
 

 

Biochemische und strukturbiologische 

Untersuchungen zur Substratbindung der 

extrazellulären PHB Depolymerase PhaZ7 

aus Paucimonas lemoignei  

 

 

von der Fakultät für Energie-, Verfahrens- und Biotechnik (Fakultät 4)  

der Universität Stuttgart zur Erlangung der Würde eines Doktors der 

 Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.) genehmigte Abhandlung  

 

 

vorgelegt von  

Siska Vogel 

aus Surakarta (Indonesien) 

 

 

Hauptberichter: Prof. Dr. Dieter Jendrossek 

Mitberichter: Prof. Dr. Jürgen Pleiss 

Tag der mündlichen Prüfung: 18. Juli 2014 

 

 

Institut für Mikrobiologie der Universität Stuttgart  

2015



 

�

Die experimentellen Arbeiten für die vorliegende Dissertation wurden unter der 

Leitung von Prof. Dr. D. Jendrossek am Institut für Mikrobiologie der Universität 

Stuttgart durchgeführt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Teile dieser Arbeit wurden bereits veröffentlicht: 

HERMAWAN, S. und JENDROSSEK, D.  2010. Tyrosine 105 of Paucimonas 

lemoignei PHB depolymerase PhaZ7 is essential for polymer binding. Polymer 

Degradation and Stability 95:1429-1435. 

WAKADKAR, S., HERMAWAN, S., JENDROSSEK, D. und PAPA GEORGIOU, A. 

C. 2010. The structure of PhaZ7 at atomic (1.2 A) resolution reveals details of the 

active site and suggests a substrate-binding mode. Acta Crystallogr. Sect. F Struct. 

Biol. Cryst. Commun. 66:648-654.  

JENDROSSEK, D., HERMAWAN, S., SUBEDI, B. und PAPAGE ORGIOU, A. C. 

2013. Biochemical analysis and structure determination of Paucimonas lemoignei 

poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) depolymerase PhaZ7 muteins reveal the PHB binding 

site and details of substrate-enzyme interactions. Mol. Microbiol. 90(3):649-664. 

 

 



Inhaltsverzeichnis 

�
�

Inhaltsverzeichnis 

 

Zusammenfassung ................................... ................................................................ 1 

1. Einleitung ..................................... ......................................................................... 5 

1.1. Biosynthese von Polyhydroxyalkanoaten (PHAs) ............................................. 5 

1.2. Diversität der PHAs .......................................................................................... 6 

1.3. Aufbau des PHA Granulums ............................................................................ 7 

1.4. Abbau von PHA Granula .................................................................................. 8 

1.4.1. Intrazellulärer Abbau von PHAs ................................................................. 8 

1.4.2. Extrazellulärer Abbau von PHAs ................................................................ 9 

1.5. nPHB-Depolymerase PhaZ7 aus Paucimonas lemoignei............................... 12 

1.6. Dreidimensionale Struktur der PHB Depolymerase ........................................ 13 

1.6.1. P. funiculosum PHB Depolymerase ......................................................... 13 

1.6.2. P. lemoignei nPHB Depolymerase PhaZ7 ............................................... 15 

1.6.3. B. parapertussis putative intrazelluläre PHB Depolymerase LpqC ........... 17 

1.7. Zielsetzung ..................................................................................................... 17 

2. Material und Methoden .......................... ............................................................. 21 

2.1. Organismen, Plasmide und Primer ................................................................. 21 

2.2. Nährmedien .................................................................................................... 25 

2.2.1. Komplexmedien ....................................................................................... 25 

2.2.2. Mineralmedien.......................................................................................... 25 

2.2.3. Antibiotika ................................................................................................ 26 

2.3. Stammhaltung und Konservierung ................................................................. 27 

2.3.1. Kurzfristige Lagerung ............................................................................... 27 

2.3.2. Längerfristige Konservierung ................................................................... 27 

2.4. Zellanzucht ..................................................................................................... 27 

2.4.1. Anzucht von B. subtilis WB800 Stämmen zur Gewinnung extrazellulärer 
PHB Depolymerase PhaZ7 ................................................................................ 27 

2.5. Anreicherung und Reinigung von Proteinen ................................................... 28 

2.5.1. Ultrafiltration ............................................................................................. 28 

2.5.2. Affinitätschromatographie (Nickel-NTA) ................................................... 28 

2.5.3. Gelchromatographie ................................................................................. 29 



Inhaltsverzeichnis 

�
�

2.6. Proteinbiochemische Methoden ..................................................................... 29 

2.6.1. Proteinbestimmung nach BRADFORD, 1976........................................... 29 

2.6.2. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach LAEMMLI, 1970.
 ........................................................................................................................... 29 

2.6.3. Unspezifische Proteinfärbung mit Silber .................................................. 31 

2.7. Bestimmung von Enzymaktivitäten ................................................................. 32 

2.7.1. Turbidimetrischer Test zur Bestimmung der PHA Depolymeraseaktivität 32 

2.7.2. Bestimmung von Esterase-Aktivitäten ...................................................... 33 

2.8. Genetische Methoden .................................................................................... 33 

2.8.1. Vorbehandlung von Geräten und Lösungen ............................................ 33 

2.8.2. Plasmidisolierung ..................................................................................... 33 

2.8.3. Standard-Agarose-Gelelektrophorese von DNA ...................................... 34 

2.8.4. Präparation von Nukleinsäuren aus Agarosegelen .................................. 34 

2.8.5. Enzymatische Modifikation von DNA ....................................................... 35 

2.8.5.1. Restriktionsverdau von DNA ................................................................. 35 

2.8.5.2. Ligation von DNA-Fragmenten .............................................................. 35 

2.8.6. Transformation von E. coli ....................................................................... 36 

2.8.7. Transformation von B. subtilis .................................................................. 36 

2.9. Zielgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Polymerasen- Kettenreaktion (PCR) 37 

2.10. Sequenzierung und Sequenzanalyse ........................................................... 37 

2.11. nPHB-Bindungstest ...................................................................................... 37 

2.12. Immunologische Methode ............................................................................ 38 

2.12.1. Western-Blot (Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen) .............. 38 

2.12.2. Immunmarkierung .................................................................................. 39 

2.13. Strukturanalyse ............................................................................................ 40 

2.14. Enzyme und Chemikalien ............................................................................. 41 

3. Ergebnisse ..................................... ..................................................................... 42 

3.1. Ortsgerichtete Mutagenese des phaZ7 Gens ................................................. 42 

3.1.1. Herstellung des Klonierungsplasmids pBSK-::phaZ7 als Ausgangpunkt für 
die ortsgerichtete Mutagenese der nPHB-Depolymerase PhaZ7 ....................... 42 

3.1.2. Einfügen des His6-Tags zur vereinfachten Aufreinigung der nPHB-
Depolymerase PhaZ7 ........................................................................................ 44 

3.1.3. Generierung der nPHB-Depolymerase PhaZ7 Variante ........................... 47 

3.2. Aufreinigung der PHB Depolymerase PhaZ7 aus dem B. subtilis WB800 
Kulturüberstand ..................................................................................................... 48 



Inhaltsverzeichnis 

�
�

3.3. nPHB Depolymerase PhaZ7chis6* Variante ..................................................... 50 

3.4. Biochemische Charakterisierung der nPHB Depolymerase PhaZ7chis6* Variante
 .............................................................................................................................. 61 

3.4.1. nPHB Depolymerase Aktivität .................................................................. 62 

3.4.2. Die Abhängigkeit der nPHB Depolymerase Aktivität von Substrat- und 
Enzymkonzentration........................................................................................... 65 

3.4.3. PhaZ7chis6* Kontrollmutante ..................................................................... 70 

3.4.4. PhaZ7chis6* Doppelmuteine ...................................................................... 72 

3.4.5. PhaZ7chis6* Muteine mit Deletion im Gln187-Phe195 Loop bzw. im Trp202-
Val208 Loop ....................................................................................................... 74 

3.4.6. Bindungsassay ......................................................................................... 79 

3.4.7. Esterasetest ............................................................................................. 87 

3.4.8. Tabellarische Zusammenfassung der durchgeführten Mutagenesen ....... 90 

3.5. Strukturanalyse .............................................................................................. 92 

3.5.1. Strukturanalyse der PhaZ7chis6 Depolymerase ......................................... 97 

3.5.2. Strukturanalyse der PHB Depolymerase PhaZ7chis6* Muteine ................101 

3.5.3. Strukturanalyse des PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 Muteins .....................107 

3.5.4. Strukturanalyse des PhaZ7chis6* Ser136Ala 3-HB-Komplexes ................110 

3.5.5. Zusammenfassung der Kristallstrukturanalyse der PhaZ7chis6* Varianten
 ..........................................................................................................................118 

4. Diskussion ..................................... ....................................................................119 

4.1. Ortsgerichtete Mutagenese ...........................................................................120 

4.2. Fusion der PhaZ7 Depolymerase mit His6-Tag zur Vereinfachung der 
Proteinreinigung ...................................................................................................122 

4.3. Identifizierung der an der Enzym-Substrat-Interaktion beteiligten Aminosäuren
 .............................................................................................................................123 

4.3.1. Effekt des Aminosäureaustausches auf die Enzymaktivität ....................124 

4.3.1.1 nPHB Depolymerase Aktivität ...............................................................124 

4.3.1.2. Einfluss der PhaZ7 Konzentration bzw. der nPHB Granula Konzentration 
auf die nPHB Depolymerase Aktivität. ..............................................................131 

4.3.1.3. Esterase Aktivität .................................................................................134 

4.3.2. Effekt des Aminosäureaustausches auf die nPHB-Bindung ....................137 

4.4. Analyse der PhaZ7 Proteinstruktur ................................................................142 

4.4.1. PhaZ7chis6 Wildtyp....................................................................................142 

4.4.2. PhaZ7chis6* Varianten ..............................................................................144 



Inhaltsverzeichnis 

�
�

4.3.3. PhaZ7chis6* Ser136Ala-3-HB Trimer-Komplex .........................................145 

4.3.4. Mögliche Konformationsänderungen der PhaZ7 Depolymerase bei der 
Substratbindung ................................................................................................148 

4.4. Ausblick .........................................................................................................151 

5. Literaturverzeichnis............................ ...............................................................157 

Danksagung ........................................ ...................................................................171 

Lebenslauf ........................................ ......................................................................172 

 

 

  



Abkürzungsverzeichnis 

�
�

Abkürzungsverzeichnis 

 

A       Ampere 

AFM      Rasterkraftmikroskopie 

APS       Ammoniumpersulfat 

Abb.       Abbildung 

ad       Lateinisch „auf gesamt“, auffüllen 

BCIP       5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat 

BSA       Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 

bp       Basenpaare 

CD      Circulardichroismus 

ca.       circa 

CoA      Coenzym A 

C-Quelle      Kohlenstoffquelle 

C-terminal      carboxyterminal 

d       Tag 

Da       Dalton 

DDSC      Dodecansulfonylchlorid 

DFP      Diisopropylfluorophosphat 

DNA       Desoxyribonukleinsäure 

E       Extinktion 

�       Extinktionkoeffizient 

EDTA      Ethylendiamintetraacetat (Dinatriumsalz) 

et al.       „et alii“; und andere 

g       Erdbeschleunigung (9,81 m/s2) 

g       Gramm 

h       Stunde 

3-HB       3-Hydroxybuttersäure, 3-Hydroxybutyrat 

3-HV       3-Hydroxyvaleriansäure, 3-Hydroxyvalerat 

H2Obidest      zweifach destilliertes Wasser 

LB       Luria-Bertani 

LCL      „long chain length“; langkettige Monomeren  

LMW       „Low Molecular Weight“ 



Abkürzungsverzeichnis 

�
�

MCL       „medium chain length“; mittlere Kettenlänge 

MM       Mineralmedium 

NBT       4-Nitroblautetrazoliumchlorid 

N-terminal     aminoterminal 

PAGE      Polyacrylamidgelelektrophorese 

PHA       Polyhydroxyalkanoat 

PHB   Poly(3-Hydroxybuttersäure) 

Poly(3-Hydroxybutyrat) 

PHV       Poly(3–Hydroxyvaleriansäure),  

Poly(3–Hydroxyvalerat) 

dPHB   denaturiertes parakristallines Poly(3-

Hydroxybutyrat) 

nPHB   native = biochemisch intakte PHB Granula 

[amorphes Poly(3-Hydroxybutyrat 

pH   negativer dekadischer Logarithmus der 

Protonenkonzentration 

PLLA      Polylactid 

PMSF      Phenylmethylsulfonylfluorid 

PVDF      Polyvinylidendifluorid 

QCM      Quarzkristall-Mikrowaagen 

Rmsd      Root Mean Square Deviation 

Rpm       Rotationen pro Minute 

RT       Raumtemperatur 

SCL       „short chain length“; kurze Kettenlänge 

SDS       Natriumdodecylsulfat 

SK       Stammkultur 

SPR  Oberflächenplasmonenresonanz-

spektroskopie 

t       Zeit 

TBE       Tris-Borsäure-EDTA 

TEMED      N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin 

Tris       Tris(hydroxymethyl)aminoethan 

U       Unit (Einheit der Enzymaktivität in µmol/min) 

UV       ultraviolett 



Abkürzungsverzeichnis 

�
�

V       Volt 

Vol.       Volumen 

v/v       Volumen pro Volumen 

WT      Wildtyp 

w/v       Massenanteil am Gesamtvolumen 

w/w       Massenanteil an Gesamtmasse 

 

Abkürzungen für Aminosäuren 

A  Ala  Alanin     M  Met  Methionin 

C  Cys  Cystein     N  Asn  Asparagin 

D  Asp  Aspartat     P  Pro  Prolin 

E  Glu  Glutamat     Q  Glu  Glutamin 

F  Phe  Phenylalanin    R  Arg  Arginin 

G  Gly  Glycin     S  Ser  Serin 

H His  Histidin     T  Thr  Threonin 

I  Ile  Isoleucin     V  Val  Valin 

K Lys  Lysin      W  Trp  Tryptophan 

L  Leu  Leucin     Y  Tyr  Tyrosin 

 

 



Zusammenfassung 

1 
�

Zusammenfassung 
 

1. In dieser Arbeit wurden biochemische und strukturbiologische Untersuchungen an 

der extrazellulären PHB Depolymerase PhaZ7 aus Paucimonas lemoignei 

durchgeführt. Das Ziel ist die an der Substratbindung beteiligten Aminosäuren zu 

identifizieren. 

2. Das PhaZ7 Protein wurde an dem C-terminalen Ende mit His6-Tag fusioniert, um 

die PhaZ7 Aufreinigung zu erleichtern. Dadurch konnte eine reproduzierbare 

Ausbeute von mindestens 3 mg PhaZ7chis6 Protein pro Liter Nährlösung erreicht 

werden. Die Reinheit des isolierten Proteins betrug über 99 %. Die Einführung des C-

terminalen His6-Tags hatte keine signifikante Wirkung auf die Proteinexpression, 

Stabilität oder die spezifische nPHB Depolymerase Aktivität des PhaZ7chis6 Proteins. 

3. Es wurde folgende PhaZ7chis6* Muteine konstruiert: Phe9Glu, Tyr66Glu, 

Tyr103Ala, Tyr103Glu, Tyr105Ala, Tyr105Phe, Tyr105Glu, Tyr124Glu, Tyr169Glu, 

Tyr172Ala, Tyr173Ser, Tyr176Glu, Tyr189Ala, Tyr189Glu, Tyr190Ala, Tyr190Glu, 

Phe198Glu, Tyr203Ser, Tyr204Ser, Trp207Glu, Phe251Glu, Trp252Glu, Tyr105Glu 

Tyr189Glu, Tyr105Glu Tyr190Glu und � Trp202-Val208. Nur die 

Aminosäurenaustausche an Tyr105, Tyr176, Tyr189, Tyr190, Trp207 und die 

Entfernung der Region Trp202-Val208 führten zu einer Veränderung in der 

Enzymkinetik im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7chis6. 

4. Das PhaZ7chis6* Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, Trp207Glu, 

Tyr105Glu Tyr189Glu, Tyr105Glu Tyr190Glu und � Trp202-Val208 Mutein wurden mit 

einer Ausbeute von mindestens 7 mg Protein pro Mutein gereinigt. 

5. Die in vitro nPHB Depolymerase Aktivitätstests mit gereinigtem PhaZ7chis6* 

Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, Trp207Glu, Tyr105Glu Tyr189Glu, 

Tyr105Glu Tyr190Glu und � Trp202-Val208 Mutein zeigten eine Lag-Phase zu 

Beginn der Hydrolyse. Die spezifische Aktivität dieser Muteine mit Ausnahme des 

PhaZ7chis6* Trp207Glu Muteins lag unter 10 % der spezifischen Wildtyp Aktivität. Das 

PhaZ7chis6* Trp207Glu Mutein verfügte noch über 30 % der Wildtyp Aktivität. Die Lag-

Phase am Anfang der Reaktion deutet auf eine Beeinträchtigung der 

Substratbindung hin. 
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6. Ein in vitro Bindungsassay für PhaZ7 an das natürliche Substrat (nPHB) wurde 

entwickelt. Für dieses Assay ist es zunächst notwendig, das PhaZ7 Protein aufgrund 

der sehr hohen nPHB Hydrolyseaktivität (6 x 106 U/mg) zu inaktivieren. Dies erfolgte 

durch die Mutation des Ser136 zu Alanin. 

7. Für die PhaZ7chis6* Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, Trp207Glu, 

Tyr105Glu Tyr189Glu, Tyr105Glu Tyr190Glu und � Trp202-Val208 Muteine wurde 

eine inaktive Variante durch zusätzliche Ser136Ala Mutation konstruiert. Alle 

inaktiven Muteine wurden gereinigt. Die Ergebnisse der Bindungstests wiesen auf 

eine stark reduzierte nPHB-Bindung bei den oben genannten inaktiven PhaZ7chis6* 

Varianten auf. Die nPHB-Bindung des inaktiven Trp207Glu ist stärker als bei den 

restlichen Muteinen aber signifikant schwächer im Vergleich zum inaktiven Wildtyp. 

8. Zusammen zeigen die Ergebnisse der nPHB Deolymerase Aktivitätstests und der 

Bindungstests eine Beteiligung von Tyr105, Tyr176, Tyr189, Tyr190, Trp207 und der 

Region Trp202-Val208 an der nPHB-Bindung. 

9. Die Struktur des PhaZ7chis6 Wildtyps und der PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Ala, 

Tyr105Glu, Tyr190Glu und � Trp202-208) wurde bereits mit einer Auflösung von 1,6 – 

2 Å aufgeklärt. Eine bedeutende strukturelle Veränderung in der PhaZ7chis6* 

Muteinstruktur im Vergleich zu der Wildtyp Struktur wurde nicht gefunden.    

10. Die Aufklärung der Struktur von PhaZ7chis6* Ser136Ala, welche an dem 3-HB 

Trimer gebunden ist, zeigte, dass das Trimer in einer Furche umgeben von Tyr105, 

Ser168, Tyr176, Pro182, Gln187, Asn188, Tyr189, Tyr190 und Phe195 gebunden ist. 

Die Strukturanalyse zeigte Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Trimer und 

dem Stickstoffatom in der Tyr189 Hauptkette bzw. in der Asn188 Seitenkette. Zu 

erkennen sind ferner die hydrophoben Wechselwirkungen des Trimers mit Tyr105, 

Tyr176 und Tyr190. Demzufolge wurde die Beteiligung der Tyr105, Tyr176, Tyr189 

und Tyr190 an der Polymer Bindung bestätigt. 

11. Die Struktur der freien PhaZ7chis6* Ser136Ala 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-PhaZ7chis6* Ser136Ala 

Komplex nicht gelöst und deutet auf eine Beweglichkeit in dieser Region hin. Dies gilt 

als einen Hinweis für eine Konformationsänderung des Proteins nach der 

Substratbindung und unterstutzt die Hypothese dieser Arbeit.  
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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 His6 variant of PhaZ7 was constructed for simplified purification. A 

reproduceable yield of at least 3 mg PhaZ7chis6 protein per litre medium was 

achieved. The purity of the purified protein was > 99 %. The introduction of the his6-

Tag has no significant effect on the protein expression, stability or specific nPHB 

depolymerase activity of the PhaZ7chis6 protein. 

3. Following PhaZ7chis6* mutants were constructed: Phe9Glu, Tyr66Glu, Tyr103Ala, 

Tyr103Glu, Tyr105Ala, Tyr105Phe, Tyr105Glu, Tyr124Glu, Tyr169Glu, Tyr172Ala, 

Tyr173Ser, Tyr176Glu, Tyr189Ala, Tyr189Glu, Tyr190Ala, Tyr190Glu, Phe198Glu, 

Tyr203Ser, Tyr204Ser, Trp207Glu, Phe251Glu, Trp252Glu, Tyr105Glu Tyr189Glu, 

Tyr105Glu Tyr190Glu and � Trp202-Val208. Only exchanges of Tyr105, Tyr176, 

Tyr189, Tyr190, Trp207 and deletion of Trp202-Val208 resulted in a change of its 

kinetic properties in comparison to the wild type protein. 

4. The PhaZ7chis6* Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, Trp207Glu, 

Tyr105Glu Tyr189Glu, Tyr105Glu Tyr190Glu 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 

Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, Trp207Glu, Tyr105Glu Tyr189Glu, 

Tyr105Glu Tyr190Glu 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 PhaZ7chis6* 

Trp207Glu mutant was under 10 % of wild type activity. The PhaZ7chis6* 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 106 U/mg) it was nessesary to 

inactive PhaZ7 by an exchange of Ser136 to alanine. 
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7. An inactive variant of PhaZ7chis6* Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, 

Trp207Glu, Tyr105Glu Tyr189Glu, Tyr105Glu Tyr190Glu and � Trp202-Val208 

mutants was contructed by an additional exchange of Ser136 to alanine. All inactive 

PhaZ7chis6* 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 

PhaZ7chis6* Trp207Glu to nPHB was stronger compared to the remaining PhaZ7chis6* 

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, Tyr176, Tyr189, 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 PhaZ7chis6* Tyr105Glu, Tyr190Glu and � Trp202-Val208 

were determined at 1.6 Å resolution and 2.0 Å resolution for the PhaZ7chis6* deletion 

mutant respectively. Structural analysis showed only slight differences in comparison 

to the wild type structure suggesting flexibility of some regions in PhaZ7. 

10. Recently the structure of inactive PhaZ7chis6* Ser136Ala bound to a 3-HB trimer 

was solved at 1.6 Å resolution. The 3-HB trimer molecule was found to be bound at a 

surface cavity surrounded by Tyr105, Ser168, Tyr176, Pro182, Gln187, Asn188, 

Tyr189, Tyr190 and Phe195. 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 Tyr105, Tyr176 and Tyr190. This result confirms 

the involvement of Tyr105, Tyr176, Tyr189 and Tyr190 in the polymer binding. 

11. The superposition of free and trimer-bound PhaZ7chis6* Ser136Ala 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 PhaZ7chis6* Ser136Ala 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. 
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1. Einleitung 
 

Viele Dinge des Alltags bestehen aus Kunststoffen wie z.B.�Polyethylen (PE) oder 

Polypropylen (PP), die bislang nahezu ausschließlich aus Erdöl 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 verstärkt, da die 

herkömmlichen Kunststoffe nur schwer abbaubar sind. Um sich von dem teurem 

Rohstoff unabhängig zu machen, suchen Wissenschaftler aus der Industrie und 

Forschungseinrichtungen nach alternativen Kunststoffen. Es müssten Kunststoffe 

geschaffen werden, die biologisch abbaubar sind, so dass sie dem normalen 

Kohlenstoffkreislauf wieder zugeführt werden können. Als Alternative zu 

konventionellen Kunststoffen bieten sich die Biopolymere, wie z.B. 

Polyhydroxyalkanoate an. Diese können zu natürlichem 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 Erdölpreise und die Diskussion um 

den Klimawandel sind die Biokunststoffe langfristig jedoch sehr erfolgsversprechend.  

 

1.1. Biosynthese von Polyhydroxyalkanoaten (PHAs) 

Polyhydroxyalkanoate, abgekürzt PHA, sind Polyester, die von vielen Prokaryoten als 

Kohlenstoff- und Energiequelle gebildet werden, um unter extremen 

Umweltbedingungen wie z.B. Nährstoffmangel überleben zu können. 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 Nährstoffmangels 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 Überangebot 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 Schlüsselenzyme der PHA Synthese dar. Sie 

katalysieren die kovalente Verknüpfung von Hydroxyalkyl�CoA zu Polymer. Für 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 Molekülen 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.  

 

 

Abbildung 1. Syntheseweg von PHB in R. eutropha .  

�

1.2. Diversität der PHAs 

PHAs bestehen aus Hydroxyfettsäuren-Monomeren. Je nach Anzahl der 

Kohlenstoffatome in den Monomeren werden PHAs in drei verschiedene Klassen 

unterteilt. PHAs, die aus kurzkettigen Monomeren (C3 - C5) bestehen, gehören zu der 

Klasse „short-chain-lenght“ PHAs, abgekürzt PHASCL. Das PHB gehört zu dieser 

Klasse. Die aus mittelkettigen Monomeren (C6 - C14) aufgebaute PHAs werden als 

„medium-chain-lenght“ PHAs (PHAMCL) bezeichnet. Die letzte Klasse bildet „long-

chain-lenght“ PHAs (PHALCL), die aus langkettigen Monomeren (�  C15) bestehen. 

Sind unterschiedliche Vorläufersubstrate wie z.B. Propionat, Valerat vorhanden, sind 
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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 wasserunlöslichen Einschlüssen („Granula“) 

gespeichert, deren Anteil bis zu 90% der Zelltrockenmasse ausmachen kann 

(ANDERSON und DAWES, 1990). Intrazelluläre PHA Granula sind amorph und 

werden als native PHA Granula (nPHA) bezeichnet. Aufgrund des komplexen 

Aufbaus werden native PHA Granula auch als subzelluläre 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 können in fünf 

Klassen eingeteilt werden: die PHA Synthase PhaC, die intrazelluläre PHA 

Depolymerase PhaZ, die Phasine PhaP (STEINBÜCHEL et al., 1995), das 

Repressorprotein PhaR (PÖTTER et al., 2002) und das kürzlich identifizierte 

Membranprotein PhaM (PFEIFFER et al., 2011). Gelangen die PHA Granula ins 

Medium, wie z.B. durch Zelltod bzw. Zelllyse, verlieren sie ihre komplexe 

Oberflächenstruktur und beginnen rasch zu kristallisieren. Die PHA Granula liegen 

somit extrazellulär 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 ubiquitär sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten 

vorkommen (SEEBACH et al., 1994). cPHB wurde zuerst in der Plasmamembran von 

Azotobacter vinelandii, später 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). 

Möglicherweise ist cPHB an Ca2+- und Phosphat-Transport (DAS et al., 1997) und an 

Transport von einzellsträngiger 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 extrazellulär und intrazellulär unterschiedlich vorliegen, wird beim 

PHA Abbau zwischen dem intrazellulären und extrazellulären PHA Abbau 

unterscheiden. Bei dem intrazellulären PHA Abbau handelt es sich um eine 

endogene Nutzung bzw. eine Mobilisierung zelleigener PHAs. Hierfür werden die 

PHAs in ihre Monomere hydrolysiert. Im Fall von PHB entsteht durch den Abbau von 

3-Hydroxybuttersäure-Molekülen Acetoacetat, welches über Acetoacetyl-CoA in 

Acetyl-CoA umgewandelt wird. Schließlich wird Acetyl-CoA in den 

Zitronensäurezyklus eingeschleust. Bei dem extrazellulären PHA Abbau werden 

PHAs in ihre Mono-, Di-, oder Trimere gespaltet. Diese werden von der Zelle 

aufgenommen und schließlich in den Stoffwechsel eingeschleust. Der extrazelluläre 

Abbau wird deshalb als Nutzung der exogenen Kohlenstoff- und Energiequelle 

angesehen. 

 

1.4.1. Intrazellulärer Abbau von PHAs 

Zuständig für den intrazellulären Abbau von PHAs sind die intrazellulären PHA 

Depolymerasen. Die intrazellulären PHA Depolymerasen haben eine spezifische 

Präferenz für die intrazellulär vorliegenden nativen PHA Granula (nPHA) und sind 

nicht in der Lage die extrazellulär vorkommenden denaturierten PHA Granula (dPHA) 

zu hydrolysieren. Über die intrazelluläre PHA Depolymerase ist wenig bekannt. Die 

erste biochemische Untersuchung über den intrazellulären PHB Abbau wurde von  

Merrick und Doudoroff in Rhodospirillum rubrum durchgeführt (MERRICK und 

DOUDOROFF, 1964). Im Jahr 2001 wurde die erste intrazelluläre PHA 

Depolymerase PhaZa1 im PHA Modellorganismus R. eutropha beschrieben 

(HANDRICK et al., 2000; SAEGUSA et al., 2001). Ein paar Jahre später 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 Enzymaktivität 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 

„intrazelluläre“ PHB Depolymerase aus R. rubrum, welche im Periplasma lokalisiert 

ist. Eine weitere R. rubrum intrazelluläre Depolymerase PhaZ3 wurde 2011 durch 

SZNAJDER und JENDROSSEK charakterisiert. Im Gegensatz zu anderen bereits 

bekannten intrazellulären 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 

intrazellulären Depolymerasen, wie z.B. PhaZ aus Paracoccus denitrificans (GAO et 

al., 2001) und PhaZ aus Bacillus thuringiensis (TSENG et al., 2006) können nPHB in 

vitro nur nach der Vorbehandlung der Granula mit Proteasen (Trypsin) umsetzen. 

Vermutlich sorgt Trypsin durch die Proteolyse der Proteine, die an der 

Granulaoberfläche assoziiert sind, für eine bessere Zugänglichkeit des Enzyms an 

nPHB Granula (HANDRICK et al., 2004a). 2009 identifizierte CHEN et al. eine 

intrazelluläre PHB Depolymerase, welche genau wie PhaZ3 aus R. rubrum fähig ist, 

nPHB ohne Trypsin-Behandlung zu hydrolysieren. Interessanterweise zeigt dieses 

Enzym auch Aktivität gegenüber denaturiertem PHB (dPHB).  

 

1.4.2. Extrazellulärer Abbau von PHAs  

Die Fähigkeit, extrazellulär PHA abzubauen ist unter Bakterien und Pilzen weit 

verbreitet. Bereits 1963 zeigte CHOWDHURY, dass Bacillus-, Pseudomonas- und 

Streptomyces-Arten PHA extrazellulär abbauen können. Für den extrazellulären 

Abbau von PHA werden die dafür zuständigen Enzyme, genannt extrazelluläre PHA 

Depolymerasen, von PHA abbauenden Mikroorganismen in die Umgebung sekretiert. 

Diese extrazellulären PHA Depolymerasen sind nur in der Lage dPHA zu 

hydrolysieren und meist spezifisch für den Abbau von entweder dPHASCL oder 

dPHAMCL. Die Mikroorganismen können jedoch mehrere extrazellulären PHA 

Depolymerasen mit unterschiedlicher Substratspezifität synthetisieren.  

Bislang wurden bereits viele extrazellulären PHA Depolymerasen aus Bakterien und 

Pilzen gereinigt und charakterisiert (zur Übersicht siehe JENDROSSEK, 2001; 

JENDROSSEK und HANDRICK, 2002). Neben ihrer Spezifität für dPHA sind 

folgende Eigenschaften charakteristisch für die meisten extrazellulären PHA 

Depolymerasen. Sie sind stabil, sowohl in einem breiten pH�und Temperatur�Bereich 

als auch�bei hoher Ionenstärke, weisen ein relativ kleines Molekulargewicht (Mr < 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 

dPHASCL Depolymerasen aus folgenden Domainstrukturen: N-terminale Signalpeptid 

für die Proteinsekretion, katalytische Domäne, Linker Domäne und C-terminale 

Substratbindedomäne (Abbildung 2).� Das N-terminale Signalpeptid wird beim 

Transport aus der Zelle durch die Signalpeptidase aus dem Protein abgespalten. Die 

Linker-Domäne verbindet die katalytische Domäne mit der C-terminalen Domäne. 

Allerdings ist ihre eigentliche Funktion bisher noch unbekannt. Die katalytische 

Domäne ist essentiell für die Enzym Aktivität. Zuständig für die Bindung an dPHA ist 

die C-terminale Substratbindestelle. Frühere Untersuchungen zeigten, dass die 

extrazellulären PHA Depolymerasen, bei denen die Substratbindestelle deletiert 

wurde, die Fähigkeit dPHA zu hydrolysieren verloren. Allerdings waren diese Enzyme 

noch in der Lage andere wasserlösliche Ester-Verbindungen, wie z.B. p-

Nitrophenylestern zu hydrolysieren (BEHRENDS et al., 1996; BRIESE und 

JENDROSSEK, 1998).   

 

 

Abbildung 2. Typische extrazelluläre PHA Depolymera se Domänenstruktur. SP: 
Signalpeptid, LPB: Lipasebox mit aktivem Zentrum, SBD: Substratbindedomäne. 

 

Ähnlich wie Lipasen bzw. Esterasen gehören die extrazellulären PHA 

Depolymerasen zu den Serin-Hydrolasen (EC 3.1.1.75 und EC 3.1.1.76). Das aktive 

Zentrum der extrazellulären PHA Depolymerasen, die sogenannte katalytische 

Triade, wird aus den Aminosäuren Aspartat (bzw. Glutamat), Histidin und Serin 

gebildet. Dabei liegt das Serin stets inmitten des hochkonservierten Pentapeptids 

Gly-X-Ser-X-Gly (X = beliebige Aminosäure), genannt Lipasebox. Frühere 

Untersuchungen an extrazellulären PHA Depolymerasen zeigten, dass der 

Reaktionsmechanismus, bei den dPHAs durch die extrazellulären 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-

Brückenbindungen 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 zerfällt das tetraedrische Zwischenprodukt im dritten 

Reaktionsschritt in das Acyl-Enzym-Zwischenprodukt. Schließlich hydrolysiert ein 

Wassermolekül den Acylrest vom Serin. Die Fettsäure wird dabei freigesetzt, und 

schließlich wird das aktive Zentrum des Enzyms regeneriert.  

 

 

Abbildung 3. Reaktionsmechanismus der Hydrolyse ein es Fettsäureesters durch Serin 
Hydrolase am Beispiel einer Lipase. Die dargestellten Aminosäuren 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 intrazellulären PHB Depolymerasen für den Abbau von amorphen 

PHB Granula (nPHB) zuständig, während fast alle extrazellulären PHB 

Depolymerasen für die Hydrolyse von denaturierten PHB (dPHB) spezifisch sind. 

2009 identifizierte CHEN et al. eine neue intrazelluläre PHB Depolymerase aus B. 

megaterium, die zusätzlich eine geringe dPHB Depolymerase Aktivität aufweist. 

Diese intrazelluläre PHB Depolymerase stellt somit eine Besonderheit unter 

intrazellulären PHB Depolymerasen dar, da die bislang beschriebenen intrazellulären 

PHB Depolymerasen nicht in der Lage sind, extrazellulär vorkommende dPHB 

abzubauen.  

Das Proteobakterium Paucimonas lemoignei (ehemals Pseudomonas lemoignei, 

JENDROSSEK et al., 1995) gehört zu den am besten charakterisierten PHA 

abbauenden Bakterien, von welchem bisher bereits sieben extrazelluläre PHA 

Depolymerasen (PhaZ1-PhaZ7) bekannt sind (zur Übersicht siehe JENDROSSEK 

und HANDRICK, 2002). Sechs dieser extrazellulären PHA Depolymerasen (PhaZ1 - 

PhaZ6) zeigen eine hohe Präferenz für dPHB. PhaZ1 und PhaZ6 besitzen zusätzlich 

noch eine Substratspezifität für dPHV (Poly-3-Hydroxyvalerat). Die PhaZ7 

Depolymerase bildet eine Ausnahme unter den bislang bekannten extrazellulären 

PHB Depolymerasen (HANDRICK et al., 2001). Die biochemische Charakterisierung 

dieser Depolymerase zeigte, dass die extrazelluläre PhaZ7 Depolymerase spezifisch 

für den Abbau der intrazellulären nPHB Granula ist und nicht in der Lage ist, die 

extrazelluläre dPHB zu hydrolysieren. Warum ein extrazelluläres Enzym spezifisch 

für ein intrazelluläres Substrat ist, ist bis zum heutigen Tag ungeklärt. Vermutlich 

liegen die nach der Zelllyse frei werdenden PHB Granula zunächst noch amorph in 

der Umgebung vor und der Übergang von nativer Form zu denaturierter Form dauert 

länger als bisher angenommen.  

Die PhaZ7 Depolymerase unterscheidet sich nicht nur in ihrer Substratspezifität von 

den anderen extrazellulären PHB Depolymerasen sondern auch in ihrem 

strukturellen Aufbau und ihrer Lipase-Box. Eine BLAST-Analyse zeigte, dass die 

Lipase-Box der PhaZ7 Depolymerase der von B. subtilis mehr ähnelt als der von 

anderen extrazellulären PHB Depolymerasen. Während die erste Aminosäure 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 Substratspezifität als Lipase, wie z.B. LipA 

oder LipB aus B. subtilis. Für die PhaZ7 Depolymerase konnte keine Lipaseaktivität 

wie z.B. gegen Triolein nachgewiesen werden (HANDRICK et al., 2001; HANDRICK, 

2002). Lediglich eine geringe Esteraseaktivität mit p-Nitrophenylalkanoaten 

verschiedener Kettenlänge, mit einer maximalen Hydrolyseaktivität bei einer 

Kettenlänge von 8 C-Atomen, konnte für PhaZ7 gezeigt werden (HANDRICK et al., 

2001; HANDRICK, 2002). Die Wichtigkeit der Aminosäuren Ser136, Asp242 und 

His306 für die Enzymaktivität wurde bereits von BRAAZ et al., 2003 mittels 

ortsgerichteter Mutagenese nachgewiesen.  

 

1.6. Dreidimensionale Struktur der PHB Depolymerase  

Im Gegensatz zu intrazellulären PHB Depolymerasen sind viele Informationen über 

extrazelluläre PHB Depolymerasen bereits vorhanden. Über 50 extrazelluläre PHB 

Depolymerasen wurden bereits erfolgreich gereinigt und charakterisiert. Trotz dieses 

Fortschritts liegen kaum Informationen über 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 extrazelluläre PHB Depolymerase aus Penicillium 

funiculosum (HISANO et al., 2006). Zwei Jahre danach folgte die Auflösung der 

dreidimensionalen Struktur der extrazellulären PhaZ7 Depolymerase aus P. 

lemoignei (PAPAGEORGIOU et al., 2008; WAKADKAR et al., 2010) und der 

putativen intrazellulären PHB Depolymerase aus Bordetella parapertussis (KIM et al., 

2008).  

 

1.6.1. P. funiculosum  PHB Depolymerase 

Die extrazelluläre 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 extrazelluläre PHB Depolymerase. Die hydrolytische Aktivität gegenüber 
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dPHB ist gering. Ein Bindungsassay an dPHB zeigt, dass diese PHB Depolymerase 

im Vergleich zu anderen bekannten extrazellulären PHB Depolymerasen die 

geringste Affinität zu dPHB aufweist. Die Struktur der P. funiculosum PHB 

Depolymerase ist mit einer Auflösung von 1,71 Å aufgeklärt (Abbildung 4) (HISANO 

et al., 2006). Das Enzym ist ein Eindomänenprotein und weist das für 

Serinhydrolasen typische Faltungsmuster des � /� -Hydrolase Folds auf, welches 

jedoch circular permutiert ist. Die Aminosäuren Ser39, Asp121 und His156 bilden die 

katalytische Triade des Enzyms. Ein Kanal befindet sich an der Proteinoberfläche 

und führt direkt zur katalytischen Triade des Enzyms (Abbildung 4b). Dreizehn 

hydrophobe Aminosäuren, welche nach außen bzw. zur Umgebung gerichtet sind, 

umgeben diesen Kanal und bilden eine putative Bindeseite für die Adsorption des 

Enzyms an der Substratoberfläche.    

 

 

Abbildung 4. Struktur der P. funiculosum  PHB Depolymerase (PDB Eintrag: 2D80).  Das 
Protein besteht aus 319 Aminosäuren mit einem berechneten Molekulargewicht von 33,6 
kDa. Die Aminosäuren der katalytischen Triade sind blau dargestellt. a: Kristallstruktur des 
Proteins in Cartoondarstellung. b: Strukturoberfläche des Proteins. Zu sehen ist ein Kanal, 
der zum aktiven Zentrum des Enzyms (blau dargestellt) führt. � -Helices: rot, � -Faltblatt: gelb, 
und Turn-Bereichen: grün. 
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1.6.2. P. lemoignei  nPHB Depolymerase PhaZ7  

Wie bereits unter 1.4.5. beschrieben ist die PHB Depolymerase PhaZ7 aufgrund ihrer 

Substratspezifität und ihres Aufbaus einzigartig unter bisher bekannten 

extrazellulären PHB Depolymerasen. Schon 2002 konnte HANDRICK zeigen, dass 

die PhaZ7 Depolymerase bereits bei der Aufkonzentrierung zur Kristallisation neigt. 

Der erste Kristallisationsversuch und die röntgenkristallographische Voruntersuchung 

des PhaZ7 Proteins wurden im Jahr 2005 veröffentlicht (KAPETANIOU et al., 2005). 

Drei Jahre später folgte die vollständige Auflösung der PhaZ7 Depolymerase Struktur 

(PAPAGEORGIOU et al., 2008). Die Struktur des PhaZ7 Proteins ist mit einer 

Auflösung von 1,9 Å bekannt (Abbildung 5). Wie erwartet weist die PhaZ7 

Depolymerase ein � /� -Hydrolasefaltungsmuster auf. Die Aminosäuren Ser136, 

Asp242, und His306 bilden das aktive Zentrum des Enzyms. Während die 

Oberflächenstruktur der P. funiculosum PHB Depolymerase eine geordnete Form hat 

(Abbildung 4b), nimmt die Oberflächenstruktur der PhaZ7 Depolymerase hingegen 

eine irreguläre Form an, welche keinen direkten Zugang zum aktiven Zentrum des 

Enzyms erlaubt (Abbildung 5). Es lässt sich demzufolge vermuten, dass bei dem 

PhaZ7 Protein eine Konformationsveränderung stattfinden muss, damit das Substrat 

in das aktive Zentrum des Enzyms gelangt, um dort gespaltet zu werden. Zwei Jahre 

nach der ersten Veröffentlichung der PhaZ7 Struktur folgte eine weitere 

Strukturrekonstruktion der PhaZ7 Depolymerase mit einer verbesserten Auflösung 

von 1,2 bzw. 1,4 Å (WAKADKAR et al., 2010).   
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Abbildung 5. Struktur der P. lemoignei  PHB Depolymerase PhaZ7 (PDB Eintrag: 2VTV).  
Das Protein ist 36,2 kDa groß. Die Aminosäuren der katalytischen Triade sind rot gezeigt. a: 
Kristallstruktur des Proteins in Cartoondarstellung. b: Strukturoberfläche des Proteins. Es 
besteht kein direkter Zugang zum aktiven Zentrum. � -Helices: grün, � -Faltblatt: lila, und 
Turn-Bereichen: blau. 
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1.6.3. B. parapertussis  putative intrazelluläre PHB Depolymerase LpqC 

Über dieses Enzym liegen bisher kaum Informationen vor, lediglich die 

dreidimensionale Struktur ist in der Protein Daten Bank unter Accesion code 3D0K zu 

finden (Abbildung 6). 

 

 

Abbildung 6. Struktur der B. parapertussis  putative intrazelluläre PHB Depolymerase 
LpqC (PDB Eintrag 3D0K). Das Protein besteht aus 304 Aminosäuren. Die Auflösung der 
Struktur lag bei 1,83 Å. Die Aminosäuren der katalytischen Triade sind grün gezeigt. a: 
Kristallstruktur des Proteins in Cartoondarstellung. b: Strukturoberfläche des Proteins. � -
Helices: cyan, � -Faltblatt: rot, und Turn-Bereichen: orange. 

 

1.7. Zielsetzung 

In der Regel besitzen alle bislang bekannten extrazellulären PHB Depolymerasen 

eine C-terminale Substratbindestelle, die für die Enzym-Substrat-Interaktion 

essentiell ist, wie bereits 1996 von BEHRENDS et al. für die P. lemoignei PhaZ4 

Depolymerase gezeigt wurde. Ausnahmen bilden die extrazelluläre 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 Aminosäuren Tyr75, Thr77, Tyr81, Tyr84, Thr122, 

Leu171, Thr173, Leu251, Tyr287, Ile289, Val287, Leu298 und Pro301 sind für die 
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Bindung an PHB zuständig. Sie umgeben einen Kanal, der zum aktiven Zentrum des 

Enzyms führt (HISANO et al., 2006). Bei der PHB Depolymerase PhaZ7 ist bisher 

nicht bekannt, wie das Enzym mit seinem natürlichen Substrat nPHB Granula 

interagiert. Aligment Vergleiche der Proteinsequenz von PhaZ7 Depolymerase mit 

Proteinsequenzen der Datenbanken zeigten, dass PhaZ7 keine ausgeprägten 

Homologien zur bereits bekannten extra- bzw. intrazellulären PHA Depolymerasen 

aufweist (HANDRICK, 2002). Anscheinend verfügt PhaZ7 Depolymerase über eine 

bislang unbekannte Substratbindestelle oder die Aminosäuren, die für die 

Substratbindung zuständig sind, liegen über die gesamte Aminosäuresequenz 

verteilt vor.  

Ein Strukturaligment der PhaZ7 Depolymerase mit der PHB Depolymerase aus P. 

funiculosum ergab, dass sich die beiden Strukturen durch einen RMSD Wert von 

3,58 Å voneinander unterscheiden (PAPAGEORGIOU et al., 2008). Eine 

Datenbanksuche mit Hilfe von DALI wies eine große Ähnlichkeit zwischen der PhaZ7 

Depolymerase mit Lipase A (LipA) aus B. subtilis auf. Die Überlagerung der beiden 

Proteinstrukturen ist in Abbildung 7a gezeigt. Es ist zu erkennen, dass das PhaZ7 

Protein im Vergleich zu LipA noch eine „extra Domäne“ besitzt, die bei der LipA fehlt. 

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, öffnet sich das Lid und das aktive Zentrum des Enzyms 

wird frei. Die Analyse der PhaZ7 „extra Domäne“ zeigte weiterhin, dass diese 

Domäne interessanterweise stark mit hydrophoben Aminosäuren (Tyr103, Tyr105, 

Tyr169, Tyr172, Tyr173, Tyr176, Tyr189, Tyr190, Phe198, Tyr203, Tyr204, Trp207, 

Phe251, und Trp252) angereichert ist (Abbildung 7b, rote Sphären). Dies ist für ein 

Protein außergewöhnlich, da in der Regel hydrophobe Aminosäuren auf den 

Proteinoberflächen nur vereinzelt vorkommen. 
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Abbildung 7. Überlagerung der P. lemoignei PhaZ7 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 über einen 
zusätzlichen Bereich verfügt, der bei der Lipase A fehlt. In diesem Bereich liegen viele 
hydrophobe Aminosäuren vor, welche als rote Sphären in b gezeigt sind. 

 

Die Hydrolyse der nPHB findet im aktiven Zentrum der PhaZ7 Depolymerase statt. 

Wie bereits oben beschrieben, besteht für das Substrat aber kein direkter Zugang 

zum aktiven Zentrum. Höchstwahrscheinlich ändert das Protein seine Konformation 

direkt nach der Substratbindung, so dass das aktive Zentrum des Enzyms zugänglich 

für das Substrat ist. Aufgrund seiner Ähnlichkeit zur LipA wird vermutet, dass die 

„extra Domäne“ der PhaZ7 Depolymerase die Funktion eines Deckels wie bei den 

meisten Lipasen aufweist. Da das Polymer einen überwiegend hydrophoben 

Charakter aufweist, beteiligen sich möglicherweise die hydrophoben Aminosäuren an 

der PhaZ7 „extra Domäne“ an der Substratbindung. Im Rahmen dieser Arbeit sollte 

deshalb überpruft werden, ob diese hydrophoben Aminosäuren tatsächlich bei der 

Substratbindung eine Rolle spielen. Mittels ortsgerichteter Mutagenese wurden die 

entsprechenden Aminosäuren gegen eine andere Aminosäure ausgetauscht. Im 

Folgenden sollte untersucht werden, welche Auswirkungen die Mutationen auf die 

nPHB Depolymerase Aktivität und auf die nPHB Bindefähigkeit haben. In der 

Zusammenarbeit mit AG Papageorgiou (Turku Centre for Biotechnology, University 

of Turku and Åbo 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 bezüglich der Interaktion der PhaZ7 Depolymerase mit dem hydrophoben 

Polymer gewonnen, welche zu einem besseren Verständnis des Mechanismus des 

Polymerabbaus führen. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1. Organismen, Plasmide und Primer 

Die Versuche im Rahmen dieser Arbeit wurden mit folgenden Bakterienstämmen, 

Plasmiden und Primer durchgeführt (Tabelle 1-3): 

 

Tabelle 1. Verwendete Organismen.  

Stamm  SK-Nr.* Relevanter Phäno - bzw. Genotyp  Referenz  

B. substilis  WB800 1735 trpC2, � nprE, � aprE, � epr, � vpr, � bpf, � mpr::ble, 
� nprB:bsr, � wprA::hyg 

MURASHIMA et 
al., 2002 

E. coli  XL1-Blue  517 endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 
F'[ ::Tn10 proAB+ lacIq � (lacZ)M15] hsdR17(rK

- 
mK

+) 

BULLOCK et al., 
1987 

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

 

Tabelle 2. Verwendete Plasmiden. 

Plasmid  SK-Nr* Relevanter Phäno - bzw. Genotyp  Referenz  

pBluescriptSK - 1656 AmpR, lacPOZ’ STRATAGENE 
pWB980 1736 Ein pUB110- basiertes plasmid. P43 Promotor, 

KmR,, BleR, SacB signalpeptid 
WU und WONG, 

1999 
pWB980:: phaZ7 4739 pWB980::1,3 kbp HindIII/BamHI PCR Fragment 

phaZ7 
HANDRICK, 

2002 
pBSK -::phaZ7 5152 pBluescriptSK-::1,3 kbp HindIII/BamHI phaZ7-

Fragment aus pWB980::phaZ7 
diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6  4692 pBluescriptSK-::1,3 kbp HindIII/BamHI phaZ7chis6 
Fragment 

diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 4723 pWB980::1,3 kbp HindIII/BamHI phaZ7chis6 
Fragment aus pBSK-::phaZ7chis6 

diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Phe9Glu 
4716 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Phe9Glu 
4741 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr66Glu 
4702 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr66Glu 
4745 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr103Ala 
4693 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr103Ala 
4734 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr103Glu 
5152 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr103Glu 
4740 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr105Ala 
4694 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr105Ala 
4722 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 
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Plasmid  SK-Nr* Relevanter Phäno - bzw. Genotyp  Referenz 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr105Glu 
4696 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr105Glu 
4724 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr105Phe 
5153 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr105Phe 
4731 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr124Glu 
4717 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr124Glu 
4742 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala 
4697 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala 
5166 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr169Glu 
5154 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr169Glu 
5167 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr172Ala 
4712 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr172Ala 
4732 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr173Ser 
4719 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr173Ser 
4735 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr176Glu 
5155 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr176Glu 
4737 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr189Ala 
4689 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr189Ala 
4729 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr189Glu 
4699 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr189Glu 
4736 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr190Ala 
4700 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr190Ala 
4738 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr190Glu 
4701 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr190Glu 
4733 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Phe198Glu 
5156 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Phe198Glu 
5168 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr203Ser 
4710 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr203Ser 
4730 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr204Ser 
4707 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr204Ser 
4726 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 
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Plasmid  SK-Nr* Relevanter Phäno - bzw. Genotyp  Referenz  

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Trp207Glu 
5157 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Trp207Glu 
4725 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Phe251Glu 
4709 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Phe251Glu 
5169 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Trp252Glu 
4706 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Trp252Glu 
5170 Punktmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr105Glu Tyr189Glu 
5158 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr105Glu Tyr189Glu 
5171 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr105Glu Tyr190Glu 
5159 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr105Glu Tyr190Glu 
5172 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

� Trp202-Val208 
5160 Deletionsmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

� Trp202-Val208 
5173 Deletionsmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Phe9Glu Ser136Ala 
4713 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Phe9Glu Ser136Ala 
5174 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Tyr66Glu Ser136Ala 
4711 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Tyr66Ala Ser136Ala 
5175 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr105Glu 
5161 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr105Glu 
5176 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr176Glu 
4704 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr176Glu 
5177 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr189Glu 
4714 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr189Glu 
5178 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr190Glu 
5162 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr190Glu 
5179 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Trp207Glu 
4705 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Trp207Glu 
5180 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Trp252Glu 
5163 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Trp252Glu 
5181 Doppelmutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr105Glu 
Tyr189Glu 

4715 Mehrfach Mutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr105Glu 
Tyr189Glu 

4743 Mehrfach mutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 
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Plasmid  SK-Nr* Relevanter Phäno - bzw. Genotyp  Referenz  

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr105Glu 
Tyr190Glu 

5164 Mehrfach Mutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala Tyr105Glu 
Tyr190Glu 

4744 Mehrfach mutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pBSK -::phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala 
� Trp202-Val208 

5165 Mehrfach Mutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

pWB980:: phaZ7 chis6 * 

Ser136Ala 
� Trp202-Val208 

5182 Mehrfach mutation in phaZ7chis6 diese Arbeit 

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

 

Tabelle 3. Verwendete Primer. 

Mutation  Forward Primer  Reverse Primer  
phaZ7chis 6-
Tag 

CTCGAGCATCATCATCATCATCATTAAGGAT
CCACTAGTTCTAGAGCGGC 

ATGATGATGATGATGATGCTCGAGTACGCG
GCTTTAGGACC  

Tyr103Ala  GGTTCCGCGCAAGCAAACTATCACTCATC GTGATAGTTTGCTTGCGCGGAACCCTGCTC 

Tyr103Glu  CCGCGCAAGAAAACTATCACTC GAGTGATAGTTTTCTTGCGCGG 

Tyr105Ala  CGCAATACAATGCTCACTCATCGACCAAGT
ACG 

GTCGATGAGTGAGCATTGTATTGCGCGGAA
CCC 

Tyr105Glu  GCAGGGTTCCGCGCAATACAACGAACACTC GATGAGTGTTCGTTGTATTGCGCGGAACCC
TGC 

Tyr105Phe  GCAATACAACTTTCACTCATCG CGATGAGTGAAAGTTGTATTGC 

Ser136Ala  GTTGCCCACGCTATGGGGGTGTCGATG CATCGACACCCCCATAGCGTGGGCAACG 

Tyr169Glu  GCGGCTTGGAAAGCTGCTATTAC GTAATAGCAGCTTTCCAAGCCGC 

Tyr172Ala  CGGCATCCGCGGCTTATATAGCTGTTCTTA
CACC 

CGGTGTAAGAACAGCTATATAAGCCGCGGA
TGCC 

Tyr173Ser  GTATAGCTGCTACTCCACCGGTTACGCCAA
TGC 

CATTGGCGTAACCGGTGGAGTAGCAGCTAT
ACAAG 

Tyr176Glu  CTATTACACCGGCGAAGCCAATGC GCATTGGCTTCGCCGGTGTAATAG 

Tyr189Ala  GACTTGCGGTTCGCAAAACGCTTACAACAG
CTATACCTTCGGC 

GGGAAAAAGCCGAAGGTATAGCTGTTGTAA
GCGTTTTGCGAAC 

Tyr189Glu  CGGTTCGCAAAACGAGTACAACAGC GCTGTTGTACTCGTTTTGCGAACCG 

Tyr190Ala  GACTTGCGGTTCGCAAAACTATGCCAACAG
CTATACCTTCGGC 

GCCGAAGGTATAGCTGTTGGCATAGTTTTG
CGAACCGCAAGTC 

Tyr190Glu  CGGTTCGCAAAACTATGAAAACAGC GCTGTTTTCATAGTTTTGCGAACCG 

Phe198Glu  CTTCGGCTTTGAACCTGAAGG  CCTTCAGGTTCAAAGCCGAAG 

Tyr203Ser  CTTTTTCCCTGAAGGCTGGTCTTATGGCGT
CTG 

CAGACGCCATAAGACCAGCCTTCAGGGAAA
AAG 

Tyr204Ser  CCCTGAAGGGTGGTACGCCGGCGTCTGGG
TGAGCAAC 

GTTGCTCACCCAGACGCCGGCGTACCACC
CTTCAGGG 

Trp207Glu  GTATTACGGCGTCGAAGTGAGCAACCC GGGTTGCTCACTTCGACGCCGTAATAC 

Phe251Glu  CACGGCGTGGAGTGGGCTGGTTG CAACCAGCCCACTCCGACGCCGTG 

Trp252Glu  CACGGCGTCGTTCGAGGCTGGTTG CAACCAGCCTCGAACGACGCCGTG  

� Trp202-
Val208 

TTCCCTGAAGGCAGCAACCCATGGACCGG
CAGC 

CCATGGGTTGCTGCCTTCAGGGAAAAAGCC
G 

� Gln187- 
Phe194 

ACTTGCGGTTCGGGCTTTTTCCCTGAAGGC
TGGTAT 

AGGGAAAAAGCCCGAACCGCAAGTCGGCG
CTGCCG 
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2.2. Nährmedien 

Alle Nährmedien wurden, wenn nicht anders angegeben, nach Einstellung des pH-

Wertes durch 20 minütiges Autoklavieren bei 121° C sterilisiert. Zur Herstellung 

fester Nährmedien wurde der Nährlösung 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      10 g 

Hefeextrakt        5 g 

NaCl       10 g 

pH 7,5 (NaOH) 

 

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

TBAB-Agar       33 g 

 

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

Tryptose       25 g 

Hefeextrakt       20 g 

K2HPO4         3 g 

pH 7,5 

 

2.2.2. Mineralmedien 

Kompetenz- und Transformationsmedium für B. subtilis  WB800 

SP1-Medium 

NH4SO4        2 g 

K2HPO4 x 3 H2O            18,3 g 

KH2PO4        6 g 
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Na-Citrat x 2 H2O       1 g 

MgSO4 x 7 H2O              0,2 g 

D(+)-Glukose                 5 g 

Casaminosäuren              0,2 g 

Hefeextrakt                  1 g 

Histidin             50 mg  

Tryptophan             50 mg 

Uracil              50 mg 

 

Die Aminosäuren wurden als separate sterilfiltrierte  (0,2 µm Sterilfilter, Satorius AG, 

Göttingen) Stammlösungen (1000 x) zugesetzt. 

 

SP2-Medium 

SP1-Medium 

CaCl2            0,5 mM  

MgCl2                      2,5 mM 

 

2.2.3. Antibiotika 

Die Antibiotika-Stammlösungen (Tabelle 4) wurden nach SAMBROOK et al. 1989 

angesetzt, sterilfiltriert (0,2 µm Sterilfilter, Satorius AG, Göttingen)  und in Aliquots bei 

-20°C eingefroren. Sie wurden den autoklavierten Nährmedien nach dem Abkühlen 

auf unter 50° C in den angegebenen Konzentrationen zugesetzt. 

 

Tabelle 4. Antibiotika, Stammlösungen und Endkonzen trationen. 

Antibiotikum  Stammlösung (mg/ml)  Endkonzentration (µg/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. Längerfristige Konservierung 

Zur langfristigen Konservierung wurden alle Organismen als Glycerin-Kultur 

aufbewahrt. Hierzu wurden Übernachtkulturen der Stämme 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 Stämmen erfolgte in der Regel in 10 ml LB Medium. Für 

die B. subtilis Stamme wurde das Super-Rich Medium benötigt. Die Inkubation der 

Kulturen erfolgte bei 37° C und 150 – 300 rpm. 

 

2.4.1. Anzucht von B. subtilis  WB800 Stämmen zur Gewinnung extrazellulärer 

PHB Depolymerase PhaZ7  

B. subtilis WB800 Zellen mit pWB980::phaZ7chis6 wurden in einer 25 ml Super-RichKM 

Vorkultur bei 37° C unter Schütteln 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 geschüttelt. Nach 48 h Inkubation wurden die Zellen 

abzentrifugiert (5000g, 15 min, 4° C, Rotor Ja10, Beckmann). Zur Überprüfung der 

extrazellulären PHB Depolymerasen PhaZ7 Bildung wurden sowohl ein Tropftest auf 

nPHB Aktivitätsplatte als auch ein Trübungstest mit nPHB Granula durchgeführt. Für 

die Aufreinigung der PhaZ7 Depolymerase wurden allgemein 3 – 4 L Hauptkultur 

benötigt.  
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2.5. Anreicherung und Reinigung von Proteinen 

2.5.1. Ultrafiltration 

Die 3 – 4 L B. subtilis WB800 Kulturüberstand wurden durch Ultrafiltration im cross-

flow-Verfahren über Flachmembranen aus regenerierter Zellulose (YM10) auf 200 ml 

eingeengt. Die Konzentrierung von proteinhaltigen Lösungen bis 15 ml erfolgte in 

Amicon Centriplus® Konzentratoren (YM-Membranen, Ausschlussgrenzen 10 kDa). 

 

2.5.2. Affinitätschromatographie (Nickel-NTA) 

Das Anhängen einer Histidin-Sequenz (His6-Tag) an rekombinant zu exprimierende 

Proteine ermöglicht deren Reinigung über ihre Komplexbildung mit Metallionen 

(Nickel). Als Affinitätsmaterial diente hier Ni-NTA-Agarose. Die Durchführung der 

Proteinreinigung erfolgte mit der ÄKTA-FLPC, dem Fraktionssammler Frac 900 und 

fertig gepackten Säulen (HiTrapTM FF, 5 ml) der Firma GE Healthcare Bio-Sciences 

AB. Hierfür wurden folgende Puffer benötigt: 

 

Puffer A: 20 mM NaH2PO4 

  500 mM NaCl 

  20 mM Imidazol 

  pH 7,4 

 

Puffer B: 20 mM NaH2PO4 

  500 mM NaCl 

  500 mM Imidazol 

  pH 7,4 

 

Der PhaZ7 haltige konzentrierte Überstand aus 2.5.1. wurde auf die Säule 

aufgetragen. Nach dem Probenauftrag werden ungebundene Proteine mit 5 CV 

(Säulenvolumen) Puffer A von der Säule gewaschen. Daran schließt sich die Elution 

gebundener Proteine. Dies erfolgte zunächst mit Imidazol-Gradient bis 50 % Puffer B 

(20 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol) über 8 CV und schließlich 

isokratisch mit 100 % Puffer B über 2 CV. 
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2.5.3. Gelchromatographie 

Die Gelchromatographie ist eine Methode um eine Proteinlösung zu entsalzen und 

umzupuffern. Hierbei kam die Hi Prep 26/10 Desalting Säule (Amersham Pharmacia, 

Freiburg, Deutschland)  für die Entfernung der Imidazol und für die Umpufferung der 

Proteinlösung in 50 mM Tris/HCl pH 8,5 zum Einsatz.  

 

2.6. Proteinbiochemische Methoden 

2.6.1. Proteinbestimmung nach BRADFORD, 1976. 

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen wurde routinemäßig die 

Proteinbestimmung nach Bradford durchgeführt. 

 

Bradford Reagenz: 

Serva Blau G 250               100 mg 

EtOH (unvergällt, 96 %)     50 ml 

H3PO4 (85 % v/v)               100 ml 

H2Obidest.         ad 1000 ml 

 

Serva Blau G 250 wurde in Ethanol gelöst. Nach Zugabe von H2O bidest und H3PO4 

wurde die Lösung über Nacht gerührt, filtriert und lichtgeschützt aufbewahrt.  

Für den Test wurde die Proteinprobe verdünnt. Zu 100 µl Probe wurde 900 µl 

Bradford-Reagenz zugegeben. Der Ansatz wurde gut durchgemischt und 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Messung der Extinktion erfolgte bei einer Wellenlänge 

von 595 nm (Cary 50bio UV-Visible Spectrophotometer von Varian, Mulgrave Victoria 

3170, Australien) gegen einen Leerwert (900 µl Bradford-Reagenz und 100 µl 

H2Obidest.).  

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

Bestimmungen wurden mindestens als Doppelbestimmung ausgeführt.  

 

2.6.2. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE ) nach LAEMMLI, 1970. 

Die Proteine wurden in einer vertikalen Minigelkammer (Biometra, Göttingen) unter 

denaturierten und reduzierenden Bedingungen entsprechend ihres 

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

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

Lösungen verwendet: 

 

Acrylamidlösung (Roth, Karlsruhe) 

SDS-Lösung:     20 % (w/v) SDS 

Ammoniumpersulfat (APS) - Lsg.: 40 % (w/v) Ammoniumpersulfat 

Trenngelpuffer:   1 M Tris/HCl, pH 8,7 

0,273 % (v/v) TEMED 

Sammelgelpuffer:   0,25 M Tris/HCl, pH 6,8 

2 % (w/v) SDS 

0,354 % (v/v) TEMED 

Denaturierungspuffer:   SDS-Lösung    15 ml 

(dreifachkonzentriert)   Glycerol (87 % v/v)   15 ml 

2-Mercaptoethanol            1,5 ml 

Bromphenolblau   75 mg 

H2Obidest.          ad 50 ml 

SDS-Elektrophoresepuffer:  Tris             12,1 g 

Glycin              7,5 g 

SDS               1,0 g 

H2Obidest.     ad 1000 ml 

pH ca. 8,7 (nicht einstellen) 

 

Tabelle 5. Zusammensetzung für verwendete SDS-Minig ele. 

Lösung [ml]  Trenngel (12 %)  Sammelgel (4,5 %)  

Acrylamid -Lsg.  3,00 0,75 

Trenngelpuffer  2,78 - 

Sammelgelpuffer  - 2,83 

SDS-Lsg.  0,038 - 

H2Obidest . 1,63 1,37 

APS-Lsg. (40 %)  0,0125 0,0125 
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Alle Bestandteile des Trenngels, mit Ausnahme der APS-Lösung, wurden 

zusammenpipettiert und durchmischt. Durch die Zugabe der APS-Lösung wurde die 

Polymerisationsreaktion gestartet. Die Trenngellösung wurde zwischen die 

vorbereiteten Platten gegossen. Das Gel wurde mit Isopropanol überschichtet, um 

eine gerade Oberfläche 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 überschichtet.  

Die Proteinproben wurden mit Denaturierungspuffer versetzt, für 5 min bei 95° C 

aufgekocht und dann aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte während 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 (München, Deutschland). 

 

2.6.3. Unspezifische Proteinfärbung mit Silber 

Nach der elektrophoretischen Auftrennung können die Proteine in den 

Polyacrylamidgelen durch Anfärbung sichtbar gemacht werden. Dafür kam die 

Silberfärbung aus dem „The Red Book Bulletin, Supplement 11“ zum Einsatz. 

Gegenüber der Silberfärbung nach  BLUM et al. (1987) hat diese Alternativmethode 

den Vorteil, dass die Färbung schneller erfolgt. Folgende Lösungen wurden dafür 

verwendet:  

      

Endkonzentration          Stammlösung          50 ml 

Fixierlösung:    40 % Methanol     100 %       20,0 ml 

13,5 % Formaldehyd              37 %       18,2 ml 

H2Obidest.           11,8 ml 

Natriumthiosulfatlösung:  0,02 % Na2S2O3      Feststoff        0,01 g 

Silbernitratlösung:   0,01 % AgNO3                Feststoff        0,05 g 

Entwicklerlösung:   3 % Natriumcarbonat             Feststoff          1,5 g 

     0,05 % Formaldehyd              37 %                   25 µl 

     0,000016 %   Na2S2O3   0,02 %           40 µl 

Stop-Lösung:             50 mM Na2-EDTA     trocken         0,93 g 
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Nachfolgend aufgeführte Schritte wurden unter ständiger Bewegung auf einer Wippe 

durchgeführt: 

1. 10 min in Fixierlösung inkubieren 

 zweimal 5 min in H2Obidest. waschen 

2. 1 min in 0,02 % Na2S2O3  inkubieren 

 dreimal 20 sec in H2Obidest. Waschen 

3. 10 min 0,1 % AgNO3 einwirken  

 in H2Obidest. waschen 

4. in Entwickler inkubieren, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar werden. Es ist 

zu beachten, dass sich die Reaktion auch nach Zugabe der Stop-Lösung noch 

etwas fortsetzt, daher nicht überentwickeln.  

 in H2Obidest. waschen 

5. 10 min in Stop-Lösung inkubieren 

 10 – 30 min in H2Obidest. waschen 

Anschließend wurden die Gele in Plastikfolie eingeschweißt und bei 5-8 °C gelagert. 

 

2.7. Bestimmung von Enzymaktivitäten 

2.7.1. Turbidimetrischer Test zur Bestimmung der PH A Depolymeraseaktivität 

Die PHA Depolymeraseaktivität wurde durch photometrische Messung (Cary 50bio 

UV-Visible Spectrophotometer von Varian, Mulgrave Victoria 3170, Australien) der 

Trübungsabnahme einer Polymersuspension bei 650 nm und 40° C in 

Plastikküvetten (d = 1 cm) bestimmt. Der Reaktionsansatz bestand aus: 

nPHASCL-Stammsuspension in Glycerol    3–5 µl 

Enzymlösung                5–50 µl  

Tris/HCl (100 mM, pH 9), 1 mM CaCl2             ad 1 ml 

 

Die Extinktionsänderung pro Zeiteinheit wurde anhand der Geradensteigung 

ermittelt. Wies das Enzym eine Lag- bzw. Verzörgerungphase zu Beginn der 

Hydrolysereaktion auf, wurde die Geradensteigung erst emittelt, wenn das Enzym mit 

der maximalen Geschwindigkeit das Substrat hydrolysierte. Die Berechnung der 

Enzymaktivitäten erfolgt nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz unter Einbeziehung 

des apparenten Extinktionskoeffizienten (� ) für die jeweils verwendete Polymer-

Suspension.  
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Aktivität [U/ml] =                  � E x Küvettenvolumen [ml]        
   --------------------------------------------------------------         
   � t [min] x �  x d [min] x Enzymprobevolumen [ml] 
 

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

 

2.7.2. Bestimmung von Esterase-Aktivitäten 

Die Esterase-Aktivität 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 µl 

 Enzymlösung             5 – 20 µl 

 Tris/HCl (100 mM, pH 7,9, 1 mM CaCl2)                      ad 1 ml 

 

Da in Abhängigkeit 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-1 x cm-1]. 

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

 

2.8. Genetische Methoden 

2.8.1. Vorbehandlung von Geräten und Lösungen 

Hitzestabile Geräte und Lösungen wurden zur Inaktivierung von Nukleasen durch 

Autoklavieren (20 min, 121° C) sterilisiert. Nicht autoklavierbare Materialien wurden 

mit 96 % Ethanol gespült oder abgeflammt. Hitzelabile Lösungen wurden steril filtriert 

(0,2 µm Sterilfilter, Satorius AG, Göttingen).  

 

2.8.2. Plasmidisolierung  

Zur Plasmid-DNA Isolation wurde der innuPREP Plasmid Mini Kit der Firma Analytik 

Jena verwendet. Die zu präparierenden E. coli Klone wurden in einer 2-5 ml LB 

Schüttelkultur bei 37° C über Nacht inkubiert. Für die Plasmidisolierung aus B. 
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subtilis Zellen wurden 5 ml einer Übernachtkultur benötigt. Nach dem 

Abzentrifugieren wurden die Kulturen nach den Angaben des Herstellers 

aufgearbeitet. 

 

2.8.3. Standard-Agarose-Gelelektrophorese von DNA 

Nukleinsäuren wurden durch Agarose-Gelelektrophorese in horizontalen 

Gelkammern eigener Bauart aufgetrennt. Die Agarosekonzentration in den Gelen war 

abhängig von der Größe der zu trennenden Fragmente und variierte zwischen 0.8 % 

(w/v) und 1,5 % (w/v). Die Agarose wurde in TBE-Puffer durch Aufkochen gelöst 

(Mikrowelle) und nach Abkühlen auf ca. 60° C in die Gelkammer gegossen.  Der zur 

Ausformung der Probentaschen notwendige Kamm wurde sofort in die noch flüssige 

Agarose eingesetzt. Nach der Aushärtung der Agarose-Lösung wurde das Gel mit 

Laufpuffer überschichtet 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 durchgeführt, wodurch sich, je nach Gelgröße, 

eine Laufzeit von 20 bis 60 min ergab. Nach der Elektrophorese wird das Gel für ca. 

10 min in ein Ethidiumbromidbad (10 � g/ml H2O) gelegt, um die DNA-Banden 

anzufärben. Nach kurzem Entfärben 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 Börsäure    1 mM Na2-EDTA 

2,5 mM Na2-EDTA    50 % (w/v) Saccharose  

        0,1 % (w/v) Bromphenolblau  

pH 7,0 

 

2.8.4. Präparation von Nukleinsäuren aus Agarosegel en 

Zur Isolierung des gewünschten DNA-Fragmentes nach der Restriktionsspaltung 

wurde die entsprechende DNA-Bande mit Hilfe des NucleoSpin Exctract II 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 Anfärben mit Ethidiumbromid wurden die gewünschten 



Material und Methoden 
�

35 
�

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 Reaktionsansätze wurden standardmäßig verwendet: 

 

                   Analytischer Verdau            Präparativer Verdau 

Plasmid-DNA         2-3 µl      20 µl 

Restriktionspuffer                 1 µl        3 µl  

Restriktionsenzym              0,5 µl         0,5 - 1 µl 

H2Obidest.                     ad 10 µl                   ad 30 µl 

 

Der Ansatz wurde für 1 h oder auch über Nacht bei der vom Hersteller angegebenen 

Temperatur inkubiert. Anschließend wurde die Vollständigkeit 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 

Für die Ligation von DNA-Fragmenten mit einem Plasmid-Vektor müssen 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 können. Dabei spielen die Konzentration und die Länge des DNA-

Fragmentes eine große Rolle. Nach der Gleichung von DUGAICZYK et al. (1975) 

kann die Konzentration (j) eines zu klonierenden Fragmentes in Ligierungsansätzen 

berechnet werden, bei der die Wahrscheinlichkeit der in intramolekularen und der 

intermolekularen Ligation gleich groß ist. 

 

   j [ng/µl] = 511000 x Mr-0,5 
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Basierend auf dieser Konzentrationsberechnung wurde das zu klonierende DNA-

Fragment mit einem 2-4-fachem molaren Überschuß 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 übernacht durchgeführt. Vor der 

Transformation wurde der Ligationsansatz mit H2Obidest. 1:5 verdünnt. 

 

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 

� l einer Übernachtkultur angeimpft und bei 37° C und 150 rpm im Kulturschüttler 

inkubiert. Sobald die Kultur eine OD600nm von 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 MgCl2, 20 mM MgSO4, 10 

% PEG 4000 in LB, pH 6,5-6,8, steril filtrieren und 5 % (v/v) DMSO zugeben) 

aufgenommen. Davon wurden 200 � l Aliquots in Eppendorfreaktionsgefäße überführt 

und 5-15 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die DNA (Plasmide, 

Ligationsansätze) zugegeben und weitere 30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 

Hitzeschock bei 42° C für 90 Sekunden und Inkubation auf Eis für 2 Minuten. 

Daraufhin wurden 0,8 ml TSS Medium  zugegeben und 1 h bei 37° C und 150 rpm 

geschüttelt. Schließlich wurden 150 � l Transformationsansätze auf LBAmp- Platten 

ausplattiert und über 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 über Nacht bei 37° C inkubiert. Am nächsten Morgen 

wurden 2 ml SP1-Medium mit dieser Übernachtkultur  beimpft. Der Anfang OD600nm 

sollte bei 0,1 liegen. Die Kultur wurde für 3 h bei 37° C geschüttelt. Anschließend 

wurden 0,5 ml SP1-Kultur bei 37° C vorgewärmtem SP2-Medium überimpft. Die SP2-

Kultur wurde 90 min bei 37° C unter stetiger Durchmischung inkubiert. Dannach 

wurden 50 µl 100 mM Na2-EGTA zugegeben und die Kultur für weitere 10 min bei 

37° C geschüttelt. Die kompetenten Zellen wurden zu je 0,5 ml in sterile 

Eppendorfreagiergefäße aliquotiert. 20 bis 30 µl des verdünnten Ligationsansatzes 

wurden anschließend zu den kompetenten Zellen zugegeben. Der 



Material und Methoden 
�

37 
�

Transformationsansatz wurde 90 min bei 37° C unter stetiger Durchmischung 

inkubiert. 50 – 200 µl des Transformationsansatzes wurden auf TBAB-Agar mit den 

entsprechenden Antibiotika ausplattiert. Die TBAB-Agarplatten wurden schließlich bei 

37° C über 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 ermöglicht die gezielte Veränderung bestimmter DNA Sequenzen innerhalb 

eines Gens. Die zielgerichtete Mutagenese, die in dieser Arbeit zum Austausch von 

Aminosäuren 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 durchgeführt. Das erhaltene PCR-Produkt 

wurde mit DpnI für 2 h bei 37° C inkubiert und in E. coli XL1-Blue transformiert 

(2.8.6). 

 

2.10. Sequenzierung und Sequenzanalyse 

Zur Verifizierung der eingeführten Mutation wurden die in dieser Arbeit verwendeten 

Plasmide zur Sequenzierung geschickt. Die Sequenzierungen wurden von der Firma 

GATC, Konstanz, Deutschland durchgeführt. 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 phaZ7 

Gensequenz verglichen. 

 

2.11. nPHB-Bindungstest 

Aufgrund ihrer hydrophoben Oberfläche neigt die PhaZ7 Depolymerase dazu an der 

Röhrchenwand zu binden. Der Bindungstest wurde deshalb in einem speziellen 1,5 

ml Röhrchen („Protein LoBind Tubes“, Eppendorf GmbH, Hamburg) durchgeführt. 

Die isolierte nPHB Granula aus Ralstonia eutropha H16 wurden 3 Mal mit 10 ml H2O 

gewaschen, um das Glycerin zu entfernen. Nach der letzten Waschung wurde das 

Granulapellet in 50 mM Tris/HCl pH 8,5 resuspendiert. Die Granulasuspension sollte 

einen OD650nm-Wert von 20 haben.  
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Für den Bindungstest wurden 180 µl Granulasuspension mit 20 µl Proteinlösung 

(Stammlösung 50 µg/ml) versetzt. Die nPHB-Protein-Mischung wurde bei dem 

Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Minute, 5 Minuten, 10 Minuten wurden jeweils 

50 µl nPHB-Protein-Mischung entnommen und 30s bei 13000 rpm zentrifugiert. 

Sowohl das Granulapellet als auch der Überstand wurden getrennt gesammelt. Das 

Pellet wurde einmal mit 100 µl 50 mM Tris/HCl pH 8,5 gewaschen und anschließend 

in 50 µl 50 mM Tris/HCl pH 8,5 resuspendiert. Als Kontrolle dienen eine 

Granulaprobe ohne Enzym und eine Enzymlösung ohne nPHB Granula. Das 

resuspendierte Pellet und der davor gesammelte Überstand wurden mit 25 µl 

Denatuerierungspuffer (dreifachkonzentriert) versetzt. Davon wurden schließlich 25 

µl für 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 Trägermaterial (z.B. Nitrozellulose-, PVDF-Membran) immobilisiert 

werden. Für 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 l H2Obidest. 

 

Das Gel wurde zunächst nach der SDS-Gel Elektrophorese in Transferpuffer für 15 

bis 30 min präequilibriert. Währenddessen wurde die Immobilen-Membran (PVDF 

Western Blotting Membranes von Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland) folgendermaßen behandelt: 

1. 1 bis 3 sek in 100% Methanol einlegen 

2. 1 bis 5 min in  H2Obidest. hineinlegen 

3. 10 bis 15 min in Transferpuffer präequilibrieren 
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Kassettenaufbau: 

      +  

                   									   weißer 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 gefüllt. Der Proteintransfer erfolgte für 1 h bei 100 V im 

Kühlraum.   

 

2.12.2. Immunmarkierung 

Für die Immunofärbung wurden folgende Lösungen verwendet: 

TBS-Puffer:  100 mM Tris-HCl pH 7,5 

   150 mM NaCl 

 

TTBS-Puffer:  0,1 % Tween 20 in TBS-Puffer 

 

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

 

Reaktionspuffer: 100 mM Tris-HCl pH 9 

   100 mM NaCl 

   5 mM MgCl2 

 

Reaktionslösung: 20 ml Reaktionspuffer 

40 µl NBT (100 mg/ml 4-Nitroblue-Tetrazoliumchlorid in 70 % 

(v/v) DMF) 

   33 µl BCIP (50 mg/ml 5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat in DMF) 
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Nach einem erfolgreichen Proteintransfer wurde für die Immunofärbung die PVDF 

Membran unter ständiger Bewegung auf einer Wippe folgendermaßen 

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. Übernacht in primärer Antikörperlösung inkubieren (1:5000 

Verdünnung in 10 ml Blockierungspuffer) 

4. 4 x 15 min mit 50 ml TTBS-Puffer waschen 

5. 60 min in sekundärer Antikörperlösung inkubieren (1 µl AK in 40 ml TTBS-

Puffer) 

6. 4 x 15 min mit 50 ml TTBS-Puffer waschen 

7. 2 x 10 min mit 50 ml TBS-Puffer waschen 

 

Als sekundärer Antikörper wurde ein Anti-Mouse Konjugat mit alkalischer 

Phosphatase (Fa. Sigma) verwendet. Dies ermöglichte einen Farbnachweis mit dem 

NBT/BCIP Substrat. Dafür wurde das PVDF Membran in 20 ml Reaktionslösung 

eingelegt. Die Farbreaktion erfolgte im Dunkeln bei RT. Die Membran wurde solange 

gefärbt, bis die Proteinbande die gewünschte Intensität erreicht hatten. Durch das 

Waschen des Membrans in H2Obidest. 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 Überlagerungen von Proteinstrukturen mit dem Programm 

PDBfold (KRISSINEL und HENRICK, 2004) durchgeführt. 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)) 

durchgeführt. 
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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 sekundäre Antikörper (Anti-Mouse 

IgG Alkalische „Phosphatase Conjugate“) wurde von Sigma Chemie GmbH, 

Deisenhofen bezogen. 
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3. Ergebnisse 

 

Anders als die anderen bekannten extrazellulären PHB Depolymerasen, mit 

Ausnahme von der P. funiculosum PHB Depolymerase, verfügt die PHB 

Depolymerase PhaZ7 aus P. lemoignei über keine C-terminale 

Substratbindedomäne. Es wird vermutet, dass die PhaZ7 Depolymerase eine bislang 

unbekannte Substratbindestelle besitzt. Basierend auf dem Vergleich der 

Röntgenstrukturen der nPHB Depolymerase PhaZ7 mit der B. subtilis  LipaseA 

wurde postuliert, dass die „extra Domäne“ der PhaZ7 Depolymerase, welche bei der 

LipaseA fehlt, für die Enzym-Substrat-Interaktion verantwortlich ist 

(PAPAGEORGIOU et al., 2008). Der Befund, dass diese „extra Domäne“ stark mit 

hydrophoben Aminosäuren angereichert ist, unterstützt diese Hypothese. Im Rahmen 

dieser Arbeit sollten diese hydrophoben Aminosäuren durch ortsgerichtete 

Mutagenese gegen eine andere Aminosäure ersetzt werden. Im Folgenden sollte die 

Fähigkeit der erzeugten PhaZ7 Muteine nPHB zu hydrolysieren und nPHB zu binden 

untersucht werden. Schließlich sollten durch die Aufklärung der Proteinstruktur die 

Struktur-Funktionsbeziehungen für die Enzym-Substrat-Interaktion ermittelt werden.  

 

3.1. Ortsgerichtete Mutagenese des phaZ7 Gens 

Um die Bedeutung der hydrophoben Aminosäuren der „extra Domäne“ von PhaZ7 

Depolymerase für die Enzym-Substrat-Interaktion zu untersuchen, wurde eine 

gezielte bzw. ortsgerichtete Mutagenese durchgeführt. Die Einführung der 

gewünschten Mutationen erfolgte nach der Quick-change Methode.  

 

3.1.1. Herstellung des Klonierungsplasmids pBSK -::phaZ7 als Ausgangpunkt 

für die ortsgerichtete Mutagenese der nPHB-Depolyme rase PhaZ7 

Zu Beginn der Arbeit stand das Plasmid pWB980::phaZ7 für die heterologe 

Expression der rekombinanten nPHB-Depolymerase PhaZ7 bereits zur Verfügung 

(HANDRICK, 2002). Es handelte sich hierbei um ein spezielles für die Expression 

extrazellulärer Proteine in B. subtilis optimiertes Plasmid. Der Vektor pWB980 trug 

das Signalpeptid der Laevansucrase (sacB SP) unmittelbar vor der 



Ergebnisse 
�

43 
�

„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 über die HindIII-BamHI Schnittstellen kloniert 

(HANDRICK, 2002). Das Expressionsplasmid pWB980::phaZ7 eignet sich nicht für 

die ortsgerichtete Mutagenese nach der Quick-change Methode, da das Plasmid nur 

spezifisch für B. subtilis und nicht in E. coli replizierbar ist. Aus diesem Grund wurde 

zunächst ein Klonierungsplasmid generiert, welches später als Template für die 

ortsgerichtete Mutagenese diente.  

Hierfür wurde das nPHB-Depolymerase Gen phaZ7 mit HindIII und BamHI aus dem 

pWB980::phaZ7 Plasmid (Abbildung 8, Spur 2) geschnitten. Das `5-HindIII-phaZ7-

BamHI-3´ Fragment wurde in dem vorher mit HindIII und BamHI geschnittenen 

pBluescriptSK- Plasmid (Stratagene, La Jolla, USA) ligiert. Das resultierende Plasmid 

wurde als pBSK-::phaZ7 (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 HindIII und BamHI 
geschnitten (Spur 2). Das HindIII-phaZ7- BamHI Fragment (ca. 1,04 Kbp) wurde in dem 
Plasmid pBluescriptSK- ligiert. Das erhaltene Plasmid pBSK-::phaZ7 hat eine Größe von ca. 
4000 bp. Der Spur 1 stellt das Plasmid pBSK-::phaZ7 verdaut mit HindIII und BamHI dar. M: 
Marker. 
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3.1.2. Einfügen des His 6-Tags zur vereinfachten Aufreinigung der nPHB-

Depolymerase PhaZ7 

Die nPHB-Depolymerase PhaZ7 wurde bisher heterolog in B. subtilis WB800 

expremiert. Die Isolierung dieses Enzyms aus dem B. subtilis WB800 Kultur-

überstand erfolgte über mehrere Reinigungschritte (Konzentrierung des Kultur-

überstandes, Ammoniumsulfat Fällung, Ionenaustauschchromatographie und 

Umpufferung der Proteinlösung) (MATZER, 2008). Diese sind arbeitsintensiv bzw. 

zeitaufwendig und haben den Nachteil, dass bei jedem Schritt Protein verloren geht, 

so dass die Ausbeute an dem gewünschten Protein am Ende der Reinigung zu 

gering ist. Für diese Arbeit wurden viele PhaZ7 Varianten hergestellt, die für die 

biochemische Charakterisierung des Enzyms aus dem Kulturüberstand isoliert 

werden müssten. Um die Aufreinigung des PhaZ7 Proteins zu vereinfachen, wurde 

deshalb ein Affinitätstag (His6-Tag) an dem C-terminalen Ende des Proteins 

eingefügt. Auf diese Weise konnte das mit His6-Tag fusionierte Protein leicht über die 

Ni-NTA Säule isoliert werden.  

Für das Einfügen des his6-Tags wurde wieder die Quick-change Methode 

angewendet. Das PCR erfolgte mit dem pBSK-::phaZ7 Plasmid als Template unter 

Verwendung der Primerpaare phaZ7-chis6-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-chis6-Tag Gen mit 

HindIII und BamHI aus dem pBSK-::phaZ7chis6 geschnitten (Spur 2) und in die HindIII-

BamHI-Cloningsite des Expressionsvektors pWB980 (Spur 3) überführt. Nach 

erfolgter Klonierung wurde das Expressionsplasmid pWB980, das phaZ7-his6-Tag 

enthält, in B. subtilis WB800 heterolog exprimiert. Es folgte schließlich die 

Überprüfung der Expression der PhaZ7chis6 Depolymerase und die Bestimmung der 

nPHB-Depolymerase Aktivität des Proteins, um auszuschließen, dass der eingefügte 

His6-Tag die Proteinexpression und die Proteineigenschaft beeinflusst.   
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Abbildung 9. 1% Agarosegelelektrophorese zur Überpr üfung der Konstruktion des 
PHB Depolymerase PhaZ7 chis6 Plasmids. Der His6-Tag wurde C-terminal an das phaZ7-
Gen mittels Quick-change eingefügt. Als Template für das PCR diente das Plasmid pBSK-

::phaZ7. Das PCR-Produkt wurde auf der Spur 1 aufgetragen. Für die Expression der 
PhaZ7chis6 Depolymerase wurde das resultierende Plasmid pBSK-::phaZ7chis6 mit HindIII und 
BamHI geschnitten (Spur 2). Die ca. 1000 bp HindIII-phaZ7chis6- BamHI Fragmente wurden 
aus dem Gel geschnitten, extrahiert und in dem davor mit HindIII und BamHI verdauten 
Expressionsvektor pWB980 (Spur 3) ligiert. Schließlich erfolgte die Klonierung des 
pWB980::phaZ7chis6 Plasmides (Spur 4, hier mit HindIII und BamHI geschnitten) in B. subtilis 
WB800. 

�

Zur Überprüfung der Expression und der nPHB Depolymerase Aktivität von der neu 

konstruktierten PhaZ7Chis6 Depolymerase wurden sowohl B. subtilis WB800 

pWB980::phaZ7 als auch B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6 in drei ml Super-

Rich Medium mit Kanamycinsulfat (Endkonzentration 15 µg/ml) bei 37° C über Nacht 

angezogen. Nach ca. 18 h Inkubation wurden die beiden Kulturen durch 

Zentrifugation geerntet. Für die nPHB Depolymerase Aktivitätsmessung und die 

Western-Blot Analyse wurde der zellfreie Kulturüberstand verwendet. Die Western-

Blot-Analyse der Kulturüberstände wies eine vergleichbare Expression der beiden 

PhaZ7 Varianten auf (Abbildung 10). Die PhaZ7 Banden (PhaZ7 und PhaZ7chis6) sind 

wie erwartet bei ca. 35 kDa zu sehen. Die Depolymerase Aktivitätsmessung in 

Abbildung 11 zeigte, dass das Einfügen des His6-Tags am C- terminalen Ende des 

PhaZ7 Proteins keine Wirkung auf die nPHB Depolymerase Aktivität des Enzyms 

hatte. Sowohl das PhaZ7 Protein als auch das PhaZ7chis6 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. 

PhaZ7chis6-Konzentrationen waren nach dem Western-Blot Ergebnis (Abbildung 10) 

vergleichbar. Demzufolge entsprach die nPHB Depolymerase Aktivität des PhaZ7chis6 

Proteins der Aktivität des PhaZ7 Proteins. Der His6-Tag hatte keinen Einfluss auf die 

nPHB Depolymerase Aktivität. 

 

 

Abbildung 10. Western-Blot Analyse zur Überprüfung der PhaZ7 Depolymerase 
Expression in B. subtilis  WB800. Aufgetragen sind 20 µl zellfreier Überstand einer 
Übernachtkultur. Die Proteine wurden durch SDS PAGE getrennt. Nach der Übertragung auf 
PVDF Membran erfolgte der Nachweis von PhaZ7 Depolymerase mit dem PhaZ7 Antikörper 
(a) bzw. mit dem His6-Tag Antikörper (b). Durch die alkalische phoshatase Behandlung 
wurden die PhaZ7 Proteinbanden sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Überstand von B. 
subtilis WB800 pWB980. 2: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7. 3: Überstand 
von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6. 

 

 

Abbildung 11. nPHB Depolymerase Aktivitätstest. 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 Kulturüberstand (2 µl) aus einer 
Übernachtkultur gestartet. 

 



Ergebnisse 
�

47 
�

3.1.3. Generierung der nPHB-Depolymerase PhaZ7 Vari ante  

Um herauszufinden, welche hydrophoben Aminosäuren in der PhaZ7 „extra 

Domäne“ für die Enzym-Substrat-Interaktion zuständig sind, wurden folgende 

Aminosäuren Tyr103, Tyr105, Tyr169, Tyr172, Tyr173, Tyr176, Tyr189, Tyr190, 

Phe198, Tyr203, Tyr204, Trp207, Phe251, und Trp252 mittels der ortsgerichteten 

Mutagenese gegen andere Aminosäuren ausgetauscht. Diese hydrophoben 

Aminosäuren sind in Abbildung 12 gezeigt. Die ortsgerichtete Mutagenese wurde wie 

oben beschrieben mit der Quick-change Methode durchgeführt. Als Template diente 

das Klonierungsplasmid  pBSK-::phaZ7chis6. Die jeweils verwendeten Primerpaare 

sind in Tabelle 3 aufgelistet. Die PCR Produkte wurden mit DpnI verdaut und dann in 

E. coli XL1-Blue transformiert. Die gewünschte Mutation wurde durch Sequenzierung 

verifiziert. Nach der Bestätigung der Mutation wurde das mutierte phaZ7chis6* aus den 

jeweiligen Plasmiden über HindIII/BamHI-Verdau herausgeschnitten und in das 

Expressionplasmid pWB980 ligiert, welches anschließend in B. subtilis WB800 

kloniert wurde. 

 

 

Abbildung 12. nPHB Depolymerase PhaZ7 Struktur (PDB  Eintrag 2VTV). Die 
hydrophoben Aminosäuren an der PhaZ7 „extra Domäne“ 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  WB800 

Kulturüberstand  

Die Expression und die nPHB Depolymerase Aktivität der PhaZ7chis6 Depolymerase 

wurden durch die Fusion mit His6-Tag, wie bereits oben gezeigt (3.1.2), nicht 

beeinflusst. Im nächsten Schritt wurde das PhaZ7chis6 Protein aus den zellfreien 

Kulturüberständen isoliert. Um ausreichende Mengen an Zielprotein zu erhalten, 

wurden für die Aufreinigung jeweils 3 bis 4 L Kultur angezogen. Als Vorkultur diente 

25 ml Übernachtkultur von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6. Die Hauptkulturen 

wurden für mindestens 48 h bei 30° C inkubiert. Die Zellen wurden durch 

Zentrifugation bei 4° C und 6000 rpm für 15 Minuten geerntet. Der zellfreie 

Kulturüberstand 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 Säule (GE Healthcare). Das 

Protokoll für die Aufrenigung ist in 2.5. beschrieben. Ein typisches Chromatogramm 

für die Aufreinigung der PhaZ7chis6 Depolymerase ist in Abbildung 13 dargestellt. In 

dem Chromatogramm ist ein großer Peak in den Fraktionen der Elution zu sehen, der 

die PhaZ7 Proteine wiederspiegelt. Die PhaZ7chis6 Fraktionen wurden vereinigt und in 

50 mM Tris/HCl mittels Gelfitration über eine HiPrep 56/10 Säule (GE Healthcare) 

umgepuffert. Nach der Umpufferung wurden sowohl die Konzentration als auch die 

Reinheit der isolierten PhaZ7chis6 Depolymerase bestimmt. Im Durchschnitt konnten 

aus 3 L B. subtilis WB800 Kultur 8 – 10 mg PhaZ7chis6 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 chis6  Depolymerase Reinigung mit Ni-NTA Säule (HisTrap F F, BV: 5 ml). Aufgetragen wurde der PhaZ7chis6 haltige 
konzentrierte B. subtilis WB800 Überstand nach Ultrafiltration mittels Cross-Flow (10 kDa). Nach dem Probeauftrag wurden die unspezifisch 
gebundenen Proteine durch das Waschen mit Puffer A (20 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl, 20 mM Imidazol) aus der Säule entfernt. Die Elution des 
PhaZ7chis6 Proteins erfolgte zunächst mit Imidazol-Gradient bis 50 % Puffer B (20 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol) und schließlich 
isokratisch mit 100 % Puffer B. 
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Abbildung 14. 12% SDS-PAGE der gereinigten nPHB Dep olymerase PhaZ7 chis6 . 
Aufgetragen ist die isolierte PhaZ7chis6 Depolymerase aus B. subtilis WB800 Kulturüberstand. 
Die Sichtbarmachung der Proteinbande erfolgte durch Silberfärbung. M: Proteinmarker; 1: 
0,1 µg PhaZ7chis6 ; 2: 0,2 µg PhaZ7chis6 ; 3: 0,5 µg PhaZ7chis6. 

 

3.3. nPHB Depolymerase PhaZ7 chis6 * Variante 

Die im Rahmen der Strukturanalyse postulierten Aminosäuren einer potentiellen 

Substratbindestelle der PHB Depolymerase PhaZ7 (Abbildung 12) sollten mittels 

ortsgerichteter Mutagenese auf ihre Funktionalität hin untersucht werden. Zunächst 

wurden die folgende Tyrosinreste (Tyr103, Tyr105, Tyr172, Tyr173, Tyr189, Tyr190, 

Tyr203 und Tyr204) an der „extra Domäne“ der PhaZ7 Depolymerase gegen Alanin 

bzw. Serin ausgetauscht. Die Einführung der Punktmutation erfolgte wie oben 

beschrieben (3.1.3) nach der Quick-change Methode.  

Es folgte die Untersuchung der nPHB Depolymerase Aktivität der einzelnen 

PhaZ7chis6* Muteine im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7chis6. Hierfür wurde die Fähigkeit 

der einzelnen Muteine nPHB Granula abzubauen photometrisch bei 650 nm verfolgt. 

Zur Untersuchung der nPHB Depolymerase Aktivität der PhaZ7 Muteine wurden B. 

subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* in drei ml Super-Rich Medium über Nacht bei 

37° C und 150 rpm inkubiert. Die Übernachtkulturen wurden bei 15000 rpm geerntet. 

Die nPHB Depolymerase Aktivitätsmessungen erfolgten mit dem Überstand der 

Übernachtkultur und sind in Abbildung 15 gezeigt.  
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Abbildung 15. nPHB Depolymerase Aktivitätstest von PhaZ7chis6 * 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 Kulturüberstand (10 µl) aus einer Übernachtkultur gestartet. Kontrolle: Überstand der B. 
subtilis WB800 pWB980.  
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Der in Abbildung 15 dargestellte nPHB-Depolymerase Aktivitätstest zeigte, dass alle 

PhaZ7chis6* Muteine (Tyr103Ala, Tyr105Ala, Tyr172Ala, Tyr173Ser, Tyr189Ala, 

Tyr190Ala, Tyr203Ser und Tyr204Ser) noch in der Lage waren, nPHB-Granula zu 

hydrolysieren. Die folgenden PhaZ7chis6* Muteine Tyr103Ala, Tyr172Ala, Tyr173Ser, 

Tyr203Ser und Tyr204Ser wiesen im Vergleich zur Wildtyp PhaZ7chis6 Depolymerase 

keine nennenswerte Veränderung im Enzymkinetik-Verhalten auf. Alle Muteine 

bauten das eingesetzte Substrat, nPHB-Granula, in der gleichen Weise wie der 

Wildtyp PhaZ7chis6 ab. Direkt nach der Zugabe des zellfreien Kulturüberstandes 

wurden die eingesetzten nPHB Granula umgesetzt. Auffällig ist dennoch die 

geringfügig unterschiedliche Geschwindigkeit, mit der die nPHB Granula hydrolysiert 

wurden. Dies könnte aufgrund von unterschiedlichen Konzentrationen der PhaZ7chis6* 

Muteine im Kulturüberstand hervorgerufen werden. Deshalb wurde die Konzentration 

der PhaZ7chis6* Muteine im Kulturüberstand mittels Western-Blot überprüft. 

Das Ergebnis der Western-Blot Analyse ist in Abbildung 16 dargestellt. Wie erwartet, 

wurden alle PhaZ7chis6* Muteine expremiert und ins Medium sekretiert. In Abbildung 

16 sind die Bande der PhaZ7chis6* Varianten mit Ausnahme der Negativkontrolle 

(Spur 1) bei ca. 35 kDa zu sehen. Anhand der Intensität der Banden im Western-Blot 

konnte die Konzentration der PhaZ7chis6 Depolymerase im Überstand bestimmt 

werden. Bis auf die Konzentration des PhaZ7chis6* Tyr203Ser (Spur 9) Muteins 

unterschieden sich die Konzentration der restlichen PhaZ7chis6* Muteine im 

Überstand nur geringfügig von der Konzentration des PhaZ7chis6 Wildtyps. Die PhaZ7 

Depolymerase weist eine sehr hohe hydrolytische Aktivität gegen nPHB Granula auf. 

Ein geringer Konzentrationsunterschied des Proteins könnte einen großen Einfluss 

auf die nPHB Aktivitätsmessung haben, wie in Abbildung 15 zu erkennen ist. Die 

hohe Konzentration des PhaZ7chis6* Tyr203Ser im Überstand hat zur Folge, dass 

dieses Mutein in der nPHB Depolymerase Aktivitätsmessung im Vergleich zum 

Wildtyp PhaZ7 Depolymerase die nPHB Granula schneller hydrolysierte (Abbildung 

15). 
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Abbildung 16. Western-Blot Analyse von PhaZ7 chis6 * Muteinen. Gezeigt ist die Western-
Blot Analyse zur Überprüfung der Konzentration von PhaZ7chis6* Muteinen im 
Kulturüberstand. Aufgetragen sind pro Spur 20 µl Überstand aus 3 ml Übernachtkultur. Die 
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und anschließend geblottet. Der Blot wurde mit 
dem His6-Tag Antikörper behandelt und ggf. vorhandene Banden mittels der alkalischen 
Phosphatasereaktion sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Überstand von B. subtilis 
WB800 pWB980. 2: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6 WT. 3: Überstand 
von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Tyr103Ala. 4: Überstand von B. subtilis WB800 
pWB980::phaZ7chis6* Tyr105Ala. 5: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* 

Tyr172Ala. 6: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Tyr173Ser. 7: 
Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Tyr189Ala. 8: Überstand von B. 
subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Tyr190Ala. 9: Überstand von B. subtilis WB800 
pWB980::phaZ7chis6* Tyr203Ser. 10: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* 
Tyr204Ser. 

 

Wie bereits oben beschrieben ist, behielten alle erzeugten PhaZ7chis6* Muteine trotz 

des Aminosäureaustauschs noch die Fähigkeit, nPHB Granula zu hydrolysieren. Bei 

der nPHB Depolymerase Aktivitätsmessung der PhaZ7chis6* Tyr105Ala, PhaZ7chis6* 

Tyr189Ala und PhaZ7chis6* Tyr190Ala Muteine wurde jedoch eine interessante 

Beobachtung gemacht. Diese Muteine verhielten sich in der Enzymkinetik anders als 

der PhaZ7chis6 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 Aminosäureaustausch die PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Ala, Tyr189Ala und 

Tyr190Ala) Zeit brauchen, um an nPHB Granula zu binden. 
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Frühere Untersuchungen an extrazellulären PHB Depolymerasen zeigten, dass die 

Adsorption der Substratbindestelle der extrazellulären PHB Depolymerasen an der 

Polymeroberfläche vermutlich sowohl über Wasserstoffbrückenbindungen als auch 

über 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 PhaZ7chis6* Tyr105Ala, PhaZ7chis6* Tyr189Ala und 

PhaZ7chis6* Tyr190Ala* Mutein aufgrund des Austausches von Tyrosin zu Alanin 

hervorgerufen werden, sollte ein Austausch des Tyrosins gegen eine Aminosäure mit 

geringerer Hydrophobizität, d.h. hydrophile bzw. geladene Aminosäuren, einen 

wesentlichen stärkeren Effekt haben. 

Um für diese Vermutung experimentelle Belege zu erhalten, wurde das Tyrosin an 

diesen Positionen gegen ein negativ geladenes Glutamat ersetzt. Die erhaltenen B. 

subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Mutanten (Tyr103Glu, Tyr105Glu, Tyr189Glu 

und Tyr190Glu) wurden wie oben beschrieben angezogen und geerntet. Die 

Fähigkeit dieser PhaZ7chis6* Muteine nPHB zu hydrolysieren wurde anhand der 

Trübungsabnahme bei 650 nm photometrisch verfolgt. Die geernteten 

Kulturüberstände wurden für die Aktivitätsassays eingesetzt. Wie in Abbildung 17 

dargestellt ist, führte die Substitution des Tyrosins an der Position 105, 189 und 190 

gegen Glutamat in der Tat zu einer deutlichen Verlängerung der beobachteten Lag-

Phase zu Beginn der nPHB Hydrolyse. Diese PhaZ7chis6* Muteine zeigten außerdem 

eine stark reduzierte Enzymaktivität, da sie für die Hydrolyse der eingesetzten nPHB 

Granula 30 Minuten (PhaZ7chis6* Tyr105Glu und PhaZ7chis6* Tyr189Glu) bzw. 20 

Minuten (PhaZ7chis6* Tyr190Glu) benötigten. Das Ergebnis der Western-Blot Analyse 

(Abbildung 18) weist darauf hin, dass die Konzentration des PhaZ7chis6* Tyr105Glu 

(Spur 5), des PhaZ7chis6* Tyr189Glu (Spur 6) und des PhaZ7chis6* Tyr190Glu (Spur7) 

Muteins im Überstand höher sind als die Konzentration des PhaZ7chis6 Wildtyps. Es 

kann somit ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Lag-Phase und die 

reduzierte Enzymaktivität dieser Muteine durch die geringere Enzymkonzentration 

hervorgerufen wurden.  
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Abbildung 17. nPHB Depolymerase Aktivitätstest . 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 Kulturüberstand (10 µl) aus 
einer Übernachtkultur gestartet. 
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Abbildung 18. Western-Blot Analyse von PhaZ7 chis6 * Muteinen. Gezeigt ist die Western-
Blot Analyse zur Überprüfung der Konzentration von PhaZ7chis6* Muteinen im 
Kulturüberstand. Aufgetragen sind pro Spur 20 µl Überstand aus 3 ml Übernachtkultur. Die 
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und anschließend geblottet. Der Blot wurde mit 
dem His6-Tag Antikörper behandelt und ggf. vorhandene Banden mittels der alkalischen 
phosphatase Reaktion sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Überstand von B. subtilis 
WB800 pWB980. 2: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6

* WT. 3: Überstand 
von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Tyr103Glu. 4: Überstand von B. subtilis WB800 
pWB980::phaZ7chis6* Tyr105Phe. 5: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* 
Tyr105Glu. 6: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6

* Tyr189Glu. 7: 
Überstand von B. subtilis WB800 pWB980:phaZ7chis6* Tyr190Glu.  

 

Um zu überprüfen, ob allgemein der Austausch der hydrophoben Aminosäure an der 

PhaZ7 Oberfläche gegen ein negativ geladenes Glutamat einen Einfluss auf das 

Enzym hat, wurde zur Kontrolle das Tyr103 gegen Glutamat ausgetauscht. Das 

Tyr103 befindet sich wie in Abbildung 12 zu sehen ist, auch in der PhaZ7 „extra 

Domäne“. Wie in Abbildung 15 zu erkennen ist, führte eine Substitution dieses 

Tyrosins gegen Alanin zu keiner Veränderung in der Enzymkinetik. Die gleiche 

Beobachtung wurde bei dem Austausch gegen Glutamat gefunden (Abbildung 17). 

Da das Enzym im Überstand in hoher Konzentration als Wildtyp Protein vorlag 

(Abbildung 18, Spur 3), hydrolysierte das PhaZ7chis6* Tyr103Glu Mutein nPHB 

Granula schneller als PhaZ7chis6 Wildtyp. Interessant wäre auch der Austausch des 

Tyrosins gegen Phenylalanin. Beide Aminosäuren sind aromatisch und hydrophob. 

Die beiden Aminosäuren unterscheiden sich nur darin, dass das Tyrosin noch eine 

Hydroxyl-Gruppe besitzt. Zur Überprüfung, ob die beobachtete Lag-Phase zu Beginn 

der in vitro nPHB Hydrolyse bei dem Austausch der Tyr105, Tyr189 und Tyr190 

gegen Alanin bzw. gegen Glutamat durch das Fehlen der Hydroxylgruppe bedingt ist, 

wurde das Tyr105 gegen Phenylalanin ausgetauscht. Wie in Abbildung 17 erkennbar 
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ist, hatte die Hydroxylgruppe des Tyr105 keinen Einfluss auf die Enzymaktivität. Die 

Mutation des Tyrosins zu Phenylalanin veränderte die Enzymeigenschaften nicht.  

Da die beobachtete Lag-Phase bei dem Austausch von Tyrosin zu Glutamat am 

ausgeprägten war, wurden die restlichen hydrophoben Aminosäuren der PhaZ7 

„extra Domäne“ (Tyr169, Tyr176, Phe198, Trp207, Phe251 und Trp252) ebenfalls 

gegen Glutamat ausgetauscht. Die in B. subtilis WB800  exprimierten PhaZ7chis6* 

Muteine wurden hinsichtlich ihrer Depolymerase Aktivität charakterisiert (Abbildung 

19). Das Ergebnis des nPHB Aktivitätstests zeigte, dass neben dem Wildtyp 

PhaZ7chis6 auch alle PhaZ7chis6* Muteine (Tyr169Glu, Tyr176Glu, Phe198Glu, 

Trp207Glu, Phe251Glu und Trp252Glu) hydrolytisch noch aktiv waren (Abbildung 

19). Die Muteine Tyr176Glu und Trp207Glu wiesen wie die Tyr105Glu, Tyr189Glu 

und Tyr190Glu Muteine eine ausgeprägte Lag-Phase zum Beginn der 

Substrathydrolyse auf. Hingegen konnte bei den restlichen PhaZ7chis6* Varianten 

(Tyr169Glu, Phe198Glu, Phe251Glu, und Trp252Glu) keine Veränderung in der 

Enzymkinetik festgestellt werden. Das Western-Blot Ergebnis zur Überprüfung der 

Proteinexpression in Abbildung 20 zeigte eine vergleichbare Konzentration der 

Muteine im Überstand im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7chis6 mit Ausnahme von den 

PhaZ7chis6* Phe198Glu (Spur 4) und PhaZ7chis6* Trp252Glu (Spur 7) Muteinen. 
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Abbildung 19. nPHB Depolymerase Aktivitätstest. 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 Kulturüberstand (10 µl) aus 
einer Übernachtkultur gestartet. Kontrolle: Überstand der B. subtilis WB800 pWB980. 

�
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Abbildung 20. Western-Blot Analyse von PhaZ7 chis6 * Muteinen. Gezeigt ist die Western-
Blot Analyse zur Überprüfung der Konzentration von PhaZ7chis6* Muteinen im 
Kulturüberstand. Aufgetragen sind pro Spur 20 µl Überstand aus 3 ml Übernachtkultur. Die 
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und anschließend geblottet. Der Blot wurde mit 
dem His6-Tag Antikörper behandelt und ggf. vorhandene Banden mittels der alkalischen  
phosphatase Reaktion sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Überstand von B. subtilis 
WB800 pWB980::phaZ7chis6 WT. 2: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* 
Tyr169Glu. 3: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Tyr176Glu. 4: 
Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Phe198Glu. 5: Überstand von B. 
subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Trp207Glu. 6: Überstand von B. subtilis WB800 
pWB980::phaZ7chis6* Phe251Glu. 7: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* 
Trp252Glu. 8: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980.   

 

Die Ergebnisse der nPHB Depolymerase Aktivitätstests können wie folgt 

zusammengefasst werden. Alle hier erzeugten PhaZ7chis6* Muteine konnten wie die 

Wildtyp PhaZ7chis6 Depolymerase nPHB Granula hydrolysieren. Die PhaZ7chis6* 

Muteine Tyr103Ala, Tyr103Glu, Tyr105Phe, Tyr169Glu, Tyr172Ala, Tyr173Ser, 

Phe198Glu, Tyr203Ser, Tyr204Ser, Phe251Glu, und Trp252Glu hydrolysierten nPHB 

in der gleichen Weise wie das Wildtyp PhaZ7chis6 Protein und wiesen keine 

wesentliche Veränderung 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 Veränderung in der 

Enzymkinetik im Vergleich zum Wildtyp Protein. Diese PhaZ7chis6* 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 Aktivität im 

Vergleich zum Wildtyp PhaZ7chis6 auf. Insgesamt führen die Ergebnisse hier zu einem 

ersten Hinweis darauf, dass die Aminosäuren Tyr105, Tyr176, Tyr189, Tyr190 und 

Trp207 möglicherweise an der Enzym-Substrat-Interaktion beteiligt sind. Die 

Substitution dieser Aminosäure gegen andere Aminosäuren erschwerte vermutlich 
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die Adsorption des Enzyms an nPHB-Granula, welches zur Entstehung einer 

Verzögerungsphase am Anfang der Substrathydrolyse führte.  

Interessanterweise zeigten die PhaZ7chis6* Muteine Tyr105Glu, Tyr176Glu, 

Tyr189Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu ebenfalls eine andere Hofbildung auf nPHB 

Platten. Die Abbildung 21 zeigt die Hofbildung dieser Muteine am Beispiel der 

PhaZ7chis6* Tyr105-Variante, Tyr189-Variante und Tyr190-Variante. Die PhaZ7chis6*-

Varianten haben eine andere Aufklärungszone als der PhaZ7chis6 Wildtyp gebildet. 

Die Hofbildung auf nPHB-Platte durch den PhaZ7chis6 Wildtyp bzw. durch das  

PhaZ7chis6* Tyr105Phe Mutein offenbarten ein analoges Ergebnis. Der Durchmesser 

der gebildeten Aufklärungszonen bei den beiden Proteinen ist etwa gleich und die 

beiden Aufklärungszonen sind klar. Dieses Ergebnis stimmt mit dem Ergebnis der 

Aktivitätsmessung überrein und deutet darauf hin, dass die Hydroxylgruppe des 

Tyrosins für die Substratbindung nicht essentiell ist. Die restlichen PhaZ7chis6* 

Muteine (Tyr105Ala, Tyr189Ala, Tyr190Ala, Tyr105Glu, Tyr189Glu und Tyr190Glu) 

dagegen wiesen andere Hydrolysehöfe im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7chis6 auf. 

Auffallend sind die trüben bis opaquen Aufklärungszonen bei diesen Muteinen. 

Ferner ist der Hydrolysehof der PhaZ7chis6* Tyr105Glu, Tyr189Glu und Tyr190Glu 

Muteine kleiner als die anderen Höfe der PhaZ7chis6* Tyr105Ala, Tyr189Ala und 

Tyr190Ala Muteine. Die Hofbildung auf nPHB-Platten durch die anderen PhaZ7chis6* -

Varianten (Tyr176Glu, Trp207Glu) ähnelt der Hofbildung des PhaZ7chis6* Tyr105Ala 

Muteins (Daten nicht gezeigt). Diese unterschiedliche Hofbildung auf den nPHB-

Platten kann als weiteren Hinweis angesehen werden, dass die Tyr105, Tyr176, 

Tyr189, Tyr190 und Trp207 eine Rolle bei der Ausführung der Depolymerase 

Aktivität spielen.   
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Abbildung 21 . Hofbildung auf der nPHB-Platte durch PhaZ7 chis6  Depolymerase. Eine 
Einzelnkolonie der B. subtilis WB800 pWB980 (Kontrolle), B. subtilis WB800 
pWB980::phaZ7chis6 Wildtyp (WT) und B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6* Muteine wurde 
auf nPHB-Superrich-Platte ausgestrichen. Die Platte wurde für ca. 15 h bei 37° C inkubiert. 
Die Aktivität des gebildeten PhaZ7chis6 Wildtyps bzw. der gebildeten PhaZ7chis6* Muteine wird 
durch eine Aufklärungszone angezeigt.  

  

3.4. Biochemische Charakterisierung der nPHB Depoly merase PhaZ7 chis6 * 

Variante 

Die in den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen nPHB Depolymerase 

Aktivitätstests stellten die nPHB Depolymerase Aktivität der PhaZ7chis6* Muteine im 

Kulturüberstand dar. In diesem B. subtilis Kulturüberstand liegen neben PhaZ7chis6 

Protein vermutlich noch viele andere Proteine wie z.B. Esterasen, Lipasen, 

Proteasen vor. Ferner wurden die Konzentrationen des PhaZ7chis6 Proteins im 

Überstand mit Hilfe der Western-Blot Analyse bestimmt. Diese Methode diente aber 

lediglich zu einer Abschätzung der Proteinkonzentration anhand der Bandstärke der 

Proteine und ist deshalb fehlerbehaftet. Um den Einfluss des  Aminosäureaustauschs 

der PhaZ7chis6 Depolymerase auf die Enzymaktivität gründlich zu untersuchen, sollte 

die PhaZ7chis6 Depolymerase nicht als ein Proteingemisch zur Verfügung stehen, 

sondern als eine homogene, reine Proteinlösung vorliegen. Aus diesem Grund 

wurden die interessanten PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, 

Tyr190Glu und Trp207Glu) aus 3.3. aus dem jeweiligen B. subtilis Kulturüberstand 

isoliert. 
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3.4.1. nPHB Depolymerase Aktivität 

Wie oben bereits beschrieben (3.3), führte der Austausch von Tyr105, Tyr176, 

Tyr189, Tyr190 und Trp207 gegen Glutamat zu einer Veränderung in der 

Enzymkinetik. In vitro hydrolysierten diese PhaZ7chis6* 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 beeinträchtigt, was 

zu einer Entstehung der kurzen Verzörgerungsphase und einer Verringerung der 

Enzymaktivität führte. Um einen direkten Hinweis auf die Veränderung der 

Enzymeigenschaften aufgrund des Aminosäureaustauschs zu erhalten, wurde in 

diesem Kapitel das Verhalten der gereinigten reinen PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Glu, 

Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu) in in vitro nPHB Depolymerase 

Aktivitätsmessungen untersucht.  

 

 

Abbildung 22. Silbergefärbtes 12 %iges SDS-Polyacry lamidgel. Aufgetragen wurden die 
gereinigten PhaZ7chis6 (0,1 µg) Varianten. M: Marker, 1: PhaZ7chis6 WT, 2: PhaZ7chis6* 
Tyr105Glu, 3: PhaZ7chis6* Tyr189Glu, 4:  PhaZ7chis6* Tyr190Glu, 5: PhaZ7chis6* Tyr176Glu, 6: 
PhaZ7chis6* Trp207Glu.  
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Tabelle 6. Ausbeute an gereinigten PhaZ7 chis6  Proteinen. 

 PhaZ7chis6  

WT 

PhaZ7chis6 * 

Tyr105Glu 

PhaZ7chis6 * 

Tyr176Glu 

PhaZ7chis6 * 

Tyr189Glu 

PhaZ7chis6 * 

Tyr190Glu 

PhaZ7chis6 * 

Trp207Glu 

Volumen des Kultur -

überstandes [L] 

3,5 3,5 4 4,5 3,5 4 

Gereinigte PhaZ7 chis6  

Proteine [mg] 

8,5 8,9 7,5 7,2 9,3 8 

 

Die PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu und 

Trp207Glu) wurden jeweils aus ca. 3 - 4 L der entsprechenden Kulturüberstände 

gereinigt und deren Reinheit nach der Reinigung mittels SDS PAGE überprüft. In 

Abbildung 22 ist zu erkennen, dass alle Muteine erfolgreich mit einer sehr hohen 

Reinheit von 99% gereinigt  wurden. Die Ausbeute an gereinigten PhaZ7chis6 

Proteinen ist in Tabelle 6 gegeben.  

Danach folgte die Bestimmung der nPHB Depolymerase Aktivität der einzelnen 

Muteine und der Vergleich mit dem Wildtyp PhaZ7chis6 Protein. Eine typische nPHB 

Depolymerase Aktivitätsmessung ist in Abbildung 23 zu sehen. Es ist zu erkennen, 

dass das Wildtyp Enzym die nPHB Granula direkt nach der Enzymzugabe abbaute, 

während alle Muteine die nPHB Granula erst nach einer mehr minütigen Lag-Phase 

zu Beginn der Reaktion hydrolysierten. Auffällig ist auch die geringere nPHB 

Abbaugeschwindigkeit der Muteine im Vergleich zum Wildtyp PhaZ7chis6 Protein. Die 

hier eingesetzte Enzymkonzentration der Muteine (mit Ausnahme des PhaZ7chis6* 

Tyr176Glu Muteins und des PhaZ7chis6* Trp207Glu Muteins) betrugt jeweils das 5-

fache der eingesetzten PhaZ7chis6 Wildtyp Konzentration. Trotz höherer 

Enzymkonzentration wurden die nPHB Granula erst nach ca. 10 bzw. 15 Minuten 

vollständig von den PhaZ7chis6* Muteinen (Tyr105Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu) 

abgebaut, während der PhaZ7chis6 Wildtyp die nPHB Granula schon innerhalb von 3 

Minuten vollständig hydrolysierte. Das PhaZ7chis6* Tyr176Glu Mutein benötigte etwa 

die gleiche Zeit wie die anderen PhaZ7chis6* Tyrosin Muteine (Tyr105Glu, Tyr189Glu 

und Tyr190Glu), um nPHB vollständig zu hydrolysieren. Die eingesetzte 

Enzymkonzetration des PhaZ7chis6* Tyr176Glu Muteins betrug aber nur die Hälfte der 

eingesetzten Enzymkonzentration der restlichen PhaZ7chis6* Tyrosin Muteine. Bei 

dem PhaZ7chis6* Trp207Glu Mutein dauerte der Abbau der Granula 4 Mal länger als 

bei dem Wildtyp PhaZ7chis6 Protein bei der gleichen Enzymkonzentration.  
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Abbildung 23. nPHB Depolymerase Aktivitätstest. 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 für jedes PhaZ7chis6* Mutein steht in Klammer angegeben. 

 

Die spezifische nPHB Depolymerase Aktivität der einzelnen PhaZ7 Varianten ist in 

Tabelle 7 gezeigt. Alle Muteine wiesen eine deutlich geringere spezifische Aktivität im 

Vergleich zum Wildtyp PhaZ7 Protein auf. Das PhaZ7chis6* Tyr176Glu bzw. das 

PhaZ7chis6* Trp207Glu besaßen noch 11 % bzw. 31 % der Wildtyp Aktivität, während 

die Aktivität der restlichen Muteine (PhaZ7chis6* Tyr105Glu, PhaZ7chis6* Tyr189Glu 

und PhaZ7chis6* Tyr190Glu) unter 10 % der Wildtyp Aktivität betrug.  
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Tabelle 7. Die spezifische nPHB Depolymerase Aktivi tät.  Die spezifische Aktivität wurde 
aus mindesten 3 Aktivitätsmessungen gemittelt. 

 PhaZ7chis6  

WT 

PhaZ7chis6 * 

Tyr105Glu 

PhaZ7chis6 * 

Tyr176Glu 

PhaZ7chis6 * 

Tyr189Glu 

PhaZ7chis6 * 

Tyr190Glu 

PhaZ7chis6 * 

Trp207Glu 

spezifische nPHB 

Depolymerase 

Aktivität [10 6 U/mg] 

5,75 

 ± 

 0,54 

0,34 

± 

0,07 

0,63 

± 

0,03 

0,26 

± 

0,05 

0,36 

± 

0,07 

1,78 

± 

0,46 

relative nPHB 

Depolymerase 

Aktivität [%] 

100 5,7 11 4,4 6,3 31 

 

3.4.2. Die Abhängigkeit der nPHB Depolymerase Aktiv ität von Substrat- und 

Enzymkonzentration 

Der erste Schritt bei der nPHB Granula Hydrolyse ist die Bindung des Enzyms an die 

nPHB Granula. Würde die Enzym-Substrat-Interaktion erschwert, könnte dies durch 

die Erhöhung der Substrat- bzw. Enzymkonzentration aufgehoben werden. Je höher 

die Substratkonzentration (bei konstanter Enzymkonzentration) desto höher ist die 

Wahrscheinlichkeit für 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 

erhöht werden. Alternativ könnte die Reaktionsgeschwindigkeit durch die Zunahme 

der Enzymkonzentration gesteigert werden. Bei der Erhöhung der 

Enzymkonzentration können mehr Enzyme an das Substrat binden, was dazu führt, 

dass das Substrat schneller umgesetzt wird. Um zu zeigen, dass die beobachtete 

Lag-Phase und die Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivität bei den 

PhaZ7chis6* Muteinen (Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu) 

durch die Beeinträchtigung der Enzym-Substrat-Bindung hervorgerufen wurden, 

wurde die Abhängigkeit der nPHB Depolymerase Aktivität dieser PhaZ7chis6* Muteine 

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

Die Abbildung 24 zeigt exemplarisch, wie die nPHB Depolymerase Aktivität der 

einzelnen PhaZ7chis6* Muteine von der Substratkonzentration abhängt. Hierfür wurde 

die Aktivitätsmessung bei unterschiedlicher, steigender nPHB Granula Konzentration 

(OD650nm: 0,5 – 2) mit konstanter Enzymkonzentration durchgeführt. Angegeben sind 

die ermitteltten spezifischen Depolymerase Aktivitäten. Bei dem Wildtyp PhaZ7chis6 
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Protein ist zu erkennen, dass trotz der Veränderungen der Substratkonzentration 

keine signifikante Veränderung der Reaktionsgeschwindigkeit erzielt werden konnte. 

Bei einer Anfangs-OD650nm von 0,7 sind nahezu alle Wildtyp PhaZ7chis6 Enzyme (60 

ng) an die nPHB Granula gebunden. Die Erhöhung der Granula 

Anfangskonzentration auf  OD650nm 1,2 bzw. 2,1 führte zu keiner nennenswerten 

Erhöhung der Enzymaktivität, da offenbar keine freien Enzymmoleküle vorlagen. 

Eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit konnte in diesem Fall nur durch eine 

Erhöhung der Enzymmenge erreicht werden. Anders als bei dem Wildtyp Protein 

konnte bei allen PhaZ7chis6* Muteinen eine positive Korrelation zwischen der 

Reaktionsgeschwindigkeit und der Substratkonzentration bei einer konstanten 

Enzymkonzentration gefunden werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit bei allen 

PhaZ7chis6* Muteinen (Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu) 

stieg signifikant mit der Erhöhung der Substratkonzentration. Dies bedeutet, dass bei 

geringerer Substratkonzentration (geringere Anfangs-OD650nm) noch viele Enzyme 

löslich ungebunden vorlagen. Die Erhöhung der Hydrolysegeschwindigkeit durch die 

Erhöhung der Substratkonzentration wies zunächst auf eine Beeinträchtigung der 

Substratbindung bei den PhaZ7chis6* Muteinen (Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, 

Tyr190Glu und Trp207Glu) hin.  
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Abbildung 24. nPHB Depolymerase Aktivitätsmessung i n Abhängigkeit 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 Äktivitäten [106 U/mg] sind über den Graphen angegeben.  

 

Alternativ könnte die verminderte nPHB Granula Bindefähigkeit der PhaZ7chis6* 

Variante durch die Erhöhung der Enzymkonzentration aufgehoben werden. Der 

Effekt der Enzymkonzentrationserhöhung auf die nPHB Depolymerase Aktivität ist in 

Abbildung 25 zu entnehmen. Deutlich erkennbar ist, dass bei höherer 

Enzymkonzentration die Hydrolyse der nPHB Granula bei allen PhaZ7chis6* Varianten 

wie bei dem PhaZ7chis6 Wildtyp schneller ablief. Die nPHB Depolymerase 

Aktivitätstests des PhaZ7chis6 Wildtyps wurden hier mit geringerer 

Enzymkonzentration durchgeführt, da die Hydrolysereaktionen des Wildtyp Proteins 

bei der hier eingesetzten Enzymmenge (> 125 ng) sehr schnell ablaufen würden. Die 

Abnahme der Trübung könnte daher photometrisch nicht mehr verfolgt werden. Die 

beobachtete Lag-Phase zu Beginn der Reaktion bei den PhaZ7chis6 Muteinen 

verkürzte sich mit zunehmender Enzymkonzentration. Dies lieferte einen weiteren 

Hinweis dafür, dass die beobachtete Lag-Phase bei der in vitro nPHB Hydrolyse 

dadurch zustande kam, dass das Enzym zu Beginn der Reaktion aufgrund der 

verminderten Bindefähigkeit mehr Zeit gebraucht hat, um mit nPHB Granula zu 

interagieren. Durch das Vorhandensein von mehr Enzymmolekülen findet mehr 

Substratbindung statt, dadurch nimmt die Länge der Lag-Phase zu Beginn der in 

vitro nPHB Hydrolyse ab. 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse 
�

69 
�

�  

 

 

 

 

 



Ergebnisse 
�

70 
�

Abbildung 25. Turbidimetrischer Test zur Überprüfun g der nPHB Depolymerase 
Aktivität in Abhängigkeit von der Enzymkonzentratio n. Für diesen Test wurde nPHB 
Granula Suspension aus R. eutropha H16 in 100 mM Tris/HCl pH 9 zugegeben. Die 
Reaktion wurde durch die Zugabe von gereinigten Enzymen gestartet. Verfolgt wurde die 
OD-Abnahme bei 650 nm und 40° C. Über den Graphen sind die ermittelten spezifischen 
nPHB Depolymerase Aktivitäten [106 U/mg] angegeben. 

 

3.4.3. PhaZ7chis6 * Kontrollmutante 

Die PhaZ7 Depolymerase besitzt noch weitere hydrophobe Aminosäuren an der 

Proteinoberfläche, welche nicht in der „extra Domäne“ des Proteins vorliegen. Als 

weitere Kontrolle dafür, dass nur die hydrophoben Aminosäuren an der „extra 

Domäne“ der PhaZ7 Depolymerase essentiell für die nPHB Granula-Enzym-

Interaktion sind, wurden zufällig drei weitere hydrophobe Aminosäuren (Phe9, Tyr66 

und Tyr124), die sich nicht an der „extra Domäne“ aber auch an der Oberfläche der 

PhaZ7 Depolymerase befinden, gegen Glutamat ersetzt (Abbildung 26). Diese 

PhaZ7chis6* Muteine wurden aus dem B. subtilis WB800 Kulturüberstand isoliert 

(Abbildung 27). Mit den gereinigten Enzymen wurden die nPHB Depolymerase 

Aktivitätstests durchgeführt. Die Ergebnisse der Aktivitätsmessungen sind in 

Abbildung 28 zu sehen. Es ist deutlich zu erkennen, dass sich alle drei PhaZ7chis6* 

Muteine (Phe9Glu, Tyr66Glu, und Tyr124Glu) wie der PhaZ7chis6 Wildtyp verhielten. 

In der in vitro nPHB Hydrolyse wurde keine Lag-Phase zu Beginn der nPHB 

Hydrolyse beobachtet. Ferner sind die spezifischen Aktivitäten aller drei Muteine nur 

geringfügig kleiner als die Aktivität des PhaZ7chis6 Wildtyps (Tabelle 8). Aus diesem 

Ergebnis kann man schließen, dass nicht alle hydrophoben Aminosäuren, die sich an 

der PhaZ7 Oberfläche befinden, essentiell für 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 verfügt 
über viele hydrophobe Aminosäuren an seiner Oberfläche. Einige dieser hydrohoben 
Aminosäuren liegen nicht in der PhaZ7 „extra Domäne“ vor. Um zu zeigen, dass nur die 
hydrophoben Aminosäuren, die an der PhaZ7 „extra Domäne“ vorliegen, an der nPHB-
Bindung beteiligt sind, wurden willkürlich drei hydrophobe Aminosäuren als Kontrolle für die 
biochemische Charakterisierung ausgesucht. Oben dargestellt sind die drei ausgesuchten 
hydrophoben Aminosäuren (rote Sticks).  

 

�

Abbildung 27. Silbergefärbtes 12 %iges SDS-Polyacry lamidgel. Aufgetragen wurden die 
gereinigten PhaZ7chis6 (0,5 µg) Varianten. M: Marker, 1: PhaZ7chis6 Wildtyp, 2: PhaZ7chis6* 
Phe9Glu, 3: PhaZ7chis6* Tyr66Glu, 4: PhaZ7chis6* Tyr124Glu. 

�

�



Ergebnisse 
�

72 
�

�

 

Abbildung 28. nPHB Depolymerase Aktivitätstest. Gezeigt sind die turbidimetrischen 
Aktivitätstests 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 tät. Die spezifische Aktivität wurde 
aus mindesten 3 Aktivitätsmessungen berechnet.  

 PhaZ7chis6  WT PhaZ7chis6 * 
Phe9Glu 

PhaZ7chis6 * 
Tyr66Glu 

PhaZ7chis6 * 
Tyr124Glu 

spezifische nPHB 
DepolymeraseAktivität 

[106 U/mg] 

5,75 ± 0,54 4,53 ± 0,80 4,97 ± 0,75 4,57 ± 0,51 

relative nPHB 
Depolymerase Aktivität 

[%] 

100 79 86 79 

 

3.4.4. PhaZ7chis6 * Doppelmuteine 

Bislang wurde nur jeweils ein einzelner Aminosäureaustausch in der PhaZ7 

Depolymerase durchgeführt. Darüber hinaus ist es interessant den Einfluss von 

Doppelmutationen auf die nPHB Depolymeraseaktivität zu untersuchen, um die 

Frage beantworten zu können, ob der Effekt der Mutation kumulativ ist oder nicht. 

Hierfür wurden zwei PhaZ7chis6* Doppelmuteine, nämlich PhaZ7chis6* Tyr105Glu 

Tyr189Glu und PhaZ7chis6* Tyr105Glu Tyr190Glu generiert. Ähnlich wie die anderen 

PhaZ7chis6* Punktmuteine, wurden die beiden Doppelmuteine in B. subtilis WB800 

expremiert und aus deren Kulturüberstande gereinigt. Nach der Proteinreinigung 
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erfolgte die biochemische Charakterisierung der beiden PhaZ7chis6* Muteine. Die 

Abbildung 29 gibt die gereinigten PhaZ7chis6* Muteine mit einer Reinheit von über 99 

% wieder. 

 

 

Abbildung 29. Silbergefärbtes 12 %iges SDS-Polyacry lamidgel. Aufgetragen wurden die 
gereinigten PhaZ7chis6 (0,1 µg) Varianten. M: Marker, 1: PhaZ7chis6 WT, : PhaZ7chis6* 
Tyr105Glu Tyr189Glu, 3: PhaZ7chis6* Tyr105Glu Tyr190Glu. 

�

Die nPHB Depolymerase Aktivitätsmessung der beiden Muteine ist in Abbildung 30 

zu erkennen. Auffällig ist, dass die Kombination der Mutation an dem Tyr105 mit der 

Mutation an dem Tyr189 bzw. Tyr190 zu einer sehr starken Verringerung der Aktivität 

führte. Die eingesetzte Proteinkonzentration der PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Glu 

Tyr189Glu und Tyr105Glu Tyr190Glu) betrug das 25-fache der Wildtyp PhaZ7chis6 

Konzentration (60 ng). Dennoch wurde bei den Doppelmuteinen erst nach 30 

Minuten ein Drittel der eingesetzten nPHB Granula umgesetzt, während bei dem 

Wildtyp PhaZ7chis6 die nPHB Granula innerhalb von drei Minuten vollständig 

abgebaut wurde. Ferner wurde bei den Doppelmuteinen beobachtet, dass die Lag-

Phase zu Beginn der nPHB Hydrolyse deutlich länger ist als die Lag-Phase bei den 

Einzelmuteinen (siehe Abbildung 23). Die spezifischen Aktivitäten der Doppelmuteine 

sind in Tabelle 9 gezeigt. Zu erkennen ist, dass die spezifische Aktivität der 

Doppelmuteine nur 0,2 % (PhaZ7chis6* Tyr105Glu Tyr189Glu) bzw. 0,3 % (PhaZ7chis6* 

Tyr105Glu Tyr190Glu) der spezifischen Wildtyp Aktivität betrug. Aus diesem 

Ergebnis kann abgeleitet werden, dass der Effekt der einzelnen Mutation kumulativ in 

den PhaZ7chis6* Doppelmuteinen zu sehen ist. 
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Abbildung 30. nPHB Depolymerase Aktivitätstest. 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 für jedes PhaZ7chis6* Mutein ist im Klammer angegeben. 

 

Tabelle 9. Die spezifische nPHB Depolymerase Aktivi tät. Die spezifische Aktivität wurde 
aus mindesten 3 Aktivitätsmessungen gemittelt. 

 PhaZ7chis6  
WT 

PhaZ7chis6 * 
Tyr105Glu 

PhaZ7chis6 * 
Tyr189Glu 

PhaZ7chis6 * 
Tyr190Glu 

PhaZ7chis6 * 
Tyr105Glu 
Tyr189Glu  

PhaZ7chis6 * 
Tyr105Glu 
Tyr190Glu  

spezifische nPHB 
DepolymeraseAktivität 

[106 U/mg] 

5,75 

 ± 

 0,54 

0,34 

± 

0,07 

0,26 

± 

0,05 

0,36 

± 

0,07 

0,014 

± 

0,00 

0,018 

± 

0,00 

relative nPHB 
Depolymerase 
Aktivität [%] 

100 5,7 4,4 6,3 0,25 0,31 

 

3.4.5. PhaZ7chis6 * Muteine mit Deletion im Gln187-Phe195 Loop bzw. i m Trp202-

Val208 Loop 

Während die Oberflächenstruktur von P. funiculosum PHB Depolymerase geordnet 

bzw. einheitlich ist, weist die Oberflächenstruktur der PhaZ7 Depolymerase 

ungleichmässige Formen auf. Diese unregelmäßigen Formen sind besonders in der 

PhaZ7 „extra Domäne“ zu sehen. Auffallend ist das Vorkommen von zwei nach 

außen exponierten Schleifen (Gln187-Phe195 und Trp202-Val208) in der PhaZ7 

„extra Domäne“ (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 (Gln187-Phe195 

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 Gln187-Phe195 und der Region Trp202-Val208 erfolgte 

nach Quick-change Methode mit dem entsprechenden Primerpaar (Tabelle 3). Als 

Template diente das Klonierungsplasmid pBSK-::phaZ7chis6. Die Deletion wurde 

mittels Sequenzierung verifiziert. Das verkürzte phaZ7chis6* wurde schließlich in 

Expressionvektor pWB980 kloniert und in B. subtilis WB800 transformiert. Zur 

Überprüfung der nPHB Depolymerase Aktivität dieser PhaZ7chis6* Deletionsmuteine 

(� Gln187-Phe195 und � Trp202-Val208) wurden die erhaltenen B. subtilis WB800 

Mutanten in drei ml SR-Medium mit der entsprechenden Antibiotikakonzentration für 

ca. 18 h bei 37 °C und 150 rpm angezogen. Die Kultur wurde durch Zentrifugation 

geerntet. Die gewonnenen Kulturüberstände wurden für die nPHB Depolymerase 

Aktivitätstest eingesetzt. Zusätzlich wurde untersucht, ob die Expression des Proteins 

durch das Entfernen der Region Gln187-Phe195 bzw. der Region Trp202-Val208 

beeinflusst wurde. 
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Abbildung 32. Western-Blot Analyse von den verkürzt en PhaZ7 chis6 * Muteinen. Gezeigt 
ist die Western-Blot Analyse zur Überprüfung der Konzentration von PhaZ7chis6* Muteinen im 
Kulturüberstand. Aufgetragen sind pro Spur 30 µl Überstand aus 3 ml Übernachtkultur. Die 
Proteine wurden durch SDS-PAGE separiert und anschließend geblottet. Der Blot wurde mit 
dem PhaZ7 Antikörper behandelt und ggf. vorhandene Banden mittels der alkalischen  
phosphatasen Reaktion sichtbar gemacht. M: Proteinmarker. 1: Überstand von B. subtilis 
WB800 pWB980. 2: Überstand von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6  WT. 3: Überstand 
von B. subtilis WB800 pWB980::phaZ7chis6*� � Trp202-Val208. 4: Überstand von B. subtilis 
WB800 pWB980::phaZ7chis6*  � Gln187-Phe195. Der obere rote Pfeil deutet auf unspezifische 
Bande hin, während der untere rote Pfeil das Abbauprodukt von PhaZ7 markiert. 

 

Die Expressionüberprüfung der verkürzten PhaZ7chis6* Muteine mittels Western-Blot 

zeigte, dass die Entfernung des Bereichs Gln187-Phe195 bzw. der Region Trp202-

Val208 keinen Einfluss auf die Proteinsynthese hatte (Abbildung 32). Die Expression 

der beiden PhaZ7chis6* Muteine ist vergleichbar mit der Expression des PhaZ7chis6 

Wildtyps. Für die Entwicklung des Blots wurde der polyklonale Antikörper gegen 

PhaZ7 Protein verwendet. Es konnten trotz hoher Spezifität für 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 für 5 Minuten zustande kam.    
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Abbildung 33. nPHB Depolymerase Aktivitätstest. 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 Kulturüberstandes (10 µl) aus einer 
Übernachtkultur gestartet. Kontrolle: Überstand der B. subtilis WB800 pWB980.  

 

Nach dem sichergestellt werden konnte, dass alle PhaZ7chis6* Muteine expremiert 

wurden, wurden die nPHB Depolymerase Aktivitätstests mit dem Überstand aus 

einer Übernachtkultur durchgeführt (Abbildung 33). Das PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 

Mutein wies eine reduzierte Depolymerase Aktivität im Vergleich zum Wildtyp 

PhaZ7chis6 auf. Die eingesetzten nPHB Granula wurden vom Wildtyp Enzym 

innerhalb von zwei Minuten umgesetzt, während das PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 

Mutein das Substrat erst nach 14 Minuten vollständig hydrolysierte. Zu erkennen ist 

auch das Auftreten einer Lag-Phase zu Beginn der Hydrolyse. Das zweite Mutein 

(PhaZ7chis6* � Gln187-Phe195) war dagegen nicht mehr in der Lage nPHB 

abzubauen. Nach über 15 Minuten wurde kein Umsatz des Substrats 

(Trübungsabnahme) beobachtet. Die Deletion der Region Gln187-Phe195 führte 

offenbar zu einem kompletten Verlust der nPHB Depolymerase Aktivität.   

Um die beiden Muteine im Detail charakterisieren zu können, wurden die beiden 

Muteine gereinigt. Hierfür wurde von jedem Stamm 3 L Kultur angezogen. Aus den 

gewonnenen Kulturüberständen wurden die Muteine mittels FPLC mit einer Ni-NTA-

Säule isoliert. Das PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 Mutein konnte wie in Abbildung 34 zu 
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sehen ist erfolgreich gereinigt werden. Die Proteinreinigung des PhaZ7chis6* 

� Gln187-Phe195 Muteins war jedoch erfolglos. Bei der Elution mit Imidazol wurde 

kein Peak des PhaZ7chis6* � Gln187-Phe195 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), führte ebenso zu keinem Ergebnis (Daten nicht gezeigt). 

Höchstwahrscheinlich wurde die Struktur des PhaZ7chis6* � Gln187-Phe195 Muteins 

durch die Deletion vollkommen verändert. Dies würde erklären, warum das Mutein im 

nPHB Depolymerase Aktivitätstest über keine Aktivität verfügte. Aus diesem Grund 

wurde mit diesem Mutein nicht weiter gearbeitet. 

 

 

Abbildung 34. Reinheitskontrolle der aufgereinigten  PhaZ7chis6 *  � Trp202-Val208  durch 
SDS-PAGE und Silberfärbung. Aufgetragen wurden die gereinigten PhaZ7chis6 (0,1 µg) 
Varianten. M: Marker, 1: PhaZ7chis6 WT, 2 : PhaZ7chis6* � Trp202-Val208. 

 

�

Abbildung 35.  nPHB Depolymerase Aktivitätstest. 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 führte zur Verringerung der 

nPHB Depolymerase Aktivität (Abbildung 35). Während das Wildtyp Enzym nPHB 

Granula innerhalb von zwei Minuten umsetzte, benötigte das PhaZ7chis6*  � Trp202-

Val208 Mutein über 30 Minuten, um das Substrat zu hydrolysieren. Die spezifische 

Aktivität dieses PhaZ7chis6* Muteins beträgt 7 % der Wildtyp Aktivität. Ferner ist eine 

Lag-Phase zu Beginn der Hydrolyse-Reaktion zu erkennen, welche vermuten ließ, 

dass das Enzym zu Beginn der Reaktion etwas Zeit für die Substratbindung benötigt. 

Es ist aber nicht auszuschließen, dass die Deletion der Region Trp202-Val208 die 

Proteinstruktur verändert hat, welche demzufolge die Fähigkeit des Enzyms nPHB zu 

hydrolysieren beeinflusst. Eine Strukturaufklärung des PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 

Muteins ist deshalb notwendig.      

 

Tabelle 10. Die spezifische nPHB Depolymerase Aktiv ität. Die spezifische Aktivität wurde 
aus mindesten 3 Aktivitätsmessungen gemittelt. 

 PhaZ7chis6  WT PhaZ7chis6 * � Trp202-Val208 

spezifische nPHB DepolymeraseAktivität 
[106 U/mg] 

3,5 ± 0,1 0,24 ± 0,02 

relative nPHB Depolymerase Aktivität [%]  100 7 

 

3.4.6. Bindungsassay   

Wie bereits oben gezeigt wurde, führte 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 Enzymaktivität. 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 können, verlangsamt sich dementsprechend auch die 

Abbaugeschwindigkeit. Um einen direkten Beweis dafür zu liefern, dass die 

beobachtete Lag-Phase bei den Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, 

Trp207Glu und � Trp202-Val208 Muteinen bzw. bei den Doppelmuteinen 

Tyr105GluTyr189Glu und Tyr105GluTyr190Glu auf die Beeinträchtigung der nPHB-

Bindung zurückzuführen ist, wurde ein in vitro Substratbindungstest durchgeführt.   
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Die PhaZ7 Depolymerase ist ein sehr aktives Enzym (6 x 106 U/mg). Für den 

Bindungstest ist es daher wichtig, das Enzym zuerst zu inaktivieren, so dass das 

eingesetzte Substrat während der Reaktionszeit nicht abgebaut wird. Die Aktivität der 

PhaZ7 Depolymerase kann am schnellsten durch den Proteaseinhibitor 

Diisopropylfluorophosphat (DFP) gehemmt werden. Für die vollständige Inhibition 

des PhaZ7 Proteins mit DFP wurde aber eine hohe DFP Konzentration benötigt. Bei 

einer Inhibition mit 10 mM DFP behielt das PhaZ7 Protein dennoch 10 % der Aktivität 

(HANDRICK et al., 2001). Da DFP sehr giftig ist (Nervengift), kam diese 

Inaktivierungsmöglichkeit nicht in Betracht. Eine weitere Möglichkeit, die Aktivität der 

PhaZ7 Depolymerase auszuschalten, ist die Mutation des aktiven Zentrums. Das 

PhaZ7 Protein gehört zu den Serin-Hydrolasen mit Ser136, Asp242 und His306 als 

katalytische Triade (Abbildung 36) (BRAAZ et al., 2003). Der Austausch des Ser136 

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 Ser136, Asp242 und His306. Um das Enzym zu inaktivieren, wurde das 
Serin 136 gegen ein Alanin durch Mutagenese ausgetauscht. 

 

Der Austausch des Ser136 zu Alanin erfolgte wieder mit der Quick-change Methode. 

Als Template diente das Klonierungsplasmid pBSK-::phaZ7chis6 bzw. pBSK-

::phaZ7chis6* mit der bereits eingeführten Punktmutation (siehe 3.1.3). Die zusätzlich 

eingeführte Ser136Ala Mutation wurde durch Sequenzierung verifiziert. Nach der 

Bestätigung der Mutation wurde das mutierte phaZ7chis6* aus den jeweiligen 
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Plasmiden über HindIII/BamHI-Verdau herausgeschnitten und in das 

Expressionplasmid pWB980 ligiert, welches anschließend in B. subtilis WB800 

kloniert wurde.  

Alle hergestellten inaktiven Varianten der PhaZ7chis6* Depolymerasen (Ser136Ala, 

Phe9Glu Ser136Ala, Tyr66Glu Ser136Ala, Tyr105Glu Ser136Ala, Ser136Ala 

Tyr176Glu, Ser136Ala Tyr189Glu, Ser136Ala Tyr190Glu, Ser136Ala Trp207Glu, 

Ser136Ala Trp252Glu, Tyr105Glu Ser136Ala Tyr189Glu, Tyr105Glu Ser136Ala 

Tyr190Glu und Ser136Ala � Trp202-Val208) wurden aus B. subtilis WB800 

Kulturüberstand gereinigt und für den Bindungstest eingesetzt (Abbildung 37). Der 

Bindungstest erfolgte modifiziert nach BEHRENDS et al., 1996. Bei dem 

Bindungstest wurden die inaktiven PhaZ7chis6* Varianten mit deren natürlichen 

Substrat (nPHB Granula) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einminütiger, 

fünfminütiger und zehnminütiger Inkubation wurden durch Zentrifugation nPHB 

Granula und Überstand voneinander getrennt. Sowohl der Überstand als auch das 

nPHB Pellet wurden mittels Western-Blot analysiert, um den Verbleib des PhaZ7chis6* 

Proteins zu untersuchen. Die Detektion des PhaZ7chis6* Proteins erfolgte mit dem 

His6-Tag spezifischem Antikörper.  

 

Abbildung 37. Reinheitskontrolle der aufgereinigten  inaktiven PhaZ7 chis6 * Varianten 
durch SDS-PAGE und Silberfärbung. Aufgetragen wurden die gereinigten PhaZ7 
Varianten, welche für den Bindungstest eingesetzt wurden. M: Marker; 1: PhaZ7chis6* 
Ser136Ala; 2: PhaZ7chis6* Tyr105Glu Ser136Ala; 3: PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr176Glu; 4: 
PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr189Glu; 5: PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr190Glu; 6: PhaZ7chis6* 
Ser136Ala Trp207Glu; 7: PhaZ7chis6* Tyr105Glu Ser136Ala Tyr189Glu; 8: PhaZ7chis6* 
Try105Glu Ser136Ala Tyr190Glu; 9: PhaZ7chis6* Phe9Glu Ser136Ala; 10: PhaZ7chis6* 
Tyr66Glu Ser136Ala; 11: PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp252Glu. 

 

M     1      2        3      4       5     6      7      8     M       1        9        10       11     
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Zur Kontrolle des Bindungstests wurden die Muteine PhaZ7chis6* Phe9Glu Ser136Ala, 

PhaZ7chis6* Tyr66Glu Ser136Ala und PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp252Glu eingesetzt. 

Die Ergebnisse dieser Bindungstests sind in Abbildung 38 gezeigt. PhaZ7chis6* 

Phe9Glu Ser136Ala und PhaZ7chis6* Tyr66Glu Ser136Ala wurden als negative 

Kontrolle benutzt, da die beiden Aminosäuren Phe9 und Tyr66 sich zwar an der 

PhaZ7 Proteinoberfläche aber nicht in der PhaZ7 „extra Domäne“ befinden. Die 

Mutation dieser beiden Aminosäuren zu Glutamat hatte, wie in 3.4.4. beschrieben, 

keinen nennenswerten Effekt auf die nPHB Depolymerase Enzymaktivität. Die 

Aminosäure Trp252 liegt zwar in der PhaZ7 „extra Domäne“, beteiligt sich aber 

höchstwahrscheinlich nicht an der nPHB-Bindung, da der Austausch dieses 

Aminosäurerests keine Veränderung in der Enzymkinetik ausübte (siehe 3.3).   

Wie aus Abbildung 38 zu entnehmen ist, haben die PhaZ7chis6* Ser136Ala, 

PhaZ7chis6* Phe9Glu Ser136Ala, PhaZ7chis6* Tyr66Glu Ser136Ala und PhaZ7chis6* 

Ser136Ala Trp252Glu Proteine bereits nach einminütigen Inkubation an der nPHB 

Granula gebunden und befanden sich deshalb in dem Pellet des Bindungsassays. Es 

befanden sich kaum lösliche PhaZ7chis6* Muteine im Überstand. Bei einem 

Kontrollansatz ohne Substrat lagen diese Muteine im Überstand des Bindungsassays 

vor, da die Muteine sich löslich in der Assaylösung befanden. Die Proteinbande, die 

bei den PhaZ7chis6* Tyr66Glu Ser136Ala und PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp252Glu 

Überständen nach einer, fünf, und 10 Minuten Inkubation zu sehen sind, konnten 

vernachlässigt werden, da diese  Proteinbanden im Vergleich zu den gleichen 

Proteinbanden im Pellet signifikant schwächer 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 Antikörper gegen His-Tag. M: Protein Marker; K-: nPHB Granula ohne Enzyme; K+: 
Enzyme ohne nPHB; 1`: eine Minute Inkubation bei RT; 5`: Fünf Minuten Inkubation bei RT; 
10`: Zehn Minuten Inkubation bei RT 

 

Die Bindungsassaysergebnisse der PhaZ7chis6* Muteine, die in ihrer Depolymerase 

Aktivität eine Lag-Phase zu Beginn der Reaktion aufwiesen, sind unten in Abbildung 

39 dargestellt. Sie zeigten, dass die PhaZ7 Depolymerase Muteine (PhaZ7chis6* 

Tyr105Glu Ser136Ala, PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr189Glu, PhaZ7chis6* Ser136Ala 

Tyr190Glu) im Vergleich zu PhaZ7chis6* Ser136Ala eine verminderte 

Bindungsfähigkeit zu nPHB Granula besaßen. Das PhaZ7chis6* Ser136Ala Mutein 

befand sich nach einer Minute Inkubation überwiegend in dem Pellet des 

Bindungsassays und wies somit eine effiziente Bindungsfähigkeit an nPHB Granula 

auf. Der Hauptteil der PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Glu Ser136Ala, Ser136Ala 

Tyr189Glu und Ser136Ala Tyr190Glu) lag jedoch noch frei in Lösung vor. Erst nach 



Ergebnisse 
�

84 
�

längerer Inkubationszeit (10 Minuten) konnten geringere Mengen an PhaZ7chis6* 

Muteinen, die an nPHB gebunden waren, nachgewiesen werden. Die nPHB-Bindung 

bei dem PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr176Glu Mutein und dem PhaZ7chis6* Ser136Ala 

Trp207Glu Mutein ist im Vergleich zu den anderen PhaZ7chis6* Muteinen (PhaZ7chis6* 

Tyr105Glu Ser136Ala, PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr189Glu, PhaZ7chis6* Ser136Ala 

Tyr190Glu) eindeutig stärker. Die Menge der PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp207Glu 

Proteine, die an dem nPHB Pellet gebunden sind, sind vergleichbar mit der Menge 

an PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp207Glu Proteinen, die ungebunden in der Lösung 

vorlagen. Das PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp207Glu Mutein verfügte somit im Vergleich 

zum PhaZ7chis* Ser136Ala zwar über eine verringerte nPHB-Bindung, besaß aber 

noch eine signifikante nPHB Bindefähigkeit.  

Die beiden Doppelmuteine PhaZ7chis6* Tyr105Glu Tyr189Glu und PhaZ7chis6* 

Tyr105Glu Tyr190Glu wurden generiert, um den Effekt der einzelnen Mutationen 

noch zu verstärken. Diese PhaZ7 Muteine waren nahezu inaktiv im Vergleich zum 

Wildtyp PhaZ7chis6 (3.4.5). Die beobachtete Lag-Phase zu Beginn der nPHB 

Hydrolyse war signifikant länger 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 PhaZ7chis6* Tyr105Glu Ser136Ala 

Tyr189Glu Mutein als auch das PhaZ7chis6* Tyr105Glu Ser136Ala Tyr190Glu Mutein 

haben nach 10 Minuten Inkubation nicht an nPHB Granula gebunden und lagen 

somit löslich im Überstand des Bindungsassays vor. Bei den inaktiven PhaZ7chis6* 

Einzelnmuteinen (Tyr105Glu Ser136Ala, Ser136Ala Tyr189Glu und Ser136Ala 

Tyr190Glu) konnten noch in geringer Menge Muteine gebunden am nPHB Pellet 

nachgewiesen werden. Bei den inaktiven Doppelmuteinen sind selbst Spuren von 

PhaZ7chis6* 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 Antikörper gegen His-Tag. M: Protein Marker; K-: nPHB Granula ohne Enzyme; K+: 
Enzyme ohne nPHB; 1`: eine Minute Inkubation bei RT; 5`: Fünf Minuten Inkubation bei RT; 
10`: Zehn Minuten Inkubation bei RT. 
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Abbildung 40. PhaZ7 Bindungsassay mit nPHB Granula.  Dargestellt sind die Western-
Blot Ergebnisse nach dem Bindungstest. Die Detektion der PhaZ7 Depolymerase erfolgte mit 
dem Antikörper gegen His6-Tag. M: Protein Marker; K-: nPHB Granula ohne Enzyme; K+: 
Enzyme ohne nPHB; 1`: eine Minute Inkubation bei RT; 5`: Fünf 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 

Fähigkeit dieses Muteins nPHB Granula zu hydrolysieren beeinflusst hat. Das 

PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 Mutein verfügte nur über 7 % der Wildtyp Aktivität. 

Auffallend war auch das Vorkommen einer Lag-Phase zu Beginn der in vitro nPHB 

Hydrolyse. Bei dem Bindungsassay (Abbildung 41) lagen die PhaZ7chis6* Ser136Ala 

� Trp202-Val208 Proteine nach 1, 5 und 10 minutiger Inkubation noch frei in der 

Lösung vor, während sich das Wildtyp Protein überwiegend gebunden in nPHB Pellet  

befand. Dieses Resultat wies auf die Verringerung der nPHB-Bindung bei dem 

PhaZ7chis6* Ser136Ala � 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 PhaZ7 Depolymerase erfolgte mit 
dem Antikörper gegen His6-Tag. M: Protein Marker; K-: nPHB Granula ohne Enzyme; K+: 
Enzyme ohne nPHB; 1`: eine Minute Inkubation bei RT; 5`: Fünf Minuten Inkubation bei RT; 
10`: Zehn Minuten Inkubation bei RT. 

 

Die Ergebnisse des Bindungsassays korrelieren mit der Beobachtung aus den nPHB 

Depolymerase Aktivitätstests. Alle PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Glu, Tyr176Glu, 

Tyr189Glu, Tyr190Glu und � Trp202-208), die in der nPHB Depolymerase Aktivität 

eine verminderte Enzymaktivität und eine Lag-Phase am Anfang der Reaktion 

aufwiesen, zeigten in dem Bindungsassay mit nPHB Granula eine reduzierte 

Bindungsfähigkeit. Die Aminosäureaustausche an den Positionen Phe9, Tyr66 und 

Trp252, welche keinen nennenswerten Einfluss auf die nPHB Depolymerase Aktivität 

hatten, zeigten wie erwartet keine Wirkung auf die nPHB-Bindung.  

 

3.4.7. Esterasetest 

Die PhaZ7 Depolymerase besitzt eine Präferenz für amorphe bzw. native Granula. 

Dennoch ist die PhaZ7 Depolymerase ähnlich wie andere extrazellulären PHA 

Depolymerasen oder andere hydrolytischen Enzyme in der Lage substratverwandte 

p-Nitrophenylacylester umzusetzen, wenn auch mit nur geringer spezifischen 

Aktivität. Die höchste Esteraseaktivität des PhaZ7 Proteins wurde für p-

Nitrophenyloctanoat mit einer spezifischen Aktivität von < 0,4 U/mg beschrieben 

(HANDRICK, 2002). Im Vergleich zum PHB stellt p-Nitrophenylacylester ein lösliches 

Substrat für PhaZ7 dar. Die Umsetzung des p-Nitrophenylacylesters verläuft 
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möglicherweise unabhängig von der nPHB Bindestelle. Wichtig für diese Hydrolyse 

des p-Nitrophenylacylesters ist ein intaktes aktives Zentrum. 

Durch die hier eingeführten Mutationen kann das aktive Zentrum des PhaZ7 Enzyms 

beeinträchtigt werden, was zur Folge hat, dass das Enzym die nPHB Granula nicht 

optimal umsetzten kann. Um auszuschließen, dass die Verringerung der nPHB 

Depolymerase Aktivitäten bei den PhaZ7chis6* Tyr105Glu, PhaZ7chis6* Tyr176Glu, 

PhaZ7chis6* Tyr189Glu, PhaZ7chis6* Tyr190Glu, PhaZ7chis6* Trp207Glu, PhaZ7chis6* 

� Trp202-Trp208, PhaZ7chis6* Tyr105Glu Tyr189Glu und PhaZ7chis6* Tyr105Glu 

Tyr190Glu Varianten aufgrund einer Veränderung im aktiven Zentrum des Enzyms 

verursacht wurde, wurde die Fähigkeit dieser PhaZ7chis6* Variante die p-

Nitrophenylacylester zu hydrolysieren überprüft.  

Ein typischer Esterasetest ist in Abbildung 42 dargestellt. Die inaktive PhaZ7chis6* 

Ser136Ala Variante wurde als negative Kontrolle verwendet, da das Mutein durch 

das Ersetzen des Serins gegen Alanin keinerlei Aktivität mehr aufwies. Wie in 

Abbildung 42 zu entnehmen ist, wurde das eingesetzte p-Nitrophenyloctanoat von 

der PhaZ7chis6* Ser136Ala Variante wie erwartet nicht umgesetzt. Bei dem Wildtyp 

PhaZ7chis6 wurde das p-Nitrophenyloctanoat nach einer Lag-Phase zu p-

Nitrophenolat hydrolysiert. Die spez. Esteraseaktivität der PhaZ7chis6 Depolymerase 

betrug hier 0,054 U/mg. Dieser Wert ist um einem Faktor 8 niedriger als die von 

HANDRICK 2002 beschriebene Esterase Aktivität für die PhaZ7 Depolymerase. Dies 

könnte daran liegen, dass die Bestimmung der Esterase Aktivität der PhaZ7 

Depolymerase im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der sehr geringeren PhaZ7 

Esterase Aktivität mit vielen Schwierigkeiten verbunden ist. Dies führt dazu, dass die 

Messungen der Esterase Aktivität des PhaZ7chis6 Proteins in den meisten Fällen nicht 

reproduzierbar bzw. fehlerbehaftet sind. Die Abbildung 42 zeigte drei parallel 

durchgeführte Esterase Aktivitätsmessungen mit der gleichen Enzymprobe. Die 

gemessene Esterase Aktivität der PhaZ7chis* Variante bei drei gleichen Messungen 

wies große Schwankungen auf. Die Versuche, den Assay z.B. durch die Variierung 

von Enzym- bzw. Substratkonzentration zu optimieren haben nicht zum Erfolg 

geführt. Es konnte zwar Aktivität bei fast allen PhaZ7chis6* Varianten (Tyr105Glu, 

Tyr189Glu, Tyr190Glu, Trp207Glu und Tyr105Glu Tyr190Glu) gezeigt werden, eine 

Aussage über die tatsächliche Esterase-Aktivität der PhaZ7chis6* 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 Gelbfärbung aufwies, bei OD405nm und 
40° C. Aufgrund der Autohydrolyse des Substrates wurden die Reaktionsansätze zunächst 
bis zum Erreichen eines konstanten Verlaufes vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe von gereinigten Enzymen gestartet. Die spezifischen Esterase Aktivitäten [U/mg] 
sind unter den Graphen angegeben. 

 

In der Abbildung 42 sind zu erkennen, dass die ermitteltten spez. Esterase 

Aktivitäten bei drei parallel durchgeführte Messungen unter der gleichen Bedingung 

große Abweichungen aufwiesen. Obwohl die Messung der Esterase Aktivität mit 

einem großen Fehler behaftet ist, wurden die gemessenen spez. Esterase Aktivitäten 

berechnet und in Tabelle 11 angegeben. Die spez. Esterase Aktivität des Wildtyps ist 

geringfügig niedriger als die spez. Esterase Aktivität des PhaZ7chis6* Tyr105Glu 

Muteins. Die anderen PhaZ7chis6* Muteine verfügten noch über weniger als 50 % der 

Wildtyp Aktivität, während das PhaZ7chis6* Trp207Glu Mutein 70 % der Wildtyp 

Aktivität behielt. Die meisten PhaZ7chis6* Muteine zeigten zwar eine reduzierte 

Esterase Aktivität im Vergleich zum Wildtyp Enzym, die Verringerung der Esterase 

Aktivität ist aber nicht so stark wie bei der Reduzierung der nPHB Depolymerase 

Aktivität. Für das PhaZ7chis6* Tyr176Glu Mutein und das PhaZ7chis6* Tyr105Glu 
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Tyr189Glu Mutein konnte noch keine Esterase Aktivität ermittelt werden. Das 

PhaZ7chis6* Tyr176Glu Mutein war anscheinend durch die langfristige Lagerung bei -

20° C instabil geworden. Nach dem Auftauen der Proteinfraktion konnte ebenfalls 

keine nPHB Depolymerase Aktivität mehr nachgewiesen werden. Bei dem 

PhaZ7chis6* Tyr105Glu Tyr189Glu Mutein war die Ausbeute an dem gereinigten 

Protein sehr gering, so dass die Menge nicht mehr für die Aktivitätsmessung 

ausgereicht hat.    

 

Tabelle 11. Die spezifische Esterase-Aktivität. Die spezifische Aktivität wurde aus 
mindesten 3 Aktivitätsmessungen gemittelt. 

 PhaZ7chis6  
WT 

PhaZ7chis6 * 
Tyr105Glu 

PhaZ7chis6 * 
Tyr189Glu 

PhaZ7chis6 * 
Tyr190Glu 

PhaZ7chis6 * 
Trp207Glu  

PhaZ7chis6 * 
Tyr105Glu 
Tyr190Glu  

Spez. Esterase -

Aktivität [10 -2 U/mg] 

5,4 ± 0,4 6,1 ± 0,2 2,6 ± 0,09 2,4 ± 0,4 3,8 ± 0,9 2,6 ± 0,6 

Relative Aktivität [%]  100 111 47 43 70 47 

 

3.4.8. Tabellarische Zusammenfassung der durchgefüh rten Mutagenesen 

Alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten PhaZ7chis6* Muteine sind in Tabelle 12 

zusammengefasst. Ausgeführt sind die Auswirkung der Mutation auf die 

Enzymaktivität und die Substratbindefähigkeit. 
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Tabelle 12. Die Eigenschaften der in dieser Arbeit generierten PhaZ7 chis6 * Muteine . 
Gezeigt sind die Einflüsse der Substitutionen auf die Enzymkinetik bzw. Enzymaktivität und 
auf die Fähigkeit an nPHBGranula zu binden.  

 
PhaZ7Chis6 

Variante 

 
Lag-Phase 

spez. nPHB 
Depolymerase 

Aktivität 
 [106 U/mg] 

relative  nPHB 
Depolymerase 

Aktivität 
 [%] 

 
Esterase 
Aktivität 

[10-2 U/mg] 

Bindefähigkeit 
an nPHB 
Granula 

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 
Tyr176Glu  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 
Tyr189Glu 

ja 0,01 0,25 n.d n.d 

Tyr105Glu 
Tyr190Glu 

ja 0,02 0,31 2,6 n.d 

� Trp202-Val208 ja 0,24 7 n.d n.d 
Ser136Ala  nein inaktiv 0 nein gut 
Phe9Glu 

Ser136Ala 
nein inaktiv 0 nein gut 

Tyr66Glu 
Ser136Ala 

nein inaktiv 0 nein  gut 

Tyr105Glu 
Ser136Ala 

nein inaktiv 0 nein Sehr schwach 

Ser136Ala 
Tyr176Glu 

nein inaktiv 0 nein  schwach 

Ser136Ala 
Tyr189Glu 

nein inaktiv 0 nein Sehr schwach 

Ser136Ala 
Tyr190Glu 

nein inaktiv 0 nein Sehr schwach 

Ser136Ala 
Trp207Glu 

nein inaktiv 0 nein mäßig 

Ser136Ala 
Trp252Glu 

nein inaktiv 0 nein  gut 

Tyr105Glu 
Ser136Ala 
Tyr189Glu 

nein inaktiv 0 nein Nahezu keine 
Bindung 

Tyr105Glu 
Ser136Ala 
Tyr190Glu 

nein inaktiv 0 nein Nahezu keine 
Bindung 

Ser136Ala  
� Trp202-Val208 

nein inaktiv 0 nein Sehr schwach 

 
n.d. nicht bestimmt. 
Die Auswetung der Bindefähigkeit erfolgte anhand der Abschätzung der Stärke der 
Proteinbanden aus der Western-Blot Analyse (siehe 3.4.7). Gut: Über 80% der Proteine an 
Granula gebunden. Mäßig: 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 Auflösung von 1,9 Å veröffentlicht (PAPAGEORGIOU et al., 2008). Zwei Jahre 

später erfolgte eine weitere Publikation der PhaZ7 Struktur mit einer verbesserten 

Auflösung von 1,45 Å (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 Å 

voneinander, was zeigt, dass die beiden Monomere nahezu identisch sind. 

Dargestellt in Abbildung 43 ist das Monomer A. Zu erkennen ist die für Serin 

Hydrolasen typische � /�  Faltung, die aus 11 � -Faltblättern, 8 � -Helices und 9 310-

Helices bestehen.  

 

�

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

�

Die katalytische Triade des Enzyms wird von Ser136, 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 

höchstwahrscheinlich eine Konformationsänderung der Proteinstruktur stattfinden 

muss, damit das Enzym seine Aktivität ausführen kann. 

 

 

Abbildung 44. Darstellung des aktiven Zentrums und der Strukturoberfläche des 
PhaZ7 Proteins. a. Cartoon-Diagramm des PhaZ7s. Zu sehen ist das aktive Zentrum des 
Enzyms als Stick, welches aus Ser136, Asp242 und His306 (rot) besteht. b. Die 
Strukturoberfläche des PhaZ7s in semitransparenter Darstellung. Blau: � -Faltblätter, Grün: � -
Helices, Gelb: Loop. Zu sehen sind die Aminosäuren 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 Änderung seiner Konformation 

aktiviert werden kann, wird für 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 

Konformationsänderung 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 

Ähnlichkeit zu der Lipase A aus B. subtilis (RMSD-Wert 1,64 Å). Die Lipase A (LipA) 

ist die bislang kleinste bekannte Lipase, welche kein Lid bzw. Deckel besitzt (VAN 

POUDEROYEN et al., 2001) (Abbildung 45a). Die Überlagerung der PhaZ7 Struktur 

mit der LipA Struktur ist in Abbildung 45b wiedergegeben. Zu erkennen ist die große 
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Übereinstimmung der beiden Strukturen, lediglich das PhaZ7 Protein hat noch eine 

zusätzliche Domäne, welche in LipA fehlt. Es ist denkbar, dass diese zusätzliche 

Domäne der PhaZ7 Depolymerase ähnlich wie bei anderen Lipasen eine Art Lid bzw. 

Deckel darstellt, welche die Theorie der notwendigen Konformationsänderung für die 

PhaZ7 Aktivität unterstützt.   

 

 

Abbildung 45. Strukturvergleich des PhaZ7 Proteins mit Proteinen aus der Datenbank. 
Eine hohe Ähnlichkeit von PhaZ7 wurde für LipA aus B. subtilis gefunden. a. Die Struktur der 
B. subtilis LipA als Cartoon (PDB Eintrag 1ISP, Auflösung 1,3 Å). LipA ist eine minimale 
Lipase ohne Lid (Mr: 19,4 kDa). b. Die Superposition der PhaZ7 Depolymerase (grün) mit 
LipA (grau) (RMSD-Wert  1,64 Å). Die beiden Strukturen sind nahezu deckungsgleich. Die 
PhaZ7 Depolymerase besitzt noch eine „extra Domäne“, die bei der LipA fehlt. 

  

Die Analyse der zusätzlichen Domäne von PhaZ7 zeigte das Vorhandensein einer 

Reihe von oberflächenexponierten hydrophoben Aminosäuren (Tyr103, Tyr105, 

Tyr169, Tyr172, Tyr173, Tyr176, Tyr189, Tyr190, Phe198, Tyr203, Tyr204, Trp207, 

Phe251, und Trp252) (Abbildung 12). Mit Ausnahme von Tyr103 und Tyr105 

befinden sich diese hydrophoben Aminosäuren weit entfernt vom aktiven Zentrum 

des Enzyms. Möglicherweise spielen diese hydrophoben Aminosäuren eine Rolle bei 

der Enzym-Substrat-Interaktion. Besonders die hydrophoben Tyrosine könnten 

sowohl die hydrophobe als auch die hydrophile Interaktion des Enzyms mit dem 

Polymer ermöglichen. Weiterhin befinden sich viele polare Aminosäuren (Ser107, 
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Ser108, Thr109, Ser186, Gln187, Asn188, Asn191, Ser192 und Thr194) in der Nähe 

des Tyr189 und des Tyr190. Eine Beteiligung dieser polaren Reste an der 

Substratadsorption wäre auch vorstellbar.  

Wie bereits oben erwähnt, liegt das aktive Zentrum des PhaZ7 Proteins verdeckt im 

Proteinkern. Eine Modellierung des 3-HB Trimers (H(R3HB)3M) 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 

Konformationsänderung dieser Regionen notwendig um das aktive Zentrum für das 

Substrat zugänglich zu machen. Zwei Aminosäuren (Tyr293 und Asn294) in einer 

dieser Regionen (285-295) konnten in dieser Struktur aufgrund unzureichender 

Dichte nicht bestimmt werden. Möglicherweise sind diese Aminosäuren flexibel, was 

zu der Annahme der notwendigen Konformationsänderung für die Substrathydrolyse 

passt. 

Eine weitere Struktur der PhaZ7 Depolymerase bei der ein SO2-Molekül am 

katalytischen Serin gebunden ist, wurde mit einer Auflösung von 1,2 Å durch 

WAKADKAR et al., 2010 aufgeklärt (PDB Eintrag 2X5X). Dies ist bislang die am 

besten aufgeklärte PHB Depolymerase Struktur. Die PhaZ7-SO2 Struktur resultiert 

aus der Kokristallisation des PhaZ7s mit Serin-hydrolase Inhibitor PMSF. Der 

Sekundärstrukturvergleich mit der früheren PhaZ7 Struktur (PDB Eintrag 2VTV, 

Auflösung 1,9 Å, PAPAGEORGIOU et al., 2008) ergab leichte strukturelle 

Veränderungen (RMSD-Wert 0,36 Å, Abbildung 46). Zu erkennen ist die leichte 

Bewegung der � 7- und � 8–Faltblattstrukturen in der PhaZ7-SO2-Struktur (Abbildung 

46a). Weitere strukturelle Änderungen kommen in einer sogenannten 

Polyethylenglykol (PEG)-Kavität vor, welche aus Tyr105, Tyr176, Tyr189, Tyr190 und 

Pro182 gebildet wird (Abbildung 46b). PEG ist ein Bestandteil des 

Kristallisationspuffers. Diese strukturellen Veränderungen an der Enzymoberfläche 

lassen eine Flexibilität dieser Regionen vermuten. Es ist denkbar, dass diese 

Regionen an der Substratbindung beteiligt sind. Ebenso wie bei der früheren PhaZZ7 

Struktur ist das aktive Zentrum des PhaZ7-SO2 Komplexes nicht zugänglich für das 

Substrat. Um das aktive Zentrum zu öffnen, ist eine Konformationsänderung der 

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

 

Die hydrophoben Aminosäuren an der PhaZ7 Depolymerase, welche möglicherweise 

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 Aminosäuren ersetzt. Die biochemische Untersuchung der erhaltenen 

PhaZ7chis6 * Muteine zeigte, dass ein Austausch der Tyr105, Tyr176, Tyr189, Tyr190 

und Trp207 gegen ein Alanin oder ein Glutamat eine Verringerung der nPHB 

Depolymerase Aktivität und eine Reduzierung der nPHB Bindefähigkeit des  Muteins 

zur Folge hat (siehe 3.3). Der Austausch einer an der Proteinoberfläche vorliegenden 

Aminosäure kann die Proteinstruktur verändern und könnte die Aktivität bzw. die 

Eigenschaften des Proteins beeinflussen. Um auszuschließen, dass die bei der 

nPHB Hydrolyse beobachtete Lag-Phase und die reduzierte nPHB Bindefähigkeit 

durch die strukturellen Veränderungen des Proteins aufgrund der Mutation 
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hervorgerufen wurden, sollte die Proteinstruktur folgender PhaZ7chis6* Varianten 

(PhaZ7chis6* Tyr105Ala, PhaZ7chis6* Tyr105Glu, PhaZ7chis6* Tyr176Glu, PhaZ7chis6* 

Tyr189Glu, PhaZ7chis6* Tyr190Glu, PhaZ7chis6* Trp207Glu, PhaZ7chis6* Tyr105Glu 

Tyr189Glu und PhaZ7chis6* Tyr105Glu Tyr190Glu) bestimmt werden. Die 

Kristallisationsexperimente wurden in Zusammenarbeit mit AG Papageorgiou aus 

Turku Centre for Biotechnology in Finnland durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde die neuen Kristallisationsergebnisse der AG Papageorgiou analysiert, wie im 

Folgenden dargestellt. 

 

3.5.1. Strukturanalyse der PhaZ7 chis6  Depolymerase  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das PhaZ7 Protein zur Vereinfachung der 

Proteinreinigung mit His6-Tag fusioniert. Die Expression des Proteins erfolgte 

heterolog in B. subtilis WB800. Die bisher veröffentlichen PhaZ7 Strukturen 

(PAPAGEORGIOU et al., 2008; WAKADKAR et al., 2010) stammten aus der Analyse 

von aus P. lemoignei isoliertem Wildtyp PhaZ7 ohne His6-Tag. Um auszuschließen, 

dass die heterologe Expression in B. subtilis WB800 sowie die Fusion mit His6-Tag 

eine strukturelle Veränderung zur Folge hatten, wurde zunächst die Struktur des aus 

B. subtilis WB800 isolierten PhaZ7chis6 Proteins aufgeklärt. Die Struktur des 

PhaZ7chis6 Wildtyps konnte bereits mit einer Auflösung von 1,6 Å bestimmt werden. 

Ähnlich wie bei den Ergebnissen aus früheren Kristallisationsexperimenten 

kristallisierte die PhaZ7chis6 Depolymerase als Dimer. Jede Monomereinheit lag 

asymmetrisch zueinander. 

Die Struktur der beiden PhaZ7chis6 Monomere wurde mit dem Programm DALI 

(http://ekhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/, HOLM und SANDER, 1997) 

miteinander verglichen. Für die Beurteilung einer strukturellen Ähnlichkeit bei einem 

Strukturaligment zweier verschiedener Proteine wurde die mittlere quadratische 

Abweichung RMSD (Root Mean Square Deviation) der Abstände der einander als 

strukturell vergleichbar zugeordneten C� -Atome herangezogen. Im Allgemeinen 

weißt ein geringer RMSD-Wert auf hohe strukturelle Übereinstimmungen bzw. ein 

größerer RMSD-Wert auf geringere Ähnlichkeit der zu vergleichenden Strukturen hin. 

Die Überlagerung des Proteinrückgrates von Monomer A und Monomer B ergab 

einen RMSD-Wert von 0,8 Å, welcher zeigt, dass beiden Monomeren zwar ähnlich 

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 His6-Tag in beiden Monomeren ist in der 

Struktur nicht zu identifizieren. Weiterhin ist deutlich erkennbar, dass die beiden ß-

Faltblattstrukturen (ß7 und ß8) im Monomer B fehlen und hier eine Zufallsfaltung 

vorliegt (Abbildung 47a). Die größten 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 aufgelöst ist (Abbildung 47). Auffällig 

sind außerdem die stark unterschiedlichen sterischen Ausrichtungen der 

Aminosäuren Phe251 und Trp252 in beiden Monomeren. Weitere Strukturvergleiche 

der neuen PhaZ7chis6 Depolymerase Struktur mit der bereits veröffentlichen PhaZ7 

Wildtyp Struktur (PDB-Eintrag: 2VTV bzw. 2X76) mittels DALI zeigten die größten 

Übereinstimmungen bei der Struktur des PhaZ7chis6 Monomers A mit dem Monomer 

A der PhaZ7 Wildtyp Struktur (RMSD: 0,4 Å) und leichte Unterschiede in der Struktur 

des PhaZ7chis6 Monomers B in den Regionen 248-252 und 282-294 (RMSD: 0,8 Å 

bzw. 0,9 Å) zum Monomer A in der PhaZ7 Wildtyp Struktur.  
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Abbildung 47 . PHB Depolymerase PhaZ7 chis6  Kristallstruktur. a. Die Überlagerung der 
Kristallstruktur von Monomer A (grün) und Monomer B  (orange). Der RMSD-Wert nach 
DALI beträgt 0,8 Å. 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 (grün) 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 Überlagerung der Kristallstruktur von Monomer A (grün) und Monomer B 

(orange) des PhaZ7chis6 Proteins zeigte ferner eine unterschiedliche Konformation 

des Ser136 in den beiden Monomeren (Abbildung 48). Die Hydroxylseitenkette des 

Ser136 in Monomer B wurde in zwei Konformationen gefunden (OG1 und OG2). Dies 

lieferte einen Hinweis dafür, dass die Seitenkette des Ser136 möglicherweise nicht 

starr ist. Es ist denkbar, dass das aktive Zentrum des PhaZ7 Proteins nach der 

Substratbindung seine Konformation ändert. 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 

Wasserstoffbrücke 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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Wasserstoffbrückenbindung beträgt im Allgemeinen 2 – 3,2 Å. In Abbildung 48b ist 

der Abstand der potentiellen Wasserstoffbrückenbindungen zu sehen. Zu erkennen 

ist, dass die Distanz der zweiten möglichen Orientierung der Hydroxylgruppe des 

Ser136 (OG2) zum Protonenakzeptor (NE2) 4 Å ist. Dies wäre zu lang für eine 

Wasserstoffbrückenbindung. Befindet sich die Hydroxylgruppe des Ser136 in der 

zweiten möglichen Orientierung, muss das Ser136 die Ausrichtung seiner Seitenkette 

verändern, damit eine Wasserstoffbrückenbindung mit dem His306 möglich ist. Eine 

weitere für den Reaktionsmechanismus wichtige Wasserstoffbrücke ist die zwischen 

der Amino-Gruppe des His306 (NE1) und der Oxido-Gruppe des Asp242 (OD2) 

(Abbildung 48b).  

 

 

Abbildung 48. Aktives Zentrum des PhaZ7 chis6  Wildtyps. a. Die Superposition des aktiven 
Zentrums von PhaZ7chis6 Monomer A (grün) und PhaZ7chis6 Monomer B (orange). Die 
Hydroxyl-Seitenkette des Ser136 in Monomer B sind in zwei unterschiedlichen 
Konformationen  zu sehen (OG 1,2). b. Dargestellt ist die katalytische Triade des Monomers 
B. Die potentiellen Wasserstoffbrückenbindungen mit dem entsprechenden Abstand in Å 
sind als gelbe Linien gezeigt. 

�

Der Strukturvergleich der PhaZ7chis6 Depolymerase mit früheren PhaZ7 Wildtyp 

Strukturen zeigt, dass das Einfügen des His6-Tag an dem C-Terminalen Ende des 

PhaZ7 Proteins keinen bedeutenden Einfluss auf die Proteinstruktur hat. Dieses 

Ergebnis ergänzt die Ergebnisse in 3.1.2, welche ergaben, dass beide PhaZ7 

Varianten (heterolog exprimierte PhaZ7 und heterolog exprimierte PhaZ7chis6 

Depolymerasen) eine vergleichbare nPHB Depolymerase Aktivität aufwiesen.  
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3.5.2. Strukturanalyse der PHB Depolymerase PhaZ7 chis6 * Muteine 

Bei den PhaZ7chis6* Varianten konnte bislang nur die Struktur der PhaZ7chis6* 

Tyr105Ala bzw. Tyr105Glu Muteine und des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins aufgelöst 

werden. Die Auflösung betrug 1,59 Å für das PhaZ7chis6* Tyr105Ala Mutein, 1,58 Å 

für das PhaZ7chis6* Tyr105Glu Mutein und 1,6 Å für das PhaZ7chis6* Tyr190Glu 

Mutein. Alle drei PhaZ7chis6* Muteine bilden bei der Kristallisation ein asymmetrisches 

Dimer. Der Strukturvergleich der beiden Monomere A und B des PhaZ7chis6* 

Tyr105Ala Muteins bzw. des PhaZ7chis6* Tyr105Glu Muteins nach DALI zeigte, dass 

die beiden Monomere dieser Muteine praktisch identisch zueinander sind (RMSD-

Wert 0,3 Å bzw. 0,1 Å). Die beiden � 7- und � 8–Faltblattstrukturen sind in Monomer A 

und Monomer B des PhaZ7chis6* Tyr105Ala Muteins abwesend. Das Ala295 in 

Monomer A dieses Muteins ist nicht aufgelöst. Die Superposition der beiden 

Monomerstrukturen des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins zeigte, dass sich das 

Monomer A bis auf das Fehlen der ß7- und ß8-Flatblattstrukturen kaum vom 

Monomer B unterscheidet (RMSD-Wert nach DALI 0,4 Å). Das Ala293 im Monomer 

A des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins konnte jedoch nicht identifiziert werden. 
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Abbildung 49. PHB Depolymerase PhaZ7 chis6 * Tyr105Ala, PhaZ7 chis6 * Tyr105Glu und 
PhaZ7chis6 * Tyr190Glu Kristallstruktur. Alle drei PhaZ7chis6* Muteine kristallisierten als 
Dimer. a. Die Superposition der PhaZ7chis6* Tyr105Ala Monomere. Das Monomer A ist in 
grün 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 
Å). b. Die Superposition der PhaZ7chis6* Tyr105Glu Monomere. Das Monomer A ist in grün 
und das Monomer B ist in orange gezeigt. Es ist erkennbar, dass die beiden Monomere 
identisch zueinander sind (RMSD-Wert nach DALI 0,1 Å). c. Die Überlagerung der 
PhaZ7chis6* Tyr190Glu Kristallstruktur von Monomer A (grün) und Monomer B (orange). Der 
RMSD-Wert nach DALI beträgt 0,4 Å. Die � 7- und � 8–Faltblattstrukturen sind im Monomer B 
nicht vorhanden. 

 

Des Weiteren wurden die PhaZ7chis6* Muteinstrukturen mit der Wildtyp PhaZ7chis6 

Depolymerasestruktur verglichen um festzustellen, ob die eingeführte Mutation die 

Struktur des Proteins verändert hat. Die Ergebnisse dieser Strukturvergleiche sind in 

Abbildung 50 wiedergegeben. Das Monomer A des PhaZ7chis6* Tyr105Glu Muteins 

und das Monomer B des PhaZ7chis6* Tyr105Ala Muteins bzw. des PhaZ7chis6* 

Tyr190Glu Muteins wurden als Referenz für den Strukturvergleich mit der Wildtyp 

PhaZ7chis6 Depolymerase genommen. Wie man in Abbildung 50 (a, c, e) sehen kann, 

ähneln die Strukturen des PhaZ7chis6* Tyr105Ala Muteins, des PhaZ7chis6* Tyr105Glu 

Muteins bzw. des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins der Struktur des PhaZ7chis6 Wildtyp 

Monomers A (RMSD-Wert nach DALI 0,2 Å, 0,3 Å bzw. 0,1 Å). Bei dem 

Strukturvergleich des PhaZ7chis6* Tyr105Ala Muteins, des PhaZ7chis6* Tyr105Glu 

Muteins bzw. des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins mit dem PhaZ7chis6 Wildtyp 

Monomer B ist deutlich zu erkennen, dass sich die beiden Strukturen leicht 

voneinander unterscheiden (RMSD-Wert nach DALI 0,7 Å, 0,8 Å bzw. 0,9 Å, 

Abbildung 50b, d, f). Die Regionen 248-252 und 282-294 weisen dabei die größten 
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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 chis6  Wildtyp und PhaZ7 chis6 * Muteinen 
(Tyr105Ala, Tyr105Glu und Tyr190Glu). a. Die Überlagerung des Monomers A des 
PhaZ7chis6 Wildtyps (grün) mit dem Monomer B des  PhaZ7chis6* Tyr105Ala (orange) (RMSD-
Wert 0,3 Å). b. Die Überlagerung des Monomers B des PhaZ7chis6 Wildtyps (grün) mit dem 
Monomer B des PhaZ7chis6* Tyr105Ala (orange) (RMSD-Wert 0,7 Å). c. Die Überlagerung 
des Monomers A des PhaZ7chis6 Wildtyps (grün) mit dem Monomer A des  PhaZ7chis6* 
Tyr105Glu (orange) (RMSD-Wert 0,3 Å). d. Die Überlagerung des Monomers B des 
PhaZ7chis6 Wildtyps (grün) mit dem Monomer A des  PhaZ7chis6* Tyr105Glu (orange) (RMSD-
Wert 0,1 Å). e. Die Überlagerung des Monomers A des PhaZ7chis6 Wildtyps (grün) mit dem 
Monomer B des  PhaZ7chis6* Tyr190Glu (orange) (RMSD-Wert 0,8 Å). f. Die Überlagerung 
des Monomers B des PhaZ7chis6 Wildtyps (grün) mit dem Monomer B des  PhaZ7chis6* 
Tyr190Glu (orange) (RMSD-Wert 0,9 Å). 

 

Durch den Austausch einer Aminosäure besteht die Möglichkeit, dass das aktive 

Zentrum des Enzyms verändert wird. Die Analyse des aktiven Zentrums der 

PhaZ7chis6* Tyr105 Variante (Tyr105Ala und Tyr105Glu) zeigte, dass die 

Aminosäuren der katalytischen Triade in beiden Monomeren für den 

Reaktionsmechanismus optimal angeordnet sind (Abbildung 51a, b, c, d). Der 

Abstand der Hydroxylgruppe des Ser136 (OG1) zu der Imidazolgruppe des His306 

(NE2) beträgt 2,7 Å bzw. 2,8 Å im Monomer A und 2,6 bzw. 2,9 Å im Monomer B, 

was die Bildung einer Wasserstoffbrückenbindung ermöglicht. Die Imidazolgruppe 

des His306 (ND1) ist 2,7 - 2,9 Å entfernt von der Oxylgruppe des Asp242 (OD2). 

Somit können die beiden Seitenketten eine Wasserstoffbrückenbindung eingehen. 

Die Untersuchung des aktiven Zentrums des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins ergab 

eine interessante Beobachtung (Abbildung 51e, f). Die Hydroxyl-Seitenkette des 
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Ser136 (OG1 und OG2) in Monomer A des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins wurde 

ähnlich wie bei dem Monomer B des Wildtyp PhaZ7chis6 Proteins in zwei 

unterschiedlichen Orientierungen gefunden. Beachtlich ist außerdem die Position der 

Hydroxylseitenkette des Ser136 im Monomer B des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins. 

Während die meisten Hydroxylgruppen des Ser136 in den bisher aufgeklärten PhaZ7 

Strukturen in erster Konformation (OG1) vorlagen, befindet sich die Hydroxylgruppe 

des Ser136 im Monomer B des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins in zweiter 

Konformation (OG2). Der Abstand der Hydroxylgruppe zu der Imidazolgruppe des 

His306 (NE2) wird länger (4,2 Å), dies hat zur Folge, dass keine 

Wasserstoffbrückenbindung gebildet werden kann. Diese Wasserstoffbrücken-

bindung ist aber essentiell für den Reaktionsmechanismus, so dass eine 

Konformationsänderung des Serins erfolgen muss, damit das Enzym seine Aktivität 

ausführen kann. Die Entfernung der Imidazolgruppe des His306 (ND1) zu der 

Oxylgruppe des Asp242 (OD2) beträgt 2,8 Å im Monomer A bzw. 2,7 Å im Monomer 

B und erfüllt demzufolge die Voraussetzung für die Entstehung einer 

Wasserstoffbrückenbindung.    
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Abbildung 51. Wasserstoffbrücken zwischen den Amino säuren der katalytischen 
Triade in verschiedenen PhaZ7 chis6 * Varianten. Die potentiellen Wasserstoffbrücken-
bindungen mit entsprechendem Abstand sind als gelbe Linien gezeigt. Die Darstellung des 
aktiven Zentrums von PhaZ7chis6* Tyr105Ala Monomer A (grün, a) bzw. PhaZ7chis6* 
Tyr105Glu Monomer A (grün, c) und Monomer B des PhaZ7chis6* Tyr105Ala Muteins (orange, 
b) bzw. des PhaZ7chis6* Tyr105Glu Muteins (orange, d) ist zu sehen. Zwei 
Wasserstoffbrückenbindungen 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 PhaZ7chis6* Tyr190Glu Monomer A (grün,e) und des aktiven Zentrums von 
PhaZ7chis6* Tyr190Glu Monomer B (orange, f) ist gezeigt. Die Hydroxylgruppe des Ser136 in 
Monomer A wurde in zwei unterschiedlichen Orientierungen (OG1, OG2) gefunden (e), 
während die Hydroxyl-Gruppe des Ser136 in Monomer B nur in einer Konformation (OG2) 
gefunden wurde (f). Nur eine dieser  Hydroxylgruppen (OG1) ist in der Lage mit der 
Imidazolgruppe des His306 (NE2) eine Wasserstoffbrückenbindung einzugehen. Bei der 
zweiten Orientierung der Hydroxylgruppe des Ser136 (OG2) muss zuvor eine 
Konformationsänderung des Serins stattfinden.    

 

Neben der genannten strukturellen Veränderungen konnten keine weiteren 

bedeutenden Strukturveränderungen für die verschiedene PhaZ7chis6* Varianten 

(Tyr105Ala, Tyr105Glu und Tyr190Glu) festgestellt werden. Demzufolge wird 

angenommen, dass die beobachtete Veränderungen der biochemischen 

Eigenschaften des PhaZ7chis6* Tyr105Glu Muteins und des PhaZ7chis6* Tyr190Glu 
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Muteins in der Tat durch den Aminosäurenaustausch und nicht durch die 

Veränderung der Proteinstruktur hervorgerufen werden. Vermutlich beteiligen sich 

die Tyr105 und Tyr190 an der Enzym-Substrat-Interaktion, da die Mutation dieser 

Aminosäure zu Glutamat in reduzierter nPHB Depolymeraseaktivität und in einer 

verringerten nPHB Bindefähigkeit resultiert. 

 

3.5.3. Strukturanalyse des PhaZ7 chis6 * � Trp202-Val208 Muteins  

Wie bereits in 3.4.3 erwähnt, wurde in dieser Arbeit ein verkürztes PhaZ7chis6* Mutein 

generiert. Hierfür wurde die Region Trp202-Val208 aus dem Protein entfernt. Die 

Region Trp202-Val208 wurde bei den Strukturvergleichen der bereits vorhandenen 

PhaZ7 bzw. PhaZ7chis6 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 könnten aufgrund einer möglichen Flexibilität dieser 

Region erklärt werden. Die biochemischen Charakterisierungen des PhaZ7chis6* 

� Trp202-Val208 Muteins  ergaben eine stark reduzierte nPHB Depolymerase 

Aktivität (7 % der Wildtyp Aktivität) und eine starke Verringerung der nPHB 

Bindefähigkeit.  

Kürzlich wurde die Struktur dieses Muteins mit einer Auflösung von 2 Å aufgeklärt. Im 

Unterschied zu anderen PhaZ7chis6* Proteinen kristallisierte die PhaZ7chis6* � 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 für den Strukturvergleich mit 

der Wildtyp PhaZ7chis6 Struktur ausgewählt. 
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Abbildung 52. Strukturvergleich des PhaZ7 chis6 * � Trp202-Val208 Monomers A mit den 
restlichen  PhaZ7 chis6 * � Trp202-Val208 Monomeren. Gezeigt sind die Überlagerungsbilder 
der Monomere. a: Monomer A und B; b: Monomer A und C; c: Monomer A und D. Grün: 
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 DALI zum Strukturve rgleich der einzelnen 
PhaZ7chis6 * � Trp202-Val208 Monomere. 

� ��������� � ��������	 � ��������
 � ��������� �

��������� � �� � ����� � ����� � ����� �

��������	 � ����� � � � ����� � ��	�� �
��������
 � ����� � ����� � � � ����� �

��������� � ����� � ��	�� � ����� � � �

 

An dem Superpositionsbild des Monomers A der Wildtyp PhaZ7chis6 Struktur und des 

PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 Monomers A ist zu erkennen, dass die Deletion keinen 

bedeutenden Einfluss auf die Proteinstruktur hat (RMSD-Wert nach DALI 0,4 Å) 

(Abbildung 53a). Das PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 Mutein faltete sich nahezu 

identisch zum Wildtyp PhaZ7 Protein. Der Vergleich des PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 

Monomers A mit dem Wildtyp PhaZ7chis6 Monomer B resultierte in strukturellen 

Unterschieden in der Region 248-252 und in der Region 282-294 (Abbildung 53b). 

Der RMSD-Wert hierfür beträgt 0,9 Å. 
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Abbildung 53. Strukturvergleich des PhaZ7 chis6 * � Trp202-Val208 Monomers A mit der 
PhaZ7chis6  Wildtyp Struktur. a. Die Überlagerung des Monomers A der Deletionsmutante 
(orange) mit dem Wildtyp PhaZ7chis6 Monomer A (grün). Beide Strukturen sind nahezu 
deckungsgleich zueinander. Die Proteinstruktur wurde durch die Deletion nicht beeinflusst. b. 
Die Überlagerung des Monomers A der Deletionsmutante (orange) mit dem Wildtyp 
PhaZ7chis6 Monomer B (grün). Zu erkennen sind Unterschiede in der Region 248-252 und in 
der Region 282-294. 

  

Als nächstes wurde die katalytische Triade des Muteins untersucht um sicher zu 

stellen, dass das aktive Zentrum des Enzyms durch die Deletion nicht beeinträchtigt 

ist. Wie bereits oben erwähnt, muss die Bildung der für den Reaktionsmechanismus 

essentiellen Wasserstoffbrückenbindungen gewährleistet werden, damit das Enzym 

seine Aktivität ausführen kann. In Abbildung 54 ist zu erkennen, dass die 

Aminosäure-Reste der katalytischen Triade bei allen vier Monomeren in einer 

Entfernung zueinander vorliegen, welche optimal für die Entstehung einer 

Wasserstoffbrückenbindung 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 führte zu einer 

Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivität und der nPHB Bindefähigkeit. Dies 

deutet darauf hin, dass dieser Bereich möglicherweise essentiell für die Adsorption 

des Enzyms an dem Substrat ist und infolgedessen eine Rolle für die Enzymaktivität 

spielt.  
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Abbildung 54. Wasserstoffbrücken zwischen den Amino säuren der katalytischen 
Triade in dem PhaZ7 chis6 * � Trp202-Val208 Protein. Die potentiellen 
Wasserstoffbrückenbindungen mit entsprechendem Abstand sind als gelbe Linien gezeigt. a. 
Monomer A; b. Monomer B; c. Monomer C; d. Monomer D. Die Aminosäuren der 
katalytischen Triade sind optimal für die Bildung einer Wasserstoffbrückenbindung 
angeordnet.  

 

3.5.4. Strukturanalyse des PhaZ7 chis6 * Ser136Ala 3-HB-Komplexes 

In der vorliegenden Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, welche 

Aminosäurereste im PhaZ7 Protein an der nPHB Granula Bindung involviert sind. 

Zusätzlich zu den Mutagenesenversuchen sollte ein Enzym-Substrat-Komplex der 

PhaZ7 Depolymerase mit dem Substrat hergestellt und röntgenstrukturanalytisch 

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. Für diese 

Fragestellung eignet sich daher die inaktive PhaZ7chis6* Ser136Ala 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 PhaZ7chis6* Ser136Ala  Muteins wurde mit einer Auflösung von 1,59 

Å aufgeklärt. Ähnlich wie beim PhaZ7chis6 Wildtyp und den anderen PhaZ7chis6* 

Muteinen kristallisierte PhaZ7chis6* S136Ala mit zwei Molekülen 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 beträgt hierfür 0,2 Å. Das Monomer A 

wurde als Referenz für die weitere Strukturanalyse verwendet. Die Struktur-

überlagerung des Monomers A mit dem Monomer A von Wildtyp PhaZ7chis6 zeigte, 

dass die beiden Strukturen bis auf die Abwesenheit der � 7- und der � 8–

Faltblattstrukturen in der PhaZ7chis6* S136Ala Struktur nahezu deckungsgleich sind 

(RMSD-Wert nach DALI 0,3 Å, Abbildung 55a). Beim Strukturvergleich zwischen dem 

PhaZ7chis6* Ser136Ala 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 Å, Abbildung 55b). Als Referenz für 

die Unterschiede in der Region 248-252 bzw. in der Region 282-294 siehe Abbildung 

47b. Wie erwartet führte die Mutation des Ser136 zu Alanin zu keiner bedeutenden 

strukturellen Veränderung mit Ausnahme von Veränderungen in möglichen flexiblen 

Bereichen (Region 248-254, Region 282-294, die � 7- und � 8–Faltblattstrukturen). 

 

 

Abbildung 55. Strukturvergleich zwischen PhaZ7 chis6  Wildtyp und PhaZ7 chis6 * Ser136Ala 
Mutein.  a. Die Überlagerung des Monomers A der Wildtyp PhaZ7chis6 Depolymerase (grün) 
und des Monomers B (orange) des PhaZ7chis6* Ser136Ala Muteins. b. Dargestellt ist die 
Superposition des PhaZ7chis6 Wildtyp Monomers B (grün) und des Monomer A des 
PhaZ7chis6* Ser136Ala 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 möglich. Um die Substratbindung der PhaZ7 

Depolymerase aufzuklären, wurde versucht ein Komplex der PhaZ7 Depolymerase 

mit den Substraten bzw. Substrat-Analoga zu kristallisieren. Aufgrund der Tatsache, 

dass die nPHB Granula instabil sind und schnell in den denaturierten Zustand 

übergehen, eignen sich die nPHB Granula hier nicht für Enzym-Substrat-

Kristallisationsexperimente. Ferner liegen an den nPHB Granula noch viele andere 

Proteine, wie z.B. Phasine und PHB Synthase, vor. Aus diesen Gründen  wurden für 

die Soaking-Experimente hauptsächlich die Hydroxybutyratoligomere (3-HB)n 

eingesetzt. Damit die eingesetzten Oligomere nicht hydrolysiert werden, wurde für 

diese Soaking-Experimente die PhaZ7chis6* Ser136Ala Variante verwendet. Zur 

röntgenographischen Untersuchung wurden die PhaZ7chis6* Ser136Ala Kristalle in 

Puffer getränkt, welcher die jeweiligen Oligomere (3-HB2, 3-HB3, 3-HB4 und 3-HB8) 

enthielt. Bislang liegen nur spezifische Bindungsdaten für das 3-HB Trimer vor. Die 

Kristallstruktur wurde bereits mit einer Auflösung von 1,59 Å aufgeklärt und in 

Abbildung 56 dargestellt. Das Protein kristallisiert als Dimer, wobei beide Monomere 

ähnlich zueinander sind (RMSD-Wert nach DALI 0,2 Å). 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 chis6 * Ser136Ala Muteins gebunden an 3-HB Trimer. 
Der PhaZ7chis6* Ser136Ala- 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 PhaZ7chis6* Ser136Ala 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 Å in 

den Regionen 248-252 und 282-294, wobei die Region 281-294 bei der Trimer 

gebundenen PhaZ7chis6* Ser136Ala Struktur fehlt. Beim Strukturvergleich mit einer 

anderen schon bekannten PhaZ7 Struktur wies die Struktur des PhaZ7chis6* 

Ser136Ala-3-HB-Trimer-Komplexes eine große Ähnlichkeit zum Wildtyp PhaZ7chis6 

Monomer B (RMSD-Wert nach DALI 0,2 Å) auf. Die Region 281-294 des PhaZ7chis6* 

Ser136Ala-3-HB-Trimer Komplexes bzw. die Region 282-291 des PhaZ7chis6 Wildtyps 

(Monomer B) konnten in beiden Strukturen nicht identifiziert werden. Dies könnte ein 

Hinweis dafür sein, dass diese Region flexibel ist.  
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Abbildung 57. Strukturanalyse des PhaZ7 chis6 * Ser136Ala-3-HB Trimer Komplexes. a. 
Dargestellt ist die Superposition des Monomers A des freien PhaZ7chis6* Ser136Ala Proteins 
(grün) mit dem Monomer A der PhaZ7chis6* Ser136Ala-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 PhaZ7chis6 Wildtyp Proteins (grün) mit dem Monomer 
A des PhaZ7chis6* Ser136Ala-3-HB-Trimer Komplexes (orange). Die beiden Strukturen sind 
nahezu deckungsgleich zueinander. Die Region 281-294 der an 3-HB Trimer gebundenen 
PhaZ7chis6* Ser136Ala ist nicht zu identifizieren, ebenso die Region 282-291 des Monomers 
B der PhaZ7chis6 Depolymerase. 

 

Die Analyse der Trimer gebundenen PhaZ7chis6* Ser136Ala Struktur ist in Abbildung 

58 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass das 3-HB Trimer von den Aminosäuren 

Tyr105, Tyr176, Pro182, Gly185, Ser186, Gln187, Asn188, Tyr189 und Tyr190 

umgeben ist. Für die Tyr105, Tyr176, Tyr189 und Tyr190 konnte bereits durch die 

ortsgerichtete Mutagenese gezeigt werden, dass diese Aminosäuren für die nPHB 

Depolymerase-Aktivität und die Bindung an die nPHB Granula essentiell sind. �



Ergebnisse 
�

115 
�

 

Abbildung 58. Lokalisierung des 3-HB Trimers in der  PhaZ7 Oberfläche. Das 3-HB 
Trimer ist in gelb dargestellt. Dargestellt sind außerdem die umgebenden Aminosäuren, 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) 

durchgeführt. Die möglichen hydrophoben und polaren Wechselwirkungen sind in 

Abbildung 59 angegeben. Hierbei ist zu erkennen, dass das 3-HB Trimer 

überwiegend durch hydrophobe Wechselwirkungen an dem PhaZ7chis6* Ser136Ala 

Protein gebunden. Einige weitere Wasserstoffbrückenbindungen 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 Tyr105, Tyr176, Tyr190, 

Phe195 und der Methylgruppe bzw. Methylengruppe des 3-HB Trimers. Die 

gemessenen Abstände betragen unter 3,9 Å, was ideal für die Bildung von 

hydrophoben Wechselwirkungen ist. In Abbildung 59 und Abbildung 60 ist ein 

Unterschied bei der Trimer-Bindung an den beiden PhaZ7chis6* Ser136Ala 

Monomeren erkennbar. Im Monomer B nimmt das Pro182 noch zusätzlich an der 
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hydrophoben Wechselwirkung teil, während eine Beteiligung dieser Aminosäure 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 möglichen hydrophoben und polaren W echselwirkungen von 3-HB 
Trimer mit umgebenen Aminosäuren aus Monomer A (a) und Monomer B (b) des 
PhaZ7chis6 * Ser136Ala-3-HB-Trimer Komplexes. Die hydrophoben Interaktionen werden als 
Sonnen dargestellt und die polaren Wechselwirkungen werden als grüne gestrichelte Linien 
mit Bindungsabständen in Å gezeigt. Kohlenstoffatome sind schwarz, Sauerstoffe rot und 
Stickstoffatome blau gefärbt. 
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Abbildung 60. Mögliche Interaktionen zwischen dem 3 -HB Trimer und den 
benachbarten Aminosäuren. 3-HB Trimer ist in gelb gezeigt. Die möglichen hydrophoben 
Wechselwirkungen sind als blaue gestrichelte Linien mit Bindungsabständen in Å dargestellt. 
Wasserstoffbrückenbindungen sind in grün gezeigt. a. Monomer A des PhaZ7chis6* 
Ser136Ala-3-HB Trimer Komplexes, b. Monomer B des PhaZ7chis6* Ser136Ala-3-HB-Trimer 
Komplexes. 

 

Durch die Aufklärung der PhaZ7chis6* Ser136Ala Struktur mit gebundenem Trimer 

konnte für Tyr105, Tyr176, Tyr189 und Tyr190 gezeigt werden, dass diese 

Aminosäuren tatsächlich an der Substratbindung beteiligt sind. Tyr105, Tyr176 und 

Tyr190 beteiligen sich an der Substratbindung höchstwahrscheinlich durch die 

Bildung einer hydrophoben Wechselwirkung  mit dem Substrat, während das Tyr189 

vermutlich für die Stabilisierung der Enzym-Substrat-Interaktion durch die Bildung 

einer Wasserstoffbrückenbindung verantwortlich ist. Für 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 chis6 * Varianten 

In diesem Kapitel wurden die Strukturen der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten 

PhaZ7chis6* Varianten ausgewertet und miteinander verglichen. Die bereits 

aufgeklärten Strukturen sind in Tabelle 14 wiedergegeben. Wie oben zu sehen ist 

führte die Mutation am Tyr105 bzw. Tyr190 zu keiner bedeutenden Veränderung in 

der Proteinstruktur (Abbildung 50). Die häufiger vorkommenden Abweichungen in 

den Regionen 248-252 und 282-294 und in den � 7- und � 8–Faltblattstrukturen 

lieferten einen Hinweis dafür, dass diese Bereiche möglicherweise flexibel sind. Es 

konnte infolgedessen ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Lag-Phase in 

der nPHB Depolymerase Reaktion, die Verringerung der nPHB Depolymerase 

Aktivität und die Beeinträchtigung der nPHB Bindefähigkeit der PhaZ7chis6* 

Tyr105Glu und PhaZ7chis6* Tyr190Glu durch eine Veränderung in der Proteinstruktur 

entstanden sind. Weiterhin konnte durch die Aufklärung der Struktur des 3-HB 

Trimer-PhaZ7chis6* Ser136Ala Komplexes gezeigt werden, dass die Interaktion der 

PhaZ7 Depolymerase mit seinem Substrat an der „extra Domäne“ des Enzyms 

stattfindet. Das 3-HB Trimer ist an einem Ort gebunden, an dem sich unmittelbar in 

der Nähe das Tyr105, Tyr176, Tyr189 und Tyr190 befindet. Dieser Befund entspricht 

der Hypothese dieser Arbeit und stimmt mit den Ergebnissen der ortsgerichteten 

Mutagenese überein. Somit wurde bestätigt, dass diese hydrophoben Aminosäuren 

Tyr105, Tyr176, Tyr189 und Tyr190 für die Bindung an der nPHB Granula essentiell 

sind.  

 

Tabelle 14. Bereits aufgeklärte PhaZ7 Strukturen .  
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4. Diskussion 

 

Beim mikrobiellen Abbau von Polymeren sollte zwischen dem Abbau von natürlich 

vorkommenden Polymeren wie z.B. PHA, Stärke, Cellulose und dem Abbau von 

synthetischen Polymeren (Xenobiotika) unterschieden werden. Nach dem „Prinzip 

der mikrobiellen Unfehlbarkeit“ können alle biologisch synthetisierten Verbindungen 

mikrobiell auch wieder abgebaut werden. Für die Xenobiotika, welche nicht natürlich 

vorkommen, existieren nur wenige Mikroorganismenarten, die in der Lage sind, diese 

Substanzen zu verwerten. Im Allgemeinen sind die abzubauenden Polymere 

meistens nicht wasserlöslich. Für 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 Aufklärung der PhaZ7-Struktur durch PAPAGEORGIOU et al., 2008 lieferte 

einen neuen Hinweis über die Struktur-Funktion des Enzyms. Die Struktur konnte 

zwei Jahren später in verbesserter Auflösung aufgeklärt werden (WADAKAR et al., 

2010). Die Analyse der PhaZ7 Struktur ergab, dass PhaZ7 keine ausgeprägte 

Strukturähnlichkeit zu der bisher bekannten PHB Depolymerase Struktur aus P. 

funiculosum aufweist. Viel mehr zeigt PhaZ7 eine höhe Ähnlichkeit zu der LipA-

Struktur aus B. subtilis (PAPAGEORGIOU et al., 2008). Der wesentliche Unterschied 

zwischen PhaZ7 und LipA besteht darin, dass PhaZ7 eine zusätzliche Domäne 

besitzt, welche in LipA fehlt. Diese zusätzliche Domäne ist mit vielen hydrophoben 

Aminosäuren angereichert. Dies ist außergewöhnlich für einen Enzym, da sich bei 

den meisten Enzymen die hydrophoben Aminosäuren vorwiegend im inneren 

Proteinkern befinden und die Enzyme hydrophile Strukturoberflächen besitzen. 

Frühere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Adsorption der Substratbindestelle 

der extrazellulären PHB Depolymerasen an die Polymeroberfläche wahrscheinlich 

sowohl über Wasserstoffbrückenbindungen als auch über hydrophobe 

Wechselwirkungen stattfindet (YAMASHITA et al., 2003; FUJITA et al., 2005). Es 

wurde deshalb postuliert, dass diese hydrophoben Aminosäuren in der zusätzlichen 
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Domäne des PhaZ7 Proteins für die Erkennung bzw. für die Adsorption des Enzyms 

an das hydrophobe Polymer (nPHB) essentiell sind.  

Um Beweise dafür zu liefern, dass die hydrophoben Aminosäuren in der zusätzlichen 

Domäne des PhaZ7 Proteins an der Enzym-Substrat-Interaktion beteiligt sind, 

wurden im Rahmen dieser Arbeit diese Aminosäuren gegen andere Aminosäuren 

mittels gerichteter Mutagenese ausgetauscht. Die erzeugten PhaZ7 Muteine wurden 

auf ihre Fähigkeit, ihr Substrat (nPHB) zu hydrolysieren bzw. zu binden untersucht. In 

Zusammenarbeit mit der AG Papageorgiou (Turku, Finnland) wurde die Struktur der 

Muteine aufgeklärt. Des weiteren wurde eine Korrelation zwischen den ermittelten 

biochemischen Daten und den aufgeklärten Strukturen gemacht, um den 

Reaktionmechanismus des Enzyms bzw. den Adsorptionsvorgang an der 

Polymeroberfläche 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 über die Struktur des untersuchten Proteins vor. Durch den gezielten 

Austausch einzelner Aminosäuren bietet sich die Möglichkeit Aminosäuren 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 zufällig in das Gen eingeführt werden. Somit können ganze 

Mutantenbibliotheken erstellt werden. Die erhaltenen Klone lassen sich dann auf die 

Veränderung bestimmter Eigenschaften untersuchen. Wichtig für diese Methode ist 

ein geeignetes Screening, welches eine schnelle und effektive Vorauswahl der 

erhaltenen Mutanten ermöglicht. 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 später wurde dieselbe Methode verwendet, um 

Aminosäuren zu identifizieren, welche an der dPHB-Adsorption bei der PHB 

Depolymerase aus Ralstonia pickettii T1 beteiligt sind (HIRASHI et al., 2006). 
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Für die Identifizierung der Aminosäuren, die bei der PhaZ7 Depolymerase an der 

Substratbindung beteiligt sind, eignet sich die Methode der ungerichteten 

Mutagenese nicht, wie bereits durch eine frühere Arbeit gezeigt (HERMAWAN, 

2008). Das PhaZ7 Protein verfügt anders als die R. pickettii T1 PHB Depolymerase 

über keine C-terminale Substratbindedomäne. Somit müsste die fehlerhafte PCR 

über das gesamte phaZ7 Gen erfolgen. Dies hätte zu Folge, dass nicht nur die 

gesuchten Aminosäuren von der Mutation betroffen wären, sondern auch andere 

wichtige Aminosäuren, wie z.B. die Aminosäure der katalytischen Triade verändert 

werden könnten. 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 Instabilität des eingeführten Gens führt 

(HANDRICK, 2002). Außerdem ist es bekannt, dass aufgrund des ineffektiven 

Transportes die Expression der anderen extrazellulären 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 

extrazellulären dPHA Depolymerase in E. coli durch eine Fusion mit einem 

Eisnukleationsprotein (INPNC) signifikant erhöht werden kann. Die durch fehlerhafte 

PCR erzeugte mutierten phaZ7 Gene müssten 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 Aminosäuren biochemisch zu 

identifizieren, insbesondere, da die Struktur der PhaZ7 Depolymerase bereits 

bekannt ist (PAPAGEORGIOU et al., 2008; WADAKAR et al., 2010). Bei dieser 

Methode müssen keine zahlreichen Mutanten erzeugt werden, welche anschließend 

aufwendig auf die gesuchten Effekte hin selektioniert werden müssen. 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 6-Tag zur Vereinfachung der 

Proteinreinigung 

Das erste Verfahren für die Aufreinigung der extrazellulären PHA Depolymerasen 

aus P. lemoignei wurde von MÜLLER und JENDROSSEK 1993 beschrieben. 1997 

folgte eine Modifikation des Verfahrens durch BRIESE, was zu einer Steigerung der 

Ausbeute an PHA Depolymerasen führte. Für die Isolierung der PhaZ7 

Depolymerase aus P. lemoignei Kulturüberstand wurde am Ende der Reinigung eine 

Chromatofokussierung an der MonoP-Säule 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 Kulturüberstand wurde von 

MATZER, 2008 durchgeführt. 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 veränderten Eigenschaften sollten isoliert und charakterisiert 

werden. Hierfür wurde ein effektives und effizientes Reinigungsverfahren benötigt. 

Um dies zu erreichen, wurde das PhaZ7 Protein mit His6-Tag fusioniert. Der nPHB 

Depolymerase Aktivitätstest und das Ergebnis der Western-Blot Analyse in Kapitel 

3.1.2 zeigten, dass das Einfügen des His6-Tags an das C-terminale Ende des 

Proteins keinen signifikante Einfluss auf die Aktivität bzw. die Proteinexpression hat. 

Die beiden Aufreinigungsverfahren mit und ohne His6-Tag wurden in Tabelle 15 

gegenübergestellt. Durch die Fusion mit His6-Tag verkürzt sich das 

Reinigungsverfahren um zwei Schritte, was insbesondere durch den Verzicht der 

Ammoniumsulfat-Fällung mit einer enormen Zeitersparnis verbunden ist. Aus 1 L 

Kultur konnte durch die Fusion mit His6-Tag ca. 3 mg reines PhaZ7chis6 Protein 

gewonnen werden. Somit erwies sich die Expression des PhaZ7 Protein in Fusion 

mit His6-Tag als doppelt vorteilhaft. 
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Tabelle 15. Reinigungsverfahren für PhaZ7  

�
��� � �
��� !
��" �
1. Aufkonzentrierung des Kulturüberstandes  1. Aufkonzentrierung des Kulturüberstandes  

2. Ammoniumsulfat -Fällung  2. Affinitätschromatographie an Ni -NTA Säule  

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 3 L ca. 8 - 10 mg PhaZ7 chis6  

  

4.3. Identifizierung der an der Enzym-Substrat-Inte raktion beteiligten 

Aminosäuren 

Frühere Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass die C-terminale Domäne der 

extrazellulären Depolymerasen für die Adsorption des Enzyms an dPHA zuständig 

ist. Bereits im Jahr 1988 zeigte FUKUI et al., dass die PHB Depolymerase aus 

Alcaligenes faecalis T1 nach der Trypsinbehandlung ihre hydrolytische Aktivität 

gegenüber unlöslicher hydrophober PHB verlor. Dies führte damals zu der Annahme, 

dass die PHB Depolymerasen zusätzlich zu der katalytischen Triade über eine 

hydrophobe Seite verfügen, welche wichtig für die Hydrolyse unlöslicher PHB aber 

nicht für die Hydrolyse löslicher PHB Oligomere ist. Acht Jahre später wurde die C-

terminale Domäne der P. lemoignei PHB Depolymerase PhaZ4 als mögliche 

Substratbindestelle identifiziert (BEHRENDS et al., 1996). Die Deletion von 55 

Aminosäuren 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 fähig p-Nitrophenylbutyrate zu 

hydrolysieren. Ähnliche Untersuchung mit demselben Ergebnis wurde von NOJIRI 

und SAITO, 1997 für die PHB Depolymerase aus A. faecalis T1 durchgeführt. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Fusion der C-terminalen Domäne der 

extrazellulären 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 führte, dass diese Fusionsproteine in der Lage 

waren an dPHB zu binden. Die Aminosäuren, die eine Rolle bei der Substratbindung 

haben, wurden jedoch nicht identifiziert. 
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4.3.1. Effekt des Aminosäureaustausches auf die Enz ymaktivität 

4.3.1.1 nPHB Depolymerase Aktivität 

HIRAISHI et al. untersuchte 2006 die Enzym-Substrat-Interaktion zwischen der PHB 

Depolymerase PhaZRpiT1 aus R. pickettii T1 und dPHB. Die PHB Depolymerase 

PhaZRpiT1 ist ein extrazelluläres Enzym, welches spezifisch für dPHB ist. Hierfür 

wurde ungerichtete Mutagenese an der C-terminalen Substratbindedomäne des 

Proteins durchgeführt, um die an der Enzym-Substrat-Interaktion beteiligten 

Aminosäuren zu identifizieren. Sie haben herausgefunden, dass viele der erhaltenen 

PhaZRpiT1 Varianten unterschiedliche Aufklärungszonen auf dPHB-Platte als das 

Wildtyp Enzym bildeten. Die Bildung von Aufklärungszonen auf dPHB-Platten durch 

die PhaZRpiT1 Varianten deckten sich mit der in vitro gemessenen dPHB 

Hydrolyseaktivität. Die PhaZRpiT1 Varianten, die eine kleinere Aufklärungszone bzw. 

eine trübere Aufklärungszone als das Wildtyp PhaZRpiT1 Protein bildeten, wiesen in 

einer in vitro dPHB Hydrolyse eine reduzierte Aktivität auf. Da diese PhaZRpiT1 

Varianten noch über eine vergleichbare Esteraseaktivität wie das Wildtyp Enzym 

verfügen, postulierten die Autoren, dass die unterschiedliche Bildung der 

Aufklärungszonen auf dPHB Platten und die Abnahme der in vitro dPHB 

Depolymerase Aktivität in Verbindung mit einer verminderten Enzym-Substrat-

Interaktion stehen. Ähnliche Untersuchungen, bei der die Funktion einer dPHO 

Depolymerase aus P. fluorescens GK13 ebenso mittels ungerichteter Mutagenese 

analysiert wurde, wurden 1997 von JENDROSSEK et al. durchgeführt. Sie haben 

herausgefunden, dass die Mutation der Aminosäuren, welche möglicherweise an der 

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

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben, resultiert die Substitution der Tyr105, Tyr176, Tyr189, 

Tyr190 und Trp207 zu Alanin bzw. Glutamat in einer Verringerung der nPHB 

Depolymerase Aktivität. Demzufolge wurde erwartet, dass diese PhaZ7chis6* Muteine 

ähnlich wie bei der R. pickettii T1 PHB Depolymerase bzw. der P. fluorescens GK13 

PHO Depolymerase auf einer nPHB-Platte Aufklärungszonen bilden, welche sich von 

der Wildtyp PhaZ7 Aufklärungszone unterscheiden. In Abbildung 21 ist die 

Hofbildung der einzelnen PhaZ7chis6* Varianten zu sehen. Wie erwartet wiesen 

PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Ala, Tyr189Ala, Tyr190Ala, Tyr105Glu, Tyr189Glu und 

Tyr190Glu), die im in vitro nPHB Depolymerase Aktivitätstest eine reduzierte nPHB 

Depolymerase Aktivität mit einer Lag-Phase zu Beginn der Reaktion zeigten, eine 
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Bildung von opaquen Aufklärungszonen auf, während die  Aufklärungszone vom 

Wildtyp klar ist. Der Durchmesser der gebildeten Aufklärungszone vom Wildtyp ist 

auch größer im Vergleich zu den restlichen PhaZ7chis6* Muteinen (Tyr105Ala, 

Tyr189Ala, Tyr190Ala, Tyr105Glu, Tyr189Glu und Tyr190Glu). Die PhaZ7chis6* 

Glutamat-Muteine (Tyr105Glu, Tyr189Glu und Tyr190Glu) bildeten die kleinste 

Aufklärungszone. Die unterschiedliche Hofbildung der PhaZ7chis6* Muteine korreliert 

mit dem Ergebnis der in vitro nPHB Depolymerase Aktivität. Beide zeigten, dass der 

Effekt des Tyrosinaustausches zu Glutamat auf die nPHB Hydrolyse am 

ausgeprägtesten ist. Abschließend kann festgestellt werden, dass ähnlich wie bei der 

R. pickettii T1 PHB Depolymerase bzw. der P. fluorescens GK13 PHO Depolymerase 

die Verringerung der Depolymeraseaktivität bei dem PhaZ7 Protein ebenfalls zu 

einer Veränderung des Hofbildung-Verhaltens auf der nPHB-Platte führte.    

Die in vitro nPHB Hydrolysereaktion bei den PhaZ7chis6* Tyr105Glu, PhaZ7chis6* 

Tyr176Glu, PhaZ7chis6* Tyr189Glu, PhaZ7chis6* Tyr190Glu, PhaZ7chis6* Trp207Glu 

Muteinen erfolgte erst nach einer kurzen Lag-Phase, während das Wildtyp PhaZ7chis6 

Protein die nPHB Granula direkt nach der Enzymzugabe abbaute. Solche Lag-

Phasen zu Beginn der in vitro nPHB Hydrolyse wurden ebenfalls beim intrazellulären 

PHB Abbau durch intrazelluläre PHB Depolymerasen gefunden. Bereits 1971 zeigten 

GRIEBEL und MERRICK, dass die Säurebildung 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 PhaZ1 erhöht 

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 PhaZ3Rru Enzym fing sofort an, die vorbehandelte Granula direkt nach der 

Enzymzugabe abzubauen. Eine mögliche Erklärung für die Trypsin-Wirkung auf die 

nPHB Hydrolyse ist, dass Trypsin die Oberflächenproteine der Granula ablöst. 

Dadurch erhöht sich die Zugänglichkeit der Granula für die PHB Depolymerase und 

infolgedessen wird die Hydrolysereaktion beschleunigt (HANDRICK, 2002). Das 

Vorhandensein der Lag-Phase zu Beginn der in vitro Hydrolyse führt somit zur 

Vermutung, dass die PHB Depolymerase zunächst Zeit braucht, um mit ihrem 
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Substrat zu interagieren. Im Fall der intrazellulären nPHB Hydrolyse verhindert die 

Anwesenheit der Oberflächenproteine 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 stört 

die Anwesenheit von fremden Oberflächenproteinen an nPHB Granula PhaZ7 nicht 

bei der Hydrolyse. Jedoch kann eine Behandlung der nPHB Granula mit Trypsin die 

Säurefreisetzung durch PhaZ7 erhöhen (HANDRICK, 2002). Die naheliegende 

Erklärung für die beobachtete Lag-Phase bei den PhaZ7chis6* Varianten 

(Tyr105Ala/Glu, Tyr176Glu, Tyr189Ala/Glu, Tyr190Ala/Glu und Trp207Glu) ist, dass 

die Enzym-Substrat-Interaktion bei diesen PhaZ7chis6* Varianten durch den 

Aminosäurenaustausch beeinträchtigt ist.  

Die wesentlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Aminosäuren bestehen in 

ihrer Hydrophobizität, ihrer Fähigkeit zur ß-Flattblattstruktur-Bildung und ihrer 

Volumen. Die Hydrophobizität des Alanins ist höher als die von Tryptophan bzw. 

Tyrosin (siehe Tabelle 16), so dass die hydrophobe Interaktion nicht beeinträchtigt 

sein sollte. Alanin ist aber deutlich kleiner als Tyrosin bzw. Tryptophan, so dass 

dadurch vermutlich die Entfernung der Aminosäure zum Substrat vergrößert wird. Ist 

der aromatische Ring des Tyrosin bzw. des Tryptophan für 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 geschwächt 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 über 

einen aromatischen Ring verfügt, die nPHB Depolymerase Aktivität 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 Aminosäurerest und dem Polymer eingegangen werden kann. 

Dadurch ist vermutlich die Substratbindung geschwächt. Demzufolge ist die Lag-

Phase bei der in vitro nPHB Hydrolyse bei PhaZ7chis6* Glutamatmuteinen am 

ausgeprägtesten. Infolgedessen brauchen die PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Glu, 

Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu) zunächst Zeit, um an das 

Substrat zu binden. Dies ist der erste Hinweis dafür, dass die Aminosäuren Tyr105, 
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Tyr176, Tyr189, Tyr190 und Trp207 essentiell für die Enzym-Substrat-Interaktion 

sind.  

 

Tabelle 16. Hydrophobizität, Möglichkeit für die Bi ldung einer � -Flattblattstruktur (Pb) 
und Volumen. 

Aminosäure  Hydrophobizität a Pbb Volume nc 

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 PhaZ7chis Protein zeigen die PhaZ7chis6* Muteine 

(Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu) neben dem 

Vorkommen einer Lag-Phase zu Beginn der in vitro nPHB Hydrolyse eine reduzierte 

nPHB Depolymerase Aktivität. Die nPHB Depolymerase Aktivität des einzelnen 

PhaZ7chis6* Muteins ist in Abbildung 61 nochmal zusammengefasst. Diese reduzierte 

nPHB Depolymerase Aktivität ist als Folge der Beeinträchtigung der Enzym-Substrat-

Interaktion zu erwarten. Ähnliche Ergebnisse wurden von HIRAISHI et al., 2010 für 

die PHB Depolymerase PhaZRpiT1 aus R. pickettii T1 gezeigt. Die Mutation des 

Leu441 und des Tyr443, welche in der Substratbindestelle des PhaZRpiT1 Proteins 

vorliegen und vermutlich eine Rolle bei der Substraterkennung spielen, zu einem 

Histidin führte zu einer Reduzierung der Depolymerase Aktivität. Durch die 

Kombination der Mutationen (Tyr105Glu Tyr189Glu bzw. Tyr105Glu Tyr190Glu) kann 

die Wirkung der einzelnen Mutationen kumulativ verstärkt werden. Die Aktivität der 

PhaZ7chis6* Doppelmuteine (Tyr105Glu Tyr189Glu bzw. Tyr105Glu Tyr190Glu) 

beträgt unter 1 % der Wildtyp Aktivität. Im Vergleich zum Wildtyp Protein haben diese 

Muteine nahezu keine Depolymerase-Aktivität mehr, während die einzeln PhaZ7chis6* 

Muteine (Tyr105Glu, Tyr189Glu und Tyr190Glu) noch 5-6 % der Wildtyp 

Depolymerase Aktivität aufwiesen.  

Zwei PhaZ7chis6* Deletionsmuteine (� Gln187-Phe195 und � Trp202-Val208) wurden 

in dieser Arbeit hergestellt. Während das PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 Mutein noch 

fähig ist nPHB zu hydrolysieren, verfügt das zweite Mutein (PhaZ7chis6* � Gln187-
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Phe195) über keine Aktivität gegenüber nPHB. Das PhaZ7chis6* � Gln187-Phe195 

Mutein war mittels Western-Blot Analyse mit His6-Tag Antikörper im Kulturüberstand 

nachweisbar, konnte aber mittels Ni-NTA-Säule nicht mehr isoliert werden. Um 

auszuschließen, dass der C-teminale His6-Tag durch die Deletion der Region 

Gln187-Phe195 nicht zugänglich für die Aufreinigung ist, wurde das frühere 

klassischen Aufreinigungsverfahren für PhaZ7 (Kationaustausch-Chromatographie 

mit CM-Sepharose CL6B Säule) angewendet. Da auch nach diesem Verfahren kein 

reines Protein isoliert werden konnte, kann angenommen werden, dass die Faltung 

bzw. Struktur des PhaZ7chis6* � Gln187-Phe195 Muteins verändert wurde. Dies würde 

die fehlende nPHB Depolymerase erklären. Das andere Mutein (PhaZ7chis6* 

� Trp202-Val208) konnte erfolgreich isoliert werden. Dieses Mutein wies wie die 

anderen PhaZ7chis6* Muteine (Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, 

Trp207Glu) eine Lag-Phase zu Beginn der in vitro nPHB Hydrolyse auf. Dies führte 

zu der Erkenntnis, dass die Region Trp202-Val208 möglicherweise an der 

Substratbindung beteiligt ist. Innerhalb dieser Region befinden sich drei hydrophobe 

Aminosäuren (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 Aktivität. Der Austausch des Tyr203 und des Tyr204 gegen 

Alanin oder Serin führte zu keiner Veränderung in der Enzymkinetik (siehe 3.3). 

Während das PhaZ7chis6* Trp207Glu Mutein noch über 30 % der Wildtyp PhaZ7chis6 

Aktivität hat, verfügt das PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 Mutein nur noch über 7 % der 

Wildtyp Aktivität. 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 führte der Austausch des Phe9, des Tyr66, und des Tyr124 durch Glutamat 

zu keinerlei Veränderungen in der nPHB Depolymerase Aktivität. Bei diesen 

PhaZ7chis6* Varianten (Phe9Glu, Tyr66Glu und Tyr124Glu) wurde keine Lag-Phase in 

den in vitro nPHB Depolymerasetests gefunden. Die gemessene spez. nPHB 

Depolymerase Aktivität bei diesen Muteinen ist nur geringfügig geringer im Vergleich 

zum Wildtyp PhaZ7chis6 Protein (79 – 86 % der Wildtyp Aktivität).  

In Abbildung 61 sind zwei unterschiedliche Werte für die spezifische Aktivität des 

PhaZ7chis6 Wildtyps angegeben, da bei der Bestimmung der nPHB Depolymerase 

Aktivität zwei unterschiedliche nPHB Präparationen verwendet wurden. Bei dem 
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extrazellulären Abbau von PHA handelt es sich um eine Oberflächenerosion, wie von 

MOLITORIS et al., 1996 mittels Elektronen-Scanning Mikroskopie gezeigt wurde. 

Dieser enzymatische Abbau führt zunächst zu einem Massenverlust, während das 

Molekulargewicht der Polymere nahezu unverändert bleibt (DOI et al., 1990; 

MERGAERT et al., 1993). Die Abbaugeschwindigkeit bzw. die Aktivität des Enzyms 

hängt somit von der nPHB Präparation ab. Bei gleichen Kultivierungsbedingungen 

und gleichem Granula Isolierungsverfahren kann nicht sichergestellt werden, dass 

die Granula-Präparationen immer gleich sind. Die Größe der Granula kann auch 

innerhalb der gleichen Präparation variieren. Deshalb hängt die spezifische Aktivität 

des Enzyms von der verwendeten Granula-Charge ab. Zum Vergleich der einzelnen 

spezifischen Aktivitäten der einzelnen Enzymvarianten sollte die gleiche Granula-

Präparation verwendet werden. Würde eine neue Granula-Präparation verwendet 

werden, sollte die spezifische Aktivität des Wildtyp Enzyms neu bestimmt werden. 
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Abbildung 61. nPHB Depolymerase Aktivität der PhaZ7 chis6 Varianten. Dargestellt ist die Zusammenfassung der gemessenen Aktivitäten 
mittels Trübungsmessung mit gereinigtem PhaZ7chis6 Protein. Die relative Aktivität zeigt die restliche Aktivität der PhaZ7chis6* Varianten bezogen 
auf die Wildtyp Aktivität. Der Aktivitätsvergleich des PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 mit dem PhaZ7chis6 Wildtyp wurde mit einer anderen nPHB-Charge 
durchgeführt.
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4.3.1.2. Einfluss der PhaZ7 Konzentration bzw. der nPHB Granula 

Konzentration auf die nPHB Depolymerase Aktivität. 

Variierende Substratkonzentrationen verändern die Aktivität des Enzyms. Dies wird 

durch die Michaelis-Menten Gleichung beschrieben. Die Grundlage dieser Gleichung 

ist die Annahme, dass ein Enzym zunächst mit einem Substratmolekül ein Enzym-

Substrat-Komplex bildet und dieser entweder in Enzym und Produkt oder in seine 

Ausgangsbestandteile zerfällt. Bei geringeren Substratkonzentrationen ist die 

Geschwindigkeit des Umsatzes niedrig. Die Umsatzgeschwindigkeit steigert sich bei 

regelmäßiger Erhöhung der Substratkonzentration zunächst 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 

erhöhen, da alle vorhandenen Enzymmoleküle mit Substrat besetzt sind. Eine 

weitere Erhöhung der Substratkonzentration hat keine Wirkung mehr auf die 

Enzymaktivität. Dieser Zustand wird als Substratsättigung bezeichnet. 

MUKAI et al., 1993 haben die Beobachtung über die Abhängigkeit der Hydrolyse-

Geschwindigkeit von PHB von der Enzymkonzentration durchgeführt. 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 für den PHB-Abbau vorgeschlagen: 
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Abbildung 62. Schematisches Modell des PHB Abbaus i n Abhängigkeit der 
Enzymkonzentration (nach MUKAI et al. , 1993, modifiziert). 

�

Bei optimaler Enzymkonzentration wird die PHB Oberfläche mit PHB Depolymerasen 

so belegt, dass das aktive Zentrum des Enzyms an die Polymeroberfläche reicht. Als 

Folge dessen wird ein Enzym-Substrat-Komplex gebildet und die PHB Hydrolyse 

findet statt. Bei zu hoher Enzymkonzentration wird die Polymeroberfläche 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 für 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 höher wird als die 

Summe aus Adsorbtionsgleichgewichtskonstante und Polymeranfangskonzentration 
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verhält sich die Anfangsgeschwindigkeit genau umgekehrt proportional zur 

Enzymkonzentration. 

Die PhaZ7 Depolymerase ist anders als die bisher bekannten extrazellulären PHA 

Depolymerasen. Für die meisten bekannten extrazellulären 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 (OD650nm~ 1) führt dazu, dass die Hydrolysereaktion 

sehr schnell erfolgt, so dass sie photometrisch nicht mehr verfolgt werden kann. Zu 

hohe Substratkonzentration führt zu einer hohen Trübung 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 granulaoberflächenabhängige 

Reaktion handelt. Die verfügbaren Granulaoberflächen von nPHB sind jedoch 

unterschiedlich, da die Durchmesser von nPHB in einer nPHB-Präparation variieren.  

Es ist unsicher, ob die Bildung eines nPHB-PhaZ7 Komplexes (Enzym-Substrat-

Komplex) von der verfügbaren nPHB Oberfläche abhängt. Es kann deshalb nicht 

sicher entschieden werden, ob die nPHB Hydrolyse durch PhaZ7 durch die  

Michaelis-Menten Gleichung erklärt 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 PhaZ7chis6 Depolymerase keinen Einfluss auf 

die nPHB Depolymerase Aktivität hatte. Dies ist ein Hinweis dafür, dass die Reaktion 

schon bei einer Substratsättigung ablief und die Reaktionsgeschwindigkeit daher 

praktisch unabhängig von der Substratkonzentration ist. In diesem Fall sind alle 

PhaZ7chis6 Proteine (60 ng) an das Substrat gebunden. Die Anwesenheit von mehr 

Substrat ist wirkungslos, da keine Wildtyp PhaZ7chis6 Enzyme frei sind. Bei der 

PhaZ7chis6* Variante (Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu) 
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dagegen, führte die Erhöhung der Substratkonzentration zu einer Steigerung der 

nPHB Depolymerase Aktivität. Dies zeigt, dass bei geringerer Substratkonzentration 

nicht alle Enzyme an das Substrat gebunden sind. Die eingesetzte 

Enzymkonzentration der PhaZ7chis6* Tyr105Glu, PhaZ7chis6* Tyr189Glu und 

PhaZ7chis6* Tyr190Glu Mutante bei der in Abbildung 24 dargestellten 

Aktivitätsmessung betrug das 10-fache der Wildtyp Konzentration (60 ng). Bei dem 

PhaZ7chis6* Tyr176Glu Mutein bzw. dem PhaZ7chis6* Trp207Glu Mutein wurden 250 

ng bzw. 60 ng Enzyme zugegeben. Bei den PhaZ7chis6* Muteinen sind trotz höherer 

Enzymkonzentration noch nicht alle Proteine an der Granula gebunden, da eine 

Erhöhung der Substratkonzentration zur Steigerung der Hydrolyserate führte. Diese 

PhaZ7chis6* Muteine hydrolysierten nPHB Granula deutlich langsamer im Vergleich 

zum Wildtyp. Dies zeigt zunächst, dass die PhaZ7chis6* Mutanten eine verminderte 

Fähigkeit aufwiesen an der Granula zu binden, da durch Zugabe von mehr Granula 

mehr Substrat-Enzym Interaktion stattfinden konnte, was dazu führte, dass die 

Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolyse stieg. 

Die Erhöhung der Enzymkonzentration bei gleicher Substratkonzentration führt 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 höheren Enzymkonzentration 

photometrisch nicht mehr verfolgt werden kann. Aus diesem Grund wurde für die 

Aktivitätsmessung deutlich weniger Wildtyp PhaZ7chis6 Protein eingesetzt. Wie 

Abbildung 25 zeigt, wurde bei der PhaZ7chis6* Variante (Tyr105Glu, Tyr176Glu, 

Tyr189Glu, Tyr190Glu und Trp207Glu) ebenso wie bei dem Wildtyp Protein eine 

positive Korrelation mit Erhöhung der Enzymkonzentration bei konstanter 

Substratkonzentration gefunden. Ferner ist erkennbar, dass die Lag-Phase zum 

Beginn der Reaktion mit der Erhöhung der Enzymkonzentration kürzer wurde. 

Insbesondere die Verkürzung der Lag-Phase durch Zugabe von mehr Enzym weist 

auf die Beeinträchtigung der nPHB-Bindung hin.   

�

4.3.1.3. Esterase Aktivität  

HANDRICK, 2002 hat bei der Untersuchung zur Substratspezifität 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 Aktivität gegenüber p–Nitrophenylester konnte nachgewiesen werden. p–

Nitrophenyloktanoat wurde von PhaZ7 mit höchster Aktivität (< 0,4 U/mg) umgesetzt 

(HANDRICK, 2002). Mit abnehmender bzw. zunehmender Kettenlänge der p–

Nitrophenylester (<C8<) sinken die gemessenen Esterase Aktivitäten. Die 

gemessene Esterase Aktivität des PhaZ7s liegt jedoch deutlich niedriger als die für 

LipA und LipB aus B. subtilis (> 150 U/mg,  EGGERT et al., 2000). Andere 

extrazellulären PHA Depolymerasen aus P. lemoignei weisen ebenfalls höhere 

Esterase Aktivitäten als PhaZ7 Depolymerase auf. Zum Beispiel die PHB 

Depolymerase PhaZ5 aus P. lemoignei hydrolysiert p–Nitrophenylester mit C2- oder 

C4-Seitenketten mit einer spezifischen Aktivität von 0,50-0,58 U/mg. Die spezifische 

Aktivität sinkt aber drastisch für p–Nitrophenylcaprylat (C8) (MÜLLER, 1992). Ein 

anderes Beispiel für eine höhere Esterase Aktivität stellt die PHO Depolymerase aus 

P. fluorescens dar. Die spezifische Esterase Aktivität dieses Enzymes steigt mit 

zunehmender Länge des Acylrestes (SCHIRMER, 1994). Die geringere Esterase 

Aktivität und die nicht vorhandene Lipase Aktivität des PhaZ7 Proteins zeigt, dass die 

PhaZ7 Depolymerase offenbar über eine strikte Spezifität für nPHB verfügt. 

Frühere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Hydrolyse der wasserlöslichen 

Esterverbindungen, wie z.B. p-Nitrophenylester und PHB-Oligomere, unabhängig von 

der Substratbindedomäne verläuft (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 Substratbindedomäne der PHB 

Depolymerase PhaZ4 aus P. lemoignei deletiert, was zu einem Verlust der nPHB 

Depolymerase Aktivität führte. Das Mutein war aber noch in der Lage p-

Nitrophenylester zu hydrolysieren. Die gemessene Esterase Aktivität ist vergleichbar 

mit der Wildtyp Aktivität. Für die PHB Depolymerase PhaZRpiT1 aus R. pickettii T1 

wurde ebenso gezeigt, dass die Mutation an den Aminosäuren, welche vermutlich an 

der Substraterkennung beteiligt sind, die Fähigkeit p-Nitrophenylbutyrat zu 

hydrolysieren nicht beeinflusst hat (HIRAISHI et al., 2010a). Die Muteine (Leu441His 

und Tyr443His) wiesen eine reduzierte dPHB Depolymerase Aktivität im Vergleich 

zum Wildtyp Enzym auf. Die Esterase Aktivitäten dieser Muteine waren aber 

vergleichbar mit der vom Wildtyp Protein. Demzufolge zeigen die Ergebnisse dieser 

Untersuchungen, dass für die Hydrolyse der dPHB sowohl die katalytische Domäne 

als auch die Substratbindedomäne essentiell sind, während bei der p-

Nitrophenylester Hydrolyse nur eine intakte katalytische Domäne notwendig ist. Bei 
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PhaZ7 Depolymerase wurde daher erwartet, dass die Hydrolyse des p-

Nitrophenylesters unabhängig von der Substratbindestelle verläuft.  

Die Bestimmung der Esterase Aktivität der PhaZ7chis6 Varianten in dieser Arbeit ist 

wie im 3.4.7 beschrieben mit vielen Schwierigkeiten verbunden. Es konnte für fast 

alle PhaZ7chis6* Varianten (Tyr105Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, Trp207Glu und 

Tyr105Glu Tyr190Glu) eine Esterase Aktivität nachgewiesen werden. Die 

gemessenen Aktivitäten schwanken jedoch trotz der gleichen Enzym- bzw. 

Substratprobe sehr stark bei jeder Messung. Demzufolge erwies sich die Ermittlung 

der Esterase-Aktivität als problematisch bzw. unmöglich. Weitere Versuche die 

enzymatischen Tests zu optimieren lieferten keine befriedigenden Ergebnisse. Die in 

dieser Arbeit gemessene Esterase Aktivität liegt deutlich niedriger als die von 

HANDRICK, 2002 berichtete. Der Grund für diese im Vergleich zur Literatur sehr 

geringe Esterase Aktivität des PhaZ7 Protein konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht 

geklärt werden. Es handelt sich hierbei aber eindeutig um eine PhaZ7 Esterase 

Aktivität, da beim Test mit dem PhaZ7chis6* Ser136Ala Mutein und davor 

hitzedenaturiertem PhaZ7chis6 Wildtyp keine Nitrophenol Freisetzung feststellbar war.  

Der Umstand, dass die Esterase Aktivität der PhaZ7chis6* nicht präziser zu bestimmen 

ist, erscheint bei dem Versuch einer Interpretation für ein intaktes aktives Zentrum 

nach einem Aminosäurenaustausch als unbefriedigend. Trotz dieser Schwierigkeit 

gibt die ermittelte spez. Esterase Aktivität in Tabelle 11 zunächst einen Hinweis 

dafür, dass die katalytische Triade des Enzyms durch den Aminosäurenaustausch 

nicht beeinträchtigt ist. Die Esterase Aktivität des PhaZ7chis6* Tyr189Glu, Tyr190Glu, 

Trp207Glu und Tyr105Glu Tyr190Glu Muteins verringerte sich zwar im Vergleich zur 

Wildtyp Aktivität, die Reduzierung der Esterase Aktivität ist aber nicht so stark wie bei 

der Reduzierung der nPHB Depolymerase Aktivität. Offenbar hat der 

Aminosäurenaustausch eine geringere Wirkung auf die Esterase Aktivität als auf die 

Depolymerase Aktivität.  

In dieser Arbeit wurde im Zusammenarbeit mit der AG Papageorgiou versucht die 

Struktur der PhaZ7chis6* Varianten (Tyr105Glu, Tyr176Glu, Tyr189Glu, Tyr190Glu, 

Trp207Glu, � Trp202-Val208, Tyr105Glu Tyr189Glu und Tyr105Glu Tyr190Glu) 

aufzuklären. Die Aufklärung der Struktur kann auch Informationen über die 

Proteinstruktur liefern. Dadurch kann festgestellt werden, ob die Mutation die Struktur 
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verändert hat. Daher wurde die Bestimmung der Esterase Aktivität in dieser Arbeit 

nicht weiter verfolgt. 

 

4.3.2. Effekt des Aminosäureaustausches 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 für die extrazelluläre PHB Depolymerase wurde 1996 von 

BEHRENDS et al. gezeigt. In dieser Arbeit wurden sowohl der PhaZ4 Depolymerase 

Wildtyp als auch das PhaZ4* Mutein, welches um 55 Aminosäuren an seinem C-

terminale Ende verkürzt war, zusammen mit dPHB inkubiert. Nur das Wildtyp PhaZ4 

war in der Lage an dPHB zu binden. Demzufolge zeigt dieses Ergebnis, dass diese 

55 Aminosäuren am C-terminalen Ende des PhaZ4 Proteins für die Adsorption an 

das Substrat essentiell sind. Eine ähnliche 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 über die Echtzeit-Analyse zur Bindung der PHB Depolymerase an 

Polymere wurde erst 2001 von YAMASHITA et al. veröffentlicht. 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 Oberfläche des Kristalls 

wird der PHB Film aufgebracht. Durch die Adsorption des Enzyms und die Hydrolyse 

des Polymers verschiebt sich die Resonanzfrequenz proportional zur 

Massenänderung. Die Adsorption des Enzyms an dem Polymerfilm führt zur 

Erhöhung der Masse, wohingegen die Hydrolyse des Polymers durch das Enzym zur 

Verringerung der Masse führt.  

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 Oberflächen. 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 Substratbindedomäne. Die mit 

Substratbindedomäne funktionalisierte Spitze wird an die Oberfläche, welche aus 

einem PHB-Film besteht, angenähert. Durch die Interaktion der Bindedomäne mit der 

PHB-Oberfläche erhält man als Ergebnis Kraft-Abstands-Kurven („Force-Distance 

Curves“), die die Bindungskräfte der Interaktion wiederspiegeln.  

Drei Jahre später wurden ähnliche Untersuchungen am gleichen Enzym durchgeführt 

(MATSUMOTO et al., 2008). Sie benutzten neben der  Rasterkraftmikroskopie 

zusätzlich die Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie („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 

Goldoberfläche (Sensorchip) gebracht. Über diesen Sensorchip wird kontinuierlich 

Puffer gespült. Die Substratbindedomäne 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 Veränderung des Brechungsindexes, was aufgezeichnet wird. 

Diese Methode ermöglicht demzufolge die „Echtzeit“ Verfolgung der Interaktion 

zwischen der PHB Depolymerase Substratbindedomäne und dem Substrat (PHB).  

Alle bisher durchgeführten Untersuchungen zeigen, dass die C-terminale Domäne 

der extrazellulären PHB Depolymerasen für die Adsorption des Enzyms an die 

Polymere zuständig ist. Dennoch, welche Aminosäuren in dieser C-terminalen 

Domäne an der Adsorption beteiligt sind bzw. wie die Interaktion zwischen diesen 

Aminosäureresten und dem Polymer aussieht, ist noch unklar. Für die PHB 

Depolymerase PhaZRpiT1 aus R. pickettii T1 konnte bereits dargelegt werden, dass 

die Aminosäuren Serin, Tyrosin, Valin, Alanin und Leucin in der C-terminalen 

Substratbindedomäne vermutlich bei der Adsorption des Enzyms an dem PHB 

Polymer eine Rolle spielen (HIRAISHI et al., 2006, 2010a, 2010b). Mittels einer 

Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie SPR konnten HIRAISHI et al., 2010a 

zeigen, dass die Substitution des Leu441, des Tyr443 und des Ser445 die 

Adsorption des Enzyms an das Polymer beeinflussen.  

Die in dieser Arbeit untersuchte PHB Depolymerase PhaZ7 verfügt über keine C-

terminale Substratbindedomäne. Das natürliche Substrat der PhaZ7 Depolymerase 



Diskussion 
�

139 
�

ist die native PHB (nPHB), welche instabil ist und rasch in ihre denaturierte Form 

übergeht. 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 für das PhaZ7 Protein, da die Herstellung 

eines Films aus nPHB nicht möglich ist. Um die Fähigkeit der PhaZ7 Muteine an 

nPHB Granula zu adsorbieren zu überprüfen, wurde deshalb die Methode nach 

BEHRENDS et al., 1996 angewendet. Diese Methode eignet sich nur für die 

qualitative Analyse des Adsorptionsvorgangs. So läßt sich feststellen, ob das Protein 

gut an das Substrat bindet oder ob es in der Bindung an das Substrat beschränkt ist. 

Eine Aussage über die Verringerung der Bindungstärke konnte nur anhand der 

Stärke der Proteinbande im Western-Blot abgeschätzt werden. Hierfür muss die 

Stärke der Proteinbande im Pellet und im Überstand verglichen werden. Im Pellet 

werden die Proteine dargestellt, die an nPHB Granula gebunden sind. Freie Proteine 

kommen dagegen im Überstand vor.   

Bei dem Bindungsassay darf das Substrat während der Inkubationszeit nicht vom 

Enzym abgebaut werden. Das Enzym PhaZ7 ist sehr aktiv gegenüber nPHB, deshalb 

muss das Protein für den Bindungsassay inaktiviert werden. Dies kann geschehen 

indem man das aktive Zentrum des Enzyms mutiert. BRAAZ et al., 2003 hat 

berichtet, dass die Aminosäuren Ser136, Asp242 und His306 bei der PhaZ7 

Depolymerase essentiell für die Aktivität des Enzyms sind. Die Mutation dieser 

Aminosäuren führt zum Verlust bzw. zur Reduzierung der Fähigkeit nPHB Granula zu 

hydrolysieren. Für 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 

für den Aktivitätstest 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 Aktivität (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 (PhaZ7chis6* Ser136Ala Phe9Glu, PhaZ7chis6* Ser136Ala 

Tyr66Glu) wurde zum Wildtyp PhaZ7chis6* Ser136Ala Protein kein Unterschied im 



Diskussion 
�

140 
�

nPHB-Bindungsverhalten gefunden (Abbildung 38). Der größte Anteil dieser Muteine 

befand sich wie beim Wildtyp Protein an nPHB gebunden. Das gleiche Ergebnis 

wurde für PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp252Glu erhalten. Der größte Anteil des 

PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp252Glu Muteins wurde in der Granula Fraktion 

nachgewiesen. Die Abbildung 39 in Kapitel 3.4.6 zeigt, dass die Fähigkeit der 

PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr105Glu, Ser136Ala Tyr189Glu, Ser136Ala Tyr190Glu, 

Ser136Ala � Trp202-Val208, Ser136Ala Tyr105Glu Tyr189Glu und Ser136Ala 

Tyr105Glu Tyr190Glu Muteine an nPHB zu binden im Vergleich zum Wildtyp Protein 

verringert ist. Nach einer 10 minütigen Inkubation mit nPHB Granula hat nur ein sehr 

geringer Teil dieser Muteine an nPHB gebunden. Der größte Teil des Proteins lag 

noch frei in Lösung vor. Bei dem Wildtyp PhaZ7chis6 Ser136Ala dagegen befanden 

sich die meisten Proteine schon nach einer Minute Inkubation an nPHB gebunden. 

Der Stärkeunterschied der Proteinbande bei dem PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr176Glu 

Mutein ist im Vergleich zum Unterschied zu den oben genannten Muteinen geringer. 

Zwar befanden sich die Proteine überwiegend frei im Überstand, der Anteil der an 

Granula gebundenen Proteine (PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr176Glu) im Pellet ist aber 

höher als der Anteil der an Granula gebundenen PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr105Glu, 

Ser136Ala Tyr189Glu, Ser136Ala Tyr190Glu, Ser136Ala � Trp202-Val208, 

Ser136Ala Tyr105Glu Tyr189Glu und Ser136Ala Tyr105Glu Tyr190Glu Proteine. 

Vergleich man die Stärke der Proteinbande bei dem PhaZ7chis6* Ser136Ala 

Trp207Glu, erkennt man, dass die Bande im Pellet stärker sind als die Bande im 

Überstand. Dies deutet darauf hin, dass die Bindungsfähigkeit dieses Muteins an 

nPHB Granula im Vergleich zum Wildtyp Enzym etwas beeinträchtigt ist. Die 

Bindefähigkeit dieses Muteins an nPHB ist aber im Vergleich zu anderen PhaZ7chis6* 

Varianten (Ser136Ala Tyr105Glu, Ser136Ala Tyr176Glu, Ser136Ala Tyr189Glu, 

Ser136Ala Tyr190Glu, Ser136Ala � Trp202-Val208, Ser136Ala Tyr105Glu Tyr189Glu 

und Ser136Ala Tyr105Glu Tyr190Glu) stärker. Demzufolge kann die Fähigkeit der 

einzelnen PhaZ7chis6 Varianten an nPHB Granula zu binden folgendermaßen 

zusammengefasst werden: 

PhaZ7chis6 Ser136Ala, PhaZ7chis6* Ser136Ala Phe9Glu, PhaZ7chis6* Ser136Ala 

Tyr66Glu, PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp252Glu > PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp207Glu > 

PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr176Glu > PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr105Glu, PhaZ7chis6* 

Ser136Ala Tyr189Glu, PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr190Glu, PhaZ7chis6* Ser136Ala 
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� Trp202-Val208 > PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr105Glu Tyr189Glu, PhaZ7chis6* 

Ser136Ala Tyr105Glu Tyr190Glu. 

Der Vergleich der Ergebnisse aus den Bindungsassays und den Aktivitätstests liefert 

eine große Übereinstimmung. Der Austausch der hydrophoben Aminosäuren Phe9, 

Tyr66 und Trp252 gegen Glutamat führte zur keiner nennenswerten Veränderung in 

der nPHB-Bindung. Es wurde deshalb erwartet, dass diese Muteine die gleiche 

nPHB Depolymerase Aktivität wie der PhaZ7 Wildtyp aufweisen. Die in vitro nPHB 

Depolymerase Aktivitätstests ergaben, dass die Aktivität dieser Muteine vergleichbar 

mit der Wildtyp Aktivität ist. Demzufolge konnte ausgeschlossen werden, dass diese 

hydrophoben Aminosäuren, welche sich zwar in der Proteinoberfläche aber nicht an 

der „extra Domäne“ der PhaZ7 Depolymerase befinden, an der Substratbindung 

beteiligt sind und somit unwichtig für die Ausführung der nPHB Depolymerase 

Aktivität sind. Die Bindefähigkeit des PhaZ7chis6* Ser136Ala Trp207Glu Muteins ist im 

Vergleich zum Wildtyp etwas verringert, aber im Vergleich zu anderen PhaZ7chis6* 

Varianten (PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr176Glu, PhaZ7chis6* Ser136Ala Tyr105Glu, 

Ser136Ala Tyr189Glu, Ser136Ala Tyr190Glu, Ser136Ala � Trp202-Val208) stärker. 

Dies spiegelt sich in der Fähigkeit nPHB Granula zu hydrolysieren wieder. Während 

das PhaZ7chis6* Trp207Glu Mutein über 30 % der Wildtyp Restaktivität verfügt, 

wiesen die restlichen Muteine weniger als 10 % der Wildtyp Aktivität auf. Die beiden 

Doppelmuteine (PhaZ7chis6* Tyr105Glu Tyr189Glu und PhaZ7chis6* Tyr105Glu 

Tyr190Glu) sind im Vergleich zum Wildtyp nahezu inaktiv. Die Aktivität dieser 

Muteine liegt unter 1 % der Wildtyp Aktivität. Dies ist zu erwarten, da diese Muteine 

in ihrer nPHB-Bindung sehr stark beeinträchtigt sind. Nach 10 minütiger Inkubation 

konnte bei diesen Muteinen keine Bindung an nPHB Granula nachgewiesen werden.  

Die Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivität und das Vorkommen einer Lag-

Phase zum Beginn der in vitro nPHB Hydrolyse bei der PhaZ7chis6* Variante wurde 

durch die Reduzierung der Substratbindefähigkeit hervorgerufen. Wie oben vermutet, 

kommt die beobachtete Lag-Phase in der in vitro nPHB Hydrolyse 

höchstwahrscheinlich dadurch zustande, da das Mutein im Vergleich zum Wildtyp 

Protein am Anfang der Hydrolyse Zeit braucht, um an nPHB Granula zu binden. Erst 

nachdem genügend Proteine an das Substrat adsorbiert haben, kann die Hydrolyse 

anhand einer Trübungsabnahme beobachtet werden. Die Ergebnisse der 

Bindungsassays und der nPHB Depolymerase Aktivitätsassays zeigen beide, dass 
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die hydrophoben Aminosäuren Tyr105, Tyr176, Tyr189, Tyr190, Trp207 sowie der 

Bereich Trp202-Val208 der PhaZ7 „extra Domäne“ essentiell für die Bindung bzw. 

die Adsorption des Proteins an das Polymer sind. Der Austausch dieser Aminosäure 

gegen eine andere Aminosäure führt zur Beeinträchtigung der Substratbindung, was 

demzufolge einen Einfluss auf die Enzymaktivität hat.  

Die Beteiligung der C-terminalen Domäne der extrazellulären PHB Depolymerasen 

an der PHB-Bindung wurde bereits bestätigt. In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal 

die Bedeutung der einzelnen Aminosäuren für die PHB-Bindung direkt gezeigt 

werden. Eine solche Untersuchung an PHB Depolymerase, welche einen direkten 

Hinweis über die Rolle einzelner Aminosäuren an der Substratbindung gibt, lag nach 

Kenntnis des Autors bislang nicht vor. HIRAISHI et al., 2010 konnte zwar mittels SPR 

die Beteiligung der Aminosäuren Leu441, Tyr443 und Ser445 der PHB 

Depolymerase PhaZRpiT1 an der Polymerbindung zeigen, hierbei wurden aber als 

Polymer bzw. Substrat Polylactide (PLA) verwendet, was aber nicht das natürliche 

Substrat dieses Enzyms darstellt. In dieser Arbeit wurde das natürliche Substrat 

(nPHB Granula) PhaZ7 für die Bindungsassays benutzt. So konnte eine direkte 

Kenntnis der Aminosäuren, die bei der Substrat-Bindung eine Rolle spielen, ermittelt 

werden.  

 

4.4. Analyse der PhaZ7 Proteinstruktur  

4.4.1. PhaZ7chis6 Wildtyp 

An dem C-terminalen Ende des PhaZ7 Proteins wurde in dieser Arbeit ein His6-Tag 

eingebaut, um die Reinigung des Proteins aus B. subtilis Kulturüberstand zu 

erleichtern. In Kapitel 3.2 wurde bereits gezeigt, dass die nPHB Depolymerase 

Aktivität des Enzyms durch das Einfügen von His6-Tag nicht beeinflusst wird. Es 

kann somit angenommen werden, dass der His6-Tag keinen Einfluss auf die 

Proteinstruktur hat. Auch in vielen anderen Studien konnte wiederholt gezeigt 

werden, dass der His6-Tag kaum Effekte auf die Proteinstruktur hat (CARSON et al., 

2007). Die Wahrscheinlichkeit, dass ein His6-Tag einen Einfluss auf die 

Tertiarstruktur hat, ist jedoch gegeben, so dass die Aufklärung der PhaZ7chis6 Struktur 

nicht ohne Bedeutung ist. 
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Die Struktur der PhaZ7chis6 Depolymerase konnte bereits aufgelöst  werden und zeigt 

zwei asymmetrische Monomere (A und B) mit einer Auflösung von 1,6 Å. Der His6-

Tag ist in beiden Monomeren aufgrund der geringeren Elektronendichte nicht zu 

bestimmen. Eine mögliche Erklärung für die geringere Elektronendichte ist die 

Flexibilität des Tags. Das Monomer A des PhaZ7chis6 zeigt keine signifikante 

Abweichung von bereits veröffentlichen PhaZ7 Strukturen (PAPAGEORGIOU et al., 

2008; WADAKAR et al. 2010). Das Monomer B verfügt über 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 aufgeklärt 

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 Änderung der Proteinkonformation 

stattfinden. PAPAGEORGIOU et al. postuliert, dass die Konformationsänderungen, 

welche die Regionen 285�=295 und 95�=106 beinhaltet, die Substratbindung 

erleichtern. Besonders die Region 285-295 verfügt über viele oberflächenexponierte 

Aminosäurenreste, so dass eine strukturelle Veränderung dieser Region durchaus 

vorstellbar ist. Der Befund, dass die Region (282-294) im Monomer B der PhaZ7chis6 

Struktur nicht zu bestimmen ist, im Monomer A des PhaZ7chis6 Proteins sowie in 

anderen früheren PhaZ7 Wildtypstrukturen hingegen schon, ist ein Argument dafür, 

dass dieser Bereich beweglich ist. Ein flexiblerer Bereich kann die Kristallisation 

unmöglich machen oder stark einschränken. Dies unterstützt somit zunächst die 

Hypothese von PAPAGEORGIOU et al., 2008, dass die PhaZ7 Depolymerase ihre 

Konformation ändern kann und der Bereich 285�=295 als mögliche Öffnung 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 ändern (WADAKAR 

et al., 2010). Dies würde eine Erklärung für die Abwesenheit dieser Strukturen im 

Monomer B des PhaZ7chis6 Proteins darstellen. Die Beweglichkeit des Bereichs um 

die � 7- und � 8–Faltblattstrukturen, welche in der PhaZ7 „extra Domäne“ zu finden 
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sind, unterstützt die Theorie, dass die PhaZ7 „extra Domäne“ an der Substratbindung 

beteiligt ist und eine Konformationsänderung auftreten muss, um einen Zugang für 

das Substrat in das katalytische Zentrum des Enzyms zu schaffen. Die Analyse des 

aktiven Ser136 im Monomer B ergab, dass die Seitenkette dieser Aminosäure in zwei 

möglichen Ausrichtungen vorliegen kann. Diese Struktur kommt vermutlich durch 

Kristallpackungen zustande und stellt somit eine Art Defekt dar. Denkbar wäre aber 

auch, dass die Seitengruppe des Ser136 in der Tat flexibel ist. Nach der Enzym-

Substrat-Interaktion verändert das Ser136 seine Konformation zu einer für die 

Hydrolyse Reaktion günstigeren Position. Eine ähnliche 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 groß für eine Wasserstoffbrückenbindung. 

Eine Konformationsänderung des Ser30 in P. funiculosum PHB Depolymerase muss 

demzufolge stattfinden, um eine Wasserstoffbrückenbildung zwischen Ser30 und 

His155, welche essentiell für die Hydrolyse ist, möglich zu machen.  

 

4.4.2. PhaZ7chis6 * Varianten  

Bislang konnte nur die Struktur des PhaZ7chis6* Tyr105Ala, des PhaZ7chis6* 

Tyr105Glu, PhaZ7chis6* Tyr190Glu und PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 aufgeklärt 

werden. Das PhaZ7chis6* Tyr105Ala Mutein, das PhaZ7chis6* Tyr105Glu Mutein und 

das PhaZ7chis6* Tyr190Glu Mutein kristallisierten als asymmetrische Dimere, genau 

wie das PhaZ7chis6 Wildtyp Protein. Wohingegen das PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 

Mutein als Tetramer zu sehen ist. Analysen der Interfacebildung bei den PhaZ7chis6* 

Varianten (Tyr105Ala, Tyr105Glu, Tyr190Glu, 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 PhaZ7chis6* Varianten die Bildung von Dimer bzw. Tetramer 

eine funktionelle Aufgabe hat. Die Dimer- bzw. Tetramerbildung ist möglicherweise 

durch die Kristallpackung hervorgerufen werden.  

Die Strukturen der bereits aufgeklärten PhaZ7chis6* Einzelnmuteine (Tyr105Ala, 

Tyr105Glu und Tyr190Glu) verfügen über keine signifikanten Unterschiede zum 

Wildtyp PhaZ7chis Protein. Demzufolge konnte nach der Strukturanalyse bestätigt 

werden, dass die beobachteten Veränderungen der biochemischen Eigenschaften 
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der PhaZ7chis6* Tyr105 Variante und des PhaZ7chis6* Tyr190Glu Muteins durch die 

Verringerung der nPHB Bindefähigkeit aufgrund des Aminosäureaustauschs und 

nicht durch die Veränderung der Proteinstruktur hervorgerufen sind. Lediglich 

geringere Abweichungen an der Proteinoberfläche (Region 248-252, Region 282-294 

und die � 7- und � 8–Faltblattstrukturen) sind bei dem Strukturvergleich mit Monomer 

B des PhaZ7chis Wildtyps zu erkennen. Genauso wie bei der Strukturanalyse des 

PhaZ7chis Wildtyps können diese leichten strukturellen Veränderungen durch die 

Beweglichkeit der genannten Bereiche erklärt werden. Die Analyse des aktiven 

Zentrums der PhaZ7chis6* Tyr105 Varianten ergab keine Beeinträchtigung in der 

katalytischen Triade. Bei der PhaZ7chis6* Tyr190Glu Variante dagegen (insbesondere 

im Monomer B) wurde eine andere Orientierung der Hydroxylgruppe des Ser136 

gefunden. Der Abstand dieser Hydroxylgruppe ist zu groß für eine 

Wasserstoffbrücken Bildung mit His306, so dass eine Konformationsänderung des 

Ser136 stattfinden muss, damit die Substrathydrolyse erfolgen kann. Eine ähnliche 

Orientierung der Hydroxylgruppe wie bei dem PhaZ7chis6* Tyr190Glu Mutein wurde 

im Monomer B der PhaZ7chis6 Wildtyp Struktur gefunden. Höchstwahrscheinlich sind 

die Hydroxylreste des Ser136 nicht starr. Erst nach der Substratbindung geht diese 

Seitenkette in die richtige Position, um mit der Imidazolgruppe des His306 eine 

Wasserstoffbrückenbindung zu bilden.  

Der Strukturvergleich in Abbildung 53a zeigte, dass das PhaZ7chis6* � Trp202-Val208 

Mutein ähnlich wie das Wildtyp Protein faltete. Ferner ist die katalytische Triade des 

Enzyms so angeordnet, dass alle wichtigen Voraussetzungen für die Hydrolyse erfüllt 

sind. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass die beobachtete Veränderung der 

Enzymeigenschaften bei der biochemischen Charakterisierung dieses Muteins durch 

die strukturelle Veränderung des Proteins verursacht wurde. Die Abwesenheit der 

Region Trp202-Val208 führte zur Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivität und 

der nPHB Bindefähigkeit. Dies deutet darauf hin, dass dieser Bereich möglicherweise 

essentiell für die Absorption an das Substrat ist und infolgedessen eine Rolle für die 

Enzymaktivität spielt.  

 

4.3.3. PhaZ7chis6 * Ser136Ala-3-HB Trimer-Komplex 

Die Aufklärung der PhaZ7chis6* Ser136Ala 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 Domäne“ vor, welche von Tyr105, Ser168, Tyr176, Pro182, 

Gln187, Asn188, Tyr189 und Tyr190 umgeben ist. Die Strukturanalyse mit LigPlot 

(WALLACE et al., 1995) zeigte Wasserstoffbrückenbindungen 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, Tyr176, Tyr190, Phe198 und Pro182 

gebunden. Die Mutation der Tyr105, Tyr176, Tyr189, Tyr190 führte wie in Kapitel 3.3 

beschrieben zur Verringerung der nPHB Depolymerase Aktivität und zur 

Reduzierung der Fähigkeit nPHB zu binden. Die Ergebnisse der biochemischen 

Untersuchungen zur Beteiligung des Tyr105, des Tyr176, des Tyr189 und des 

Tyr190 an der nPHB-Bindung wurden durch die Strukturanalyse des PhaZ7chis6* 

Ser136Ala-3-HB-Trimer-Komplex bestätigt. Der Austausch des Tyr105, des Tyr176 

bzw. des Tyr190 gegen Glutamat hat zur Folge, dass die in Abbildung 60 

dargestellten hydrophoben Wechselwirkungen nicht mehr stattfinden können. Die 

nPHB-Bindung wird demzufolge vermindert und die nPHB-Hydrolyse wird 

beeinträchtigt. Das Stickstoffatom des Tyr189 stabilisiert die Substratbindung durch 

die Bildung einer Wasserstoffbrückenbindung. Da diese Bindung in der Hauptkette 

des Tyr189 abläuft, sollte die Substratbindung durch die Mutation des Tyr189 nicht 

behindert werden. Die Mutation des Tyr189 zu Alanin bzw. Glutamat führt aber zu 

einer Beeinträchtigung der nPHB Depolymerase Aktivität. 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 beträgt 3,9 Å. Durch die Mutation des 

Tyr189 zu geladenem Glutamat fehlt möglicherweise die stabilisierende hydrophobe 

Wechselwirkung zwischen Tyr189 und Tyr190. Das Tyr190 kann demzufolge eine 

andere Position einnehmen, welche schließlich dessen hydrophobe Interaktion mit 

dem Substrat (nPHB) vermindert. 

In der PhaZ7chis6* Ser136Ala-3-HB Trimer-Komplex Struktur ist die Beteiligung des 

Trp207 an der Substratbindung nicht zu erkennen. HANDRICK (2002) hat 

beschrieben, dass es sich bei PhaZ7 um eine Depolymerase mit präferentieller 

Endoaktivität handeln sollte. Eine Exoaktivität 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 möglichen 

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 Domäne“ mit dem Programm 

YASARA durchgeführt. Die Liste der gefundenen möglichen Bindungen ist in Tabelle 

17 gezeigt. Angegeben sind die möglichen Bindungsstellen mit der berechneten 

Bindungsenergie. Je höher die Bindungsenergie, desto höher ist die 

Wahrscheinlichkeit, dass eine Bindung tatsächlich 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, 

Tyr176 und Tyr189), mit Ausnahme von Tyr190, eine Rolle bei der 3-HB Pentamer 

Bindung. Die dreidimensionale Darstellung dieser Bindungsmodellierung ist in 

Abbildung 63 gezeigt. Es ist erkennbar, dass das Pentamer möglicherweise an der 

Furche gebunden ist. Genau an demselben Ort wo sich der 3-HB Trimer in dem 

PhaZ7chis6* Ser136Ala-3-HB-Trimer-Komplex befand. Daran kann man die 

Bedeutung dieser Furche als mögliche nPHB-Substratbindestelle erkennen  

 

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

Treffer  Bindungsenergie  
[kcal/mol] 

Bindungskonstante  
[pM] 

Umgebenen Aminosäuren  

1 6,82 10030000 Tyr105, Tyr176, Ala177, Asn178, Ala179, 

Pro182, Gly185, Ser186, Gln187, Asn188, 

Tyr189, Thr194, Phe195, Gly196, Val206, 

Trp207, Val208, Ser209 

2 6,5 17320000 Arg166, Tyr169, Tyr172, Phe198, 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 Oberfläche der PhaZ7 (als Cartoon in 
grün). Die umgebenen Aminosäuren, welche möglicherweise eine Interaktion mit dem 
Substrat bilden, sind in b als blaue Sticks gezeigt. Die in dieser Arbeit untersuchten 
Aminosäuren sind als Sticks in grün gezeigt. 

 

4.3.4. Mögliche Konformationsänderungen der PhaZ7 D epolymerase bei der 

Substratbindung 

Ein besonderes Merkmal bei den meisten Lipasen, welche genau wie PhaZ7 

Depolymerase zu den Serinhydrolasen gehören, ist das Vorhandensein einer 

beweglichen Struktur. Dieses sogenannte Lid kann den Zugang zum aktiven Zentrum 

verschließen. Durch eine Grenzflächenaktivierung an einer hydrophoben 

Grenzschicht erfolgt ein Konformationsübergang von einer geschlossenen zu einer 

offenen Konformation� und erlaubt dem Substrat somit den Zugang zum aktiven 

Zentrum. Für 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 übernimmt eine � -Helices an 

der Proteinoberfläche die Funktion des Lids. Durch die Bewegung dieses Lids kann 

das Protein seine Konformation von inaktiver Form (geschlossen) zu aktiver Form 

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

 

Für PhaZ7 wurde ähnlich wie bei den Lipasen eine Konformationsänderung bei der 

nPHB-Bindung postuliert, da das aktive Zentrum des Enzyms im Proteinkern 

verdeckt ist (PAPAGEORGIOU et al., 2008). Durch diese strukturelle Veränderung 

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 PhaZ7chis6* Varianten (Wildtyp, Tyr105Ala, 

Tyr105Glu, Tyr190Glu, � Trp202-Val208, Ser136Ala und Ser136Ala 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 

PhaZ7chis6* Ser136Ala Mutein und dem 3-HB Trimer gebundenen PhaZ7chis6* 

Ser136Ala 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 übernimmt. 

In der Struktur des 3-HB Trimer gebundenen PhaZ7chis6 * Ser136 Ala Komplexes 

konnte durch das Fehlen der Region 281 – 294 ein Kanal von der Proteinoberfläche 

in das aktive Zentrum des Enzyms festgestellt werden (Abbildung 65). Zu erkennen 

sind außerdem die benachbarten hydrophoben Aminosäuren (in blau dargestellt) 

entlang dieses Kanals, welche möglicherweise an der Bindung des Substrates 

beteiligt sein können. Verfügt die Region 281–294 über die Funktion eines Lids, kann 

die Bewegung dieser Region dazu führen, dass das aktive Zentrum für das Substrat 

zugänglich wird. Um eine Antwort auf die Bedeutung der Region 281-294 bei der 

Substratbindung erhalten zu können, müssen noch weitere Untersuchungen 

durchgeführt werden. Inbesondere um die Lage dieser Region in der gebundenen 

Komplexstruktur bestimmen zu können. 

 

 

Abbildung 65. Struktur des Monomers B von PhaZ7 chis6  Depolymerase. a. Dargestellt ist 
die Oberflächenstruktur des Proteins. In Abwesenheit der Region 284-292 ist ein Kanal, 
umgeben von hydrophoben Aminosäuren (in Blau), zu erkennen. Das aktive Zentrum (in rot) 
ist somit frei. b. Hier sind die Aminosäuren des aktiven Zentrums und die benachbarten 
hydrophoben Aminosäuren aus a. nochmals als Stick-Darstellung wiedergegeben. 
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Weitere Aufklärungen der Struktur des an das 3-HB Oligomer gebundenen  PhaZ7 

Proteins (Pentamer, Oktamer usw.) sind notwendig. Das gebundene 3-HB Trimer im 

PhaZ7chis6 * Ser136 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 Aminosäuren Tyr105, Tyr176, 

Tyr189, Tyr190, Trp207 und der Bereich Trp202-Val208 an der nPHB-Bindung 

beteiligt sind. Der Austausch dieser Aminosäuren zu Alanin, Serin oder Glutamat 

bzw. die Deletion der Region Trp202-Val208 führten zu einer Beeinträchtigung der 

nPHB-Bindung. Dadurch verringert sich die Fähigkeit dieser Muteine nPHB zu 

hydrolysieren. Durch die Aufklärung der an das 3-HB Trimer gebundenen PhaZ7 

Struktur konnte die Teilnahme des Tyr176, Tyr189 und Tyr190 an der 

Substratbindung nachgewiesen werden. Besonders interessant sind außerdem die 

strukturellen Unterschiede zwischen der freien PhaZ7chis6* Ser136Ala Struktur und 

der 3-HB Trimer gebundenen PhaZ7chis6* Ser136Ala. Bei dem 3-HB Trimer-

PhaZ7chis6* Ser136Ala-Komplex konnte der Bereich 282-294, welcher aufgrund des 

Modellierungsergebnisses als mögliche Öffnung zum aktiven Zentrum des Enzyms 

angenommen wird, nicht identifiziert werden. Dies lässt vermuten, dass dieser 

Bereich möglicherweise beweglich ist. Eine ähnliche Struktur wurde auch beim 

Monomer B des PhaZ7chis6 Wildtyps gefunden. Um die Funktion der Region 282-294 

untersuchen zu können, könnte diese Region vollständig oder nur teilweise aus dem 

Protein entfernt werden. Dient diese Region als Eingang zum aktiven Zentrum 

müsste die Deletion dieser Region zu einer erleichterten Bindung des Substrats an 

das aktive Zentrum führen.   

Die Analyse der PhaZ7chis6* Ser136Ala Struktur gebunden an dem 3-HB Trimer liefert 

neue Information zur Substratbindung bzw. neue Erkenntnisse über die 

Aminosäuren, die an der Substratbindung beteiligt sind. Inbesondere das Asn188 

und das Phe195 können als weitere Ziele für einen Austausch gesehen werden. Sind 

diese Aminosäuren essentiell für die Polymer Bindung, sollte ein Austausch dieser 
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Aminosäuren gegen andere Aminosäuren die Substratbindung und somit die 

Enzymaktivität negativ beeinflussen.  

In dieser Arbeit wurde nach Mutanten gesucht, die eine verringerte nPHB-Bindung 

und nPHB Depolymerase Aktivität aufwiesen. HIRAISHI et al., 2010 zeigten für die 

PHB Depolymerase PhaZRpiT1 aus R. pickettii T1 eine Erhöhung der Substratbindung 

durch den Austausch von Tyr443 gegen Phenylalanin. Ein ähnlicher Versuch ist auch 

für PhaZ7 denkbar, um den Adsorptionsvorgang an die nPHB besser zu verstehen. 

Die Hydrophobizität des Phenylalanins ist höher als die des Tyrosins bzw. des 

Tryptophans (KYTE und DOOLITTLE, 1982). Alle drei Aminosäuren besitzen ein 

ähnliches Volumen (ZAMYATNIN, 1972), so dass die Möglichkeit einer strukturellen 

Veränderung durch den Austausch gering wäre. Das PhaZ7chis6* Tyr105Phe Mutein 

wurde bereits innerhalb dieser Arbeit hergestellt. Erste Aktivitätsmessungen zeigten, 

dass dieses Mutein über eine leicht erhöhte nPHB Depolymerase Aktivität im 

Vergleich zum Wildtyp verfügt (Daten nicht gezeigt). Weitere Experimente (wie z.B. 

ein Esterasentest und ein nPHB-Bindungstest) wurden nicht durchgeführt. Um mehr 

experimentelle Erkenntnisse über die Adsorption des PhaZ7 an der nPHB-Bindung 

gewinnen zu können, kann alternativ zu dieser Arbeit PhaZ7 Mutein generiert 

werden, welches durch die Mutation über eine verbesserte Substratbindung verfügt. 

Mit den gewonnenen Kenntnissen können weitere Einblicke in den Mechanismus der 

nPHB-Bindung und die nPHB-Hydrolyse erhalten werden.   

Die Aufklärung der Muteinstruktur ist sehr wichtig, um ausschließen zu können, dass 

die eingeführte Mutation die Proteinstruktur beeinflusst hat. In Zusammenarbeit mit 

der AG Papageorgiou aus Türku wird zukünftig ein Kristallisationversuch 

durchgeführt, um die Struktur der restlichen PhaZ7chis6* Muteine aufzuklären 

(PhaZ7chis6* Tyr176Glu,  PhaZ7chis6* Tyr189Glu, PhaZ7chis6* Trp207Glu, PhaZ7chis6* 

Tyr105Glu Tyr189Glu und  PhaZ7chis6* Tyr105Glu Tyr190Glu). Die Kristallisation und 

die Strukturaufklärung sind aber äußerst zeit- und arbeitsintensiv. Außerdem lassen 

sich manche Proteine überhaupt nicht kristallisieren. Eine alternative Methode, um zu 

ermitteln, ob die Struktur eines Proteins durch einen Aminosäurenaustausch 

beeinflusst wird, ist die Circulardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie). Das 

Prinzip der CD-spektroskopischen Messungen besteht darin, dass optisch aktive 

Substanzen unterschiedliche Absorptionskoeffizienten für links- und rechts-zirkular 

polarisiertes Licht besitzen. Als Ergebnis bekommt man Informationen über die 
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prozentuale Zusammensetzung der Sekundärstruktur des Proteins in der Lösung. 

Daraus läßt sich erschließen, dass die Strukturen von zwei verschiedenen 

PhaZ7chis6*  Varianten ähnlich zueinander sind oder  sich voneinander unterscheiden.   

Weiterhin hat die CD-Spektroskopie den Vorteil, dass die Messungen in Lösung 

vorgenommen werden können. Somit sind zeitabhängige Messungen wie die 

Proteinfaltung, Denaturierung und die Konformationsänderungen durch 

Ligandenbindung,  möglich. Die Veränderung der PhaZ7 Struktur durch die Bindung 

an die PHB Oligomere könnte somit verfolgt werden. Die nPHB Granula können für 

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 auflösen. Es besteht daher weiterhin 

ein Bedarf, die Struktur der am Substrat gebundenen PhaZ7 Depolymerase 

aufzuklären. Derzeit wird von der Kooperationsgruppe ein neuer Versuch PhaZ7chis6* 

Ser136Ala mit 3-HB-Oktamer zu kristallisieren durchgeführt. Das Ergebnis dieser 

Experimente könnte neue Erkenntnisse über den Subtratbindungsvorgang bei der 

PhaZ7 Depolymerase liefern. Möglicherweise kann durch die Strukturaufklärung des 

PhaZ7-3-HB-Oktamer Komplexes die Beteiligung des Trp207 nachgewiesen werden. 

Der Austausch dieses Tryptophans gegen Glutamat führt zur Verringerung der 

nPHB-Bindung. Eine direkte Teilnahme dieser beiden Aminosäuren an der 3-HB-

Trimer-Bindung kann aber nicht gezeigt werden.  

Die neue Rekonstruktion der Struktur der PhaZ7 Depolymerase liefert neue 

Informationen über das Enzym. Mit Hilfe von Methoden der Bioinformatik 

(computergestützte Modellierung) könnten nun weitere Vorhersagen über das 

Substratbindungsmodell bzw. über den Mechanismus des Enzyms gemacht werden, 

die dann durch experimentelle Arbeiten bewiesen werden müssten. Ein 

Bioinformatikprogramm, das solche Modellierungen ermöglicht, ist YASARA, mit 

dessen Hilfe ein Dockingexperiment durchgeführt werden könnte. Das Programm 

liefert Informationen über die mögliche Substratbindungsstelle und gibt auch die 

Bindungsenergie an. Ein erster Versuch das 3-HB Trimer an das aktive Zentrum zu 

modellieren, führte zu einem interessanten Ergebnis (Tabelle 18, Abbildung 66). 

Obwohl es keinen direkten Zugang zum aktiven Zentrum gibt, verfügt PhaZ7 über 

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 Aminosäuren umgeben, was optimal für 

hydrophobe Wechselwirkungen ist. Dieses Modellierungsergebnis könnte als neuer 

Ansatz für weiterführende 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 Aminosäuren, die nach YASARA an der Substratbindung in der 

Nähe des aktiven Zentrums beteiligt sind, könnten weitere Einblicke in die Prinzipien 

der PHB-Hydrolyse erhalten werden. Aufgrund des besseren Verständnisses über 

den Reaktionsmechanismus könnten demzufolge Modifikationen am Enzym 

vorgenommen werden, die die Eigenschaften des Enzyms verbessern bzw. die das 

Spezifitätsspektrum des Enzyms erweitern würden. Solche Enzyme wären auch 

interessant für die Biokunststoffsindustrie.  

 

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

Treffer  Bindungsenergie  

[kcal/mol] 

Bindungskonstante  

[pM] 

Umgebenen Aminosäuren  

1 9,13 203130 Asn49, Ser136, Met137, Ala162, Gly163, 
Gly164, Leu168, Thr183, Phe197, Ser237, 
Ala238, Gly239, Asp242, Val244, Gly245, 
Asp256, Ala258, Ala259, Trp287, Met291, 

His306, Tyr342 

2 7,72 2190000 Asn49, Ser136, Met137, Ala162, Gly163, 
Gly164, Ile165, Leu168, Phe197, 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 höchsten Bindungsenergie. Erster 
Treffer: a, b, c. Zweiter Treffer: d, e, f. a, d: Dargestellt ist die PhaZ7 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 (grüner Schlauch) innerhalb des 
Proteinkerns. c, f: Gezeigt sind das Trimer (rot), das aktive Zentrum (blau) und die 
umgebenen Aminosäuren (grün), welche möglicherweise an der Trimer Bindung beteiligt 
sind. Detaillierte Information zu diesen Aminosäuren ist in Tabelle 18 angegeben. 
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