette des Asn188 und
der Carbonylgruppe des 3-HB Trimers beteiligen sich an der Bindung des Trimers an
das Protein. Die dreidimensionale Darstellung dieser Wechselwirkungen ist in
Abbildung 60 gezeigt. Deutlich zu erkennen sind die ebenfalls hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen dem aromatischen Ring des Tyrl05, Tyrl76, Tyrl90,
Phel95 und der Methylgruppe bzw. Methylengruppe des 3-HB Trimers. Die
gemessenen Abstande betragen unter 3,9 A, was ideal fur die Bildung von
hydrophoben Wechselwirkungen ist. In Abbildung 59 und Abbildung 60 ist ein
Unterschied bei der Trimer-Bindung an den beiden PhaZ7:s6* Serl36Ala

Monomeren erkennbar. Im Monomer B nimmt das Prol82 noch zusatzlich an der
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hydrophoben Wechselwirkung teil, wahrend eine Beteiligung dieser Aminosaure an
der Trimer-Bindung in Monomer A nach LigPlot-Analyse nicht zu erkennen ist.

Abbildung 59. Eine mit LigPlot (WALLACE et al., 1995) erstellte schematische
Darstellung der mdglichen hydrophoben und polaren W echselwirkungen von 3-HB
Trimer mit umgebenen Aminosauren aus Monomer A (a) und Monomer B (b) des
PhaZ7 .hiss * Serl36Ala-3-HB-Trimer Komplexes. Die hydrophoben Interaktionen werden als
Sonnen dargestellt und die polaren Wechselwirkungen werden als griine gestrichelte Linien

mit Bindungsabstanden in A gezeigt. Kohlenstoffatome sind schwarz, Sauerstoffe rot und
Stickstoffatome blau gefarbt.
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Abbildung 60. Mdgliche Interaktionen zwischen dem 3 -HB Trimer und den
benachbarten Aminosauren. 3-HB Trimer ist in gelb gezeigt. Die méglichen hydrophoben
Wechselwirkungen sind als blaue gestrichelte Linien mit Bindungsabstanden in A dargestellt.
Wasserstoffbriickenbindungen sind in grin gezeigt. a. Monomer A des PhaZ7gss*
Serl36Ala-3-HB Trimer Komplexes, b. Monomer B des PhaZ7.s6* Serl36Ala-3-HB-Trimer
Komplexes.

Durch die Aufklarung der PhaZ7.ns6* Serl36Ala Struktur mit gebundenem Trimer
konnte fur Tyrl05, Tyrl76, Tyrl89 und Tyrl90 gezeigt werden, dass diese
Aminosauren tatsachlich an der Substratbindung beteiligt sind. Tyrl05, Tyrl76 und
Tyrl90 beteiligen sich an der Substratbindung héchstwahrscheinlich durch die
Bildung einer hydrophoben Wechselwirkung mit dem Substrat, wahrend das Tyr189
vermutlich fir die Stabilisierung der Enzym-Substrat-Interaktion durch die Bildung
einer Wasserstoffbriickenbindung verantwortlich ist. Fur das Trp207 kann anhand der
LigPlot-Analyse keine Beteiligung an der Substratbindung gezeigt werden.
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3.5.5. Zusammenfassung der Kristallstrukturanalyse der PhaZ7 ¢ise * Varianten

In diesem Kapitel wurden die Strukturen der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
PhaZ7.s6* Varianten ausgewertet und miteinander verglichen. Die bereits
aufgeklarten Strukturen sind in Tabelle 14 wiedergegeben. Wie oben zu sehen ist
fuhrte die Mutation am Tyrl05 bzw. Tyr190 zu keiner bedeutenden Veranderung in
der Proteinstruktur (Abbildung 50). Die haufiger vorkommenden Abweichungen in
den Regionen 248-252 und 282-294 und in den 7- und 8-Faltblattstrukturen
lieferten einen Hinweis dafiir, dass diese Bereiche mdglicherweise flexibel sind. Es
konnte infolgedessen ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Lag-Phase in
der nPHB Depolymerase Reaktion, die Verringerung der nPHB Depolymerase
Aktivitat und die Beeintrachtigung der nPHB Bindefahigkeit der PhaZ7:hise*
Tyrl05Glu und PhaZ7hise* Tyrl90Glu durch eine Veranderung in der Proteinstruktur
entstanden sind. Weiterhin konnte durch die Aufklarung der Struktur des 3-HB
Trimer-PhaZ7.nis6* Serl36Ala Komplexes gezeigt werden, dass die Interaktion der
Phaz7 Depolymerase mit seinem Substrat an der ,extra Domane" des Enzyms
stattfindet. Das 3-HB Trimer ist an einem Ort gebunden, an dem sich unmittelbar in
der Nahe das Tyr105, Tyrl76, Tyrl89 und Tyr190 befindet. Dieser Befund entspricht
der Hypothese dieser Arbeit und stimmt mit den Ergebnissen der ortsgerichteten
Mutagenese Uberein. Somit wurde bestatigt, dass diese hydrophoben Aminosauren
Tyrl05, Tyrl76, Tyrl89 und Tyrl90 fur die Bindung an der nPHB Granula essentiell
sind.

Tabelle 14. Bereits aufgeklarte Phaz7 Strukturen
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4. Diskussion

Beim mikrobiellen Abbau von Polymeren sollte zwischen dem Abbau von natirlich
vorkommenden Polymeren wie z.B. PHA, Starke, Cellulose und dem Abbau von
synthetischen Polymeren (Xenobiotika) unterschieden werden. Nach dem ,Prinzip
der mikrobiellen Unfehlbarkeit“ konnen alle biologisch synthetisierten Verbindungen
mikrobiell auch wieder abgebaut werden. Fir die Xenobiotika, welche nicht nattrlich
vorkommen, existieren nur wenige Mikroorganismenarten, die in der Lage sind, diese
Substanzen zu verwerten. Im Allgemeinen sind die abzubauenden Polymere
meistens nicht wasserloslich. Fur den Polymerabbau synthetisieren die
Mikroorganismen Enzyme, welche in die Umgebung sekretiert werden oder an der
Zellwand gebunden sind. Diese Enzyme spalten die Polymere in Intermediate,
welche dann von den Mikroorganismen in der Zelle aufgenommen werden, um sie

dort weiter zu verstoffwechseln.

Die erste Aufklarung der PhaZ7-Struktur durch PAPAGEORGIOU et al., 2008 lieferte
einen neuen Hinweis Uber die Struktur-Funktion des Enzyms. Die Struktur konnte
zwei Jahren spater in verbesserter Auflosung aufgeklart werden (WADAKAR et al.,
2010). Die Analyse der PhazZ7 Struktur ergab, dass PhaZ7 keine ausgepragte
Strukturdhnlichkeit zu der bisher bekannten PHB Depolymerase Struktur aus P.
funiculosum aufweist. Viel mehr zeigt PhazZ7 eine héhe Ahnlichkeit zu der LipA-
Struktur aus B. subtilis (PAPAGEORGIOU et al., 2008). Der wesentliche Unterschied
zwischen PhaZ7 und LipA besteht darin, dass PhaZ7 eine zuséatzliche Doméne
besitzt, welche in LipA fehlt. Diese zusatzliche Doméne ist mit vielen hydrophoben
Aminosauren angereichert. Dies ist aul3ergewdhnlich fir einen Enzym, da sich bei
den meisten Enzymen die hydrophoben Aminosauren vorwiegend im inneren
Proteinkern befinden und die Enzyme hydrophile Strukturoberflachen besitzen.
Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Adsorption der Substratbindestelle
der extrazellularen PHB Depolymerasen an die Polymeroberflache wahrscheinlich
sowohl Uber Wasserstoffbrickenbindungen als auch Uber hydrophobe
Wechselwirkungen stattfindet (YAMASHITA et al., 2003; FUJITA et al.,, 2005). Es
wurde deshalb postuliert, dass diese hydrophoben Aminosauren in der zusatzlichen
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Doméne des PhaZ7 Proteins fur die Erkennung bzw. fur die Adsorption des Enzyms
an das hydrophobe Polymer (nPHB) essentiell sind.

Um Beweise dafur zu liefern, dass die hydrophoben Aminoséuren in der zusatzlichen
Doméane des PhaZzZ7 Proteins an der Enzym-Substrat-Interaktion beteiligt sind,
wurden im Rahmen dieser Arbeit diese Aminosauren gegen andere Aminosauren
mittels gerichteter Mutagenese ausgetauscht. Die erzeugten PhaZ7 Muteine wurden
auf ihre Fahigkeit, ihr Substrat (nPHB) zu hydrolysieren bzw. zu binden untersucht. In
Zusammenarbeit mit der AG Papageorgiou (Turku, Finnland) wurde die Struktur der
Muteine aufgeklart. Des weiteren wurde eine Korrelation zwischen den ermittelten
biochemischen Daten und den aufgeklarten Strukturen gemacht, um den
Reaktionmechanismus des Enzyms bzw. den Adsorptionsvorgang an der
Polymeroberflache detaillierter zu verstehen.

4.1. Ortsgerichtete Mutagenese

Die ortsgerichtete Mutagenese ist ein wirkungsvoller Ansatz zur Untersuchung der
Struktur-Funktions-Beziehungen von  Proteinen. Vorausgesetzt es liegen
Informationen Uber die Struktur des untersuchten Proteins vor. Durch den gezielten
Austausch einzelner Aminosauren bietet sich die Mdglichkeit Aminosauren zu
identifizieren, welche z.B. eine Rolle bei der Katalyse oder bei der Substratbindung
haben. Zur Untersuchungen von Proteinen unbekannter Struktur eignet sich die
Methode der ungerichteten Mutagenese. Hier kann durch fehlerhafte PCR die
Mutation zufélllg in das Gen eingefuhrt werden. Somit konnen ganze
Mutantenbibliotheken erstellt werden. Die erhaltenen Klone lassen sich dann auf die
Veradnderung bestimmter Eigenschaften untersuchen. Wichtig fur diese Methode ist
ein geeignetes Screening, welches eine schnelle und effektive Vorauswahl der
erhaltenen Mutanten ermdglicht. 1997 wurde die Methode der ungerichteten
Mutagenese von JENDROSSEK et al. angewendet, um die Funktion der Poly(3-
hydroxyoktanoat) (PHO) Depolymerase aus Pseudomonas fluorescens GK13 zu
untersuchen. Etwa 10 Jahre spater wurde dieselbe Methode verwendet, um
Aminosauren zu identifizieren, welche an der dPHB-Adsorption bei der PHB
Depolymerase aus Ralstonia pickettii T1 beteiligt sind (HIRASHI et al., 2006).

120



Diskussion

Fur die Identifizierung der Aminosauren, die bei der PhaZ7 Depolymerase an der
Substratbindung beteiligt sind, eignet sich die Methode der ungerichteten
Mutagenese nicht, wie bereits durch eine frihere Arbeit gezeigt (HERMAWAN,
2008). Das Phaz7 Protein verfugt anders als die R. pickettii T1 PHB Depolymerase
Uber keine C-terminale Substratbindedomane. Somit musste die fehlerhafte PCR
Uber das gesamte phaz7 Gen erfolgen. Dies hatte zu Folge, dass nicht nur die
gesuchten Aminosduren von der Mutation betroffen waren, sondern auch andere
wichtige Aminosauren, wie z.B. die Aminosaure der katalytischen Triade verandert
werden konnten. Infolgedessen erschwerte sich das Screening der erhaltenen
Mutanten, da man hier viele falsche positive Ergebnisse bekam.

Weiterhin konnte eine ausreichende Expression der PhaZ7 Depolymerase bislang
nur in B. subtilis WB800 erreicht werden. Es wurde bereits gezeigt, dass die
Klonierung des phaZ7 Gens in E. coli zur Instabilitat des eingefuhrten Gens fuhrt
(HANDRICK, 2002). Aulerdem ist es bekannt, dass aufgrund des ineffektiven
Transportes die Expression der anderen extrazellularen dPHA Depolymerasen aus
P. lemoignei in E. coli nur mit geringerer Ausbeute erfolgt (JENDROSSEK et al.,
1995). PARK et al. konnte im Jahr 2008 zeigen, dass die Expression der
extrazellularen dPHA Depolymerase in E. coli durch eine Fusion mit einem
Eisnukleationsprotein (INPNC) signifikant erhoht werden kann. Die durch fehlerhafte
PCR erzeugte mutierten phaZ7 Gene mussten also in einem geeigneten B. subtilis
Expressionvektor kloniert werden. Ein Problem stellte hier die geringe
Transformationeffizienz in B. subtilis dar. Nach der Transformation wurden nur
wenige Klone erhalten, so dass keine ausreichenden Mutantenbibliotheken erstellt
werden konnten. Der Versuch, dieses Problem durch die Generierung eines Vektor-
Systems mit breitem Wirtsspektrum (E. coli — B. subtilis Shuttle-Vektor) zu umgehen,
blieb leider erfolglos (MATZER, 2008).

Die zielgerichtete Mutagenese scheint insofern die am besten geeignete Methode
um die an der Enzym-Substrat-Interaktion involvierten Aminosauren biochemisch zu
identifizieren, insbesondere, da die Struktur der PhaZ7 Depolymerase bereits
bekannt ist (PAPAGEORGIOU et al.,, 2008; WADAKAR et al., 2010). Bei dieser
Methode missen keine zahlreichen Mutanten erzeugt werden, welche anschlie3end
aufwendig auf die gesuchten Effekte hin selektioniert werden muissen. Der
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Zusammenhang zwischen der Ursache und der Wirkung der Mutation kann direkt

ermittelt werden.

4.2. Fusion der PhaZ7 Depolymerase mit His ¢Tag zur Vereinfachung der
Proteinreinigung

Das erste Verfahren fir die Aufreinigung der extrazellularen PHA Depolymerasen
aus P. lemoignei wurde von MULLER und JENDROSSEK 1993 beschrieben. 1997
folgte eine Modifikation des Verfahrens durch BRIESE, was zu einer Steigerung der
Ausbeute an PHA Depolymerasen fuhrte. Fur die Isolierung der PhaZ7
Depolymerase aus P. lemoignei Kulturtiberstand wurde am Ende der Reinigung eine
Chromatofokussierung an der MonoP-Séaule eingesetzt, um die PhaZ2 und Phaz7
Depolymerasen voneinander zu trennen (HANDRICK, 2002). Bislang erfolgte die
heterologe Expression der PhaZ7 Depolymerase in B. subtilis WB800. Die erste
Aufreinigung des PhaZ7 Proteins aus B. subtilis WB800 Kulturiiberstand wurde von
MATZER, 2008 durchgefuhrt. Dabei bestand das Reinigungsprotokoll aus mehreren
Schritten, welche zeitaufwendig sind und mit hohem PhaZ7 Verlust einhergingen.
Aus 1 L Kultur konnten bei dieser Reinigung nur ca. 1 mg reines PhaZ7 Protein
gewonnen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehreren PhaZ7 Varianten
hergestellt. Muteine mit veranderten Eigenschaften sollten isoliert und charakterisiert
werden. Hierfur wurde ein effektives und effizientes Reinigungsverfahren benotigt.
Um dies zu erreichen, wurde das PhaZ7 Protein mit Hisg-Tag fusioniert. Der nPHB
Depolymerase Aktivitatstest und das Ergebnis der Western-Blot Analyse in Kapitel
3.1.2 zeigten, dass das Einfigen des Hiss-Tags an das C-terminale Ende des
Proteins keinen signifikante Einfluss auf die Aktivitat bzw. die Proteinexpression hat.
Die beiden Aufreinigungsverfahren mit und ohne Hise-Tag wurden in Tabelle 15
gegenubergestellt. Durch die Fusion mit Hisg-Tag verkirzt sich das
Reinigungsverfahren um zwei Schritte, was insbesondere durch den Verzicht der
Ammoniumsulfat-Fallung mit einer enormen Zeitersparnis verbunden ist. Aus 1 L
Kultur konnte durch die Fusion mit Hise-Tag ca. 3 mg reines PhaZ7:ss Protein
gewonnen werden. Somit erwies sich die Expression des PhaZ7 Protein in Fusion
mit Hise-Tag als doppelt vorteilhaft.
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Tabelle 15. Reinigungsverfahren fur Phaz7

1. Aufkonzentrierung des Kulturiiberstandes 1. Aufkonzentrierung des Kulturiiberstandes
2. Ammoniumsulfat -Fallung 2. Affinitatschromatographie an Ni  -NTA Saule
3. Umpufferung 3. Umpufferung

4. Kationaustausch -Chromatographie (CM -
Sepharose CL-6B)

5. Umpufferung

Ausbeute: aus 1,5 L ca. 1,4 mg Phaz7 Ausbeute: aus 3L ca. 8 -10 mg PhaZ7 ¢ss

4.3. Identifizierung der an der Enzym-Substrat-Iinte raktion beteiligten
Aminosauren

Fruhere Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass die C-terminale Domane der
extrazellularen Depolymerasen fir die Adsorption des Enzyms an dPHA zustandig
ist. Bereits im Jahr 1988 zeigte FUKUI et al., dass die PHB Depolymerase aus
Alcaligenes faecalis T1 nach der Trypsinbehandlung ihre hydrolytische Aktivitat
gegenuber unléslicher hydrophober PHB verlor. Dies fuhrte damals zu der Annahme,
dass die PHB Depolymerasen zusatzlich zu der katalytischen Triade Uber eine
hydrophobe Seite verfiigen, welche wichtig fiur die Hydrolyse unléslicher PHB aber
nicht fir die Hydrolyse loslicher PHB Oligomere ist. Acht Jahre spéater wurde die C-
terminale Domane der P. lemoignei PHB Depolymerase PhaZ4 als mdgliche
Substratbindestelle identifiziert (BEHRENDS et al.,, 1996). Die Deletion von 55
Aminosauren an dem C-terminalen Ende dieses Enzymes hatte zum Resultat, dass
das Enzym nicht mehr in der Lage war, an dPHB zu binden. Trotz des Verlusts des
C-terminalen Endes war das Enzym noch fahig p-Nitrophenylbutyrate zu
hydrolysieren. Ahnliche Untersuchung mit demselben Ergebnis wurde von NOJIRI
und SAITO, 1997 fur die PHB Depolymerase aus A. faecalis T1 durchgefihrt.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Fusion der C-terminalen Doméne der
extrazellularen PHB Depolymerasen aus unterschiedlichen Organismen mit anderen
Proteinen wie z.B. das Maltose Bindeprotein MalE (BRIESE und JENDROSSEK,
1998) oder die Glutathion S-Transferase GST (SHINOMIYA et al., 1997; KASUYA et
al., 1999; OHURA et al., 1999) dazu fuhrte, dass diese Fusionsproteine in der Lage
waren an dPHB zu binden. Die Aminosauren, die eine Rolle bei der Substratbindung
haben, wurden jedoch nicht identifiziert.
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4.3.1. Effekt des Aminosaureaustausches auf die Enz ~ ymaktivitat

4.3.1.1 nPHB Depolymerase Aktivitat

HIRAISHI et al. untersuchte 2006 die Enzym-Substrat-Interaktion zwischen der PHB
Depolymerase PhaZgnT1l aus R. pickettii T1 und dPHB. Die PHB Depolymerase
PhaZgrnT1 ist ein extrazellulares Enzym, welches spezifisch fir dPHB ist. Hierfur
wurde ungerichtete Mutagenese an der C-terminalen Substratbindedoméne des
Proteins durchgefuhrt, um die an der Enzym-Substrat-Interaktion beteiligten
Aminosauren zu identifizieren. Sie haben herausgefunden, dass viele der erhaltenen
PhaZg,T1 Varianten unterschiedliche Aufklarungszonen auf dPHB-Platte als das
Wildtyp Enzym bildeten. Die Bildung von Aufklarungszonen auf dPHB-Platten durch
die PhaZg,T1 Varianten deckten sich mit der in vitro gemessenen dPHB
Hydrolyseaktivitat. Die PhaZg,T1 Varianten, die eine kleinere Aufklarungszone bzw.
eine trubere Aufklarungszone als das Wildtyp PhaZg,T1 Protein bildeten, wiesen in
einer in vitro dPHB Hydrolyse eine reduzierte Aktivitat auf. Da diese PhaZg,T1
Varianten noch Uber eine vergleichbare Esteraseaktivitdt wie das Wildtyp Enzym
verfigen, postulierten die Autoren, dass die unterschiedliche Bildung der
Aufklarungszonen auf dPHB Platten und die Abnahme der in vitro dPHB
Depolymerase Aktivitdt in Verbindung mit einer verminderten Enzym-Substrat-
Interaktion stehen. Ahnliche Untersuchungen, bei der die Funktion einer dPHO
Depolymerase aus P. fluorescens GK13 ebenso mittels ungerichteter Mutagenese
analysiert wurde, wurden 1997 von JENDROSSEK et al. durchgefiuihrt. Sie haben
herausgefunden, dass die Mutation der Aminoséuren, welche moglicherweise an der

Substratbindung involviert sind, die Hofbildung auf den dPHO-Platten beeinflusst hat.

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben, resultiert die Substitution der Tyr105, Tyrl76, Tyr189,
Tyrl90 und Trp207 zu Alanin bzw. Glutamat in einer Verringerung der nPHB
Depolymerase Aktivitat. Demzufolge wurde erwartet, dass diese PhaZ7.nis6* Muteine
ahnlich wie bei der R. pickettii T1 PHB Depolymerase bzw. der P. fluorescens GK13
PHO Depolymerase auf einer nPHB-Platte Aufklarungszonen bilden, welche sich von
der Wildtyp Phaz7 Aufklarungszone unterscheiden. In Abbildung 21 ist die
Hofbildung der einzelnen PhaZ7.ss* Varianten zu sehen. Wie erwartet wiesen
PhaZ7:ns6* Muteine (Tyrl05Ala, Tyrl89Ala, Tyr190Ala, Tyrl05Glu, Tyrl189Glu und
Tyr190Glu), die im in vitro nPHB Depolymerase Aktivitatstest eine reduzierte nPHB
Depolymerase Aktivitdt mit einer Lag-Phase zu Beginn der Reaktion zeigten, eine
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Bildung von opaquen Aufklarungszonen auf, wéahrend die Aufklarungszone vom
Wildtyp klar ist. Der Durchmesser der gebildeten Aufklarungszone vom Wildtyp ist
auch groRBer im Vergleich zu den restlichen PhaZ7:iss* Muteinen (Tyrl05Ala,
Tyrl89Ala, Tyrl90Ala, Tyrl05Glu, Tyrl89Glu und Tyrl90Glu). Die PhaZ7:ise*
Glutamat-Muteine (Tyrl05Glu, Tyrl89GIlu und Tyrl90Glu) bildeten die kleinste
Aufklarungszone. Die unterschiedliche Hofbildung der PhaZ7.s6* Muteine korreliert
mit dem Ergebnis der in vitro nPHB Depolymerase Aktivitat. Beide zeigten, dass der
Effekt des Tyrosinaustausches zu Glutamat auf die nPHB Hydrolyse am
ausgepragtesten ist. Abschliel3end kann festgestellt werden, dass ahnlich wie bei der
R. pickettii T1 PHB Depolymerase bzw. der P. fluorescens GK13 PHO Depolymerase
die Verringerung der Depolymeraseaktivitat bei dem PhaZ7 Protein ebenfalls zu
einer Veranderung des Hofbildung-Verhaltens auf der nPHB-Platte fuhrte.

Die in vitro nPHB Hydrolysereaktion bei den PhaZ7:nse* Tyrl05Glu, PhaZ7chiss*
Tyrl76Glu, PhaZ7gniss* Tyrl89Glu, PhaZ7nise* Tyrl90Glu, PhaZ7ciss* Trp207Glu
Muteinen erfolgte erst nach einer kurzen Lag-Phase, wahrend das Wildtyp PhaZ7ise
Protein die nPHB Granula direkt nach der Enzymzugabe abbaute. Solche Lag-
Phasen zu Beginn der in vitro nPHB Hydrolyse wurden ebenfalls beim intrazellularen
PHB Abbau durch intrazellulare PHB Depolymerasen gefunden. Bereits 1971 zeigten
GRIEBEL und MERRICK, dass die Saurebildung bei der Hydrolyse der nPHB aus B.
megaterium durch einen zugegebenen Extrakt aus R. rubrum signifikant zunahm,
wenn die native Granula zuvor mit Protease wie z.B. Trypsin behandelt wurden. Bei
der in vitro nPHB Hydrolyse durch die R. rubrum PHB Depolymerase PhaZl erhtht
sich die Hydrolyserate durch die Vorbehandlung der nPHB Granula mit Trypsin bzw.
mit den eigenen Aktivatorproteinen (ApdA) (HANDRICK et al., 2004b, c). SZNAJDER
und JENDROSSEK, 2011 zeigten das Vorkommen einer Lag-Phase zu Beginn der in
vitro nPHB Hydrolyse durch PHB Depolymerase PhaZ3 aus R. rubrum. Durch die
Vorbehandlung der nPHB Granula mit Trypsin tauchte die Lag-Phase nicht mehr auf.
Das PhaZ3gr, Enzym fing sofort an, die vorbehandelte Granula direkt nach der
Enzymzugabe abzubauen. Eine mdgliche Erklarung fur die Trypsin-Wirkung auf die
nPHB Hydrolyse ist, dass Trypsin die Oberflachenproteine der Granula abldst.
Dadurch erhéht sich die Zugénglichkeit der Granula fur die PHB Depolymerase und
infolgedessen wird die Hydrolysereaktion beschleunigt (HANDRICK, 2002). Das
Vorhandensein der Lag-Phase zu Beginn der in vitro Hydrolyse fuhrt somit zur
Vermutung, dass die PHB Depolymerase zunachst Zeit braucht, um mit ithrem
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Substrat zu interagieren. Im Fall der intrazellularen nPHB Hydrolyse verhindert die
Anwesenheit der Oberflachenproteine die Enzym-Substrat-Interaktion.

Bei der Phaz7 Depolymerase tritt die Lag-Phase bei der in vitro nPHB Hydrolyse erst
durch die Mutation des Enzyms auf. Die Wildtyp PhaZ7 Depolymerase ist in der Lage
nPHB Granula direkt ohne Vorinkubation mit Trypsin abzubauen. Anscheinend stort
die Anwesenheit von fremden Oberflachenproteinen an nPHB Granula PhaZ7 nicht
bei der Hydrolyse. Jedoch kann eine Behandlung der nPHB Granula mit Trypsin die
Saurefreisetzung durch Phaz7 erhdhen (HANDRICK, 2002). Die naheliegende
Erklarung fur die beobachtete Lag-Phase bei den PhaZ7.iss* Varianten
(Tyr105Ala/Glu, Tyrl176Glu, Tyr189Ala/Glu, Tyr190Ala/Glu und Trp207Glu) ist, dass
die Enzym-Substrat-Interaktion bei diesen PhaZ7:.s6* Varianten durch den
Aminosaurenaustausch beeintrachtigt ist.

Die wesentlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Aminoséauren bestehen in
ihrer Hydrophobizitat, ihrer Fahigkeit zur R-Flattblattstruktur-Bildung und ihrer
Volumen. Die Hydrophobizitdt des Alanins ist hoher als die von Tryptophan bzw.
Tyrosin (siehe Tabelle 16), so dass die hydrophobe Interaktion nicht beeintrachtigt
sein sollte. Alanin ist aber deutlich kleiner als Tyrosin bzw. Tryptophan, so dass
dadurch vermutlich die Entfernung der Aminosaure zum Substrat vergrof3ert wird. Ist
der aromatische Ring des Tyrosin bzw. des Tryptophan fur die hydrophobe Enzym-
Substrat-Interaktion essentiell, fehlt durch den Austausch des Tyrosins bzw. des
Tryptophans zu Alanin der Interaktionspartner des Substrats (nPHB). Dies hat zur
Folge, dass die hydrophobe Wechselwirkung geschwacht wird bzw. nicht mehr
stattfinden kann. Anscheinend spielt der aromatische Ring des Tyrosins eine Rolle
bei der Substratbindung, da einen Austausch zu Phenylalanin, das ebenso tber
einen aromatischen Ring verfugt, die nPHB Depolymerase Aktivitat des Enzyms nicht
beeinflusst hat. Im Gegensatz zu Tyrosin bzw. Tryptophan ist die Seitenkette des
Glutamats geladen und hydrophil, so dass keine hydrophobe Wechselwirkung
zwischen diesem Aminosaurerest und dem Polymer eingegangen werden kann.
Dadurch ist vermutlich die Substratbindung geschwacht. Demzufolge ist die Lag-
Phase bei der in vitro nPHB Hydrolyse bei PhaZ7.ss* Glutamatmuteinen am
ausgepragtesten. Infolgedessen brauchen die PhaZ7.nss* Muteine (Tyrl05Glu,
Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyrl90Glu und Trp207Glu) zuné&chst Zeit, um an das
Substrat zu binden. Dies ist der erste Hinweis dafir, dass die Aminosduren Tyr105,
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Tyrl76, Tyrl89, Tyrl90 und Trp207 essentiell fur die Enzym-Substrat-Interaktion
sind.

Tabelle 16. Hydrophobizitat, Mdglichkeit fir die Bi  Idung einer  -Flattblattstruktur (Pb)
und Volumen.

Aminosaure Hydrophobizitat # Pb® Volume n®
Alanin (Ala) 1,8 0,83i 53,2
Tryptophan (Trp) -0,9 1,37h 136,7
Tyrosin (Tyr) -1,3 1,47h 116,2
Glutamat (Glu) -3,5 0,37h 83

a: nach KYTE und DOOLITTLE, 1982.
b: nach CHOU und FASMAN, 1978. h: Bildung, i: ohne Auswirkung.
c: nach ZAMYATNIN, 1972.

Im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7.is Protein zeigen die PhaZ7:ns6* Muteine
(Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyrl190Glu und Trp207Glu) neben dem
Vorkommen einer Lag-Phase zu Beginn der in vitro nPHB Hydrolyse eine reduzierte
nPHB Depolymerase Aktivitat. Die nPHB Depolymerase Aktivitat des einzelnen
PhaZ7:nis6* Muteins ist in Abbildung 61 nochmal zusammengefasst. Diese reduzierte
nPHB Depolymerase Aktivitat ist als Folge der Beeintrachtigung der Enzym-Substrat-
Interaktion zu erwarten. Ahnliche Ergebnisse wurden von HIRAISHI et al., 2010 fir
die PHB Depolymerase PhaZRpiT1l aus R. pickettii T1 gezeigt. Die Mutation des
Leud41 und des Tyr443, welche in der Substratbindestelle des PhaZRpiT1 Proteins
vorliegen und vermutlich eine Rolle bei der Substraterkennung spielen, zu einem
Histidin fuhrte zu einer Reduzierung der Depolymerase Aktivitat. Durch die
Kombination der Mutationen (Tyr105Glu Tyr189Glu bzw. Tyr105GIlu Tyr190Glu) kann
die Wirkung der einzelnen Mutationen kumulativ verstarkt werden. Die Aktivitat der
PhaZ7:ns6* Doppelmuteine (Tyrl05Glu Tyrl89Glu bzw. Tyrl05Glu Tyr190Glu)
betragt unter 1 % der Wildtyp Aktivitat. Im Vergleich zum Wildtyp Protein haben diese
Muteine nahezu keine Depolymerase-Aktivitat mehr, wahrend die einzeln PhaZ7pise*
Muteine (Tyrl05Glu, Tyrl89GIlu und Tyrl90Glu) noch 5-6 % der Wildtyp
Depolymerase Aktivitat aufwiesen.

Zwei PhaZ7.s6* Deletionsmuteine ( GIn187-Phel95 und Trp202-Val208) wurden
in dieser Arbeit hergestellt. Wahrend das PhaZ7.ss* Trp202-Val208 Mutein noch
fahig ist nPHB zu hydrolysieren, verfigt das zweite Mutein (PhaZ7.nss* GInl87-
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Phel95) uber keine Aktivitat gegeniber nPHB. Das PhaZ7.iss* GIn187-Phel95
Mutein war mittels Western-Blot Analyse mit Hisg-Tag Antikdrper im Kulturtiberstand
nachweisbar, konnte aber mittels Ni-NTA-S&ule nicht mehr isoliert werden. Um
auszuschlieRen, dass der C-teminale Hisg-Tag durch die Deletion der Region
GIn187-Phel95 nicht zuganglich fur die Aufreinigung ist, wurde das frihere
klassischen Aufreinigungsverfahren fur Phaz7 (Kationaustausch-Chromatographie
mit CM-Sepharose CL6B Saule) angewendet. Da auch nach diesem Verfahren kein
reines Protein isoliert werden konnte, kann angenommen werden, dass die Faltung
bzw. Struktur des PhaZ7:ns6* GIn187-Phel95 Muteins verandert wurde. Dies wirde
die fehlende nPHB Depolymerase erklaren. Das andere Mutein (PhaZ7cniss*

Trp202-Val208) konnte erfolgreich isoliert werden. Dieses Mutein wies wie die
anderen PhaZ7.nss* Muteine (Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyrl90Glu,
Trp207Glu) eine Lag-Phase zu Beginn der in vitro nPHB Hydrolyse auf. Dies fuhrte
zu der Erkenntnis, dass die Region Trp202-Val208 mdglicherweise an der
Substratbindung beteiligt ist. Innerhalb dieser Region befinden sich drei hydrophobe
Aminosauren (Tyr203, Tyr204, und Trp207) von denen vermutet wird, dass sie an
der nPHB-Bindung teilnehmen. Nur der Austausch des Trp207 hat eine Wirkung auf
die nPHB Depolymerase Aktivitat. Der Austausch des Tyr203 und des Tyr204 gegen
Alanin oder Serin fuhrte zu keiner Veranderung in der Enzymkinetik (siehe 3.3).
Wahrend das PhaZ7:nis6* Trp207Glu Mutein noch Uber 30 % der Wildtyp PhaZ7chiss
Aktivitat hat, verfigt das PhaZ7:nise* Trp202-Val208 Mutein nur noch tber 7 % der
Wildtyp Aktivitat. Dies zeigt, dass vermutlich nicht nur die Anwesenheit der Trp207
sondern auch das Vorhandensein der gesamten Schleifen (Trp202-Val208) eine
Rolle bei der Substratbindung spielt.

Dagegen fuhrte der Austausch des Phe9, des Tyr66, und des Tyr124 durch Glutamat
zu keinerlei Veranderungen in der nPHB Depolymerase Aktivitat. Bei diesen
PhaZ7:is* Varianten (Phe9Glu, Tyr66Glu und Tyr124Glu) wurde keine Lag-Phase in
den in vitro nPHB Depolymerasetests gefunden. Die gemessene spez. nPHB
Depolymerase Aktivitat bei diesen Muteinen ist nur geringfligig geringer im Vergleich
zum Wildtyp PhaZ7:nis¢ Protein (79 — 86 % der Wildtyp Aktivitat).

In Abbildung 61 sind zwei unterschiedliche Werte fur die spezifische Aktivitat des
PhaZ7:ns6 Wildtyps angegeben, da bei der Bestimmung der nPHB Depolymerase
Aktivitat zwei unterschiedliche nPHB Praparationen verwendet wurden. Bei dem
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extrazellularen Abbau von PHA handelt es sich um eine Oberflachenerosion, wie von
MOLITORIS et al., 1996 mittels Elektronen-Scanning Mikroskopie gezeigt wurde.
Dieser enzymatische Abbau fiihrt zunachst zu einem Massenverlust, wahrend das
Molekulargewicht der Polymere nahezu unverandert bleibt (DOI et al., 1990;
MERGAERT et al., 1993). Die Abbaugeschwindigkeit bzw. die Aktivitat des Enzyms
hangt somit von der nPHB Praparation ab. Bei gleichen Kultivierungsbedingungen
und gleichem Granula Isolierungsverfahren kann nicht sichergestellt werden, dass
die Granula-Préparationen immer gleich sind. Die GrélRe der Granula kann auch
innerhalb der gleichen Praparation variieren. Deshalb h&ngt die spezifische Aktivitat
des Enzyms von der verwendeten Granula-Charge ab. Zum Vergleich der einzelnen
spezifischen Aktivitdten der einzelnen Enzymvarianten sollte die gleiche Granula-
Praparation verwendet werden. Wirde eine neue Granula-Praparation verwendet

werden, sollte die spezifische Aktivitat des Wildtyp Enzyms neu bestimmt werden.
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Abbildung 61. nPHB Depolymerase Aktivitat der PhazZ7 s Varianten. Dargestellt ist die Zusammenfassung der gemessenen Aktivitaten
mittels Tribungsmessung mit gereinigtem PhaZ7.,ss Protein. Die relative Aktivitat zeigt die restliche Aktivitat der PhaZ7.,s6* Varianten bezogen

auf die Wildtyp Aktivitat. Der Aktivitdtsvergleich des PhaZ7.is6* Trp202-Val208 mit dem PhaZ7 .6 Wildtyp wurde mit einer anderen nPHB-Charge
durchgefuhrt.
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4.3.1.2. Einfluss der Phaz7 Konzentration bzw. der nPHB Granula
Konzentration auf die nPHB Depolymerase Aktivitat.

Variierende Substratkonzentrationen veradndern die Aktivitat des Enzyms. Dies wird
durch die Michaelis-Menten Gleichung beschrieben. Die Grundlage dieser Gleichung
ist die Annahme, dass ein Enzym zunachst mit einem Substratmolekul ein Enzym-
Substrat-Komplex bildet und dieser entweder in Enzym und Produkt oder in seine
Ausgangsbestandteile zerfallt. Bei geringeren Substratkonzentrationen ist die
Geschwindigkeit des Umsatzes niedrig. Die Umsatzgeschwindigkeit steigert sich bei
regelmafiger Erhdhung der Substratkonzentration zunachst linear, dann flacht sie
ab, bis sie in einer Asymptote die Maximalgeschwindigkeit erreicht. Ab einer
bestimmten Konzentration an Substrat ist die Geschwindigkeit nicht mehr zu
erhohen, da alle vorhandenen Enzymmolekile mit Substrat besetzt sind. Eine
weitere Erh6éhung der Substratkonzentration hat keine Wirkung mehr auf die
Enzymaktivitat. Dieser Zustand wird als Substratsattigung bezeichnet.

MUKAI et al., 1993 haben die Beobachtung tber die Abh&ngigkeit der Hydrolyse-
Geschwindigkeit von PHB von der Enzymkonzentration durchgefihrt. Sie haben
herausgefunden, dass die Abbaugeschwindigkeit mit zunehmender
Enzymkonzentration steigt. Ab einer bestimmten Enzymkonzentration wurde eine
Abnahme der Abbaugeschwindigkeit festgestellt. Aus diesen Ergebnissen wurde
folgendes Modell fir den PHB-Abbau vorgeschlagen:
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Abbildung 62. Schematisches Modell des PHB Abbaus i n Abhéngigkeit der
Enzymkonzentration (nach MUKAI et al., 1993, modifiziert).

Bei optimaler Enzymkonzentration wird die PHB Oberflache mit PHB Depolymerasen
so belegt, dass das aktive Zentrum des Enzyms an die Polymeroberflache reicht. Als
Folge dessen wird ein Enzym-Substrat-Komplex gebildet und die PHB Hydrolyse
findet statt. Bei zu hoher Enzymkonzentration wird die Polymeroberflache von zu
vielen Enzymen bedeckt. Das aktive Zentrum des Enzyms gelangt dadurch nicht an
das Polymer heran, was zur Folge hat, dass die Bildung des Enzym-Substrat-

Komplexes verhindert wird.

Ein weiteres Modell fur die Kinetik des PHB Abbaues wurde 1997 von TIMMINS et al.
vorgeschlagen. In diesem Modell werden sowohl die Enzymkonzentration als auch
die  Konzentration des  Polymersubstrates und die  vorgeschlagene
Adsorptionsgleichgewichtskonstante einbezogen. Es sagt, dass die
Abbaugeschwindigkeit bei niedrigen Enzymkonzentrationen linear zur Zunahme der
Enzymkonzentration steigt. Sobald die Enzymkonzentration hoher wird als die
Summe aus Adsorbtionsgleichgewichtskonstante und Polymeranfangskonzentration
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verhalt sich die Anfangsgeschwindigkeit genau umgekehrt proportional zur

Enzymkonzentration.

Die Phaz7 Depolymerase ist anders als die bisher bekannten extrazellularen PHA
Depolymerasen. Fur die meisten bekannten extrazellularen PHB Depolymerasen gilt
der oben beschriebene Abbaumechanismus von MUKAI et al., 1993. Bislang konnte
allerdings nicht nachgewiesen werden, dass der Abbau von nPHB Granula durch
Phaz7 Protein, wie von MUKAI et al., 1993 gezeigt, durch eine zu hohe
Enzymkonzentration gehemmt wird. Die bei dieser Arbeit verwendete Methode zur
Bestimmung der nPHB Hydrolysegeschwindigkeit erlaubt lediglich eine Messung bei
geringerer Substratkonzentration. Die Erhohung der PhaZ7 Konzentration bei
niedriger Substratkonzentration (ODegsonm~ 1) fiihrt dazu, dass die Hydrolysereaktion
sehr schnell erfolgt, so dass sie photometrisch nicht mehr verfolgt werden kann. Zu
hohe Substratkonzentration fuhrt zu einer hohen Triubung bei 650 nm, welche die

Messung ungenau macht.

Die Beobachtung von HANDRICK, 2002 ergab, dass es sich bei dem enzymatischen
Abbau von nPHB durch PhaZ7 offenbar um eine granulaoberflachenabhéngige
Reaktion handelt. Die verfugbaren Granulaoberflachen von nPHB sind jedoch
unterschiedlich, da die Durchmesser von nPHB in einer nPHB-Préparation variieren.
Es ist unsicher, ob die Bildung eines nPHB-Phaz7 Komplexes (Enzym-Substrat-
Komplex) von der verfugbaren nPHB Oberflache abhangt. Es kann deshalb nicht
sicher entschieden werden, ob die nPHB Hydrolyse durch PhaZ7 durch die
Michaelis-Menten Gleichung erklart werden kann. Zu dem von TIMMINS et al. (1997)
vorgeschlagenen Modell kann im Fall von PhaZ7 keine konkrete Aussage getroffen
werden, da die bei dem Modell einbezogene Adsorptionsgleichgewichtskonstante in
dieser Arbeit nicht bestimmt wurde.

Die Abbildung 24 in Kapitel 3.4.2 zeigte, dass die Steigerung der
Substratkonzentration bei der Wildtyp PhaZ7.niss Depolymerase keinen Einfluss auf
die nPHB Depolymerase Aktivitat hatte. Dies ist ein Hinweis daflr, dass die Reaktion
schon bei einer Substratsattigung ablief und die Reaktionsgeschwindigkeit daher
praktisch unabhéangig von der Substratkonzentration ist. In diesem Fall sind alle
PhaZ7.ss Proteine (60 ng) an das Substrat gebunden. Die Anwesenheit von mehr
Substrat ist wirkungslos, da keine Wildtyp PhaZ7.iss Enzyme frei sind. Bei der
PhaZ7.iss* Variante (Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu)
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dagegen, fuhrte die Erhdhung der Substratkonzentration zu einer Steigerung der
nPHB Depolymerase Aktivitat. Dies zeigt, dass bei geringerer Substratkonzentration
nicht alle Enzyme an das Substrat gebunden sind. Die eingesetzte
Enzymkonzentration der PhaZ7.nss* Tyrl05Glu, PhaZ7:s6* Tyrl89GIu und
PhaZ7:is6* Tyrl90Glu Mutante bei der in Abbildung 24 dargestellten
Aktivitdtsmessung betrug das 10-fache der Wildtyp Konzentration (60 ng). Bei dem
PhaZ7:nise* Tyrl76Glu Mutein bzw. dem PhaZ7:nis6* Trp207Glu Mutein wurden 250
ng bzw. 60 ng Enzyme zugegeben. Bei den PhaZ7.ns6* Muteinen sind trotz héherer
Enzymkonzentration noch nicht alle Proteine an der Granula gebunden, da eine
Erhéhung der Substratkonzentration zur Steigerung der Hydrolyserate flihrte. Diese
PhaZ7:nis6* Muteine hydrolysierten nPHB Granula deutlich langsamer im Vergleich
zum Wildtyp. Dies zeigt zunachst, dass die PhaZ7.niss* Mutanten eine verminderte
Fahigkeit aufwiesen an der Granula zu binden, da durch Zugabe von mehr Granula
mehr Substrat-Enzym Interaktion stattfinden konnte, was dazu fihrte, dass die
Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolyse stieg.

Die Erh6hung der Enzymkonzentration bei gleicher Substratkonzentration fuhrt dazu,
dass mehr Enzym-Substrat-Komplex gebildet werden kann. Dies hat zur Folge, dass
die Abbaureaktion des Substrats schneller stattfindet. Das Wildtyp PhaZ7 Protein ist
sehr aktiv, so dass die Hydrolyse-Reaktion bei der hoheren Enzymkonzentration
photometrisch nicht mehr verfolgt werden kann. Aus diesem Grund wurde fir die
Aktivitatsmessung deutlich weniger Wildtyp PhaZ7.iss Protein eingesetzt. Wie
Abbildung 25 zeigt, wurde bei der PhaZ7qiss* Variante (Tyrl05Glu, Tyrl76Glu,
Tyrl89Glu, Tyrl90GIlu und Trp207Glu) ebenso wie bei dem Wildtyp Protein eine
positive Korrelation mit Erhéhung der Enzymkonzentration bei konstanter
Substratkonzentration gefunden. Ferner ist erkennbar, dass die Lag-Phase zum
Beginn der Reaktion mit der Erh6hung der Enzymkonzentration kirzer wurde.
Insbesondere die Verkirzung der Lag-Phase durch Zugabe von mehr Enzym weist
auf die Beeintrachtigung der nPHB-Bindung hin.

4.3.1.3. Esterase Aktivitat

HANDRICK, 2002 hat bei der Untersuchung zur Substratspezifitdt des PhaZ7
Proteins festgestellt, dass PhaZ7 nicht in der Lage ist, die typischen Esterase- und
Lipasesubstrate, wie z.B. Tributyrin und Triolein zu hydrolysieren. Lediglich eine
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geringere Aktivitat gegeniuber p—Nitrophenylester konnte nachgewiesen werden. p—
Nitrophenyloktanoat wurde von PhaZ7 mit hochster Aktivitat (< 0,4 U/mg) umgesetzt
(HANDRICK, 2002). Mit abnehmender bzw. zunehmender Kettenlange der p-—
Nitrophenylester (<C8<) sinken die gemessenen Esterase Aktivitaten. Die
gemessene Esterase Aktivitdt des PhaZ7s liegt jedoch deutlich niedriger als die fur
LipA und LipB aus B. subtilis (> 150 U/mg, EGGERT et al.,, 2000). Andere
extrazellularen PHA Depolymerasen aus P. lemoignei weisen ebenfalls hohere
Esterase Aktivitaten als PhaZ7 Depolymerase auf. Zum Beispiel die PHB
Depolymerase PhaZz5 aus P. lemoignei hydrolysiert p—Nitrophenylester mit C2- oder
C4-Seitenketten mit einer spezifischen Aktivitdt von 0,50-0,58 U/mg. Die spezifische
Aktivitat sinkt aber drastisch fur p—Nitrophenylcaprylat (C8) (MULLER, 1992). Ein
anderes Beispiel fur eine hbhere Esterase Aktivitat stellt die PHO Depolymerase aus
P. fluorescens dar. Die spezifische Esterase Aktivitat dieses Enzymes steigt mit
zunehmender Lange des Acylrestes (SCHIRMER, 1994). Die geringere Esterase
Aktivitat und die nicht vorhandene Lipase Aktivitdt des PhaZ7 Proteins zeigt, dass die
Phaz7 Depolymerase offenbar tber eine strikte Spezifitat fiur nPHB verflugt.

Fruhere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Hydrolyse der wasserldslichen
Esterverbindungen, wie z.B. p-Nitrophenylester und PHB-Oligomere, unabhangig von
der Substratbindedoméane verlauft (BEHRENDS et al., 1996, FUKUI et al., 1988,
NOJIRI und SAITO, 1997, BRIESE und JENDROSSEK, 1998, HIRAISHI et al.,
2000). BEHRENDS et al., 1996 hat die C-terminale Substratbindedoméne der PHB
Depolymerase PhaZ4 aus P. lemoignei deletiert, was zu einem Verlust der nPHB
Depolymerase Aktivitdt fuhrte. Das Mutein war aber noch in der Lage p-
Nitrophenylester zu hydrolysieren. Die gemessene Esterase Aktivitat ist vergleichbar
mit der Wildtyp Aktivitat. Fir die PHB Depolymerase PhaZRpiT1 aus R. pickettii T1
wurde ebenso gezeigt, dass die Mutation an den Aminoséauren, welche vermutlich an
der Substraterkennung beteiligt sind, die F&ahigkeit p-Nitrophenylbutyrat zu
hydrolysieren nicht beeinflusst hat (HIRAISHI et al., 2010a). Die Muteine (Leu441His
und Tyr443His) wiesen eine reduzierte dPHB Depolymerase Aktivitat im Vergleich
zum Wildtyp Enzym auf. Die Esterase Aktivitdten dieser Muteine waren aber
vergleichbar mit der vom Wildtyp Protein. Demzufolge zeigen die Ergebnisse dieser
Untersuchungen, dass fiur die Hydrolyse der dPHB sowohl die katalytische Domane
als auch die Substratbindedoméane essentiell sind, wahrend bei der p-
Nitrophenylester Hydrolyse nur eine intakte katalytische Domane notwendig ist. Bei
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Phaz7 Depolymerase wurde daher erwartet, dass die Hydrolyse des p-
Nitrophenylesters unabhangig von der Substratbindestelle verlauft.

Die Bestimmung der Esterase Aktivitat der PhaZ7.niss Varianten in dieser Arbeit ist
wie im 3.4.7 beschrieben mit vielen Schwierigkeiten verbunden. Es konnte fur fast
alle PhaZ7.nss* Varianten (Tyrl05Glu, Tyrl89Glu, Tyrl90Glu, Trp207Glu und
Tyrl05Glu Tyrl90GIlu) eine Esterase Aktivitatt nachgewiesen werden. Die
gemessenen Aktivitdten schwanken jedoch trotz der gleichen Enzym- bzw.
Substratprobe sehr stark bei jeder Messung. Demzufolge erwies sich die Ermittlung
der Esterase-Aktivitat als problematisch bzw. unmdglich. Weitere Versuche die
enzymatischen Tests zu optimieren lieferten keine befriedigenden Ergebnisse. Die in
dieser Arbeit gemessene Esterase Aktivitat liegt deutlich niedriger als die von
HANDRICK, 2002 berichtete. Der Grund fir diese im Vergleich zur Literatur sehr
geringe Esterase Aktivitdt des PhaZ7 Protein konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart werden. Es handelt sich hierbei aber eindeutig um eine PhaZ7 Esterase
Aktivitat, da beim Test mit dem PhaZ7:iss* Serl36Ala Mutein und davor
hitzedenaturiertem PhaZ7.niss Wildtyp keine Nitrophenol Freisetzung feststellbar war.

Der Umstand, dass die Esterase Aktivitat der PhaZ7.nis6* nicht praziser zu bestimmen
ist, erscheint bei dem Versuch einer Interpretation fur ein intaktes aktives Zentrum
nach einem Aminosaurenaustausch als unbefriedigend. Trotz dieser Schwierigkeit
gibt die ermittelte spez. Esterase Aktivitat in Tabelle 11 zunachst einen Hinweis
dafur, dass die katalytische Triade des Enzyms durch den Aminosdurenaustausch
nicht beeintrachtigt ist. Die Esterase Aktivitat des PhaZ7hise* Tyrl89Glu, Tyr190Glu,
Trp207Glu und Tyrl05Glu Tyr190Glu Muteins verringerte sich zwar im Vergleich zur
Wildtyp Aktivitat, die Reduzierung der Esterase Aktivitat ist aber nicht so stark wie bei
der Reduzierung der nPHB Depolymerase Aktivitat. Offenbar hat der
Aminosaurenaustausch eine geringere Wirkung auf die Esterase Aktivitat als auf die
Depolymerase Aktivitat.

In dieser Arbeit wurde im Zusammenarbeit mit der AG Papageorgiou versucht die
Struktur der PhaZ7.nse* Varianten (Tyrl05Glu, Tyrl76Glu, Tyrl89Glu, Tyr190Glu,
Trp207Glu, Trp202-Val208, Tyrl05Glu Tyrl89Glu und Tyrl05Glu Tyr190Glu)
aufzuklaren. Die Aufklarung der Struktur kann auch Informationen Uber die

Proteinstruktur liefern. Dadurch kann festgestellt werden, ob die Mutation die Struktur
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verandert hat. Daher wurde die Bestimmung der Esterase Aktivitat in dieser Arbeit
nicht weiter verfolgt.

4.3.2. Effekt des Aminosaureaustausches auf die nPH  B-Bindung

Es wurde bereits verschiedene Methoden angewendet, um den Adsorptionsvorgang
der PHB Depolymerase an das PHB Polymer besser zu verstehen. Der erste
Bindungsassay fur die extrazellulare PHB Depolymerase wurde 1996 von
BEHRENDS et al. gezeigt. In dieser Arbeit wurden sowohl der PhaZz4 Depolymerase
Wildtyp als auch das PhazZ4* Mutein, welches um 55 Aminosduren an seinem C-
terminale Ende verkurzt war, zusammen mit dPHB inkubiert. Nur das Wildtyp Phaz4
war in der Lage an dPHB zu binden. Demzufolge zeigt dieses Ergebnis, dass diese
55 Aminoséuren am C-terminalen Ende des PhaZ4 Proteins fur die Adsorption an
das Substrat essentiell sind. Eine ahnliche Methode wurde 1998 von BRIESE und
JENDROSSEK angewendet um die Interaktion von der Substratbindestelle von PHB
Depolymerase A von P. lemoignei mit dPHB zu belegen.

Die erste Arbeit Uber die Echtzeit-Analyse zur Bindung der PHB Depolymerase an
Polymere wurde erst 2001 von YAMASHITA et al. veroffentlicht. Sie haben die
Adsoption der PHB Depolymerase aus A. faecalis T1 an PHB mittels Quarzkristall-
Mikrowaagen (,quartz crystal microbalance® (QCM)) untersucht. Diese Technik
basiert auf der piezoelektrischen Eigenschaft von Quarzkristall. Durch Anlegen einer
Wechselspannung wird dieser in Resonanz versetzt. Auf die Oberflache des Kristalls
wird der PHB Film aufgebracht. Durch die Adsorption des Enzyms und die Hydrolyse
des Polymers verschiebt sich die Resonanzfrequenz proportional zur
Massenanderung. Die Adsorption des Enzyms an dem Polymerfilm fihrt zur
Erhéhung der Masse, wohingegen die Hydrolyse des Polymers durch das Enzym zur
Verringerung der Masse flhrt.

Eine weitere biophysikalische Methode, die Rasterkraftmikroskopie (,Atomic Force
Microscopy* (AFM)), wurde 2005 zur Untersuchung der Adsorption von PHB
Depolymerase aus R. pickettii T1 an PHB und Poly-L-Lactat (PLLA) angewendet
(FUJITA et al., 2005). Das Rasterkraftmikroskop erlaubt die mechanische Abtastung
von Oberflachen. Hier wird die Verformung einer Blattfeder, ein sogenannter
Cantilever, durch die Ablenkung eines Laserstrahls verfolgt. An der Unterseite des
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Cantilevers wird eine Spitze angebracht. Diese Spitze wird mit Liganden versehen, in
diesem Fall mit PHB Depolymerase bzw. deren Substratbindedomane. Die mit
Substratbindedoméne funktionalisierte Spitze wird an die Oberflache, welche aus
einem PHB-Film besteht, angenahert. Durch die Interaktion der Bindedoméne mit der
PHB-Oberflache erhalt man als Ergebnis Kraft-Abstands-Kurven (,Force-Distance
Curves"), die die Bindungskrafte der Interaktion wiederspiegeln.

Drei Jahre spater wurden ahnliche Untersuchungen am gleichen Enzym durchgefihrt
(MATSUMOTO et al.,, 2008). Sie benutzten neben der Rasterkraftmikroskopie
zusatzlich die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (,surface plasmon
resonance* (SPR)), um die Interaktion zwischen der Substratbindestelle der R.
pickettii T1 PHB Depolymerase und den unterschiedlichen Polymeren (z.B. PHB,
PLLA, PE) zu analysieren. Bei dieser Methode wird der PHB-Film auf einer
Goldoberflache (Sensorchip) gebracht. Uber diesen Sensorchip wird kontinuierlich
Puffer gespult. Die Substratbindedoméne der PHB Depolymerase befindet sich in
diesem Puffer. Der Brechungsindex des Lichtes, das auf den Sensorchip trifft, wird
gemessen. Kommt es zu einem Assoziations- bzw. Dissoziationsprozess, SO
bewirken diese eine Veranderung des Brechungsindexes, was aufgezeichnet wird.
Diese Methode ermobglicht demzufolge die ,Echtzeit” Verfolgung der Interaktion
zwischen der PHB Depolymerase Substratbindedoméane und dem Substrat (PHB).

Alle bisher durchgefihrten Untersuchungen zeigen, dass die C-terminale Domane
der extrazellularen PHB Depolymerasen fur die Adsorption des Enzyms an die
Polymere zustandig ist. Dennoch, welche Aminosauren in dieser C-terminalen
Doméane an der Adsorption beteiligt sind bzw. wie die Interaktion zwischen diesen
Aminosaureresten und dem Polymer aussieht, ist noch unklar. Fir die PHB
Depolymerase PhaZRpiT1 aus R. pickettii T1 konnte bereits dargelegt werden, dass
die Aminosauren Serin, Tyrosin, Valin, Alanin und Leucin in der C-terminalen
Substratbindedoméane vermutlich bei der Adsorption des Enzyms an dem PHB
Polymer eine Rolle spielen (HIRAISHI et al., 2006, 2010a, 2010b). Mittels einer
Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie SPR konnten HIRAISHI et al., 2010a
zeigen, dass die Substitution des Leu44l, des Tyr443 und des Ser445 die
Adsorption des Enzyms an das Polymer beeinflussen.

Die in dieser Arbeit untersuchte PHB Depolymerase PhaZ7 verfugt Uber keine C-
terminale Substratbindedomane. Das natlrliche Substrat der PhaZ7 Depolymerase
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ist die native PHB (nPHB), welche instabil ist und rasch in ihre denaturierte Form
Ubergeht. Ferner befinden sich auf der nPHB Granula viele andere Proteine. Somit
eignen sich die oben genannten Methoden (QCM, AFM und SPR) zur Untersuchung
der Bindung des Enzyms an PHB nicht fur das PhaZ7 Protein, da die Herstellung
eines Films aus nPHB nicht moglich ist. Um die Fahigkeit der PhaZ7 Muteine an
NnPHB Granula zu adsorbieren zu Uberprifen, wurde deshalb die Methode nach
BEHRENDS et al., 1996 angewendet. Diese Methode eignet sich nur fir die
gualitative Analyse des Adsorptionsvorgangs. So laldt sich feststellen, ob das Protein
gut an das Substrat bindet oder ob es in der Bindung an das Substrat beschrankt ist.
Eine Aussage uber die Verringerung der Bindungstarke konnte nur anhand der
Starke der Proteinbande im Western-Blot abgeschéatzt werden. Hierfir muss die
Starke der Proteinbande im Pellet und im Uberstand verglichen werden. Im Pellet
werden die Proteine dargestellt, die an nPHB Granula gebunden sind. Freie Proteine
kommen dagegen im Uberstand vor.

Bei dem Bindungsassay darf das Substrat wahrend der Inkubationszeit nicht vom
Enzym abgebaut werden. Das Enzym PhaZ7 ist sehr aktiv gegentber nPHB, deshalb
muss das Protein fir den Bindungsassay inaktiviert werden. Dies kann geschehen
indem man das aktive Zentrum des Enzyms mutiert. BRAAZ et al., 2003 hat
berichtet, dass die Aminosduren Serl36, Asp242 und His306 bei der PhaZ7
Depolymerase essentiell fir die Aktivitdt des Enzyms sind. Die Mutation dieser
Aminosauren fihrt zum Verlust bzw. zur Reduzierung der Fahigkeit nPHB Granula zu
hydrolysieren. Fur diese Methode mussten neue PhaZ7-Konstrukte generiert werden
und die Proteine mussten extra isoliert werden. Eine Alternative ist die Inaktivierung
durch einen Serin-Hydrolase-Inhibitor. Diese Methode hat den Vorteil, dass man die
fur den Aktivitatstest gereinigten Proteine verwenden kann. Von allen getesteten
Serin-Hydrolase-Inhibitoren  (Dodecansulfonylchlorid  (DDSC), Phenylmethyl-
sulfonylfluorid (PMSF) und Diisopropylfluorophosphat (DFP)) zeigte nur DFP eine
deutliche Hemmung der PhaZ7 Aktivitat (HANDRICK, 2002). DFP ist aber ein
hochtoxisches Nervengift. Die Verwendung dieser Substanz wurde deshalb
vermieden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Ser136 des PhaZ7 aktiven Zentrums

gegen ein Alanin ausgetauscht, um das Protein zu inaktivieren.

Bei den Kontrollmuteinen (PhaZ7:ns6* Serl36Ala Phe9Glu, PhaZ7.nss* Serl36Ala
Tyr66Glu) wurde zum Wildtyp PhaZ7.niss* Serl36Ala Protein kein Unterschied im
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nPHB-Bindungsverhalten gefunden (Abbildung 38). Der grof3te Anteil dieser Muteine
befand sich wie beim Wildtyp Protein an nPHB gebunden. Das gleiche Ergebnis
wurde fir PhaZ7:his6* Serl36Ala Trp252Glu erhalten. Der grofdte Anteil des
PhaZ7:is6* Serl36Ala Trp252GIlu Muteins wurde in der Granula Fraktion
nachgewiesen. Die Abbildung 39 in Kapitel 3.4.6 zeigt, dass die Fahigkeit der
PhaZ7.is6* Serl36Ala Tyrl05Glu, Serl36Ala Tyrl89Glu, Serl36Ala Tyrl90Glu,
Serl36Ala Trp202-Val208, Serl36Ala Tyrl05Glu Tyrl89Glu und Serl36Ala
Tyr105Glu Tyr190Glu Muteine an nPHB zu binden im Vergleich zum Wildtyp Protein
verringert ist. Nach einer 10 minutigen Inkubation mit nPHB Granula hat nur ein sehr
geringer Teil dieser Muteine an nPHB gebunden. Der grof3te Teil des Proteins lag
noch frei in Loésung vor. Bei dem Wildtyp PhaZ7.nss Serl36Ala dagegen befanden
sich die meisten Proteine schon nach einer Minute Inkubation an nPHB gebunden.
Der Starkeunterschied der Proteinbande bei dem PhaZ7.niss* Serl36Ala Tyrl76Glu
Mutein ist im Vergleich zum Unterschied zu den oben genannten Muteinen geringer.
Zwar befanden sich die Proteine iiberwiegend frei im Uberstand, der Anteil der an
Granula gebundenen Proteine (PhaZ7:nise* Serl36Ala Tyrl76Glu) im Pellet ist aber
hoher als der Anteil der an Granula gebundenen PhaZ7nse* Serl36Ala Tyrl05Glu,
Serl36Ala Tyrl89Glu, Serl36Ala Tyrl90Glu, Serl36Ala Trp202-Val208,
Serl36Ala Tyrl05Glu Tyr189GIu und Serl36Ala Tyrl05Glu Tyrl190Glu Proteine.
Vergleich man die Starke der Proteinbande bei dem PhaZ7:iss* Serl36Ala
Trp207Glu, erkennt man, dass die Bande im Pellet starker sind als die Bande im
Uberstand. Dies deutet darauf hin, dass die Bindungsfahigkeit dieses Muteins an
nPHB Granula im Vergleich zum Wildtyp Enzym etwas beeintrachtigt ist. Die
Bindefahigkeit dieses Muteins an nPHB ist aber im Vergleich zu anderen PhaZ7pise*
Varianten (Serl36Ala Tyrl05Glu, Serl36Ala Tyrl76Glu, Serl36Ala Tyrl89Glu,
Serl36Ala Tyr190Glu, Ser136Ala Trp202-Val208, Serl136Ala Tyr105Glu Tyr189Glu
und Serl36Ala Tyrl05Glu Tyr190Glu) starker. Demzufolge kann die Fahigkeit der
einzelnen PhaZ7.ss Varianten an nPHB Granula zu binden folgendermalien

zusammengefasst werden:

PhaZ7:nse Serl36Ala, PhaZ7.niss* Serl36Ala Phe9Glu, PhaZ7:iss* Serl36Ala
Tyr66Glu, PhaZ7.nise* Serl36Ala Trp252Glu > PhaZ7:us6* Serl36Ala Trp207Glu >
PhaZ7:is6* Serl36Ala Tyrl76Glu > PhaZ7.s6* Serl36Ala Tyrl05Glu, PhaZ7chiss*
Serl36Ala Tyrl89Glu, PhaZ7.ss* Serl36Ala Tyrl90Glu, PhaZ7.nss* Serl36Ala
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Trp202-Val208 > PhaZ7:iss* Serl36Ala Tyrl05Glu Tyrl89Glu, PhaZ7:niss*
Serl36Ala Tyrl05Glu Tyr190Glu.

Der Vergleich der Ergebnisse aus den Bindungsassays und den Aktivitatstests liefert
eine groRe Ubereinstimmung. Der Austausch der hydrophoben Aminosduren Phe9,
Tyr66 und Trp252 gegen Glutamat fuhrte zur keiner nennenswerten Veranderung in
der nPHB-Bindung. Es wurde deshalb erwartet, dass diese Muteine die gleiche
nPHB Depolymerase Aktivitat wie der PhaZ7 Wildtyp aufweisen. Die in vitro nPHB
Depolymerase Aktivitatstests ergaben, dass die Aktivitat dieser Muteine vergleichbar
mit der Wildtyp Aktivitat ist. Demzufolge konnte ausgeschlossen werden, dass diese
hydrophoben Aminosauren, welche sich zwar in der Proteinoberflache aber nicht an
der ,extra Domane" der PhaZ7 Depolymerase befinden, an der Substratbindung
beteiligt sind und somit unwichtig fur die Ausfihrung der nPHB Depolymerase
Aktivitat sind. Die Bindefahigkeit des PhaZ7:nis6* Serl36Ala Trp207Glu Muteins ist im
Vergleich zum Wildtyp etwas verringert, aber im Vergleich zu anderen PhaZ7piss*
Varianten (PhaZ7:nis6* Serl36Ala Tyrl76Glu, PhaZ7:iss* Serl36Ala Tyrl05Glu,
Serl36Ala Tyrl89Glu, Serl36Ala Tyrl90Glu, Serl36Ala Trp202-Val208) starker.
Dies spiegelt sich in der Fahigkeit nPHB Granula zu hydrolysieren wieder. Wahrend
das PhaZ7:isg* Trp207Glu Mutein tGber 30 % der Wildtyp Restaktivitat verfugt,
wiesen die restlichen Muteine weniger als 10 % der Wildtyp Aktivitat auf. Die beiden
Doppelmuteine (PhaZ7:nse* Tyrl05Glu Tyrl89Glu und PhaZ7.nss* Tyrl05Glu
Tyrl90Glu) sind im Vergleich zum Wildtyp nahezu inaktiv. Die Aktivitdt dieser
Muteine liegt unter 1 % der Wildtyp Aktivitat. Dies ist zu erwarten, da diese Muteine
in ihrer nPHB-Bindung sehr stark beeintrachtigt sind. Nach 10 minutiger Inkubation
konnte bei diesen Muteinen keine Bindung an nPHB Granula nachgewiesen werden.

Die Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivitat und das Vorkommen einer Lag-
Phase zum Beginn der in vitro nPHB Hydrolyse bei der PhaZ7.s6* Variante wurde
durch die Reduzierung der Substratbindefahigkeit hervorgerufen. Wie oben vermutet,
kommt die beobachtete Lag-Phase in der in vitro nPHB Hydrolyse
hochstwahrscheinlich dadurch zustande, da das Mutein im Vergleich zum Wildtyp
Protein am Anfang der Hydrolyse Zeit braucht, um an nPHB Granula zu binden. Erst
nachdem geniigend Proteine an das Substrat adsorbiert haben, kann die Hydrolyse
anhand einer Trubungsabnahme beobachtet werden. Die Ergebnisse der

Bindungsassays und der nPHB Depolymerase Aktivitatsassays zeigen beide, dass
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die hydrophoben Aminosauren Tyrl05, Tyrl76, Tyrl89, Tyrl90, Trp207 sowie der
Bereich Trp202-Val208 der Phaz7 ,extra Domane“ essentiell fir die Bindung bzw.
die Adsorption des Proteins an das Polymer sind. Der Austausch dieser Aminosaure
gegen eine andere Aminosaure fihrt zur Beeintrachtigung der Substratbindung, was
demzufolge einen Einfluss auf die Enzymaktivitat hat.

Die Beteiligung der C-terminalen Doméane der extrazellularen PHB Depolymerasen
an der PHB-Bindung wurde bereits bestatigt. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal
die Bedeutung der einzelnen Aminosauren fur die PHB-Bindung direkt gezeigt
werden. Eine solche Untersuchung an PHB Depolymerase, welche einen direkten
Hinweis Uber die Rolle einzelner Aminosauren an der Substratbindung gibt, lag nach
Kenntnis des Autors bislang nicht vor. HIRAISHI et al., 2010 konnte zwar mittels SPR
die Beteiligung der Aminosauren Leud44l, Tyr443 und Ser445 der PHB
Depolymerase PhaZRpiT1l an der Polymerbindung zeigen, hierbei wurden aber als
Polymer bzw. Substrat Polylactide (PLA) verwendet, was aber nicht das naturliche
Substrat dieses Enzyms darstellt. In dieser Arbeit wurde das natlrliche Substrat
(nPHB Granula) Phaz7 fur die Bindungsassays benutzt. So konnte eine direkte
Kenntnis der Aminosauren, die bei der Substrat-Bindung eine Rolle spielen, ermittelt

werden.

4.4. Analyse der PhaZ7 Proteinstruktur

4.4.1. PhaZ7 iss Wildtyp

An dem C-terminalen Ende des PhaZ7 Proteins wurde in dieser Arbeit ein Hisg-Tag
eingebaut, um die Reinigung des Proteins aus B. subtilis Kulturiiberstand zu
erleichtern. In Kapitel 3.2 wurde bereits gezeigt, dass die nPHB Depolymerase
Aktivitat des Enzyms durch das Einfigen von Hises-Tag nicht beeinflusst wird. Es
kann somit angenommen werden, dass der Hisg-Tag keinen Einfluss auf die
Proteinstruktur hat. Auch in vielen anderen Studien konnte wiederholt gezeigt
werden, dass der Hisg-Tag kaum Effekte auf die Proteinstruktur hat (CARSON et al.,
2007). Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Hisg-Tag einen Einfluss auf die
Tertiarstruktur hat, ist jedoch gegeben, so dass die Aufklarung der PhaZ7.niss Struktur
nicht ohne Bedeutung ist.
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Die Struktur der PhaZ7.niss Depolymerase konnte bereits aufgeldst werden und zeigt
zwei asymmetrische Monomere (A und B) mit einer Auflésung von 1,6 A. Der Hise-
Tag ist in beiden Monomeren aufgrund der geringeren Elektronendichte nicht zu
bestimmen. Eine mdgliche Erklarung fir die geringere Elektronendichte ist die
Flexibilitit des Tags. Das Monomer A des PhaZ7:.ss zeigt keine signifikante
Abweichung von bereits veroffentlichen Phaz7 Strukturen (PAPAGEORGIOU et al.,
2008; WADAKAR et al. 2010). Das Monomer B verfugt Uber kleinere Unterschiede in
einigen Stellen, wie der Ausrichtung des aktiven Ser136, den Regionen 248-252 und
282-294 als auch den 7-und 8-Faltblattstrukturen (Region 202-208). Der Bereich
282-291 des Monomers B ist in dieser Struktur nicht zu bestimmen. Dieser Befund ist
interessant, da bei anderen PHB Depolymerase Strukturen (PAPAGEORGIOU et al.,
2008; WADAKAR et al.,, 2010) und dem Monomer A dieser Bereich aufgeklart
werden konnte. Eine Modellierung des 3-HB Trimers in dem aktiven Zentrum von
Phaz7 zeigte eine sterische Hinderung durch die Bereiche 285 =295 und 95 106
(PAPAGEORGIOU et al., 2008). Somit muss eine Anderung der Proteinkonformation
stattfinden. PAPAGEORGIOU et al. postuliert, dass die Konformationsdnderungen,
welche die Regionen 285295 und 95406 beinhaltet, die Substratbindung
erleichtern. Besonders die Region 285-295 verfugt tUber viele oberflachenexponierte
Aminosaurenreste, so dass eine strukturelle Verdnderung dieser Region durchaus
vorstellbar ist. Der Befund, dass die Region (282-294) im Monomer B der PhaZ7hiss
Struktur nicht zu bestimmen ist, im Monomer A des PhaZ7.s¢ Proteins sowie in
anderen friheren Phaz7 Wildtypstrukturen hingegen schon, ist ein Argument dafur,
dass dieser Bereich beweglich ist. Ein flexiblerer Bereich kann die Kristallisation
unmdglich machen oder stark einschranken. Dies unterstitzt somit zunachst die
Hypothese von PAPAGEORGIOU et al., 2008, dass die PhaZ7 Depolymerase ihre

Konformation @ndern kann und der Bereich 285 295 als mdgliche Offnung zum

katalytischen Zentrum des PhaZ7 Enzyms dient.

Die Strukturvergleiche zwischen den PhaZ7 Wildtyp Strukturen zeigen, dass der
Bereich um die 7- und 8-Faltblattstrukturen (202-208) flexibel ist. Somit sind die

7- und 8-—Faltblattstrukturen in der Lage, ihre Konformation zu andern (WADAKAR
et al., 2010). Dies wurde eine Erklarung fur die Abwesenheit dieser Strukturen im
Monomer B des PhaZ7.nss Proteins darstellen. Die Beweglichkeit des Bereichs um

die 7- und 8-Faltblattstrukturen, welche in der PhazZ7 ,extra Doméane*“ zu finden
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sind, unterstutzt die Theorie, dass die PhaZ7 ,extra Domane*“ an der Substratbindung
beteiligt ist und eine Konformationsanderung auftreten muss, um einen Zugang fur
das Substrat in das katalytische Zentrum des Enzyms zu schaffen. Die Analyse des
aktiven Ser136 im Monomer B ergab, dass die Seitenkette dieser Aminosaure in zwei
maoglichen Ausrichtungen vorliegen kann. Diese Struktur kommt vermutlich durch
Kristallpackungen zustande und stellt somit eine Art Defekt dar. Denkbar wére aber
auch, dass die Seitengruppe des Serl36 in der Tat flexibel ist. Nach der Enzym-
Substrat-Interaktion verandert das Serl36 seine Konformation zu einer fir die
Hydrolyse Reaktion gunstigeren Position. Eine ahnliche Konformation des Serin
wurde beim katalytischen Zentrum der P. funiculosum PHB Depolymerase gefunden
(HISANO et al., 2006). Bei diesem Enzym ist der Abstand zwischen dem
katalytischen Ser39 und dem His155 zu grof3 fur eine Wasserstoffbrickenbindung.
Eine Konformationsdnderung des Ser30 in P. funiculosum PHB Depolymerase muss
demzufolge stattfinden, um eine Wasserstoffbriickenbildung zwischen Ser30 und
His155, welche essentiell fiir die Hydrolyse ist, moglich zu machen.

4.4.2. PhaZ7 sniss * Varianten

Bislang konnte nur die Struktur des PhaZ7:s6* Tyrl05Ala, des PhaZ7cniss*
Tyrl05Glu, PhaZ7.iss* Tyrl90Glu und PhaZ7.s6* Trp202-Val208 aufgeklart
werden. Das PhaZ7.nss* Tyrl05Ala Mutein, das PhaZ7:nis6* Tyrl05Glu Mutein und
das PhaZ7.niss* Tyrl90Glu Mutein kristallisierten als asymmetrische Dimere, genau
wie das PhaZ7:iss Wildtyp Protein. Wohingegen das PhaZ7:se* Trp202-Val208
Mutein als Tetramer zu sehen ist. Analysen der Interfacebildung bei den PhaZ7niss*
Varianten (Tyrl05Ala, Tyrl05Glu, Tyr1l90Glu, und Trp202-Val208) mit dem
Programm MSCPisa (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/) ergaben einen CSS-

Wert (,Complexation Significance Score®) von 0. Demzufolge kann ausgeschlossen
werden, dass bei diesen PhaZ7.isg* Varianten die Bildung von Dimer bzw. Tetramer
eine funktionelle Aufgabe hat. Die Dimer- bzw. Tetramerbildung ist mdoglicherweise
durch die Kristallpackung hervorgerufen werden.

Die Strukturen der bereits aufgeklarten PhaZ7.ss* Einzelnmuteine (Tyrl05Ala,
Tyrl05GIlu und Tyr190Glu) verfigen uber keine signifikanten Unterschiede zum
Wildtyp PhaZ7.ns Protein. Demzufolge konnte nach der Strukturanalyse bestatigt
werden, dass die beobachteten Verdnderungen der biochemischen Eigenschaften
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der PhaZ7:nis6* Tyrl05 Variante und des PhaZ7:ns6* Tyrl90Glu Muteins durch die
Verringerung der nPHB Bindeféahigkeit aufgrund des Aminosdureaustauschs und
nicht durch die Veranderung der Proteinstruktur hervorgerufen sind. Lediglich
geringere Abweichungen an der Proteinoberflaiche (Region 248-252, Region 282-294
und die 7-und 8-Faltblattstrukturen) sind bei dem Strukturvergleich mit Monomer
B des PhaZ7.ns Wildtyps zu erkennen. Genauso wie bei der Strukturanalyse des
PhaZ7..s Wildtyps konnen diese leichten strukturellen Veranderungen durch die
Beweglichkeit der genannten Bereiche erklart werden. Die Analyse des aktiven
Zentrums der PhaZ7:ise* Tyrl05 Varianten ergab keine Beeintrachtigung in der
katalytischen Triade. Bei der PhaZ7.nis6* Tyr190Glu Variante dagegen (insbesondere
im Monomer B) wurde eine andere Orientierung der Hydroxylgruppe des Serl36
gefunden. Der Abstand dieser Hydroxylgruppe ist zu grol3 fur eine
Wasserstoffbriicken Bildung mit His306, so dass eine Konformationsanderung des
Serl36 stattfinden muss, damit die Substrathydrolyse erfolgen kann. Eine ahnliche
Orientierung der Hydroxylgruppe wie bei dem PhaZ7.nse* Tyrl90Glu Mutein wurde
im Monomer B der PhaZ7.nise Wildtyp Struktur gefunden. Hochstwahrscheinlich sind
die Hydroxylreste des Serl136 nicht starr. Erst nach der Substratbindung geht diese
Seitenkette in die richtige Position, um mit der Imidazolgruppe des His306 eine
Wasserstoffbrickenbindung zu bilden.

Der Strukturvergleich in Abbildung 53a zeigte, dass das PhaZ7.s6* Trp202-Val208
Mutein &hnlich wie das Wildtyp Protein faltete. Ferner ist die katalytische Triade des
Enzyms so angeordnet, dass alle wichtigen Voraussetzungen fur die Hydrolyse erftillt
sind. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Veranderung der
Enzymeigenschaften bei der biochemischen Charakterisierung dieses Muteins durch
die strukturelle Verdnderung des Proteins verursacht wurde. Die Abwesenheit der
Region Trp202-Val208 fiihrte zur Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivitat und
der nPHB Bindefahigkeit. Dies deutet darauf hin, dass dieser Bereich mdglicherweise
essentiell fur die Absorption an das Substrat ist und infolgedessen eine Rolle fur die
Enzymaktivitat spielt.

4.3.3. PhaZ7 s * Serl36Ala-3-HB Trimer-Komplex
Die Aufklarung der PhaZ7.nss* Serl36Ala Struktur mit gebundenem 3-HB Trimer
liefert neue Informationen zur Substratbindung. Das 3-HB Trimer liegt in einer Furche
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in der Phaz7 ,extra Domane“ vor, welche von Tyrl05, Serl68, Tyrl76, Prol82,
GIn187, Asn188, Tyrl89 und Tyrl90 umgeben ist. Die Strukturanalyse mit LigPlot
(WALLACE et al, 1995) zeigte Wasserstoffbrickenbindungen zwischen dem
Stickstoffatom des Tyr189 in der Hauptkette bzw. des Asn188 in der Seitenkette und
der Carbonylgruppe des 3-HB Trimers. Weiterhin wurde das Trimer durch
hydrophobe Wechselwirkungen mit Tyr105, Tyrl76, Tyr190, Phel98 und Prol82
gebunden. Die Mutation der Tyr105, Tyrl76, Tyr189, Tyrl190 fuhrte wie in Kapitel 3.3
beschrieben zur Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivitat und zur
Reduzierung der Fahigkeit nPHB zu binden. Die Ergebnisse der biochemischen
Untersuchungen zur Beteiligung des Tyrl05, des Tyrl76, des Tyrl89 und des
Tyrl90 an der nPHB-Bindung wurden durch die Strukturanalyse des PhaZ7:ise*
Serl36Ala-3-HB-Trimer-Komplex bestatigt. Der Austausch des Tyr105, des Tyrl76
bzw. des Tyrl90 gegen Glutamat hat zur Folge, dass die in Abbildung 60
dargestellten hydrophoben Wechselwirkungen nicht mehr stattfinden kénnen. Die
nPHB-Bindung wird demzufolge vermindert und die nPHB-Hydrolyse wird
beeintrachtigt. Das Stickstoffatom des Tyr189 stabilisiert die Substratbindung durch
die Bildung einer Wasserstoffbriickenbindung. Da diese Bindung in der Hauptkette
des Tyrl89 abléauft, sollte die Substratbindung durch die Mutation des Tyrl189 nicht
behindert werden. Die Mutation des Tyrl189 zu Alanin bzw. Glutamat fihrt aber zu
einer Beeintrachtigung der nPHB Depolymerase Aktivitat. Es ist denkbar, dass die
beiden aromatischen Ringe des Tyr189 und des Tyr190 sich gegenseitig durch eine
hydrophobe Wechselwirkung stabilisieren. Der kleinste gemessene Abstand
zwischen den beiden aromatischen Ringen betragt 3,9 A. Durch die Mutation des
Tyrl89 zu geladenem Glutamat fehlt moglicherweise die stabilisierende hydrophobe
Wechselwirkung zwischen Tyr189 und Tyr190. Das Tyrl190 kann demzufolge eine
andere Position einnehmen, welche schlie3lich dessen hydrophobe Interaktion mit
dem Substrat (nPHB) vermindert.

In der PhaZ7.nise* Serl36Ala-3-HB Trimer-Komplex Struktur ist die Beteiligung des
Trp207 an der Substratbindung nicht zu erkennen. HANDRICK (2002) hat
beschrieben, dass es sich bei PhazZz7 um eine Depolymerase mit praferentieller
Endoaktivitdt handeln sollte. Eine Exoaktivitdt ist aber nicht ausgeschlossen.
Denkbar ist die Beteiligung des Trp207 bei der Bindung langkettiger 3-HB Oligomere,
wie z.B. 3-HB Pentamer oder 3-HB Oktamer. Um Informationen zu einer maglichen
Teilnahme des Trp207 an der nPHB-Bindung zu erhalten, wurde eine Modellierung
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der 3-HB Oligomere (Pentamer) an der PhaZ7 ,extra Doméne“ mit dem Programm
YASARA durchgefuhrt. Die Liste der gefundenen mdéglichen Bindungen ist in Tabelle
17 gezeigt. Angegeben sind die mdglichen Bindungsstellen mit der berechneten
Bindungsenergie. Je hoher die Bindungsenergie, desto hoher st die
Wahrscheinlichkeit, dass eine Bindung tatséachlich stattfindet. Beim besten Treffer
kann eine Beteiligung des Trp207 an der Bindung festgestellt werden. Neben dem
Trp207 spielen anscheinend auch die in dieser Arbeit untersuchten Tyrosine (Tyr105,
Tyrl76 und Tyrl89), mit Ausnahme von Tyrl90, eine Rolle bei der 3-HB Pentamer
Bindung. Die dreidimensionale Darstellung dieser Bindungsmodellierung ist in
Abbildung 63 gezeigt. Es ist erkennbar, dass das Pentamer mdglicherweise an der
Furche gebunden ist. Genau an demselben Ort wo sich der 3-HB Trimer in dem
PhaZ7:ns6* Serl36Ala-3-HB-Trimer-Komplex befand. Daran kann man die
Bedeutung dieser Furche als mdgliche nPHB-Substratbindestelle erkennen

Tabelle 17. Ergebnis der Modellierung von 3-HB Pent amer an der PhaZ7 ,extra
doméne“. Das Dockingexperiment wurde mit dem Programm YASARA durchgefuhrt.
Aufgelistet sind die zwei besten Treffer.

Treffer | Bindungsenergie Bindungskonstante Umgebenen Aminoséuren
[kcal/mol] [pM]
1 6,82 10030000 Tyrl05, Tyrl76, Alal77, Asnl78, Alal79,

Pro182, Gly185, Ser186, GIn187, Asn188,
Tyrl89, Thr194, Phel95, Gly196, Val206,
Trp207, Val208, Ser209

2 6,5 17320000 Arg166, Tyrl69, Tyri72, Phel98, Pro199,

Glu200, Gly201, Trp202, Tyr203, Tyr204,

Gly205, Thr213, Gly214, Ser215, Arg222,
Phe251
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Abbildung 63. Dreidimensionale Darstellung einer 3- HB Pentamer Bindung an das
Phaz7 Protein. Gezeigt ist das beste Ergebnis aus einer Modellierung mit dem Programm
YASARA. Das 3-HB Pentamer (dargestellt als gelber Stick) wurde mit dem Programm
ChemDraw generiert. a. Das Pentamer bindet an der Oberflache der Phaz7 (als Cartoon in
gran). Die umgebenen Aminoséuren, welche maoglicherweise eine Interaktion mit dem
Substrat bilden, sind in b als blaue Sticks gezeigt. Die in dieser Arbeit untersuchten
Aminosauren sind als Sticks in griin gezeigt.

4.3.4. Mogliche Konformationsdnderungen der PhazZz7 D  epolymerase bei der
Substratbindung

Ein besonderes Merkmal bei den meisten Lipasen, welche genau wie PhazZ7
Depolymerase zu den Serinhydrolasen gehéren, ist das Vorhandensein einer
beweglichen Struktur. Dieses sogenannte Lid kann den Zugang zum aktiven Zentrum
verschlielen. Durch eine Grenzflachenaktivierung an einer hydrophoben
Grenzschicht erfolgt ein Konformationsiibergang von einer geschlossenen zu einer
offenen Konformation und erlaubt dem Substrat somit den Zugang zum aktiven
Zentrum. Fur Lipase aus Candida rugosa wurden sowohl die offene Konformation
(GROCHULSKI et al, 1993) als auch die geschlossene Konformation
(GROCHULSKI et al., 1994) bereits beschrieben. Hier tibernimmt eine -Helices an
der Proteinoberflache die Funktion des Lids. Durch die Bewegung dieses Lids kann
das Protein seine Konformation von inaktiver Form (geschlossen) zu aktiver Form

(offen) durch eine Grenzflachenaktivierung verandern.
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Abbildung 64. Die Struktur der C. rugosa Lipase. Dargestellt sind die offene Konformation
(PDB Eintrag 1CRL, grin) und die geschlossene Konformation (PDB Eintrag 1TRH, lila).
Durch die Bewegung der flexibelen -Helices (rote Pfeil) verdndert das Enzym seine
Konformation.

Fur Phaz7 wurde ahnlich wie bei den Lipasen eine Konformationsanderung bei der
nPHB-Bindung postuliert, da das aktive Zentrum des Enzyms im Proteinkern
verdeckt ist (PAPAGEORGIOU et al., 2008). Durch diese strukturelle Veranderung
kann ein direkter Zugang zum aktiven Zentrum geschafft werden, so dass das
Substrat in die katalytische Triade des Enzyms gelangen kann. Die Ergebnisse der
Analyse von bereits vorhandenen PhaZ7.ss* Varianten (Wildtyp, Tyrl05Ala,
Tyrl05Glu, Tyr190Glu, Trp202-Val208, Serl136Ala und Serl36Ala gebunden an 3-
HB Trimer) weisen auf eine Beweglichkeit einiger Regionen (Region 243-252, Region
282-292 und Region 202-208 ( 7- und 8-Faltblattstrukturen)) im PhaZ7 Protein auf.
Besonders interessant ist der strukturelle Unterschied zwischen dem freien
PhaZ7:is6* Serl36Ala Mutein und dem 3-HB Trimer gebundenen PhaZ7cniss*
Serl36Ala Mutein. In Abbildung 56 sind die Hauptunterschiede der beiden Strukturen
im Bereich 200-209, 248-252 und 281-294 zu erkennen. Das Phe251 und das
Trp252 wechselten ihre Positionen in den beiden Strukturen. Die Region 281-294 ist
durch die Bindung des Trimers nicht mehr zu bestimmen, was zur Annahme der
Beweglichkeit dieser Region verleitet. Bereits 2008 hat PAPAGEOGIOU et al.
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postuliert, dass diese Region, welche eine sterische Behinderung zum aktiven
Zentrum des Enzyms darstellt, die Funktion eines Lids im PhaZ7 Protein Gbernimmt.
In der Struktur des 3-HB Trimer gebundenen PhaZ7.ss * Serl36 Ala Komplexes
konnte durch das Fehlen der Region 281 — 294 ein Kanal von der Proteinoberflache
in das aktive Zentrum des Enzyms festgestellt werden (Abbildung 65). Zu erkennen
sind aulRerdem die benachbarten hydrophoben Aminosduren (in blau dargestellt)
entlang dieses Kanals, welche mdglicherweise an der Bindung des Substrates
beteiligt sein kbnnen. Verfligt die Region 281-294 (ber die Funktion eines Lids, kann
die Bewegung dieser Region dazu fuhren, dass das aktive Zentrum fur das Substrat
zuganglich wird. Um eine Antwort auf die Bedeutung der Region 281-294 bei der
Substratbindung erhalten zu kénnen, missen noch weitere Untersuchungen
durchgefuhrt werden. Inbesondere um die Lage dieser Region in der gebundenen

Komplexstruktur bestimmen zu kénnen.

Abbildung 65. Struktur des Monomers B von PhaZ7 s Depolymerase. a. Dargestellt ist
die Oberflachenstruktur des Proteins. In Abwesenheit der Region 284-292 ist ein Kanal,
umgeben von hydrophoben Aminoséuren (in Blau), zu erkennen. Das aktive Zentrum (in rot)
ist somit frei. b. Hier sind die Aminoséduren des aktiven Zentrums und die benachbarten
hydrophoben Aminosauren aus a. nochmals als Stick-Darstellung wiedergegeben.
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Weitere Aufklarungen der Struktur des an das 3-HB Oligomer gebundenen PhazZ7
Proteins (Pentamer, Oktamer usw.) sind notwendig. Das gebundene 3-HB Trimer im
PhaZ7:nis6 * Serl36 Ala Komplex lag noch weit entfernt vom aktiven Zentrum. Es ist
bislang noch unklar, welchen Weg das Trimer nimmt, um ins aktive Zentrum zu

gelangen.

4.4. Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Aminoséuren Tyrl05, Tyrl76,
Tyrl89, Tyrl90, Trp207 und der Bereich Trp202-Val208 an der nPHB-Bindung
beteiligt sind. Der Austausch dieser Aminosauren zu Alanin, Serin oder Glutamat
bzw. die Deletion der Region Trp202-Val208 fuhrten zu einer Beeintrachtigung der
nPHB-Bindung. Dadurch verringert sich die Fahigkeit dieser Muteine nPHB zu
hydrolysieren. Durch die Aufklarung der an das 3-HB Trimer gebundenen Phaz7
Struktur konnte die Teilnahme des Tyrl76, Tyrl89 und Tyrl90 an der
Substratbindung nachgewiesen werden. Besonders interessant sind auf3erdem die
strukturellen Unterschiede zwischen der freien PhaZ7.ns6* Serl36Ala Struktur und
der 3-HB Trimer gebundenen PhaZ7.iss* Serl36Ala. Bei dem 3-HB Trimer-
PhaZ7:nis6* Serl36Ala-Komplex konnte der Bereich 282-294, welcher aufgrund des
Modellierungsergebnisses als mogliche Offnung zum aktiven Zentrum des Enzyms
angenommen wird, nicht identifiziert werden. Dies lasst vermuten, dass dieser
Bereich maoglicherweise beweglich ist. Eine &ahnliche Struktur wurde auch beim
Monomer B des PhaZ7.iss Wildtyps gefunden. Um die Funktion der Region 282-294
untersuchen zu kénnen, kdnnte diese Region vollstandig oder nur teilweise aus dem
Protein entfernt werden. Dient diese Region als Eingang zum aktiven Zentrum
musste die Deletion dieser Region zu einer erleichterten Bindung des Substrats an

das aktive Zentrum fuihren.

Die Analyse der PhaZ7.niss* Serl36Ala Struktur gebunden an dem 3-HB Trimer liefert
neue Information zur Substratbindung bzw. neue Erkenntnisse Uber die
Aminosauren, die an der Substratbindung beteiligt sind. Inbesondere das Asn188
und das Phel95 kdnnen als weitere Ziele fir einen Austausch gesehen werden. Sind
diese Aminosauren essentiell fur die Polymer Bindung, sollte ein Austausch dieser
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Aminosauren gegen andere Aminosauren die Substratbindung und somit die

Enzymaktivitat negativ beeinflussen.

In dieser Arbeit wurde nach Mutanten gesucht, die eine verringerte nPHB-Bindung
und nPHB Depolymerase Aktivitdt aufwiesen. HIRAISHI et al., 2010 zeigten fir die
PHB Depolymerase PhaZgpit1 aus R. pickettii T1 eine Erh6hung der Substratbindung
durch den Austausch von Tyr443 gegen Phenylalanin. Ein &hnlicher Versuch ist auch
fur PhaZ7 denkbar, um den Adsorptionsvorgang an die nPHB besser zu verstehen.
Die Hydrophobizitdt des Phenylalanins ist hoher als die des Tyrosins bzw. des
Tryptophans (KYTE und DOOLITTLE, 1982). Alle drei Aminosduren besitzen ein
ahnliches Volumen (ZAMYATNIN, 1972), so dass die Moglichkeit einer strukturellen
Veranderung durch den Austausch gering ware. Das PhaZ7:is6* Tyrl05Phe Mutein
wurde bereits innerhalb dieser Arbeit hergestellt. Erste Aktivititsmessungen zeigten,
dass dieses Mutein Uber eine leicht erhdhte nPHB Depolymerase Aktivitat im
Vergleich zum Wildtyp verfugt (Daten nicht gezeigt). Weitere Experimente (wie z.B.
ein Esterasentest und ein nPHB-Bindungstest) wurden nicht durchgefuhrt. Um mehr
experimentelle Erkenntnisse Uber die Adsorption des PhaZz7 an der nPHB-Bindung
gewinnen zu konnen, kann alternativ zu dieser Arbeit PhaZ7 Mutein generiert
werden, welches durch die Mutation Uber eine verbesserte Substratbindung verfiigt.
Mit den gewonnenen Kenntnissen kénnen weitere Einblicke in den Mechanismus der

nPHB-Bindung und die nPHB-Hydrolyse erhalten werden.

Die Aufklarung der Muteinstruktur ist sehr wichtig, um ausschliel3en zu kénnen, dass
die eingefiihrte Mutation die Proteinstruktur beeinflusst hat. In Zusammenarbeit mit
der AG Papageorgiou aus Turku wird zukinftig ein Kristallisationversuch
durchgefihrt, um die Struktur der restlichen PhaZ7.nss* Muteine aufzuklaren
(PhaZ7qhisg* Tyrl76Glu, PhaZ7chise* Tyrl89Glu, PhaZ7:nise* Trp207Glu, PhaZ7piss*
Tyrl05Glu Tyrl89Glu und PhaZ7:nise* Tyrl05Glu Tyr190Glu). Die Kristallisation und
die Strukturaufklarung sind aber auf3erst zeit- und arbeitsintensiv. Au3erdem lassen
sich manche Proteine Uberhaupt nicht kristallisieren. Eine alternative Methode, um zu
ermitteln, ob die Struktur eines Proteins durch einen Aminosaurenaustausch
beeinflusst wird, ist die Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie). Das
Prinzip der CD-spektroskopischen Messungen besteht darin, dass optisch aktive
Substanzen unterschiedliche Absorptionskoeffizienten fir links- und rechts-zirkular
polarisiertes Licht besitzen. Als Ergebnis bekommt man Informationen Uber die
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prozentuale Zusammensetzung der Sekundarstruktur des Proteins in der Lésung.
Daraus laRt sich erschlieBen, dass die Strukturen von zwei verschiedenen

Phaz7.iss* Varianten dhnlich zueinander sind oder sich voneinander unterscheiden.

Weiterhin hat die CD-Spektroskopie den Vorteil, dass die Messungen in L&ésung
vorgenommen werden konnen. Somit sind zeitabhangige Messungen wie die
Proteinfaltung, Denaturierung und die Konformationsanderungen  durch
Ligandenbindung, mdglich. Die Veranderung der Phaz7 Struktur durch die Bindung
an die PHB Oligomere kdnnte somit verfolgt werden. Die nPHB Granula kénnen fir
diese Messung nicht verwendet werden, da sich auf den Granula noch viele fremde
Proteine befinden. Im Gegensatz zur Kristallstrukturanalyse kann die CD-
Spektroskopie aber keine molekularen Details auflésen. Es besteht daher weiterhin
ein Bedarf, die Struktur der am Substrat gebundenen PhaZ7 Depolymerase
aufzuklaren. Derzeit wird von der Kooperationsgruppe ein neuer Versuch PhaZ7:pise*
Serl36Ala mit 3-HB-Oktamer zu kristallisieren durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser
Experimente kdnnte neue Erkenntnisse Uber den Subtratbindungsvorgang bei der
Phaz7 Depolymerase liefern. Moglicherweise kann durch die Strukturaufklarung des
Phaz7-3-HB-Oktamer Komplexes die Beteiligung des Trp207 nachgewiesen werden.
Der Austausch dieses Tryptophans gegen Glutamat fuhrt zur Verringerung der
nPHB-Bindung. Eine direkte Teilnahme dieser beiden Aminosauren an der 3-HB-
Trimer-Bindung kann aber nicht gezeigt werden.

Die neue Rekonstruktion der Struktur der PhaZ7 Depolymerase liefert neue
Informationen Uber das Enzym. Mit Hilfe von Methoden der Bioinformatik
(computergestutzte Modellierung) konnten nun weitere Vorhersagen udber das
Substratbindungsmodell bzw. tber den Mechanismus des Enzyms gemacht werden,
die dann durch experimentelle Arbeiten bewiesen werden muissten. Ein
Bioinformatikprogramm, das solche Modellierungen ermoglicht, ist YASARA, mit
dessen Hilfe ein Dockingexperiment durchgefuihrt werden kdnnte. Das Programm
liefert Informationen Uber die mdgliche Substratbindungsstelle und gibt auch die
Bindungsenergie an. Ein erster Versuch das 3-HB Trimer an das aktive Zentrum zu
modellieren, fuhrte zu einem interessanten Ergebnis (Tabelle 18, Abbildung 66).
Obwohl es keinen direkten Zugang zum aktiven Zentrum gibt, verfigt Phaz7 tber
einen leeren Raum oder einen Tunnel im Proteinkern. In diesem Raum bzw. Tunnel

kann nach der YASARA Modellierung das 3-HB-Trimer gebunden werden. Das
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aktive Zentrum des Enzyms befindet sich in der Umgebung dieses Tunnels. Dieser
Tunnel ist von vielen hydrophoben Aminosduren umgeben, was optimal fiur
hydrophobe Wechselwirkungen ist. Dieses Modellierungsergebnis kénnte als neuer
Ansatz fur weiterfuhrende Experimente benutzt werden. Zwar ist immer noch unklar,
wie das 3-HB Trimer an das aktive Zentrum binden kann, aber durch die Mutation an
den hydrophoben Aminoséauren, die nach YASARA an der Substratbindung in der
Néahe des aktiven Zentrums beteiligt sind, konnten weitere Einblicke in die Prinzipien
der PHB-Hydrolyse erhalten werden. Aufgrund des besseren Verstandnisses uber
den Reaktionsmechanismus konnten demzufolge Modifikationen am Enzym
vorgenommen werden, die die Eigenschaften des Enzyms verbessern bzw. die das
Spezifitatsspektrum des Enzyms erweitern wirden. Solche Enzyme waren auch

interessant fur die Biokunststoffsindustrie.

Tabelle 18. Die zwei besten Treffer bei dem Docking  des 3-HB Trimers an das aktive
Zentrum des PhaZ7 Proteins.

Treffer | Bindungsenergie Bindungskonstante Umgebenen Aminoséuren
[kcal/mol] [pM]
1 9,13 203130 Asn49, Serl36, Met137, Alal62, Gly163,

Gly164, Leul68, Thr183, Phel97, Ser237,

Ala238, Gly239, Asp242, Val244, Gly245,

Asp256, Ala258, Ala259, Trp287, Met291,
His306, Tyr342

2 7,72 2190000 Asn49, Serl36, Met137, Alal62, Gly163,
Gly164, 1le165, Leul68, Phel97, Leu236,
Ser237, Ala238, Gly239, Asp242, Val244,
Gly245, Cys255, Asp256, Ser257, Ala258,
Ala259, Trp287, His306, Tyr342
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Abbildung 66. Die Ergebnisse aus dem Dockingexperim ent mit dem Programm
YASARA. Das 3-HB Trimer (dargestellt als roter Stick) wurde mit dem Programm ChemDraw
generiert. Gezeigt sind die beiden besten Treffer mit der hdchsten Bindungsenergie. Erster
Treffer: a, b, c. Zweiter Treffer: d, e, f. a, d: Dargestellt ist die PhazZz7 Oberflache. Die
katalytische Triade (in blau) ist im Proteinkern verdeckt, ebenso das modellierte 3-HB Trimer
(in rot). b, d: Darstellung des Proteinkerns. Zu erkennen sind die katalytische Triade und das
3-HB Trimer. Das Trimer befindet sich in einem Hohlraum (griiner Schlauch) innerhalb des
Proteinkerns. ¢, f: Gezeigt sind das Trimer (rot), das aktive Zentrum (blau) und die
umgebenen Aminosauren (grin), welche maoglicherweise an der Trimer Bindung beteiligt
sind. Detaillierte Information zu diesen Aminoséauren ist in Tabelle 18 angegeben.
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