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ZUSAMMENFASSUNG

Die Stereoselektivitit von mikrobiellen Lipasen bei der Hydrolyse von Triacylglyceriden und
deren in Position sn-2 strukturell modifizierten Analoga konnte in dieser Arbeit erstmals in
thren molekularen Zusammenhdngen verstanden werden. Demnach beruht die
Stereoselektivitdt auf sterischen Wechselwirkungen nur weniger Reste der Lipase mit dem
sn-2 Substituenten des Substrats. Die Lipase aus Rhizopus oryzae (ROL) spaltet flexible
Triacylglyceride und Analoga, bei denen der sn-2 Substituent iiber eine rotierbare O'-C1'
Ester- bzw. Etherbindung mit dem Glycerid verbunden ist, bevorzugt in Position sn-1. Starre
Triacylglycerid Analoga, mit einer nicht rotierbaren N'-C1' Amidbindung bzw. einem
Phenylsubstituenten in Sn-2, werden von ROL iiberwiegend in Position Sn-3 hydrolysiert. Die
unterschiedliche Stereopriferenz fiir flexible und starre Substrate lie sich hauptséchlich
zuriickfiihren auf repulsive sterische Wechselwirkungen zwischen der funktionellen Gruppe
des sn-2 Substituenten und L258, dem C-terminalen Nachbarn des katalytisch aktiven H257.
Flexible Triacylglyceride und Analoga sind aufgrund der rotierbaren O'-C1' Bindung in der
Lage, abstoBende sterische Interaktionen mit der Lipase zu reduzieren, wohingegen Starre
Substrate dies nicht konnen.

Molecular modeling Untersuchungen der entsprechenden ROL-Substrat Komplexe wurden in
zwei Orientierungen durchgefiihrt. In sn-1 Orientierung wird die Abspaltung der sn-1
Fettsdurekette simuliert, wéhrend in sn-3 Orientierung die Sn-3 Fettsdurekette hydrolysiert
wird. Aufgrund der unterschiedlichen Konfiguration am prochiralen Zentrum, C2 des
Glycerids, wechselwirkten die sn-2 Substituenten eines in Sn-1 Orientierung gebundenen
Substrats unterschiedlich mit der Lipase im Vergleich zu den in sn-3 Orientierung
gebundenen Substraten. Die hieraus resultierenden Unterschiede in der Intensitét repulsiver
sterischer Wechselwirkungen zwischen Lipase und Substrat beeinfluBBten direkt die Geometrie
des gebundenen Substrats. So konnte eine Korrelation zwischen der Stereopraferenz der ROL
bei der Hydrolyse von Triacylglyceriden und deren Analoga und der Substratgeometrie
gefunden werden. Ein Torsionswinkel um die O3-C3 Bindung im Sn-3 orientierten Substrat
gibt an, ob vom gespaltenen Triacylglycerid bzw. Analogon bevorzugt die sn-1 oder die sn-3
Fettsdaure hydrolysiert wird. Der Wert des Torsionswinkels ®os3.c3 > 150° korreliert mit sn-1,
Po3.c3 < 150° mit sn-3 Stereopriferenz.

Der Austausch der Aminosdure L258 durch das kleine und unpolare Alanin, das kleine und
polare Serin sowie das volumindse und unpolare Phenylalanin fiihrte zu Mutanten mit

verdnderter Stereoselektivitit. Die Auswertung der entsprechenden molekulardynamischen



ZUSAMMENFASSUNG I11

Simulationen stiitzte die experimentellen Beobachtungen. So fiihrte eine VergroBerung der
Bindungstasche (ROL-L258A und ROL-L258S) zu einer Umkehr der Stereopriferenz fiir das
Phenyl-Analogon von sSn-3 nach sn-1 sowie einer Verschiebung der Stereoselektivitit in
Richtung sn-1 fiir das Amid-Analogon. Umgekehrt fiihrte eine Verkleinerung der
Bindungstasche (L258F) bei der Umsetzung der starren Substrate zu einer weiteren
Verschiebung in Richtung sn-3.

Die zusitzliche Verkleinerung der ROL-Bindungstasche in der Doppelmutante L258F/L254F
ergab eine verstiarkte Verschiebung der Stereoselektivitit fiir starre Triacylglycerid Analoga
nach sn-3, wenngleich der EinfluB der Aminosidure 254 auf die Stereoselektivitit eher
marginal ist.

Die zur ROL homologe Lipase aus Rhizomucor miehei (RML) hydrolysiert trotz grofler
sequentieller und struktureller Ubereinstimmung sowohl flexible als auch starre Substrate
bevorzugt in sn-1. Molecular modeling Untersuchungen ergaben, dafl die Lage der
Aminosdure G266 in beiden Lipasen unterschiedlich ist. In RML kann das dem G266
N-terminal benachbarte T265 eine H-Briicken Bindung zu H143 ausbilden, welches an der
Stabilisierung der Seitenkette des katalytisch aktiven H257 beteiligt ist. Eine vergleichbare
attraktive Wechselwirkung zwischen E265 und dem entsprechenden H144 in ROL konnte
nicht beobachtet werden. Die Ausbildung der H-Briicken Bindung zwischen T265 und H143
in RML bewirkt eine Verschiebung des mit dem Substrat in direktem Kontakt stehenden
G266 zum Kern des Enzyms hin. Dadurch konnen Triacylglyceride und Analoga in RML
tiefer in die Bindungstasche binden, wobei die sterischen Wechselwirkungen mit L258, auch
bei der Umsetzung von starren Triacylglycerid Analoga, deutlich abnehmen. In der
Konsequenz kénnen auch starre Substrate von RML {iberwiegend in Position Sn-1 gespalten
werden. Wie im Fall der ROL korrelierte auch in RML die experimentell beobachtete
Stereopriferenz mit der Substratgeometrie, d.h. dem Torsionswinkel ®o3.c3. Alle
untersuchten Substrate wiesen einen Wert von ®ps.c3 > 150° auf.

Im nichsten Schritt erfolgte die Ubertragung des Modells zum Verstindnis und zur gezielten
Vorhersage der Stereopriferenz von Lipasen aus Mucorales auf die weniger verwandten
mikrobiellen Lipasen aus Pseudomonas cepacia (PCL), Candida rugosa (CRL) sowie die
Candida antarctica Lipase B (CAL B) erfolgte. Wie fir ROL und RML korrelierte die
Stereopraferenz dieser Lipasen mit der Substratgeometrie der molekulardynamisch
simulierten Triacylglyceride und deren Analoga. Die molekularen Ursachen der
Stereoselektivitdt waren auch in diesen Fillen sterische Interaktionen zwischen dem sn-2

Substituenten und einer dem katalytisch aktiven Histidin strukturell benachbarten
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Aminosdure, wobei es sich lediglich bei der PCL um einen dem aktiven Histidin auch

sequentiell benachbarten Rest handelt (L287). In CRL entsprach dies F344, in CAL B 1189.

Dabei wurde fiir die PCL ein zu den Untersuchungen an ROL analoger Aminosdureaustausch

von L287 zu Phenylalanin durchgefiihrt. Die Einfiihrung der Punktmutation L287F in das Gen

der PCL erfolgte durch die QuikChange Methode. AnschlieBend wurde das Lipasegen in

5'-3'-und in 3'-5'-Richtung sequenziert, um den korrekten Einbau der Mutation zu {iberpriifen.

Expression, Aufschlul der als inaktive EinschluBkorper vorliegenden Lipase sowie die

Umfaltung in aktive Lipase unter Zuhilfenahme eines Helferproteins erfolgte analog zu

Quyen und Mitarbeitern (Quyen et al. 1999). Die Auswertung von sowohl molecular

modeling als auch von experimentellen Studien ergab, daBl eine Verschiebung der

Stereopriferenz bei der Hydrolyse des Phenyl-Analogons von sn-1 durch den Wildtyp zu sn-3

durch die PCL-L287F Mutante erfolgt war.

In der zweiten Phase dieser Arbeit wurde die Enantioselektivitdt von PCL bei der Spaltung

von Estern primdrer Alkoholsubstrate durch molecular modeling Methoden untersucht. Die

hierbei molekulardynamisch simulierten Substrate konnen in zwei Klassen eingeteilt werden:

1) primére Alkoholsubstrate, die untereinander dhnlich sind, sich strukturell jedoch deutlich
von den Triacylglyceriden und ihren Analoga abheben, deren Enantioselektivititen und
-priferenzen bekannt sind und untereinander signifikante Unterschiede aufweisen.

2) geschiitzte Triacylglyceride, mit unterschiedlich groBen Schutzgruppen an den nicht-
hydrolysierten Positionen sn-3(1) und sn-2.

Die Auswertung der molekulardynamischen Simulationen der Komplexe von PCL mit

Substraten der Klasse 1 ergab, daBl kein einfacher Zusammenhang zwischen Enantiopriaferenz

und der Geometrie bzw. inneren Energie der Substrate besteht. Vielmehr sind mehrere

Faktoren bei der Beurteilung der Enantioselektivitét notig:

1) Das Verhalten von Substrat und Aminoséduren in der Bindungstasche der Lipase wihrend
der molekulardynamischen Simulation

2) Die Lage des Imidazolrings des katalytisch aktiven H287

3) Analyse der H-Briicken Bindungen zwischen Substrat und PCL.

Ein Zusammenfassen dieser EinzelgroBen zu einer grundlegenden mathematischen

Bewertungsfunktion, mit deren Hilfe die Enantiopriferenz von PCL bei der Hydrolyse

primdrer Alkoholsubstrate vorhergesagt werden konnte, konnte im Rahmen dieser Arbeit

nicht mehr verwirklicht werden.

Das Modell zur Beschreibung der Stereoselektivitit von mikrobiellen Lipasen konnte fiir die

in nur geringem Maf3e enantioselektiv umgesetzten geschiitzten Triacylglyceride der Klasse 2
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nicht angewendet werden, da entsprechende abstoBende sterische Wechselwirkungen
zwischen Protein und Substrat nicht beobachtet werden konnten.

In der dritten Phase dieser Arbeit war es moglich, die molecular modeling Methodik fiir
Triacylglyceride und Analoga auf die Enantioselektivitit von PCL bei der Hydrolyse von Y-
und O-Lactonen zu iibertragen, wenngleich aufgrund des rigiden Lactonrings eine
geometrische Analyse des Substrats, dhnlich dem Torsionswinkel ®o3.c3, nicht moglich war.
Vielmehr existiert fiir PCL ein direkter Zusammenhang zwischen der relativen Lage der
Seitenkette des H286 in der Bindungstasche und der Enantiopréiferenz. So wurde der Abstand
des Ne2 Atoms des Imidazolrings zum Oy des katalytisch aktiven S87, zum O1 des Lactons
sowie zum Cy des katalytisch aktiven D264 bestimmt und dieser Wert in einem sogenannten
(R)pis- bzw. (S)mis-Wert zusammengefalt. Uberschreitet dieser einen Schwellenwert von
0,10 A, so bricht das katalytisch relevante Netzwerk aus H-Briicken Bindungen zusammen
und die Umsetzung des jeweiligen Enantiomers wird benachteiligt. Es konnte folgender
halbquantitativer Zusammenhang festgestellt werden. Eine grofle Differenz zwischen (S)g;s-
und (R)yis-Wert eines Substrats (A(S)upis-(R)mis) korreliert mit moderater bis grofler
Enantioselektivitit. Dabei wird im Bereich zwischen A(S)xis-(R)mis = 0,12 A bis 0,15 A eine
empirische Unterscheidung zwischen Substraten moglich, die mit niedriger (E < 10) bzw.
mafiger (E = 45) bis hoher (E > 100) Enantioselektivitit umgesetzt werden.

Neben der sn-1 bzw. sn-3 Stereoselektivitit wurde die sn-2 Regioselektivitit von mikrobiellen
Lipasen bei der hydrolytischen Esterspaltung von strukturierten Triacylglyceriden untersucht.
Aus der Literatur war bekannt, dal3 Lipasen Triacylglyceride zum tliberwiegenden Teil sn-1(3)
regioselektiv hydrolysieren. Es liegen nur von wenigen Lipasen experimentelle Daten vor,
nach denen diese in der Lage sind, Fettsduren auch in Position sn-2 zu spalten (z.B. Lipase A
aus Candida antarctica, CAL A und CRL). Die Esterspaltung in sn-2 steht jedoch in
Konkurrenz zur Acylwanderung der Fettsdurekette von Position sn-2 nach sn-1(3), was eine
sn-2 regioselektive Spaltung vortduschen kann. Experimentelle Untersuchungen mit Aceton
als Losungsmittel schlo fiir die auf EP100 immobilisierten Lipasen Acylwanderung
prinzipiell aus, da diese bevorzugt in wélrigem Medium auftritt. In diesem System wurde die
Spaltung strukturierter Triacylglyceride, 1,3-Dioleoyl-2-palmitoylglycerid (OPO) und
1,3-Dipalmitoyl-2-oleoylglycerid (POP), durch die wenig sn-1(3) regioselektive CAL A, die
zu 95 % sn-1(3) regioselektive CRL sowie die mit der ROL identische und ausschlieflich
sn-1(3) regioselektive Rhizopus delemar Lipase (RDL) experimentell untersucht. Die Bildung
von 1-Monooleoyl- (aus OPO) bzw. 1-Monopalmitoylglycerid (aus POP) konnte durch
Gaschromatographie liberpriift werden. Es konnte gezeigt werden, dal CAL A in der Lage ist,
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Fettsduren selektiv in Position Sn-2 zu hydrolysieren und unter den gegebenen Bedingungen
Acylwanderung auszuschlieBen. CRL zeigte nur wenig Aktivitit bei der Spaltung von POP.
Durch die geringe Intensitdt der entsprechenden Peaks im Gaschromatogramm konnte kein
Nachweis fiir die Bildung von 1-Monopalmitoylglycerid, und damit Hydrolyse in Position
sn-2, erbracht werden, wenngleich ein schwaches Signal dies vermuten 148t.

Molecular modeling Untersuchungen zur sn-2 regioselektiven Esterspaltung zeigten, daf3 sich
die Bindungstasche von CRL in ihrer Form von denen der ROL, PCL und CAL B
unterscheidet. In CRL kann ein Triacylglycerid tiefer in die Bindungstasche binden als in den
anderen untersuchten mikrobiellen Lipasen, was zu einer verdnderten Substratgeometrie fiihrt,
die in den Triacylglycerid Komplexen mit ROL, PCL und CAL B nicht beobachtet werden
konnte. Die Torsionswinkel @y und @ liegen fiir CRL um ca. 50° hoher als die der anderen
Lipasen. Wie fiir die Stercoselektivitit von mikrobiellen Lipasen bei der Umsetzung von
Triacylglyceriden und deren Analoga, konnte auch fiir die sn-2 regioselektive
Fettsdurespaltung, die Substratgeometrie mit der experimentell beobachteten sn-2

Regioselektivitét korrelieren.
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Substrate
Amid-Analogon 1,3-Dioctanoyl-2-deoxy-2-octanoyl-aminoglycerid
Benzylether-Analogon  1,3-Dioctanoyl-2-O-benzylglycerid

Ester-Analogon Trioctanoin

Ether-Analogon 1,3-Dioctanoyl-2-O-octylglycerid
000 Triolein

OPO 1,3-Dioleoyl-2-palmitoylglycerid

POP 1,3-Dipalmitoyl-2-oleoylglycerid
Phenyl-Analogon 1,3-Dioctanoyl-2-deoxy-2-phenylglycerid
PPO 1,2-Dipalmitoyl-3-oleoylglycerid
Lipasen

ANL Aspergillus niger Lipase

BTL2 Bacillus thermocatenulatus Lipase 2
CAL A Candida antarctica Lipase A

CALB Candida antarctica Lipase B

CLL Candida lipolytica Lipase

CRL Candida rugosa Lipase

CVL Chromobacterium viscosum Lipase
FSC Fusarium solani pisi Cutinase

GCL Geotrichum candidum Lipase

HLL Humicola lanuginosa Lipase

PcamL Penicillium camembertii Lipase

PCL Pseudomonas cepacia Lipase

PFL Pseudomonas fluorescens Lipase

PPL Porcine pancreatic Lipase (Schweinepankreas Lipase)
PSpL Pseudomonas species Lipase (KWI 51)
RAL Rhizopus arrhizus Lipase

RML Rhizomucor miehei Lipase

ROL Rhizopus oryzae Lipase
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Weitere Abkilrzungen
Amp
AmpR
APS
bp

C

CPU

dATP
dCTP
ddATP
ddCTP
ddGTP
ddNTP
ddTTP
dGTP
dH,O
DMSO
DNA
dNTP
DTT
dTTP

E. coli
EDTA

ccp

€€y

FID

Ampicillin
Ampicillin-Resistenz
Ammoniumpersulfat
Basenpaare

Umsatz einer Lipase-katalysierten Reaktion oder
stochiometrische Konzentration in mol/l

Central Processing Unit

Dalton
2'-Desoxyadenosin-5'-triphosphat
2'-Desoxycytosin-5'-triphosphat
2'.3'-Didesoxyadenosin-5'-triphosphat
2',3'-Didesoxycytosin-5'-triphosphat
2',3'-Didesoxyguanosin-5'-triphosphat
2'.3'-Didesoxynucleosid-5'-triphosphat
2'.3'-Didesoxythymidin-5'-triphosphat
2'-Desoxyguanosin-5'-triphosphat
demineralisiertes Wasser
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsiure
2'-Desoxynucleosid-5'-triphosphat
Dithiothreitol
2'-Desoxythymidin-5'-triphosphat

Enantioselektivitit oder
Energie

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Enantiomereniiberschufl des Produkts
Enantiomereniiberschufl des Substrats
Gesamtenergie

kinetische Energie

potentielle Energie

Torsionswinkel

Flammenionisations-Detektor
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GC
Hp
IPTG
kb
L258A

L258F

L258F/L254A

L258F/L254F

L258F/L254V

L258S

L287F

LB

Lip

m/v
MD-Simulation
MSHFBA
ODs7g
PAGE
PCR

PEG
pNPP

pT

o

sSn
TEMED
Tris

TY

Gaschromatographie

Gen des Helferproteins der PCL im Vektor pCYTEXP1
Isopropyl-f3-D-thio-galactopyranosid

Kilobasen

Mutante der ROL, in der Leucin 258 durch Alanin
ersetzt wurde

Mutante der ROL, in der Leucin 258 durch
Phenylalanin ersetzt wurde

Mutante der ROL, in der Leucin 258 durch
Phenylalanin und das Leucin 254 durch Alanin ersetzt
wurde

Mutante der ROL, in der Leucin 258 durch
Phenylalanin und das Leucin 254 durch Phenylalanin
ersetzt wurde

Mutante der ROL, in der Leucin 258 durch
Phenylalanin und das Leucin 254 durch Valin ersetzt
wurde

Mutante der ROL, in der Leucin 258 durch Serin
ersetzt wurde

Mutante der PCL, in der Leucin 287 durch
Phenylalanin ersetzt wurde

Luria Bertani-Medium

Gen der PCL im Vektor pCYTEXP1

Masse pro Volumen

molekulardynamische Simulation
N-Methyl-N-trimethylsilylheptafluorobutyrat
Optische Dichte bei einer Wellenldnge von 578 nm
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Polymerase Kettenreaktion, polymerase chain reaction
Polyethylenglycol

p-Nitrophenylpalmitat

Vektor pCYTEXP1

Standardabweichung

stereospezifische Numerierung
Tetramethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Trypton-Hefe-Medium

Unit in mmol/min
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Upm Umdrehungen pro Minute
v/v Volumen pro Volumen
A Wellenldnge in nm

Aminosauren

A, Ala Alanin

C, Cys Cystein

D, Asp Asparaginsdure, Aspartat
E, Glu Glutaminsaure, Glutamat
F, Phe Phenylalanin

G, Gly Glycin

H, His Histidin

I, Ile Isoleucin

K, Lys Lysin

L, Leu Leucin

M, Met Methionin

N, Asn Asparagin

P, Pro Prolin

Q, GIn Glutamin

R, Arg Arginin

S, Ser Serin

T, Thr Threonin

V, Val Valin

W, Trp Tryptophan

Y, Tyr Tyrosin
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annealing Anlagerungsschritt bei der PCR. In einem
Temperaturbereich zwischen 45°C und 65°C
erfolgt die Anlagerung der Primer an die
Einzelstrang-DNA

BTL Bindungstasche fiir den groen Rest des
Alkohols

BTM Bindungstasche fiir den mittleren Rest des
Alkohols

cavity Dritte Bindungsregion in der Bindungstasche

von Lipasen bestehend aus polaren und
unpolaren Resten. Nicht vorhanden bei
Lipasen aus Mucorales.

fold Charakteristisches ~ Faltungsmuster  eines
Proteins im Raum bedingt durch seine
Aminosduresequenz und (in einigen Fillen)
die Anwesenheit eines Helferproteins

G-elbow loop Kurze, drei Aminosduren lange Schleife (=
loop) in Lipasen aus Mucorales. Liegt in
unmittelbarer Nachbarschaft zum
Stereozentrum eines Triacylglycerids bzw.
Analogons.

His gap Spalte zwischen den Seitenketten des
katalytisch aktiven Histidins und einer
strukturell benachbarten Aminosiure des
hydrophobic dent, in die sich die funktionelle
Gruppe eines Sn-2 Substituenten eines
Triacylglycerids bzw. Analogons orientieren
kann. Fir ROL, RML und PCL sind die
Aminosduren des His gap  direkte
Sequenznachbarn.

hydrophobic crevice Bindestelle fiir die zu spaltende Saure. In
allen Lipasen vorhanden, aufgebaut aus
unpolaren Aminosduren

hydrophobic dent In allen Lipasen vorhandene kleinere
Bindestelle aus unpolaren Resten. Bildet
einen Teil der BTL. Anlagerung des sn-2
Substituenten bei Triacylglyceriden und
Analoga

interfacial activation Aktivierung einer Lipase durch Offnung des
lids an einer Lipid-Wasser Grenzschicht.
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lid, flap

loop

molecular modeling

open reading frame

oxyanion hole

protein engineering

refolding

screening

sequence alignment

template

Flexibles Sekundarstrukturelement (eine oder
zwei  O-Helices), das in  hydrophiler
Umgebung den Zugang zur
Substratbindungstasche und dem aktiven
Zentrum blockiert. In lipophiler Umgebung
erfolgt eine Konformationsinderung. Der
Deckel klappt auf, das Substrat kann
gebunden werden.

Schleife im Riickgrat eines Proteins, der keine
hohere Sekundérstrukturordnung zugewiesen
werden kann.

Imitation des Verhaltens von Molekiilen und
molekularen Systemen, in der Regel durch
Computer-Anwendungen

Offenes Leseraster bei der Ubersetzung des
DNA-Codes in die Aminosduresequenz.
Dabei ist von einem Gen lediglich das
Stopcodon bekannt, nicht jedoch dessen
Beginn. Ein Codon besteht aus drei Purin-
bzw. Pyrimidinbasen und ist charakteristisch
fiir eine Aminosdure. Von drei aufeinander
folgenden Aminosduren kann demnach jede
den Beginn eines Codons darstellen. Ein Gen
kann somit in drei Aminosiuresequenzen
iibersetzt werden.

Strukturelement in der Bindungstasche der
Lipase. Aufgebaut aus zwei Aminosduren,
deren Sdureamidgruppen als H-Briicken
Donoren zum Oxyanion dienen.

Design von Proteinen mit verdnderten
Eigenschaften durch gentechnische
Methoden.

Umfaltung von als inaktive EinschluBBkorper
vorliegendem Protein zu aktivem Protein
unter  Zuhilfenahme eines spezifischen
Helferproteins  (auch ~ Chaperone  oder
Refoldase).

Durchsuchen einer groBen Anzahl von Proben
und Auswahl geeigneter Spezies mit einem
charakteristischen Assay

Vergleich von  DNA-, RNA- und
Proteinsequenzen und deren bestmdgliche
Uberlagerung nach einer Bewertungsfunktion.

DNA-Vorlage bei der
Kettenreraktion.

Polymerase
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united atoms

wall

Zusammenfassen der Atome und Massen von
CH- CH;- bzw. CH3-Gruppen.

Verhindert das tiefere Anlagern eines
Substrats in die Bindungstasche der Lipase.
Besteht bei ROL und RML aus dem G-elbow
loop, bei PCL, CRL und CAL B aus den
Seitenketten  einiger ~ Aminosduren  der
Bindungstasche.
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1. EINLEITUNG 1

1. EINLEITUNG

1.1 LIPASEN

1.1.1 VORKOMMEN VON LIPASEN

Lipasen (Triacylglyceridhydrolasen EC 3.1.1.3. (Tipton 1994; Barrett 1995; Barrett 1996;
Barrett 1997)) gehoren zur Familie der Serin-Hydrolasen und kommen in Tieren, Pflanzen
und Mikroorganismen vor (Borgstrom und Brockman 1984; Alberghina et al. 1991; Boland et
al. 1991; Faber 1997; Schmid und Verger 1998; Bornscheuer und Kazlauskas 1999). Sie sind
dabei nicht an einen bestimmten Zelltyp gebunden. Ihre biologische Funktion ist der
hydrolytische Abbau von Triacylglyceriden zu Di- und Monoacylglyceriden, freien Fettsduren
und Glycerin. Glyceride sind die Hauptbestandteile der Speicherfette in Tieren und Pflanzen.
Liegen sie fest vor, nennt man sie Fette, in fliissigem Aggregatzustand Ole (Haas und Joerger

1995).

1.1.2 EIGENSCHAFTEN UND VERWENDUNG VON LIPASEN

Lipasen sind jedoch nicht nur in der Lage, Triacylglyceride zu spalten. Vielmehr katalysieren
sie dariiber hinaus die Hydrolyse eines breiten Spektrums von natiirlichen und unnatiirlichen
wasserunloslichen Estern. Neben der Hydrolyse katalysieren Lipasen auch andere
Biotransformationen wie Alkoholyse, die Veresterung primérer, sekundédrer und tertidrer
Alkohole sowie Umesterungsreaktionen (Abbildung ﬂ (Bornscheuer und Kazlauskas 1999).
Dabei erfolgt die Umsetzung in vielen Fillen mit hoher Regio- und Enantioselektivitat.

Dariiber hinaus setzen Lipasen auch alkoholanaloge Substrate wie Amine, Thiole und

Hydroperoxide um.
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Abbildung 1: Ubersicht iiber die von Lipasen katalysierten Biotransformationen am Beispiel
eines Triacylglycerids bei der Umsetzung durch eine sn-1(3) regioselektive Lipase (nach
Haas und Joerger (Haas und Joerger 1995)):

Ein weiterer Vorteil von Lipasen ist ihre Aktivitdit an einer Lipid-Wasser Grenzschicht
(Ransac et al. 1996; Verger 1997). Diese Eigenschaft macht Lipasen als Biokatalysatoren fiir
die organische Synthese in unpolaren Medien interessant (einen umfassenden Uberblick

geben Bornscheuer und Kazlauskas (Bornscheuer und Kazlauskas 1999)). Es konnte gezeigt
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werden, daf} die meisten Lipasen ohne diese Grenzschicht nur wenig aktiv sind (Ransac et al.
1996; Verger 1997). Die Aktivitdt der meisten Lipasen erhdht sich um ein Vielfaches, wenn
das Enzym in wilirigen Medium Kontakt mit einem unpolaren Fetttropfen oder einer Micelle
bekommt bzw. in organisches Losungsmittel exponiert wird. Dieses Phdnomen bezeichnet
man als Grenzflichenaktivierung (engl. interfacial activation; eine Ubersicht geben Verger
sowie Ransac und Mitarbeiter (Ransac et al. 1996; Verger 1997). Dabei wird die Lipase
einerseits nahe am  Substrat plaziert, andererseits erfahrt das Enzym eine
Konformationsdnderung, die das aktive Zentrum fiir das Substrat erst zugénglich macht und
die Bildung des sogenannten oxyanion holes bedingt, eines essentiellen Strukturelements fiir

die Umsetzung von Substraten durch Lipasen (siche Kapitel 1.1.3).

Verwendung von Lipasen in Waschmitteln und Haushaltsreinigern

Industriell wird mit Lipasen, nach Proteasen und Carbohydrasen, weltweit der drittgroB3te
Umsatz auf dem Enzymmarkt erzielt (weltweiter Markt fiir industrielle Enzyme 1998:
USS$ 1,3 Mrd. (Novo-Nordisk 1998)). In absoluten Zahlen ist der Anteil von Lipasen am
Weltmarkt jedoch eher gering (US$ 70 Mio (Sheldon 1996)). Dies resultiert einerseits aus der
kurzen Geschichte der industriellen Nutzung von Lipasen, andererseits ist die Produktion von
Lipasen im groftechnischen Mafstab hédufig ©konomisch nicht konkurrenzfihig zu
entsprechenden chemischen Verfahren. Fiir eine detailliertere Ubersicht iiber die Verwendung
von Lipasen in industriellen Prozessen steht eine Reihe von ausfiihrlichen Ubersichtsartikeln
zur Verfligung (Schmid und Verger 1998; Bornscheuer und Kazlauskas 1999).

Lipasen werden hauptsichlich als Waschmittelzusatzstoffe eingesetzt (Tabelle 1). Die dabei
verwendeten Lipasen sind ausschliefSlich mikrobiellen Ursprungs und miissen hohe pH- und
Temperaturstabilitit aufweisen.

Lange Zeit entfaltete sich die fettlosende Eigenschaft der Lipasen jedoch erst nach
mehrmaligem Waschen. Der Waschvorgang war in der Regel zu kurz, um signifikante
Mengen an Fett zu spalten. Da die Lipase jedoch auch nach dem Waschen am Fetttropfen
haften blieb, konnte dieser trotzdem abgebaut werden. Beim darauf folgenden Waschvorgang
wurden die Abbauprodukte der Fette von der Faser entfernt. Dariiber hinaus verhindern
Lipasen die weitere Anlagerung von Fett an die Faser. Novo Nordisk fiihrte 1998 mit
LipoPrime™ eine neue, durch protein engineering erhaltene Lipase ein, die schon beim ersten

Waschgang ausreichend fettlosende Eigenschaften besitzt (Novo-Nordisk 1998).
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Fir die besondere Verwendung von Lipasen in Haushaltsreinigern ist weniger die
Temperaturstabilitit sondern vielmehr deren Stabilitit gegeniiber Proteasen und alkalischem

pH-Wert entscheidend.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Verwendung von Lipasen als Detergentien (Jaeger et al. 1994)

Organismus Produktname Hersteller Jahr der pH Optimum T Optimum
Markteinfiihrung

Humicola lanuginosa Lipolase NOVO-Nordisk A/S 1988 10,0 40 °C
Klonierung und Expression in (Dénemark)

Aspergillus oryzae

Pseudomonas mendocina Lumafast Genencor 1992 10,5 40 °C
Klonierung und Expression in International B.V.

Bacillus species (Niederlande)

Pseudomonas pseudoalcaligenes Lipomax Royal Gist-Brocades 1995 11,0 45°C
Umklonierung und Expression in N.V.(Niederlande) *

Pseudomonas pseudoalcaligenes

9 wurde 1995 von Genencor International B.V. (Niederlande) erworben

Verwendung von Lipasen in der Lebensmittelindustrie und zur Synthese diatetischer Fette

Bei der Kiseherstellung findet die Lipase-katalysierte Hydrolyse von Milchfetten verbreitete
Anwendung bei der Geschmacksverstarkung, bei der Beschleunigung der Reifung sowie bei
der Herstellung késeartiger Produkte, z.B. diverser Streichkdsesorten (Bornscheuer und
Kazlauskas 1999). So sekretieren Mikroben, die bei der Reifung des Késes eine Rolle spielen,
Lipasen (z.B. Penicillium roquefortii). Wahrend bei der traditionellen Késeherstellung dem
Frischkdse zusitzlich Lipasen in Form von Rohextrakten zugegeben werden, welche dem
Kédse seinen charakteristischen Geschmack verleithen, werden diese in der modernen
Kiseherstellung durch kommerziell erhéltliche Lipasen ersetzt, wie z.B. die Lipasen aus
Aspergillus niger und Rhizomucor miehei (Berry und Paterson 1990; Cheetham 1993;
Vulfson 1994; Haas und Joerger 1995).

Lipasen werden zudem bei der Herstellung strukturierter Triacylglyceride eingesetzt, so z.B.
bei der Synthese von Kakaobutter-Ersatz oder didtetischen Fetten. Allgemein bezeichnet man
als strukturierte Triacylglyceride modifizierte Fette, bei denen eine Fettsdure ausgetauscht
oder die Position mindestens einer Fettsdure im Triacylglycerid verdndert wurde. Kakaobutter
besteht zum iiberwiegenden Teil aus Triacylglyceriden, die in Position sn-1 und sn-3
Palmitin- (C16:0) und/oder Stearinsdure (C18:0) und in sn-2 Oleinsdure (C18:1) tragen. Die
Firmen Unilever und Fuji Oil haben Verfahren entwickelt, um Kakaobutter-Aquivalente
enzymatisch im Tonnenmalstab herzustellen, wobei das Produkt durch Umesterung einer

deutlich preiswerteren Palmolfraktion mit Stearinsdure in Anwesenheit einer sn-1(3)
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regioselektiven Lipase, z.B. RML, erfolgt (Coleman und Macrae 1977; Matsuo et al. 1981).
Das selbe Verfahren eignet sich nicht nur zur Veredlung preisgilinstiger Gemische von
Triacylglyceriden, sondern gleichfalls zur Herstellung von synthetischen Milchfetten fiir
Sauglingsnahrung oder spezielle Didten. Menschliches Milchfett (1,3-Dioleoyl-2-
palmitoylglycerid, OPO) kann durch synthetische Fette ersetzt werden, bei denen eine
Palmélfraktion enzymatisch mit Olsiure umgeestert wurde (King und Padley 1990; Quinlan
und Moore 1993). Fiir Patienten, die an pankreatischen Erkrankungen leiden und deren
Fettaufnahme geschidigt ist, konnen Fette hergestellt werden, die an sn-1 und sn-3 mit einer
mittellangen geséttigten Fettsdure sowie in Position Sn-2 mit einer langkettigen, ungesittigten
Fettsdure verestert wurden (siehe Kapitel 1.2.2) (Jandacek et al. 1987; Soumanou et al. 1997,
Soumanou et al. 1998; Soumanou et al. 1998; Schmid et al. 1999).

Verwendung von Lipasen zur Synthese optisch reiner Zwischenstufen in der organischen
Synthese und in der Pharmaindustrie

Die Verwendung von Lipasen als Katalysatoren in Biotransformationen ist in den meisten
Féllen wirtschaftlich nicht konkurrenzfahig. Fiir bestimmte Reaktionen werden haufig
Lipasen als Katalysatoren verwendet, die urspriinglich auf einen anderen Zweck hin
untersucht wurden und daher leicht verfiigbar sind. Herausragendes Beispiel fiir die
grofitechnische Anwendung von Lipase-katalysierten Biotransformationen ist die Synthese
eines breiten Spektrums von optisch reinen Aminen unter Verwendung von Pseudomonas
glumae Lipase als Biokatalysator (Balkenhohl et al. 1997).

Lipasen finden dariiber hinaus bei einer Vielzahl von Synthesen pharmazeutisch relevanter
Zwischenstufen Anwendung. Dabei werden optisch reine Verbindungen hergestellt, die
wiederum als Edukte zur Synthese von Wirkstoffen gegen Krebs, AIDS, Asthma,
Pilzerkrankungen u.a. dienen. Einen Uberblick geben Bornscheuer und Kazlauskas

(Bornscheuer und Kazlauskas 1999).

1.1.3 DER REAKTIONSMECHANISMUS VON LIPASEN

Die Lipase-katalysierte Esterspaltung ist ein iiber mehrere Stufen verlaufender ProzeB3, der in

zwei dhnliche Teile untergliedert werden kann (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Reaktionsmechanismus von Lipasen (Carter und Wells 1988) am Beispiel der
Hydrolyse eines Butyrats. Die dargestellten Aminosduren und ihre Sequenznummern
entsprechen dem aktiven Zentrum der Lipase aus Rhizopus oryzae (nach (Bornscheuer und
Kazlauskas 1999)). H-Briicken Bindungen sind gestrichelt, die gespaltene Bindung ist fett
hervorgehoben.

Zunichst bindet ein Carbonsdureester iiber Wasserstoftbriicken an die Aminosduren des
oxyanion holes. Es kommt zur Ausbildung des sogenannten Michaelis-Komplexes. Im ersten
Reaktionsschritt greift das katalytisch aktive Serin nucleophil an den Carbonylkohlenstoff des
Substrats an. Dabei wird zuerst das Hd der Hydroxylgruppe der Serin-Seitenkette wird auf das
Ne2 des aktiven Histidins iibertragen. Das resultierende Nucleophil, Oy, greift anschlieBend
an das Carboxylkohlenstoffatom des Substrats an. Es kommt zur Ausbildung einer kovalenten
Bindung zwischen Serin und Substrat. Daraus folgt eine Umhybridisierung des
Carboxylkohlenstoffs von sp® zu sp’. Die negative Partialladung des Oy des Serins wird auf

das Substrat {ibertragen und findet sich dort am Carbonylsauerstoff. Die Ladung am
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resultierenden Oxyanion wird durch H-Briicken der Aminosduren des oxyanion holes
stabilisiert. Die positive Ladung, die zum Ladungsausgleich in dieser Intermedidrverbindung
notwendig ist, ist am aktiven Histidin lokalisiert und wird durch das Aspartat der
katalytischen Triade stabilisiert. Das erste tetraedrische Intermediat entsteht. Im néchsten
Schritt tibertrdgt das aktive Histidin das zwischenzeitlich gebundene Proton auf den
Sauerstoff der Estergruppe, gibt also seine positive Ladung ab. Die negative Partialladung am
Oxyanion wird gleichfalls auf den Sauerstoff der Estergruppe iibertragen. Es kommt zum
Ladungsausgleich, woraus die Spaltung der C-O-Bindung zwischen tetraedrischem
Kohlenstoff und Estersauerstoff resultiert. Es bilden sich das sogenannte Acylenzym und ein
Alkoholmolekiil. Der Alkohol verldft die Bindungstasche, ein Wassermolekiil nimmt seinen
Platz ein. In Umkehr der vorangehenden Schritte wird das Wassermolekiil an das Acylenzym
gebunden. Es bildet sich ein zweites tetraedrisches Intermediat, in dem die Ladungen wie im
ersten verteilt sind. AbschlieBend tibertragt das Histidin ein Proton von Ne2 auf das Oy des
Serins. Der KatalyseprozeB ist beendet. Ein Molekiil freie Fettsdure entsteht.

Die Bildung der ersten tetraedrischen Zwischenverbindung ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Lipase-katalysierten Esterhydrolyse (Beer et al.
1996). Kiirzlich durchgefiihrte molecular modeling Untersuchungen an CRL bestitigten den
Katalysemechanismus als Ganzes und demnach auch den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt (Monecke et al. 1998). Zum Verstindnis der Stereco- und Regioselektivitdt durch
molecular modeling Studien wurden Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat im

ersten tetraedrischen Intermediat untersucht.

1.1.4 STRUKTUR UND AUFBAU VON LIPASEN

Der a/>-Hydrolase fold

Lipasen weisen signifikante Unterschiede in ihren Proteinsequenzen auf. So gibt es Lipasen,
deren Struktur durch mehr als 500 Aminoséuren bestimmt wird (z.B. Candida rugosa Lipase),
wohingegen andere Lipasen aus nur wenig mehr als 200 Resten aufgebaut sind (z.B. Candida
antarctica Lipase B). Dabei fillt auf, dal die Struktur der Lipasen stirker konserviert ist als
die Aminosduresequenz (Ollis et al. 1992). Ollis und Mitarbeiter fanden ein fiir Lipasen
charakteristisches Faltungsmuster, den sogenannten 0/f-Hydrolase fold (Ollis et al. 1992).

Alle bislang aufgekldrten Raumstrukturen von Lipasen und Esterasen folgen diesem
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Bauprinzip. Den Kern dieses Faltungsmusters bilden acht antiparallel angeordnete

B-Faltblattstrukturen, die durch a-Helices untereinander verbunden sind (Abbildung 3).

lid

Abbildung 3: RML in offener Konformation mit gebundenem Trioctanoin (erste tetraedrische
Zwischenstufe). Die Aminosduren der katalytischen Triade sind rot hervorgehoben. Die
Sekundarstrukturzuordnung erfolgte nach Kabsch-Sander (Kabsch und Sander 1983). Das
Faltungsmuster des a/fB-Hydrolase folds ist deutlich zu erkennen: acht antiparallele [3-Stringe,
die den Kern des Enzyms bilden sind von a-Helices umgeben (Ollis et al. 1992).

Die katalytische Triade

Die katalytische Maschinerie von Lipasen beruht auf einer Triade aus den Aminoséduren Serin,
Histidin und, in der Regel, Aspartat (Abbildung 3). In GCL (Schrag et al. 1991; Cygler et al.
1993) und CRL (Grochulski et al. 1993; Grochulski et al. 1994) sowie in Acetylcholinesterase
(Ollis et al. 1992) ist das Aspartat durch Glutamat ersetzt. Die Orientierung der Aminosiduren
der katalytischen Triade ist in allen Lipasen und Esterasen dhnlich, ist sie doch unverzichtbar
fiir das Auftreten katalytischer Aktivitat. AuBer den Enzymen, die nach dem o/f3-Hydrolase
fold falten, besitzen auch Serin- und Cystein-Proteasen sowie Subtilisine eine katalytische
Triade (Dodson und Wlodawer 1998). Die weite Verbreitung katalytischer Triaden in den
unterschiedlichsten Enzymen gibt ein anschauliches Beispiel fiir konvergente Evolution in der
Natur (Ollis et al. 1992).

Das nucleophile Serin der katalytischen Triade sitzt auf einer Haarnadelschleife zwischen
einem 3-Strang und einer a-Helix. Die iibrigen Aminoséuren der katalytischen Triade sind
C-terminal zum aktiven Serin lokalisiert, wohingegen die Aminoséuren des oxyanion holes in

Richtung des N-Terminus liegen. Dabei folgt das Serin in der Aminosdureabfolge direkt einer
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der Aminoséuren des oxyanion holes. Allen a/3-Hydrolase-fold Enzymen ist ein Pentapeptid-
Motiv gemein. Die Sequenz GXSXG ist hoch konserviert, wobei S dem katalytisch aktiven
Serin entspricht (Cygler et al. 1994).

Grenzflachenaktivierung und lid

Lipasen katalysieren, obwohl selbst wasserloslich, die Hydrolyse von wasserunldslichen
Estern an einer Lipid-Wasser Grenzschicht. Man bezeichnet den Ubergang des katalytisch
inaktiven zum aktiven Enzym als Grenzflichenaktivierung (Sarda und Desnuelle 1958). Das
aktive Zentrum wird in waBriger Umgebung durch das sogenannte lid bzw. flap fiir das
Losungsmittel unzugénglich bedeckt (Brzozowski et al. 1991; Derewenda et al. 1992;
Tilbeurgh et al. 1993; Grochulski et al. 1994). Bei diesem Sekundérstrukturelement handelt es
sich in der Regel um eine kurze starre amphiphile a-Helix, wie z.B. in der RML (Brzozowski
et al. 1991; Derewenda et al. 1992). Im Fall der Lipase aus Geotrichum candidum besteht das
lid aus zwei a-Helices (Schrag et al. 1991). Dabei ist in der geschlossenen Konformation der
polare Teil der Helix zum Losungsmittel, der unpolare Teil ins Innere der Lipase orientiert.
Wird die Lipase in eine hydrophobe Losungsmittelumgebung exponiert oder kommt es zur
Adsorption an ein Fetttropfchen, wodurch die Lipase in rdumliche Néhe zum Substrat kommt,
Offnet sich das lid und das katalytische Zentrum wird zugéinglich. Diese
Konformationsianderung bewirkt, daB die Innenseite des lids nach aullen orientiert wird

(Abbildung 4{{Brady et al. 1990; Winkler et al. 1990; Schrag et al. 1991).

Abbildung 4: Geschlossene (links) und offene (rechts) Form der Lipase von Rhizomucor
miehei in Sekundéarstrukturzuordnung nach Kabsch-Sander (Kabsch und Sander 1983). Die
Aminosduren der katalytischen Triade sind in rot dargestellt.

Daraus resultiert eine VergroBerung der hydrophoben Oberfliche um das aktive Zentrum, was
wiederum die Bindung hydrophober Substrate erleichtert. So betrdgt die fiir die RML

zugdngliche hydrophobe Oberfliche in der offenen Konformation ca. 8 % der
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Gesamtoberflache (Derewenda et al. 1992). Vasel und Mitarbeiter errechneten fiir die RML
eine VergroBerung der hydrophoben Oberfliche von 10560 A® in der geschlossenen auf
11816 A? in der offenen Konformation (Vasel et al. 1993). Abbildung 5 zeigt die RML in
offener Konformation, wobei die Aminoséduren entsprechend ihrer Hydrophobizitit eingeféarbt
sind. Zur Orientierung befindet sich ein Trioctanoinmolekiil in der Substratbindungstasche.
Dabei fillt auf, daB in unmittelbarer Umgebung der Fettsdaureketten iiberwiegend hydrophobe

Aminosauren vorkommen.

-

Abbildung 5: RML in offener Form. Zur Orientierung wurde ein Trioctanoin-Molekiil in die
Bindungstasche gebunden. Die Aminosduren wurden nach Hydrophobizitit eingeférbt. Rote
Farbung weist auf hydrophobe, blaue Féarbung auf hydrophile Aminoséduren hin. Die
Substratbindungstasche besteht iiberwiegend aus hydrophoben Aminosiuren.

Der spezielle Aktivierungsmechanismus der Lipasen hat weitreichende Konsequenzen auf die
Kinetik dieser Enzyme. Wiahrend z.B. Esterasen, die kein lid aufweisen, der Michaelis-
Menten Kinetik folgen, bendtigen Lipasen eine Schwellenkonzentration an Substrat, um
vollstidndig aktiv zu sein (Abbildung 6). Es finden demnach zwei ,,Reaktionsschritte® statt: (1)
Adsorption des Enzyms an die Lipid-Wasser Grenzschicht und (2) anschlieBende Hydrolyse.
Gestlitzt wird die Theorie der Grenzflachenaktivierung durch Untersuchungen an
Acetylcholinesterase und Fusarium solani pisi Cutinase (FSC), die beide kein lid besitzen und
der Michaelis-Menten Kinetik gehorchen (Martinez et al. 1992; Derewenda und Sharp 1993;
Martinez et al. 1994).
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Abbildung 6: Grenzflichenaktivierung einer Lipase im Vergleich zu einer Esterase.
Aufgetragen ist die jeweilige Enzymaktivitéit als Funktion der Substratkonzentration, die in
Vielfachen der Substratsittigung angegeben ist. Die gestrichelten Linien zeigen den
Substratséttigungspunkt an (Sarda und Desnuelle 1958).

Der genaue Mechanismus, nach dem die Aktivierung der Lipasen an einer Lipid-Wasser
Grenzschicht erfolgt, ist bislang nicht bekannt. Ging man aufgrund der Ergebnisse frither
Rontgenstrukturanalysen von einem Zwei-Stufen-Mechanismus aus, der nur die geschlossene
und offene Konformation der Lipase zuldf3t, was ein quasi "Einrasten" des lids voraussetzt
(Holmquist et al. 1993; Holmquist et al. 1993; Martinelle et al. 1996), wurde in spéteren
Veroffentlichungen vermutet, daB8 die lid-Offnung iiber mehrere Zwischenstufen erfolgt
(Derewenda et al. 1994; Peters et al. 1996; Peters et al. 1997).

Die Lipasen CAL B, CVL und Pseudomonas aeruginosa Lipase weisen keine
Grenzflichenaktivierung auf, obwohl sie ein lid besitzen. Hingegen zeigt die Lipase aus
Staphylococcus hyicus nur fiir bestimmte Substrate Aktivierung an einer Lipid-Wasser
Grenzschicht, fiir andere nicht. Einen Uberblick iiber den Stand der Forschung geben die
Ubersichtsartikel von Ransac und Mitarbeitern sowie Verger (Ransac et al. 1996; Verger

1997).

Das oxyanion hole

Die Offnung des lids bewirkt nicht nur, daB die Bindungstasche und damit das aktive Zentrum
der Lipase fiir das Substrat zugénglich wird. Dariiber hinaus fiihrt die Umorientierung einiger
Aminosduren zur Ausbildung des sogenannten oxyanion holes, eines Strukturelements,
welches bei der katalytischen Umsetzung der Substrate eine tragende Rolle spielt. Das
oxyanion hole wird aus den Amidgruppen zweier Aminosduren gebildet. Die
Sdureamidgruppen dienen als Wasserstoffdonoren zum Oxyanion, welches bei der
Umsetzung eines Substrats voriibergehend entsteht (Abbildung 2). Durch Ausbildung dieser

relevanten Wasserstoffbriicken wird die negative Ladung am Oxyanion stabilisiert. Eine
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eingehendere Diskussion des Mechanismus zur Hydrolyse von Estern durch Lipasen erfolgte
bereits in Kapitel

Die Bildung des oxyanion holes im Verlauf der lid-Offnung wurde fiir die meisten Lipasen
bestdtigt. Eine Ausnahme bildet die FSC, die kein lid besitzt. Aufgrund von
Rontgenstrukturanalysen ging man bislang davon aus, dafl die FSC ein stindiges oxyanion
hole aufweist (Martinez et al. 1994). Die Strukturbestimmung von FSC in Losung durch
NMR-Techniken ergab jedoch, dal3, obwohl die Struktur in Losung der im Kristall in weiten
Bereichen stark dhnelt, einzelne Doménen des Enzyms eine unerwartete Dynamik aufwiesen
(Prompers et al. 1997). Zu diesen dynamischen Regionen zéhlt das oxyanion hole. Diese
Beobachtungen widersprechen demnach der Theorie eines vorgefertigten oxyanion holes, die

FSC wire keine Ausnahme mehr.

1.1.5 ALLGEMEINE INFORMATIONEN ZUR NOMENKLATUR UND SYSTEMATIK VON LIPASEN

Die Nomenklatur von Lipasen beruht auf dem Mikroorganismus, der die Lipase produziert.
Bei tierischen Lipasen gehen sowohl der Organismus als auch das die Lipase produzierende
Organ in die Namensgebung mit ein. Im Fall der Mikroorganismen kommt es hin und wieder
zu Namensidnderungen, wenn im Laufe der Zeit genauere Informationen zur Klassifizierung
der Mikroorganismen vorliegen. So wurde Pseudomonas fluorescens, deren Lipase von
Amano unter dem Produktnamen "Amano P" vertrieben wurde, Anfang der 1990er Jahre
umklassifiziert zu Pseudomonas cepacia (PCL). Diese Namensidnderung wurde jedoch nicht
allgemein akzeptiert. In letzter Zeit erfolgte eine erneute Umklassifizierung und PCL wurde
zu Burkholderia cepacia Lipase (Bornscheuer und Kazlauskas 1999). In Anbetracht der noch
weitgehend tblichen alten Bezeichnung wird in dieser Arbeit der Begriff Pseudomonas
cepacia Lipase verwendet.

Im Fall der Lipasen aus dem Pilz Rhizopus wurde 1995 durch Haas und Joerger eine
Vereinfachung eingefiihrt. Alle Rhizopus Lipasen, d.h. die Lipasen aus Rhizopus oryzae,
Rhizopus delemar und Rhizopus niveus, wurden aufgrund ihrer nahezu vollstindigen
Sequenzidentitidt zu Rhizopus oryzae Lipase umbenannt (Haas und Joerger 1995). Candida
rugosa Lipase wurde ebenfalls umklassifiziert. In dlteren Verdffentlichungen ist noch von
Candida cylindracea Lipase die Rede.

Eine Einteilung von Lipasen kann einerseits, analog der Nomenklatur, nach ihrer Herkunft
erfolgen. Als sinnvoller hat sich jedoch eine Klassifikation auf der Basis ihrer

Aminosduresequenz erwiesen. Hier geht man von der empirisch gefundenen Beobachtung
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aus, dafl Proteine dhnlicher Sequenz in der Regel auch dhnliche Faltung aufweisen. Man
unterscheidet zwischen drei Gruppen:

1) tierische Lipasen,

2) Pilzlipasen und

3) bakterielle Lipasen,

wobei die beiden letztgenannten Gruppen in jeweils zwei Untergruppen gegliedert werden
konnen. Bei den Pilzen unterscheidet man die Rhizomucor- und Candida rugosa-Familie, bei

den Bakterien die Pseudomonas- und Staphylococcus-Familie (Tabelle 2).

Tabelle 2: Einteilung von Lipasen auf Grundlage ihrer Proteinsequenz (Bornscheuer und
Kazlauskas 1999). Abkiirzungen der Lipasen finden sich im Abkiirzungsverzeichnis.

Klassifizierung Molekulargewicht [kDa]  Typische Vertreter
Tierische (pankreatische) Lipasen  ca. 50 PPL

Pilzlipasen

Candida rugosa-Familie 59-65 CRL, GCL

Rhizomucor-Familie 29-42 CAL B, RML, ROL, PcamL, HLL
Sonstige ANL, CAL A, CLL

Bakterielle Lipasen

Pseudomonas-Familie 30-35 PCL, PFL, CVL
Staphylococcus-Familie 68-73 BTL2

1.1.6 RHIZOPUS ORYZAE LIPASE, ROL

Rhizopus species gehdren zu den Mucoralen (Jochpilze), zu denen auch Rhizomucor miehei
oder der Brotschimmel gehoren. Sie kommen im Boden, als Parasiten in Pflanzen, Pilzen und
Tieren vor. Fiir den Menschen sind sie jedoch nur selten pathogen (Haas und Joerger 1995).
Die Lipasen der Rhizopus species weisen in der Regel ausgeprigte sn-1(3) Regioselektivitat
bei der Hydrolyse von Triacylglyceriden auf, unterscheiden sich jedoch in ihrer
Stereoselektivitdt und Kettenldngenspezifitit (Rogalska et al. 1993). Vor einigen Jahren
wurden alle Mitglieder der Rhizopus Familie umklassifiziert, Rhizopus niveus, Rhizopus
delemar, Rhizopus javanicus wurden zu Rhizopus oryzae ATCC 853. Durch die Bestimmung
der homologen Aminosduresequenzen von RNL, RDL, RJL und ROL wurde diese Mallnahme
im Nachhinein bestitigt (siche auch Kapitel). Eine Ubersicht geben Haas und Joerger
(Haas und Joerger 1995).
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Die reife ROL besteht aus 269 Aminosduren. Die in mikrobiellen Lipasen eigentlich
uniibliche Pro-Sequenz, die jedoch in allen Lipasen aus Mucorales gefunden wurde, ist
vermutlich fiir den Schutz der Zelle vor der schidigenden Wirkung des aktiven Enzyms
verantwortlich (Phospholipaseaktivitit der reifen ROL), sowie fiir die korrekte Ausbildung
von Disulfidbriicken bei der Proteinfaltung (Beer et al. 1996).

1.1.7 RHIZOMUCOR MIEHEI LIPASE, RML

RML besitzt ein Molekulargewicht von 33 kDa (Huge-Jensen et al. 1987). Das reife Enzym
besteht aus 269 Aminoséduren. Es handelt sich bei der kommerziell erhiltlichen Lipase um ein
rekombinantes Enzym aus dem Pilz Aspergillus (Huge-Jensen et al. 1989). In ihrer Primér-
und Sekundirstruktur ist sie der ROL dhnlich (siehe auch Kapitel .1},

1.1.8 PSEUDOMONAS CEPACIA LIPASE, PCL

Allgemeine Bemerkungen zu Pseudomonas Lipasen

Von den mikrobiellen Lipasen wurden die Pseudomonas Lipasen in Bezug auf screening,
Aufreinigung, Charakterisierung, Klonierung und Expression mit am intensivsten untersucht.
Gilbert (Gilbert 1993) fiihrte 1993, basierend auf deren sequentieller Verwandtschaft, eine
Unterteilung in Pseudomonas Lipasen von Typ I und II ein (Tabelle 3).

Viele Pseudomonas Lipasen (Gruppe I) benétigen ein zweites Protein, das auf der DNA in
3'-Richtung hinter dem Lipasegen kodiert ist, um in eine aktiven Konformation gefaltet zu
werden. Man nennt diese Proteine Helferproteine, Chaperone oder Refoldasen. Gilbert
(Gilbert 1993) untergliederte die Gruppe I Lipasen aus den unterschiedlichen Pseudomonas-
Stimmen weiter in zwei Klassen (Klasse I und II, Tabelle 3), wobei die Einteilung aufgrund
der Sequenzhomologie der Helferproteine zueinander erfolgte. Die in dieser Arbeit
experimentell untersuchte Pseudomonas cepacia Lipase ATCC 21808 gehort zu den Lipasen

der Gruppe I, Klasse II.
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Tabelle 3: Klassifizierung der Pseudomonas Lipasen nach Gilbert (Gilbert 1993). Die in
dieser Arbeit untersuchte Lipase stammt aus Pseudomonas cepacia ATCC 21808, einer
Lipase der Gruppe I, Klasse II (grau unterlegt).

Gruppe Kilasse Pseudomonas Spezies Referenz

Pseudomonas aeruginosa EF2 (Gilbert et al. 1991)
Pseudomonas aeruginosa PAC IR~ (Jaeger et al. 1992)

| Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Wohlfarth et al. 1992); (Andreoli et al. 1989)
Pseudomonas aeruginosa TE 3285  (Nishioka et al. 1991)

Pseudomonas pseudoalcaligenes M1 (Andreoli et al. 1989)

Pseudomonas species 109 (Thara et al. 1992); (Ihara et al. 1991)

| Pseudomonas cepacia ATCC 21808 (Kordel et al. 1991)

Pseudomonas cepacia DSM 3959 (Jorgensen et al. 1991)

I Pseudomonas cepacia M-12-33 (Nakanishi et al. 1991); (Nakanishi et al. 1989)
Pseudomonas species KWI-56 (Tlizumi et al. 1991)
Pseudomonas glumae (Batenburg et al. 1991)
Pseudomonas fragi IFO 3458 (Kugimiya et al. 1986)
Pseudomonas fragi IFO 12049 (Aoyama et al. 1988)
Pseudomonas fluorescens B52 (Tan und Miller 1992)

1 Pseudomonas fluorescens SIK W1~ (Chung et al. 1991)

Pseudomonas species LS107d2 (Johnson et al. 1992)

Das zunehmende Interesse der Industrie an Lipasen und ihren Eigenschaften in den letzten
Jahren hatte eine Entwicklung zur Folge, in deren Verlauf neue Lipasen gesucht, auf
bestimmte biochemische Merkmale getestet und isoliert, oder bereits bekannte Lipasen
hinsichtlich ihrer Eigenschaften modifiziert wurden. Dabei spielten rekombinante DNA-
Techniken eine wichtige Rolle sowohl bei der Identifizierung als auch dem Transfer von
Lipase-DNA in einen heterologen Wirtsorganismus. Dariiber hinaus kann mit diesen
Methoden die Genregulation beeinflult werden, mit der Konsequenz, Enzym in groB3en
Mengen produzieren zu kdnnen. Die Verwendung von Lipasen in grofitechnischen Prozessen
setzt jedoch voraus, dal der Umgang mit dem Wirtsorganismus einfach, ungefdhrlich und
wirtschaftlich ist und dal genetische Verdnderungen gleichfalls einfach durchzufiihren sind.
Aus diesen Griinden werden Aspergillus niger, Bacillus subtilis und Escherichia coli haufig
als Wirtsorganismen zur Produktion von Lipasen verwendet. PCL ATCC 21808 wurde
sowohl in Bacillus subtilis (Hom und Miclenz 1991), E. coli (Quyen et al. 1999),
Pseudomonas (Hom et al. 1991) und Staphylococcus lividans (Nakanishi et al. 1989;

Jorgensen et al. 1991; Nakanishi et al. 1991) exprimiert.
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Die Expression von Pseudomonas Lipasen der Klassen I und II wird durch den Bedarf an
Helferprotein eingeschrankt. Quyen und Mitarbeiter (Quyen et al. 1999) entwickelten eine
Methode, die es erstmalig ermdglichte, durch eine effektive Prozedur die Umfaltung von
inaktiven EinschluBBkérpern in aktive Lipase zu erreichen und Pseudomonas cepacia Lipase in
groflen Mengen zu gewinnen.

PCL ATCC 21808 ist aus 320 Aminosduren aufgebaut und besitzt ein Molekulargewicht von
33 kDa. Die kommerziell erhiltliche PCL (Amano P oder Amano PS) ist vermutlich kein

rekombinantes Enzym.

1.1.9 CANDIDA RUGOSA LIPASE, CRL

CRL besteht aus 524 Aminosduren und gehdrt zu den am besten untersuchten Lipasen. So ist
ihre Kristallstruktur schon seit langem bekannt (Grochulski et al. 1993; Grochulski et al.
1994). Von CRL wurden fiinf verschiedene Isoenzyme kloniert (Lotti et al. 1993), die jedoch
alle dhnliche Molekulargewichte aufweisen. Aufgrund eines uniiblichen Codons fiir das Serin
des aktiven Zentrums, war es lange Zeit nicht moglich, CRL rekombinant herzustellen. Erst
kiirzlich gelang Brocca und Mitarbeitern die Synthese des Gens der CRL (Brocca et al. 1998).
Auftallig ist ihr selbst fiir Lipasen breites Substratspektrum und ihre Fahigkeit zur Umsetzung
ungewdhnlicher Substrate (einen Uberblick geben Bornscheuer und Kazlauskas (Bornscheuer

und Kazlauskas 1999)).

1.1.10 CANDIDA ANTARCTICA LIPASE B

CAL B besitzt ein Molekulargewicht von 33 kDa. Kommerziell erhéltliche Formulierungen
enthalten zwischen 16 und 51 Gew-% Protein (Weber et al. 1995). Die Lipase ist ein
rekombinantes Protein, das in Aspergillus exprimiert werden konnte (Hoegh et al. 1995).
CAL B zeigt keine oder nur geringe Grenzflichenaktivierung und spaltet langkettige
Triacylglyceride nur sehr langsam. Thre Eigenschaften dhneln deshalb mehr denen einer
Esterase. Sie findet Verwendung als vielseitig einsetzbarer Katalysator in der organischen

Synthese (Bornscheuer und Kazlauskas 1999).



1. EINLEITUNG 17

1.2 SUBSTRATE

1.2.1 TRIACYLGLYCERIDE UND TRIACYLGLYCERID ANALOGA

Lipasen katalysieren in der Natur die hydrolytische Spaltung von Triacylglyceriden. Dabei
entstechen Di- und Monoglyceride sowie Glycerin und freie Fettsduren. Die Fettmolekiile
besitzen drei Esterbindungen, wobei die beiden &duBleren Ester primirer Alkohole (sn-1 bzw.
sn-3), die mittlere den Ester eines sekundiren Alkohols (Sn-2) darstellen (Abbildung 7). Sind
die Reste an sn-1 und sn-3 identisch, so ist das Triacylglycerid prochiral. sn ist demnach die

"stereospezifische Numerierung".

R
o~
0)
sn-1 —— H H

O
o~
R3

Abbildung 7: Strukturformel eines Triacylglycerids und stereospezifische Numerierung der an
das Glycerid gebundenen Substituenten.

1.2.2 STRUKTURIERTE TRIACYLGLYCERIDE

Strukturierte Triacylglyceride sind Triacylglyceride, in denen entweder die veresterte
Fettsdure oder die Position der Fettsduren modifiziert wurden. Die in dieser Arbeit
verwendete OPO-Fraktion (1,3-Dioleoyl-2-palmitoylglycerid) wurde von Schmid und
Mitarbeitern synthetisiert und fiir die Untersuchung der sn-2 Regioselektivitit von Lipasen
zur Verfigung gestellt (Schmid et al. 1999). Das fiir die Untersuchungen mit CRL
verwendete POP (1,3-Dipalmitoyl-2-oleoylglycerid) wurde von Sigma erhalten. Abbildung 8
zeigt die Strukturformeln von OPO und POP:
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Abbildung 8: Die Strukturformeln von OPO (1,3-Dioleoyl-2-palmitoylglycerid) und POP
(1,3-Dipalmitoyl-2-oleoylglycerid).

1.2.3 WEITERE VON LIPASEN UMGESETZTE SUBSTRATE

Lipasen sind in der Lage, neben ihren natiirlichen Substraten, den Triacylglyceriden, weitere
Biotransformationen zu katalysieren. Darunter fallen die Hydrolyse von Estern und die
Veresterung von primdren und sekundiren Alkoholen sowie von Lactonen (Bornscheuer und

Kazlauskas 1999).

Primére Alkohole

Lipasen zeigen im allgemeinen geringere Enantioselektivitét bei der Umsetzung von priméren
als von sekundéiren Alkoholen. Thre Enantioselektivitdt ist bis heute nicht verstanden und in
hohem Malle empirisch (siche auch Kapitel). Untersuchungen zu den molekularen
Ursachen der Enantioselektivitit von PCL bei der Umsetzung primérer Alkoholsubstrate

waren Teil dieser Arbeit.

Sekundére Alkohole

Sekundire Alkohole und ihre Derivate sind die am hiufigsten von Lipasen umgesetzten
Substrate. Die in diesem Zusammenhang am intensivsten untersuchten Lipasen sind CAL B,
CRL, PPL, PCL und RML. Zur Beschreibung ihrer Enantiopréaferenz existiert eine empirische
Regel, die allein auf dem GroBenunterschied der Liganden am Stereozentrum basiert (siche

auch Kapitel Kazlauskas et al. 1991).
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Lactone

Lactone sind wichtige Aromastoffe und Synthesezwischenstufen. Lipasen finden Verwendung
bei der Synthese enantiomerenreiner Lactone entweder durch direkte Reaktion an der
Lactonbindung oder indirekt durch Reaktionen, die letztendlich zum enantiomerenreinen
Lacton fithren. Weitere Anwendung von Lipasen ist die selektive Bildung von Makroliden
und Dioliden aus Hydroxysduren (Bornscheuer und Kazlauskas 1999). Intensive

Untersuchungen wurden mit PPL und PCL (PSpL) durchgefiihrt.

1.3 REGIO- UND STEREOSELEKTIVITAT VON LIPASEN IN DER HYDROLYSE VON

TRIACYLGLYCERIDEN UND ANALOGA

Bei chemischen Reaktionen von Lipasen mit Triacylglyceriden und Analoga unterscheidet

man drei Selektivitétstypen:

1) Fettsdureselektivitat: Lipasen besitzen unterschiedliche Préferenzen fiir die Umsetzung
von Substraten mit langen und kurzen sowie gesittigten und ungeséttigten (cis/trans)
Fettsauren.

2) Regioselektivitat: Bei der Lipase-katalysierten Hydrolyse eines Triacylglycerids steht die
Spaltung der Ester primérer Alkohole (Position sn-1 bzw. sn-3) in Konkurrenz mit der
Umsetzung des Esters eines sekundédren Alkohols in sn-2 Position.

3) Stereoselektivitat: Die Hydrolyse erfolgt entweder an sn-1 oder sn-3. Die entstehenden
Produkte sind Stereoisomere. Man unterscheidet die Untertypen Diastereoselektivitit und
Enantioselektivitét.

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Untersuchungen zur Selektivitit von mikrobiellen

Lipasen beschrinkten sich auf die Regio- und Stereoselektivitat.

1.3.1 REGIOSELEKTIVITAT

Die meisten der bekannten Lipasen weisen ausgeprdgte sn-1(3) Regioselektivitdt auf, d.h.
Esterspaltung erfolgt entweder an sn-1 oder sn-3, kaum jedoch an sn-2. ROL besitzt mit
100 % Hydrolyse in sn-1 bzw. sn-3 die am stirksten ausgeprigte sn-1(3) Regioselektivitit.
Dagegen fanden Rogalska und Mitarbeiter fiir CAL A, CRL und GCL zusitzlich die Spaltung
von Triacylglyceriden in Position sn-2 (Rogalska et al. 1993).
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Riaublanc et al. untersuchten die Fettspaltung durch Katalyse mit Candida parapsilosis
Lipase in wiirigem Medium (Riaublanc et al. 1993). Dabei postulierten sie neben der
Reaktion in sn-1(3) auch Hydrolyse in sn-2. Weitere Informationen zur
Triacylglyceridspaltung in sn-2 finden sich bei Jensen und Mitarbeitern (Jensen et al. 1990).

Briand et al. untersuchten die Hydrolyse von Triolein durch Candida parapsilosis Lipase
(Briand et al. 1995). Dabei wurde offenkundig, da3 die vordergriindig von Riaublanc et al.
gefundene sn-2 Regioselektivitiat der Lipase im Grunde auf eine nicht-selektive Hydrolyse
gefolgt von einer Acylwanderung von sSn-2 nach sn-1(3) zuriickgeht. Rogalska und
Mitarbeiter schlossen Acylwanderung fiir ihre Untersuchungen unter den gewihlten
Reaktionsbedingungen zwar aus (Rogalska et al. 1993), doch blieb die Datenlage weiter
widerspriichlich. Um den Konflikt zwischen sn-2 Regioselektivitit und Acylwanderung zu
entschirfen, wurde in der vorliegenden Arbeit die sn-2 Regioselektivitit fiir CAL B, CRL,
PCL und ROL mit molecular modeling Techniken untersucht und fiir CAL A, CRL und RDL

experimentell verifiziert.

1.3.2 STEREOSELEKTIVITAT

Die Stereochemie befallt sich mit der dreidimensionalen Struktur von Molekiilen (griech.:
stereos - starr). Stereoisomere besitzen die selbe Konstitutiol;lh, unterscheiden sich jedoch in
der rdumlichen Anordnung ihrer Atome. Man unterscheidet in der Regel drei Arten der
Stereoisomerie:

1) Konfigurations-, Spiegelbild- oder optische Isomerie (z.B. R vs. S)EI

2) cis-trans-Isomerie

3) Konformations-, Rotationsisomerie (z.B. ekliptisch vs. gestaffelt

Zu den Spiegelbildisomeren gehoren Diastereomere und Enantiomere. Diastereomerie liegt
dann vor, wenn in einer Verbindung mit zwei chiraleg4 Gruppen sich nur Teile des Molekiils
wie Bild und Spiegelbild zueinander verhalten, die anderen Bereiche jedoch identische

Raumstruktur aufweisen. Sind in einer solchen Verbindung nicht nur einzelne Gruppen

! Konstitution bezeichnet die eindeutige und fiir jede chemische Verbindung charakteristische Anordnung von
Atomen, Gruppen und Bindungen in einem Molekiil, ohne Riicksichtnahme auf deren Ausrichtung im Raum.

? Konfigurationsisomere lassen sich durch Rotation nicht ineinander iiberfiihren.
? Konformationsisomere lassen sich durch Rotation ineinander iiberfiihren.

4 Chiralitit von cheir (griech. Hand) abgeleitete Eigenschaft eines Objektes, sich von seinem Spiegelbild zu
unterscheiden.
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sondern das ganze Molekiil spiegelbildlich zueinander angeordnet, so spricht man von
Enantiomeren. Enantiomere Verbindungen verhalten sich demnach zueinander wie Bild und
Spiegelbild (griech.: enantion - Gegenteil).

Stereo- bzw. Enantiopriferenz der in dieser Arbeit untersuchten Lipase-katalysierten
Biotransformationen geben Aufschlul {iber den bevorzugt umgesetzten Antipoden. Stereo-
bzw. Enantioselektivitidt hingegen sind ein Maf} fiir die Fihigkeit eines Enzyms, zwischen
zwel Stereoisomeren bzw. Enantiomeren zu unterscheiden. Die Enantioselektivitét E 148t sich
experimentell durch eine der drei unten stehenden Gleichungen berechnen, wenn zwei der
drei Variablen, Enantiomereniiberschul3 des Produkts, eep, Enantiomereniiberschufl des

Substrats, ees, und Umsatz, ¢, bestimmt wurden (Chen et al. 1982; Chen et al. 1987):

In

E:ln[l—c(1+eep)] In[(1-c)(1-ee ) e, !
In[1-c(1-ee, )] (

In

Der Umsatz errechnet sich wie folgt:

¢[4)] = ﬁ 0100

Im Gegensatz zu Lipasen setzen andere Hydrolasen (Proteasen, Phospholipasen,
Glucosidasen, Nucleasen) unter physiologischen Bedingungen nur einen optischen Antipoden
threr Substrate um. Lipasen hingegen reagieren in den meisten Fillen mit beiden chiralen
Formen, genauso wie mit prochiralen Substraten, jedoch mit unterschiedlicher Stereo- bzw.
Enantioselektivitit (Rogalska et al. 1993). Untersuchungen zur stercoselektiven Hydrolyse
von chiralen und prochiralen Triacylglyceriden und Analoga wurden u.a. von Stadler et al.
und Rogalska et al. durchgefiihrt (Rogalska et al. 1993; Stadler et al. 1995).

Abbildung 9 stellt die sn-1(3) regioselektive Hydrolyse eines Triacylglycerids dar, die zu
unterschiedlichen Stereoisomeren fiihrt. Bei der Hydrolyse der sn-1 bzw. sn-3 Kette an C2 (2)
entstehen unterschiedliche Konformationen fiir die Diacylglyceride. So entsteht durch

Hydrolyse der sn-1 Fettsdure das (R)-, bei Hydrolyse an sn-3 das (S)-Konfigurationsisomer.
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Abbildung 9: Stereoselektive Hydrolyse eines prochiralen Triacylglycerids (R; = R;) zum
chiralen 2,3(1,2)-Diacylglycerid durch eine sn-1(3) regioselektive Lipase. Erfolgt die
Esterspaltung in sn-1, entsteht am C1 (1) des Glycerids ein primarer Alkohol und damit an C2
(2) ein Stereozentrum (). Findet die Hydrolyse in Sn-3 statt, entsteht der primére Alkohol an
C3 (3) und das Stereozentrum gleichfalls an C2 (2).

Ursachen der und Einfliisse auf die Stereoselektivitat von Lipasen

Lipasen sind in der Lage, ein breites Substratspektrum mit unterschiedlich ausgeprigter

Stereopriaferenz und -selektivitdt umzusetzen. Dabei spielen drei Faktoren eine entscheidende

Rolle:

1) Einflisse des Enzyms. Die Grole und Gestalt der Substratbindungstasche der Lipase
bestimmt in vielen Fillen entscheidend die Stereopriferenz, d.h. welches Stereoisomer
eines Substrats bevorzugt gespalten wird. Dies gilt nur in eingeschriankter Form fiir
sekunddre Alkoholsubstrate (siche Kapitel [.3.3), in jedem Fall jedoch fiir
Triacylglyceride und Analoga. Pleiss und Mitarbeiter flihrten eine umfassende Studie der
Form und Charakteristika unterschiedlicher Lipasen durch (Pleiss et al. 1998).

2) Einflisse des Substrats. Der Einflul des Substrats auf die Stercoselektivitit ist

mannigfaltig. So beeinflussen die Kettenldnge, die chemische Natur des veresterten



1. EINLEITUNG 23

Alkohols, der Grad an Unséttigung sowie bei Triacylglyceriden und deren Analoga die
chemische Struktur des sn-2 Substituenten die Stereoselektivitit (Kazlauskas und
Bornscheuer 1998).

3) AuBere Einflisse. AuBere Einfliisse auf die Stereopriferenz und -selektivitit sind vor
allem die Reaktionstemperatur sowie die Polaritit des Losungsmittels (Bornscheuer und

Kazlauskas 1999).

1.3.3 MODELL FUR SEKUNDARE ALKOHOLE

Die enantioselektive Umsetzung von sekundiren Alkoholsubstraten durch Lipasen gehort zu
den am besten untersuchten und verstandenen Reaktionen. Kazlauskas et al. etablierten eine
allgemeingiiltige empirische Regel, mit der es moglich ist, das bevorzugt umgesetzte
Enantiomer eines sekundidren Alkoholsubstrats bei der Hydrolyse respektive Veresterung
vorherzusagen (Kazlauskas et al. 1991). Diese Regel wurde durch die experimentellen
Ergebnisse ~ weiterer  Lipase-katalysierter ~ Biotransformationen =~ von  sekundiren

Alkoholsubstraten bestitigt (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Modell und Messungen zur Stitzung des Modells zur Vorhersage der
Enantiopriaferenz von Lipasen bei der Umsetzung von sekunddren Alkoholen und deren
Derivaten, basierend auf der GroBe der Substituenten am Stereozentrum (siche auch
Abbildung 10).

Lipase Referenz Bemerkungen
CALB (Orrenius et al. 1995) 8 Substrate
CRL (Kazlauskas et al. 1991) 86 Substrate
giiltig fiir cyclische,
nicht aber acyclische Substrate
PAL (Kim und Cho 1992) 28 Substrate
PCL (Laumen 1987) auch primére Alkoholsubstrate
PCL (Xie et al. 1990) 6 Substrate
PCL (Kazlauskas et al. 1991) 64 Substrate
PFL (Burgess und Jennings 1991) 31 Substrate
PFL (Naemura et al. 1993; Naemura et al. 1995) 27 Substrate
PPL (Janssen et al. 1991) 23 Substrate
PPL (Lutz et al. 1992) 21 Substrate
RML (Roberts 1989) 6 Substrate
Lipase QL  (Naemura et al. 1996) 27 Substrate

Das Modell basiert auf der GroBe der Substituenten am Stereozentrum und postuliert die
Vorhersagbarkeit der Enantioselektivitidt allein aufgrund des GroBenunterschiedes der
Substituenten. Tatsédchlich 1ist es einer Reihe von Wissenschaftlern gelungen, die
Enantioselektivitit durch Variation der SubstituentengréfSe zu modifizieren (Kazlauskas et al.
1991; Gupta und Kazlauskas 1993; Rotticci et al. 1997). Abbildung 10 zeigt die Orientierung

des bevorzugt umgesetzten Enantiomers (nach Kazlauskas et al. (Kazlauskas et al. 1991)):
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BTM BTL

Abbildung 10: Empirische Regel zur Vorhersage des bevorzugt umgesetzten Enantiomers
eines sekunddren Alkoholsubstrats bei der Lipase-katalysierten Umsetzung. M ist ein
Substituent mittlerer GroBe, z.B. Methyl, der an die BTM (Bindungstasche fiir den
mittelgrofen Substituenten) bindet. L ist ein groBer Substituent, z.B. Phenyl, der an die BTL
(Bindungstasche fiir den groBBen Substituenten) bindet. In Hydrolysereaktionen stellt das
dargestellte Enantiomer das bevorzugt gespaltene Substrat dar.

1.3.4 MODELL FUR PRIMARE ALKOHOLE

Weissfloch und Kazlauskas postulierten eine Regel, die, analog zur Regel fiir sekundére
Alkohole, die Enantioselektivitit von PCL fiir primire Alkoholsubstrate beschreibt
(Weissfloch und Kazlauskas 1995). Grundsitzlich beruht diese Regel gleichfalls auf der
GroBe der Substituenten am Stereozentrum. Jedoch unterscheidet sich die Enantiopriaferenz
fiir sekundére von der fiir primire Alkoholsubstrate (Abbildung 11). Die Hydroxylgruppe des
sekundédren Alkoholderivats zeigt demnach in die der Hydroxymethylgruppe des primédren
Alkohols entgegengesetzte Richtung. Weissfloch und Kazlauskas fiihrten dies auf einen
Knick zuriick, dem sich die Methylengruppe bei der Bindung des priméren Alkoholsubstrats
an die Lipase unterwerfen mul3, soll eine katalytisch aktive Bindung erreicht werden. In
diesem Fall binden M und L in die selben Bindungstaschenbereiche wie bei der Umsetzung
von sekundiren Alkoholsubstraten (Abbildung 11, mitte). Die Autoren postulierten noch
einen zweiten Bindungsmodus fiir primédre Alkoholsubstrate, der von ihnen jedoch als nicht
wahrscheinlich interpretiert wurde. Hierbei binden M und L in die Bindungstasche fiir den
groflen Substituenten, wahrend die Bindungstasche fiir den Substituenten mittlerer Grof3e von
einem Wasserstoff der Methylengruppe besetzt wird. Dieser Bindungsmodus hat den Vorteil,
dal der Knick in Modus 1 vermieden wird. Neue molecular modeling Studien zeigen jedoch,
daB3 die Alkoholsubstituenten in primiren und sekunddren Alkoholsubstraten nicht in den

selben Bindungstaschenbereich binden (Tuomi und Kazlauskas 1999).
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Abbildung 11: Die empirischen Regeln fiir die Enantiopriferenz von PCL fiir sekundéire
(links) und primdre (mitte und rechts) Alkohole. Links: Enantiomer des bevorzugt
umgesetzten sekunddren Alkoholsubstrats in dem von Kazlauskas et al. postulierten
Bindungsmodus (nach Kazlauskas et al. (Kazlauskas et al. 1991)). Mitte: Enantiomer des
bevorzugt umgesetzten primiren Alkoholsubstrats in dem von Weissfloch und Kazlauskas
sowie von Tuomi und Mitarbeitern postulierten Bindungsmodus (Hypothese 1) (Weissfloch
und Kazlauskas 1995; Tuomi und Kazlauskas 1999). Rechts: Enantiomer des bevorzugt
umgesetzten primdren Alkoholsubstrats in alternativem Bindungsmodus (Hypothese 2)
(Weissfloch und Kazlauskas 1995). Die Regel fiir primdre Alkoholsubstrate besitzt keine
Giiltigkeit, wenn ein Sauerstoffatom direkt benachbart zum Stereozentrum lokalisiert ist (nach
Weissfloch und Kazlauskas (Weissfloch und Kazlauskas 1995)).

Nachteile dieser Regel sind, daB3 sie lediglich fiir PCL aufgestellt wurde und nur flir primére
Alkoholsubstrate gilt, die kein Sauerstoffatom direkt benachbart zum Stereozentrum besitzen.
Die restlichen untersuchten primiren Alkoholsubstrate sind in 89% der Fille korrekt durch
die Regel beschrieben (in 54 von 61 Fillen). Zudem ist eine Anderung der Enantioselektivitit
durch die Anderung der GroBe der Substituenten analog der sekundiren Alkoholsubstrate

nicht moglich.

1.3.5 MODELL FUR TRIACYLGLYCERIDE UND ANALOGA

Eine Ubertragung der erweiterten empirischen Regel von Weissfloch und Kazlauskas
(Weissfloch und Kazlauskas 1995) auf Triacylglyceride war bislang nicht mdglich, obwohl
Triacylglyceride strukturell Ester primérer Alkohole darstellen. Jedoch besitzen

Triacylglyceride und Analoga ein Sauerstoffatom am Stereozentrum.
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1.3.6 EXPERIMENTELLE BEFUNDE ZUR STEREOSELEKTIVITAT VON LIPASEN IN DER

HYDROLYSE VON TRIACYLGLYCERIDEN UND ANALOGA

Experimentelle Untersuchungen ergaben einerseits, daf3 unterschiedliche Lipasen das gleiche
Triacylglycerid (Trioctanoin bzw. Triolein) mit unterschiedlicher Stereoselektivitit und
-priferenz hydrolysieren (Rogalska et al. 1993). Andererseits ist der sn-2 Substituent eines
Triacylglycerids entscheidend an der korrekten Positionierung des Substrats in die
Bindungstasche beteiligt (Stadler et al. 1995). Stadler und Mitarbeiter untersuchten die
Stereoselektivitdt mikrobieller Lipasen (CRL, CVL, PSpL, RAL) bei der Hydrolyse von
Triacylglycerid Analoga, die an Position sn-2 unterschiedliche chemische Struktur aufwiesen.
Die ausgewihlten Triacylglycerid Analoga besallen in sn-2 eine Ether-, Ester-, Amid- bzw.
Phenylgruppe (siche Kapitel . Hydrophobizitit und sterischer Anspruch der sn-2
Substituenten wurde durch Modifikation der funktionellen Gruppe, die dem prochiralen C2
des Glycerids direkt benachbart ist, sowie die Linge und den Grad der Unsittigung der
Fettsiuren variiert. Stadler et al. fanden, daB nur geringe strukturelle Anderungen am sn-2
Substituenten die Stereoselektivitit und -préferenz von Lipasen signifikant beeinflussen
konnen, wohingegen bei den untersuchten Lipasen die Kettenldnge der Fettsduren in sn-1(3)
eine nur untergeordnete Rolle spielt. Die Autoren postulierten den Einflufl verschiedener
Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat, die polare, hydrophobe und sterische
Einfliisse beriicksichtigen sollten (Stadler et al. 1995). Weitergehende Studien ergaben, dal3
die chemische Natur der sn-1(3) Substituenten nur einen geringen Effekt auf Stereoselektivitét

hat (Stadler et al. 1995; Kovac et al. 1996).

1.3.7 BINDUNG VON TRIACYLGLYCERIDEN UND ANALOGA AN ROL

Holzwarth et al. postulierten, dal ein Triacylglycerid bzw. Analogon nicht nur in zwei
sogenannten Orientierungen (Sn-1 bzw. sn-3), sondern zusétzlich in zwei Bindungsmodi (Sn-2
down bzw. sn-2 up) an eine Lipase binden kénnen (Holzwarth et al. 1997). Untersuchungen
der Bindungstaschencharakteristika ~der ROL lieferten zwei  charakteristische
Bindungsbereiche, an die hydrophobe Fettsdureketten binden kénnen. Diese Informationen in
Verbindung mit der Kenntnis des Katalysemechanismus (siehe Kapitel ergaben flir
ROL, daB} die Bindung der hydrolysierten sn-1(3) Fettsdure an den sogenannten hydrophobic
crevice erfolgt. Wird die sn-1 Fettsdure abgespalten, bindet das Molekiil in sn-1 Orientierung,

bei Hydrolyse des sn-3 Fettsdureesters bindet das Substrat in sn-3 Orientierung. Der kleinere
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und weniger tiefe hydrophobic dent bindet den sn-2 Substituenten im sogenannten sn-2 down
Bindungsmodus, in sn-2 up die nicht-hydrolysierte sn-3(1) Fettsdurekette. Abbildung 12 zeigt
die vier Moglichkeiten der Bindung eines Triacylglycerids bzw. Analogons an eine sn-1(3)
regioselektive Lipase (Holzwarth et al. 1997).

Holzwarth und Mitarbeiter postulierten, dafl die Bindung im sn-2 down Modus der
konventionellen Substratbindung entspricht, wihrend die Bindung in sn-2 up dann auftritt,
wenn ein sterisch anspruchsvoller Substituent an die sn-2 Position substituiert ist (Holzwarth

etal. 1997).

sn-1 Orientierung sn-2 down Bindungsmodus sn-3 Orientierung  sn-2 down Bindungsmodus
NG VA VAN ISANGA VA VAN
X X
hydrophobic dent H H
//
2 \\/\/\/\ ‘AC2 2 s\/\/\/\ R C2
Ny N v
X X
1 /\/\/\/ N 3 /\/\/\/ N
, _ Ser Ser
a hydrophobic crevice b
sn-1 Orientierung sn-2 up Bindungsmodus sn-3 Orientierung sn-2 up Bindungsmodus

2 VA VAVAN 2 \ AN\
NSNS\ \g NS

X X

1 /NN N NAVAVAVIIAN

Ser

Ser

c d

Abbildung 12: Die vier postulierten Mdoglichkeiten der Bindung eines Triacylglycerids bzw.
Analogons an eine sn-1(3) regioselektive Lipase. Es existieren je zwei Orientierungen (sSn-1
bzw. sn-3) und Bindungsmodi (sn-2 down bzw. sn-2 up). In der linken Spalte (a und c) bindet
die sn-1 Fettsdurekette an den hydrophobic crevice (sn-1 Orientierung), in der rechten Spalte
(b und d) die sn-3 Fettsdurekette (Sn-3 Orientierung). In der oberen Reihe (a und b) bindet der
sn-2 Substituent an den hydrophobic dent (sn-2 down), in der unteren Reihe (C und d) die
nicht-hydrolysierte sn-3(1) Fettsdurekette (sn-2 up). X: OC(O) Estergruppe, Y: funktionelle
Gruppe am Sn-2 Substituenten.

1.4 PROTEIN ENGINEERING

Enzyme sind in ihrer Effizienz und Prézision den konventionellen Katalysatoren weit
iberlegen. Dennoch sind natiirlich vorkommende Enzyme fiir den kommerziellen Einsatz nur
in Ausnahmefillen geeignet, da sie die fiir die jeweilige Anwendung wichtigen Kriterien

zumeist nur unvollstdndig erfiillen. Aus diesem Manko erwuchs der Wunsch nach speziellen
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Biokatalysatoren, deren Eigenschaften optimal an die jeweilige Reaktion angepalit sind. Um
dieses Ziel zu erreichen, stehen zwei prinzipiell unterschiedliche Ansdtze zur Verfligung:
evolutive Methoden und rationales Proteindesign.

Die resultierenden verdnderten Enzyme besitzen beispielsweise modifizierte Aktivitdt und
Substratspezifitit, erhohte Thermostabilitit, verbesserte Stabilitdt gegeniiber alkalischen oder
sauren Medien und chemischen Einfliissen wie z.B. Oxidationsmitteln oder dem Abbau durch
Proteasen (Frenken et al. 1993; Bott et al. 1994). Zudem wurden gezielt Mutationen in die
Gene von Enzymen eingefiihrt, um die fiir die katalytische Aktivitdt essentiellen Aminosduren
zu identifizieren (z.B. fiir ROL: Beer et al. (Beer et al. 1996), fiir PCL: Quyen et al. (Quyen et
al. 1999)).

Strategien

Evolutives Proteindesign bietet durch ungerichteten Einbau von Mutationen in das
entsprechende Gen die Moglichkeit, in kurzer Zeit eine Vielzahl an Mutanten zu erhalten.
Diese werden dann mit Hilfe spezifischer Assays auf verbesserte Eigenschaften getestet und
nur im Fall eines positiven Assaysignals charakterisiert.

Die Methode des rationalen Proteindesigns setzt eine eingehende Kenntnis der Struktur-
Funktions-Beziehungen im Protein voraus. Dazu notwendig ist entweder eine experimentell
durch Rontgenstrukturanalyse oder NMR-Techniken ermittelte 3D-Struktur oder ein
theoretisches Strukturmodell, das auf der Aminosduresequenz basiert. Davon ausgehend
werden mogliche und vielversprechende potentielle Mutageneseorte identifiziert und die
Mutationen ortsgerichtet in das Gen eingefiihrt. SchlieBlich werden die Mutanten auf
verbesserte Eigenschaften untersucht.

Um gezielt Mutationen in ein Gen einzufiihren, stehen verschiedene Methoden zur
Verfiigung. Die ersten entwickelten Verfahren beschriankten sich auf die Manipulation in der
Umgebung von Restriktionsschnittstellen. Durch Schneiden an solchen Stellen, Auffiillen der
iiberhdngenden Enden und Religieren konnen Insertionen, d.h. zusétzliche Nucleotide,
eingefithrt werden. Das Schneiden an zwei benachbarten Stellen und Religieren fiihrt zu
Deletionen, d.h. dem Herausschneiden von Nucleotiden aus der DNA-Sequenz. Die
zielgerichtete Mutagenese unter Verwendung synthetischer Oligonucleotide wurde von
Dalbadie-McFarland und Mitarbeitern etabliert, wobei die synthetischen Oligonucleotide an
das zu mutierende Gen hybridisiert wurden und der Gegenstrang im Anschlufl von Phagen
synthetisiert wurde (Dalbadie-McFarland et al. 1982). Diese Methode wurde von Hemsley et

al. zur in vitro Mutagenese unter Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
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weiterentwickelt, der heute am verbreitetsten Methode zur Einfilhrung von gezielten
Mutationen (Hemsley et al. 1989). Die Einfithrung von Mutationen nach dieser Methode
(Punktmutation, Deletion bzw. Insertion) erfordert spezielle Oligonucleotide, die Trager der
gewiinschten Modifikation sind, ansonsten jedoch in ihrer Sequenz mit dem Wildtyp
ibereinstimmen. Optional konnen noch charakteristische Restriktionsschnittstellen eingebaut
werden, die eine schnelle, einfache und billige Uberpriifung der Mutagenese erlauben. Diese
kurzen Sequenzfragmente dienen dann als Primer in einer enzymatischen Synthesekette
(PCR), in der das zu mutierende Plasmid als Vorlage dient. Nach Abschlufl der QuikChange
PCR wird das parentale Plasmid durch enzymatischen Dpnl-Verdau abgebaut. Damit wird
gewihrleistet, dall lediglich die Mutation tragende DNA transformiert wird. Das
Vorhandensein der Mutation in den Transformanden wird entweder qualitativ mit Hilfe der
charakteristischen neu eingefiihrten Restriktionsschnittstellen oder durch Sequenzierung der

Plasmid-DNA iiberpriift.
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2. ZIELSETZUNG

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung mehrerer theoretischer Modelle zum molekularen
Verstindnis der Stereo- bzw. Enantioselektivitit von mikrobiellen Lipasen bei der
hydrolytischen Esterspaltung von:

1) Triacylglyceriden und deren in Position Sn-2 modifizierten Analoga

2) weiteren primiren Alkoholsubstraten

3) y-und &-Lactonen

mit dem Ziel, Vorhersagen treffen und gezielt Modifikationen an Lipase und/oder Substrat

vorschlagen zu konnen, die die Stereo- bzw. Enantiopréferenz deutlich beeinflussen.

Ausgehend von der Lipase aus Rhizopus oryzae sollten die Wechselwirkungen zwischen

Lipase und Triacylglyceriden bzw. deren Analoga mittels molekulardynamischer

Simulationen untersucht und analysiert werden. In Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen

Spener, Miinster, und Paltauf, Graz, sollten gezielt Mutationen in das Gen der Rhizopus

oryzae Lipase eingefiihrt werden, die zu modifizierter Stereoselektivitit bzw. -priaferenz

fiihren und mit deren Hilfe die Giiltigkeit des Computermodells {iberpriift werden sollte.

Im néchst folgenden Schritt sollte das bestehende Modell dann fiir weitere mikrobielle

Lipasen aus Rhizomucor miehei, Pseudomonas cepacia, Candida rugosa sowie die Lipase B

aus Candida antarctica erweitert werden. Dazu gehorte neben den molecular modeling

Studien die gezielte Verdnderung der Stereoselektivitit von Pseudomonas cepacia Lipase

durch positionsgerichtete Mutagenese.

In der zweiten Phase sollte die Enantioselektivitit von Pseudomonas cepacia Lipase bei der

Umsetzung von Estern anderer primérer Alkohole untersucht werden. Die hierfiir

notwendigen experimentellen Daten wurden der Literatur entnommen. Dabei sollten sich die

molecular modeling Untersuchungen auf zwei Klassen von Substraten beschranken:

1) primédre Alkoholsubstrate, die sich von den Triacylglyceriden unterscheiden, jedoch
untereinander  strukturell verwandt sind und  signifikant  unterschiedliche
Enantioselektivitdten und -préferenzen aufweisen

2) geschiitzte Triacylglyceride, die an sn-3(1) und sn-2 Position mit unterschiedlichen
Schutzgruppen verestert worden waren.

Das Ziel dieses Arbeitsabschnitts war, wie fiir Triacylglyceride und Analoga, die molekularen

Ursachen der Enantioselektivitdt zu verstehen und zu beschreiben.

In der dritten Phase sollte die Enantioselektivitat der Pseudomonas cepacia Lipase bei der

Hydrolyse von y- und O&-Lactonen molekulardynamisch untersucht werden. Die hierzu
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bendtigten experimentellen Daten wurden gleichfalls der Literatur entnommen. Die Lactone
stellen einen Sonderfall sekundérer Alkoholsubstrate dar, da ihr Ringsystem fiir eine, von den
weithin verbreiteten linearen sekundiren Alkoholsubstraten, verdnderte Enantioselektivitét
verantwortlich ist. Ziel dieses Arbeitsabschnittes war, die bislang noch nicht verstandenen
molekularen Ursachen der Enantioselektivitit von Pseudomonas cepacia Lipase bei der
Spaltung von y- und &-Lactonen zu identifizieren und ein Modell zu entwickeln, mit dessen

Hilfe die Enantioselektivitét vorhergesagt werden kann.
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3. MATERIALIEN UND METHODEN

3.1 VERWENDETE HARDWARE

Silicon Graphics Workstation Prozessor Arbeitsspeicher
Indigo 2 MIPS-R10000 128 MB
Indy MIPS-R4400 64 MB

3.2 VERWENDETE SOFTWARE UND ONLINE-DATENBANKEN

Verwendung Programm

URL Literatur

Proteinsequenzen

Swiss-Prot Iffﬁ% f(expasn_hguge.gh g|

(Bairoch und
Apweiler 1997,
Bairoch und
Apweiler 1999)

Proteinsequenz ROL PIR http://www.embl-| (Sidman et al. 1988)
heidelberg.de/srsSbin/¢
gi-bin/wgetz?- |
fun+pagelibinfo+-
info+PIR |
Sequenzvergleich dialign2 mLMJ (Morgenstern et al.
uni- 1996)
hielefeld de/dialion/|
Proteinstrukturen Protein Databank %j (Bernstein et al.
(PDB) =bi i 1977)
Visualisierung insightll M -
m/
Bindungstaschenanalyse GRID - (Goodford 1985)
Energieminimierung sybyl6.4 [http://www.tripos.com| -
Molekulardynamische sybyl6.4 [http://www tripos.com | -

Simulationen



http://expasy.hcuge.ch/srs5/
http://expasy.hcuge.ch/srs5/
http://www.embl-heidelberg.de/srs5bin/cgi-bin/wgetz?-fun+pagelibinfo+-info+PIR
http://www.embl-heidelberg.de/srs5bin/cgi-bin/wgetz?-fun+pagelibinfo+-info+PIR
http://www.embl-heidelberg.de/srs5bin/cgi-bin/wgetz?-fun+pagelibinfo+-info+PIR
http://www.embl-heidelberg.de/srs5bin/cgi-bin/wgetz?-fun+pagelibinfo+-info+PIR
http://www.embl-heidelberg.de/srs5bin/cgi-bin/wgetz?-fun+pagelibinfo+-info+PIR
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/
http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/dialign/
http://www.pdb.bnl.gov/pdb-bin/pdbmain
http://www.pdb.bnl.gov/pdb-bin/pdbmain
http://www.biosym.com/
http://www.biosym.com/
http://www.tripos.com/
http://www.tripos.com/
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3.3 LIPASESTRUKTUREN

3.3.1 EXPERIMENTELL BESTIMMTE LIPASESTRUKTUREN

Experimentell bestimmte Kristallstrukturen der offenen Konformation der Lipasen aus
Rhizomucor miehei (4tgl (Derewenda et al. 1992; Derewenda et al. 1992)), Pseudomonas
cepacia (2lip (Schrag et al. 1997)), Candida rugosa (1lpm (Cygler et al. 1994; Grochulski et
al. 1994)) sowie der Lipase B aus Candida antarctica (11bs (Uppenberg et al. 1995)) wurden

aus der Protein Databank, PDB iibernommen (Bernstein et al. 1977).

3.3.2 STRUKTURMODELL FUR ROL

Liegen fiir ein Protein keine experimentellen Strukturdaten vor, kann ein Homologiemodell
zu einem nahe verwandten Protein erstellt werden. Dabei werden die Aminosiduresequenzen
der Proteine verglichen und bestmoglich tiberlagert (sequence alignment). Anschlieend
werden die Atomkoordinaten des Proteinriickgrats der Sequenzvorlage auf die Zielsequenz
ibertragen. Die Seitenketten werden ergénzt und in die vorhandenen "Liicken" eingepalt.
AbschlieBend wird das Gesamtsystem energetisch minimiert.

Fir Rhizopus Lipase liegt keine experimentell bestimmte 3D-Struktur der Lipase mit
ge6ffnetem lid vor. Allerdings konnte eine halb offene Struktur der RDL kristallisiert werden,
bei der jedoch ausschlieBlich das Proteinriickgrat aufgelost werden konnte (1tic (Derewenda
et al. 1994)). Zudem liegen Strukturdaten der geschlossenen Konformation der RNL vor (11gy
(Kohno et al. 1996)). Fiir ROL konnte jedoch auf ecin entsprechendes Strukturmodell von
Gerd Wohlfahrt zuriickgegriffen werden, das auf Basis der RML erstellt wurde (Beer et al.
1996).

3.4 CHARAKTERISIERUNG DER SUBSTRATBINDUNGSSTELLEN IN LIPASEN

Die in diesem Abschnitt abgehandelten Daten lagen zu Beginn der in dieser Arbeit
dargestellten Untersuchungen vor und dienten zur Orientierung bei der Bindung der Substrate
an die jeweilige Lipase sowie bei der Identifizierung und Beurteilung der Wechselwirkungen

zwischen Enzym und Substrat.
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3.4.1 DIEKATALYTISCHE TRIADE

In allen Féllen war fiir die verwendeten Lipasen die Lage der Aminosduren der katalytischen
Triade in der Substrat-Bindungstasche bekannt (Tabelle 5) (Pleiss et al. 1999). So auch fiir
ROL, fiir die eine Kristallstruktur der halb gedffneten (RDL) (Derewenda et al. 1994) bzw.
geschlossenen Konformation der Lipase (RNL) vorlag (Kohno et al. 1996).

Tabelle 5: Die Aminosduren der katalytischen Triade in den untersuchten mikrobiellen
Lipasen

Lipase Katalytische Triade

ROL S145 D204 H257
RML S144 D203 H257
PCL S87 D264 H286
CRL S209 E341 H449
CALB S105 D187 H224

3.4.2 DAS OXYANION HOLE

Die bei der Umsetzung von Substraten durch Lipasen entstehende Zwischenstufe ist kovalent
an das Nucleophil gebunden. Die negative Ladung wird dabei vom Serin der katalytischen
Triade auf das Substrat {ibertragen und findet sich dort bevorzugt am Carboxyl-Sauerstoff
(Oxyanion). Stabilisiert wird die negative Ladung durch Ausbildung von mindestens zwei
H-Briicken Bindungen von Resten der Lipase zum Oxyanion hin. Diese Aminosduren bilden

das sogenannte oxyanion hole (Tabelle 6).

Tabelle 6: Die Aminoséduren des oxyanion holes in den untersuchten Lipasen.

Lipase oxyanion hole

ROL T83 L146
RML S82 L145
PCL L17 Q88
CRL G124 A210

CAL B T40 Q106
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3.4.3 IDENTIFIZIERUNG HYDROPHOBER UND HYDROPHILER BINDUNGSSTELLEN

Die Substratbindungsstellen der untersuchten Lipasen wurden mit verschiedenen Sonden der
GRID-Software analysiert (Goodford 1985). Hierfiir wurden die Methyl-, Wasser- sowie die
dry-Sonde verwendet. Die Methylsonde entspricht einer CHi;-Gruppe, die iiber die
Proteinoberfliche gefiihrt wird und zum Auffinden unpolarer Regionen dient. Die
Wassersonde reprédsentiert ein Wassermolekiil, mit dessen Hilfe sich hydrophile
Bindungsstellen auf der Proteinoberfliche identifizieren lassen. Die dry-Sonde besitzt
dhnliche strukturelle Parameter wie die Wassersonde, jedoch mit umgekehrten Eigenschaften
hinsichtlich Hydrophobizitidt und der Mdoglichkeit zur Ausbildung von Wasserstoftbriicken.
Sie wird verwendet, um hydrophobe Bereiche auf der Proteinoberfliche aufzufinden.

Die berechneten Oberflichen wurden in das sybyl Softwarepaket eingelesen und dienten als

Vorlage fiir die manuelle Bindung der Substrate an die Lipase.

3.5 SUBSTRATBINDUNG IN DIE BINDUNGSTASCHE

3.5.1 ALLGEMEINE BEMERKUNGEN

Molecular modeling Untersuchungen zur Enantioselektivitdt von Lipasen bei der Hydrolyse
von Triacylglyceriden, deren Analoga, Lactonen und Estern primérer Alkohole wurden an
Lipase-Substrat Komplexen durchgefiihrt, bei denen das Substrat kovalent an die Lipase
gebunden ist. Jeder dieser Komplexe entsprach der ersten tetraedrischen Zwischenverbindung
der Esterhydrolyse in Serin-Proteasen und stellt den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
dar (siehe Kapitel). Die Positionierung des Substrats in der Bindungstasche der Lipase
im Vorfeld von Energieminimierung und molekulardynamischer Simulation wurde durch
mehrere EinfluBgrofen bestimmt:
1) Die Lage der Aminosduren der katalytischen Triade und des oxyanion holes bestimmen
die Position des tetraedrischen Kohlenstoffs, des Oxyanions und des Estersauerstoffs O1,
02 bzw. O3.
2) Die Lage der hydrolysierten Fettsdurekette resultiert aus der Analyse der
Substratbindungstasche unter Verwendung von GRID (hydrophobic crevice, Abbildung
12). Zusitzlich konnte fiir RML, CRL und CAL B aus der Lage eines Inhibitors auf die

Ausrichtung der gespaltenen Fettsdurekette geschlossen werden.
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3) Die Position des Alkoholrestes in der Substratbindungstasche ergab sich aus der
individuellen Struktur und dem Verhiltnis von hydrophoben zu hydrophilen Bereichen in

der Alkoholbindungstasche.

3.5.2 STEREOSELEKTIVITAT

Triacylglyceride und Analoga

Fiir die molecular modeling Untersuchungen wurden Trioctanoin sowie Analoga verwendet,

die mit einer anderen als der Estergruppe in sn-2 Position an das C2 Atom des Glycerids

binden. Die Auswahl der Substrate erfolgte dergestalt, dal zwei Substratklassen gebildet
werden konnten, abhingig von der GroBe und der chemischen Struktur der funktionellen

Gruppe am C2 des Glycerids (Abbildung 13):

1) Flexible Substrate koppeln in sn-2 Position mit einer rotierbaren O'-C1' Ester- bzw.
Etherbindung an das C2 des Glycerids.

2) Starre Substrate sind Triacylglycerid Analoga, die in Position Sn-2 einen Substituenten
mit einer Bindungsordnung grofler eins besitzen: eine starre N'-C1' Amidbindung bzw.
einen grof3en und rigiden Phenyl-Substituenten.

Es wurden Trioctanoin und drei (ROL vier) weitere Triacylglycerid Analoga an die Lipasen

gebunden. Drei der untersuchten Substrate gehorten zur Gruppe der flexiblen, zwei zur

Gruppe der starren Substrate. Abbildung 13 gibt einen Uberblick iiber die chemische Struktur

der sn-2 Substituenten, sowie deren Trivialnomenklatur. Die systematischen Namen der

Substrate finden sich im Abkiirzungsverzeichnis. Das Ether-Analogon (1) bindet {iber eine

kleine und flexible O'-C1'-Alkylether-Bindung an das Glycerid. Das Ester-Analogon (3)

besitzt die Flexibilitdit der O'-Cl1'-Einfachbindung, ist jedoch deutlich grofer als der

Alkylether-Substituent. Das Benzylether-Analogon (2) bindet einerseits iiber eine flexible

O'-C1'-Etherbindung an das Glycerid, andererseits ist der aromatische Ring sterisch

anspruchsvoll. Das Amid-Analogon (4) bindet iiber eine starre Amidbindung an das C2 des

Glycerids. Die Raumerfiillung der Amidgruppe entspricht in etwa der der Estergruppe. Im

Phenyl-Analogon (5) bindet der Aromat direkt an das C2 des Glycerids. Die benachbarte

C1'-C2'-Bindung im sn-2 Substituenten ist demnach gleichfalls rigide. Die Planaritdt des

Aromaten 148t sich unter den gegebenen Bedingungen nicht autheben.

Dabei wurde der C8:0 sn-2 Ester (3) durch ein Ether- (1), Amid- (4), Phenyl- (5) und, im Fall

der ROL, durch ein Benzylether-Analogon (2) ersetzt. Abbildung 13 gibt eine Ubersicht iiber

die in dieser Arbeit untersuchten Substrate:
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Abbildung 13: Im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Triacylglyceride und Analoga. Das
Trioctanoin (R, = C7:0; 3) wurde durch einen aliphatischen Ether- (R, = C8:0; 1),

Benzylether- (R, = CH,Ph; 2) (nur ROL), Amid- (R, = C7:0; 4) bzw. Phenyl-Substituenten
(R, = Ph; 5) ersetzt.

Die sn-2 Substituenten der Triacylglyceride und ihrer Analoga wurden im sn-2 down
Bindungsmodus in den hydrophobic dent orientiert, im sn-2 up Bindungsmodus beherbergte
der hydrophobic dent die nicht-hydrolysierte sn-3 Fettsdurekette (Abbildung 12).

Experimentelle Untersuchungen wurden mit Triolein und Analoga am Institut fiir Biochemie
und Lebensmittelchemie der Technischen Universitit Graz im Arbeitskreis von Professor
Fritz Paltauf durchgefiihrt. Kovac und Mitarbeiter zeigten bereits in einer fritheren Arbeit, dal3
fiir die Lipasen aus Rhizopus oryzae, Rhizomucor miehei, Pseudomonas cepacia und Candida
rugosa die Stereoselektivitit nicht von der Kettenldnge abhingt (Kovac et al. 1996), was

molecular modeling Untersuchungen mit Trioctanoin und Analoga ermoglichte.

Ester priméarer Alkohole

Zwei Klassen von Estern primdrer Alkohole wurden molekulardynamisch im System mit PCL

untersucht (Abbildung 14):

1) Substrate, die trotz dhnlicher chemischer Struktur signifikante Unterschiede in ihrer
Enantioselektivitit aufweisen.

2) Geschiitzte Triacylglyceride mit unterschiedlich grof8en Schutzgruppen.

Bei den Reaktionen handelt es sich fiir Substrate der Klasse 1 um die PCL-katalysierte

Esterhydrolyse (Terao et al. 1988; Egri et al. 1996), fiir Substrate der Klasse 2 um die

Veresterung mit Vinylacetat (Gaziola et al. 1996).
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Die Ester der Klasse 1 Substrate 6 (2-O-Acetyl-3-phenyl-propen-1,2-diol), 7 (2-O-Acetyl-4-
phenyl-butan-1,2-diol), 8 (2-Methyl-3-phenyl-propan-1-ol) und 9 (2-O-Benzylglycerin)
werden im folgenden abgekiirzt als z.B. Verbindung 6 bezeichnet. Analog verhilt es sich mit
den Substraten der Klasse 2: Verbindung 10 (4-Hydroxymethyl-2,2-dimethyl-1,3-dioxolan),
11 (4-Hydroxymethyl-2,2-dipropyl-1,3-dioxolan), 12 (4-Hydroxymethyl-2,2-diisobutyl-1,3-
dioxolan) und 13 (1,2-Di-O-Cyclohexylidenglycerin).

Die Verbindungen 6 bis 8 werden bevorzugt in (S)-, Verbindung 9 in (R)-Konfiguration
hydrolysiert. Dabei folgen 6, 7 und 8 der empirischen Regel fiir primdre Alkohole.
Verbindung 9 besitzt ein Sauerstoffatom am Stereozentrum und gehorcht nicht der Regel von
Weissfloch und Kazlauskas (Weissfloch und Kazlauskas 1995). Trotz struktureller
Ahnlichkeit der Verbindungen 6 bis 9 unterscheidet sich die Enantioselektivitit von PCL bei
der Esterspaltung deutlich (Abbildung 14).

Die Bindung der Klasse 1 Substrate erfolgte analog der Regel von Weissfloch und Kazlauskas
(Abbildung 11). Der kleinere Substituent am Stereozentrum wurde in die BTM
(Bindungstasche fiir den mittelgroBen Rest), der groBe Substituent in die BTL
(Bindungstasche fiir den groflen Rest) gebunden. Die hydrolysierte Sdure war an den
hydrophobic crevice angelagert. Die geschiitzten Triacylglyceride wurden analog den
Triacylglyceriden und deren Analoga in die Lipase gebunden, wobei die Schutzgruppen im
Vorfeld von Energieminimierung und molekulardynamischer Simulation in den hydrophobic

dent, der Acylrest in den hydrophobic crevice orientiert wurden.
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Klasse 1

| | | |
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Abbildung 14: Strukturformeln der untersuchten primédren Alkoholsubstrate. Oben: Substrate
der Klasse 1. Dargestellt sind die Hydrolyseprodukte. Verbindungen 6 und 7 sind
Spaltprodukte der entsprechenden Essigsdureester (Egri et al. 1996), 8 (Egri et al. 1996) und 9
(Terao et al. 1988) waren mit Vinylacetat verestert. Unten: Substrate der Klasse 2. Es handelt
sich in der Abbildung um die Verbindungen 10 bis 13, die unter PCL-Katalyse mit
Vinylacetat verestert wurden (Gaziola et al. 1996).

)~ und J-Lactone

Die Lipase-katalysierte Hydrolyse von Lactonen zu freien Fettsduren und optisch reinen
Alkoholen wurde untersucht an PCL im Komplex mit Substraten unterschiedlicher RinggroBe
(y-Lactone: Fiinfring, &-Lactone: Sechsring) sowie aliphatischer Alkylketten unterschiedlicher
Liange am, dem Lactonsauerstoff benachbarten, C4- bzw. C5-Atom. Die untersuchten &-
Lactone waren &-Hepta- (14), 8-Octa- (15), d-Nona- (16), &-Deca- (17) und d-Undecalacton
(18), die entsprechenden y-Lactone waren y-Hepta- (19), y-Octa- (20), y-Nona- (21) und
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y-Decalacton (22). Die chemische Struktur der untersuchten Substrate zeigt Abbildung 15.
Die experimentellen Ergebnisse zur Enantioselektivitidt von y- und &-Lactonen wurden von
Enzelberger und Mitarbeitern durchgefiihrt (Enzelberger et al. 1997).

Die Bindung der Lacton-Substrate in die Bindungstasche von PCL erfolgte analog zur
Bindung der Triacylglyceride und Analoga ohne Ausrichtung eines Substituenten in die BTM.
Vielmehr wurden die aliphatischen Alkylketten der y- und &-Lactone in die cavity orientiert.

Der hydrophobic crevice blieb wegen der Ringform nahezu unbesetzt.

&-Lactone
o)
14 15 16
E=2 E=4 E =45
N o N6
. e
17 18
E > 100 E > 100
y-Lactone
o) 0 0
N0 N0 N0 N0
X ()*W ()*W\ ()*M
19 20 21 22
E=4 E=11 E=9 E=8

Abbildung 15: Strukturformeln und Nomenklatur der untersuchten &- (links) und y-Lactone
(rechts).
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3.5.3 SN-1(3) VERSUS SN-2 REGIOSELEKTIVITAT

Bei den Untersuchungen zur sn-2 regioselektiven Esterspaltung in Konkurrenz zur sn-1(3)
Regioselektivitit wurde Trioctanoin in die Bindungstasche von CAL B, CRL, PCL und ROL
gebunden, wobei die sn-2 Fettsdurekette in den hydrophobic crevice (CAL B, PCL, ROL)
bzw. hydrophobic tunnel (CRL) orientiert wurde. Die Ausrichtung der sn-1 und sn-3
Fettsdureketten erfolgte analog den in sn-1(3) hydrolysierten Triacylglyceriden bzw. Analoga
in den hydrophobic dent und die cavity (bei ROL entsprechend der nicht-hydrolysierten
sn-3(1) Fettsidurekette (Abbildung 16).

3 \/\/\/\ 1 \/\/\/\
X X
hydrophobic crevice |, hydrophobic crevice
/I
AVAVAVANRAS VA VA VAN
Y Y <
Ser Ser
X X
1 /NN 3 /NN
hydrophobic dent hydrophobic dent

Abbildung 16: Die Bindung eines Trioctanoin-Molekiils an die Bindungstasche von ROL
unter der Annahme einer Esterspaltung in sn-2. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde in
dieser Abbildung (im Gegensatz zu Abbildung 12) der hydrophobic crevice zwischen
hydrophobic dent und nicht-hydrolysierter Fettsdurekette angeordnet. Die sn-2 Fettsdurekette
bindet an den hydrophobic crevice, der hydrophobic dent wird durch die sn-1 (links) oder die
sn-3 Fettsdurekette (rechts) besetzt. Da sich die sn-1 und sn-3 Fettsdureketten nicht
unterscheiden, sind die dargestellten Bindungsalternativen identisch. Um die sn-2
regioselektive Hydrolyse mit molecular modeling Methoden untersuchen zu kénnen, war eine
molekulardynamische Simulation pro Lipase-Trioctanoin Komplex ausreichend.

Da es sich bei den sn-1 und sn-3 Fettsduren um identische und in beiden Fallen um Ester
primdrer Alkohole handelt, unterscheiden sich die in Abbildung 16 dargestellten
Bindungsalternativen nicht. Durch Drehung um eine horizontale Achse lassen sich beide
Formen ineinander {iberfiihren. Fiir jede untersuchte Lipase konnte die Anzahl der
molekulardynamischen Simulationen auf einen Lipase-Trioctanoin-Komplex beschriankt

werden.

3.5.4 ANPASSUNG DER PARTIALLADUNGEN VON LIPASE UND SUBSTRAT IN DER ERSTEN

TETRAEDRISCHEN ZWISCHENVERBINDUNG

Nach der Bindung der Substrate mufiten die Partialladungen vor jeder Energieminimierung

entsprechend angepalit werden. Die Berechnung der Partialladungen von Lipase und Substrat
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erfolgte unter Verwendung des sybyl6.4 Software-Pakets nach der Methode von Gasteiger-
Hiickel, einer Kombination der Gasteiger-Marsili- und der Hiickel-Methode. Erstere dient zur
Berechnung des 0-Beitrags zur Partialladung (Gasteiger und Marsili 1980), zweitere zur
Berechnung des TrAnteils. Die resultierenden Partialladungen fiir die Seitenketten von
aktivem Serin und Histidin sowie der Umgebung am tetraedrischen Kohlenstoff wurden
jedoch nicht an die verdnderte chemische Umgebung in der ersten tetraedrischen
Zwischenstufe angepalit, wie z.B. dem protonierten N€2 im Imidazolring des Histidins bzw.
dem Oxyanion. Holzwarth und Mitarbeiter etablierten eine Methode zur Berechnung der
Partialladungen, deren Ergebnisse als Grundlage fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Energieminimierungen und molekulardynamischen Simulationen diente (Holzwarth et al.
1997). Abbildung 17 zeigt die nach MNDO94/PM3 (Dewar und Thiel 1977; Dewar und Thiel
1977; Stewart 1989; Stewart 1989) modifizierten Partialladungen an den Aminosduren Serin
und Histidin der katalytischen Triade sowie Teilen eines Triacylglycerids im Vergleich zu den
nach Gasteiger und Hiickel berechneten Daten. Die Werte der Partialladungen nach
Holzwarth et al. (schwarz) stimmen weitgehend mit denen aus dem GROMOS-Datensatz
37C4 fdiberein (griin) (van Gunsteren und Berendsen 1987). Die Gesamtladung des
Imidazolrings im aktiven Histidin ergibt nach dem GROMOS-Datensatz 37C4 exakt eins. Die
Ladungen fiir die beiden C-H Gruppen im Imidazolring wurden fiir sogenannte united atoms
berechnet. Dabei werden die beiden Atome der C-H Gruppe zu einem um die Masse eines

H-Atoms vergroBBerten Kohlenstoffatom zusammengefal3t.
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Abbildung 17: Erste tetraedrische Zwischenverbindung bei der Enzym-katalysierten
Esterhydrolyse durch Serin-Proteasen. Die Werte der Partialladungen wurden nach Gasteiger
und Hiickel (blau; Gasteiger und Marsili 1980), nach Holzwarth et al. (schwarz; Holzwarth et
al. 1997) und dem GROMOS-Datensatz 37C4 (griin; van Gunsteren und Berendsen 1987)
ermittelt.

3.6 MOLECULAR MODELING

3.6.1 KRAFTFELD

Im Laufe von molekulardynamischen Simulationen werden aufeinanderfolgende Konformere
eines Systems durch Integration der Newton-Bewegungsgleichungen erhalten. Als Ergebnis
resultiert eine Trajektorie, die sowohl die Positionen als auch die Geschwindigkeiten der
Atome im System iiber den jeweiligen Simulationszeitraum beinhaltet. Ein Molekiilsystem
besteht demnach aus untereinander verbundenen Atomen, die miteinander wechselwirken.
Die Positionen der einzelnen Atome flihren zu einer charakteristischen Molekiil-Topologie,
die auf bindenden und nicht-bindenden Interaktionen basiert. Abbildung 18 gibt einen
schematischen Uberblick iiber die EinfluBgroBen.
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bindende Wechselwirkungen:

b
G Bindungslidnge: E,=%K, (b- bo)2
@ — Bindungswinkel: Eg=1Kg (O - (90)2

@ Torsionswinkel:  Eq¢ =Kg (1 + cos(n® - d))
T TO—O

nicht-bindende Wechselwirkungen:

Van der Waals:  Eygw=Apprp 2-Bprp®
Iy Coulomb: Eq=q) q/er2

Abbildung 18: Bindende und nicht-bindende Wechselwirkungen, die auf ein Molekiil wirken:
Bindungsliange b zwischen den Atomen A, B

Bindungswinkel © zwischen den Atomen A, B, C

Torsionswinkel ® zwischen den beiden Ebenen aus Atomen A, B, Cund B, C, D
Van-der-Waals Wechselwirkung zwischen den Atomen 1, 2

Coulomb-Wechselwirkung zwischen den Ladungen der Atome 1, 2

n = Anzahl der auftretenden Minima, & = Phasenverschiebung. K, A und B = Konstanten,
12 = der Van-der-Waals Radius. q = Ladung eines Atoms, € = Dielektrizitidtskonstante.

Bindende Wechselwirkungen werden bestimmt durch (Abbildung 18):

a) die Bindungsliange b zwischen zwei Atomen (A und B),

b) den Bindungswinkel © zwischen drei Atomen (A, B, C) und

¢) den Torsionswinkel ®, der den Winkel zwischen zwei Ebenen beschreibt. Jede Ebene
wird durch die Position von drei Atomen definiert (A, B, C und B, C, D).

Nicht-bindende Wechselwirkungen beruhen auf Van-der-Waals-Wechselwirkungen, die

durch das Lennard-Jones Potential beschrieben werden, und auf elektrostatischen Kréiften,

denen ein Coulomb-Potential zu Grunde liegt.

Diese und weitere GroBBen gehen mit unterschiedlichen Wertigkeiten in die verschiedenen

Kraftfeldgleichungen ein. Dabei ergibt sich die potentielle Energie eines Systems aus der

Summe der Einzelgleichungen des jeweiligen Kraftfeldes:

Epot =2 Eyp + Ee + Eo + Evaw + Egi

Gingige Kraftfelder als Grundlage molekulardynamischer Simulationen sind GROMOS (van
Gunsteren und Berendsen 1987), Amber (Weiner et al. 1984), CHARMM (Gelin und Karplus
1979) und Tripos (Clark et al. 1989). Sie unterscheiden sich in Zahl und Parametrisierung der

Atomtypen und Kraftfeldgleichungen. Energieminimierungen und molekulardynamische
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Simulationen im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich unter Verwendung der
Standardeinstellungen des Tripos 5.2 Kraftfeldes durchgefiihrt. Der Vorteil dieses Kraftfeldes
liegt in seiner umfassenden Parametrisierung vieler Atomtypen, weshalb es zur Simulation
unterschiedlichster Verbindungen verwendet werden kann. Dariiber hinaus ist das Tripos 5.2
Kraftfeld in der Lage, an ein Makromolekiil gebundene Substrate zu behandeln. Die generelle
Anwendbarkeit des Tripos 5.2 Kraftfeldes kann sich jedoch auch nachteilig auf die Ergebnisse
molekulardynamischer Simulationen auswirken. So liefert die Anwendung spezieller
Kraftfelder fiir die Behandlung eines begrenzten Systems hdufig genauere Ergebnisse. Zudem
konnen bei der Betrachtung geladener Systeme die Einfliisse von Ladungen nicht ausreichend

berticksichtigt werden.

3.6.2 ENERGIEMINIMIERUNG

Im Vorfeld der molekulardynamischen Simulationen wurden die Enzym-Substrat Komplexe
einer Energieminimierung unterzogen. Energetisch ungiinstige Bindungsldngen und -winkel,
die durch die manuelle Einbindung des Substrats in die Lipase entstehen, erhéhen die innere
Energie des Systems und konnen im Extremfall zu einem Abbruch der molekulardynamischen
Simulation fithren. Um Bereiche ungilinstiger geometrischer Anordnungen rasch zu
entspannen, wurde der molekulardynamischen Simulation die Energieminimierung
vorgeschaltet. Der prinzipielle Unterschied zwischen einer Energieminimierung und einer
molekulardynamischen Simulation ist die Suche nach einem lokalen Minimum bei
Verwendung eines Minimierers, im Gegensatz zur Suche nach dem globalen Minimum bei

einer molekulardynamischen Simulation (Abbildung 19).



3. MATERIALIEN UND METHODEN 47
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Energie-Minimierung
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Abbildung 19: Energieprofil entlang einer Reaktionskoordinate. Ausgehend von der
Startstruktur wird durch Energieminimierung ein lokales Minimum erreicht. Eine
molekulardynamische (MD-) Simulation ermoglicht das Erreichen eines globalen
Energieminimums.

Prinzip

Die Energie ist eine Funktion der Atomkoordinaten. Im Verlauf einer Energieminimierung
werden einem System Koordinaten zugewiesen, die ein lokales Energieminimum darstellen.
Ein lokales Energieminimum befindet sich nahe der Ausgangskoordinaten und gibt keine
Information iiber ein globales Energieminimum im System. Minimierungsmethoden, die auf
diesem Prinzip basieren, werden als descent series Methoden bezeichnet. Es handelt sich
dabei um eine iterative Technik, in deren Verlauf Atomkoordinaten von einem Schritt zum
ndchsten modifiziert werden.

Der SIMPLEX-Algorithmus basiert auf einer ableitungsfreien Rechnung (Press et al. 1988).
Dabei wird Atom fiir Atom soweit optimiert, bis die maximale Kraft, die ein Atom erfdhrt,
unter einen vorgegebenen Schwellenwert sinkt. In stark verzerrten Systemen sind sowohl die
Energiehyperflichen als auch ihre Ableitungen héufig diskontinuierlich. Der SIMPLEX-
Algorithmus ist in der Lage, solche Systeme zu optimieren.

Um das lokale Minimum einer Funktion zu erhalten, wird von der jeweiligen Startposition

eine Richtung in den n-dimensionalen Raum festgelegt und so lange verfolgt, bis ein
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Minimum erreicht wird. Der in dieser Arbeit verwendete Powell-Algorithmus beruht auf
diesem Prinzip (Powell 1977). Er gehort zur Familie der Conjugate Gradient Minimierer
(Press et al. 1988). Diese Algorithmen beriicksichtigen Informationen vorhergehender
Minimierungsschritte. Deshalb sind ihre Konvergenzeigenschaften denen des SIMPLEX-
Algorithmus iiberlegen. Der Vorteil des Powell-Algorithmus liegt in seinen verbesserten
Eigenschaften zur Bestimmung der Minimierungsrichtung, die den Algorithmus signifikant

schneller machen. Zudem ist er fiir ein breites Spektrum von Systemen anwendbar.

Tabelle 7: Einstellungen bei der Durchfiihrung einer Energieminimierung

SIMPLEX-Algorithmus  Powell-Algorithmus

Anzahl der Schritte 100 100
Abbruchkriterium Gradient Gradient
Gradient 1000 kcal/mol 0,05 kcal/molA

Die Minimierungsmethode der Wahl bestand aus einer Kombination von SIMPLEX- und
Powell-Minimierung. Maximal 100 SIMPLEX-Schritte wurden vorgegeben, die jedoch in
keinem Fall ausgeschopft wurden, da das System schon vorher, iiblicherweise nach ca. 10
Schritten, die zum Abbruch der SIMPLEX-Minimierung vorgegebene Energieschwelle von
1000 kcal/mol fiir das Gesamtsystem unterschritt. AnschlieBend wurde der Enzym-Substrat-
Komplex mit dem Powell-Algorithmus minimiert. Die Zahl der maximalen
Minimierungsschritte lag bei 100. Als Abbruchkriterium wurde ein Gradient gewdhlt

(0,05 kcal/molA). Alle weiteren Parameter wurden wie vorgegeben {ibernommen.

3.6.3 MOLEKULARDYNAMISCHE SIMULATION
Wihrend einer molekulardynamischen (MD-) Simulation werden Modifikationen von
Ladungen, Bindungsldngen und Bindungswinkeln durchgefiihrt, die sowohl das Substrat als

auch das Protein betreffen.
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Einstellungen

Tabelle 8: Parametereinstellungen der durchgefiihrten molekulardynamischen Simulationen
an mikrobiellen Lipasen.

Dauer Temperatur Schrittweite Kopplung Startgeschwindigkeit

[ps] [K] [fs] [fs]
Heizphase 1 2000 5 1,0 10 wie vorher
Heizphase 2 2000 30 1,0 10 wie vorher
Heizphase 3 2000 70 0,5 10 wie vorher
Heizphase 4 10000 100 0,5 10 wie vorher
Produktionsphase 2000 100 0,5 10 wie vorher

Die durchgefiihrten molekulardynamischen Simulationen gliedern sich in fiinf Schritte
(Tabelle 8). Die Enzym-Substrat Komplexe wurden zu Beginn in drei Heizschritten von je
2 ps Linge bei 5 K, 30 K und 70 K geheizt. Wahrend der 10 ps langen Relaxationsphase
wurde das System auf 100 K geheizt und hinreichend energetisch entspannt. Eine
ausreichende Entspannung fiir ein makromolekulares System bei einer molekulardynamischen
Simulation in vacuo nimmt mindestens 5 ps in Anspruch. Demnach muf3 der
Relaxationsschritt in den durchgefiihrten Simulationen um ein mehrfaches langer sein als die
einzelnen Stufen der Heizphasen.

Vorsichtiges und langsames Aufwidrmen eines makromolekularen Systems ist eine
Grundvoraussetzung zur erfolgreichen Durchfiihrung einer MD-Simulation, damit lokale
Energiebarrieren moglichst gleichmifBig tiberwunden werden konnen. Zu schnelles oder
sprunghaftes Heizen hat zur Folge, dal} sich lokal Bereiche mit sehr hohen Energien bilden

konnen, die zur Zerstorung des Enzym-Substrat Komplexes fithren konnen.

Dauer

Die drei Heizschritte bei 5 K, 30 K und 70 K waren je 2 ps, die Relaxationsphase 10 ps und
die Produktionsphase wiederum 2 ps lang. Die Enzym-Substrat Komplexe wurden also
insgesamt {iber einen Zeitraum von 18 ps molekulardynamisch simuliert. Auf der

verwendeten Hardware dauerte eine molekulardynamische Simulation ca. 24 CPU-Stunden.

Temperatur
Neben der Intervalldnge ist die Temperatur der wichtigste Parameter bei der Durchfiihrung

einer MD-Simulation. Die Enzym-Substrat Komplexe wurden auf 100 K erwédrmt, wobei fiir
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jedes neue Intervall die Endwerte des vorherigen als Startwerte iibernommen wurden. Zu
Beginn ist die Wahrscheinlichkeit einer intensiven energetischen Wechselwirkung im System
grofler als zu einem spéteren Zeitpunkt. Deshalb wird die Temperatur erst im vierten Schritt
auf 100 K erhoht. Die maximale Temperatur von 100 K bei molekulardynamischen
Simulationen war Folge des Wunsches , die Untersuchungen in vacuo durchzufiihren, mit den
daraus resultierenden Vorteilen einer um eine bis zwei Grofenordnungen kiirzeren
Simulationsdauer und der geringeren Zahl von EinfluBgréBen auf den zu beobachtenden
Effekt der Regio- bzw. Stereoselektivitit. Zudem zeigten friihere Untersuchungen von
Enzym-Substrat Wechselwirkungen durch molekulardynamische Simulationen bei 300 K eine
betrachtliche Beweglichkeit der Substrate in der Substratbindungstasche der Lipasen, die in
einer realen Umgebung mit Losungsmittel und umgebenden Fettmolekiilen nicht

wahrscheinlich ist (Scheib 1997).

Schrittweite

Die Schrittweite gibt an, wieviel Zeit zwischen zwei Integrationsschritten der Newton-
Bewegungsgleichung verstreicht. Die Schrittweite sollte dabei kleiner sein, als die schnellste
Bewegung. Dies gewihrleistet, dal der Phasenraum effizient durchlaufen wird und elastische
Kollisionen auftreten. Wird die Schrittweite zu klein gewéhlt, wird der Phasenraum nur
langsam durchlaufen. Dies geht zu Lasten der Rechendkonomie. Ist die Zeit zwischen zwei
Integrationschritten zu gro3 gewdhlt, tritt Instabilitit innerhalb des Systems auf, die zur
Zerstorung der Molekiile fiihren kann.

Zu Beginn einer Simulation liegen sowohl eine Startkoordinate auf der Trajektorie, x(0), als

auch eine Startgeschwindigkeit, v(0), vor. Durch die Gleichung
Evin = 1 m, v,*
2

héngt die Geschwindigkeit mit der kinetischen Energie zusammen. Fiir v(0) findet sich eine
kinetische Startenergie, Eyin(0). Durch die Newton-Gleichung besteht ein Zusammenhang

zwischen x;, vi, der potentiellen Energie, E,q, und der Kraft, F;:

2
=F. =m d

—UE,« =F idTXi
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Die Berechnung von X, v, Epo, Ekin und F zu den durch die Schrittweite definierten Zeiten
ergibt eine Trajektorie, die sich als Abfolge von Einzelwerten beschreiben 148t (Abbildung
20).

Anfangsbedingung: t=0 - x(0), v(0) —~ Ep(0) - FO) - d¥df x(0)
1. Simulationsschritt: t=0t -  x(Ot), vAt) - Ep(At) - F) - d/df x@b)

2. Simulationsschritt: t=2At - x(2At), v2At) - E,(2At) - FQAt) - d¥Ydf x(2At)

Trajektorie: %(t), vi(t), Epor(t), Bun(t), F(t)

Abbildung 20: Berechnung der Trajektorie einer molekulardynamischen Simulation.

Kopplung

Die Temperaturkopplung entspricht einer Relaxation erster Ordnung. Als Vergleichswert
dient die Referenztemperatur T,.r. Die Geschwindigkeit v eines Atoms i zu einem bestimmten
Zeitpunkt t ist abhdngig von einem Kopplungsfaktor A, d.h. bei jedem Simulationsschritt

erfolgt eine Zuweisung:

df T

A= | e S AU ey
k) o \T()
2

wobei T die Relaxationszeit, ¢, die Wirmekapazitit pro Freiheitsgrad und kg die
Boltzmannkonstante (1,38662 x 10 J/K) darstellen. Fiir At << T erhélt man eine gute
Néherung der Temperaturkopplung an ein externes Warmebad (van Gunsteren und Berendsen
1990).

Tritt enge Kopplung auf, d.h. die Relaxationszeit ist verhéltnisméBig kurz (ca. 10 fs), so ist es
dem System moglich, Energiebarrieren relativ leicht zu liberwinden. Bei loser Kopplung mit
vergleichsweise langer Relaxationszeit (ca. 100 fs), konnen Stérungen des Systems leichter

unterdriickt werden (Pleiss 1990).
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Startgeschwindigkeit

Es gibt zwei prinzipiell unterschiedliche Mdglichkeiten, die Startgeschwindigkeit

einzustellen:

1) Die zufillige Zuordnung eines der jeweiligen Temperatur entsprechenden
Geschwindigkeitsparameters wird verwendet, um den EinfluB der Startbedingungen auf
das System zu kontrollieren und die Zufilligkeit der vorgegebenen Orientierungen zu
untersuchen.

2) Die Geschwindigkeitswerte des vorausgehenden Schrittes werden iibernommen. Als
Startparameter dienen Geschwindigkeitswerte und Orientierungen, die den inneren
Kriften des Molekiils entsprechen. Diese Einstellung wird in der Regel fiir eine Reihe
aufeinander folgender Simulationen verwendet.

Fiir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten molekulardynamischen Simulationen wurden die

Geschwindigkeitswerte der vorangegangenen Schritte verwendet (Option 2).

Cutoff-Radius

Der Cutoff-Radius definiert die Groflie einer Kugel, auBerhalb der eine Wechselwirkung der
duBeren Atome mit den inneren lediglich nach dem Verstreichen einer festgelegten
Zeitspanne neu berechnet wird. In der Zwischenzeit gilt der alte Wert. Dies hat eine

Verringerung des Rechenaufwands zur Folge (van Gunsteren und Berendsen 1990).

Dielektrizitatskonstante
Alle molekulardynamischen Simulationen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt
wurden, erfolgten im Vakuum. Es wurden keine Losungsmitteleinfliisse beriicksichtigt. Die

Dielektrizitdtskonstante betrdgt in diesem Fall 1,0 (van Gunsteren und Berendsen 1990).

Festhalten des Proteinriickgrats

Das Festhalten des Proteinriickgrats ist bei einer molekulardynamischen Simulation in vacuo
essentiell, da bei  Freigabe des Proteinriickgrats in  Ermangelung einer
Losungsmittelumgebung die Faltung des Proteins nicht aufrecht erhalten werden kénnte und
das Enzym in der Folge denaturierte. Dariiber hinaus gilt in erster Ndherung, daf3
Wechselwirkungen bevorzugt zwischen Seitenkettenatomen auftreten und Verdnderungen der

Position von Atomen des Proteinriickgrats nur eine untergeordnete Rolle spielen.
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3.7 AUSWERTUNG MOLEKULARDYNAMISCHER SIMULATIONEN

Die Auswertung der molekulardynamischen Simulationen konzentrierte sich hauptséchlich
auf drei Punkte:

1) Wechselwirkungen des Substrats mit den Aminosduren der Substratbindungstasche

2) Auswirkungen dieser Wechselwirkungen auf die Geometrie des Substrats

3) Auswirkungen dieser Wechselwirkungen auf die Position der Aminosédureseitenketten

3.7.1 ERSTELLEN EINER MITTLEREN STRUKTUR UND UBERPRUFUNG DER KATALYTISCHEN

AKTIVITAT

Die 50 Strukturen der Produktionsphase (siche Kapitel wurden iiberlagert und eine
mittlere Struktur berechnet. Diese hat den Vorteil, das entspannte System {iber einen Zeitraum
von 2 ps relativ genau wiederzugeben. Atomen und Seitenketten, die mit groer Amplitude
schwingen, wird ein geometrischer Mittelwert zugeordnet. Grundlegende Voraussetzung fiir
das Erstellen einer mittleren Struktur ist das Vorliegen eines hinreichend entspannten
Systems. Nachteil dieses Verfahrens ist, dal Bereiche groBBer Beweglichkeit und intensiver
Wechselwirkungen nicht erkannt werden koénnen. Zudem sollte das System nicht um zwei
relevante Grenzstrukturen schwingen, da eine Mittelwertbildung in diesem Fall einen
unwahren Zustand beschreiben wiirde. Der mittleren Struktur muf3 deshalb eine Betrachtung
der Trajektorie folgen, die Eindriicke liber die Dynamik des Enzym-Substrat Komplexes gibt.

Zur Uberpriifung der katalytischen Aktivitit der Enzym-Substrat Komplexe wurden die
essentiellen H-Briicken Bindungen der mittleren Strukturen untersucht. Die Bildung von
H-Briicken zwischen Donoren und Akzeptoren erfolgte in einem Abstand von 0,8 A bis 2,8 A

und einem Winkel von maximal 120° (sybyl6.1 1994).

3.7.2 AUSWERTUNG DER TRAJEKTORIE

Die Auswertung der dynamischen Interaktionen zwischen Lipase und Substrat erfolgte durch
visuelle Analyse der Trajektorie, die Struktur- und Geschwindigkeitsdaten {iber den Verlauf
der Simulation enthilt. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf der Art und Intensitit der

sterischen Wechselwirkungen zwischen Substrat und Lipase.
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3.7.3 BESTIMMUNG DER SUBSTRATGEOMETRIE FUR TRIACYLGLYCERIDE UND ANALOGA

Die Analyse der Geometrieinderungen im Substrat bei den molekulardynamischen
Simulationen zur Regio- und Stereoselektivitit von Triacylglyceriden und Analoga erfolgte
durch Messung von Torsionswinkeln im Glycerid und dem sn-2 Substituenten (Abbildung
21).

R
\\\B\\‘\*\:@ﬁhc
\ Dg ®; XK&%
®s Dy

Abbildung 21: Definition der Torsionswinkel @1 bis @7 (von oben links nach unten rechts).
Unten rechts ist die Definition eines Torsionswinkels zwischen den aus den Punkten A, B, C
und B, C, D aufgebauten Ebenen abgebildet.

Fiir die molecular modeling Studien zur sn-2 regioselektiven Spaltung von Triacylglyceriden
wurden zwei Torsionswinkel gemessen, ®y und P (Abbildung 22). @y ist der
Torsionwinkel iiber C2-C1(3)-O1(3)-C1(3)' und beschreibt den entsprechenden
Torsionswinkel in der sn-1(3) Fettsdurekette, die tiefer in die Bindungstasche der Lipase
bindet. @ wird iiber C2-C3(1)-03(1)-C3(1)' gemessen und repréisentiert den Torsionswinkel

der sn-3(1) Fettsaurekette, die weniger tief in die Bindungstasche bindet.
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Abbildung 22: Definition der Torsionswinkel ®y; (Torsionswinkel um die Bindungen
C2-C1(3)-01(3)-C1(3)") und @ (Torsionswinkel um die Bindungen C2-C3(1)-O3(1)-C3(1)"
bei den molecular modeling Untersuchungen zur sn-2 regioselektiven Spaltung von
Triacylglyceriden. @y beschreibt den Torsionswinkel entlang der tiefer in die Bindungstasche
bindenden sn-1(3) Fettsdurekette, ®. den entlang der weniger tief bindenden sn-3(1)
Fettsdurekette.

3.7.4 BERECHNUNG DES MITTELWERTES UND DER STANDARDABWEICHUNG FUR DIE
ENERGIEN UND ERMITTELTEN TORSIONSWINKEL BEI TRIACYLGLYCERIDEN UND

ANALOGA

Die Mittelwerte von potentieller, kinetischer und Gesamtenergie sowie der Torsionswinkel
wurden als arithmetisches Mittel aus den 50 Strukturen der Produktionsphase berechnet. Die

Standardabweichungen dieser Grof3en errechneten sich zu:

J:\/ﬁiN (Xi—f)2

wobei N = 50, X; = Eyot, Ekin, Eges bzw. ® am Punkt i, X = der Mittelwert von Epots Exkin, Eges

bzw. ® ist.
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3.7.5 AUSWERTUNG MOLEKULARDYNAMISCHER SIMULATIONEN AN KOMPLEXEN DER PCL

MIT ESTERN PRIMARER ALKOHOLE

Die Auswertung der molekulardynamischen Simulationen von PCL mit Estern primérer
Alkohole erfolgte analog den Untersuchungen zur Stereoselektivitit von Triacylglyceriden
und Analoga durch visuelle Analyse der Trajektorie, wodurch repulsive Wechselwirkungen
zwischen Substrat und Lipase identifiziert werden konnten. In einem zweiten Schritt wurden
die mittleren Strukturen analysiert. Dabei stand die Art der Bindung des Substrats in die
Bindungstasche, die Ausbildung von H-Briicken Bindungen von der Lipase zum Substrat
sowie die Beeinflussung der relativen Position der Seitenkette des aktiven H286 im
Mittelpunkt. Die Bindungsaffinitit zwischen PCL und Substrat wurde berechnet und mit Hilfe
der score-Software in einen Wert zusammengefat, die auf einer empirischen
Bewertungsfunktion aufbaut, in die Beitrdge der Van-der-Waals Wechselwirkungen, Kyqw,
der Metall-Ligand-, Kyjetan, und H-Briicken-Bindung, Ky pricke, der Desolvatation, Kpegoly, und

Deformation, Kpeform, €ingehen (Wang et al. 1998):

pKd = K0 + KVdW + KMetall + KH—BrUcke + KDesolv + KDeform

3.7.6 BERECHNUNG DER STANDARDABWEICHUNG DER POSITIONSVERSCHIEBUNG DER

SEITENKETTE DES AKTIVEN HISTIDINS FUR Y- UND &-LACTONE

Die Enantioselektivitit von PCL bei der Umsetzung von Y- und &-Lactonen konnte durch die
Auswirkungen der Lipase-Substrat Wechselwirkungen auf die Lage der Seitenkette des
aktiven H286 erklart werden. Dabei wurde die relative Position des Ne2 im Imidazolring des
Histidins im Verhiltnis zu den weitgehend fixierten Atomen Oy der Hydroxylgruppe des
aktiven S87 (Ng2-Oy), O1 des Lactonrings (N€2-O1) und Cy des aktiven D264 (Ne2—-Cy)
gemessen. Diese MeBgrofen konnten zu einem charakteristischen (R)gis- bzw. (S)mis-Wert

zusammengefait werden. (R)yis und (S)nis wurden nach folgender Formel berechnet:

1
(R) his /(S)His = \/5 (X Ne2-Oy _3-2)2 + (X Ne2-01 _2-6)2 + (X Ne2-Cy _5-4)2
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3.8 CHEMIKALIEN UND ENzYME

Bio Rad Laboratories, Richmond, USA
DIFCO-Laboratories, Detroit, USA
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Gibco BRL GmbH, Eggenstein
Interaktiva

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Perkin Elmer, Weiterstadt
Pharmacia LKB, Freiburg

Qiagen GmbH, Hilden

Riedel-de Haen, Seelze

SDS-PAGE-Standard (low molecular weight)
Trypton

Agar

Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCly)

Coomassie Brilliant Blue R-250
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Natriumsalz
Glucose-Monohydrat

Hefeextrakt
Isopropyl-p-D-thio-galactopyranosid (IPTG)
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

Natriumacetat (NaOAc)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)

PEG 6000

Salzsdure 35 % (HCI)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

1 kb-Ladder (Standard fiir Agarosegele)
Oligonukleotide

Restriktionsendonukleasen

T4-DNA-Ligase

Big Dye Sequencing Kit

Ultrapure dNTP-Set

QIAGEN Midi-Plasmid-Priparations-Kit
QIAprep Spin Miniprep-Plasmid Praparations-Kit
Essigsdure 100 %, Eisessig

Ethanol

Glycerin
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Roth GmbH, Karlsruhe

Ampicillin (Natrium-Salz)

Glycin

Rotiphorese NF-10x TBE-Puffer
Rotiphorese NF-Harnstoff

Rotiphorese ® NF-Acrylamid/Bisacrylamid
Losung 30 % (30/08) fir PAGE

Rotiphorese NF-Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung 40 % (19:1) fiir Sequenzierung

Serva Feinbiochemika GmbH, Heidelberg Agarose

Stratagene, La Jolla, USA

3.9 GERATE

Pfu-Polymerase
Pfu-Polymerase Puffer
QuikChange-Kit

Verwendete Gerate

Typbezeichnung

Hersteller

Agarose-Gelelektrophorese

DNA Sub Cell , Gel-Dryer 583, Mini

Sub DNA Cell, Mini Sub Cell GT

BioRad

Video Copy Processor P66E

Mitsubishi

BWM 9X Monitor Javelin Electronics
UV-Leuchttisch MWG-Biotech
Brutschréinke WTE Binder
UM 500 Memmert
Chromatographieséule Optima 5 Machery und Nagel
fiur GC 25m x 0,25 mm 1.d.
DNA-Sequenzierer 373A DNA Sequencer Applied Biosystems
Macintosh Quadra 650 Apple Macintosh
Fermenter Bioengineering D1180 (30 1) Bioengineering AG
Infors HT (5 1) Infors AG
Gaschromatograph Fisons GC Fisons Instruments
Mega Series
Gefriertrockner Lyovac GT 2 Finn-Aqua
Inkubatoren HT - Schiittelinkubator (30°C, 37°C) Infors AG
Mikrowellengerit Micro-Chef FM A935 Moulinex
PAGE Minigel-Twin G42 Biometra™
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Model 583 Gel Dryer

BioRad

PCR-Gerite DNA Thermocycler Perkin Elmer
Eppendorf
Robocycler® Gradient 40 Stratagene
pH-Meter Digital pH Meter pH525 WTW
Photometer UV/VIS-Spektrophotometer Pharmacia Biotech
(Ultrospec 3000)
Thermomixer Thermomixer 5436 Eppendorf
"Vortexer" Vortex Genie 2 Scientific Industries
Waagen Basic, MC1 Research RC 210 D Sartorius
Precision Advanced OHAUS
Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5417 C Eppendorf
Eppendorf Centrifuge 5415 R Eppendorf
Universal 30 F Hettich
KR 22 i (Rotor: AK 500-11, 155 mm)  Jouan
G412 Jouan

Sorvall RC-5B (Rotor: SA 600)

Du Pont Instruments

3.10 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Verbrauchsmaterialien

Herstellerfirma

Millipore Filter 0,025 um fiir Dialyse Millipore
Eppendorf-Reaktions-Gefille Eppendorf

0,5ml, 1,0ml, 1,5 ml, 2 ml

Filterpapier (25 pm) BioRad

2 Mikro-Einmalplastikkiivetten (10 x 4 x 45 mm)  Ratiolab
PP-Ro6hrchen 15 ml, 50 ml Greiner Labortechnik
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3.11 NAHRMEDIEN, PUFFER UND LOSUNGEN

3.11.1 MEDIEN

LB (Luria-Bertani) Medium (fiir 1 I Medium) (Luria et al. 1960)

Bacto Trypton, 1 % (w/v) 10g
Hefeextrakt, 0,5 % (w/v) S5¢g
NaCl, 1 % (w/v) 10g
Glucose Monohydrat 0,1 % (w/v) lg
H,0 ad 11

Mit 5 N wissriger KOH-Losung auf pH 7,5 einstellen. AnschlieBend autoklavieren.
Fiir feste Medien wird vor dem Autoklavieren 16 g/l Agar zugegeben. Medium zur Selektion
von Transformanden wird Ampicillin-Ldsung bis zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml

zugesetzt.

TSS-Medium (Transformation-Storage Solution) (fiir 100 ml Medium)

LB 85 ml
PEG 6000, 10 % (w/v) 10 g
DMSO, 5 % (v/v) 5ml
MgCl, (1M) 10 ml

pH-Wert auf 6,5 eingestellt.

TY/Glycerin-Medium

Bacto Trypton 1,0 %

Hefeextrakt 0,5 %

pH auf 7,2 einstellen. Autoklaviertes TY-Medium und autoklaviertes 86 % Glycerin werden

im Verhéltnis 1:1 gemischt.
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3.11.2 ALLGEMEIN VERWENDETE PUFFER

DNA-Auftragspuffer (10x)

Bromphenolblau
Glycerin
EDTA (0,5 M, pH 8)

Gelelektrophoresepuffer (TAE(50x)) (fiir 1 1 Puffer)
Tris

Eisessig

EDTA (Natrium-Salz)

dH,0

SDS-Laufpuffer(5x) (fiir 1 1 Puffer)
Tris

Glycin

SDS

dH,O

TE 10:1

Tris/HCI pH 8
EDTA

Tris-Puffer
50 mM Tris-HCI pH 7,5

0,1 %
50,0 %
49,9 %

150¢g
57,1 ml
18,6 g
ad 1,01

I5¢g
72 g
58
ad 11

10 mM
1 mM
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3.12 BAKTERIENSTAMME UND PLASMID PCYTEXP1

3.12.1 E. coLl DH5a

Der in dieser Arbeit verwendete E. coli-Stamm wurde von Hanahan generiert (Hanahan 1983)

und von Quyen modifiziert (Tabelle 9) (Quyen 1998).

Tabelle 9: Verwendeter E. coli-Stamm mit Genotyp und Resistenz

Stamm Genotyp Referenz

E. coli DH5a  supE44 AlacU169 [ ¢80lacZAM15] hsdR17  (Quyen 1998)
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

3.12.2 DAS PLASMID PCYTEXP1

Das Plasmid pCYTEXP1 wurde von Quyen und Mitarbeitern als Vektor fiir die Expression
der PCL gewihlt. Das Plasmid hat eine GroBe von 4985 bp und besitzt Amp® als
Selektionsmarker. Es enthilt die starken Bakteriophagen-Promotoren Pr und Py und wird
durch einen Temperatur-empfindlichen Repressor des clts857-Gens kontrolliert (Tabelle 10,
Abbildung 23; Belev et al. 1991). Der A-Promotor eignet sich in besonderem Mafle zur

Kontrolle der Expression eines Fremdgens in einem Plasmid.

Tabelle 10: Verwendetes Plasmid pCYTEXP1 mit Angabe von Genotyp und Resistenz.

Plasmid relevanter Genotyp  Resistenz  Referenz

pCYTEXP1  clts857, PrPyL AmpR (Belev et al. 1991)

Das Plasmid pCYTEXP1 exprimiert ein eingebautes Gen nach Induktion in grolen Mengen
in E. coli. In einem Temperaturbereich zwischen 30°C und 37°C wird der Repressor
exprimiert, der die Transkription des Pr bzw. Py Promotors unterdriickt. Bei 42°C ist das
Repressorgen inaktiviert. Das Repressorprotein kontrolliert den Promotor APy nicht lénger
und das Gen kann exprimiert werden, d.h. die Bindungsstelle fiir Ribosom wird fiir die

Transkription frei.
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Abbildung 23: Das Plasmid pCYTEXP1 von Belev und Mitarbeitern war das Grundlage fiir
die von Quyen et al. durchgefiihrten Modifikationen (Belev et al. 1991).

3.12.3 DASs PLASMID PT-LIPHP

Quyen und Mitarbeiter fligten sowohl das Gen der Pseudomonas cepacia Lipase ATCC
21808 (Lip) als auch das Gens des Helferproteins (Hp) in das pCYTEXP1-Plasmid ein
(Quyen et al. 1999). Uberexpression der Lipase in E. coli wurde am besten erzielt, wenn die
Genfunktion durch den Temperatur-induzierbaren AP Promotor reguliert wurde und die

Signalsequenz der Lipase entfernt wurde (Abbildung 24).
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pT-LipHp

7356 bp 2000 —

Abbildung 24: Das Plasmid pT-LipHp mit den Genen der PCL ATCC 21808 und des PCL-
Helferproteins (Quyen et al. 1999).

3.12.4 DAS PLASMID OMPAA70HPHIS

Pseudomonas Lipasen der Klasse 1 und 2 bendtigen ein Helferprotein, um die bei der
Expression des Enzyms in E. coli anfallenden EinschluBkorper korrekt zu falten und aktive
Lipase zu erhalten. Dabei erwies sich die von der Lipase unabhidngige Expression des
Helferproteins als Methode der Wahl. Da Helferproteine von Pseudomonas Lipasen sowohl
als Membrananker fungieren als auch an der Faltung der Lipase widhrend der Sekretion
beteiligt sind, entfernten Quyen und Mitarbeiter 70 vorwiegend hydrophobe Aminosiduren
vom N-terminalen Ende des Chaperones, um zu verhindern, daB die Uberexpression des
Proteins blockiert wird (Quyen et al. 1999).

Proteine, die vom Cytoplasma durch die cytoplasmatische Membran von E. coli ins
Periplasma transportiert werden, besitzen in der Regel eine N-terminale Signalsequenz. Diese
besteht in den meisten Fillen aus 20 bis 40 Aminosduren und ist flir das jeweilige Protein
spezifisch. Diese Signalsequenzen konnen gezielt eingesetzt werden, um rekombinante
Proteine aus dem Cytoplasma in das Periplasma zu tberfiihren. So erhielten Quyen und
Mitarbeiter durch Einfiihrung einer ompA-Signalsequenz in das Gen des Helferproteins eine
erhdhte Uberexpression und Stabilitit des Proteins (Abbildung 25). Diese geht zuriick auf die

im Periplasma gegeniiber dem Cytoplasma giinstigere Umgebung zur Ausbildung von
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Disulfidbriicken fiir die korrekte Faltung des Proteins und die geringere Konzentration von
Proteasen in dieser Umgebung. Die Gen-Regulation erfolgte auch im Chaperone durch den

starken APy -Promotor.

ompA Sacll EcoRlI

’{

Ndel A70Hp

Abbildung 25: Das Plasmid ompAA70Hp des Helferproteins der PCL mit ompA-
Signalsequenz, sowie einem um 70 Aminoséduren gekiirzten Chaperonegen der PCL (Quyen et
al. 1999).

3.13 STAMMHALTUNG

3.13.1 STAMMHALTUNG AUF FESTEN NAHRBODEN
Die Stimme auf LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektionsantibiotikum wurden nach

dem Anwachsen bei 37°C tiber Nacht mit Parafilm verschlossen und im Kiihlraum bei 4°C

gelagert.

3.13.2 ANLEGEN VON GLYCERINKULTUREN

Zur Langzeitlagerung wurden Einzelkolonien von der Agar-Platte in 3 ml LB-Medium mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum angeimpft und bis zu einer ODs7g von 0,5-1,0 bei
37°C inkubiert. Danach wurden die Kulturen bei 4500 Upm 5 min abzentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge), das Pellet in 2 x 1 ml TY/Glycerin-Medium resuspendiert und in
1,5 ml ReaktionsgefiBen bei —-80°C aufbewahrt. Alternativ dazu wurden 500 pl
Ubernachtkultur mit 500 pl 75 % Glycerin versetzt und bei —80°C gelagert.
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3.14  ANZUCHT IN FLUSSIGMEDIUM

Ausgehend von Einzelkolonien auf Agarplatten wurden 3 ml LB-Vorkulturen mit
Selektionsantibiotikum angelegt und iiber Nacht im Schiittler bei 37°C inkubiert. Daraus
wurden 200 ml oder 50 ml LB-Amp-Kulturen in 1000 ml- oder 250 ml- Erlenmeyerkolben
mit einer 1:100 Verdiinnung angeimpft und im Schiittler bei 37°C bis zur gewliinschten

Zelldichte inkubiert.

Messung der Zelldichte

Das Wachstum von E. coli DH50 wurde durch photometrische Messung der optischen
Dichte, ODs7g, bei 578 nm gegen Medium verfolgt.

Fiir E. coli DH5a-Kulturen gilt im Bereich ODs7g = 0-0,3:

Zellen)
ml

OD.,, =5%x10° xN (

Kulturen, mit einer ODs7g von tiber 0,3, muBlten fiir die Messung mit LB auf eine ODs75 < 0,3

verdinnt werden.

3.15 MOLEKULARGENETISCHE METHODEN

3.15.1 POLYMERASE KETTENREAKTION, PCR

Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wurde 1986 von Mullis
entwickelt. Sie findet breite Anwendung in der spezifischen Amplifizierung einer DNA-
Vorlage, dem sogenannten template (Mullis et al. 1986). Ein Zyklus von drei
Reaktionsschritten wird bis zu 40mal durchlaufen. Der erste Reaktionsschritt eines jeden
Zyklus ist die Denaturierung des Doppelstranges der template-DNA bei ca. 95°C. Hierbei
entsteht Einzelstrang-DNA. Der zweite Reaktionsschritt, annealing bzw. Anlagerungsschritt,
wird in einem Temperaturbereich von 45°C—65°C durchgefiihrt. Die annealing-Temperatur
héngt von der Schmelztemperatur des verwendeten Primers ab. Beim annealing lagert sich
der entsprechende Primer an den zu ihm komplementéren Einzelstrang an. Im darauf
folgenden dritten Reaktionsschritt, der Extension, werden zwei neue DNA-Stringe
synthetisiert. Dabei werden die Primer bei ca. 72°C am 3°-Ende verldngert, wobei die

Reaktion durch thermostabile Polymerasen katalysiert wird. Diese beiden DNA-Stringe



3. MATERIALIEN UND METHODEN 67

dienen in den folgenden Zyklen als DNA-Vorlage. Aufgrund der exponentiellen Zunahme (2",
n: Zahl der PCR-Zyklen) an DNA sind fiir die PCR nur geringe Mengen an template-DNA
erforderlich.

Fiir die Durchfiihrung einer PCR zur positionsgerichteten Mutagenese wird grundsétzlich ein
dquimolares Gemisch aus Desoxy-Nucleotid-Triphosphat eingesetzt. Die Zusammensetzung

eines solchen dANTP-Mixes war wie folgt:

dNTP-Mix

dATP (100 mM) 2,5l
dCTP (100 mM) 2,5l
dGTP (100 mM) 2,5 ul
dTTP (100 mM) 2,5 ul
ddH,0 90,0 ul

3.15.2 POSITIONSGERICHTETE MUTAGENESE MIT QUIKCHANGE

Zum spezifischen Austausch von Aminosduren in einem Gen werden Punktmutationen
eingefiihrt. Hierfiir werden zwei komplementidre Primer benétigt, mit dem gewiinschten
Basenaustausch in der Mitte. Als template dient das Plasmid mit dem zu mutierenden Gen.
Auf den ersten Schritt der Polymerase Kettenreaktion, die Denaturierung des Plasmids, folgt
im Anlagerungsschritt die Hybridisierung der Primer an die Einzelstringe des Plasmids. Im
Syntheseschritt wird das gesamte restliche Plasmid kopiert. Am Ende der PCR besitzen alle
DNA-Stringe die entsprechende Mutation, mit Ausnahme der template-DNA. Diese liegt
methyliert vor, da sie durch Plasmidisolierung aus Zellen gewonnen wird. Im Gegensatz
hierzu sind die wéhrend der PCR in vitro gebildeten Tochterstrange nicht methyliert. Der
Verdau der Elternstringe mit Dpnl, das selektiv methylierte DNA angreift, 146t nur DNA
ibrig, die die gewlinschte Mutation trdgt. Die PCR erfolgt bei dieser Methode nicht als
Kettenreaktion mit exponentiellem Wachstum. Es bilden sich lediglich 2n Tochterstriange.

Fiir die ortsspezifische Mutagenese wurde das "QuikChange—Kit" (Stratagene, La Jolla, USA)

verwendet. Das vom Hersteller empfohlene Protokoll wurde folgendermal3len abgewandelt:
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Pipettierschema

10 x Pfu-Polymerase Puffer mit MgCl, 10 pl
dNTP-Mix (¢ = 2,5 mM) 2l
DMSO 10 ul
Primer L287F forward (c = 5 pmol/pl) 2,5 ul
Primer L287F revers (c = 5 pmol/ul) 2,5 ul
pT-LipHp (template-DNA) (¢ = 0,6 pug/ul) 2 ul
Turbo Pfu-Polymerase(1 U/ul) 2 ul
autoklaviertes dH,O 69 ul

Einstellungen/Temperaturprogramm
Zur Einfiihrung der Punktmutation L287F wurde folgendes Temperaturprogramm entworfen

(Tabelle 11):

Tabelle 11: Temperaturprogramm der QuikChange-PCR bei der Einfilhrung -einer
Punktmutation in das Plasmid pT-LipHp

Programmschritt Denaturierung annealing Extension

1 95°C

7 min
2 (20 Zyklen) 95°C 58°C 68°C

I min I min 30 sec 15 min
3 68°C

20 min

Nach beendeter Reaktion wurde der Reaktionsansatz mit 1 ul Dpnl versetzt und 2 Std. bei
37°C inkubiert. Danach wurden zur Entfernung von Salzen, die die Transformation negativ
beeinflussen konnten, 15 pul des Ansatzes auf einen, auf bidestilliertem Wasser
schwimmenden, Dialyse-Filter aufgetragen, 2 Std. bei Raumtemperatur dialysiert und

anschlieBend der gesamte Ansatz in E. coli DH5a transformiert.

3.15.3 AUFTRENNUNG VON DNA DURCH AGAROSEGELELEKTROPHORESE

Die analytische oder préiparative Auftrennung von DNA-Molekiilen unterschiedlicher Grof3e
erfolgte durch Elektrophorese in einem Agarosegel. Dabei wandern die negativ geladenen

DNA-Molekiile im  angelegten elektrischen Feld zur Anode, wobei die
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Wanderungsgeschwindigkeit von der Porengrofle der Matrix (Agarose), der angelegten
Spannung und der Grofle der DNA-Molekiile abhéingt. Um einen eindeutigen Zusammenhang
von MolekiilgroBe und Molekularmasse zu erhalten, miissen die DNA-Molekiile vollstindig
linearisiert sein. Dies wird erreicht durch Zugabe von Ethidiumbromid, das sich in die DNA-
Molekiile einlagert. Ethidiumbromid wird durch UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt und kann

daher verwendet werden, um DNA-Fragmente sichtbar zu machen.

Herstellung eines 1%-igen Agarosegels und Durchfiihrung der Elektrophorese

Die Agarose (1% (m/v) wurde durch Aufkochen im Mikrowellengerit in 1 1 1x TAE-Puffer
gelost und bei 80°C aufbewahrt. Die auf ca. 60°C abgekiihlte Gellosung wurde mit 0,0075 %
(v/v) Ethidiumbromid versetzt und in den Geltrdger mit eingesetztem Probentaschenkamm
gegossen. Nach Abkiihlung wurde das feste Gel mitsamt des Geltragers in die
Elektrophoresekammer gesetzt, mit 1x TAE-Puffer iiberschichtet und der Kamm entfernt. Die
DNA-Proben (1 Vol. DNA + 1 Vol. Auftragspuffer) wurden in die Probentaschen
eingebracht. Als GroBenstandard wurde ein kommerzieller DNA-Standard verwendet. Die
Elektrophorese erfolgt bei max. 120 V so lange, bis die Bromphenolblau-Bande das Gel zu ca.
80 % durchlaufen hatte.

Zur Detektion wurde das Gel auf den UV-Leuchttisch gelegt. Das in die DNA eingelagerte
Ethidiumbromid wurde bei einer Wellenldnge von A = 480 nm zur Fluoreszenz angeregt.
Damit konnte das DNA-Bandenmuster photographiert werden. Die Intensitdt der Banden
entspricht der Menge an dazugehoriger DNA. Allerdings ist dabei zu beachten, dal kleinere
DNA-Molekiile bei gleicher Konzentration ein schwécheres Signal ergeben, da sie weniger

Molekiile Ethidiumbromid einlagern konnen als groBere DNA-Fragmente.

3.15.4 TRANSFORMATION IN E. coLI DH5a

Herstellung kompetenter Zellen nach Chung et al. (Chung et al. 1989)

Aus einer LB-Ubernachtkultur von E. coli DH5a ohne Selektionsantibiotikum wurden 50 ml
LB-Medium 1:100 angeimpft und bei 37°C bis ODs75 = 0,4-0,6 geschiittelt. Die Zellkultur
wurde bei 3500 Upm und 4°C fiir 10 min zentrifugiert (Universal 30 F), der Uberstand
verworfen, das Pellet in 2 ml TSS Puffer (0°C) resuspendiert und fiir 2 Std. auf Eis inkubiert.

Die Zellen wurden in 200 pl Portionen aliquotiert und direkt transformiert.
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Transformation von kompetenten DH5a Zellen

Zu je 200 pl kompetenter Zellen wurden 50 pl mit Dpnl verdaute und dialysierte DNA
zupipettiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Transformationsansatz
jeweils 45 sec bei 42°C und fiir weitere 5 min auf Eis inkubiert und 1 ml LB-Medium
zugegeben. Die Ansdtze wurden dann bei 37°C 1 Std. unter Schiitteln inkubiert und danach
die Zellen bei 4000 Upm fiir 3 min bei 4°C abzentrifugiert. Das resuspendierte Pellet wurde
auf LB-Amp Agarplatten ausplattiert. Die Inkubation erfolgte iiber Nacht bei 37°C.

3.15.5 ISOLIERUNG VON NUCLEINSAUREN

Mini-Plasmid-DNA-Isolation mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

Fir Anwendungen, die besonders reine Plasmid-DNA erforderten, wie z.B. PCR- und
Sequenz-Reaktionen, wurde diese Plasmid-Priaparationsmethode verwendet. Sie beruht auf
der alkalischen Lyse von Zellen (Birnboim und Doly 1979) und der spezifischen Bindung von
DNA an lonenaustauschersiulen.

Nach Abtrennung der Zellen von 1,5 ml einer Ubernacht-Kultur durch Zentrifugation (14000
Upm, 1 min) wurde der Kulturiiberstand verworfen und die Plasmid-Isolation aus den Zellen

exakt nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Midi-Plasmid-DNA-Isolation mit dem Plasmid Midi Kit (Qiagen)

Diese Methode wurde zur Priparation groerer Mengen Plasmid-DNA verwendet. Sie basiert
auf den selben Prinzipien wie die Mini-Prédparation.

Eine 50 ml Ubernacht-Kultur wurde fiir 10 min bei 5000 Upm und 4°C zentrifugiert. Die

Plasmid-Isolation aus dem Zellpellet erfolgte gemél den Anweisungen des Herstellers.

3.15.6 VORBEREITUNG DER DNA ZUR SEQUENZIERUNG

Die DNA wurde mit 2 bis 3 Volumenteilen Ethanol (100 %, -20 °C) und 0,1 Volumenteil
einer 3 M Na-Acetat Losung (pH 6,5) gefdllt. Anschlieend wurde das Gemisch flir 10 min
bei 0°C inkubiert und 20 min bei 14000 Upm und 4°C zentrifugiert. Nach AbgieBen des
Uberstands wurde das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und

schlieBlich in Resuspensionslosung aufgenommen.
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3.15.7 DNA-SEQUENZIERUNG

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der von Frederick Sanger entwickelten
enzymatischen Ketten-Abbruch-Methode (Sanger et al. 1977). Dabei werden unterschiedlich
lange DNA-Fragmente erzeugt, hervorgerufen durch eine kontrollierte Unterbrechung der
Synthese mittels spezifischer Terminatoren (2°,3'- Didesoxynukleosid-5'-triphosphate,
ddNTPs), die zusédtzlich zu den 2’-Desoxynukleotiden zum Reaktionsansatz gegeben werden.
Die ddNTPs besitzen an ihrer 3 -Position keine OH-Gruppe. Dadurch kann ein entstehendes
DNA-Fragment, nach dem statistischen Einbau eines Terminators, nicht mehr durch die
Ausbildung  weiterer  Phosphodiester-Bindungen  zum  ndchsten  anzuhidngenden
2’-Desoxynukleotid verldngert werden. Es kommt zum Kettenabbruch. In der Praxis werden
vier separate Reaktionen, jede mit einem anderen ddNTP als Terminator, angesetzt und
anschlieBend nebeneinander in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach der Elektrophorese
der im Originalprotokoll durch radioaktiv markierte ddNTPs sichtbar gemachten, neu
synthetisierten Fragmente, kann direkt aus dem Signalmuster die DNA-Sequenz abgelesen
werden.

Bei der automatischen DNA-Sequenzierung mit dem 373A-DNA-Sequencer von Applied
Biosystems sind die vier ddNTPs mit vier unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert
und werden zusammen in einer Spur des Gels aufgetrennt (Prober et al. 1987; Freeman et al.
1990). Die Fluoreszenzfarbstoffe werden durch zwei Argonlaser mit Emissionsbanden von
488 nm und 514 nm angeregt und detektiert. Diese Vierfarbentechnik erhoht sowohl den
Durchsatz pro Gel als auch die Geschwindigkeit der Datenerfassung, die bereits wihrend des
Gellaufs durch einen angeschlossenen Rechner erfolgt.

Die Verwendung thermostabiler Polymerasen erlaubt die zur PCR (Mullis et al. 1986)
analoge zyklische Sequenzierung, bei der die enzymatischen Sequenzreaktionen mit einem
Primer iiber mehrere Zyklen durchgefiihrt werden. Dies erfordert nur geringere Mengen an

Ausgangs-DNA und erlaubt andererseits die Automatisierung.

Gellésung

Rotiphorese NF-Harnstoff 300¢g
Rotiphorese NF-10x-TBE-Puffer 6,0 ml
Rotiphorese NF-Acrylamid/Bis-Losung 40 % (29:1) 9,0 ml

ddH,O 23,5 ml
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Die fertige Losung wurde durch eine Membran (Porengrofle 0,22 pum) filtriert und entgast.
Gestartet wurde die Polymerisation durch Zugabe von 24 pl TEMED und 180 pl 10 % (m/v)
APS.

Resuspensionsldsung
Formamid 80 % (v/v)
25 mM EDTA, pH 8,0 20 % (v/v)

GieRen des Polyacrylamidgels

Um die exakte Erfassung der Fluoreszenzsignale wihrend des Gellaufs zu gewéhrleisten,
wurden die Glasplatten vor dem Gieflen des Gels mit dem Detergenz Alkanox und Wasser
gereinigt, und anschlieBend mit Isopropanol poliert.

Durch die Zugabe von APS und TEMED zur Gellosung, wurde die Polymerisation gestartet.
Die Gellosung wurde zwischen die durch Abstandshalter (spacer) getrennten Glasplatten
gegossen, der "Vorkamm" eingesetzt und die Platten mit Klammern wihrend der
zweistiindigen Polymerisationszeit abgedichtet. AnschlieBend wurden die Klammern entfernt,
der "Vorkamm" durch einen "Haifisch-Kamm" ersetzt und das Gel in den Sequenzierer
eingebaut. Nach Kontrolle des Basissignals erfolgte ein einstiindiger Vorlauf (28 W,
18-20 mA).

Die zyklische Sequenzreaktion

Der Ansatz zur zyklischen Sequenzreaktion wurde mit dem Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit und der AmpliTaq DNA Polymerase FS angesetzt. Da im Terminator Ready
Reaction Kit bereits die bendtigten Mengen an dNTPs, Terminatoren, Salzen, Puffer und
Polymerase vorliegen, mufiten lediglich die zu sequenzierende DNA, der Sequenzier-Primer

und Wasser zugegeben werden. Damit wurde der endgiiltige Reaktionsansatz wie folgt auf Eis

pipettiert:

Terminator Ready Reaction Mix 4 pul
Sequenzier-Primer 3,2 pmol
DNA 300-500 ng

ddH,0 ad 20 pl
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Die Sequenzierreaktion erfolgte im Thermocycler unter den in Tabelle 12 angegebenen

Bedingungen:

Tabelle 12: Temperaturprogramm fiir die zyklische Sequenzierreaktion

Programmschritt Denaturierung annealing Extension

1 95°C - -
6 min
2 (25x) 95°C 55°C 60°C
40 sec 30 sec 4 min
3 - - 60°C

4 min

Die Sequenzierprodukte wurden durch Ethanolfillung gereinigt. Der getrocknete
Niederschlag an DNA wurde in 4 pl Resuspensionsldsung geldst, 3 min bei 95°C denaturiert,
auf Eis abgekiihlt und nach kurzer Zentrifugation in die Taschen des Polyacrylamidgels
pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte iiber Nacht nach den vom Hersteller empfohlenen

Programmparametern (2500 V, 40 mA, 30 W).

3.16 BIOCHEMISCHE METHODEN

3.16.1 POLYACRYLAMID-GELELEKTROPHORESE (SDS-PAGE)

Mittels PAGE konnen Proteine in analytischem oder préparativem Malistab nach Grofle von
entfalteter oder gefalteter Proteinkette (SDS- und native PAGE) oder nach dem relativen
Gehalt an sauren und basischen Gruppen (isoelektrische Fokusierung) aufgetrennt werden
(Laemmli 1970). Dabei wandern die Proteine unter dem EinfluB3 des angelegten elektrischen
Feldes durch die Poren eines Polyacrylamidgels, wobei die Wanderungsrichtung und
-geschwindigkeit von der Ladung der Proteine, der PorengroBe des Gels und der angelegten
Spannung abhidngen. Wihrend die Auftrennung der Proteine bei der nativen PAGE im nicht-
denaturierten Zustand erfolgt, werden die Proteine zur Auftrennung nach ihrem
Molekulargewicht durch Bindung des Detergenz SDS proportional zu ihrer GroBe negativ
geladen (ein SDS-Molekiil pro zwei Aminoséurereste) und denaturiert. Bei der isoelektrischen
Fokusierung erfolgt die Wanderung der Proteine in einem Gel ohne SDS-Zusatz mit genau
definiertem pH-Gradienten (Righetti und Drysdale 1974). Da die Nettoladung eines Proteins

von der Anzahl seiner positiv und negativ geladenen Aminosduren und somit vom pH-Wert
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der Umgebung abhingig ist, endet die Wanderung an dem Punkt im pH-Gradienten, dem
isoelektrischen Punkt (pI), an dem die Anzahl der negativen und positiven Ladungen gleich
ist. Die Nettoladung ist hier gleich Null und somit auch die Beweglichkeit im elektrischen

Feld.

Puffer und Losungen

4x-Sammelgel-Puffer

Tris 12,1 g
SDS 0,8 g
ddH,O ad 200 ml

Mit HCI auf pH 6,8 einstellen

4x-Trenngel-Puffer

Tris 36,5¢
SDS 0,8¢g
ddH,O ad 200 ml

Mit HCI auf pH 8,8 einstellen

Sammelgel (4%)

Acrylamidldsung (30/0,8) 30 % (m/v) 0,52 ml
4x-Sammelgel-Puffer I ml
ddH,O 2,47 ml
TEMED 4 ul
APS 10 % (m/v) 40 pl

Trenngel (12,5%)

Acrylamidldsung (30/0,8) 30 % (m/v) 3,33 ml
4x-Trenngel-Puffer 2 ml
ddH,O 2,67 ml
TEMED 4 ul

APS 10 % (m/v) 40 pl
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2x-SDS-Proben-Puffer (Sambrook et al. 1989)

Tris 100 mM
DTT 200 mM
SDS 4%
Bromphenolblau 0,2 %
Glycerin 20 %
ddH,O ad 10 ml

Elektrophorese-Puffer

Tris 6g
Glycin 28,8 g
SDS 2g
ddH,O ad 21

Mit HCI auf pH 8,3 einstellen

Fixierldsung

Methanol 400 ml
Essigsdure 100 ml
dH,0 500 ml

Herstellung des SDS-Gels und Durchfiihrung der Elektrophorese

Zunichst wurde zwischen die beiden griindlich gereinigten, durch Abstandshalter getrennten
und zusammen geklammerten Glasplatten die Trenngellosung luftblasenfrei bis ca. 2,5 cm
unter den oberen Rand gegossen und mit etwa 200 pl Isobutanol iiberschichtet. Nach
Polymerisation des Trenngels (20 min bei Raumtemperatur) wurde das Isobutanol entfernt,
die Sammelgellosung auf das mit dH,O gespiilte Trenngel gegossen und der
Probentaschenkamm eingesetzt. Nach weiteren 20 min konnten die Klammern, der
Abstandshalter und der Probentaschenkamm entfernt und die Probentaschen mit dH,O gespiilt
werden. Das so vorbereitete Gel wurde zur Durchfiihrung der Elektrophorese in die mit
Elektrophoresepuffer gefiillte Elektrophoreseapparatur eingesetzt.

Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen 1:1 mit 2x-SDS-Probenpuffer verdiinnt, 5 min
bei 95°C denaturiert und kurz zentrifugiert. Als Molekulargewichts-Standard wurden 5 pl bis
10 ul LMW-Standard (siehe Tabelle 13) aufgetragen.
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Tabelle 13: Zusammensetzung des Proteinstandards, low molecular weight Standard (LMW)

Protein Molekulargewicht [kDa]
Phosphorylase B 97,4
BSA 66,3
Ovalbumin 45,0
Carboanhydrase 31,0
Trypsininhibitor 21,5
Lysozym 14,4

Die Elektrophorese erfolgte bei 25 mA pro Gel bis die Bromphenolblau-Bande das Ende des
Gels erreicht hatte, bzw. bereits aus dem Gel in den Elektrophoresepuffer gewandert war.

Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine im Gel geférbt.

Coomassie-Blue Farbung von Polyacrylamidgelen

Nach beendeter Elektrophorese wurden die Glasplatten und der Abstandshalter entfernt und
das Gel fiir mehrere Stunden in der wiBirigen Farbelosung aus 0,1 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blue, 30 % (v/v) Methanol und 10 % (v/v) Essigsdure geschwenkt. AnschlieBend
wurde die Fixierlosung abdekantiert und das Gel zweimal fiir 2 bis 3 min in demineralisiertem
Wasser (60°C) gespiilt. Das Gel wurde iiber Nacht in wiaBriger Losung mit 30 % (v/v)
Methanol und 10 % (v/v) Essigsdure entfarbt. AbschlieBend wurde noch dreimal mit
demineralisiertem Wasser gespiilt. Zur Aufbewahrung wurde das Gel luftblasenfrei zwischen
Filterpapier und eine Kopierfolie gelegt und 2 Std. im Geltrockner bei 80°C im Vakuum

getrocknet.

3.17 EXPRESSION DER REKOMBINANTEN PCL UND HELFERPROTEIN

3.17.1 FERMENTATION IM 5 L UND 25 L MARSTAB

Die Vorkultur der Fermentation wurde hergestellt durch Animpfen von 500 ml LB-Amp-
Medium (Ampicillin 100 pg/ml) mit 100 pl Glycerin-Dauerkultur und anschlieBender
Vermehrung bei 30°C iiber Nacht im Schiittler (200 Upm). Die Ubernacht-Kultur wurde in
4,5 1 steriles LB-Amp-Medium gegeben. Die Kulturbriihe wurde 2 bis 3 Std. bei 30°C,
500 Upm, bis zu einer ODs75 von 0,9 bis 1,0 inokkuliert. AnschlieBend wurde die Expression

des rekombinanten Proteins durch Aufheizen des Fermenters auf 42°C fiir 4 Std. induziert
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(500 Upm). AbschlieBend wurden die Zellen geerntet, durch cross-flow Filtration
aufkonzentriert, bei 4°C, 4000 Upm 20 min abzentrifugiert und bei -20°C eingefroren.

Da sowohl Wildtyp als auch die L287F-Mutante der PCL beim Zellaufschluf3 als inaktive
EinschluBkorper anfallen, wurde fiir beide Lipasen Helferprotein ompAA70Hp bendtigt.

500 ml LB-Amp-Medium (100 pg/ml) wurden mit 100 pl Glycerin-Dauerkultur angeimpft
und iiber Nacht bei 30°C im Schiittler (200 Upm) vermehrt. Die Ubernacht-Kultur wurde zu
24,5 1 sterilem LB-Amp-Medium zugegeben. Das Zellwachstum erfolgte iiber vier Std. bei
30°C unter Riihren (500 Upm) bis zu einer ODs7g von 0,8. AnschlieBend wurden die Zellen
bei 42°C durch die Hitzeschockmethode induziert und flir weitere 4 Std. geriihrt. Die
Zellernte erfolgte iiber cross-flow Filtration und anschlieBende Zentrifugation (4°C,

4000 Upm, 20 min). Die Biofeuchtmasse wurde bei -20°C gelagert.

3.18 ZELLAUFSCHLUR UND UMFALTUNG DER PSEUDOMONAS CEPACIA LIPASE

Sowohl PCL als auch Helferprotein wurden in Abwandlung der Methode von Quyen et al.
chemisch in Refolding-Puffer B aufgeschlossen (Quyen et al. 1999).

Refolding-Puffer B (500 ml)

Tris 0,61 g
Harnstoft (§M) 240 g
Na,HPO4 355¢g

Mit dH,0 auffiillen und mit HCI auf pH 8,0 einstellen.

Ca. 5 g Biofeuchtmasse E. coli Zellen wurden in 25 ml Refolding-Puffer B aufgenommen und
fiir 6 Std. bei Raumtemperatur geriihrt. Der Zellaufschlufl des Helferproteins erfolgte durch
Riihren einer Suspension von 10,11 g Biofeuchtmasse und 35 ml Refolding-Puffer fiir
ebenfalls 6 Std.

Wildtyp PCL 5,16 g in 25 ml Refolding-Puffer B
PCL L287F 5,07 g in 25 ml Refolding-Puffer B
ompAA70Hp 10,11 g in 50 ml Refolding-Puffer B
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AnschlieBend wurden die Zelltriimmer bei 4°C, 4000 Upm fiir 20 min abzentrifugiert. 25 ml
Lipase-Uberstand und 25 ml Uberstand des Helferproteins wurden in 25 1 demineralisiertem

Wasser aufgenommen, geriihrt und fiir 2 Wochen bei 4°C inkubiert.

3.19 PROTEINGEWINNUNG

3.19.1 CROSS-FLOW FILTRATION

Die Aufkonzentration des Lipase-Chaperone Gemisches erfolgte durch cross-flow Filtration
iiber eine 10 kDa Membran der Firma Omega (Stamford, CT, USA) bis zu einem
Endvolumen von 50 ml. AnschlieBend wurde die Membran mit mehreren Litern 0,1 N NaOH
und dH,0 gereinigt. Die je 50 ml Lipase-Lésung wurden auf je zwei Petrischalen verteilt und

bei -20°C eingefroren.

3.19.2 LYOPHYLISIERUNG

Die Petrischalen mit den tiefgefrorenen wéfrigen Losungen von Lipase und Helferprotein
wurden fiir 36 Std. im Gefriertrockner lyophylisiert und anschlieBend bei -20°C gelagert. Eine

weitere Aufreinigung erfolgte nicht.

3.20 BESTIMMUNG DER LIPASEAKTIVITAT

Ein photometrischer Assay wurde durchgefiihrt, um die Aktivitit von Wildtyp PCL und
L287F-Mutante zu bestimmen. Basierend auf der Methode von Winkler und Stuckmann
(Winkler und Stuckmann 1979) wurde der pNPP-Assay in folgender Modifikation
durchgefiihrt:

Puffer und Lésungen

Tris-HCI Puffer (500 ml)

Tris, 100 mM 6,04 g
Na-Cholat, 0,8% (w/v) 398¢g
Gummi arabicum, 1,0% (w/v) 499 g
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Das Gemisch wurde in 500 ml demineralisiertem Wasser aufgenommen und auf pH 7,5

eingestellt.

pPNPP-DMSO-L6sung (10 ml)
p-Nitrophenylpalmitat, 10 mM 37,75 mg
DMSO 10 ml

Das pNPP wurde in DMSO aufgenommen und sofort verwendet.

Durchfihrung

In einer 1 ml Einwegkiivette wurden zu 800 Ul bis 890 ul Tris-HCI Puffer 10 pl bis 100 pl
geeignet verdiinnte Lipaselosung und 100 pl pNPP-DMSO zu einem Gesamtvolumen von
1 ml zupipettiert. Die Kinetik wurde bei einer Wellenldinge von A = 410 nm gegen ein
Gemisch aus 9 Volumenteilen Tris-HCl Puffer und 1 Volumenteil pNPP-DMSO
aufgenommen. Unter den verwendeten Reaktionsbedingungen entsprach 1 U der

Enzymmenge, die pro Minute 1 pimol p-Nitrophenol freisetzt.

3.21 UNTERSUCHUNGEN ZUR SN-2 REGIOSELEKTIVITAT VON LIPASEN

3.21.1 STRUKTURIERTE TRIACYLGLYCERIDE

Das strukturierte Triacylglycerid OPO (Abbildung 8) wurde verwendet um zu untersuchen, ob
Lipasen in der Lage sind, sn-2 Estergruppen in Triacylglyceriden zu spalten oder ob die
entsprechenden Produkte lediglich das Resultat einer Acylwanderung sind (siehe auch Kapitel
. Die im Experiment verwendeten Lipasen sind in Tabelle 14 aufgefiihrt. OPO wurde
synthetisiert von Ulrike Schmid, Institut fiir Technische Biochemie, Universitit Stuttgart
(Schmid et al. 1999).

Da CRL langkettige Triacylglyceride weniger gut umsetzt als mittel- oder kurzkettige, wurde
fiir CRL die Umsetzung mit POP durchgefiihrt.
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Tabelle 14: Die zur Untersuchung der sn-2 Regioselektivitit verwendeten Lipasen. Alle
untersuchten Lipasen wurden auf Polypropylen EP100 immobilisiert.

Lipase Handelsname Hersteller
CAL A Chirazyme -L-5, Lyo. Boehringer Mannheim, Mannheim
CRL Amano AYS Amano Pharmaceutical Co., Ltd.,
Nagoya, Japan
RDL - Unilever B.V., Niederlande

3.21.2 IMMOBILISIERUNG DER LIPASEN

CAL A und CRL wurden auf dem Polypropylen-Trédgermaterial EP 100 nach einer Methode
von Schmid et al. immobilisiert (Schmid et al. 1999). Dabei wurden 150 mg EP100 mit
500 pl Ethanol gemischt. 10 mg Lipase wurden in 2,5 ml Natriumphosphat-Puffer gelost, dem
Tragermaterial beigemischt und iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die immobilisierte
Lipase wurde filtriert, dreimal mit Natriumphosphat-Puffer gewaschen und lyophylisiert. Das

Immobilisat von RDL auf Polypropylen wurde von Unilever B.V. erhalten.

3.21.3 MESSUNG DER HYDROLYTISCHEN AKTIVITAT DER IMMOBILISATE

Die Messung der hydrolytischen Aktivitit der immobilisierten Lipasen erfolgte in einer
Olivenol-Emulsion durch einen pH-Stat Assay. 10 ml Olivendl und 4 g Gummi arabicum
wurden in 200 ml demineralisiertem Wasser im Ultraturrax emulgiert. Fiir den Assay wurden
20 ml Emulsion, 470 pl Calciumchlorid-Losung (22%, w/v) und ca. 10 mg Lipase (CAL A:
11,93 mg, CRL 11,44 mg, RDL: 11,34 mg) gemischt. Die bei der Umsetzung frei werdenden
Fettsduren wurden automatisch mit 0,1 M Natronlauge titriert, um einen konstanten pH-Wert
von 7,5 einzuhalten. 1 U Lipaseaktivitit entspricht der Menge an Enzym, die 1 pmol
Fettsdure pro Minute freisetzt (Schmid et al. 1999).

3.21.4 ALKOHOLYSE VON STRUKTURIERTEN TRIACYLGLYCERIDEN

In einem typischen Ansatz (Schmid et al. 1999) wurden 30 mg Substrat in 1 ml Aceton

aufgenommen und mit 20 pl Ethanol (getrocknet iiber 3 A Molekularsieb) vermischt. Die
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Reaktion wurde durch Zugabe von 15 U immobilisierter und auf eine Wasseraktivitit von
ay = 0,43 eingestellte Lipase (ca. 3 mg) gestartet. Die Reaktionstemperatur betrug 60°C,
Probenentnahme erfolgte nach 27 Std. und 150 Std. Im Fall der Reaktion von CRL mit POP
wurden zu 30 mg POP 15 U Immobilisat zugegeben. Probenentnahme (10 pl) erfolgte nach
27 Std. und 150 Std.

3.21.5 ERMITTLUNG DER PRODUKTVERTEILUNG MITTELS GC-ANALYSE

Das Losungsmittel der entnommenen Proben wurde im Stickstoffstrom entfernt und der
Niederschlag durch Zugabe von 10 ulI N-Methyl-N-trimethylsilylheptafluorbutyrat
(MSHFBA) derivatisiert. Das MSHFBA setzt die frei werdenden Fettsduren zu den
entsprechenden Trisilylmethylestern um. Zudem werden freie Hydroxylgruppen von
Alkoholen silyliert. Nach Zugabe des MSHFBA wurden die Proben 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert und mit 70 pll Methylenchlorid verdiinnt.

Die GC-Analyse erfolgte auf einem Fisons GC mit FID auf einer unpolaren Séule (Optima 5).
Die Chromatographiesdule wurde auf 200°C (2 min) vorgeheizt und in Schritten zu 8°C pro
Minute bis zu einer Endtemperatur von 360°C erhitzt. Als Tragergas wurde Wasserstoff
verwendet. Der eingestellte Gasdruck war 130 kPa. Die Temperatur von Injektor und
Detektor betrug 370°C. Die Verwendung dieser GC-Analytik erlaubte die Trennung von
Estern, Fettsduren, Mono-, Di- und Triacylglyceriden sowie den Isomeren von 1(3)- und

2-Monopalmitin bzw. 1,3- und 1,2(2,3)-Dipalmitin (Schmid et al. 1999).
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4 ERGEBNISTEIL

4.1 CHARAKTERISIERUNG DER SUBSTRATBINDUNGSTASCHEN FUR LIPASEN

Lipasen aus Mucoralen

Die Lipasen ROL und RML aus Mucoralen besitzen 56% identische und zusétzlich weitere
14% #hnliche Aminosiuren. Eine Ubersicht iiber die Homologie gibt Abbildung 26.

ROL 1 S DGGKWAATTAQ QEFTKYAGH AATAY[ORSVWPGNKWDCVQCQKWPDGKI | T
RM. 1 S| DGG- | RAATSQE! NELTYYTTLSANSY(QRTVI PGATWDCI HCD- ATEDLKI | K
consensus 1 * * k% . ***. .*.* * *. ..* .***.*.** ***. * * * k%
ROL 55 TFTSLLSDTNGYVLRSDKQKTI YLVFRGINSFRSA! TDIVENFSDYKPVKGAKVH
RM. 54 TWSTLI YDTNAMVARGDSEKTI YI VFRGSSSI RNW ADLTEVPVSYPPVSGTKVH
consensus 55 *...*. ***. * * * .****.****. * * *.*. * * * % *.***
ROL 110 ACGELSSYEQWNDYFPWQEQL TAHPTYKVI VTGHEEGGAQAL LAGVDL YQREPR
RM. 109 KGFLDSYGEVQNEL VATVL DQFKQYPSYKVAVTGHBIGGATAL L CAL DL YQREEG
consensus 110 * % % * % .* * * * % % *kkkkkkkk*k * % % .******

ROL 165 LSPKNLSI FTVGGRRVGNPTFAYYVESTG PFQRTVHKREI MPHVPPQSFGEL HP
RM. 164 LSSSNLFLYTQGGPRVGDPAFANYWSTG PYRRTVNEREI MPHLBPAAFGEL HA
consensus 165 * % * % .* * ****.*.** * % *****. * % % ******.** .*****
ROL 220 GVESW KSG TSNVQ CTSEI ETKDCSNSI VPFTSLLDLSYFDI NEESCL
RM. 219  GEEYW TDNSPETVQVCTSDLETSDCSNSI VPFTSVLDLSYFG NERQT
consensus 220 * * * % ** * % % .** *********** *kkkkk*x * % *

Abbildung 26: Sequenzalignment der reifen Lipasen ROL und RML aus Mucoralen. Beide

Lipasen besitzen 56 % identische ("*") bzw. 70 % identische und dhnliche Reste ("+" und "-").
Die katalytische Triade ist hervorgehoben in rot (z.B. BilE)), die Reste des hydrophobic
crevice in griin (z.B. 183), der hydrophobic dent in gelb (z.B. L258). Die Aminoséduren 265
bis 267 sind grau (z.B. ). Die Cystein-Reste, die die Disulfidbriicke zwischen dem C-
und N-Terminus ausbilden sind durch einen Kasten hervorgehoben (z.B. [C268)). Das lid
reicht von N84 (ROL) bzw. S83 (RML) bis F97 (ROL) bzw. P96 (RML).

Die Charakterisierung der Form und chemischen Umgebung der Substrat-Bindungstaschen
von ROL und RML ergab, dall in beiden Lipasen das katalytische Zentrum in einer Art
flachen Schale (Pleiss et al. 1998) lokalisiert ist, an deren Wénden zwei hydrophobe Bereiche
sitzen, an die eine Fettsdurekette binden kann (Abbildung 27). Der grofe und tiefe
hydrophobic crevice (Abbildung 27: griin) besteht bei ROL aus T83, A89, 193, F95, F112,
L146, P178, V206, V209, P210 und F216, bei RML aus S82, W88, L92, F94, F111, L145,
P177, V205, L208, P209 und F215. Der flachere hydrophobic dent (Abbildung 27: orange)
wird bei ROL aus den Aminoséduren 1205, T252, L.254 und L258 gebildet, bei RML aus 1204,
T252, V254 und L258. In Abbildung 27 sind die Substratbindungsstellen von ROL (links)
und RML (rechts) nach der Oberflichendarstellung von Connolly abgebildet (Connolly 1983).
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Abbildung 27: Links: Die Substratbindungsstelle der ROL. Rechts: Die
Substratbindungstasche der RML. Die Aminosduren der katalytischen Triade sind rot, die des
hydrophobic crevice griin, die des hydrophobic dent orange eingefarbt. Die Form beider
Bindungstaschen ist weitgehend &hnlich. Es fillt jedoch auf, dafl in RML mit W88 ein groBer
hydrophober Rest Teil des hydrophobic crevice ist, dessen entsprechender Nachbar in ROL
das deutlich kleinere A89 ist.

Die Bindung eines Triacylglycerids bzw. Analogons an die sn-1(3) regioselektiven Lipasen
aus Mucoralen erfolgte nach folgendem Schema: Die hydrolysierte sn-1(3) Fettsdurekette
wurde in den hydrophobic crevice orientiert unter besonderer Beriicksichtigung der
kovalenten Bindung zwischen Carboxyl-Kohlenstoff und Oy des aktiven Serins sowie der
Orientierung des Oxyanions in das oxyanion hole. Die Bindung des sn-2 Substituenten
erfolgte an den hydrophobic dent. Die nicht-hydrolysierte sn-3(1) Fettsdure bleibt frei, d.h.
ohne spezifische Wechselwirkung mit dem Protein. Zusitzlich zum eben beschriebenen sn-2
down Bindungsmodus existiert noch ein zweiter, alternativer Bindungsmodus (Sn-2 up), in
dem die hydrolysierte sn-1(3) Fettsdurekette gleichfalls an den hydrophobic crevice bindet,
der hydrophobic dent jedoch von der nicht-hydrolysierten sn-3(1) Fettsdurekette besetzt wird
und der sn-2 Substituent ohne spezifische Bindung an die Lipase bleibt. Der sn-2 up
Bindungsmodus wurde fiir die RML nicht untersucht (siche Kapitel .

PCL

Die Bindungstasche der PCL entspricht einem elliptischen Trichter (Pleiss et al. 1998), dessen
Spitze das katalytische Zentrum bildet und an dessen Wénden drei Bereiche auftreten, an die
die Substituenten eines Substrats anlagern konnen. Wie die Lipasen aus Mucoralen besitzt

auch die PCL einen hydrophobic crevice zur Bindung der hydrolysierten sn-1(3)
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Fettsdurekette sowie einen hydrophobic dent, zur Bindung des sn-2 Substituenten (Sn-2 down
Bindungsmodus) bzw. der nicht-hydrolysierten sn-3(1) Fettsdurekette (sn-2 up
Bindungsmodus). Der hydrophobic crevice der PCL wird gebildet aus den Aminosduren L17,
P113, S117,F119, V123, L164, L167 und V267, der hydrophobic dent aus L.248, T251, V266
und L287. Die dritte Bindungsregion teilt die Alkoholbindungstasche in zwei Teile. Neben
dem hydrophobic dent besitzt die PCL die sogenannte cavity, ein Strukturelement bestehend
aus flunf unpolaren (V26, L27, F146, 1290 und L293) und fiinf polaren Aminosduren (T18,
Y29, P243, S244 und Q292). Abbildung 28 zeigt die Bindungstasche der Lipase aus
Pseudomonas cepacia nach der Oberflichendarstellung von Connolly (Connolly 1983).

Abbildung 28: Die Substratbindungstasche der PCL. Die Aminoséuren der katalytischen
Triade sind rot, die des hydrophobic crevice griin, die des hydrophobic dent orange, die der
cavity blau und die der wall gelb eingeférbt. Die Oberflachendarstellung der Lipase erfolgt
nach Connolly (Connolly 1983).

Untersuchungen zur Stereoselektivitit von PCL bei der Hydrolyse von Triacylglyceriden und
deren Analoga erfolgte an Enzym-Substrat-Komplexen, die das Substratmolekiil sowohl in
sn-2 down als auch im sn-2 up Bindungsmodus gebunden enthielten. Die fiir die molecular
modeling Studien zur Enantioselektivitit von PCL bei der Umsetzung mit priméren
Alkoholsubstraten wichtigen Regionen BTM und BTL bestehen bei der PCL aus L17, H86
und L287 (BTM) bzw. dem offenen Teil der Alkoholbindungstasche (BTL) (Kazlauskas
1994; Kazlauskas 1995).
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CRL

Die Lipase aus Candida rugosa besitzt in ihrer Substrat-Bindungstasche einen hydrophoben
Tunnel, in den sich die zu spaltende Fettsdurekette hinein orientiert. Die
Alkoholbindungsstelle des Enzyms ist sehr gro3 und bietet einer Vielzahl auch sterisch
anspruchsvoller Alkoholreste Platz. Der hydrophobic tunnel besteht aus den folgenden
Aminosduren: G124, F125, M213, V245, P246, S247, 1302, L304, L307, F345, F415 und
V534, der hydrophobic dent aus P65, L78, V81, M82, G124, G127, F296, F344 und F345.
Wie die PCL besitzt auch die CRL eine dritte Bindungstasche, cavity, aus polaren und
unpolaren Aminosduren: G122, T132, F133, E208, S450, 1453, V454, Y458. Abbildung 29
zeigt die Bereiche der CRL Bindungstasche, an die unpolare Reste binden konnen.
Untersuchungen zur Stereoselektivitdt bei der Spaltung von Fetten und Analoga wurden in

beiden Bindungsmodi (sn-2 down und sn-2 up) des Substrats durchgefiihrt.

Abbildung 29: Die Substratbindungstasche der CRL. Die Aminosduren der katalytischen
Triade sind rot, die des hydrophobic tunnel griin, die des hydrophobic dent orange und die der
cavity blau ecingefirbt. Die Oberflichendarstellung der Lipase erfolgt nach Connolly
(Connolly 1983).

CALB

Die Bindungstasche der CAL B ist im Gegensatz zur CRL flach und eng. Die zu
hydrolysierende Fettsdurekette bindet an den hydrophobic crevice, der aus den Aminosduren
T40, Q106, L109, D134, T138, Al41, L144, V154 und Q157 besteht. Die Linge der
ungehindert durch CAL B umgesetzten Fettsdureketten ist beschriankt durch L144. Fettsduren,
die ldnger als C8 sind, miissen sich um diese Aminosdure herum orientieren. Es resultiert ein

ungiinstiger Knick bei der Bindung des Substrats.
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Dem hydrophobic crevice direkt benachbart ist der hydrophobic dent. Er wird aus den
Aminosduren E188, 1189, 1285 und V286 aufgebaut. Die GroBle der Alkoholbindungstasche
wird jedoch stark eingeschridnkt durch L278, das zur dritten Bindungsregion der CAL B
gehort. Diese flache hydrophobe Region, cavity, besteht auler L278 aus A279, A281 und
A282. Durch die flache Form der Bindungstasche wird eine Bindung sperriger Alkoholreste
ermOglicht, in dem der Rest, aus der Lipase heraus, in den Fetttropfen ragt. Abbildung 30
zeigt die einzelnen Bereiche der Bindungstasche von CAL B nach der Oberflichendarstellung

von Connolly (Connolly 1983).

Abbildung 30: Die Substratbindungstasche der CAL B. Die Aminosduren der katalytischen
Triade sind rot, die des hydrophobic crevice griin, die des hydrophobic dent orange und die
der cavity blau eingefirbt. Die Oberflichendarstellung der Lipase erfolgt nach Connolly
(Connolly 1983).

4.2 STEREOSELEKTIVITAT VON LIPASEN BEI DER HYDROLYSE VON TRIACYLGLYCERIDEN

UND ANALOGA

4.2.1 EINFLUB DES SUBSTRATS AUF DIE STEREOSELEKTIVITAT

Wildtyp ROL

Die stereoselektive Hydrolyse von fiinf Triacylglyceriden und Analoga mit sSn-2 Substituenten
unterschiedlicher Grofle und chemischer Struktur durch die sn-1(3) regioselektive Lipase aus
Rhizopus oryzae wurde mit molecular modeling Methoden untersucht. Die Substrate konnten
anhand der Bindungsordnung in der funktionellen Gruppe des sn-2 Substituenten in zwei

Klassen, flexible und starre, eingeteilt werden (Kapitel[1.2.1]). Die Bindungsordnung ist dabei
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kohdrent zur Rotierbarkeit entlang der O‘-C1°(in Ether- (1), Benzylether- (2) und Ester-
Analogon (3)), N*-C1‘(im Amid-Analogon (4)) bzw. der C1‘-C2° Bindung (im Phenyl-
Analogon (5)).

sn-2 down Bindungsmodus

Die Auswertung der Trajektorien der molekulardynamischen Simulationen und die Erstellung
von mittleren Strukturen ergab (Kapitel), daB in allen untersuchten ROL-Substrat-
Komplexen sterische Wechselwirkungen zwischen dem Triacylglycerid bzw. den Analoga
und der L258 Seitenkette des hydrophobic dents auftraten. Der sn-2 Substituent orientierte
sich nahe dem C2 des Glycerids in den sogenannten His gap, eine Spalte zwischen den
Seitenketten des aktiven H257 und L258 (3,8 A Ca-Ca Abstand). In sn-1 Orientierung wurde
ein kleinster Abstand zwischen L258 und dem Carbonyl-Sauerstoff des sn-2 Substituenten
von 2,5 A gemessen, wohingegen in sn-3 Orientierung der geringste Abstand zwischen

Substrat (C2) und L258 4,4 A betrug (Abbildung 31).

ot oaca G2
s ap'? L:lz?

Abbildung 31: Links: Beispiel fiir die sterischen Wechselwirkungen zwischen dem sn-2
Substituenten nahe dem C2 des Glycerids und der Seitenkette von L258. Dargestellt ist die
mittlere Struktur des Amid-Analogons in sn-1 Orientierung im sn-2 down Bindungsmodus.
Rechts: Die mittlere Struktur des Amid-Analogons in sn-3 Orientierung in sn-2 down
Bindungsmodus. Sterische Wechselwirkungen traten hauptsdchlich zwischen dem prochiralen
C2 des Glycerids und der Seitenkette des L258 auf. Definition des Torsionswinkels ®o3.c3.
Kohlenstoffatome sind hellgrau, Heteroatome dunkelgrau hervorgehoben. Ci: tetraedrisch
koordiniertes Kohlenstoffatom; Oy: Sauerstoff des aktiven S145; O1, C1, C2, C3, O3: Atome
des Glycerids; N*, C1‘: Atome des sn-2 Substituenten im Amid-Analogon.

In sn-3 Orientierung zeigte die Bindung zwischen C2 und der funktionellen Gruppe des sn-2
Substituenten (C2-O° im Ether-, Benzylether- und Ester-Analogon, C2-N* im Amid-Analogon
und C2-C1° im Phenyl-Analogon) zu den Aminosduren des hydrophobic dent. In sn-1
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Orientierung ist diese Bindung vom hydrophobic dent weg orientiert (Abbildung 31). Dies
riihrt von der entgegengesetzten Konfiguration am C2 des Glycerids her (Abbildung 12). Als
Konsequenz aus den unterschiedlichen Orientierungen resultiert, da3 in sn-1 Orientierung die
Geometrie der sn-2 Substituenten von flexiblen und starren Substraten dhnlich ist, wihrend in
sn-3 orientierten Substraten Unterschiede in der Geometrie des Sn-2 Substituenten auftreten.
Die Geometrie der an die Lipase gebundenen Triacylglyceride und deren Analoga hingt
demnach direkt von repulsiven sterischen Wechselwirkungen zwischen dem sn-2
Substituenten und iiberwiegend der Aminosdure 258 ab. Zur Identifizierung und Illustration
dieser Unterschiede in der Substratgeometrie wurden sieben (flir das Phenyl-Analogon nur
fiinf, da der Aromat planar ist) Torsionswinkel im Glycerid und sn-2 Substituenten gemessen
und miteinander verglichen. Es konnte eine Korrelation zwischen der Geometrie des Substrats
in sn-3 Orientierung und der Flexibilitdt der funktionellen Gruppe des sn-2 Substituenten
festgestellt werden, die durch den Torsionswinkel ®p;3.c3 zwischen dem hydrolysierten Ester-
Sauerstoff O3 und C3 des Glycerids beschrieben werden kann (Abbildung 31). So gilt fiir die
stereoselektive Hydrolyse von Triacylglyceriden und deren Analoga durch ROL: fiir flexible
Substrate liegt der Wert des Torsionswinkels ®o3.c3 zwischen 160° und 170°, wiahrend er fiir

starre Substrate ®Pps.c3 ca. 120° betrigt (Tabelle 15).

Tabelle 15: Stereopriferenzen von Wildtyp-ROL, ROL-Mutanten L258X (X=A,S,F) und
ROL-Doppelmutanten L258F/L254Y (Y=A,V,F) bei der Hydrolyse von Triacylglyceriden
und Analoga.

ROL spezifische oz cs Vvorhergesagte  experimentell  ee-Wert® E-Wert®
Aktivitat *° [°]  Stereopraferenz ermittelte [%6]
[U/mg] Stereopréferenz
fir Triolein
Wildtyp
Ether-Analogon 164 sn-1 sn-1 61 (£2) 4
Benzylether-Analogon 160 sn-1 sn-1 50 (£2) 3
Ester-Analogon 7770 (£ 93) 170 sn-1 sn-1 19 (£5) 1
Amid-Analogon 117 sn-3 sn-3 63 (£ 6) 5
Phenyl-Analogon 118 sn-3 sn-3 77 (£ 3) 8
L258A

Ether-Analogon nb.¢ nb.¢ sn-1 50 (x£95) 3
Ester-Analog 7370 (£ 577) 157 sn-1 sn-1 16 (x 4) 1
Amid-Analogon 127 sn-3 sn-3 52 (x4) 3
Phenyl-Analogon 170 sn-1 sn-1 68 (£ 5) 5

L258S
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Ether-Analogon n.b. ¢ n.b. ¢ sn-1 65(x4) 5
Ester-Analogon 4420 (£ 154) 165 sn-1 sn-1 14 (£ 3) 1
Amid-Analogon 143 sn-3 sn-3 60 (x3) 4
Phenyl-Analogon 164 sn-1 sn-1 53 (x2) 3
L258F
Ether-Analogon nb.¢ nb.¢ sn-1 63 (£95) 5
Ester-Analogon 5770 (x134) 155 sn-1 sn-1 23 (£3) 2
Amid-Analogon 110 sn-3 sn-3 86 (£ 5) 14
Phenyl-Analogon 96 sn-3 sn-3 91 (£2) 22
L258F/L254A
Ether-Analogon n.b. ¢ n.b. ¢ sn-1 63 (£3) 5
Ester-Analogon 4710 (£ 183) 165 sn-1 sn-1 22 (£3) 2
Amid-Analogon 131 sn-3 sn-3 78 (£ 4) 8
Phenyl-Analogon 113 sn-3 sn-3 89 (x2) 18
L258F/L254V
Ether-Analogon n.b.? n.b.? sn-1 62(x1) 4
Ester-Analogon 5820 (+ 142) 153 sn-1 sn-1 26 (£3) 2
Amid-Analogon 120 sn-3 sn-3 88 (x4) 16
Phenyl-Analogon 107 sn-3 sn-3 88 (x4) 16
L258F/L254F
Ether-Analogon 167 sn-1 sn-1 58 (£ 4) 4
Ester-Analogon 4730 (£ 170) 141 sn-3 sn-3 5(x2) 1
Amid-Analogon 143 sn-3 sn-3 89 (£3) 18
Phenyl-Analogon 96 sn-3 sn-3 92 (x£3) 25

* Durchschnittswert * Standardabweichung (n = 3); ° Die spezifischen Aktivititen wurden fiir Triolein
gemessen. Es handelt sich hierbei um eine Standardprozedur. Fiir andere Triacylglycerid Analoga wurden die
Aktivitdten qualitativ durch Diinnschichtchromatographie bestimmt, mit der Wildtyp-ROL als Referenz. Dabei
wurden keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zum Triolein festgestellt. Die spezifischen Aktivitdten der
Wildtyp-ROL und der ROL-Mutanten variieren aufgrund unterschiedlicher Reaktionsbedingungen und
Loslichkeiten der Substrate (Messungen wurden durchgefiihrt von der Arbeitsgruppe Spener, Miinster).

Al—-| B
¢ ee:[ ] [ %100, fiir [A] > [B] (n = 12; Messungen wurden durchgefiihrt von der Arbeitsgruppe Paltauf,
|A| +| B|

_In(l—c (1 +eep))
In(l —c (1-ee,))

, wenn der Umsatz ¢ < 10 %; ¢ n.b.: nicht bestimmt.

Flexible Substrate werden von Wildtyp-ROL bevorzugt in sn-1 hydrolysiert, starre Substrate
in sSn-3. Der Torsionswinkel ®ps3.c3 erlaubt eine Unterscheidung zwischen diesen beiden
Substratklassen und die Vorhersage der Stereopriferenz von Wildtyp-ROL bei der
Umsetzung von Triacylglyceriden und Analoga. ®Pgs.c3 > 150° korreliert mit sn-1,

Po3.c3 < 150° mit sn-3 Stereopriferenz.
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sn-2 up Bindungsmodus

Im Verlauf der molekulardynamischen Simulationen verlieB die nicht-hydrolysierte sn-3(1)
Fettsdurekette in allen untersuchten ROL-Substrat Komplexen den hydrophobic dent. Die
Bindung im sn-2 up Modus war demnach nicht stabil, obwohl attraktive hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen der nicht-hydrolysierten sn-3(1) Fettsdurekette und dem
hydrophobic dent eine Anlagerung der Fettsdurekette in dieses Strukturelement erwarten
lieBen. Aus dieser Beobachtung wurde abgeleitet, da3 die Bindung eines Triacylglycerids
bzw. Analogons in die Bindungstasche der ROL bevorzugt im sn-2 down Bindungsmodus
erfolgt. Weitergehende molekulardynamische Simulationen von Komplexen der ROL-
Mutanten, ROL-Doppelmutanten sowie RML mit Triacylglyceriden und Analoga wurden

daher nur noch unter Beriicksichtigung des sn-2 down Bindungsmodus durchgefiihrt.

4.2.2 EINFLUB DER SUBSTRATBINDUNGSSTELLE AUF DIE STEREOSELEKTIVITAT

Mutationen ROL-L258X (X=A,S,F)

Zur Verdnderung der Stereoselektivitdit von ROL bei der Umsetzung von Triacylglyceriden
und Analoga wurde L258 durch das kleine Alanin, das kleine und polare Serin sowie das
sperrige Phenylalanin ersetzt (von der Arbeitsgruppe Spener, Miinster, durchgefiihrte
experimentelle Arbeiten). Es wurde erwartet, dal der Austausch dieser Aminosdure die
Bindungsgeometrie im Substrat verdndert. Dieser Effekt sollte am stirksten ausgeprigt sein
fiir starre Triacylglycerid Analoga (Amid- und Phenyl-Analogon). Drei Substrate wurden
molekulardynamisch untersucht (Ester-, Amid- und Phenyl-Analogon). Die Ergebnisse sind in
Tabelle 15 zusammengefalit. Die Werte fiir den Torsionswinkel ®os;.c; fiir das Ester-
Analogon waren dhnlich denen bei der Bindung an den Wildtyp: 157°, 165° und 155° fiir
ROL-L258A, ROL-L258S und ROL-L258F. Fiir das Amid-Analogon waren die Werte fiir
®Po3.c3 in allen drei Fillen kleiner als 150°, d.h. 127° (ROL-L258A), 143° (ROL-L258S) und
110° (ROL-L258F). Im Gegensatz hierzu unterschieden sich die Werte fiir den
Torsionswinkel ®Pps.c3 flir das Phenyl-Analogon im Komplex mit ROL-Mutanten von denen
im Wildtyp betrachtlich. Wahrend fiir ROL-L258A und ROL-L258S ®p;.¢c3 mit 170° und
164° deutlich iiber 150° lag, verringerte sich der Wert von ®Pp;.¢3 fiir ROL-L258F auf 96°
(Tabelle 15).
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Mutationen ROL-L258F/L254Y (Y=AV,F)

In einem weiterfithrenden Schritt wurde der Einfluf3 weiterer Aminosduren des hydrophobic
dent auf die Stereoselektivitdt von ROL bei der Hydrolyse von Triacylglyceriden und deren
Analoga untersucht (Abbildung 31). Dabei wurde zusdtzlich zu L258 die Aminosdure L254
ausgetauscht, welche einen Ca-Ca-Abstand von 7,2 A zu 1258 aufweist und repulsiv mit den
C3‘- und C4‘-Atomen einer Sn-2 Fettsdurekette wechselwirken kann. Es wurden
Doppelmutanten generiert, in denen L258 durch Phenylalanin und L254 durch Alanin, Valin
bzw. Phenylalanin ausgetauscht wurden (von der Arbeitsgruppe Spener, Miinster,
durchgefiihrte experimentelle Arbeiten). Molekulardynamische Simulationen dieser ROL-
Mutanten erfolgten im Komplex mit dem Ester-, Amid- und Phenyl-Analogon. Zusétzlich
wurde fiir ROL-L258F/L254F das Ether-Analogon mit untersucht.

Die Torsionswinkel ®o3.c3 der starren Substrate waren alle kleiner als 150°. Fiir das Amid-
Analogon ergaben sich fiir ®gp3.c3 131° (ROL-L258F/L254A), 120° (ROL-L258F/L254V)
und 143° (ROL-L258F/L254F), wobei fiir das Phenyl-Analogon ®o3.¢3 zu 113° (ROL-
L258F/L254A), 107° (ROL-L258F/L254V) und 96° (ROL-L258F/L254F) bestimmt wurde.
Das flexible Ester-Analogon wies fiir ROL-L258F/L254A und ROL-L258F/L254V Werte fiir
Do3.c3 groBBer 150° auf (165° und 153°), fiir ROL-L258F/L254F fiel ®p;.c3 jedoch auf 143°.
Der Wert des Torsionswinkels @®ps.c3 fiir das Ether-Analogon im Komplex mit ROL-
L258F/L254F war mit 167° hingegen nahezu unveridndert im Vergleich zum ROL-Wildtyp

Komplex.

4.2.3 ANWENDUNG DES MODELLS AUF RHIZOMUCOR MIEHEI LIPASE

RML gehort wie ROL zu den Lipasen aus Mucoralen. Beide Enzyme weisen Sequenz-
(Abbildung 26) und Struktur-Homologie auf (Abbildung 32). Trotz dieser ausgeprigten
Ahnlichkeiten hydrolysieren beide Lipasen Triacylglyceride und Analoga mit
unterschiedlicher Stereoselektivitdt und -praferenz. ROL und RML spalten beide flexible
Triacylglyceride und Analoga bevorzugt in sn-1. Starre Triacylglycerid Analoga hingegen
werden von ROL sn-3 (Tabelle 15), von RML sn-1 stereoselektiv umgesetzt (Tabelle 16).

Tabelle 16: Stereoselektivititen von RML bei der hydrolytischen Esterspaltung von
Triacylglyceriden und Analoga. Fir flexible und starre Substrate korrelieren molecular
modeling und experimentelle Ergebnisse in Lipasen aus Mucoralen. Wie fiir ROL, zeigt auch
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in RML der Torsionswinkel ®ps3.¢3 die Stereopriferenz an. ®ps.c3 > 150°: Hydrolyse erfolgt
bevorzugt in sn-1, Pp3.c3 < 150°: Hydrolyse erfolgt bevorzugt in sn-3.

RML Doz [°] vorhergesagte experimentell bestimmte ee-Wert [%]? E-Wert”
Stereopréaferenz Stereopréaferenz
Ether-Analogon 163 sn-1 sn-1 69 (£ 4) 6
Ester-Analogon 169 sn-1 sn-1 73 (£ 3) 7
Amid-Analogon 166 sn-1 sn-1 56 (£2) 4
Phenyl-Analogon 173 sn-1 sn-1 68 (£2) 6

Al—|B
: ee—[] []XIOO (von der Arbeitsgruppe Paltauf, Graz, durchgefiihrte Messungen). °
|A| +| Bl

In(l -c (1 +ee,))

E= , bestimmt bei einem Umsatz vonc =10 % .
In(1 —c (1 -ee,))

In RML unterscheiden sich Stereopriaferenz und Stereoselektivitit bei der Hydrolyse von
flexiblen und starren Triacylglyceriden und deren Analoga kaum (Tabelle 16). Die flexiblen
Ether- und Ester-Analoga werden mit E = 6 bzw. 7 umgesetzt (69 % und 73 % ee sn-1), die
starren Amid- und Phenyl-Analoga mit E =4 bzw. 6 (56 % bzw. 68 % ee sn-1).

Wie in Kapitel beschrieben sind ROL und RML sequenzhomolog und dariiber hinaus in
ithrer Struktur sehr dhnlich. Die direkt mit dem Substrat in Kontakt tretenden Aminoséduren der
katalytischen Triade, des hydrophobic crevice und des hydrophobic dent unterscheiden sich
in beiden Lipasen lediglich in fiinf Positionen (Abbildung 26). Der die zu hydrolysierende
Fettsdurekette bindende hydrophobic crevice variiert zwischen ROL und RML in vier
Aminosduren (ROL: T83, A89, 193 und V209; RML: S82, W88, L92 und L208), der den sn-2
Substituenten beherbergende hydrophobic dent nur in einer (ROL: L254; RML: V254). Die
zum hydrophobic crevice gehorende, jedoch im lid der Lipasen sitzende Aminosdure A89
(ROL) bzw. W88 (RML) ist gleichfalls dem sn-2 Substituenten direkt benachbart.

Auch in den RML-Substrat Komplexen lagerte sich der Teil des sn-2 Substituenten, der dem
C2 des Glycerids benachbart ist, in den His gap, die Spalte zwischen den Secitenketten des
katalytisch aktiven H257 und der L258 (Abbildung 32). Aufgrund der unterschiedlichen
Konfiguration am C2, zeigt die funktionelle Gruppe des sn-2 Substituenten in sn-1
Orientierung in den His gap hinein und interagiert sterisch mit L258, welches, wie in der
ROL, die hauptsédchliche abstoBende Wechselwirkung mit dem sn-2 Substituenten eingeht. In
sn-3  Orientierung zeigt die funktionelle Gruppe des sn-2 Substituenten in die
entgegengesetzte Richtung, wodurch sich der sterische EinfluB des L258 auf das Substrat
verringert (Abbildung 31).

L258 ist in Lipasen aus Mucoralen konserviert (Abbildung 26). Daraus folgt, dal die
unterschiedlichen Stereoselektivititen von ROL und RML fiir starre Triacylglycerid Analoga
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nicht allein von den Wechselwirkungen des Substrats mit L258 herriihren kénnen. G266 sitzt
auf einem kurzen aus drei Aminosduren bestehenden loop (G-elbow), der sich in
unmittelbarer Ndhe zum prochiralen C2 eines gebundenen Triacylglycerids bzw. Analogons
befindet (Abbildung 32). G266 wird C- und N-terminal von nicht-homologen Resten
umgeben (ROL: E265 und S267; RML: T265 und L267). Dieser Unterschied ist Ursache fiir
die verdnderte Position des G-elbow loops in den Bindungstaschen von ROL und RML
(Abstand Ca G266 roL-CO G266 rML = 1,3 A), hervorgerufen durch die Fahigkeit des T265 in
RML, eine H-Briicken Bindung von der Hydroxylgruppe seiner Seitenkette zum NO des
Imidazolrings in H143 auszubilden. E265 in ROL besitzt diese Eigenschaft nicht. H143 (in
RML; H144 in ROL) ist der N-terminale Nachbar des aktiven Serins und damit Teil des hoch
konservierten GXSXG-Pentapeptid-Motivs. Der C-Terminus beider Lipasen wird durch eine
Disulfidbriicke zwischen C268 und C29 fixiert, d.h. der Einflul der Aminosaure 267 auf die

Position des G266 ist marginal.

. G-elbow
hydrolysierte Fettsaurekette Oxyanion .
y o7 iNnRML  in ROL

o «—>

|E265 in ROL

H143 in RML
H144 in ROL

sn -2 Substituent des Ester-Analogons
T265 in RML

L258 in RML
L258 in ROL

Abbildung 32: Das Ester-Analogon in sn-1 Orientierung im Komplex mit ROL (hellgrau) und
RML (dunkelgrau). Von den Aminosduren der Lipasen sind nur die Seitenketten dargestellt.
Die Position des G266 variiert in beiden Lipasen (Abstand Cd 266 roL-CO G266 rML = 1,3 A).
Dies riihrt von der unterschiedlichen Lage der Aminosduren E265 (ROL) und T265 (RML)
her (horizontaler Pfeil). Aus diesem Grund bindet in ROL das Substrat tiefer in die
Bindungstasche als in RML (Abstand C2ror-C2rme = 0,9 A) und die sterischen
Wechselwirkungen zwischen dem sn-2 Substituenten und L258 sind in ROL stirker
ausgepragt als in RML (vertikaler Pfeil).
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Die aus diesen Unterschieden der Substratbindung herrithrenden unterschiedlichen
Stereoselektivititen werden durch den Torsionswinkel ®g;.c3 beschrieben. Alle untersuchten
Triacylglyceride und Analoga werden durch RML bevorzugt in sn-1 hydrolysiert (von der
Arbeitsgruppe Paltauf, Graz, durchgefiihrte experimentelle Arbeiten). In allen Féllen
korrelierte das experimentelle Ergebnis mit den Resultaten des molecular modeling. So war
der Wert des Torsionswinkels ®o;.¢; fiir das Ether-Analogon 163°, das Ester-Analogon 169°,
das Amid-Analogon 166° und das Phenyl-Analogon 173°.

4.2.4 ANWENDUNG DES MODELLS AUF PSEUDOMONAS CEPACIA LIPASE

Im Gegensatz zu den Lipasen aus Mucoralen weist die PCL drei Bindungsregionen auf, an die
Substituenten eines Substrats binden kdnnen. Wie in Kapitel beschrieben, besteht die
Bindungstasche der PCL einerseits aus dem hydrophobic crevice, der die zu hydrolysierende
Fettsdurekette bindet. Dagegen ist die Alkoholbindungstasche bei PCL zweigeteilt: in den
hydrophobic dent und die cavity (Abbildung 28). Die Bindung eines Triacylglycerids oder
Analogons kann bei der PCL, wie schon bei der ROL, theoretisch in zwei Bindungsmodi
erfolgen: in sn-2 down und sn-2 up (Abbildung 12). Der hydrophobic dent der PCL wird aus
nur vier Aminosduren aufgebaut, die cavity dagegen aus elf. Fiir die Bindung eines
Triacylglycerids oder Analogons stellt sich im Fall der PCL prinzipiell die Frage, ob die
Bindung einer Fettsdurekette an einen kleinen, dafiir eindeutig hydrophoben Bereich
(hydrophobic dent) oder an einen groflen, dafiir gemischt polar-unpolaren Bereich (cavity)
bevorzugt wird. Um diese Frage beantworten zu konnen, wurden alle PCL-Substrat Komplexe
in sowohl sn-1 und sn-3 Orientierung wie auch im sn-2 down und sn-2 up Bindungsmodus
untersucht. Die verwendeten Substrate waren, wie im Fall der RML, das Ether-, Ester-, Amid-
und Phenyl-Analogon.

Wildtyp-PCL hydrolysiert alle vier untersuchten Substrate bevorzugt in sn-1 (Tabelle 17).
Dabei wechselwirkte die funktionelle Gruppe des sn-2 Substituenten sowohl in sn-2 down als
auch in sn-2 up repulsiv mit L287, welches dem katalytisch aktiven H286 C-terminal
benachbart ist und mit diesem den His gap bildet. In sn-2 down bindet die funktionelle
Gruppe des sn-2 Substituenten in den His gap. Im sn-2 up Bindungsmodus bindet die nicht-
hydrolysierte Fettsdurekette in den hydrophobic dent. In diesem Bindungsmodus ist die
funktionelle Gruppe um eine Methylengruppe weiter aus der Bindungstasche orientiert als im

sn-2 down Modus. Eine abstoBende sterische Wechselwirkung mit den Aminosduren des
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His gap wurde nicht beobachtet. Die sn-2 Substituenten der Triacylglyceride und Analoga
orientierten sich im sn-2 up Bindungsmodus zwischen T18 des lids und L287 und
interagierten sterisch mit diesen Resten.

Auch fiir die PCL gibt es eine Korrelation zwischen dem Wert des Torsionswinkels ®os3.c3
und der Stereopridferenz. Im Unterschied zu den Lipasen aus Mucoralen (150°) ist der
empirische Schwellenwert, der eine Unterscheidung zwischen sn-1 und sn-3 Stereopriferenz
zuldft, bei PCL 140°. So wird das Ether-Analogon mit einem E-Wert E = 9 (78 % ee sn-1;
Pos.c3 = 155°), das Ester-Analogon mit E = 9 (77 % ee sn-1; ®pz.c3 = 160°), das Amid-
Analogon mit E =2 (36 % ee sn-1; ®p3.c3 = 147°) und das Phenyl-Analogon mit E =3 (44 %
ee SN-1; Po3.c3 = 143°) stereoselektiv hydrolysiert (Tabelle 17).

Die molekulardynamischen Simulationen der in sn-2 up gebundenen Substrate im Komplex
mit Wildtyp-PCL ergaben ein Ergebnis vergleichbar den entsprechenden Untersuchungen mit
ROL. Die in den hydrophobic dent orientierten nicht-hydrolysierten sn-1(3) Fettsdureketten
waren im Verlauf der molekulardynamischen Simulation nicht imstande, die Bindung an
dieses Strukturelement der PCL aufrecht zu erhalten. Wie in ROL war keine Bindung an den
hydrophobic dent erkennbar. Hingegen banden alle sn-2 Substituenten im sn-2 up

Bindungsmodus an die cavity.



4. ERGEBNISTEIL 96

Tabelle 17: Stereoselektivititen von PCL bei der hydrolytischen Esterspaltung von
Triacylglyceriden und Analoga. Molecular modeling und experimentelle Ergebnisse
korrelieren fiir sowohl flexible als auch starre Substrate. Wie fiir die Lipasen aus Mucoralen,
ist auch in PCL der Torsionswinkel ®Pgs3.c3 ein MaB fiir die Stereopriaferenz.®ps.c3 > 140°:
Hydrolyse erfolgt bevorzugt in sn-1, ®ps3.c3 < 140°: Hydrolyse erfolgt bevorzugt in sn-3.

PCL Dosc3 [°] vorhergesagte experimentell ermittelte  ee-Wert®  E-Wert”
Stereopréferenz Stereopréferenz [%6]
Wildtyp
Ether-Analogon 155 sn-1 sn-1 78 (£ 5) 9
Ester-Analogon 160 sn-1 sn-1 77 (£ 4) 9
Amid-Analogon 147 sn-1 sn-1 36 (£ 9) 2
Phenyl-Analogon 143 sn-1 sn-1 44 (£ 3) 3
L258F

Ester-Analogon 139 sn-1 sn-1 55 4
Amid-Analogon 141 sn-1 sn-1 40 4
Phenyl-Analogon 122 sn-3 sn-3 85 14

¢ oee= 2 ; : x100 (von der Arbeitsgruppe Paltauf, Graz, durchgefiihrte —Messungen). °

In(1-c(1+ee,))

E= ) , bestimmt bei einem Umsatz vonc =10 % .
In(1-c(1-ee,))

4.2.5 MODIFIKATION DER SUBSTRAT-BINDUNGSTASCHE FUR PSEUDOMONAS CEPACIA LIPASE

Molecular modeling

Da Wildtyp-PCL sowohl flexible als auch starre Triacylglyceride und Analoga bevorzugt in
sn-1 hydrolysiert und mit L.287 die am intensivsten repulsiv mit dem sn-2 Substituenten
wechselwirkende Aminosdure identifiziert werden konnte, wurde versucht, durch den
Austausch des unpolaren Leucins durch das sperrige und unpolare Phenylalanin, die
Stereoselektivitét fiir starre Triacylglycerid Analoga in Richtung sn-3 zu verschieben. Die
Auswertung der mittleren Strukturen der molekulardynamischen Simulationen ergaben, daf}
fiir das flexible Ester- sowie das starre Amid-Analogon keine signifikante Anderung der
Stereoselektivitit zu erwarten war. Dies deckt sich mit den experimentellen Ergebnissen
(Tabelle 17). Die Werte des Torsionswinkels ®p3;.c3 waren 139° (Ester-Analogon) und 141°
(Amid-Analogon). Fiir den Komplex aus PCL-L287F und dem Phenyl-Analogon fiel der
Wert des Torsionswinkels ®pj3.c3 drastisch auf 122° im Vergleich zu 143° im Komplex mit

Wildtyp-PCL ab (Tabelle 17). Dieser Trend konnte schon durch die Betrachtung der
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Trajektorie der molekulardynamischen Simulationen erwartet werden, in der eine deutlich
stirkere abstoBende sterische Wechselwirkung zwischen F287 und dem Aromaten in Sn-2

beobachtet werden konnte.

Molekulargenetik
Zur Verifizierung der molecular modeling Ergebnisse wurde durch zielgerichtete Mutagenese
eine Punktmutation in das Gen der PCL eingefiihrt. So erfolgte der Austausch der

Pyrimidinbase Cytosin durch Thymin in Position 2931 im Plasmid pT-LipHp (Abbildung 33).

Wildtyp-PCL
282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292
C K W N H L D E I N Q

tgc aag tgg aac cat ctc gac gag atc aac cag

L287F-Mutante
282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292
C K W N H D E | N Q
tgc aag tgg aac cat gac gag atc aac cag
Abbildung 33: Ausschnitt aus den Aminosdure- und Nucleotidsequenzen der Wildtyp-PCL
(oben) und L287F-Mutante (unten). Die Numerierung (jeweils obere Zeile) entspricht der
Aminosduresequenz (mittlere Zeile). In der unteren Zeile findet sich die Nucleotidsequenz.

Das katalytisch aktive H286 ist rot, die modifizierte Aminosdure 287 blau (in Wildtyp-PCL)
bzw. griin (in der L287F-Mutante) hervorgehoben.

Der Austausch einer Base im ansonsten unverdnderten Plasmid pT-LipHp (Quyen et al. 1999)
erfolgte nach dem "QuikChange"-Protokoll. Die verwendeten Primer L287F forward und
L287F reverse (siche Kapitel ) filhrten die Mutation an die gewiinschte Stelle ein. Der
Einbau der Mutation wurde durch vollstindige Sequenzierung des Lipasegens sowohl in 5'-3'-
als auch in 3'-5'-Richtung tliberpriift (siche Kapite). Die Sequenzierung bewies nicht nur
den Einbau der Mutation an der vorgesehenen Stelle, sondern zeigte dariiber hinaus, daf} das
Gen der PCL an keiner weiteren Stelle modifiziert worden war. Das mutierte Plasmid wurde
in E. coli DH5a transformiert und iiberexprimiert. Die anschlieBende Fermentation der
modifizierten PCL erfolgte analog Quyen et al. (Quyen 1998). Bei Erreichen einer ODs75 von
0,8 bis 1,0 wurde die Expression durch Erhoéhen der Fermenter-Temperatur von 30°C auf

42°C induziert. Nach 4 Std. Induktion wurde die Expression gestoppt. Wildtyp-PCL und die
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PCL-Mutante wurden aus den EinschluBkoérpern isoliert und nach einer von Quyen und
Mitarbeitern entwickelten Umfaltungsprozedur in aktiver Form gewonnen (Quyen et al.
1999). Die hydrolytische Aktivitdt der umgefalteten Lipasen wurde durch den pNPP-Test

bestimmt.

Charakterisierung der Expressionsprodukte der Wildtyp-PCL und der PCL-Mutante L287F
Die Auftrennung der Zellysate nach der Fermentation der Wildtyp-PCL und der PCL-Mutante
L287F durch SDS-Gelelektrophorese zeigte, dal bei der Fermentation von Wildtyp-PCL und
L287F-Mutante vergleichbar viel Protein exprimiert wurde (Abbildung 34).

97kDa —— e

66 kDa ———
45kDa ——
e D gy
31kDa —— — —
a—g
22kDa ——
14kDa ——

Abbildung 34: SDS-Gel der fermentierten und transformierten E. coli DH5a Zellen unter
Kontrolle des AP -Promotors. Alle Zellysate wurden erhalten nach 4 Std. Induktion bei 42°C
und anschlieBendem AufschluBl mit 8 M Harnstoff-Lésung. Spur 1 zeigt den SDS-Standard,
Spur 2 das Zellysat des PCL-Wildtyps pT-LipHp, Spur 3 das Zellysat des Helferproteins pT-
ompAA70Hp, Spur 4 das Zellysat der PCL-Mutante pT-LipHpL287F und Spur 5 das Zellysat
der nicht-transformierten E. coli DH5a-Zellen.

Die Messung der Aktivititen von Wildtyp-PCL und L287F-Mutante erfolgte durch den
photometrischen Nachweis der hydrolytischen Aktivitdit nach der Spaltung von
p-Nitrophenylpalmitat. Beide Lipasen spalteten p-Nitrophenylpalmitat mit vergleichbarer
Aktivitit. Tabelle 18 gibt eine Ubersicht iiber die erhaltenen Aktivititen pro Gramm

Biofeuchtmasse. Die Berechnung der Aktivitét erfolgte nach folgender Gleichung:
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AE xV
U I:L—| — Test X 1000

ml txexdxV, ..

AE:  Unterschied der Extinktion von Probe und Blindprobe. Steigung der Kurve im linearen
Bereich bei Durchfiihrung der Kinetikmessung.
Vrest:  Testvolumen, 1 ml

t: Testdauer
£ Extinktionskoeffizient von DMSO, 16000 [1 x mol™ x cm™]
d: Schichtdicke der Testkiivette, 1 cm

Vrrobe: Probenvolumen

Tabelle 18: Aktivitit der Wildtyp-PCL und der L287F-Mutante bei der Hydrolyse von pNPP
bei 37°C.

Lipase Aktivitat pNPP-Test [U/g]
Wildtyp-PCL 3800
L287F-Mutante 1500

4.2.6 ANWENDUNG DES MODELLS FUR CANDIDA RUGOSA LIPASE

Um das Modell zur Vorhersage der Stercopriferenz von Lipasen bei der Hydrolyse von
Triacylglyceriden und Analoga auf andere Lipasen zu erweitern, waren vor allem
experimentelle Daten notwendig. Diese lagen fiir CRL sowohl fiir das Ester- als auch fiir das
Phenyl-Analogon vor (Rogalska et al. 1993; Stadler et al. 1995). Beide Substrate werden von
CRL bevorzugt in sn-1 gespalten. Das Ester-Analogon wird dabei mit einem E-Wert E = 2
(24 % ee sn-1), das Phenyl-Analogon mit E = 3 (43 % ee sn-1) umgesetzt (Tabelle 19). Die
Durchfiihrung von molekulardynamischen Simulationen und deren Auswertung ergab, dal3
auch fiir CRL der Torsionswinkel ®o3.c3 zur Stereopriferenz korreliert. Fiir den Komplex des
Ester-Analogons mit CRL wurde ®o3.c3 zu 171°, fiir das Phenyl-Analogon zu 153° bestimmt
(Tabelle 19).
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Tabelle 19: Stereoselektivititen von CRL bei der hydrolytischen Esterspaltung von
Triacylglyceriden und Analoga. Molecular modeling und experimentelle Ergebnisse
korrelieren fiir das flexible Ester- als auch fiir das starre Phenyl-Analogon. Auch in CRL zeigt
der Torsionswinkel ®o;3.c3 die Stereopriaferenz an. Poz.c3 > 150°: Hydrolyse erfolgt bevorzugt
in sn-1.

CRL Doscs [°] vorhergesagte experimentell ermittelte  ee-Wert®®  E-Wert®
Stereopréferenz Stereopréferenz [%6]
Ester-Analogon 171 sn-1 sn-1 24 2
Phenyl-Analogon 153 sn-1 sn-1 43 3

Al-|B
¢ ee—[ ] [ ] x100. * ee-Werte entnommen aus Stadler et al. fiir Trioctanoin und 1,3-Dioctanoyl-2-O-
|A| +| Bl

ln(l —C (1 8 )) , bestimmt bei einem Umsatz von ¢ = 10 %.
In(l —c (1 -ee,))

deoxyphenyl (Stadler et al. 1995). ¢ E=

Im sn-2 down Bindungsmodus lagern sich in beiden Orientierungen sowohl das Ester- als
auch das Phenyl-Analogon an den hydrophobic dent an. Die Bindung der Substrate in sn-1
Orientierung erfolgt jedoch ohne abstoBende sterische Wechselwirkung zwischen dem sn-2
Substituenten und F344, wihrend die entsprechend in sn-3 Orientierung gebundenen
Substrate deutlich mit der Seitenkette des F344 interagieren. Fiir das Ester-Analogon
orientierte sich die nicht-hydrolysierte sn-3(1) Fettsdurekette in die cavity, fiir das Phenyl-
Analogon war dies nicht der Fall. Die dem katalytisch aktiven H449 C-terminal benachbarte
Aminosaure ist S450, welche keinen Kontakt zum sn-2 Substituenten oder dem Glycerid C2
besitzt. Die Rolle des mit dem sn-2 Substituenten wechselwirkenden Restes iibernimmt in
CRL das F344, das mit dem katalytisch aktiven H449 den His gap bildet.

Im sn-2 up Bindungsmodus banden beide Substrate in sn-1 Orientierung mit ihrer nicht-
hydrolysierten sn-3 Fettsdurekette an den hydrophobic dent und mit dem sn-2 Substituenten
an die cavity. Die in sn-3 Orientierung gebundenen lagerten die nicht-hydrolysierte sn-1
Fettsdurekette nicht an den hydrophobic dent an, obwohl die sn-2 Substituenten, wie in den

entsprechenden sn-1 orientierten Substraten, in die cavity ausgerichtet waren.

4.2.7 ANWENDUNG DES MODELLS FUR CANDIDA ANTARCTICA LIPASE B

Fir die CAL B liegen lediglich experimentelle Ergebnisse zur Umsetzung des Ester-
Analogons vor (Rogalska et al. 1993). Die Lipase setzt das Triacylglycerid mit einem E-Wert
von E > 100 (100 % ee, sn-3) eindeutig sn-3 stereoselektiv um. CAL B ist demnach die

einzige der untersuchten Lipasen, die ein flexibles Triacylglycerid bevorzugt in sn-3 spaltet.
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Diese experimentelle Beobachtung wurde durch die Ergebnisse des molecular modelings

gestiitzt. Der Wert des Torsionswinkels ®o3.c3 ergab sich zu 106° (Tabelle 20).

Tabelle 20: Stereoselektivitit von CAL B bei der hydrolytischen Esterspaltung von
Trioctanoin. Molecular modeling und experimentelle Ergebnisse korrelieren. Auch in CAL B
zeigt der Torsionswinkel ®ps.c3 die Stereopriferenz an. P33 < 150°: Hydrolyse erfolgt
bevorzugt in sn-3.

CAL B Dos.cs [°] vorhergesagte experimentell ermittelte  ee-Wert®®  E-Wert®
Stereopréferenz Stereopréferenz [%6]
Ester-Analogon 106 sn-3 sn-3 100 > 100

[A]-{8]

[ A] [B] %x100. ® ee-Wert entnommen aus Rogalska et al. fiir Trioctanoin (Rogalska et al. 1993). ¢
=+

1

1

(
(

a ee_

c(l+ee,))
c (1 -ee, )

—E - , bestimmt bei einem Umsatz von ¢ = 5%,

Die sehr flache Bindungstasche der CAL B bietet dem untersuchten Trioctanoin nicht die
Moglichkeit zur Bindung an ausgedehnte hydrophobe Bereiche. Einzige Ausnahme ist der
hydrophobic crevice, der die zu spaltende sn-1(3) Fettsdure bindet. Im sn-2 down
Bindungsmodus wechselwirkt der sn-2 Substituent des Trioctanoins in Sn-1 Orientierung
repulsiv mit 1189. Diese Interaktion konnte fiir das entsprechende sn-3 orientierte Substrat
nicht beobachtet werden. 1189 bildet gemeinsam mit H224 den His gap. Die dem aktiven
H224 C-terminal benachbarte Aminosdure ist A225, welche jedoch keinen Kontakt zum
Substrat besitzt.

Im sn-2 up Bindungsmodus traten derartige Wechselwirkungen fiir die nicht-hydrolysierte sn-
3 (sn-1 Orientierung, sn-2 up Bindungsmodus), nicht aber fiir die sn-1 Fettsdurekette (sn-3
Orientierung, sn-2 up Bindungsmodus) auf. In beiden Orientierungen und Bindungsmodi

lagerten sich die zur cavity orientierten Substituenten an diese an.

4.3 STEREOSELEKTIVITAT VON LIPASEN IN DER HYDROLYSE VON ESTERN PRIMARER
ALKOHOLE

An PCL, welche aufler PPL die einzige Lipase ist, die primdre Alkoholsubstrate mit
nennenswerter Enantioselektivitit umsetzt (Bornscheuer und Kazlauskas 1999), wurde die
Stereoselektivitit in der Hydrolyse von Estern anderer primdrer Alkohole untersucht. Die

molecular modeling Untersuchungen beschrinkten sich auf acht Substrate, die in zwei
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Substratklassen eingeteilt werden konnten. Substrate der Klasse 1 weisen eine hohe
strukturelle Ahnlichkeit untereinander auf, besitzen jedoch véllig unterschiedlich ausgeprigte
Enantioselektivititen und -praferenzen. Dabei unterscheiden sie sich in ithrer Struktur deutlich
von den Triacylglyceriden und deren Analoga, die mit langen hydrophoben Fettsdureketten an
hydrophobe Bereiche der Lipase binden konnen. Die Substrate der Klasse 2 sind geschiitzte
Triacylglyceride, die sich in der GroBe ihrer Schutzgruppen unterscheiden. Experimentelle
Untersuchungen ergaben, da3 die Enantioselektivitit von PCL fiir diese Substratklasse nur

gering ist (Gaziola et al. 1996).

4.3.1 PRIMARE ALKOHOLSUBSTRATE DER KLASSE 1

Die Bindung der Substrate der Klasse 1 in die Bindungstasche von PCL erfolgte analog den
Untersuchungen von Weissfloch und Kazlauskas (Abbildung 11; Weissfloch und Kazlauskas
1995). Der kleinere Substituent am Stereozentrum wurde in die BTM orientiert, der grof3ere
Substituent in die BTL. Mit Ausnahme der Verbindung 9 werden alle untersuchten Substrate
der Klasse 1 bevorzugt in (S)-Konfiguration umgesetzt (Tabelle 21).

Eine einfache Korrelation zwischen der Substratgeometrie und der Enantiopriaferenz, wie sie
fiir Triacylglyceride und Analoge existiert (Torsionswinkel ®o3.c3), konnte fiir primére

Alkoholsubstrate nicht gefunden werden (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Werte fiir die Torsionswinkel ®¢_¢c in (R)- und (S)-Enantiomeren der priméren
Alkohole der Klasse 1 analog dem Torsionswinkel ®os3.c3 in Triacylglyceriden und Analoga.
Eine Korrelation von Substratgeometrie und Enantiopridferenz ist nicht vorhanden. A,
(R)-Enantiomer; [I, (S)-Enantiomer. Die bevorzugt umgesetzten Substrate sind mit einem
Pfeil gekennzeichnet.

Tabelle 21: Experimentelle Daten und molecular modeling Ergebnisse fiir die Umsetzung der
primdren Alkoholsubstrate der Klasse 1 durch PCL. In Spalte 1 finden sich die
Substratnummer und die Strukturformel der untersuchten Alkoholsubstrate. Die
Enantioselektivitit und das bevorzugt umgesetzte Enantiomer sind in Spalte 2 aufgetragen. In
Spalte 3 stehen die Ergebnisse der score Bewertungsfunktion fiir Bindungsaffinititen (Wang
et al. 1998). Die Spalten 4 bis 6 geben dic Analyse der Trajektorien der
molekulardynamischen Simulationen und die Analyse der mittleren Struktur der PCL-Substrat
Komplexe wider. Spalte 4 gibt die relevanten H-Briicken Bindungen zwischen Enzym und
Substrat an. Spalte 5 beschreibt die Lage der Substituenten in der Bindungstasche. Spalte 6
gibt Auskunft liber die Wechselwirkungen zwischen Substrat und dem Imidazolring des
katalytisch aktiven H286. Die herausragenden Merkmale der Analyse der molecular modeling
Untersuchungen sind fett hervorgehoben.
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Klasse 1 E-Wert score

H-Bricken

molecular modeling

Lage in der

Bindungstasche

Position H286

€-NH (H286) - Oy (S87), O M in cavity
6 >100 5,02 NH (Q88), NH (L17) - Oxyanion L in hydrophobic dent v
S y-NH (H86) — OH (Y29)
l €-NH (H286) — Oy (S87), O M in BTM
“Ojv© -17,04 NH (Q88), NH (L17) — Oxyanion L in cavity v
o * y-NH (H86) — OH (Y29)
0)\ HO (T18) - C=0 (OAc)
€-NH (H286) - Oy (S87), O M in cavity
7 4-7 5,50 NH (Q88), NH (L17) — Oxyanion L in hydrophobic dent v
S OH (Y29) - C=0 (L17)
€-NH (H286) — Oy (S87), O M in BTM
HO NH (Q88), NH (L17) - Oxyanion L in hydrophobic dent v

y-NH (H86) — OH (Y29)
HO (T18) — C=0 (OAc)

€-NH (H286) - Oy (S87)

NH (Q88), NH (L17) - Oxyanion
y-NH (H86) — OH (Y29)
HO (T18) - C=0 (L17)

M in BTM
L in hydrophobic dent

H286 um ca. 40°

verdreht

HO
Jv@ -1’21
*

&-NH (H286) — Oy (S87), O
NH (Q88), NH (L17) - Oxyanion
y-NH (H86) — OH (Y29)
HO (T18) - C=0 (L17)

M in cavity
L in hydrophobic dent

9 20-28 4,18

&-NH (H286) — Oy (S87)

NH (Q88), NH (L17), HO (Substrat) — Oxyanion

y-NH (H86) — OH (Y29)

M in cavity
L in hydrophobic dent

H286 um ca. 40°
verdreht

Ho -4,76
o
O

€-NH (H286) - Oy (S87)
NH (Q88), NH (L17) - Oxyanion
y-NH (H86) — OH (Y29)
OH (Substrat) -~ HO (Y29)

M in BTM
L in hydrophobic dent

H286 um ca. 40°

verdreht

Lage der Substrate in der Bindungstasche

Die visuelle Analyse der molekulardynamischen Simulationen der PCL-Substrat Komplexe

mit den Essigsdureestern der (R)- und (S)-Enantiomere der priméren Alkohole ergab fiir alle

untersuchten (R)-Enantiomere eine deutlich intensivere repulsive sterische Wechselwirkung

mit der Lipase als fiir die entsprechenden (S)-Enantiomere. Die Bindung der priméren

Alkoholsubstrate wird durch einige Reste der Bindungstasche, der katalytischen Triade und

des oxyanion holes begrenzt. Zusétzlich bilden Y29, H86 und 1290 die sogenannte wall, die

eine tiefere Anlagerung des Substrats in die Bindungstasche verhindert. Die Bindung der
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primdren Alkohol-Substrate erfolgte daher immer gleich tief in die PCL. Die Ausrichtung des
gesamten Substrats ist demnach abhéngig von der Grof8e des mittleren Substituenten M. Die
Verbindungen 8 und 9, mit den kleineren Methyl- und Hydroxymethylsubstituenten,
orientierten sich tiefer in die Bindungstasche, wahrend Verbindungen 6 und 7, deren mittlerer

Substituent M eine Acetylgruppe ist, weniger tief an die Lipase anlagern konnten.

Analyse der Trajektorien der molekulardynamischen Simulationen

Hauptsédchliche abstolende Wechselwirkungen traten zwischen dem mittelgroB3en
Substituenten M (6 und 7: Acetyl-, 8: Methyl- und 18: Hydroxymethylrest) und den
Aminosduren der BTM (L17, H86 und L287) sowie der Seitenkette des katalytisch aktiven
H286 auf. Alle untersuchten groBen Substituenten L der (R)-Enantiomere interagierten

gleichfalls repulsiv mit Resten der Bindungstasche.

2-O-Acetyl-3-phenyl-propen-1,2-diol, 6
Verbindung 6 interagierte mit 1.248, T251, V266, H286 und L.287 des hydrophobic dent,
wobei sich der groe Substituent gegen Ende der molekulardynamischen Simulation in die
Néhe von F119, V123, L167 und V266 ausrichtete und mit diesen Resten repulsiv
wechselwirkte (Abbildung 36). Eine andere Position von L in der Bindungstasche schien
nicht stabil zu sein. Zu Beginn der molekulardynamischen Untersuchungen interagierte das
Substrat intensiv mit H286, wobei der Imidazolring voriibergehend aus seiner fiir die
Katalysereaktion relevanten Position ausgelenkt wurde. Das (S)-Enantiomer unterschied sich
nicht nur durch die weniger intensiven Wechselwirkungen mit PCL von der (R)-Form. Die
Acetylgruppe des (S)-Enantiomers war Darliber hinaus in der Lage, eine zusitzliche

H-Briicken Bindung mit der Hydroxylgruppe des T18 auszubilden.
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Abbildung 36: Lage der mittleren Strukturen des (R)- (schwarz) und (S)-Enantiomers (grau)
der Verbindung 6 in der Bindungstasche der PCL. Wiahrend der groBe Substituent L
ausreichend Raum besal} ((R)-Enantiomer: hydrophobic dent; orange; (S)-Enantiomer: cavity;
blau), wechselwirkte M sterisch mit den Aminosduren der wall (gelb). Dabei kam nach
Ablauf der molekulardynamischen Simulation M in der cavity ((R)-Enantiomer) bzw. der
BTM ((S)-Enantiomer) zu liegen.

2-O-Acetyl-4-phenyl-butan-1,2-diol, 7

Das (R)-Enantiomer der Verbindung 7 zeigte gleichfalls heftige abstofende sterische
Wechselwirkungen des Acetylrestes M mit Y29 und L287 sowie von L mit F119, L.248 und
V266. Wie fir 6 wurde auch fiir 7 die Lage der Seitenkette des H286 im Verlauf der
molekulardynamischen Simulation tempordr beeinfluflt. In der mittleren Struktur des (R)-
bzw. (S)-Enantiomers ordneten sich die grolen Substituenten L dhnlich im hydrophobic dent
an, wihrend M in (S)-Form an die BTM band, in (R)-Form jedoch an die cavity (Abbildung
37). Auch im Komplex von PCL mit 7 trat eine zusitzliche H-Briicken Bindung vom T18 zur
Acetylgruppe des (S)-Enantiomers auf, wihrend in der (R)-Form die H-Briicke vom y-NH
(H86) zur Hydroxylgruppe des Y29 nicht ausgebildet wurde und statt dessen durch eine
H-Briicken Bindung vom OH des Y29 zur Carbonylgruppe des L17 ersetzt wurde.



4. ERGEBNISTEIL 107

Abbildung 37: Lage der mittleren Strukturen des (R)- (schwarz) und (S)-Enantiomers (grau)
der Verbindung 7 in der Bindungstasche der PCL. Wihrend wie fiir 6 der gro3e Substituent L
ausreichend Raum besal3 ((R)- und (S)-Enantiomer: hydrophobic dent; orange), wechselwirkte
M sterisch mit den Aminosduren der wall (gelb). Dabei kam nach Ablauf der
molekulardynamischen Simulation M in der cavity (blau; (R)-Enantiomer) bzw. der BTM
((S)-Enantiomer) zu liegen.

2-Methyl-3-phenyl-propan-1-ol, 8

Die Analyse der Trajektorie von 8 mit PCL ergab eine starke repulsive Wechselwirkung der
Lipase mit dem (R)- und eine schwache Interaktion mit dem (S)-Enantiomer. Dabei traten fiir
die (R)-Form Wechselwirkungen mit Aminosduren der ganzen Bindungstasche auf.
Bezeichnend hierfir war das Wegklappen des aktiven Histidins und die erschwerte
Ausbildung der fiir die Katalyse notwendigen H-Briicke zum Substrat. Beide Enantiomere
banden mit L an den hydrophobic dent, mit M an dic BTM ((R)-Enantiomer) bzw. die cavity
((S)-Enantiomer; Abbildung 38). Fiir beide Enantiomere kam es zur AbstoBung der polaren
Seitenkette des T18 und zur Ausbildung einer H-Briicken Bindung zum Carbonylsauerstoff
des L17.
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Abbildung 38: Lage der mittleren Strukturen des (R)- (schwarz) und (S)-Enantiomers (grau)
der Verbindung 8 in der Bindungstasche der PCL. Der gro3e Substituent L orientierte sich in
beiden Enantiomeren in den hydrophobic dent (orange), der mittelgroe Substituent M kam
nach Ablauf der molekulardynamischen Simulation in der BTM ((R)-Enantiomer) bzw. der
cavity (blau; (S)-Enantiomer) zu liegen. Die Seitenkette des katalytisch aktiven H286 klappte
im Verlauf der molekulardynamischen Simulation im weniger bevorzugt umgesetzten
(R)-Enantiomer weg. Das katalytisch relevante H-Briicken Netzwerk brach zusammen.

2-O-Benzylglycerin, 9
Die molekulardynamischen Untersuchungen unterschieden sich fiir beide Enantiomere von 9
und auch im Vergleich zu denen entsprechenden Enantiomere der Substrate 6, 7 und 8.
Verbindung 9 ist das Diglycerid Analoge von 2. Das (R)-Enantiomer band M in den
hydrophobic dent und L in die cavity. Dies entspricht einer Triacylglycerid-analogen
Orientierung des Substrats in der Bindungstasche (Abbildung 39). Im PCL-Komplex mit der
(S)-Form orientierte sich die Hydroxymethylgruppe zur BTM, und der Benzylethersubstituent
in den hydrophobic dent. In beiden Enantiomeren kam es zur Auslenkung des H286 aus seiner
katalytisch aktiven Position und damit zu einer eingeschrinkten Ausbildung der katalytisch
relevanten H-Briicken Bindungen. Zusétzlich bildete das (S)-Enantiomer eine H-Briicke von
M zum Oxyanion aus. Tabelle 21 gibt eine Ubersicht iiber die beobachteten

Wechselwirkungen zwischen PCL und Substrat.
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Abbildung 39: Lage der mittleren Strukturen des (R)- (schwarz) und (S)-Enantiomers (grau)
der Verbindung 9 in der Bindungstasche der PCL. Der gro3e Substituent L orientierte sich im
Komplex mit dem (R)- und (S)-Enantiomer in den hydrophobic den (orange), der mittelgrof3e
Substituent M in die cavity (blau; (R)-Enantiomer) bzw. die BTM ((S)-Enantiomer). Die
Seitenkette des katalytisch aktiven H286 klappte im Verlauf der molekulardynamischen
Simulation bei beiden Enantiomeren weg. Das katalytisch relevante H-Briicken Netzwerk
brach zusammen.

Berechnung der Bindungsaffinitat mit score

Eine einfache Korrelation von Bindungsgeometrie und Enantiopriferenz, wie fiir
Triacylglyceride und Analoga, fand sich fiir die Substrate der Klasse 1 nicht. Zur Auswertung
muBten daher komplexere Methoden herangezogen werden. Ein Versuch zur Analyse der
mittleren Strukturen der PCL-Substrat Komplexe erfolgte mit score, einem Programm zur
Berechnung der Bindungsaffinitit eines Substrats an ein Enzym (Wang et al. 1998). Je grofler
der durch score ermittelte Wert, um so besser bindet das Substrat an die Lipase. Tabelle 21
zeigt, daB3 die score-Werte fiir (R)- und (S)-Enantiomere dem experimentellen Befund
entgegengesetzt sind. Lediglich fiir 9 fand sich eine Korrelation zum experimentellen
Ergebnis. Auch eine Auftrennung des Gesamtwertes in Einzelbeitrdge (siche Kapitel
fiihrte zu keiner Korrelation (Daten nicht dargestellt).

Analyse der H-Briicken Bindungen in der Bindungstasche
Molecular modeling Untersuchungen von PCL mit priméren Alkoholsubstraten der Klasse 1

ergaben, dafl die (R)-Enantiomere hauptsdchlich mit H286 interagierten. Diese repulsive
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Wechselwirkung bewirkte eine zumindest voriibergehende Auslenkung der H286-Seitenkette
aus der fiir die Katalysereaktion essentiellen Position, was zu einer nur teilweisen Ausbildung
der notwendigen H-Briicken Bindungen im katalytischen Zentrum fiihrte.

Die Bindung der Substituenten M und L in die Bindungstasche der PCL hatte jedoch keinen
Einflul auf die Enantiopriaferenz der Lipase. Im Fall der Umsetzung von 9 wurde das den
(S)-Enantiomeren der Verbindungen 6 bis 8 analoge Enantiomer von der Lipase umgesetzt,
d.h. durch die Etherbindung am Stereozentrum dndert sich zwar die Konfiguration (aus (R)
wird (S) und umgekehrt), die Lage des bevorzugt umgesetzten Substrats in der

Bindungstasche bleibt jedoch nahezu unverindert.

4.3.2 PRIMARE ALKOHOLSUBSTRATE DER KLASSE 2

Die Bindung der Substrate der Klasse 2 in die Bindungstasche von PCL erfolgte analog der
Bindung der Triacylglyceride und deren Analoga. Die hydrolysierte Fettsdurekette wurde in
den hydrophobic crevice orientiert (siche Kapitel [4.2.4), die Schutzgruppen in den
hydrophobic dent. Die BTM blieb unbesetzt (Abbildung 40).

Experimentelle Untersuchungen von Gaziola et al. ergaben, dafl diese Substrate von der PCL
ohne nennenswerte Enantioselektivitdt umgesetzt werden (Gaziola et al. 1996). Die Analyse
der molekulardynamischen Untersuchungen zeigte, dafl beide Enantiomere der geschiitzten
Triacylglyceride kaum mit der Lipase wechselwirkten. Die sterisch anspruchsvollen Teile der
Schutzgruppen orientierten sich ohne nennenswerten Kontakt zur Lipase weit aus der
Bindungstasche heraus. Selbst sperrige Schutzgruppen treffen dort nicht mit der Lipase
zusammen (Abbildung 40).

Die Substrate besaflen groBe Bewegungsfreiheit in der Bindungstasche der PCL und
wechselwirkten praktisch {iberhaupt nicht mit Aminosduren der Bindungstasche. Hydrophobe
Kontakte, wie bei den Triacylglyceriden, wurden trotz einer Ausrichtung der Schutzgruppen-
Substituenten in den hydrophobic dent bzw. die cavity nicht beobachtet. Auch die Analyse der
mittleren Strukturen durch score lieferte keine Moglichkeit, das bevorzugt umgesetzte

Enantiomer vom weniger bevorzugten zu unterscheiden (Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 40: Die Lage der mittleren Strukturen des (R)- (schwarz) und (S)-Enantiomers
(grau) der Verbindung 11 in der Bindungstasche der PCL. Diese Verbindung wird von PCL
mit der hochsten Enantioselektivitét aller untersuchten Klasse 2 Substrate umgesetzt (E = 6).
Es konnten weder fiir diese noch fiir alle anderen priméren Alkoholsubstrate der Klasse 2
repulsive sterische Wechselwirkungen zwischen Enzym und Substrat beobachtet werden.

4.4 STEREOSELEKTIVITAT VON LIPASEN IN DER HYDROL YSE VON Y- UND &-LACTONEN

Computergestiitzte molecular modeling Methoden wurden eingesetzt, um die von Enzelberger
et al. (Enzelberger et al. 1997) experimentell ermittelten Enantioselektivititen von PCL bei
der Hydrolyse von gesittigten y- und &-Lactonen in ihrer molekularen Ursache zu verstehen.
Die erhaltenen Ergebnisse zeigten, da3 PCL sowohl bei der Umsetzung der y- als auch der
O-Lactone bevorzugt das (R)-Enantiomer spaltet. Die Enantioselektivitit von PCL bei der
Hydrolyse des kurzkettigen d-Hepta- und &-Octalactons ist nur gering, wahrend sie fiir das
langerkettige &-Nona-, d&-Deca- bzw. &-Undecalacton deutlich ansteigt (Tabelle 22). Die
y-Lactone werden unabhédngig von der Lénge der aliphatischen Alkylkette am Stereozentrum

mit nur geringer Enantioselektivitit umgesetzt (Tabelle 23).
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4.4.1 O-LACTONE

Im Vorfeld der molekulardynamischen Simulationen wurden alle (R)-Enantiomere der
O-Lactone dergestalt in die Bindungstasche der PCL gebunden, dafl ihre aliphatische
Alkylkette in die cavity orientiert war. Abstoende sterische oder elektrostatische
Wechselwirkungen wahrend der molekulardynamischen Simulation konnten nicht beobachtet
werden. Produktive H-Briicken Bindungen traten zwischen den Aminosduren L17 und Q88
des oxyanion holes, Ne2 des katalytisch aktiven H286 und Oy des aktiven S87, Cy des D264
der katalytischen Triade sowie O1 des Lactons auf. Der Abstand des Imidazolrings von H286
in einem aktiven PCL-Substrat Komplex wurde bestimmt zu 3,2 A (mit einer Toleranz von =
0,1 A) fiir den Abstand Ne2 (H286) - Oy(S87), 2,6 A (x 0,1 A) fiir den Abstand
Ne2 (H286) - O1 (Substrat) und 5,4 A (£ 0,1 A) fiir den Abstand Ng2 (H286) - Cy (D264).
Die Position des H286 Imidazols konnte durch den sogenannten (R)yis- bzw. (S)uis-Wert
charakterisiert werden (Tabelle 22). Fiir die entsprechenden PCL-0-Lacton Komplexe wurde
gefunden, dal ein (R)pi- bzw. (S)mis-Wert von 0,10 A eine vom System tolerierbare
Verschiebung der Seitenkette des H286 darstellt, wohingegen (R)pis- bzw.
(S)mis-Werte > 0,10 A einen Zusammenbruch zumindest von Teilen der essentiellen
H-Briicken-Bindungen anzeigen. Die (R)y;s-Werte fiir alle (R)-0-Enantiomere bewegten sich
zwischen 0 A und 0,08 A (Tabelle 22).

Tabelle 22: Die Strukturen der (R)- und (S)-d-Lactone, ihre Geometrie im Komplex mit PCL
sowie die experimentell bestimmten E-Werte (Enzelberger et al. 1997). Sterische und
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Substrat und Lipase wirken sich auf die Lage
des Substrats in der Bindungstasche des Enzyms aus. Diese Anderungen konnen durch
Messung des Abstandes des Ne2 des Imidazolrings im katalytisch aktiven H286 zum Oy des
aktiven S87 (Ne€2-Oy), zum Ol des Lactonrings (N€2-O1) und zum Cy des D264 der
katalytischen Triade (Ne2—Cy) quantifiziert werden. Die Toleranz fiir eine Verschiebung des
Imidazolrings von H286 - ohne daBl das katalytisch relevante H-Briicken Netzwerk
zusammenbricht - wurde zu einem (R)yis- bzw. (S)pis-Wert < 0,10 A definiert. Im Fall der
(R)-Enantiomere bleibt die Seitenkette des H286 im Verlauf der molekulardynamischen
Simulation vom Substrat nahezu unbeeinfluflt, wéhrend in den meisten Komplexen mit den
entsprechenden (S)-Enantiomeren der Imidazolring aus seiner bevorzugten Lage gedringt
wurde. (S1)-0-Heptalacton und (S2)-0-Octalacton beeinfluf3ten H286 nicht.
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Substrat Enantiomer Ng2-Oy Ne2-O1 Neg2-Cy (R)uis E*
3 Heptalacton CRERY STy ST T
O\ O *
(J/\ G 33K 25A 54A 008K
(S2) 30A  29A  50A 0314
3-Octalacton (R) 32A  26A 54A 000A 4
O\ O
(S1) 32A  30A 50A 033A
(S2) 33A  25A 54K 008A
3-Nonalacton (R) 32A  27A 54K 006A 45
O\ O *
U\A G 44A  34A 41X 1464
(S2) 30A  30A 56A 0284
d-Decalacton (R) 33A 26A 55A  0.08A >100
O\ O
U/\/v D) 30A 28A 50A 0234
(S2) 30A  28A  50A 028A
3-Undecalacton (R) 33A  27A  54A 008A >100
O\ O *
U/W\ (S1) 35A 24A 56A 024A
(S2) 30A 28A 50A 0284

! Enzelberger et al. (Enzelberger et al. 1997)

Im Fall der entsprechenden (S)-0-Lactone traten im Verlauf der molekulardynamischen
Simulationen sowohl sterische Hinderung als auch elektrostatische AbstoBungen zwischen der
Alkylkette des Lactons und den Aminosduren der PCL-Bindungstasche auf. Die (S1)-6-

Lactone, deren Bindung an die Lipase analog der der (R)-Enantiomere erfolgt war, blieben
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entweder in der cavity ((S1)-0-Hepta- und (S1)-d-Decalacton) oder orientierten sich in den
hydrophobic dent ((S1)-0-Octa-, (S1)-d-Nona- und (S1)-8-Undecalacton). Die Alkylketten der
(S1)-Enantiomere interagierten mit den Resten der cavity und L287 im hydrophobic dent. Mit
Ausnahme des (S1)-0-Heptalactons beeinflulten alle (S1)-Enantiomere die Position der
Seitenkette des H286 signifikant, so dal die tolerierbare Abweichung von 0,10 A deutlich
tiberschritten wurde. Die (S)yis-Werte fiir (S1)-0-Octa-, (S1)-6-Nona-, (S1)-6-Deca- und
(S1)-8-Undecalacton wurden zu 0,33 A, 1,46 A, 0,28 A bzw. 0,24 A berechnet (Tabelle 22).
Die (S1)-0-Hepta- und (S1)-0-Decalactone wirkten auf die Lage des Y29 und zwangen die
Seitenkette des Tyrosins vom Substrat weg in Richtung des Zentrums der Lipase. Die polare
Hydroxylgruppe des Y29 wurde von der unpolaren Alkylkette des Substrats hin zu H86
weggestofen, das gleichfalls verschoben wurde (Abbildung 41). Als Sonderfall kann die Lage
des H286 im PCL-(S1)-d-Heptalacton Komplex betrachtet werden. Obwohl der Imidazolring
des H286 wéhrend der molekulardynamischen Simulation nahezu unbeeinfluflt in seiner
Position erhalten blieb ((S)mis = 0,08 A), beeinfluBte das Substrat dennoch die Lage der
Aminosduren der Bindungstasche. So verdnderte sich die Position des H86, das
hochstwahrscheinlich die Lage des aktiven H286 stabilisiert (Beer et al. 1996). Im Fall der
Komplexe von PCL und (S1)-8-Octa-, (S1)-6-Nona- und (S1)-0-Undecalacton orientierten
sich die aliphatischen Alkylketten in den hydrophobic dent. Die Lage des Y29 blieb

unbeeinflufit.
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Abbildung 41: Die iiberlagerten mittleren Strukturen der PCL-Komplexe mit (R)- &- (grau)
und (S)-0-Decalacton (schwarz). Die Aminosduren des Komplexes mit dem (R)-Enantiomer
sind hellgrau, die des (S)-Enantiomer Komplexes dunkelgrau hervorgehoben.

Die unpolare Alkylkette des (S)-Enantiomers wechselwirkte mit der polaren Seitenkette des
Y29 (1). Dies fiihrte zu Auslenkung des Y29 (2), wobei die polare Hydroxylgruppe in
Richtung des H86 zeigte. Diese Verdnderung der lokalen Geometrie und Elektrostatik der
Bindungstasche beeinflullte die Lage des H86 (3), welches der C-terminale Nachbar des
aktiven S87 ist und mit hoher Wahrscheinlichkeit die Lage des aktiven H286 in der
Bindungstasche stabilisiert (Beer et al. 1996). Die Verschiebung des H86 hatte zur Folge, dal3
H286 nicht mehr linger von H86 stabilisiert werden konnte. Das katalytisch aktive H286
wurde gleichfalls aus seiner bevorzugten Orientierung verschoben (4). Zusétzlich
beeinfluBten Wechselwirkungen zwischen der Alkylkette und Y29 die Lage des
Stereozentrums im Lactonring, der deshalb in Richtung des Imidazolrings des H286 gedriickt
wurde und dessen Verschiebung weiter verstérkte (5).

Die (S2)-0-Lactone, die ausgehend von einer anderen Startstruktur molekulardynamisch
untersucht wurden, orientierten ihre Alkylketten immer in die cavity. Sterische und
elektrostatische Interaktionen zwischen Substrat und in der Hauptsache Y29 zwangen das
Tyrosin, seine Hydroxylgruppe in Richtung des H86 auszurichten. Dies 16ste eine "Kaskade"
aus, in deren Verlauf nicht nur die Seitenkette des H86 sondern auch die des katalytisch
aktiven H286 ausgelenkt wurde (Tabelle 22). Zusétzlich stieBen die Lactonringe der Substrate
gegen den Imidazolring des H286 und verstirkten damit dessen Verschiebung. Die (S)yis-
Werte wurden zu 0,31 A ((S2)-3-Heptalacton) und 0,28 A (52)-8-Nona-, (52)-8-Deca- und
(S2)-0-Undecalacton) bestimmt. Fiir (S2)-0-Octalacton blieb H286 nahezu unbeeinflufit. Der
entsprechende (S)gi;-Wert wurde zu 0,08 A berechnet (Tabelle 22).
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4.4.2 y-LACTONE

In den PCL-y-Lacton Komplexen orientierten, mit Ausnahme des (R)-y-Undecalactons
(cavity), alle (R)- und (S)-Enantiomere ihre Alkylketten in den hydrophobic dent. Die
Substrate wechselwirkten kaum mit der Lipase. Es traten lediglich abstofende sterische
Interaktionen mit L287 auf. Je ldnger der aliphatische Alkylrest, desto intensiver die
Repulsion mit L287. Die Position des H286 wurde durch die y-Lactone nicht beeinfluf3t
(Tabelle 23 und Abbildung 42). Fiir das (R)-y-Decalacton wies die Alkylkette jedoch weiter in
Richtung hydrophobic dent als fiir die entsprechenden &-Lactone. Dadurch verringerte sich

die AbstoBung zwischen Substrat und Lipase.

Tabelle 23: Die Strukturen der (R)- und (S)-y-Lactone, ihre Geometrie im Komplex mit PCL
sowie die experimentell bestimmten E-Werte (Enzelberger et al. 1997). Sterische und
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Substrat und Lipase wirkten sich auf die Lage
des Substrats in der Bindungstasche des Enzyms aus. Diese Anderungen konnten durch
Messung des Abstandes des Ne2 des Imidazolrings im katalytisch aktiven H286 zum Oy des
aktiven S87 (Ng2-Oy), zum O1 des Lactonrings (Ng2-Ol) und zum Cy des D264 der
katalytischen Triade (Ne2—Cy) quantifiziert werden. Die Toleranz fiir eine Verschiebung des
Imidazolrings von H286 - ohne dafl das katalytisch relevante H-Briicken Netzwerk
zusammenbricht - wurde zu einem (R)pis- bzw. (S)ms-Wert < 0,10 A definiert. Beide
Enantiomere beeinflufiten die Position des Imidazolrings des katalytisch aktiven H286 kaum.

Substrate Enantiomer Ng2-Oy Neg2-O1 Ng2-Cy (R)uis E -
(S)His

y-Heptalacton (R) 33A 2.6 A 55A 0.08A 4
o)

\t;/\/ B) 30A 28X 55K 0174
y-Octalacton (R) 3.1A 2.7A 54A 0.08A 11
o)

A

tﬂ/\/\ ) 31A 29X 55X 0194
y-Nonalacton (R) 33A 2.6 A 54A 006A 9
o)

A

tﬂ/w B) 328 27A 56A 013A




4. ERGEBNISTEIL 117

y-Decalacton (R) 32A 2.7A 55A 0.08A 8

b/\/\/\ 8 34K 24A  55A 0.17A

! Enzelberger et al. (Enzelberger et al. 1997)

Wie im Fall der &-Lactone wurden auch fiir die y-Lactone die vom System tolerierbaren
(R)uis- bzw. (S)pis~Abweichungen zu 0,10 A fiir einen aktiven PCL-Substrat Komplex
definiert. Die relative Lage des H286 im Vergleich zu S87, D264 und dem Lactonring war
gleich der fiir PCL-3-Lactone: 3,2 A (mit einer Toleranz von + 0,1 A) fiir den Abstand Ne2
(H286) - Oy (S87), 2,6 A (+ 0,1 A) fiir den Abstand Ne2 (H286) - O1 (Substrat) und 5,4 A
(£ 0,1 A) fiir den Abstand Ne2 (H286) - Cy (D264). Die (R)y;s-Werte fiir die (R)-y-Lactone
errechneten sich zu 0,06 A ((R)-y-Nonalacton) und 0,08 A ((R)-y-Hepta-, (R)-y-Octa- und
(R)-y-Decalacton). Fiir die (S)-y-Lactone wurden die (S)mis-Werte zu 0,13 A ((S)-y-
Nonalacton), 0,17 A ((S)-y-Hepta- und (S)-y-Decalacton) sowie 0,19 A ((S)-y-Octalacton)
bestimmt (Tabelle 23).

HER

D264

Abbildung 42: Die iiberlagerten mittleren Strukturen der PCL-Komplexe mit (R)-y- (grau)
und (S)-y-Decalacton (schwarz). Die Aminosduren des Komplexes mit dem (R)-Enantiomer
sind hellgrau, die des (S)-Enantiomer-Komplexes dunkelgrau hervorgehoben. Beide
Enantiomere binden ohne nennenswerte repulsive Wechselwirkungen an die Lipase.
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4.5 UNTERSUCHUNGEN ZUR SN-2 REGIOSELEKTIVEN HYDROLYSE VON STRUKTURIERTEN
TRIACYLGLYCERIDEN DURCH LIPASEN

4.5.1 MOLECULAR MODELING

Molecular modeling Studien zur sn-2, in Konkurrenz zur sn-1(3) regioselektiven, Hydrolyse
von Lipasen wurden an den ausschlieBlich sn-1(3) regioselektiven Lipasen ROL und PCL
sowie der CRL durchgefiihrt, die lediglich 95 % sn-1(3) Regioselektivitit aufweisen soll
(Rogalska et al. 1993). Es sollte untersucht werden, ob Lipasen strukturelle Voraussetzungen
fiir eine prinzipiell mogliche Hydrolyse in sSn-2 besitzen. Als Substrat diente Trioctanoin. Die
Spaltung des sn-2 Esters fiihrt zu einem sekundiren Alkohol, wohingegen die iiberwiegend

auftretende sn-1(3) regioselektive Hydrolyse zu einem priméren Alkohol fiihrt.

ROL

Die zu spaltende sn-2 Fettsdurekette orientierte sich gleich der hydrolysierten Kette bei der
Hydrolyse in sn-1(3) an den hydrophobic crevice. Eine der sn-1(3) Fettsdureketten orientierte
sich analog der nicht-hydrolysierten sn-3(1)-Fettsdurekette bei der sn-1(3) regioselektiven
Umsetzung. Die Anlagerung der anderen sn-3(1) Fettsdurekette an den hydrophobic dent fand
nicht statt. Vielmehr richtete sich diese Kette entsprechend den nicht-hydrolysierten sn-3(1)
Fettsduren im sn-2 up Bindungsmodus aus. Die BTM wurde nicht besetzt (Abbildung 43).
Wie bei der sn-1(3) regioselektiven Esterspaltung waren auch hier die Substituenten nicht
klein genug, um an dieses Strukturelement zu binden. Die Auswertung der Trajektorie der
molekulardynamischen Simulation ergab, da3 nur moderate repulsive Wechselwirkungen mit
den Aminosduren der Bindungstasche auftraten. Wechselwirkungen mit L258 hingegen waren
visuell kaum zu erfassen.

Die Bindung des Substrats in die Bindungstasche der ROL wurde durch den G-elbow
limitiert, der direkt auf drei Atome des Substrats einwirkte, C1(3), O1(3) sowie C3(1), und
damit direkt die Geometrie des Triacylglycerids beeinfluBte. Durch Messung der
Torsionswinkel ®y und @ lieBen sich diese Einfliisse auf die Substratgeometrie direkt

verfolgen (Tabelle 24). Der Wert von ®y; wurde zu 212°, der von @ zu 93° bestimmt.
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Abbildung 43: Mittlere Struktur des in Sn-2 hydrolysierten Triacylglycerids in der
Bindungstasche der ROL. Die gespaltene sn-2 Fettsdurekette lagerte sich an den hydrophobic
crevice (griin), eine der beiden nicht-hydrolysierten sn-1(3) Fettsdureketten orientierte sich in
den hydrophobic dent (orange). Die BTM wurde aufgrund der GroBe der dritten
Fettsdurekette nicht besetzt. Die sn-3(1) Fettsdaurekette orientierte sich aus der Bindungstasche
heraus.

PCL

Molekulardynamische Simulationen ergaben, dal} sich die sn-2 Fettsdurekette wie in ROL an
den hydrophobic crevice anlagerte. Eine der nicht-hydrolysierten sn-1(3) Fettsdureketten
orientierte sich in die cavity, die dritte in Richtung des hydrophobic dent, ohne direkt an diese
Region zu binden (Abbildung 44). Wie schon beim ROL-Trioctanoin Komplex band auch in
PCL kein Substituent in die BTM. Auch in PCL konnten fiir die dem aktiven Histidin
N-terminal benachbarte Aminosdure L.287 im Verlauf der molekulardynamischen Simulation
nur geringe repulsive Wechselwirkungen mit dem Substrat identifiziert werden. Die Position
des Triacylglycerids in der Bindungstasche der Lipase wurde analog den Untersuchungen zur
Stereoselektivitit durch die Aminosduren der wall (Y29, H86 und 1290) begrenzt, die auf die
Substratatome C2, C1(3) und O1(3) einwirkten. Die durch diese Interaktionen beeinflu3te
Substratgeometrie korrelierte wie fiir ROL mit den Torsionswinkeln ®y und @y (169° bzw.

49°, Tabelle 24).
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sn-2 Fettsau rekette

Abbildung 44: Mittlere Struktur des in sSn-2 hydrolysierten Triacylglycerids in der
Bindungstasche der PCL. Die gespaltene sn-2 Fettsdurekette lagerte sich wie im Komplex mit
der ROL an den hydrophobic crevice (griin) an. Eine der beiden nicht-hydrolysierten sn-1(3)
Fettsdureketten orientierte sich in den hydrophobic dent (orange), die sn-3(1) Fettsdurekette in
die cavity (blau). Wie schon in den molekulardynamischen Untersuchungen zur
Stereoselektivitit beobachtet (siche Kapitel @.2.4 - begrenzte auch hier die wall (gelb) ein
tieferes Einlagern des Substrats in die Bindungstasche.

CRL

Die hydrolysierte sn-2 Fettsdurekette orientierte sich in den hydrophobic tunnel, die beiden
nicht-hydrolysierten sn-1 und sn-3 Fettsdureketten in die cavity bzw. in Teile des hydrophobic
dent, wobei schwache repulsive Interaktionen mit F344 auftraten. Die Seitenketten der
Aminosduren F133, E208 und 1453 begrenzten in CRL die Tiefe der Substratbindung in das
Enzym. Allerdings lieen sie eine tiefere Bindung des Substrats in die Bindungstasche zu als
entsprechende Reste der ausschlieflich sn-1(3) regioselektiven Lipasen (Abbildung 45).
Deutlich wurde diese unterschiedliche Bindung durch die entsprechenden Werte der
Torsionswinkel @ und ®y; (149° bzw. 268°), die sich um ca. 50° von den Werten der

anderen Lipase-Substrat Komplexe unterschieden (Tabelle 24).
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Abbildung 45: Mittlere Struktur des in sSn-2 hydrolysierten Triacylglycerids in der
Bindungstasche der CRL. Die gespaltene sn-2 Fettsdurekette lagerte sich in den hydrophobic
tunnel (griin) ein. Die beiden nicht-hydrolysierten sn-1(3) Fettsdureketten orientierten sich in
den hydrophobic dent (orange) bzw. in die cavity (blau). Die zur cavity ausgerichtete
Fettsdurekette konnte, im Gegensatz zu ROL und PCL, in CRL tiefer in die Bindungstasche
eingelagert werden, was sich in den Werten fiir die Torsionswinkel ®y; und ®; bemerkbar
machte (Tabelle 24).

CALB

Die Analyse der mittleren Struktur des CAL B-Substrat Komplexes zeigte, daf3 sich alle drei
Fettsdaureketten dhnlich denen bei der sn-1(3) regioselektiven Esterspaltung an die Lipase
anlagerten. Die Aminosdure 1290 blieb im Verlauf der molekulardynamischen Simulation
unbeeinflufit. Durch diese Ausrichtung des Substrats trat auch in CAL B keine Bindung in die
BTM auf (Abbildung 46). Vielmehr wurde auch hier eine tiefere Bindung in die
Bindungstasche durch W104, L.278 und A282 verhindert, die intensiv auf die Atome C2 und
C1(3) des Glycerids einwirkten. Die Werte der Torsionswinkel ®y; und @, zeigten die

resultierende Geometriednderung im Substrat an (209° bzw. 87°, Tabelle 24).
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Abbildung 46: Mittlere Struktur des in sSn-2 hydrolysierten Triacylglycerids in der
Bindungstasche der CAL B. Die gespaltene sn-2 Fettsdurekette lagerte sich in den
hydrophobic crevice (griin) ein. Die beiden nicht-hydrolysierten sn-1(3) Fettsdureketten
orientierten sich in den hydrophobic dent (orange) bzw. in die cavity (blau).

Die geometrische Analyse der mittleren Strukturen der ROL-, PCL-, CRL- und CAL B-
Komplexe lieferte eine Korrelation zwischen der experimentell beobachteten sn-2
Regioselektivitit und der Geometrie des Trioctanoins (Tabelle 24). In CRL war das Substrat
in der Lage, weniger repressiv an die Lipase zu binden, was sich direkt auf die
Substratgeometrie auswirkte. Indikator hierfiir sind die beiden Torsionswinkel ®y; und Py,

um die O2-C2-Bindung.

Tabelle 24: Vergleich der regioselektiven Hydrolyse der sn-2 Fettsdurekette durch Rogalska
et al. und molecular modeling Ergebnisse.

Lipase  experimentell bestimmte sn-2 durch molecular modeling o []° du[]?
Regioselektivitat [%6] * vorhergesagte sn-2 Regioselektivitat
CAL-B 0 nein 87 209
CRL 5 ja 149 268
PCL* 0 nein 49 169
ROL’ 0 nein 93 212

! (Rogalska et al. 1993). 2 @, : Torsionswinkel um die Bindung C,,-02-C2-C1(3). 3 ®,: Torsionswinkel um die
Bindung C,,-02-C2-C3(1). * Experimentelle Untersuchungen wurden mit Pseudomonas species Lipase
durchgefiihrt, die homolog zu PCL ist. > Experimentelle Untersuchungen wurden mit Rhizopus arrhizus Lipase
durchgefiihrt, die spéter zu ROL reklassifiziert wurde (Haas und Joerger 1995).
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4.5.2 BIOKATALYTISCHE UNTERSUCHUNGEN

Die durchgefiihrten biokatalytischen Untersuchungen sollten klédren, ob es sich bei dem in der
Literatur beschriebenen Phdnomen um eine Esterhydrolyse in Position Sn-2 oder um eine
unselektive Spaltung der sn-1(3) Fettsdure mit anschlieBender Acylwanderung von sn-2 nach
sn-1(3) handelt. Dabei wurden die ausschlieBlich sn-1(3) regioselektive RDL, die nach
Rogalska und Mitarbeitern zu nur 95 % sn-1(3) regioselektive CRL (Rogalska et al. 1993)
sowie die stark sn-2 regioselektive CAL A verwendet. Tabelle 25 gibt einen Uberblick iiber
den zeitlichen Verlauf der Untersuchungen. Fiir die Umsetzung von OPO mit RDL konnte

keine Reaktion beobachtet werden.

Tabelle 25: Uberblick iiber den zeitlichen Verlauf der Substrat-Spaltung in Position sn-2.

Lipase 27 Stunden 150 Stunden
RDL' keine Reaktion keine Reaktion
CRL’ keine Reaktion 0,07 % sn-2
CAL A 9,0 % sn-2 n.b.’

" OPO-Spaltung. * POP-Spaltung. * n.b.: nicht bestimmt.

Die Untersuchungen mit CAL A zeigten, dal das Enzym schon nach relativ kurzer Zeit
Palmitinsdure freisetzte, d.h. dal Substrat in sn-2 regioselektiv gespalten wird (Abbildung
47). Die Flache unter dem Peak des 1-Monooleins entspricht 9,0 % der Gesamtpeakflédche.
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Abbildung 47: Gaschromatogramm der Reaktion von auf EP100 immobilisierter CAL A mit
OPO in Aceton bei 60°C. Durch Silylierung mit MSHFBA kann zwischen sn-1(3) und sn-2
Monoglyceriden unterschieden werden. Nach 1,72 min: Palmitinsdureethylester; 1,98 min:
Palmitinsdure; 2,65 min: Olsdureethylester; 3,01 min: Olsdure; 7,14 min: 1-Monoolein; 16,02
min: Diolein; 22,44 min: PPO; 24,5 min: OPO; 26,94 min: OOO.

Im Fall der CRL konnte unter den gewdihlten Reaktionsbedingungen keine eindeutig sn-2
regioselektive Reaktion beobachtet werden (Abbildung 48). Das Chromatogramm zeigt bei
7,42 min einen schwachen Peak, der dem 1-Monopalmitoylglycerid entsprechen konnte. Die
Peakflache entspricht 0,07 % moglichem sn-2 Produkt. Eine eindeutige Aussage tiber die sn-2
regioselektive Spaltung von POP durch CRL kann auf dieser Grundlage nicht getroffen

werden.
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Abbildung 48: Gaschromatogramme der Reaktionen von auf EP100 immobilisierter CRL mit
POP in Aceton bei 60°C. Durch Silylierung mit MSHFBA kann zwischen sn-1(3) und sn-2
Monoglyceriden unterschieden werden. Nach 1,98 min: Palmitinsdureethylester; 3,2 min:
Palmitinséure; 7,42 min: 1-Monopalmitoylglycerid; 14,21-15,11 min: verschiedene
Diglyceride; 22,55 min: POP.
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5. DISKUSSION

5.1 GULTIGKEIT DES MODELLS ZUR BESCHREIBUNG UND VORHERSAGE DER

STEREOSELEKTIVITAT VON LIPASEN

Zentrales Ziel dieser Arbeit war, die molekularen Ursachen der Stereoselektivitdt von Lipasen
in der Hydrolyse von Triacylglyceriden und Analoga zu identifizieren und zu verstehen.
Durch diese Arbeit konnte ein Modell entwickelt werden, welches fiir alle untersuchten
mikrobiellen Lipasen eine Vorhersage der Stereoselektivitit erlaubt, den EinfluB von
Modifikationen an Substrat und Protein vorhersagt sowie gezielt Substrat- und Protein

Engineering ermoglicht.

5.1.1 STEREOSELEKTIVITAT VON LIPASEN BEI DER HYDROLYSE VON TRIACYLGLYCERIDEN

UND ANALOGA

Die Stereoselektivitit von mikrobiellen Lipasen bei der hydrolytischen Ester-Spaltung ist
durch drei Faktoren beeinflu3bar:

1) die chemische Struktur des sn-2 Substituenten

2) die Modifikation der Substrat-Bindungstasche

3) AuBere EinfluBgréBen

Chemische Struktur des sn-2 Substituenten

Die chemische Struktur des sn-2 Substituenten von Triacylglyceriden und deren Analoga
beeinflult die Stereoselektivitdt der Lipase-katalysierten Hydrolyse (Stadler et al. 1995;
Kovac et al. 1996). Schon in fritheren Arbeiten wurde angenommen, dafl der sn-2 Substituent
mit dem hydrophobic dent der ROL interagiert (Haalck et al. 1997; Holzwarth et al. 1997).
Die Auswahl der fiinf Substrate erfolgte nach den Kriterien Raumerfiillung und Flexibilitdt
des sn-2 Substituenten, was auf die chemische Natur der funktionellen Gruppen am Glycerid
C2 zuriickzufiihren ist. Ziel dieser Untersuchungen war es, den Teil des Substrats zu
identifizieren, der entscheidend zum Phdnomen der Stereoselektivitdt beitragt. Drei flexible
Substrate mit einer O‘-C1° Einfachbindung wurden mit zwei Starren Substraten verglichen,
die in der funktionellen Gruppe am C2 eine Bindungsordnung grofler eins aufweisen. Das
Ether-Analogon stellte das kleinste und flexibelste der untersuchten Substrate dar. Tauscht

man die Ether- durch eine Ester-Gruppe aus, so erhoht sich der sterische Anspruch der
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funktionellen Gruppe des sn-2 Substituenten, deren Flexibilitit bleibt jedoch erhalten. Das
Benzylether-Analogon ist nahe dem Glycerid C2 mit dem Octylether-Analogon identisch, es
weist jedoch eine deutlich groBere Raumerfiillung am C2° auf, welches 3,3 A vom C2 entfernt
liegt. Im Gegensatz dazu ist die Amidgruppe des Amid-Analogons nur unwesentlich groBBer
als die Ester-Gruppe. Sie ist jedoch aufgrund ihres partiellen Doppelbindungscharakters starr.
Der sterisch anspruchsvollste und rigideste sn-2 Substituent ist der Phenylring des Phenyl-

Analogons.

Modifikation der Substrat-Bindungstasche

GroBe und Polaritit der Bindungstasche der Lipase aus Rhizopus oryzae wurden systematisch
durch Protein Engineering verdndert und fir die resultierenden Mutanten deren
stereoselektive Hydrolyse untersucht. Die Mutationen wurden in zwei verschiedenen
Positionen im hydrophobic dent eingefiihrt: L258 und L.254. L258 wechselwirkte mit der
funktionellen Gruppe des sn-2 Substituenten nahe dem Glycerid C2, widhrend L254
Interaktionen mit C3° und C4° des sn-2 Substituenten aufwies.

Die Vorhersagen des molecular modeling in Verbindung mit den experimentellen Daten
zeigen einen generellen Trend auf (Tabelle 15). Ist die Bindungstasche der ROL grof3 und das
Substrat flexibel, erfolgt die Hydrolyse bevorzugt in sn-1, mit einem maximalen
Enantiomereniiberschul von 65 % ee (E = 5) fiir die ROL-L258S und das Ether-Analogon.
Verringert sich die Grofle der ROL-Bindungstasche oder besitzt das eingesetzte Substrat einen
rigiden sn-2 Substituenten verschiebt sich die Stereoselektivitit von ROL in Richtung sn-3.
Die hochste sn-3 Stereoselektivitit (92 % ee; E = 25) wurde fiir die ROL-L258F/L254F
Doppelmutante bei der Umsetzung des Phenyl-Analogons ermittelt. Diese Ergebnisse lassen
den Schlu3 zu, da3 der sterische Anspruch des sn-2 Substituenten die Stereoselektivitdt von
ROL bei der Hydrolyse von Triacylglyceriden und deren Analoga beeinflullit (Octylether-
versus Benzylether-Analogon, Tabelle 15). Die entscheidende EinfluBgroBe ist jedoch die
Flexibilitdt des sn-2 Substituenten am Glycerid C2.

AuRere EinfluBgroRen

Die Stereoselektivitit von Lipasen hat jedoch nicht nur Ursachen in der Wechselwirkung von
Enzym und Substrat, sondern héngt zusitzlich von &uferen Einfliissen wie der Temperatur,
dem Immobilisat, und dem verwendeten Losungsmittel ab (Bornscheuer und Kazlauskas

1999). Durch entsprechende Wahl der Reaktionsbedingungen ist demnach eine Abweichung
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der in dieser Arbeit postulierten Regel moglich. Allerdings ist die resultierende

Stereopréiferenz mit den heute bekannten Methoden nicht vorhersehbar.

5.1.2 MODELL ZUR BESCHREIBUNG DER STEREOPRAFERENZ VON ROL IN DER HYDROLYSE

VON TRIACYLGLYCERIDEN UND ANALOGA

In dem in dieser Arbeit etablierten Modell wird von der Annahme ausgegangen, dal} die
hydrolysierte Fettsdurekette an den hydrophobic crevice bindet, wohingegen sich der sn-2
Substituent an den hydrophobic dent anlagert. Um den Katalyseprozel3 {iberhaupt zu
ermdglichen, muB3 die Geometrie der katalytisch wirksamen Aminosduren und der
tetraedrischen Zwischenstufe der gespaltenen Ester-Gruppe hoch konserviert sein, d.h. die
Ausrichtung der Seitenkette des katalytisch aktiven Histidins und die Lage der gespaltenen C-
O-Bindung des Substrats sind vorgegeben. Erfolgt die Anlagerung des Substrats an die
Lipase, so orientiert sich die funktionelle Gruppe des sn-2 Substituenten in den His gap
zwischen dem aktiven H257 und dem L258 des hydrophobic dent. Das Auftreten sterischer
Wechselwirkungen des Substrats mit L258 der Lipase, wie durch das Modell vorausgesagt,
wurde experimentell durch die Messung der spezifischen Aktivitdten von Wildtyp-ROL und
ROL-Mutanten bestétigt. So bleibt die Aktivitdt der Lipase durch den Austausch des sterisch
anspruchsvollen L258 durch das kleinere Alanin praktisch erhalten. Im Gegensatz dazu
verringert sich die spezifische Aktivitit der Lipase fiir Triolein beim Einsatz der ROL-L258S-
und ROL-L258F-Mutanten um ca. 40% (Tabelle 15).

His gap

Die Anlagerung des sn-2 Substituenten in den His gap verringert die Zahl der
Rotationsfreiheitsgrade. Flexible und kleine funktionelle Gruppen koénnen sich besser an
dieses Strukturelement anlagern als starre und grofe. Die molekulardynamische
Untersuchung der Stereoselektivitdt erfolgte unter Beriicksichtigung der beiden moglichen
Orientierungen des Substrats in die Bindungstasche (sn-1 bzw. sn-3 Orientierung, Abbildung
12). Aufgrund der entgegengesetzten Konfiguration am Glycerid C2 unterscheidet sich die
Position der funktionellen Gruppe des sn-2 Substituenten im His gap in sn-1 und sn-3
Orientierung. Die durchgefiihrten molekulardynamischen Untersuchungen erwiesen sich als
geeignet, um die Auswirkungen dieser Einschrinkungen auf die Geometrie eines gebundenen
Substrats erkennen zu kdnnen. In sn-3 Orientierung lagerten sich die funktionellen Gruppen

der flexiblen Triacylglyceride und deren Analoga tief im His gap an, wihrend sich starre
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Substrate zu dessen Oberfliche hin orientierten. Diese Anderung in der Substratgeometrie ist
anschaulich durch einen Torsionswinkel zu beschreiben: ®gps.c3. Fiir alle untersuchten
Substrate korrelieren die durch molecular modeling generierten Stereopraferenzen mit den
durch das Experiment bestimmten (Tabelle 15). ®o3.c3 > 150° korrespondiert mit sn-1,
Po3.c3 < 150° mit sn-3 Stereopriferenz.

Substrate mit starren Sn-2 Substituenten, die durch L258 zuriickgestoen werden, werden
bevorzugt in sn-3 hydrolysiert, flexible Substrate in sn-1. Als Hybridsubstrat und daher
Sonderfall diente das Benzylether-Analogon. Obwohl es eine groBBe Phenylgruppe in sn-2
besitzt, ist die funktionelle Gruppe ein Ether. Die Stereoselektivitdt der Wildtyp-ROL fiir
dieses Substrat folgte eindeutig der des Octylether-Analogons, wodurch das Modell zum
Verstindnis der molekularen Grundlagen der Stereoselektivitit von ROL weiter gestiitzt

wurde.

Modifikation der Substratbindungstasche in ROL

Um dieses Modell weitergehend zu tiberpriifen, wurde die Gréfe der ROL-Bindungstasche
verdandert, indem L258 durch Alanin, Serin und Phenylalanin ausgetauscht wurde.

Die spezifischen Aktivititen der mutierten Lipasen waren geringer als die des Wildtyps, aber
hoch genug um anzuzeigen, daB Aminosdure 258 zwar eine entscheidende Rolle fiir die
Stereoselektivitdt der Lipase, nicht aber fiir deren Aktivitdt spielt (Tabelle 15). Dies ist
beachtenswert, da durch diese Mutationen die spezifische Aktivitidt der Enzyme um weniger
als 45 % sank. Wie durch das Modell erwartet, fiihrte die VergroBerung der Bindungstasche
zu einer Verringerung der sterischen Wechselwirkungen mit starren Triacylglycerid Analoga.
Der sn-2 Substituent konnte sich nun besser in den vergroferten His gap anlagern, mit der
Konsequenz, dal} sich die Stereoselektivitit der ROL-Mutanten in Richtung sn-1 verschob.
Dieser Effekt war am stirksten ausgeprigt fiir das sperrige und starre Phenyl-Analogon. Fiir
dieses Substrat wurde eine Umkehr der Stereopriferenz von sn-3 nach sn-1 gefunden. Fiir das
gleichfalls starre jedoch weniger sperrige Amid-Analogon und das in seiner Grole dem
Amid-Analogon vergleichbare aber flexible Ester-Analogon é&nderten sich weder die
Substratgeometrie noch die Stereoselektivititen deutlich. Alle untersuchten Substrate wurden
durch ROL-L258A wund ROL-L258S mit vergleichbaren Enantiomereniiberschiissen
umgesetzt. Dies beweist, dal die fiir die Stereoselektivitit verantwortlichen repulsiven
Wechselwirkungen sterischer Natur sind und polare Wechselwirkungen auf die Hydrolyse

von Triacylglyceriden und Analoga keinen nennenswerten Einflufl haben.
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Die Verkleinerung der Bindungstasche von ROL durch Mutation von L258 zu Phenylalanin
hatte einen dramatischen Effekt auf die Geometrie des gebundenen Substrats sowie die
Stereoselektivitét. Starre Substrate richteten sich vom His gap weg aus. Daraus resultiert eine
deutliche VergroBerung der sn-3 Stereoselektivitdt. Flexible Triacylglyceride und Analoga
hingegen passen noch immer gut in den His gap. Es konnten nur geringe Anderungen der

Stereoselektivitit nachgewiesen werden.

Einflu weiter vom Stereozentrum entfernter Aminosauren auf die Stereoselektivitat von ROL

Um den Einflul einer weiter vom Glycerid C2 entfernt liegenden Aminosdure auf die
Stereoselektivitit von ROL zu untersuchen, wurde zusatzlich zur Mutation L258F, 1.254
durch Alanin, Valin bzw. Phenylalanin ersetzt. L254 ist Teil des hydrophobic dent und
kontaktiert die sn-2 Alkylkette oder den Phenylring in C3°-C4‘ (Abbildung 31). Die
Doppelmutanten ROL-L258F/L254A und ROL-L258F/L254V erhohten lediglich in einem
Fall die Stereoselektivitdt im Vergleich zur ROL-L258F Einfachmutante (Amid-Analogon:
L258F E = 14; L258F/L254V E = 16), fiir das Phenyl-Analogon verringerte sich der E-Wert
deutlich und fiir die flexiblen Substrate blieb die Stereoselektivitit unverdndert erhalten. Die
Doppelmutante ROL-L258F/L254F wurde realisiert, um die sterische AbstoBung des sn-2
Substituenten durch den hydrophobic dent weiter zu erhdhen. Das Ester-Analogon wird durch
diese Mutante nahezu unspezifisch, mit geringer sn-3 Stereoselektivitit umgesetzt (5 % ee,
sn-3), wihrend die Ergebnisse des molecular modeling eine Umkehr der Stereopriaferenz von
sn-1 nach sn-3 postulierten. Die Stereoselektivitidt fir das kleinere, flexible Octylether-
Analogon blieb unverédndert, flir die starren Substrate wurde die sn-3 Stereoselektivitit weiter

verstdrkt (Tabelle 15).

Andere Modelle zur Beschreibung der Stereoselektivitat

Der C-terminale Nachbar des katalytisch aktiven Histidins, in ROL L258, wurde bereits in
Arbeiten iiber andere Lipasen als wichtig fiir die Substratspezifitit und —selektivitit von
sekunddren Alkoholsubstraten erachtet (Kazlauskas 1994; Kazlauskas 1995). Hirose und
Mitarbeiter (Hirose et al. 1995) zeigten, daBl dieser Rest die Stereoselektivitit bei der
Umsetzung eines sekunddren Alkohols durch PCL beeinflult. Dariiber hinaus spielt diese
Aminoséure eine Schliisselrolle bei der hydrolytischen Aktivitdt von Lipasen bei der Reaktion

mit Phospholipiden (van Kampen et al. 1998).
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Eine von Weissfloch und Kazlauskas eingefiihrte empirische Regel zur Beschreibung der

Enantiopriferenz fiir primére Alkoholsubstrate scheiterte bislang an drei bedeutenden

Einschrankungen (Weissfloch und Kazlauskas 1995):

1) Es wurden nur Reaktionen mit PCL untersucht

2) Die priméren Alkohol-Substrate diirfen keinen Sauerstoff benachbart zum Stereozentrum
besitzen

3) Substrate, die den Punkten 1) und 2) gehorchten, wurden durch diese Regel lediglich zu
89 % richtig beschrieben.

Triacylglyceride und Analoga unterscheiden sich von diesen Substraten dadurch, daf} sie ein

Sauerstoffatom am Stereozentrum besitzen und aufgrund ihrer langen hydrophoben

Fettsdaureketten sehr viel groBer sind, als die von Weissfloch und Kazlauskas untersuchten

Substrate. Ein empirisches Modell zur Klarung der Stereoselektivitit von ROL bei der

Hydrolyse von Triacylglyceriden und Analoga wurde bereits 1997 von Holzwarth et al. und

Haalck et al. vorgeschlagen (Haalck et al. 1997; Holzwarth et al. 1997). Diese Arbeiten

lieferten einen Beitrag zur Verfeinerung und Verbesserung des Modells, auch durch

Einfiihrung des Torsionswinkels ®o3.c3.

5.1.3 ERWEITERUNG DES MODELLS AUF RML

Obwohl ROL und RML homolog sind, unterscheidet sich die Stereoselektivitidt bei der
Hydrolyse von Triacylglyceriden und Analoga deutlich. Die Stereoselektivitit von ROL héngt
dabei stark von der chemischen Struktur und GréBe des sn-2 Substituenten ab. Flexible
Substrate (Ether- und Ester-Analoga) werden bevorzugt in sn-1 hydrolysiert, die starren
Amid- und Phenyl-Analoga in sn-3. Im Gegensatz dazu spaltet RML alle vier Substrate
bevorzugt in sn-1. Unterschiedliche Stereoselektivitdten homologer Lipasen bei der Spaltung
von Triacylglyceriden und Analoga sind auch fiir Pseudomonas Lipasen bekannt (Rogalska et
al. 1993; Stadler et al. 1995).

Sequentielle und strukturelle Verwandtschaft der Lipasen aus Mucoralen

Bis heute wurde keine durch Rontgenstrukturanalyse aufgeloste Raumstruktur der ROL in
offener Konformation verdffentlicht. Von RML hingegen existieren zwei Offentlich
zugangliche Strukturen in der Protein Datenbank (Brzozowski et al. 1991; Derewenda et al.
1992). ROL und RML sind sequenzhomolog. 70% der Aminosduren beider Lipasen sind

entweder identisch oder weisen #hnliche Eigenschaften, z.B. Polaritit, auf. Diese Ahnlichkeit
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ist ausreichend, um ein Strukturmodell der ROL auf Grundlage der experimentell bestimmten

Raumstruktur der RML zu erstellen. Um Vergleiche des stereoselektiven Verhaltens auf

molekularer Ebene zwischen dem ROL-Strukturmodell und der experimentellen Struktur der

RML anstellen zu konnen, muflte im Vorfeld geklart werden, wie stark sich ROL und RML in

threr 3D-Struktur unterscheiden. Fiir diesen Vergleich war die Rontgenstruktur der halb-

geoffneten RDL 1tic (Derewenda et al. 1994) (spater reklassifiziert zu ROL (Haas und

Joerger 1995)) von essentieller Bedeutung. Aus diesem Vergleich konnten folgende

SchluBfolgerungen gezogen werden:

1) Die Offnung des Lids beeinfluBt die Lage der relevanten Aminosduren in der
Bindungstasche der Lipase nicht.

2) Dariiber hinaus beeinflult die Bindung eines Substrats die Struktur der Lipase nur sehr
wenig.

Diese Annahme wurde durch Untersuchungen zur Kristallstruktur von PCL gestiitzt (Lang

und Dijkstra 1998), die ergaben, da3 die Bindung eines Triacylglycerid-analogen Phosphonat-

Inhibitors die Struktur der Lipase in nicht nennenswerter Weise beeinfluft.

His gap

In ROL ergaben molecular modeling Untersuchungen, dall der sn-2 Substituent des Substrats
in den His gap bindet. Dabei tritt die funktionelle Gruppe des sn-2 Substituenten direkt mit
L258 in Kontakt. Die dabei auftretenden Wechselwirkungen zwischen dem sn-2 Substituenten
und Aminosdure 258 sind zum {iberwiegenden Teil sterischer Natur und lassen eine
Unterscheidung zwischen sn-1 und sn-3 Stereopréiferenz zu. Nach diesem Modell ist es
moglich, die Stereoselektivitit durch die Starrheit des sn-2 Substituenten und/oder die Grof3e
der Aminosdure 258 zu modifizieren. Das His gap Motiv ist jedoch in Lipasen aus Mucoralen
konserviert. Dies gilt auch fiir die Reste des hydrophobic dent, mit Ausnahme der Aminosédure
254 (in ROL Leucin, in RML Valin). Untersuchungen zur Stereoselektivitit von ROL
ergaben jedoch, da3 der Austausch des L254 durch Valin keine signifikanten Auswirkungen
auf die Stereoselektivitit der ROL bewirkt. Daraus 1dft sich folgern, daB fiir die
unterschiedliche Stereoselektivititen von ROL und RML bei der Hydrolyse von

Triacylglyceriden und Analoga weitere Wechselwirkungen von Belang sein miissen.

Lid
A89 in ROL ist Teil des lids. In RML entspricht dies W88. Die Kristallstruktur von RML

zeigt eine rdumliche Ndhe von W88 zum sn-2 Substituenten, was einen sterischen Effekt auf
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den sn-2 Substituenten ausiiben konnte. Der Austausch von A89 in ROL durch Tryptophan
hatte jedoch keinen Einflul auf die Stereoselektivitit der Lipase in der Hydrolyse von
Triacylglyceriden und Analoga (F. Paltauf, personliche Mitteilung). Ein EinfluBB der
Aminosdure 89 in ROL bzw. 88 in RML auf die Stereoselektivitit ist demnach nicht
wahrscheinlich. Das lid stellt ein in hochstem Maf flexibles Sekundirstrukturelement dar, das
bei der Aktivierung der Lipase an einer Lipid-Wasser-Grenzschicht das katalytische Zentrum
fiir den Substratzugang freigibt (Derewenda et al. 1994). Der Austausch von Aminosduren im
lid wurde an der zu ROL homologen Humicola lanuginosa Lipase durchgefiihrt (Martinelle et
al. 1996). Ein Einfluf dieser Mutationen auf die Stereoselektivitdt von Triacylglyceriden und

Analoga wurde bislang jedoch noch nicht untersucht.

G-elbow

Da alle anderen mit dem Substrat in Kontakt tretenden Aminosiduren in Lipasen aus
Mucoralen entweder konserviert sind oder nicht zur Stereoselektivitidt beitragen, wurden
indirekte Effekte auf die Substratbindung mit beriicksichtigt. Diese konnen von Aminosiuren
herriihren, die nicht direkt das Substrat kontaktieren, sondern zu solchen Resten benachbart
sind und sich in ROL und RML unterscheiden. G266 ist dem Glycerid C2 eines gebundenen
Triacylglycerids oder Analogons direkt benachbart und liegt auf einem kurzen, drei
Aminosduren langen loop. In RML ist dieser G-elbow loop weiter in Richtung Substrat
orientiert als in ROL. Beide dem G266 benachbarten Aminosduren variieren in Mucoralen
Lipasen. Der C-terminal benachbarte Rest (L267 in RML, S267 in ROL) ist weit vom
Substrat und der katalytischen Maschinerie entfernt. Zudem wird das C-terminale Ende in
beiden Lipasen durch eine Disulfidbriicke zwischen C268 und C29 fixiert. Der Einfluf3 der
Aminosdure 267 auf die Stereoselektivitit ist demnach gering. Der N-terminale Nachbar
(T265 in RML, E265 in ROL) hingegen wechselwirkte kaum attraktiv mit H143 (in RML,
H144 in ROL). Beer und Mitarbeiter (Beer et al. 1996) postulierten, da H144 in ROL
entscheidend zur Positionierung des katalytisch aktiven H257 beitrdgt. Der Austausch des
E265 durch Aspartat resultierte in einem Zusammenbrechen der Geometrie des katalytischen
Zentrums, wahrscheinlich aufgrund einer neu gebildeten H-Briicken Bindung zwischen H144
und D265. Zusitzlich verringerte die Positionierung der Seitenkette des D265 in unmittelbarer
Néhe des H144 den dort vorhandenen Raum betrichtlich (Abbildung 32, vertikaler Pfeil), was
sich negativ auf die Ausrichtung des H144 und damit auf H257 auswirken kann (siehe auch
Kapitel Stereoselektivitdt gegeniiber y- und &-Lactonen). Das T265 in RML ist klein

genug, um seine Seitenkette in Richtung des H143 auszurichten, eine Voraussetzung fiir das
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Ausbilden der H-Briicken Bindung von der Hydroxygruppe des T265 zum NO des
Imidazolrings von H143. Dadurch kommt das T265 in RML ndher am H143 zu liegen als
E265 in ROL und damit &ndert sich auch die Position des G266 in beiden Lipasen (Abbildung
32).

Die unterschiedlichen Positionen des G-elbow in Lipasen aus Mucoralen resultieren demnach
von Aminosduren, die nicht direkt mit dem Substrat in Kontakt treten, die jedoch indirekt
Einfluf} auf die Bindung von Triacylglyceriden und Analoga in die Bindungstasche von ROL
und RML nehmen kénnen. In RML ist G266 weiter in die Bindungstasche ausgerichtet. Das
Substrat bindet demnach weniger tief in die Bindungstasche (Abbildung 32, horizontaler
Pfeil). Dies konnte eine Erkldrung fiir die weniger intensiven sterischen Wechselwirkungen
zwischen dem sn-2 Substituenten und L258 in RML sein. Daraus folgt, da L258 in RML
nicht zwischen flexiblen und starren Substraten unterscheidet, sondern beide Substrattypen
mit dhnlicher Geometrie an die Lipase binden, woraus sich direkt die sn-1 Stereopriferenz

von RML fiir alle untersuchten Triacylglyceride und Analoga ableiten 14f3t.

Modell fiir Lipasen aus Mucoralen

Das fiir Wildtyp-ROL und ROL-Mutanten etablierte und fiir diese Lipasen ohne
Einschrinkung giiltige Modell gilt gleichfalls fiir RML. Geometrieunterschiede zwischen
einem gebunden Substrat in sn-1 und sn-3 Orientierung entscheiden dariiber, in welcher der
beiden Orientierungen das Substrat bevorzugt hydrolysiert wird. Der Torsionswinkel ®o3.c3
zeigt fir ROL an, daB flexible und starre Substrate mit unterschiedlicher Konformation an die
Lipase binden. Im Fall der RML binden flexible und starre Substrate mit &dhnlicher
Konformation, die Hydrolyse erfolgt bei gleicher Stereopriferenz. In den Lipasen aus
Mucoralen wurden zwei, die Stereoselektivitit bestimmende Regionen identifiziert (His gap

und G-elbow loop), mit denen dieses Verhalten erklart werden kann.

5.1.4 ERWEITERUNG DES MODELLS ZUR VORHERSAGE DER STEREOPRAFERENZ VON
MIKROBIELLEN LIPASEN IN DER HYDROLYSE VON TRIACYLGLYCERIDEN UND ANALOGA

Sequenzhomologie in mikrobiellen Lipasen

Die in dieser Arbeit untersuchten mikrobiellen Lipasen ROL, RML, PCL, CRL und CAL B

weisen signifikante Unterschiede in ihrer Lange und der Zusammensetzung ihrer

Primérstruktur auf. Eine Ubersicht iiber ein Sequenzalignment der fiinf Lipasen findet sich im
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Anhang (sieche Kapitel . Dabei fillt auf, daB sich die Lipasen derart voneinander
unterscheiden, dafl lediglich das katalytisch aktive Serin und die Reste des GXSXG-
Pentapeptid-Motivs iibereinandergelegt werden konnten. Obwohl in CAL B ein TXSXG-
Motiv vorliegt, konnte diese Region mit ROL, RML und PCL iiberlagert werden. Fiir CRL

konnte prinzipiell keine Uberlagerung mit den anderen Lipasen erreicht werden.

Strukturhomologie der Bindungstaschen in mikrobiellen Lipasen

Trotz nur geringer Sequenzihnlichkeit unter den mikrobiellen Lipasen, weisen diese Enzyme
deutliche strukturelle Homologien auf. Dies entspricht der von Holm und Sander gefundenen
strukturellen Ahnlichkeit von Proteinen ohne entsprechende Sequenzhomologie (Holm und
Sander 1993). Alle mikrobiellen Lipasen weisen, neben der katalytischen Triade und dem
oxyanion hole, einen hydrophobic crevice (Bindestelle fiir den hydrolysierten Ester) und einen
hydrophobic dent (Bindestelle fiir die sn-2 Fettsdurekette) auf. Mit Ausnahme der Lipasen aus
Mucoralen, ROL und RML, besitzen alle mikrobiellen Lipasen noch eine dritte Region, an
die Teile des Substrats anlagern konnen, die sogenannte cavity. Die Abbildungen 27 bis 30
geben einen Uberblick iiber die homologen Regionen der mikrobiellen Lipasen. Die
auBerdem abgebildeten Connolly-Oberflichen (Connolly 1983) zeigen deutlich, dal trotz
funktionaler Homologie die Gestaltung der Bindungstaschen zwischen den Lipasen deutlich

variiert.

Modell zur Stereoselektivitat mikrobieller Lipasen in der Hydrolyse von Triacylglyceriden
und Analoga

Wie fiir ROL und RML sind die molekularen Ursachen der Stereoselektivitit von
mikrobiellen Lipasen zum tiberwiegenden Teil sterischer Natur. Ein His gap Strukturelement
aus katalytisch aktivem Histidin und C-terminal benachbartem Leucin, welches mit der
funktionellen Gruppe des sn-2 Substituenten interagiert, findet sich in ROL, RML und PCL.
Fir CRL und CAL B sind die dem aktiven Histidin C-terminal benachbarten Aminosauren,
S450 bzw. A225, weit vom Sn-2 Substituenten entfernt, wenngleich andere Reste in
vergleichbarer Position zum Leucin sitzen (in CRL: F344; in CAL B: 1189) und mit dem
Substrat repulsiv sterisch wechselwirken konnen. Interaktionen zwischen dem sn-2
Substituenten eines Triacylglycerids bzw. Analogons und der Lipase finden hauptséchlich in
unmittelbarer Nachbarschaft zum katalytisch aktiven Histidin statt, ohne dessen Aktivitdt
signifikant einzuschrianken. Dies hat voraussichtlich zwei Griinde. Erstens fixiert die

katalytische Maschinerie das Substrat in der Bindungstasche, so daB sterische EinfluBnahme
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auf die Geometrie des Substrats wirkungsvoll und zielgerichtet erfolgen kann. Zweitens
weisen Triacylglyceride und Analoga als Ester primérer Alkohole eine Methylengruppe
zwischen Estersauerstoff und Stereozentrum auf, was eine Interaktion zwischen Lipase und
Stereozentrum prinzipiell an einer Stelle ermdglicht, deren Modifikation keinen signifikanten
Einfluf} auf die katalytische Maschinerie hat.

Fiir alle mikrobiellen Lipasen besteht eine Korrelation zwischen Stereopréiferenz und der
Geometrie des Substrats in Sn-3 Orientierung, dem Torsionswinkel ®ps3.c3 um die O3-C3
Einfachbindung. Mit Ausnahme der PCL gilt fiir alle mikrobiellen Lipasen ein Schwellenwert
Pos.c3 = 150° (PCL: Pps3.c3 = 140°). Liegt der Wert darunter, erfolgt die Hydrolyse in sn-3,
dariiber bevorzugt in sn-1. Trotz deutlicher Unterschiede zwischen den Aminosduresequenzen
und Strukturen der Bindungstaschen, ist erstaunlich, daBl neben einer katalytischen
Maschinerie, bestehend aus katalytischer Triade und oxyanion hole, auch ein die
Stereoselektivitit mikrobieller Lipasen bestimmendes Strukturelement funktional konserviert
ist. In den in dieser Arbeit untersuchten mikrobiellen Lipasen sind diese Reste Leucin (ROL,
RML, PCL), Phenylalanin (CRL) bzw. Isoleucin (CAL B), d.h. unpolare und sterisch

anspruchsvolle Aminoséduren.

Modifikation der Stereoselektivitat von PCL durch positionsgerichtete Mutagenese

Um die Giiltigkeit des erweiterten Modells zur Beschreibung und Vorhersage der molekularen
Ursachen der Stereopriferenz von mikrobiellen Lipasen bei der hydrolytischen Esterspaltung
von Triacylglyceriden und deren Analoga zu tiberpriifen, wurde, wie schon im Fall der ROL,
gezielt eine Aminosdure der Bindungstasche ausgetauscht. Die Mutation erfolgte in Position
287 durch Austausch des dem katalytischen H286 C-terminal benachbarten Leucins durch
Phenylalanin. Sowohl molecular modeling als auch experimentelle Untersuchungen zeigten,
daf} die Stereopriferenz der PCL-Mutante fiir das starre Phenyl-Analogon von sn-1 nach sn-3
verschoben werden konnte. Dies ist der einzige bekannte Fall einer Verschiebung der
Stereopriferenz in dieser Richtung.

Die Mutation L287F wurde mit Hilfe des "Quik-Change"-Protokolls in das Gen der PCL
eingefiihrt. Diese Methode hat den Vorteil, deutlich schneller als die von Quyen und
Mitarbeitern entwickelte zu sein und dariiber hinaus keine Probleme mit der Ligation
aufzuweisen (Quyen et al. 1999). Die Umfaltungsprozedur der inaktiven EinschluBkérper zu
aktivem Protein erfolgte basierend auf der Methodik von Quyen et al. (Quyen et al. 1999),
wobei die erzielten Aktivitaten signifikant kleiner waren als in der Literatur beschrieben. Dies

146t sich hochstwahrscheinlich zuriickfiihren auf nicht optimierte Fermentationsbedingungen
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sowie eine noch nicht ausgereifte Umfaltungsmethodik, insbesondere beziiglich eines
Verfahrens zum ZellaufschluB, der Dauer und Temperatur der Umfaltungsprozedur sowie der

Verdiinnung der Umfaltungslésung.

5.2 ESTER PRIMARER ALKOHOLE

Nachdem gezeigt werden konnte, dal das in dieser Arbeit entwickelte Modell zur

Stereoselektivitit von Triacylglyceriden und Analoga ohne Einschrinkung fiir sowohl

mikrobielle Wildtyp-Lipasen als auch durch den Austausch einzelner Aminosduren

modifizierte ROL- und PCL-Mutante giiltig ist, wurde die entsprechende molecular modeling

Methodik auf weitere primére Alkoholsubstrate ausgedehnt.

Die Enantioselektivitit von Lipasen bei der Umsetzung von primdren Alkoholsubstraten

unterscheidet sich in ihrer Komplexitidt deutlich von der fiir sekunddre Alkohole (siche

Kapitel und . Basiert eine hohe Enantioselektivitit bei sekundéren

Alkoholsubstraten in erster Linie auf einem ausgeprigten GroBenunterschied der

Substituenten am Stereozentrum (Laumen 1987; Roberts 1989; Xie et al. 1990; Burgess und

Jennings 1991; Janssen et al. 1991; Kazlauskas et al. 1991; Kim und Cho 1992; Lutz et al.

1992; Naemura et al. 1993; Naemura et al. 1995; Orrenius et al. 1995; Naemura et al. 1996),

ist dieser einfache Zusammenhang fiir primidre Alkoholsubstrate nicht mehr giiltig

(Weissfloch und Kazlauskas 1995).

Die Auswahl der Klasse 1 Substrate erfolgte nach folgenden Kriterien. Es muflten

1) verdffentlichte experimentelle Daten zur Enantioselektivitét vorliegen,

2) sich die Substrate strukturell signifikant von Triacylglyceriden und deren Analoga
abheben und

3) die Substrate trotzdem untereinander dhnliche Strukturen aufweisen, jedoch deutlich
unterschiedliche Enantioselektivititen und -priaferenzen besitzen.

Die Verbindungen 6 bis 9 sind kleiner als Triacylglyceride und besitzen Substituenten

unterschiedlicher Grofen und Polaritdt am Stereozentrum. Dadurch koénnen sie keine

ausgeprigten attraktiven hydrophoben Wechselwirkungen mit der Lipase eingehen.

Ziel dieser Untersuchungen war zu iiberpriifen, ob das Modell fiir Triacylglyceride und

Analoga auch auf diese strukturell nur wenig verwandten primédren Alkoholsubstrate der

Klasse 1 iibertragbar ist, d.h. ob die Enantioselektivitit allein von der priméren

Alkoholgruppe herriihrt oder ob die Substituenten M und L am Stereozentrum gleichfalls

Einfluf} austiben.
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Mit Ausnahme von Verbindung 9 wird von allen Klasse 1 Substraten bevorzugt das
(S)-Enantiomer hydrolysiert. Fiir Verbindung 6, deren groBer Substituent L einen Benzyl-, der
mittelgroBBe Substituent M einen Acetoxyrest darstellen, wurde eine Enantioselektivitidt von
E > 100 bestimmt (Egri et al. 1996). Ein im Vergleich zu 6 volumindserer Substituent L in
Verbindung 7 fiihrte zu einer nur noch geringfiigigen Enantioselektivitéit (E = 4-7) (Egri et al.
1996). Die Struktur von Verbindung 8 unterscheidet sich von 6 durch den Austausch von M,
des Acetoxyrestes durch eine Methylgruppe. Das Substrat wird mit noch moderater
Enantioselektivitit (E = 20) hydrolysiert (Egri et al. 1996). In Verbindung 9 wurde der grof3e
Benzoyloxyrest L iiber einen Sauerstoff an das Stereozentrum gebunden (siehe Kapitel 1.3.4).
M war eine Hydroxymethylgruppe. Die Enantioselektivitit wurde fiir 9 zu E = 20-28
bestimmt (Terao et al. 1988), wobei PCL bevorzugt das (R)-Enantiomer umsetzt.

Eine Unterscheidung der Klasse 1 Substrate nach (R)- und (S)-Enantiomeren erwies sich die
Auswertung der molecular modeling Studien als nicht geeignet. Durch die Konventionen der
chemischen Nomenklatur &ndert sich bei gleicher Lage der Substituenten die
Konfigurationsbezeichnung von (R) bei den Substraten 6 bis 8 zu (S) bei 9. Die Orientierung
der Substituenten M und L bleibt jedoch unbeeinflufit.

Die Substrate der Klasse 2 wurden ausgewihlt, weil sie strukturell zwischen den
Triacylglyceriden und deren Analoga und den Klasse 1 Substraten eingestuft werden konnen.
Durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten molecular modeling Untersuchungen sollte
iiberpriift werden, ob das Modell fiir Triacylglyceride und Analoga zur Beschreibung der nur
in geringem Mafle vorhandenen Enantioselektivitdt der Klasse 2 Substrate (Gaziola et al.
1996) angewendet werden kann.

Die Analyse der MD-Simulationen ergab, dal eine einfache Korrelation zwischen
Enantiopriferenz und Substratgeometriec der Komplexe aus PCL mit priméren
Alkoholsubstraten analog der fiir Triacylglyceride und Analoga (Torsionswinkel ®o;3.¢3) nicht
gefunden werden konnte. Auch die Analyse der Bindungsaffinitit unter Verwendung der
score-Software  lieferte keine verwertbaren Ergebnisse. Die  Auswertung der
molekulardynamischen Simulationen erfolgte daher unter Beriicksichtigung mehrerer
EinfluBgréBen, die bislang nicht zu einer Bewertungsfunktion zusammengefallit werden
konnten. Um die Enantioselektivitét fiir das (R)- bzw. (S)-Enantiomer der Klasse 1 Substrate
verstechen und gegebenenfalls vorhersagen zu konnen, wurden vier potentielle Faktoren

untersucht;
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1) Visuelle Analyse der Trajektorie, wobei das Hauptaugenmerk auf das Verhalten des
Substrats in der Bindungstasche der Lipase gerichtet war

2) Im Verlauf der molekulardynamischen Simulation ausgebildeten H-Briicken Bindungen
zwischen Lipase und Substrat

3) Lage der Substituenten M und L des Substrats in der PCL-Bindungstasche

4) Lage der Seitenkette des katalytisch aktiven H286

5.2.1 VISUELLE ANALYSE DER TRAJEKTORIE

Die Analyse des Verhaltens der Substrate in der PCL-Bindungstasche 148t einen Trend
erkennen. Fir die Verbindungen 6 bis 8 wechselwirkte das bevorzugt umgesetzte
(S)-Enantiomer deutlich weniger repulsiv mit der Lipase als das (R)-Enantiomer. Weniger
stark ausgeprégte abstolende Wechselwirkungen zwischen Substrat und Enzym zeigten fiir 6
bis 8 das bevorzugt umgesetzte Enantiomer an. Fiir Verbindung 9 zeigte das weniger
bevorzugt hydrolysierte (S)-Enantiomer gleichfalls weniger intensive repulsive Interaktionen
mit dem Enzym. Allerdings beeinflulliten fiir 9 weitere EinfluBgroen die Enantiopriaferenz

(siehe unten: Position H286).

5.2.2 H-BRUCKEN BINDUNGEN

Mit entscheidend fiir die Unterscheidung von bevorzugt umgesetztem und weniger bevorzugt
umgesetztem Substrat ist die Ausbildung von H-Briicken Bindungen zwischen Enzym und
Substrat. So fungieren die Acetylgruppen der (S)-Enantiomere der Verbindungen 6 und 7 als
Akzeptoren fiir eine H-Briicken Bindung von der Hydroxylgruppe der T18-Seitenkette.
Verbindung 8 besitzt weder H-Briicken Donoren noch Akzeptoren in M, weshalb fiir diese
Verbindung keine zusétzlichen H-Briicken Bindungen zwischen Lipase und Substrat
beobachtet werden konnten. Dagegen bildete (S)-9 eine H-Briicken Bindung von der
Hydroxymethylgruppe des mittleren Substituenten M zur Hydroxylgruppe des Y29 aus.

Die Ausbildung einer zusitzliche H-Briicken Bindung von M zu Aminosduren der PCL-
Bindungstasche kann als Indiz fiir eine bevorzugte Hydrolyse der (S)-Enantiomere von 6 und
7 dienen. Da 8 zur Ausbildung einer solchen jedoch prinzipiell nicht in der Lage ist, bzw. von

9 trotz des Auftretens einer entsprechenden Wechselwirkung bevorzugt die (R)-Form
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gespalten wird, kann dieses Kriterium lediglich als zusétzlicher Aspekt, nicht jedoch als
entscheiden fiir die Enantiopriferenz angesehen werden.

Die Ausbildung nur einer essentiellen H-Briicken Bindung von H286 zu Oy des S87 konnte in
allen drei auftretenden Féllen ((R)-8, (R)-9, (5)-9) auf das Wegklappen des aktiven H286 aus
seiner katalytisch aktiven Position zurlickgefiihrt werden (siehe Kapitel .

5.2.3 LAGE DER SUBSTITUENTEN IN DER BINDUNGSTASCHE

Die Lage der Substituenten in der Bindungstasche gibt bei Kenntnis der Startstruktur indirekt
AufschluB} iiber die Interaktionen, die im Verlauf einer molekulardynamischen Simulation
zwischen Lipase und Substrat auftreten konnen, ist jedoch fiir eine Vorhersage der
Enantiopriferenz vollig ungeeignet. Der mittelgroBe Substituent M konnte je nach
Enantiomer und Grofe in die BTM oder die cavity orientiert sein. Der grofe Substituent L
richtete sich in aller Regel in den hydrophobic dent aus, in einem Fall, (S)-8, jedoch auch in

die cavity.

5.2.4 POSITION DES KATALYTISCH AKTIVEN H286

Fiir alle untersuchten Komplexe der PCL mit den (R)-Enantiomeren der Substrate erfolgte
eine zumindest voriibergehende Auslenkung des Imidazolrings des katalytisch aktiven H286
aus seiner fiir die Katalysereaktion relevanten Lage. Lediglich in einem Fall, Verbindung 9,
wurde die Seitenkette des H286 durch abstoBende Interaktion mit einem (S)-Enantiomer
ausgelenkt. Verbindung 9 ist auch das einzige Substrat der Klasse 1, von welchem bevorzugt
das (R)-Enantiomer umgesetzt wird. Die Position des katalytisch aktiven H286 kann als
Kriterium fiir die Unterscheidung von bevorzugt und weniger bevorzugt hydrolysierten
Klasse 1 Substraten herangezogen werden. Dabei ist zu beachten, dal hierfiir nicht allein die
Analyse der mittleren Strukturen ausreicht, sondern vielmehr auch die Trajektorien verfolgt
werden miissen (siche Kapitel f.2.1).

Von den vier untersuchten Faktoren mit potentiellem Einflul auf die Enantioselektivitit kann
lediglich die Lage der Substituenten M und L in der PCL-Bindungstasche fiir die Analyse
eindeutig vernachldssigt werden, wohingegen zusitzliche H-Briicken Bindungen zwischen
Lipase und Substrat einen mdglicherweise schwachen Einfluf ausiiben konnen. Dagegen ist

die Analyse der mittleren Strukturen sowie der Trajektorien der MD-Simulationen beider
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Enantiomere hinsichtlich der repulsiven sterischen Wechselwirkungen zwischen M und L
sowie den Aminosduren der PCL-Bindungstasche, insbesondere der Seitenkette des aktiven

H287, fiir die Unterscheidung der Enantiomere essentiell.

5.2.5 KOMPLEXITAT DES PHANOMENS DER ENANTIOPRAFERENZ PRIMARER

ALKOHOLSUBSTRATE

Molecular modeling Studien ergaben, dal die Aminosduren der wall (Abbildung 28)
limitierend auf die Bindung von Substraten in die Bindungstasche wirken. Diese Reste
begrenzen den Zugang zur PCL-Bindungstasche. Abhingig von Volumen und chemischer
Struktur der Substrate kann das Stereozentrum niher oder weiter entfernt von der wall liegen.
Das "Einpassen" des Substrats erfolgt somit individuell.

Daraus ergeben sich weitreichende Konsequenzen sowohl fiir die Umsetzung von priméren
im Vergleich zu sekunddren Alkoholsubstraten als auch fiir primire Alkoholsubstrate der
Klasse 1 untereinander. Primire Alkohole besitzen im Gegensatz zu sekundéren eine
Methylengruppe zwischen dem Estersauerstoff und dem Stereozentrum (Abbildung 11). Aus
der freien Drehbarkeit der C-O bzw. C-C Einfachbindungen an der Methylengruppe resultiert
eine grofere Zahl an Rotations- und Schwingungsfreiheitsgraden, welche es dem priméren
Alkoholsubstrat ermoglichen, sich den strukturellen Gegebenheiten der PCL-Bindungstasche
anzupassen. Fiir sekundidre Alkoholsubstrate ist dies so nicht mdglich, weshalb allein
aufgrund des GroBenunterschieds von M und L die experimentell beobachtete
Diskriminierung (Kazlauskas et al. 1991) zwischen bevorzugtem und weniger bevorzugtem
Enantiomer ermoglicht sein konnte. Andererseits konnte die Flexibilitdt der priméren
Alkoholsubstrate ein entscheidender Grund fiir die liberwiegend geringe Enantioselektivitét
von Lipasen bei der Umsetzung dieser Substrate sein.

Die strukturelle Flexibilitdt der primdren Alkoholreste nahe dem Stereozentrum ist sehr
wahrscheinlich mitentscheidend fiir die Komplexitét der Enantioselektivitit. So beeinflussen
GroBe und chemische Struktur von M die Tiefe der Substratbindung in die Bindungstasche
betrachtlich, wenngleich molecular modeling Untersuchungen keinen direkten Einflufl der
Lage der Substituenten am Sterecozentrum auf die Enantioselektivitit vermuten lassen.
Vielmehr beeinflussen Grofle und Flexibilitit von L (Verbindungen 6, 7 und 9) sowie
abstoBende sterische Wechselwirkungen mit dem Imidazolring des H286 die

Enantioselektivitit. Die Zusammenfiihrung dieser Beobachtungen aus dem molecular
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modeling mit einer groBeren Zahl experimenteller Daten zu einer Bewertungsfunktion ist Ziel

weitergehender Untersuchungen.

5.2.6 MODELL FUR PRIMARE ALKOHOLSUBSTRATE IM VERGLEICH ZUM KAZLAUSKAS-

MODELL FUR SEKUNDARE ALKOHOLSUBSTRATE

Das von Kazlauskas et al. (Kazlauskas et al. 1991) entwickelte Modell zum molekularen
Verstidndnis der Enantiopréferenz sekundérer Alkoholsubstrate basiert ausschlieBlich auf dem
GroBenunterschied der Substituenten am Stereozentrum. Je groBer dieser Unterschied, desto
ausgepragter die Stereopriferenz (Kazlauskas et al. 1991; Gupta und Kazlauskas 1993;
Rotticci et al. 1997). Dabei orientiert sich der mittelgro3e Substituent M am Stereozentrum in
die BTM, der groBe Substituent L in die BTL. Das Substrat hat, aufgrund der direkten
Nachbarschaft des Stereozentrums zum Estersauerstoff und damit zum katalytisch aktiven
Histidin, nur eine begrenzte Anzahl von Rotations- und Schwingungsfreiheitsgraden zur
produktiven Bindung an die Lipase zur Verfiigung.

Die Entwicklung eines Modells fiir primdre Alkoholsubstrate scheiterte bislang an der
Unmoglichkeit, allein aufgrund der Sterik der Substituenten eine Korrelation zur
Enantiopriaferenz abzuleiten (Weissfloch und Kazlauskas 1995). Die groBlere Zahl an
Rotations- und Schwingungsfreiheitsgraden in primiren Alkoholen und die damit verbundene
Flexibilitdt lassen sterische Faktoren in den Hintergrund treten - oder zumindest nicht mehr
direkt zur Enantioprédferenz in Beziehung setzen. So spielen bei primédren Alkoholsubstraten
auch die chemischen Eigenschaften des Substrats und daraus resultierend die chemischen
Wechselwirkungen (polar-polar, unpolar-unpolar, polar-unpolar, unpolar-polar) zwischen
Lipase und Substrat eine Rolle.

Fiir einen Sonderfall der priméren Alkoholsubstrate (Triacylglyceride und Analoga) sind die
zur Verfligung stehenden Freiheitsgrade des Substrats bei der produktiven Bindung an die
Lipase eingeschriankt. Die sn-1(3) und sn-2 Fettsdureketten sind zu voluminds, um sich in die
BTM zu orientieren. Beide Substituenten am Stereozentrum binden in die BTL, bestehend aus
hydrophobic dent und cavity. Dort werden sie durch attraktive hydrophobe
Wechselwirkungen in ihrer Lage stabilisiert. Auch fiir primdre Alkoholsubstrate der Klasse 2,
die geschiitzte Triacylglyceride darstellen (Gaziola et al. 1996), konnte keine Bindung an die
BTM beobachtet werden. Vielmehr orientierte sich das Glycerid direkt an die wall, wahrend
die Schutzgruppe in die BTL ausgerichtet wurde, ohne, wegen der Grofle der BTL, mit diesen

Aminosduren in Wechselwirkung zu treten. Die Substrate der Klasse 2 sind durch den
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Ringschluf} in ihrer Geometrie stark eingeschrénkt, ihre sterisch anspruchsvollen Reste zeigen
von den Aminosduren der PCL-Bindungstasche weg (Abbildung 40). Das fiir Triacylglyceride
und Analoga entwickelte Modell (siehe Kapitel zum molekularen Verstindnis und zur
gezielten Vorhersage der Stereopriferenz ist flir geschiitzte Triacylglyceride nicht mehr
giiltig. Aufgrund mangelnder, sowohl repulsiver als auch attraktiver, Wechselwirkungen mit
der Lipase kann nicht mehr zwischen den Enantiomeren unterschieden werden.

Das von Weissfloch und Kazlauskas (Weissfloch und Kazlauskas 1995) postulierte Modell
zur Vorhersage der Enantiopriaferenz von PCL bei der Umsetzung primédrer Alkoholsubstrate
gilt nur unter Beriicksichtigung einiger Einschrinkungen. Fiir Substrate, die keinen Sauerstoff
in unmittelbarer Nachbarschaft zum Stereozentrum besitzen, konnten die Autoren in 89 % der
untersuchten Fille die Enantiopriferenz korrekt vorhersagen. Dabei wurden zwei
Bindungshypothesen diskutiert (Abbildung 11). Sowohl Weissfloch und Kazlauskas
(Weissfloch und Kazlauskas 1995) als auch Tuomi und Mitarbeiter (Tuomi und Kazlauskas
1999) postulierten fiir primére Alkoholsubstrate eine Bindung an die Lipase analog den
sekundidren Alkoholen, Hypothese 1 (Abbildung 11, mitte), und weniger einen
Bindungsmodus analog dem der Triacylglyceride und Analoga , Hypothese 2 (Abbildung 11,
rechts).

Die Substratbindung erfolgt nach Hypothese 1 mit den Liganden M und L in die BTM bzw.
BTL orientiert, wobei die Methylengruppe zwischen Estersauerstoff und Stereozentrum zu
einem Knick im Substrat fiihrt. Dieser ist notwendig, um eine produktive Bindung an die
Lipase zu gewihrleisten. In der Konsequenz éndert sich die Ausrichtung des mittelgroBen
Substituenten M in die BTM, die sich nach Weissfloch und Kazlauskas in einer weniger
begiinstigten Umsetzung primédrer im Vergleich zu sekundidren Alkoholsubstraten
niederschligt (Abbildung 10; Weissfloch und Kazlauskas 1995).

Das VergroBern des GroBenunterschieds der Liganden M und L, analog dem Modell fiir
sekundire Alkoholsubstrate (Kazlauskas et al. 1991), fiihrte bei primiren Alkoholsubstraten
zu sowohl VergroBerung, Verkleinerung oder einer ginzlich unbeeinflufiten
Enantioselektivitit (Weissfloch und Kazlauskas 1995). Weissfloch und Kazlauskas
postulierten zusidtzlich zur Sterik der Liganden einen EinfluB auf die Konformation der
Substituenten entlang der C1-C2 Bindung im Substrat. Eine Unterscheidung des bevorzugt
umgesetzten Enantiomers vom weniger bevorzugt umgesetzten wére demnach durch die
Analyse der entweder zueinander ekliptisch oder gestaffelt stehenden Substituenten moglich.
Jedoch liegen bislang keine experimentellen Kenntnisse iiber die Lage der priméren

Alkoholsubstrate in der Bindungstasche der PCL vor (Weissfloch und Kazlauskas 1995).
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Die postulierte eingeschrinkte Flexibilitit der C1-C2 Bindung widerspricht der fiir
Triacylglyceride und Analoge gefundenen GréBe, dem Torsionswinkel ®Pp;.c3 um die O-C
Bindung im sn-3 orientierten Substrat.

Ausgehend vom tetraedrisch koordinierten Carboxylkohlenstoff der hydrolysierten Sdure liegt
die von Weissfloch und Kazlauskas diskutierte C1-C2 Bindung um ca. 1,5 A weiter in der

BTL als die O-C Bindung in Triacylglyceriden und deren Analoga (Abbildung 49).

| |

o G o G
AN i N S
Ctetr./ Cl R Ctetr./ Cl R
Triacylglyceride primére Alkoholsubstrat
und Analoga

Abbildung 49: Die fiir die Enantioselektivitit von primiren Alkoholsubstraten entscheidenden
Bindungen im Substrat. Links: Fir den Sonderfall der primdren Alkoholsubstrate,
Triacylglyceride und Analoga, konnte im Rahmen dieser Arbeit die Geometrie des Substrats,
der Torsionswinkel um die O-C Bindung, zur Stereopriferenz korreliert werden. Rechts: Von
Weissfloch und Kazlauskas fiir primédre Alkoholsubstrate diskutierte und fiir die
Enantioselektivitit mitverantwortliche C1-C2 Bindung (Weissfloch und Kazlauskas 1995).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte geometrische Analyse der C1-C2 Bindung lieferte keine
Korrelation zur Enantiopraferenz der PCL bei der Hydrolyse primérer Alkoholsubstrate.

Die Beschrinkung der Regel von Weissfloch und Kazlauskas auf primére Alkohole ohne
Sauerstoff am Stereozentrum fiihrten die Autoren darauf zuriick, dal Sauerstoff lediglich eine
gauche- und keine ekliptische bzw. gestaffelte Orientierung stabilisiert (Weissfloch und
Kazlauskas 1995). Durch die im Rahmen dieser Arbeit fiir Verbindung 9 durchgefiihrten
molecular modeling Untersuchungen konnte die These von Weissfloch und Kazlauskas werde
bestitigt noch widerlegt werden. Eingehende Untersuchungen hierzu setzen jedoch das
Vorhandensein weiterer experimenteller Daten dhnlicher Substrate voraus, wie sie z.B. die
Klasse 1 Substrate darstellen.

Nach den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen erfolgt die Bindung eines priméiren
Alkoholsubstrats in erster Linie nach Hypothese 2 (Weissfloch und Kazlauskas 1995; Tuomi
und Kazlauskas 1999) analog den Triacylglyceriden und deren Analoga (Abbildung 11,
rechts). Wird der mittelgro3e Substituent M klein genug, um in die BTM zu passen, kann die
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Bindung des Substrats zusitzlich nach Hypothese 1 erfolgen, welche von sowohl Weissfloch
und Kazlauskas als auch Tuomi und Mitarbeitern als der bevorzugte Bindungsmodus fiir
primdre Alkoholsubstrate diskutiert wurde (Weissfloch und Kazlauskas 1995; Tuomi und
Kazlauskas 1999). Triacylglyceride und ihre Analoga stellen demnach den "Normalfall" der
Substratbindung an die Lipase dar, wdhrend andere primére Alkoholsubstrate eine grofe

Anzahl von Ausnahmefillen représentieren wiirden.

5.3 Y- UND &-LACTONE

Die Untersuchungen zur Enantioselektivitit von PCL bei der Umsetzung von Y- und
O-Lactonen mit Methoden des molecular modeling wurden unter Verwendung der
Kristallstruktur der offenen Konformation der PCL durchgefiihrt. Diese Ergebnisse wurden
mit den experimentellen Ergebnissen von Enzelberger et al. fiir Umsetzungen der
entsprechenden Lactone mit Pseudomonas species Lipase (KWI 51), PSpL, verglichen
(Enzelberger et al. 1997). Ein Vergleich der Aminosduresequenzen von PCL (Jorgensen et al.
1991) und PSpL (lizumi et al. 1991; Sugihara et al. 1994) ergab, dal3 beide Lipasen homolog
zueinander sind, mit 93 % gleichen und weiteren 6 % d&hnlichen Resten. Aus dieser
Homologie 148t sich ableiten, dall ein Vergleich der Ergebnisse des molecular modeling mit
den experimentellen Daten von Enzelberger und Mitarbeitern sinnvoll und legitim ist.

Die Bindungstasche der PCL besteht aus drei, meist hydrophoben Regionen, an die das
Substrat binden kann: der hydrophobic crevice bindet die zu hydrolysierende Fettsdurekette,
der hydrophobic dent und alternativ die cavity den Alkoholrest. Schon Schrag und Mitarbeiter
(Schrag et al. 1997) identifizierten eine "boomerang-shaped" Spalte, die das aktive Zentrum
der PCL umgibt und die als Substrat-Bindungstasche fungiert. Diese Spalte wird durch die
Aminosduren 17-29 gebildet und ist durch drei a-Helices, bestehend aus den Aminosduren
118-127, 134-150 und 243-256, begrenzt. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Analyse der
Substratbindungstasche der PCL ergab, dal zusdtzlich zu den von Schrag gefundenen
Aminosduren L287, 1290, Q292 und L293 am Aufbau der Alkoholbindungstasche beteiligt
sind. Diese Aminoséduren liegen auf einem 22 Aminoséuren langen loop.

Die urspriinglich fiir die Untersuchung der Stereoselektivitéit von ROL bei der Hydrolyse von
Triacylglyceriden und Analoga entwickelte molecular modeling Prozedur wurde auf eine sich
vollig von den Fetten und Fett-Analoga unterscheidende Substratklasse angewendet: y- und

O-Lactone, die durch PCL gespalten werden. y- und &-Lactone gehoren zu den sekundéren
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Alkoholsubstraten. Dennoch gehorchen sie nicht der Regel fiir sekundédre Alkohole, da das
Stereozentrum der Lactone eine andere Lage in der Bindungstasche einnimmt (Abbildung
50).  Acyclische Ester nehmen eine syn  Konformation entlang  der
Carbonyl C-Alkohol O-Bindung ein. Untersuchungen der Kristallstruktur ergaben, dal3 diese
Konformation im aktiven Zentrum erhalten bleibt. Der Lactonring hingegen zwingt der
Carbonyl C-Alkohol O-Bindung eine anti Konformation auf. Daraus resultiert eine von
acyclischen Estern sich unterscheidende Lage des Stereozentrums (Bornscheuer und
Kazlauskas 1999). Das Stereozentrum liegt dann in der BTL, der Bindungstasche fiir den
groBBen Substituenten (Abbildung 10). Lactone stellen demnach einen Sonderfall der
sekundédren Alkoholsubstrate dar. Thre Enantioselektivitit 1468t sich nicht aufgrund einer
einfachen Unterscheidung zweier Liganden bestimmen, sondern muB3 Wechselwirkungen
wihrend der Umsetzung mit einbeziehen.

Die Freiheitsgrade der Rotation und Schwingung eines Lactons sind gegeniiber gewdhnlichen
sekundédren Alkoholsubstraten signifikant eingeschriankt. Der Ring und die aliphatische
Alkylkette bedingen eine "Pseudo"-Triacylglyceridstruktur mit vergleichbarer Bindung an die
Lipase. So besetzen auch Lactone die BTM nicht.

T4 1/

syn anti

Abbildung 50: Bevorzugte Konformation eines Carbonylsauerstoffs am Stereozentrum.
Links: die bevorzugte Konformation entlang der C-O-Bindung plaziert den
Carbonylsauerstoff und das Stereozentrum sSyn zueinander. Rechts: Der Lactonring benétigt
eine anti Orientierung des Carbonylsauerstoffs zum Stereozentrum (Bornscheuer und
Kazlauskas 1999).

Enzelberger und Mitarbeiter (Enzelberger et al. 1997) fanden, da3 die zur PCL homologe
PSpL sowohl von y- als auch &-Lactonen bevorzugt das (R)-Enantiomer hydrolysiert.
Molecular modeling Ergebnisse zeigten auf, da die Enantiopriferenz der PCL fiir
(R)-Lactone sehr wahrscheinlich auf sterische und elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den aliphatischen Alkylketten der (S)-Enantiomere und Y29 zuriickzufiihren ist.

Diese Interaktionen konnten bei der Bindung der (R)-Enantiomere nicht beobachtet werden.
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Die Intensitdt dieser Wechselwirkungen variierte fiir y- und &-Lactone und fiir Lacton-
Substrate mit unterschiedlicher Linge der Alkylkette.

Die intensivsten Wechselwirkungen zwischen Substrat und Lipase wurden in den Komplexen
von PCL mit &-Lactonen beobachtet. Fiir die (S1)-0-Hepta-, (S1)-0-Deca- und alle (S2)-&-
Lactone zwangen die Alkylketten der Substrate die polare Hydroxylgruppe des Y29, sich vom
Substrat weg auszurichten, was eine "Kaskade" ausloste (Abbildung 41). Die Hydroxylgruppe
des Y29 orientierte sich zum H86 hin, welches der C-terminale Nachbar des katalytisch
aktiven S87 ist. Das entsprechende H144 in ROL ist hochstwahrscheinlich an der
Stabilisierung des aktiven H257 beteiligt (Beer et al. 1996). Die Verschiebung der H86-
Seitenkette resultierte daher in einem Zusammenbrechen des stabilisierenden Effekts von H86
auf H286 in PCL. Die daraus folgende Verschiebung der H286-Seitenkette kann leicht
verfolgt werden, in dem seine relative Lage in der Bindungstasche zu den unbeeinflufiten
Atomen Oy (S87), Cy (D264) und O1 (Lactonring) gemessen bzw. der (R)uis- bzw. (S)mis-
Wert der Verschiebung berechnet wird.

Fiir die Komplexe von PCL mit (S1)-0-Octa-, (S1)-0-Nona- und (S1)-8-Undecalacton konnte
diese Kaskade lokaler Geometrieinderungen nicht beobachtet werden, da die Alkylketten
dieser Substrate sich im Verlauf der molekulardynamischen Simulationen in Richtung des
hydrophobic dent orientierten. Diese Ausrichtung des aliphatischen Substituenten fiihrte zu
einem unvorteilhaften Knick in der ansonsten all-trans orientierten Alkylkette. Jedoch wurde
die Lage des aktiven H286 im selben Maf3e beeinflufit, wie durch die in die cavity bindenden
Substrate.

Die Konfiguration am Stereozentrum des Lactonrings hatte zusétzlichen EinfluB auf die
relative Lage der H286-Seitenkette in den PCL-&-Lacton Komplexen. Fiir die untersuchten
(S)-Enantiomere beeinflulten Wechselwirkungen zwischen dem Substrat und Y29 die Lage
des Lactonrings, der im Zuge der beschriebenen Interaktionen auf das Imidazol des H286
gedriickt wurde. Dies verstirkte die Destabilisierung des aktiven Histidins. Alle (S)-0-
Enantiomere beeinfluBten die Position der H286-Seitenkette, was durch die entsprechenden
(R)nis- und (S)mis-Werte quantifiziert werden konnte (Tabelle 22).Dagegen beeinflulliten die
unterschiedlichen Startstrukturen, (S1) und (S2), das molecular modeling Ergebnis kaum.
Enzelberger et al. diskutierten bereits den Einflul der Ringgroe auf die Enantioselektivitit,
verbunden mit der rigideren Konformation des Sechsrings in d-Lactonen (Enzelberger et al.
1997). Die Ergebnisse der molekulardynamischen Untersuchungen stiitzen diese Vermutung.
In den PCL-d-Lacton Komplexen ist der Ring in direktem Kontakt zu H286. Dies gilt nicht

fiir die entsprechenden Komplexe der y-Lactone (Abbildung 42). Die Enantiopréiferenz von
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PCL bei der hydrolytischen Spaltung der &-Lactone vergroBert sich, ausgehend von
schlechten E-Werten (E = 2 und 4) bei der Umsetzung des &-Hepta- und &-Octalactons, zu
einem moderaten E-Wert (E = 45) fiir das &-Nonalacton bis hin zu hohen E-Werten (E > 100)
fiir das &-Deca- bzw. d-Undecalacton (Tabelle 22). Dagegen ist der Enantiomereniiberschuf}
von PCL bei der Hydrolyse der entsprechenden y-Lactone blieb von der Kettenlédnge des
Alkylsubstituenten nahezu unbeeinfluf3t (Tabelle 23).

Die kurzkettigen d-Octa- und d-Nonalactone waren in der Lage, zwei alternative Positionen in
der PCL-Bindungstasche einzunehmen. Das (S1)-d-Heptalacton, welches im Vorfeld der
molekulardynamischen Simulation dhnlich dem (R)-Enantiomer an die Lipase gebunden
wurde, sowie das (S2)-0-Octalacton banden dergestalt an die Lipase, daB die Lage des aktiven
H286 kaum beeinflufit wurde (Tabelle 22). Beide Bindungsalternativen fiir kurzkettige (S)-6-
Lactone bieten dem Substrat die Moglichkeit, nur geringe repulsive sterische
Wechselwirkungen mit H286 einzugehen, was eine Erklirung fiir die geringe
Enantioselektivitdt der PCL bei der Umsetzung mit diesen Substraten sein konnte. Im Fall der
PCL-y-Lacton Komplexe wechselwirkten weder die (R)- noch die (S)-Enantiomere
nennenswert mit dem katalytisch aktiven Histidin, was die geringen E-Werte fiir diese

Substrate erkldren konnte. Abbildung 51 fafit diese Beobachtungen zusammen.
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Abbildung 51: Korrelation zwischen experimentell bestimmten E- und A(S)gis-(R)mis-Werten.
Die A(S)uis-(R)mis-Werte wurden aus der Differenz der (S)gis-Werte der (S)- und der (R)pis-
Werte der (R)-Enantiomere berechnet. Im Fall der o-Lactone wurde der kleinere
A(S)nis-(R)mis-Wert ausgewihlt (entweder A(S1)yis-(R)nis oder A(S2)nis-(R)nis): fiir O-Hepta-
und O-Undecalacton A(S1)yis-(R)nis, fir &-Octa- und &-Nonalacton A(S2)yis-(R)nis. Fiir
0-Decalacton waren beide A(S)nis-(R)mis-Werte gleich. &-Lactone sind durch eine graue Raute
(), y-Lactone durch ein schwarzes Dreieck (A) hervorgehoben. Die gepunktete Linie
unterscheidet zwischen Substraten, die mit moderater bis hoher (rechts) und geringer (links)
Enantioselektivitdt hydrolysiert werden.

Eine Korrelation zwischen der Verschiebung des H286 und den experimentell bestimmten
E-Werten konnte gefunden werden. Ein A(S)yis-(R)nis-Wert (Differenz zwischen (S)gis- und
(R)uis) konnte berechnet werden, der eine von den Ergebnissen des molecular modeling
unabhéngige vergleichbare Grofe fiir einen gegebenen PCL-Substrat Komplex darstellt. Von
den entsprechenden Werten fiir die (S1)- und (S2)-Enantiomere der &-Lactone wurde der
kleinere A(S)mis-(R)mis-Wert ausgewdhlt. Das bedeutet, dal in diesen Fillen das besser
bindende Enantiomer zur Berechnung des A(S)uis-(R)mis-Wertes herangezogen wurde. Eine
Auftragung der A(S)uis-(R)nis- gegen die entsprechenden E-Werte ermoglichte eine Trennung
von Y- und O-Lactonen, die entweder mit nur schlechter oder mittlerer bis sehr guter
Enantioselektivitit hydrolysiert werden. Ein A(S)gis-(R)mis-Wert < 0,12 A korrespondiert mit

schlechter, A(S)uis-(R)nis > 0,15 A mit moderater bis sehr guter Enantioselektivitidt. Die in
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dieser Arbeit vorgestellte Methode ist somit geeignet, um halbquantitativ die
Enantioselektivitit von y- und &-Lactonen bei der Hydrolyse durch PCL zu beschreiben,
wobei mit dem A(S)His-(R)His-Wert eine Grofle existiert, fiir die die experimentell

ermittelten Enantioselektivititen zu den Ergebnissen des molecular modeling korrelieren.

5.4 SN-2 REGIOSELEKTIVITAT VERSUS ACYLWANDERUNG

Die Frage ob Lipasen prinzipiell in der Lage sind, Triacylglyceride in Position sn-2 zu spalten
oder ob es sich bei den bislang in der Literatur beschriebenen Beobachtungen einer
potentiellen sn-2 regioselektiven Esterspaltung lediglich um Produkte einer unspezifischen
Hydrolyse mit anschlieBender Acylwanderung von sn-2 nach sn-1(3) handelt, ist eine der
grundlegenden  Problematiken  der  Lipase-katalysierten = Biotransformation  von
Triacylglyceriden.

Rogalska und Mitarbeiter (Rogalska et al. 1993) untersuchten die Regio- und
Stereoselektivitit von 26 Lipasen bei der Hydrolyse von Trioctanoin und Triolein. Dabei
wurde fiir die in waBrigem Medium durchgefiihrte Esterspaltung von Trioctanoin durch CAL
A 68,3 %, fiir GCL bis zu 25,5 %, fiir Penicillium simplicissimum Lipase 11,1 % und fiir CRL
4,6 % Deacylierung an sn-2 gefunden. Die Autoren schlossen unter den von ihnen gewédhlten
Reaktionsbedingungen Acylwanderung von sn-2 nach sn-1(3) aus. Allerdings wurden die
Messungen von Rogalska et al. in wiBriger Losung durchgefiihrt, welche fiir Candida
parapsilosis Lipase als die Acylwanderung begiinstigend identifiziert wurde (Briand et al.
1995). Briand et al. widersprachen damit einer fritheren Arbeit von Riaublanc et al., die in
wilrigem Medium fiir die selbe Lipase sSn-2 regioselektive Esterspaltung postulierten
(Riaublanc et al. 1993).

Von den vier Lipasen (CAL A, GCL, Penicillium simplicissimum Lipase sowie CRL), fiir die
Rogalska et al. sn-2 regioselektive Esterspaltung postulierten liegt lediglich von CRL eine
experimentell bestimmte 3D-Struktur der offenen Konformation vor (Cygler et al. 1994). Fiir
die in dieser Arbeit durchgefiihrten molecular modeling Studien zur sn-2 regioselektiven
Fettspaltung wurden, mit Ausnahme der RML, alle bislang untersuchten mikrobiellen Lipasen
(ROL, PCL, CRL und CAL B) verwendet. Die fiir die Stereoselektivitidt mikrobieller Lipasen
entwickelte molecular modeling Methodik wurde auf die Untersuchungen zur
Regioselektivitdt angewendet. Es sollte geklart werden, ob regioselektive Esterspaltung in

Triacylglyceriden aufgrund der Substratbindung bzw. der Struktur der Bindungstasche der
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Lipase prinzipiell moglich ist und ob diese strukturellen Unterschiede eine Einteilung in
wenig (CRL) und ausschlieBlich sn-1(3) regioselektive Lipasen (ROL, PCL, CAL B) erlaubt.
Fiir CRL ist, im Gegensatz zu ROL, PCL und CAL B der Zugang zur Bindungstasche nicht
durch eine wall bzw. G-elbow loop beschrinkt. Das Fettmolekiil kann demnach in CRL tiefer
in Richtung des Kerns der Lipase binden. Dadurch steht dem Triacylglycerid ein weitaus
groBerer Raum zwischen Kkatalytisch aktivem Histidin und den Aminosduren der
Bindungstasche zur Verfiigung, was sich in einer sich deutlich von den Komplexen mit ROL,
PCL und CAL B unterscheidenden Substratgeometrie niederschldgt. In der Konsequenz
unterscheiden sich die Werte fiir die Torsionswinkel ®y und @ fiir CRL um ca. 50° von
denen fiir die anderen Lipasen (Tabelle 24). Sollte sich diese Beobachtung fiir weitere sn-2
regioselektiv spaltende Lipasen bestdtigen (bei entsprechend vorhandenen experimentell
bestimmten 3D-Strukturen), stiinde mit diesen Torsionswinkeln eine einfache geometrische
GroBBe zur Verfligung, durch die, analog zum Torsionswinkel ®g3.c3, eine Korrelation
zwischen Substratgeometrie und sn-2 Regioselektivitit herzustellen wire.

Da in der Literatur widerspriichlich iiber das Phdnomen der sn-2 regioselektiven Hydrolyse
von Triacylglyceriden berichtet wurde (Riaublanc et al. 1993; Rogalska et al. 1993; Briand et
al. 1995), wurden in dieser Arbeit experimentelle Rahmenbedingungen geschaffen, unter
denen Acylwanderung ausgeschlossen werden konnte (Millqvist et al. 1994; Fureby et al.
1996). Es sollte fiir die stark sn-2 regioselektive CAL A, die nur in geringem Malle sn-2
regioselektive CRL sowie die ausschlieBlich sn-1(3) regioselektive RDL (identisch mit ROL
(Haas und Joerger 1995)) praktisch untersucht werden, ob unter den gewéhlten Bedingungen
sn-2 regioselektive Hydrolyse auftreten kann. Zur eindeutigen Unterscheidung der
Reaktionsprodukte wurden strukturierte Triacylglyceride (OPO und POP) eingesetzt, die zu
den entsprechenden 1- bzw. 2-Monoglyceriden reagierten. Durch die spezielle Behandlung
des Reaktionsansatzes mit MSHFBA im Vorfeld der GC-Analytik, d.h. Silylierung aller
Hydroxyl- und Carboxylgruppen, konnte eine ausreichende Trennung der Monoglyceride
erreicht und eine zuverldssige Analyse mittels Gaschromatographie erzielt werden (Schmid et
al. 1999).

Die Ergebnisse fiir CAL A zeigen, daB3 es prinzipiell mdglich ist, Triacylglyceride in sSn-2 zu
spalten. Fiir RDL konnte keine, fiir CRL eine nur sehr langsam ablaufende Reaktion
beobachtet werden. Dies lag fiir CRL vermutlich daran, dal die Lipase fiir kurze und
mittellange Fettsduren spezifisch ist, d.h. langkettige Fettsduren wie in POP kaum umgesetzt
werden. Zudem wird CRL durch das verwendete Losungsmittel zumindest teilweise

inaktiviert. Daraus resultieren nur schwache Peaks im Gaschromatogramm, die sich nur wenig
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vom Hintergrundrauschen abheben (Abbildung 48). Allerdings kann unter modifizierten
Reaktionsbedingungen und unter Verwendung kiirzerkettiger Triacylglyceride eine
verbesserte Reaktivitidt erwartet werden, die es erlauben sollte, eine eindeutige Aussage
hinsichtlich der sn-2 regioselektiven Esterspaltung von CRL zu treffen. Auf RDL wirkte das
gewidhlte Losungsmittelsystem gleichfalls inaktivierend, obwohl die Lipase OPO prinzipiell
umsetzen kann (U. Schmid, personliche Mitteilung). Auch fiir RDL sollten weitergehende

Untersuchungen zur Entwicklung geeigneter Reaktionsbedingungen im Mittelpunkt stehen.
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Durch diese Arbeit konnten die molekularen Ursachen der Stereoselektivitdt von mikrobiellen
Lipasen bei der Hydrolyse von Triacylglyceriden und Analoga identifiziert und durch eine
einfache geometrische Grofle (Torsionswinkel Pp3.c3) beschrieben werden. Eine Erweiterung
des bestehenden Modells auf weitere mikrobielle, pankreatische und gastrische Lipasen auch
geringerer Sequenzdhnlichkeit erscheint aussichtsreich. Als problematisch konnte sich hierbei
die noch immer unzureichende Anzahl von 3D-Strukturen der Lipasen in offener Form
erweisen. Sollten entsprechende Kristall- oder NMR-Strukturen in absehbarer Zeit nicht zur
Verfligung stehen, miite auf Strukturmodelle zuriickgegriffen werden, was wiederum eine
hinreichende Homologie zu einer Vorlage voraussetzt.

Dies ist auch der limitierende Faktor fiir weitergehende Untersuchungen zur sn-2
Regioselektivitit. Von den in der Literatur beschriebenen Lipasen, die Triacylglyceride sn-2
regioselektiv hydrolysieren konnen, sollte noch mindestens eine weitere 3D-Struktur
vorliegen. Davon unabhingig konnen die Reaktionsbedingungen fiir die experimentellen
Studien fiir CRL und RDL optimiert werden.

Fiir die Untersuchungen zur Enantioselektivitit von PCL bei der Hydrolyse von priméren
Alkoholsubstraten sollte das Erstellen einer Bewertungsfunktion im Mittelpunkt stehen, mit
der die Enantiopriaferenz qualitativ oder semi-quantitativ vorhergesagt werden konnte. Bei
Vorliegen weiterer experimenteller Daten konnte z.B. durch Methoden der linearen

Regression eine entsprechende Funktion entwickelt werden.
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8.1 SEQUENZALIGNMENT ROL, RML, PCL, CRL, CAL B

Alignment der Proteinsequenzen der mikrobiellen Lipasen aus Rhizopus oryzae, Rhizomucor
miehei, Pseudomonas cepacia, Candida rugosa sowie der Lipase B aus Candida antarctica.
Das Sequenzalignment wurde generiert mit dialign2 (Morgenstern et al. 1996). Alle
Einstellung wurden wie vorgegeben iibernommen. Regionen mit GroBbuchstaben wurden
iberlagert, Regionen mit Kleinbuchstaben nicht. Die Aminosduren der katalytischen Triade
sind blau, die des GXSXG-Pentapeptid-Motivs griin und die entsprechenden Reste der CAL B

rot hervorgehoben.

Uber | agerte Sequenzen Lange kat al yti sche Tri ade

1) ROL 269 S145 D204 H257

2) RWL 268 S144 D203 H257

3) PCL 320 S87 D264 H286

4) CRL 534 S209 E341 H449

5) CALB 317 S105 D187 H224

ROL 1  sdg&KWAAT TAQ QEFTKY Ad AATAYCR SVWPGNKWDC VQCgkww p- -
RWL 1 i d- GG RAAT SQEI NELTYY TTLSANSYCR TVI PGATWDC | HGC- - - - - - -
PCL 1 adny------ ---------- ---AATRY-- --------- PlIL-------
CRL 1 a--------- -PT------- ATLANGDTI T G_Nai i neaf | gi pfaeppv
CALB 1 |psgsdpafs gqPK------- SVLDAGLTCQ GASPSSVskP I LL-------
ROL e R DG&KI | TTFTSLLSD
RWL Y R - - DATEDLKI | KTWSTLI YD
PCL 14 - -- LY I O
CRL 34 gnl r f kdpVP YSGSLDGKF TSygpscnmgq npEGTYEENL PKAALDLVMY
CALB 37 -------- VP GIGTTGPQSF DS-------- ----mmmmme mmmaa oo
ROL 63  TNGYVLRSDK XTI YLVFRG TNSFRSal TD | VFNF- - - - - SDYKPVKGAK
RWL 61  TNAMVARGDS EKTI YI VFRG SSSI RNW AD LTFVP- - - - - VSYPPVSGTK
PCL A LTGTD
CRL 84 SKVFEAVSPS SEDCLTI nvv rppgtkaga- ---------- =----------
CALB Bl s e e oo NW pl st gl gyt pcw | SPPP- - - - -
ROL 108  VHAGFLSSYE QWWNDYFpPV- --------me mmemmiim e oo VQ
RWL 106  VHKGFLDSYG EVQNE- LVAT ------mmme mmmmmma i oo oo - VL
PCL 22 KYAGVLEYWY G QED- Lqqr gatvyvanl s gf gsddgpng rgeql | ayVvK
CRL N T L
CALB 71 ----FM.NDT QUNTEYMUNA - ----cmmie miii i oo I T
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RML
PCL

CALB

RML

PCL

CALB

RML

PCL

CALB

RML

PCL

CALB

RML

PCL

CALB

RML

PCL

CALB

RML

PCL

CALB

129
127
71
113
89

155
153
106
154
124

155
153
106
204
124

155
153
106
254
124

188
186
122
295
135

192
190
156
342
162

192
190
197
392
182

EQLTAHPTYK VI VTGHSLCG AQALLA- - - -
DQFKQYPSYK VAVTCGHSLCG ATALLG - - -
TVLAATGATK VNLVCGHSOCG
--------- N LPVMLW FGG
ALYAGSGNNK LPVLTWSQGG

vnyr vsswgf

| agdei kaeg

FVQGVLAYDP TGLSSTVI - -
- - - GFLAYSS LRLSyl pr pd
....... YKG TVLAGPLD- -

TNQDALAALK TLTTAQAATY
GTFFGTSSLN VTTDAQAREY
ALTTALRNAG GLTgi vpttn

LTSRYVAAVA
GFEVGGTSTF
LVAQWGELTFF

LYQREpr LSP
LYQREEGLSS

ngnypsagl g
f kgsfvhasd

ETvggnt hl L YSWAGTAI QP Tl Sv------
DTgilnaltp gfkrisavlg dligftlarry
--------- L YSATDEI VQP QvSnspl dss

Ppagmi t ksi
PSIRS-----

KNLSI FTVGG
SNLFLYTQGQ
---SVITIGT
DTLEDATNNT
---Kvdrl ma

- - - - AAFVNV
| vi eGKYANI
----ALAVSA

fl nhyt ggtk
yl f ngkn- - -

PRVGNPTFAY
PRVGDPAFAN
PHRGSe- FAD

FG LTSSSNN

PVI | GDQNDE
PSW\QQTTGS

PGSCOTGAPT
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ROL 194 | PFQRTVHKR DI VPHVPPQS FGFLHPGVES W KSGTSN-V Q C------ T
RML 192 | PYRRTVNER DI VPHLPPAA FGFLHAGEEY W tdnspetV QUG ----- T
PCL A R R PGVt - -----iii-e - GATDT
CRL 442 LPVLGTFHSN DI Vfqdyl I g sgsliynnaf iaf------- ----------
CALB 210 VQAQAVCGPL FVI DHAGSLT SQFSYWGRS ALRSTTGQ A Rsadyd TDC
ROL 237  SEI ETKDCSN S| VPFTSI LD HLSYFDI NEG SCl - ------ ----------
RML 236  SDLETSDCSN S| VPFTSVLD HLSYFGE NTG LCt------- ----------
PCL 230  STI PLVDPAN ALDPSTLALF GTGTVMVNRG SGONDGVVSK CSALYgqvl s
CRL 475 -------- AT DLDPNTAGLL VKWPEYTSSS QSGNNLMM N ALGLYt gkdn
CALB 259 NPLPANDLTP EQKVAAAALL APAAAAI VAG PKQNcepdl m pyar pf avgk
ROL A L T I -
RML 1 B L R I -
PCL 280 t sykwnhl de inqgll gvrga naedpvavir thanrlklag v
CRL 517 frtagydal f snppsffv-- ------mmon cmomoonn -
CALB 309 rtcsgivtp- ---------- commmiiae e oo -

8.2 NUCLEINSAURE- UND AMINOSAURESEQUENZ DES PLASMIDS PT-LIPHP MIT DEM GEN
DER PSEUDOMONAS CEPACIA LIPASE ATCC21808

Das Gen der PCL ist blau eingefdrbt, die Reste der katalytische Triade rot und L287 griin

hervorgehoben.

1

61

121

181

241

301

361

421

cccgggcgat
R A

tgtagcggceg
L - R

gccagcgecc
C QO R

ggctttcccc
R L S

cggcacct cg
T A P

t gat agacgg
L I D

ttccaaactg
vV P N

tttatgaata tacaaataat tggagccaac
Il L - I Y K - L E P

cattaagcgc ggcgggtgtg gtggttacge
RI1 KR G GC G GY

tagcgccecge tccttteget ttcttccctt
P S AR S F R F L P

gt caagct ct aaat cggggg ctccctttag
P S S S K S G A P F

accccaaaaa acttgattag ggtgatggtt
R P QK T - L G - W

tttttcgccec tttgacgttg gagtccacgt
G F SP F DV GV H

gaacaacact caaccctatc tcggtctatt
WNNT QP Y L GL

ct gcaat cga tgacgcgccc
T C NR - R A

gcagcgt gac cgct acactt
A Q R D R Y T

cctttctcge cacgttcgec
F L S R H VR

ggttccgatt tagtgcttta
R v P11 - CF

cacgt agt gg gccat cgccc
F T - W A1l A

tctttaatag tggactcttg
v L - - WT L

cttttgattt ataagggatt
FF - F | RD

ttgccgattt cggcctattg gttaaaaaat gagctgattt aacaaaaatt taacgcgaat

F A D

F G L L V KK - A D

L T K1 - R E
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481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

tttaacaaaa

F - Q

gggcttttct
G A F

gccagcagag

S QQ

ttgctgcggt
F A A

ttctgagggg
vV L R

t at gcgccga
L C A

gataactttc
R - L

t agt ggt t gt
L V V

acccccaagt
H P Q

aattaacatt
E L T

ttcaacctca
L Q P

cgcat cacct
P H H

aaaaacaggg
K K O

ctcgtagatt
S R R

t gt aagcaat
L - A

gcct gact gc
R L T

tttetttttt
F S F

tggtttcttt
M V S

cgtgcgtgtt
P C V

t at ggaacaa
V W N

t aaagat caa
L K |

tattaacgct
N I N A

gattat caac
L I I N

aat t aaggaa
R I K E

aagt cgcat a
V S R |

agt gaaaat t
G V K |

CCagaacacc
D QNT

cccacaacgg
S P QR

aaaaacacct
v K T P

ct ggct at gc

tacaatttaa
Y N L

€ggggt ggat
R G G

aacagacagg
N R Q

aaaaccattc
K T 1

cccctaattc
P L |

ttgccgat ca
L P |

aacaactctc
N N S

gaccgctatc
D R Y

agaaat cacc

V WL C R N H

ccgt caggaa
F R Q E

agcttggett
S L A

agccagaat g cagaat cact
Q ARM QO N H

ttggt aaagg ttctaagctt
L W - R F - A

tactcatact cacttctaag
GTHT HF -

tctctggcga ttgaagggcet
F L WR L K G

gcggcgttat aagcatttaa
M R R'Y K H L

cccatcccca tcttgtctge
AP S P S CL

tcataaattg ctttaaggcg
F H K L L - G

tttgtgctca tacgttaaat
F L C S Y V K

gactatttta cctctggcgg
L T I L P L A

cgcat aaccc tgaaagatta
N A - P - K 1

gaatgttgat cttcagtgtt
K NV D L QC

atatttgctt
N I C

accgagcgcg
Y R A

tttattgagc
V Y -

ttcataattc
L H N

gat gaagat t
R - R

gccaaacgt c
S QT

att gcat ggg
H C M

cct gat cagt
P - S

t ggct caaca
L A Q

ggagcct gt t
W S L

ggcttttttg
WL F

aggt gagaac
- V. R

t gacggct gc
vV T A

aaattcttca
- 1L

tgcattgatg
M H -

gacagattcc

R Q I

acgtgcgtcc
D V R

ctatcaccgc
S 1 T

t gat aat ggt
vV I M

t gcaat gcgce
M Q C

tcgcct gt ct
F A C

atacaatctt cctgtttttg
L Y NL PV F

gccgcaggtg atgattatca
R P Q V M 1

gcttatcttt ccctttattt
A LI F P F I

aatccattta ctatgttatg
S | H L L CY

cttgctcaat tgttatcagc
FLLN CVYO

tcttcaggcc actgactagc
SLQA T D -

atcatt gggt act gt gggtt
G S L G T V G

ttcttgaagg taaactcatc
V S - R - T H

gcct gct cag ggt caacgag

Q P A Q

ggt gcggt ca
L V R S

gttgtgctta
WL C L

at ccctgcct
T S L P

at act aaccg
Ay - P

acgctaactt
Q R - L

ccattaaata
C H - |

t gggat aagc
P G I S

t caagct gct
P Q A A

aagggat aaa
A R D K

t gcat gt act
v A C T

tttgggcaaa
A L G K

gttttgcacc
L FCT

G Q R

t ggaat t acc
W N Y

cccatctctc
P 1 S

gaacat gaga
E H E

cttcatacat
L H T

tgagaatttt
- E F

aagcaccaac
K H Q

caagttcatt
Q V H

cttgtgttaa
L V L

tatctaacac
Y L T

aaggaggttg
K E V

ccaagacagc
P R Q

ggaatttttg
G Il F



8. ANHANG

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

agttctgccg
E F C

at aaatt cat
N K F

gttgacat aa
cC - H

t gaaggt gac
M K V

ttggggtgtg
F G V

gttttaactg
R F N

cgatcattct
P 1 1

ggt acgggat
WY G

cgggcttcca
S G F

agacggt gct
K T V

ggct gacgt c
G L T

t cggcacgcec
I G T

at ccgaccgg
D P T

cgagcagcag
T S S

cgcaggccgce
A Q A

gccagaccgg
C QT

ccggcacgge
A G T

gcaccattcc
S T 1

gcaccggcac
G T G

gcagcgcgcet
C S A

t caaccagtt

I N Q

tttatcgccc ggggatctct cacctaccaa

R L S P

at aaaaaaca
I - K T

at accact gg

G D L

tacagat aac
Y R -

cggt gat act

K'Y HW R - Y

gctcttaaaa
T L L K

t gat acgaaa
C DT K

aaacaaactg
- N K L

cgtgcacggg
L V H G

ccaggaggac
| Q E D

gagcgacgac
Q S DD

cgccgcgacg
L A AT

gcgctatgtc
S R Y V

gcat cgcggce
P H R G

gctgtcgtcg
G L S S

caacaacacg
S N N T

cacgtacaac
A T Y N

cgcgccgacg
G A P T

gat ccagccg
Al QP

gct cgt cgat
P L V D

ggtgatggtc
T V MYV

gt acggccag
LY G Q

gctcggegtg
L L GV

at t aagccct
I K P

cgaagcattg
R S |

gagact cat a
E T H

ct cacgggca
L T G

ct gcagcagc

L Q Q

ggcccgaacg
G P N

ggggcgacca
G AT

gcggecgtcg
A AV

tccgagttcg
S E F

acggt gat cg
T V |

aaccaggacg
N Q D

cagaactacc
Q N Y

gaaaccgt cg
E T V

acgat ct ccg
T I S

ccggcgaacg
P A N

aaccgcggtt
N R G

gt gct gagca
V L S

cgcggcegega
R G A

S P T

cat ct gcggt
P S A

gagcacat ca
- A H

gaagaagggc
- R R

gcgcect cgag
G A S

t ggccgacaa
M A D

ccgacaaat a
T D K

gt ggcgcgac
R G A

ggcgceggcega
G R G

aggt caacct
K V N

cgcccgat ct
A P D

ccgact t cgt
A D F

ccgegt t cgt
A A F

cgct cgcgge
A L A

ctagcgcggg
P S A

gcggcaacac
G G N

tgttcggegt
V F G

agct cgaccc
E L D

cgggccagaa
S G Q

cgagct gcaa
T S C

at gcggaaga
N A E

acaat gcccc
K Q C P

gat aaat t at
V I N Y

gcaggacgca

Q QDA

agcatt caaa
A A F K

taatttacca
S N L P

ct acgcggceg
N Y A A

cgcaggtgtg
Y A G V

cgtctatgtc
T V. Y V

acagttgctg
E Q L L

cgt cggccac
L V G H

ggt cgcgt cg
L VvV A S

gcagggcgt g
V Q G V

caatgtgttc
V N V F

gct gaagacg
A L K T

cct cggegeg
G L G A

gcatctgctg
T H L L

cacgggt gcg
vV T G A

gt cgacgctc
P S T L

cgacggggtc
N D G V

gt ggaaccat
K W N H

t ccggt cgeg
D P V A

cct gcaaaaa
P A K

ct ct ggcggt
L W R

ctgaccacca
L T T

gcagaaggct
A E G

acact act ac
T L L

acgcgttatc
T R Y

ct cgagt act
L E Y

gct aacct gt
A N L

gcct acgt ga
A Y V

agccagggcg
S Q G

gt gacgacga
v T T

ct cgcgt acg
L A Y

ggaat cct ca
G I L

ct gacgaccg
L T T

ccgggcagt t
P G S

tattcgtggg
Y S W

acggat acga
T D T

gcgctgttcg
A L F

gt gt cgaagt
V S K

gacgaga
D E

gt gat ccgca
vV | R
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3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

cgcat gcgaa
T H A

cgccgct gge
A P L

tcgcgatgtg
V A M

acgcggcagc
D A A

cgggcect gce
T G L

gccatcttgc
G H L

gt gacct gag
S D L

acggcacggt
D G T

acgcgct cgc
D A L

agct cgcgcet
QL A

cgtttttcgg
P F F

aggat cgt ac
Q DR

tgccagccga
M P A

ggat cgcgca
R I A

agacgct cgg
Q T L

ggcagagccg
W Q S

cgccgcagga
S P O

gcgaagceggt
G E A

ggcgcgcet gc
R R A

cgatggtatt
S MV

aaccgagcag
- P 'S

ccggct gaag
N R L K

gcggt gcgct
A R C A

gagcggt gcg
W s G A

ggcaggcggg
A A G G

gtcgtcgctg
P S S L

gaagt cgcgc
A K S R

cgcggecegeg
S A A A

cgcgcaggcec
V A Q A

gaagt t gcgc
A K L R

cgaccagcgce
L D QR

cgcggagcag

ctcgcgggcyg
L A G

gt ggt ct acg
V V. Y

ggat ggcat c
G W H

gcggetgecg
A A A

gccggct cca
A G S

gcggtgegeg
AV R

ct cgat gcgt
L D A

gaggcgct cg
E A L

gat gccggeg
D A G

gcgt cgat cg
A S |

t ggcggcagc

GAEQ WRDOQ

gct gacggat
T L T D

cgaacgcgcg
D E R A

act gcagaag

QL Q K

cccggaagcec
G P E A

ct acgcggac
R Y A D

t cgcgacgcec
D R D A

gcgggceggea
V R A A

gcgtgaccgg
A R D R

cgcgagegt g
F A S V

caggccgcegce
S R P R

gcgcagaagg
A Q K

gcgcagcagc

A Q Q

agcggcegcega
S G A

gccgegegeg
A A R

t at gcgacgc
Y AT

cagat cgccg

QI A

tcgctcgatc
S L D

ccct at gcecg
P Y A

t cgaacgcgg
S N A

cgagcggt gt
R AV

t gt gat cgat
vV - S

gtgtcgtggg
G V V

gcgggacggg
R G T

caccgccgcea
A P P

gtgcgecgeg
S AP

atttcttcga
D F F

tcgt cgt acg
F V V

acgt ct ggca
D V W

cggt cgacaa
A VvV D

cgt accgcac
A Y R

gct acgat ct
R Y D

ccgagcggcet
A E R

gggt cgacca
R V D

cgcccgat gc
T P D

t cgcgcagat
V A O

agcgt gcgga
Q R A

cattgcggca
A L R

gcggcegeggg
R G A

cgcgcgt gat
A R V

gcccgat gcc
G P M

cct ggcggct
S WR

gacggcacgt
M T A R

gctggeggcg
G L A A

cacggccggce
G T A G

ggccgctctg
Q A AL

gctgccgetc
R L P L

ctactgcctg
DY C L

ccagat cgcc
R QI A

ccggt accge
H R Y R

gt ccgacctg
K S D L

gct cggcgac
T L G D

cgcgcgactg
L A R L

cgcggcegcett
L A A L

gcagcgggec
Q Q R A

gatgcgcgeg
A MR A

gcagcaggac

M Q Q D

gat cgagt cg
E I E S

gcgcacgttc
Q R T F

cagcgcgcag
G S A Q

gtgccgegga
M C R G

ttcgtgcgeg
P S C A

gt agt agctg
L - - L

gaagggcgcg
E G R

at cgccggceg
I A G

gagttgccgg
E L P

ccggcgagcea
P A S

gat gccggceg
D A G

accgcgcaga
T A Q

gcgcagct cg
A QL

gcgtatctcg
A Y L

ggt gcgcet gc
G A L

t ggagccagce
W S Q

aagat cgcgc
K1 A

gagcagcaga

E Q Q

gcgat cgacc
A I D

caact gacgc
QL T

gacgcat cgt
D A S

gccggcect gt
A G L

acgaaacccg
T K P

t gacgcgggce
- R G

agat gt t gct
R C C

acgcacgcat
T H A

gt gagcgggce
V. S G



8. ANHANG

171

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

gcacgat cac
R T |

gcaggccgag
G R P

agcgcegegeg
K R A

gcct gacgtg
R L T

cgcgt ct aga
S R L

cagtttcagc
T V S

ttttcegttg
F F R

tatcagcttg
L S A

at gacaacaa
N D N

ttccccatta
L P H

ctgcctcccce
S A S

cggcggcacc
P A A

agaact gt ga
E N C

agcagccgca

Q QP

t ct gacacat
L - H

gacaagcccg
R Q A

agt cacgt ag
Q S R

act gagagt g
Y - E

t caggcgct ¢
I R R

gagcggt atc
R A V

caggaaagaa
A G K

gcccgegt cg
T P A S

caccaggt gc
S T R C

aat cgcgt cg
R I A S

cgaagt cagg
C E V R

gcccgacgceg
E P D A

ggagt gagaa
A E - E

aaaat ctcca
- K S P

ctttcgaggt
C F R G

ccat cgccca
N HRP

tgattcttct
Y DS S

gcgttgegtc
P R C V

tcgct aacgg
P R - R

at gcgcaaac
E C A N

cgcggcgceat
H A A H

gcagct cccg
M Q L P

t cagggcgcg
R Q G A

cgat agcgga
S D S G

caccat gcgg
C T MR

ttccgcttcce
S S A S

agctcactca
S A H'S

cat gt gagca
N M - A

aacgcact ct
N A L

aggccggcect
R P A

at cat cagtt
I I S

t gaccgt cca
- P S

ct gggct acg
L G Y

t agaaaggaa
- K G

aaaaaaaagg
K K K

gaatttctta
E F L

cgcat aaccg
R I T

cgcttccgge
R F R

gcggtgcatg
AV H

att caccact
| H H

caacccttgg
Q P L

ct cgget gecc
L G C

gagacggt ca
E T V

t cagcgggt g
S A G

gtgtatactg
V Y T

t gt gaaat ac
C E |

tcgctcactg
S L T

aaggcggt aa
K AV

aaaggccagc
K G Q

gcgt gaccgce
cC Vv T

cgt cgcccat
S S P

gccggegcetc
C R R

t gat gaattc
M M N

tcttgctgge
V L L

caact aaagg
T T K

ct ccaaaagg
A P K

aacagcttga
K Q L

at atattcgg
DI F

tctagacccc
L - T

gagccgggcc
G A G

ccaagaattg
S K N

cagaacat at
A E H

tcgcgegttt
L AR

cagcttgtct
T A C

ttggcgggtg
vV G G

gct t aact at
G L T

cgcacagat g
P H R

act cgct gcg
D S L

tacggttatc
I R L

aaaaggccag
Q K A

gcgat cgt cg
A R S S

cacgggcagc
I T G S

gccgt acagce
S P Y S

t gagt aggt a
S E -V

gttcgccaaa
A F A K

aat t gcgaat
Gl A N

agcctttaat
G A F N

t accgat agt
D T D S

cgacgcgagg
G D AR

ggcgccgece
P AP P

acct cgacct
PP R P

gagccaat ca
WS Q S

ccatcgcgtc
I H R V

cggt gat gac
F G D D

gt aagcggat
L - A D

t cggggcgcea
C R G A

gcggcat cag

M R H Q

cgt aaggaga
C V R R

ctcggtcgtt
R S V V

cacagaat ca
S T E S

gaaccgt aaa
R N R K

caggcgt cgg
Q A S

gt gt cgccga
V S P

gt gcgcat cc
V R |

agt cgacaat
S R Q

caaatttcaa

QI S

aataattttt
N N F

tgtatcggtt
cCl G

tgcgccgaca
C A D

ct ggat ggcc
L D G

tataccttgt
Y T L

gaat ggaagc
E WK

attcttgcgg
I L A

cgccatctcc
R H L

ggt gaaaacc
G E N

gccgggagcea
A G S

gccat gaccc
A MT

agcagat t gt
S R L

aaat accgca
K Y R

cggctgegge
R L R

ggggat aacg
G D N

aaggccgcegt
K A A
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5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

tgct ggcgt t
L L A

gt cagaggt g
S Q R

ccctcgt gcg
S L V

ctt cgggaag
P S G

tcgttcgetce
V V R

t at ccggt aa
L S G

cagccact gg
A A T

agt ggt ggce
K W W

agccagttac
K P V

gt agcggt gg
G S G

aagatccttt
E D P

ggattttggt
G I L

gaagttttaa
- S F

t aat cagt ga
L I S

tccccgt cgt
L P V

t gat accgcg
M 1T P

gaagggccga
G R A

gttgccggga
C CR

ttgct gcagg
I A A

cccaacgatc
S Q R

tcggtcctcc
F G P

tttccatagg
F F HR

gcgaaacccg
W R N P

ctctectgtt
R S P V

cgt ggcgcett
S V AL

caagct gggc
S K L G

ctatcgtctt
N Y R L

t aacaggat t
G N R 1

taact acggc
P N Y G

cttcggaaaa
T F G K

tttttttott
G F F V

gatcttttct
L I F S

catgagatta
V M R L

atcaatctaa
K S I -

ggcacctatc
E A P |

gt agat aact
v - | T

agacccacgc
R D P R

gcgcagaagt
E R R S

agct agagt a
E A R V

catcgtggtg
G I Vv V

aaggcgagt t
S R R V

gatcgttgtc
P 1 VvV V

ctccgccccc
L R P

acaggact at
T G L

ccgaccct gc
P T L

t ct cat agct
S H S

t gt gt gcacg
C V H

gagt ccaacc
E S N

agcagagcga
S R A

tacact agaa
Y T R

agagttggta
R V G

t gcaagcagc
C K Q

acggggtctg
T G S

t caaaaagga
S K R

agtat atat g
S 1Y

t cagcgat ct
S A |

acgat acggg
T I R

t caccggct c
S P A

ggt cct gcaa
G P A

agt agtt cgc
S S S

t cacgct cgt
S R S

acat gatccc
T - S

agaagt aagt
R S K

ct gacgagca
P D E

aaagat acca
- RY

cgcttaccgg
P L T

cacgct gt ag
S R C

aaccccccgt
E P P

cggt aagaca
P V R

ggt at gt agg
R Y V

ggacagt att
R T V

gctcttgatc
S S -

agattacgcg
Q1 T

acgctcagtg
D A Q

tcttcaccta
I F T

agt aaactta
E - T

gtctatttcg
C L F

agggcttacc
E G L

cagatttatc
P D L

ctttatccgce
T L S

cagtt aat ag
P V N

cgtttggtat
S F G

ccatgttgtg
P M L

t ggccgcagt
L A A

t cacaaaaat cgacgctcaa
H HKN RRS

ggcgtttccc cctggaagcet
Q A F P P G S

atacctgtcc gcctttctcc
G YL S AF L

gt at ct cagt tcggt gt agg
R Y L S S V -

t cagcccgac cgct gcgect
V Q PD R C A

cgacttatcg ccact ggcag
H DL S P L A

cggtgctaca gagttcttga
G G AT E F L

tggtatctgc gctctgetga
F G 1 C A L L

cggcaaacaa accaccgctg
S GK Q T T A

cagaaaaaaa ggatctcaag
R R KZK G S OQ

gaacgaaaac tcacgttaag
W N E N S R -

gatcctttta aattaaaaat
- I L L N - K

agct gacagt taccaat gct
- A D S Y Q C

ttcatccata gttgcctgac
R S S | vV A -

at ctggcccc agt gctgcaa
P S G P S A A

agcaat aaac cagccagccg
S Al N QP A

ctccatccag tctattaatt
A S 1 Q S I N

tttgcgcaac gttgttgcca
S L R N V V A

ggcttcattc agctccggtt
M A S F S S G

caaaaaagcg gttagctcct
C K K A V S S

gttatcactc atggttatgg
V L S L MV M
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173

6781 cagcactgca

A A L

taattctctt actgtcatgc
H N S L T V. M

cat ccgt aag
P S V

6841 agtactcaac
E Y S

caagtcattc tgagaat agt
T K S F - E -

gtatgcggcg
C MR

6901 cgtcaacacg

A S T

ggat aat acc gcgccacat a
R D N T A P H

gcagaacttt
S R T

6961 aacgttcttc
K R S

ggggcgaaaa ctctcaagga tcttaccgct
S G R K L S R I L P
7021 catcttttac
A S F

aacccactcg
- P T

tgcacccaac tgatcttcag
R AP N - § S
7081 gagcaaaaac
- A K

aggaaggcaa aat gccgcaa
T GRQ NA A

aaaagggaat
K K G

7141 actcttcctt tttcaatatt

L F L

gaat act cat
- 1L I

att gaagcat

F QY Y - S

7201 aaaat aaaca
K N K

tgagcggata catatttgaa tgtatttaga
M S G Y | F E c | -

7261 aaaccatt at
E T |1

ttccccgaaa
F P R

agt gccacct gacgtctaag
K v P P DV -

7321 aaaataggcg tatcacgagg ccctttcgtc
K NR R I T R P F R

ttcaag

L Q

8.3 SEQUENZEN DER VERWENDETEN MUTAGENESE-PRIMER

L287F forward
S'-agc tge aag tgg aac cat ttc gac gag atc aac cag ttg ctc-3'

L287F revers
5'-gag caa ctg gtt gat ctc gtc gaa atg gtt cca ctt gca gct-3'

8.4 SEQUENZEN DER VERWENDETEN SEQUENZIERPRIMER

L287F-1 forward

5'-gca gga cge act gac cac c-3'

L287F-2 forward
S'-gcg geg acg cgt tat ccg-3'

atgcttttct gtgactggtg
R C F S v T G

accgagttgc tcttgceccgg
R P S C S C P

aaaagt gctc atcattggaa
L K V L I I G

gttgagat cc agttcgat gt
L L R S S S M

tttcaccagc gtttctgggt
T F T S V S G

aagggcgaca cggaaat gtt
I R A T R K C

ttatcagggt tattgtctca
I Y Q G Y C L

aat aggggtt ccgcgcacat
QI GV PRT

tatcatgaca ttaacctata
I I M T L T'Y
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L287F-3 forward
5'-gct gge cta cgt gaa gac gg-3'

L287F-4 forward
5'-gct cge gta cga tcc gac cg-3'

L287F-5 revers
S'-gece tge cge tge cge gte cgg-3'

L287F-1 revers
5'-cga act cgg agc cgce gat ge-3'

L287F-2 revers
S'-cgt cgg cge gee ggt ctg ge-3'

L287F-3 revers
S'-cca tca ccg tge cgg tge cg-3'

L287F-4 revers
S'-ccc tte acg tge cgt cat cg-3'
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