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1. Zusammenfassung

Zunichst sollte durch fokussierte, gerichtete Evolution der Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
aus Petroselinum crispum (pcPAL) Aktivitit gegeniiber Phenylalaninol generiert werden.
Dazu wurde eine Selektionsmethode auf Minimalmedium ohne N-Quellen etabliert und zwei
fokussierte Mutantenbibliotheken mit Mutationen der Aminosdurepositionen 348, 350 und
354 in der ersten Bibliothek und 487, 488 in der zweiten Bibliothek durchmustert. Auf diese
Weise konnte jedoch kein Klon mit Aktivitit gegeniiber Phenylalaninol generiert werden.
Daher wurde ebenfalls das Hochdurchsatzscreening der Bibliothek mit photometrischen
Assays begonnen. Ebenfalls ohne Erfolg. Molekiildynamische Simulationen zeigten, dass
Phenylalaninol aufgrund der fehlenden Carboxylgruppe nicht im aktiven Zentrum zu stabili-
sieren war. Daher wurde das Substrat zum Tyrosin-Analogon Tyrosinol gewechselt. Durch
rationales Design wurde die Einzelmutante Phe137His vorgeschlagen, was in Simulationen zu
einer Stabilisierung des Substrates fiihrte. Dieser Mutante konnte tatsdchlich Aktivitdt gegen-
iiber Tyrosinol nachgewiesen werden. Da dhnliche oder hohere Aktivitdten in echten Tyrosin-
Ammoniak-Lyasen zu erwarten waren, wurde die »sTAL aus Rhodobacter sphaeroides als
synthetisches Gen mit optimierter Codon-usage bestellt. Die »sTAL zeigte dhnliche Aktivité-
ten gegeniiber Tyrosinol wie die pcPAL. Es wurden verschiedene Mutantenbibliotheken
sowie rationale Punktmutationen der pcPAL-Phel37His-Mutante und der rsTAL generiert
und nach erhohter Aktivitdt durchmustert. Es konnte keine Mutante mit erhdhter Aktivitat
gegeniiber Tyrosinol identifiziert werden. Daher wurde nach alternativen Substraten gesucht.
Sowohl Tyrosinamide als auch Tyrosinhydrazid kénnen von pcPAL-Phel37His und rsTAL
umgesetzt werden. Es wurden Biokatalysen zur Aminierung verschiedener a,f-ungeséttigter
Substrate durchgefiihrt und analysiert. Para-Nitrozimtsdure stellte sich als ein besonders

geeignetes Substrat heraus.

Dartiber hinaus wurde durch molekiildynamische Simulationen eine neue Hypothese {iber den
Mechanismus der Katalyse entwickelt, basierend auf einer einzigen, den chemischen Mecha-

nismus der Katalyse bestimmenden Aminosdure Glu484 (pcPAL).
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2. Zielsetzung des Projektes

Chirale Amine und Aminoalkohole haben eine grofle Bedeutung in der organisch-chemischen
und pharmazeutischen Industrie. Sie finden Verwendung fiir die Produktion enantiomerenrei-
ner Carbonséduren durch fraktionierte Kristallisation und als chirale Auxiliare und Liganden in
enantioselektiven chemischen Synthesen. Besonders hervorzuheben ist der Bedarf an enanti-
omerenreinen Aminen als Intermediate fiir die pharmazeutische und Agrochemie. Neben der
selektiven Kristallisation der Enantiomere (max. 50 % Ausbeute) und chemischen Verfahren,
stellt bislang die Lipase-katalysierte Racematspaltung das wichtigste enzymatische Verfahren
dar. Allerdings werden hier maximal 50 % Ausbeute erreicht und bei Aminoalkohole ist

zusdtzlich die Einfiihrung bzw. Entfernung von Schutzgruppen notwendig.

Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) katalysieren die reversible Addition von Ammoniak
an Zimtsdure unter Bildung von optisch reinem L-Phenylalanin. Besonders gut untersucht und
rekombinant in E. coli exprimierbar ist das Isoenzym PAL1 aus der Petersilie Petroselinum

crispum.

Das Ziel des Projektes ist die Verdnderung der Substratspezifitdt und Aktivitdt der PAL, um
diese zur Synthese von chiralen Aminen bzw. Aminoalkoholen ausgehend von ungeséttigten
Substraten darzustellen. Dieses soll sowohl durch rationales Proteindesign als auch durch
gerichtete Evolution der PAL erreicht werden. Ziel ist die Erzeugung von PAL-Varianten mit
hoher Enantioselektivitit, Aktivitidt und der Fahigkeit auch Substrate ohne Carboxylfunktion
umzusetzen, um einen effizienten und umweltfreundlichen Zugang zu chiralen Aminen und

Aminoalkoholen zu ermdglichen.
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3. Verwendete Methoden

Computer Modelling
- Autodock4 / Autogrid4
o Automatisiertes Docking von Substraten ins aktive Zentrum unter Verwendung
des lamarckischen genetischen Algorithmus
YASARA
o Molekulardynamische Simulationen in einer periodischen Wasserbox unter
Verwendung des Amber99-Kraftfeldes
- VMD
o Analyse und Visualisierung der von YASARA generierten Trajektorien
- CPMD (Car-Parinello Molecular Dynamics)
o Quantenmechanische, molekiildynamische ab initio Simulation
- Rationales Proteindesign
- Mechanistische Untersuchungen

Molekularbiologische Methoden
- Positionsgerichtete Mutagenese nach dem QuikChange®-Protokoll
- Generierung von fokussierten Mutantenbibliotheken durch positionsgerichtete
Sattigungsmutagenese

Mikrobiologische und biochemische Methoden
- Mikrotiterplatten-basierte, photometrische Hochdurchsatzassays
- Mutantenbibliotheken in MTP
o Hochdurchsatz-Proteinexpression in MTP
o Durchmusterung der Mutantenbibliotheken
- Selektionsassay auf Minimalmedium
- Bestimmung von kinetischen Parametern von Enzymen (Michaelis-Menten-Kinetik)
- Proteinaufreinigung
o Affinititschromatographie
o lonenaustauschchromatographie
o Gelfiltration

Chemische Methoden
- Organische Synthesen
- Analytik: Fluoreszenzspektrometrie, HPLC, Diinnschichtchromatograpie (DC), DC-
FID
- Vakuumdestillation
- Sdulenchromatographie
- Evaluierung der synthetisierten Substrate: 1H-NMR, 13C-NMR, MS,
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4. Ergebnisse

4.1. Vorarbeiten

Expression der PAL aus Petroselinum crispum (pcPAL)

In Vorarbeiten wurde bereits die Expression der pcPAL in E. coli etabliert. Dazu sind ver-
schiedene Expressionsstimme sowie die Coexpression von verschiedenen Chaperonen unter
verschiedenen Bedingungen getestet worden. Als am besten eignete hat sich die Expression
der pcPAL im pET22b(+)-Vektor (Novagen) durch Coexpression des Triggerfaktors aus dem
Chaperon-Plasmid-Kits (pTF16) von TaKaRa in E. coli BL21(DE3) herausgestellt.

M P S P S

200 kDa
119 kDa

66 kDa
L——" ] -4- <«—  pcPAL
43 kDa C— - < 176

-

29 kDa

20 kDa

14,5 kDa

Abbildung 1: SDS-PAGE der lI6slichen (S) und unloslichen (P) Fraktion. Die selben Proben wurden in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen; Links: 15 pl Probe entsprechend OD=1, rechts 15 pl entsprechend
OD=3.

Wie in Abbildung 1 ersichtlich ldsst sich die pcPAL im hohen MaRe {iberexprimieren.

4.2. Generierung von AKktivitit gegeniiber Phenylalaninol
Entsprechend der Projektzielsetzung wurde zunichst mit der Generierung einer enzymati-
schen Aktivitdt gegeniiber dem Alkoholderivat von Phenylalanin, Phenylalaninol (Phe-Ol)
begonnen (Abbildung 2).

OH \/\OH
NH -NH3*
Phenylalaninol Zimtsidurealkohol

Abbildung 2: Angestrebte, von einer pcPAL-Variante katalysierte, nichtoxidative Deaminierung von Phenylalaninol zu
Zimtsaurealkohol.
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Die Reaktionsrichtung (Aminierung oder Deaminierung) liegt im Fall von Phenylalanin ein-
deutig auf der Seite der Zimtsdure. Durch hohe Konzentrationen von Ammoniak (4 M) kann
das Gleichgewicht in die Richtung der Aminierung verschoben werden. Zur Untersuchung der

Substratspezifitit bietet sich hingegen die Deaminierung an.

Etablierung eines Hochdurchsatz-tauglichen Aktivitiitsassays fiir Phenylalaninol
Aufgrund der zusétzlichen Doppelbindung des Zimtsdurealkohols im Vergleich mit Phenyla-

laninol, kann ein verdndertes Absorptionsspektrum erwartet werden.

Unterschiedliche Absorptionsspektren konnten tatséchlich experimentell beobachtet werden.
Messungen der Fluoreszenzspektren bei Anregung mit den Wellenldngen, die die hdchste
Absorption zeigten, konnte dariiber hinaus eine starke Fluoreszenz (250nm/305nm) des Zimt-
sdurealkohols feststellen. Weder Zelllysat noch Phenylalaninol zeigten bei Anregung bei 250
nm eine Fluoreszenz bei 305 nm. Aufgrund der starken Fluoreszenz konnten bei Gegenwart
von Zelllysat Konzentrationen von 20 uM eindeutig nachgewiesen werden. Fiir die Messung
von Kinetiken muss jedoch beachtet werden, dass die Fluoreszenz durch die Anregung bei

250 nm schnell nachldsst, was eine zuverldssige Aktivitdtsmessung erschwert.

Fiir den pcPAL-Wildtyp (WT) konnte jedoch keine Aktivitit gegeniiber Phenylalaninol
festgestellt werden. Daher reichen Punktmessungen der Fluoreszenz aus, um Mutanten mit
Aktivitdt zu identifizieren. Dariiber hinaus sind keine teuren UV-transparenten MTP
notwendig, die fiir eine Absorptionsmessung bei 290 nm nétig wiren und die Zelltriimmer
nach dem Aufschluss stellen keine Beeintridchtigung dar. Somit kann in den Expressions-MTP
direkt nach dem Aufschluss und Zentrifugation der Zelltriimmer, ohne weiteren

Pipettierschritt, die Aktivitdt gemessen werden.

Somit steht ein sehr empfindlicher, fiir ein Hochdurchsatzscreening geeigneter Assay zur

Messung von Aktivitdt gegeniiber Phenylalaninol zur Verfiigung.

4.3. Erstellung von Mutantenbibliotheken der pcPAL
Da von der pcPAL eine Kristallstruktur zur Verfiigung stand (pdb-Code 1W27!') konnten
gezielte Mutantenbibliotheken mit Sittigungsmutagenese bestimmter Orte im aktiven Zent-
rum begonnen werden. Die Kristallstruktur zeigt ein wahrscheinlich inaktives Protein, da der
Tyrosin 110-enthaltende Loop, der als essentiell fiir die katalytische Aktivitdt des Enzyms

angesehen wird *), im Gegensatz zu anderen Ammoniak-Lyasen, weit auBerhalb des aktiven
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Zentrums liegt. Mutationsstudien konnten zeigen, dass das Tyrl110 fiir die katalytische

Aktivitit essentiell ist ),

Aus diesem Grund wurde zunichst ein Homologiemodell der ,,aktiven® Konformation der
pcPAL erstellt. Dazu wurde die Orientierung des Tyrl10-Loop der Kristallstruktur an die
hoch homologe Kristallstruktur der Histidin-Ammoniak-Lyase aus P. putida angepasst
(Abbildung 3).

Abbildung 3: Vergleich pcPAL-Kristallstruktur (1W27; orange) und Homologiemodell (Blau). Die Tyrosine 110 sowie die
prosthetische MIO-Gruppe (griin) sind als Sticks dargestellt.

Anschlieend konnten Docking-Experimente durchgefiihrt werden, um die Lage des Substra-

tes im aktiven Zentrum festzustellen (Abbildung 4).

Abbildung 4: Dockingexperimente mit dem pcPAL-Homologiemodell und Phe (links; violett) sowie Phe-Ol (rechts;
magenta). Gezeigt sind die Ergebnisse von je 100 unabhangigen Docking-Experimenten.

Aus dem Docking-Experiment ging die eindeutige Position von Phenylalanin im aktiven

Zentrum der pcPAL hervor.
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Gluggg

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Orientierung von Phenylalanin im aktiven Zentrum der pcPAL.
Wasserstoffbriicken sind in Rot dargestellt.

Dariiber hinaus hat das Docking-Experiment gezeigt, dass der Alkohol von Phenylalanin
weniger eindeutig im aktiven Zentrum positioniert ist. Molekiildynamische Simulationen des
gedockten Phenylalanins im aktiven Zentrum der pcPAL zeigten eine stabile Orientierung an,

Phenylalaninol hingegen, bewegte sich aus dem aktiven Zentrum hinaus (Abbildung 6).

Phe-OI-R354
MIO-C(Aromat)

Distance [A]

0 50 100 150 200 250 300
Zeit [ps]

Abbildung 6: Molekiildynamische Simulation von Phenylalaninol im aktiven Zentrum der pcPAL. In Rot ist der Abstand
der Hydroxylgruppe des Substrates zum Arginin354 lber die Simulationszeit dargestellt (Punkte entsprechen dem
Abstand, die Linie ist der mittlere Abstand. In Blau ist die Abstand der MIO-Gruppe zum Phenylring dargestellt.

Die stabilisierenden Wasserstoffbriicken der Carboxylgruppe des Phenylalanins konnen vom
Alkohol nicht ausgebildet werden. Dariiber hinaus ist die Hydroxylgruppe durch das zusitz-

liche Proton sterisch anspruchsvoller als die Carboxylgruppe.

Daher ist die Anforderung an die Enzymvarianten eine bessere Stabilisierung des alkoholi-

schen Substrates im aktiven Zentrum der pcPAL zu erreichen.
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Um die Aminosduren mit dem gréf3ten Einfluss auf die Alkohol-Gruppe fiir eine fokussierte
Mutantenbibliothek zu identifizieren, wurden in silico verschiedene Mutanten der pcPAL
generiert und die Verdnderung im Verhalten des Substrates bei Docking-Experimenten ausge-
wertet. Es wurden 20 verschiedene Einzel- und Doppel-Mutanten hergestellt. Erwartungsge-
mal stellten sich die Aminosduren Arg354 sowie Asn487/Asn488 am interessantesten heraus,

jedoch ohne eindeutige Ergebnisse fiir ein rationales Proteindesign zu liefern.

Daher wurden zwei Mutantenbibliotheken basierend auf Sattigungsmutagenese der Orte
348/350/354 sowie 487/488 generiert. Dazu wurden Primer mit entsprechend degenerierten
Codons fiir positionsgerichtete Mutagenese entsprechend dem QuikChange®(QC)-Protokoll
verwendet. Da es sich um recht GC-reiche Sequenzbereiche handelte, musste das Protokoll in
mehreren Mutations-/Sequenzierungszyklen optimiert werden, bis die Mutantenbibliotheken

die korrekten Sittigungsmutationen enthielten.

Somit lagen die Bibliotheken Bibl, mit zufélligen Mutationen der Positionen 348/350/354

sowie Bib2, mit Mutationen der Positionen 487/488 vor.

4.4.Selektion der Mutantenbibliotheken auf Phenylalaninol-Aktivitat

Etablierung eines Selektionsassays gegeniiber Phenylalaninol

Der Selektionsassay basiert auf der Idee, dass bei der Deaminierung von Phenylalaninol
Ammoniak freigesetzt wird, welches von E. coli als Stickstoffquelle verwendet werden kann
(Abbildung 2). Auf Minimalmedium ohne N-Quelle kdnnen somit nur Klone mit Aktivitét

gegeniiber Phenylalaninol wachsen.

Dazu wurden ca. 50 verschiedene Kombinationen und Konzentrationen von Phenylalaninol,
Antibiotika, Spurenelementen und Induktoren auf Hintergrundwachstum (Negativ-Kontrol-
len) und Wachstum (Positivkontrollen) getestet. Dariliber hinaus wurde sowohl die Toxizitét

des Substrates und Produktes untersucht.

Selektion nach Phenylalaninol-Aktivitit
Die Ergebnisse der Kontrollen waren nach der Optimierung der Methode vielversprechend,
daher wurden die Bibliotheken zundchst mit Hilfe des Selektionsassays nach Phenylalaninol-

Aktivitdt durchmustert (Abbildung 7).
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PAL Transformation PAL Transformation
' Mutanten
i <LI-Bluc in BL2I(DE3)
tl 4
ibliothe XLI-Blue +pTF16

Auf Minimalmedium ausplattiert

A

M9-Minimalmedium
ohne N-Quelle

Abbildung 7: Vorgehensweise bei der Selektion nach Phenylalaninol-Aktivitit. QC bezeichnet die positionsgerichtete
Sattigungsmutagenese nach dem QuikChange®-Protokoll.

Von den beiden Mutantenbibliotheken konnten ca. 200 Klone von den Minimalmediums-
Platten gepickt werden. Allerdings war die Sequenzanalyse wie auch erneutes Ausstreichen
auf Minimalmediumsplatten und Anreicherungskulturen in fliissigem Medium nicht erfolg-
reich. In Expressionsexperimenten zeigte nur ein Klon, von zehn getesteten, iiberhaupt eine
Uberexpression der pcPAL, es konnte jedoch keine Aktivitit festgestellt werden. Daher wur-
den die 200 Klone in Mikrotiterplatten (MTP) tiberfiihrt und zur Proteinexpression kultiviert.
Nach der Zelllyse wurde die Aktivitit der Klone gegeniiber Phenylalaninol getestet, ohne
Erfolg.

Daher ist anzunehmen, dass es sich bei den Klonen hauptsdchlich um falsch-positive Klone
handelt. Daher wurde die Methode der Selektion verworfen. Aufgrund der relativ kleinen
GroBe der Mutantenbibliotheken (ca. 5000 verschiedene Mutanten pro Bibliothek) ist eben-
falls die Durchmusterung in MTP mdglich.

4.5. Durchmusterung der Mutantenbibliotheken in MTP
Da sich die Selektion nicht als effektive Methode zur Identifizierung aktiver Klone herausge-
stellt hat, wurde mit der Durchmusterung der Bibliotheken begonnen (Abbildung 8). Dazu
wurden die Mutantenbibliotheken auf Agarplatten ausgestrichen und mit einem Pickroboter in
MTP {ibertragen. Um die Anzahl der angewachsenen Klone und die Position leerer Wells zu
bestimmen, wurde die optische Dichte der einzelnen Wells gemessen. Dariiber hinaus erwies
es sich als notwendig, falsch-positive Messwerte des Fluoreszenz-Assays (s.0.) zu verhindern.

Da bei der Anregungswellenldnge von 250 nm sowohl Proteine als auch DNA absorbieren,
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fiihren leere Wells bei der Auswertung der Fluoreszenzmessungen zu einem starkeren Hinter-
grund, der zu falsch-positiven Messwerten fithren kann. Daher wurden die leeren Wells nicht
in die Auswertung mit aufgenommen. Von den Masterplatten wurden die Expressionsplatten
angeimpft, in denen die Proteinexpression induziert wurde. Die Proteinexpression wurde
mehrfach durch SDS-PAGE iiberpriift. Nach erfolgter Expression wurden die Zellen in den
MTP aufgeschlossen. Zum Zellaufschluss wurde Lysozym verwendet um die Zellwand zu
zerstoren. Der eigentliche Aufschluss wurde durch einen Gefrier-Auftau-Zyklus oder kurze
Inkubation im Ultraschallbad erreicht. Es wurden verschiedene Aufschlussmethoden getestet,
wobei der Ultraschall-Aufschluss der schnellste und mit dem Gefrier-Auftau-Zyklus auch
effizienteste war. Die aufgeschlossenen Expressions-MTP wurden dann 30 min. bei 30°C mit

dem Substrat Phenylalaninol inkubiert und die Fluoreszenz gemessen.

PAL Transformation

—
Mutanten- XLI-

bibliothek Blue

PAL Transformation

Mutanten in S liglltanteiin
BL21(DE3) BL2
XLI-Blue +pTFI6

Kolonie-Pick- 1
Roboter \ .

=
Animpfen w

3h 37°C LBAmp/Chl/Ara
Induktion: IPTG
20h 20°C + Sauerstoff

A

Expressionsplatten

e Zellaufschluss

¢ Inkubation mit Substrat

e Zentrifugation der
Zelltrimmer

Fluoreszenzmessung ODeog

MTP-Spektrophotometer/
Fluorimeter

Abbildung 8: Vorgehensweise zur Durchmusterung der Mutantenbibliotheken nach Aktivitdt gegeniiber Phenylalani-
nol.

Auf diese Weise wurden 1762 Klone der Bibliothek 1 mit Mutationen der Aminosduren 348,
350 und 354 und 1078 Klone der Bibliothek 2 mit Mutationen der Positionen 487 und 488
durchmustert. Die 94 vielversprechendsten Klone wurden in einer weiteren MTP zusammen-
gefasst und erneut auf Aktivitdt getestet. Um gréfere Proteinmengen zu erreichen wurden
diesmal MTP einem grofleren Volumen (1 ml/Well) verwendet. Jedoch stellte sich keiner der

Klone als aktiv heraus.
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4.6. Konzept des stabilisierten Substrates und rationales Proteindesign
Die molekiildynamische Simulation von Phenylalaninol im aktiven Zentrum der pcPAL
(Abbildung 6) demonstrierte die fehlende Stabilisierung des Substrates. Die notwendige
Stabilisierung des Substrates konnte durch fokussierte gerichtete Evolution der Aminoséduren
348, 350, 354 sowie 487, 488 nicht hergestellt werden. Somit musste nach alternativen Strate-

gien zur Stabilisierung des Substrates gesucht werden.

Das Problem bei der Verwendung von Phenylalaninol ist, dass das Substrat nur mit der Ami-
nogruppe im aktiven Zentrum gebunden werden kann. Der unpolare Phenylring liegt frei in

einer unpolaren Tasche und trigt nicht wesentlich zur Positionierung des Substrates bei.

Argasa~ NH, N
Ar9354\N/\(N‘ N H/\/
NH,

B + Phe
_.--O'\fO \f
5 Gluggg

lu4g4
Abbildung 9: Vergleich der Stabilisierung von Phenylalanin und Phenylalaninol im aktiven Zentrum der pcPAL.
Eine Moglichkeit zur genaueren Positionierung des Phenylrings wird in Tyrosin-Ammoniak-
Lyasen (TAL) beobachtet. Dort wird die p-Hydroxylgruppe des Tyrosins iiber eine Wasser-

stoffbriicke zu einem Histidin-Seitenrest stabilisiert.

Abbildung 10: Alignment der pcPAL mit der Tyrosin-Ammoniak-Lyase aus Rhodobacter sphaeroides (rsTAL). In Blau
sind die Aminoséuren der pcPAL mit gedocktem Phenylalanin und in Orange die der rsTAL mit gedocktem Tyrosin
dargestelit.

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass durch Austausch des Phel37 zu einem Histi-

din die Aktivitit der pcPAL gegeniiber Tyrosin steigt."
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Molekiildynamische Simulationen bestitigten, dass Tyrosinol in der Phel137His-pcPAL-Mut-
ante stabil im aktiven Zentrum liegt. Daher wurde durch positionsgerichtete Mutagenese die

Mutation Phe137His eingefiigt und Mutante exprimiert.

Die Mutante pcPAL-Phel37His zeigte aufgrund eines wesentlich niedrigeren Ky-Wertes
gegeniiber Tyrosin im Vergleich mit dem WT ein um den Faktor fiinf gesteigertes kca/Km-

Verhiltnis (Tabelle 1). Die Aktivitéit gegeniiber Phenylalanin nahm dagegen signifikant ab.

Tabelle 1: Messung der Aktivitat des pcPAL-WT und der Phe137His Mutante gegeniiber verschiedenen Substraten.

Enzym Substrat Ky [mM] Keat [s7'] Keat/ Ky [s" M|
pcPAL WT 0,054 + 0,01 31+3 568 000
pcPAL Phel37His L-Phe 52+0,6 21402 4 000
pcPAL WT 2,0+0,2 1,5+0,1 754
pcPAL Phel37His L-Tyr 0,26 + 0,02 1,0 + 0,02 3 600
pcPAL WT n.b. <0,01% -
pcPAL Phel37His L-Tyr-Ol n.b. 0,1 + 0,04 -

[a] Aktivitdtsmessung mit 10 mM Substrat unter der Annahme von Séttigungsbedingungen; n.d.: nicht detektierbar.

Wie in der molekiildynamischen Simulation erwartet zeigte die Phel37His-Mutante Aktivitat

gegeniiber L-Tyrosinol. Diese war gering, aber im Gegensatz zum WT deutlich messbar.

Dieses Ergebnis unterstiitzt das Konzept, dass Phenylalaninol aufgrund mangelnder Stabilisie-
rung im aktiven Zentrum nicht umgesetzt werden konnte, Tyrosinol hingegen durch die Was-

serstoffbriicke zum Histidin der Phel137His-Mutante schon.

4.7. Tyrosin-Ammoniak-Lyase aus Rhodobacter sphaeroides
Das durch die Mutation Phel37His der pcPAL eingefiihrte Histidin ist in echten Tyrosin-
Ammoniak-Lyasen (TAL) natiirlicher Weise vorhanden. Es war davon auszugehen, dass eine
TAL wesentlich hohere Aktivitidten gegeniiber Tyrosinol aufweist, da das Substrat dem natiir-

lichen Substrat dieser Enzyme eher dhnelt.
Da kein Zugang zu TAL-kodierenden Enzymen bestand, wurde ein synthetisches Gen der

Rhodobacter sphaeroides TAL (rsTAL) mit optimierter Codon-usage im Expressionsvektor

pET22b(+) in Auftrag gegeben.
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Abbildung 11: Plasmidkarte des pET22b(+) Expressionsvektors mit dem synthetischen Gen der rsTAL.

Aktive Expression des synthetischen Genes

Der pET22b(+) Vektor mit dem Gen der »sTAL wurde nach dem selben Protokoll exprimiert,

das fiir die pcPAL erfolgreich war. Zunédchst konnte zwar auf SDS-PAGE eine deutliche

Uberexpression des Enzyms festgestellt werden, allerdings ohne jede Aktivitit. Unterschied-

liche Optimierungsversuche mit der Coexpression unterschiedlicher Chaperone und die Ver-

wendung unterschiedlicher Expressionsstimme fiihrten zunédchst nicht zum Erfolg.

Eine genauere Sequenzanalyse zeigte, dass in dem fiir das synthetische Gen verwendeten

Aminosduresequenz zwei der drei Aminosduren, die die katalytische MIO-Gruppe bilden,

fehlten. Diese konnten durch positionsgerichtete Mutagenese eingefiihrt werden, dass zur

aktiven Expression der rsTAL fiihrte.

Optimierung der Proteinexpression

Um die aktive Expression der »sTAL zu optimieren wurden zunéchst die Coexpression unter-

schiedlicher Chaperone in BL21(DE3) getestet.

Tabelle 2: rsTAL-Expression mit Coexpression verschiedener Chaperon-Systeme des TaKaRa-Chaperon-Plasmid-Kits.

Enzym Chaperon Spezifische Aktivitit
Plasmid Enzym [U/mg Gesamtprotein]

- ohne 0,0699

pTF-16 Triggerfaktor 0,2077

pGro7 GroEL/ES 0,2757

rsTAL

pG-Tf2 GroEL/ES Trig 0,1603

pG-KJES8 dnaK dnal grpE GroEL/ES 0,0521

pKJE7 dnaK dnal grpE <0,01
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Aus Tabelle 2 geht hervor, dass die Coexpression des pGro7-Chaperon-Plasmids aus dem
TaKaRa-Chaperone-Plasmid Kit zur hochsten proteinbezogenen (spezifischen) Aktivitét

fiihrte.

In SDS-PAGE Analysen konnte jedoch die Expression der r»sTAL aufgrund der &hnlichen
GroBe nicht vom GroEL/ES-System unterschieden werden. Dies ist besonders bei nachfol-
genden Proteinaufreinigungen problematisch, da so mogliche Verunreinigungen durch das
Chaperon-System nicht festgestellt werden konnen (Abbildung 12). Daher wurde die
Coexpression des Triggerfaktors auf dem pTF16-Plasmid beibehalten.

rsTAL + pGro7 rsTALl+ pTF16
A
| 1 1
119 % ts 0 % 3 to
GroEL/ES
66 +rsTAL
d -
Y < T
43 — - > -
29
| —
14

Abbildung 12: SDS-PAGE der I6slichen Fraktion nach Zellaufschluss. Die Banden des GroEL/ES-Systems und der
rsTAL sind liberlagert. Der Triggerfaktor kann jedoch deutlich vom der rsTAL unterschieden werden.

Als weiterer Parameter wurde der Einfluss der Expressionstemperatur untersucht (Tabelle 3).
Bisher wurde bis zum Erreichen einer ODgoo von 0,5 die Chaperon-Vorexpression bei 37°C
durchgefiihrt und anschlieBend mit IPTG (1 mM) die »sTAL-Expression bei 20°C fiir 20 h
induziert. Um die ideale Expressionstemperatur herauszufinden wurde parallel bei 20°C,
30°C und 37°C nach IPTG-Induktion kultiviert und die Aktivitidt im Zellextrakt nach 20 h
gemessen, mit dem Resultat, dass nicht nur der Proteingehalt bei 20°C am hdchsten war, son-

dern auch die proteinbezogene Aktivitit (spezifische Aktivitit).

Tabelle 3: Vergleich der Proteinexpression bei verschiedenen Expressionstemperaturen.

Kultivierungstemperatur Proteingehalt [mg/ml] spezifische Aktivitiat [U/mg Gesamtprotein]

20°C 5,08 0,22
30°C 2,34 0,13
37°C 1,08 0,016
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4.8. Neues Konzept des Reaktionsmechanismus

Grundlagen
Zur Zeit werden in der Literatur zwei unterschiedliche Mechanismen fiir aromatische Ammo-

niak-Lyasen und Mutasen diskutiert. "’

Friedel-Crafts

v

Abbildung 13: Ausschnitte méglicher Mechanismen der nicht oxidativen Deaminierung aromatischer Ammoniak-Lya-
sen unter Verwendung der aus einem Tripeptid autokatalytisch gebildeten MIO-Gruppe. Oben: Eliminierungsmecha-
nismus (E1cB), unten Friedel-Crafts dhnlicher Mechanismus.

Beide Mechanismen haben theoretische Nachteile. So ist bei der Eliminierungsreaktion unbe-
kannt, wie das H-Proton des Substrates nach dem elektrophilen Angriff der prothetischen
MIO-Gruppe mit einem pK, von <40 von einer enzymatischen Base abstrahiert werden kann.
Bei dem Friedel-Crafts-Mechanismus geht zumindest Ubergangsweise die Aromatizitit des
Phenylrings verloren, was energetisch nachteilig ist. ) Beide Mechanismen werden durch
einige indirekte Experimente unterstiitzt. Der Friedel-Crafts-Mechanismus konnte mit einem
chemischen Modell imitiert werden. ' Dariiber hinaus wurde die héhere Aktivitit der pcPAL
gegeniiber m-Tyrosin im Vergleich mit Phenylalanin durch die Stabilisierung des Ubergangs-

zustandes wihrend der Friedel-Crafts-Reaktion begriindet (Abbildung 14). !
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Abbildung 14: Stabilisierung des Ubergangszustandes bei der Friedel-Crafts-Reaktion. Durch das freie Elektronenpaar
des Sauserstoffs kann die positive Ladung des Phenylrings kompensiert werden. "

Der Friedel-Crafts-Mechanismus scheint daher fiir die PAL der zur Zeit in der Literatur

bevorzugte Mechanismus zu sein. Dennoch wurde eine Kristallstruktur einer Tyrosin-Ammo-

niak-Mutase (TAM) mit gebundenem Inhibitorsubstrat gelost, bei der die MIO-Gruppe ein-

deutig kovalent an die Aminogruppe des Substrates gebunden war.

A o Gly7
Tyré3 & / > ‘L“
= a-diF- [S-Tyr
Tuwre A
W e
Tv

(8]

c

Abbildung 15: Abbildung aus '®. Dargestellt ist die Kristallstruktur der TAM mit kovalent gebundenem Inhibitorsubstrat.

Dies sind nur wenige Beispiele einer seit vielen Jahren andauernden Diskussion iiber den

Mechanismus der aromatischen Ammoniak-Lyasen und Mutasen.

Eine genauere Kenntnis des Mechanismus der Ammoniak-Lyasen ist vor allem im Hinblick

auf rationales Proteindesign zur Generierung bisher nicht vorhandener Aktivititen hilfreich.

Aus diesem Grund wurde an einem besseren Verstindnis des Mechanismus gearbeitet.
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Konzept

Bei dem Alignment der »sTAL mit der pcPAL (Abbildung 10) wird neben dem Unterschied
des Restes Phel37 ebenfalls ein Unterschied an der Position Glu484 ersichtlich. In TAL- und
TAM-Enzymen ist an der entsprechenden Stelle stets ein Asparagin. Dies war zunédchst ver-
wunderlich, wurde das Glutamat doch als der Rest angesehen, der das abstrahierte Ammo-

nium aufnahm.

| —

Abbildung 16: Alignment der aktiven Zentren der pcPAL (schwarz), rsTAL (orange) und sgTAM (blue). Die Orientierung
des Substrates wurde mit Linien eingezeichnet.

b) 484 (pcPAL)

W

Abbildung 17: Sequenzvergleich der bekannten PAL-, PAM-, TAL- und TAM-Enzyme. Schwarz: konservierte Aminoséuren;
grau: homologe und dhnliche Aminoséuren; Aminoséure 484 (pcPAL) ist gelb hervorgehoben und durch einen Pfeil markiert.

Die Tatsache, dass in PAL- und PAM-Enzymen stets ein Glutamat und in TAL- und TAM-

AT

zZz

zZZ =

Enzymen stets ein Asparagin (Asn, N) vorhanden ist, kann durch zwei Hypothesen begriindet

werden:

1. Tyrosin kann aufgrund der zusétzlichen Hydroxylgruppe am Phenylring im akti-
ven Zentrum stabilisiert werden, Phenylalanin hingegen muss neben der Carbo-
xylgruppe durch eine weitere Wasserstoffbriicke im aktiven Zentrum positioniert

werden, der vom Glutamat zur Aminogruppe.
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2. Hypothese 1 fiihrt direkt zu der Folgerung, dass bei der Gegenwart des Glutamats
nur der Friedel-Crafts-Mechanismus funktionieren kann. Ist ein Asparagin an der
entsprechenden Position, wird die Aminogruppe des Substrates nicht fest {iber
Wasserstoffbriicken gebunden und kann zur MIO-Gruppe zeigen. Somit entschei-
det eine Aminosdure im aktiven Zentrum nach welchem Mechanismus die kataly-

sierte Reaktion ablauft.

Beide Hypothesen konnten in molekiildynamischen Simulationen bestétigt werden. Die bes-
sere Stabilisierung des Substrates durch die zusitzliche Hydroxylgruppe wurde bereits
beschrieben. Fiir den Effekt des Glutamats 484 (E484) wurden verschiedene Simulationen mit
der pcPAL und der »sTAL und den entsprechenden E<N (PAL) oder N<E (TAL) Mutanten
in silico durchgefiihrt (Abbildung 18).

pcPAL-WT ~ pcPAL-E484N ~
Argass~ N, (0] Argssa~ NH, ﬁo
N o N
HD’\:. o T? H/H?Nr .,
L |

: O; NHg*
o L
.-NHg* .
0o | EE N~ NH,
Gluggg J Asn y

4 4 o R

W

3 3

R: -H for pcPAL and Phe
-OH for rsTAL and Tyr

0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Time [ps] Time [ps] Time [ps]

4

Abbildung 18: oben) Schematische Darstellung der aktiven Zentren des pcPAL-WT und der Glu484Asn-Mutante mit
gedocktem Substrat. Mit roten Pfeilen ist der vermutete Mechanismus angedeutet. unten) 500 ps Simulationen der
rsTAL und pcPAL. Simuliert wurde jeweils der WT und die Mutante N->E oder E->N. Dargestellt sind die Abstéande der
MIO-Gruppe zur Aminogruppe oder zum Phenylring (s. unten rechts).

Die Simulationen zeigten, dass ein Glutamat an der Position 484 (pcPAL) die Aminogruppe
des Substrates anzieht, so dass diese von der MIO-Gruppe wegzeigt, was nicht zu einem
Angriff der MIO-Gruppe auf die Aminogruppe fiihren kann. Ist hingegen ein Asparagin an
der entsprechenden Stelle, so bildet sich keine Wasserstoftbriicke aus und die Aminogruppe
zeigt stets zur MIO-Gruppe, was einen elektrophilen Angriff auf die Aminogruppe des Sub-
strates ermoglicht (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Vergleich der aktiven Zentren der pcPAL (links) und der rsTAL (rechts) mit gedocktem Substrat
(Phenylalanin links; Tyrosin rechts) nach 500 ps molekiildynamischer Simulation. Mogliche Wasserstoffbriicken wur-
den mit gestrichelten Linien dargestellt. Das Glu484 der pcPAL bindet die Aminogruppe des Phenylalanins (links)
wohingegen das Asn432 der rsTAL keinen Einfluss auf die Aminogruppe des Tyrosins nimmt, welches zur MIO-Gruppe
zeigt.

Experimentelle Ergebnisse

Experimentell ldsst sich die Hypothese durch Verwendung von m-Tyrosin im Vergleich mit
Phenylalanin nachweisen (Abbildung 14). Sollte die Glu484 Asn-Mutante m-Tyrosin schlech-
ter umsetzen als Phenylalanin so wiirde dies zeigen, dass die elektronischen Effekte, die m-
Tyrosin zu einem besseren Substrat machen, weggefallen sind. Nur der Friedel-Crafts-Me-

chanismus profitiert von den elektronischen Effekten der m-Hydroxylgruppe von m-Tyrosin.

Um diese Ergebnisse zu bestitigen, wurde zunichst durch positionsgerichtete Mutagenese ein
Hiss-Tag am C-Terminus der pcPAL angefiigt, damit das Protein leichter aufzureinigen ist.
Dies war notwendig, nachdem sich Ionenaustauschchromatographie und Gelfiltration als
unzureichend und zu aufwindig erwiesen hatten. Die Aufreinigung ist notwendig, um die

kinetischen Parameter des Enzyms zuverldssig bestimmen zu kénnen.

Tabelle 4: Vergleich der kinetischen Konstanten des pcPAL-WT und der Glu484Asn Mutante gegeniiber L-Phenylalanin
und m-Tyrosin.

Enzym Substrat Ky [mM] Keat [s7] Keat/ K [s" M|
pcPAL WT Lt 0,054=0,01 313 568 000
- (§]
pcPAL Glu484Asn 0,75=0,08 131 16 700
pcPAL WT 0,10=0,01 24=1 246 000
L-m-Tyr
pcPAL Glu484Asn 0,32+0,03 1,7+0,2 5410

Die fiir den pcPAL-WT und die Glu484Asn-Mutante gemessenen kinetischen Konstanten
zeigten eine signifikant verminderte Aktivitit gegeniiber m-Tyr verglichen mit Phe (7,6-fach
niedrigerer K¢,), wihrend die WT-Aktivititen gegeniiber den beiden Substraten dhnlich waren
(Tabelle 4). Dies zeigt eindeutig, dass die vorteilhaften elektronischen Effekte des m-Tyr, die

den Friedel-Crafts-Mechanismus unterstiitzen, nicht fiir die Glu484 Asn-Mutante Anwendung
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finden, was die Hypothese eines Mechanismus-Wechsels unterstiitzt. Dariliber hinaus zeigte
die Glu484Asn-Mutante gegeniiber Phenylalanin einen wesentlich erhohten Ky-Wert (14x
hoher). Der Ky-Wert driickt die Stabilitdt des Substrat-Enzym-Komplexes aus. Das Ergebnis
zeigt somit, dass durch die fehlende Wasserstoffbriicke des Glutamates das Substrat

wesentlich schlechter im aktiven Zentrum des Enzyms stabilisiert wird.

Dies wirft allerdings die Frage auf, weshalb die Natur zwei unterschiedliche Reaktionsme-
chanismen nutzen sollte, um das selbe Ziel zu erreichen und weshalb unterschiedliche Ami-
nosduren an der selben Position konserviert sein sollten, in Abhéngigkeit des bevorzugt unge-
setzten Substrates. Um die molekularen Griinde dafiir herauszufinden, wurden die Faktoren
fiir die Substratstabilisierung im aktiven Zentrum betrachtet: wihrend Tyrosin in TAL/TAM
durch Wasserstoffbriicken zwischen der Carboxylgruppe des Tyr und Arg303 (in »sTAL) und
zwischen der Substrat p-OH-Gruppe und His89 (»sTAL) orientiert wird, fehlt die p-OH-
Gruppe bei PAL/PAM (vgl. Abbildung 9 und Kap. 4.6). Dies bestitigt die Annahme, dass
mindestens zwei unabhingige Wasserstoftbriicken fiir eine korrekte Substratorientierung und
-stabilisierung im aktiven Zentrum der PAL/PAM notwendig sind. Durch Verwendung von
Phenylalaninol entféllt bekanntlich die Wasserstoffbriicke zwischen Arg354 und der
Carboxylgruppe des Substrates (Abbildung 9). Die Unterstiitzung durch eine zusétzliche
Wasserstoffbriicke unter Verwendung der bereits beschriebenen pcPAL-Mutante Phel37His
und Tyrosinol (Tyr-Ol) als Substrat fithrte hingegen zu messbarer Aktivitit (Tabelle 5 und
Kap. 4.6).

Tabelle 5: Vergleich der kinetischen Konstanten des pcPAL-WT, der Mutanten und rsTAL gegeniiber L-Phe und L-Tyr
und L-Tyr-Ol.

Enzym Substrat Ky [mM] Keat [s7'] Keat/ Ku [s" M|
pcPAL WT 0,054 = 0,01 31+3 568 000
pcPAL Glu484Asn L Phe 0,75 = 0,08 13 =1 16 700
pcPAL Phel37His 52+0,6 2102 4 000
rsTAL 2,7+0,7 0,6 = 0,02 226
pcPAL WT 2,0+0,2 1,5+ 0,1 754
pcPAL Glu484Asn LTyr 0,20 = 0,01 0,6 = 0,02 3200
pcPAL Phel37His 0,26 = 0,02 1,0 0,02 3 600
rsTAL 0,10 = 0,02 0,9 0,1 10 000
pcPAL WT <0,01%

pcPAL Phel37His L-Tyr-Ol n.d. 0,11 = 0,04" n.d.
rsTAL 0,12 = 0,04

[a] Aktivitatsmessung mit 10 mM Substrat unter der Annahme von Sattigungsbedingungen; n.d.: nicht detektierbar.
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Aus Tabelle 5 geht hervor, dass die Glu484Asn-Mutante der pcPAL einen gegeniiber dem
WT gesteigerten ke./Ky Wert mit Tyr als Substrat aufweist. Daher wurde erwartet, dass die
Kombination der Glu484Asn und der Phel37His-Mutante aus der pcPAL ein noch TAL-dhn-
licheres Enzym generieren wiirde. Lieder wies die Doppelmutante pcPAL-Phel37His-
Glu484Asn keinerlei messbare Aktivitit auf. Auch die rsTAL-Asn432Glu erwies sich als
inaktiv, was darauf hindeutet das TAL und PAL sich in mehr als nur den Aminosduren 137

und 484 (pcPAL) unterscheiden.

Zusammenfassung

Zusammenfassend kann der seit vielen Jahren kontrovers diskutierte Mechanismus der
PAL/PAM- und TAL/TAM-Enzyme durch die Beobachtung erklédrt werden, dass das Glu484
(pcPAL) einen Angriff der MIO-Gruppe auf die Aminogruppe des Substrates verhindert, was
den Friedel-Crafts-Mechanismus unterstiitzt, im Gegensatz zu TAL/TAM Enzymen
(Abbildung 20). Diese Beobachtung, die einer ,,mechanistischen Promiskuitit® entspricht —
bei der unterschiedliche Reaktionsmechanismen zum selben Produkt fiihren kénnen — beant-
wortet die Frage, warum sowohl der E;cB- wie auch der Friedel-Crafts-Mechanismus in der
Literatur bisher favorisiert wurden. Hiermit konnten nun die Unterschiede der Substratspezi-
fitditen zwischen PAL/PAM und TAL/TAM durch Untersuchungen der Substratorientierung
und -stabilisierung dadurch erklidrt werden, dass mindesten zwei Wasserstoffbriicken
notwendig sind. Zusétzlich erdffnet die beobachtete Aktivitdt der Phel37His-Mutante der
pcPAL und des rsTAL-WT gegeniiber Tyr-Ol die Moglichkeit, diese optisch reinen
Substanzen herzustellen, falls die umgekehrte Reaktion von den entsprechenden o/f-

ungesittigten Alkoholen durchgefiihrt wird.
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Abbildung 20: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Untersuchung des Reaktionsmechanismus der TAL und PAL
Enzyme. links) Vorhergesagter Friedel-Crafts Mechanismus in Phenylalanin-umsetzenden Enzymen. rechts) Darstel-
lung des Eliminierungsmechanismus (E1cB). Wasserstoffbriicken sind mit gestrichelten, roten Linien dargestellt, der
Ort des elektrophilen Angriffes mit einem roten Pfeil.
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4.9. Mutantenbibliotheken pcPAL-Arg354-NNK und rsTAL-Arg303-NNK
Da die pcPAL und die »sTAL zum Teil unterschiedlich auf Mutationen im aktiven Zentrum

reagieren, wurden im Folgenden Mutantenbibliotheken stets mit der pcPAL Mutante

Phe137His und der sTAL durchgefiihrt.

Vorversuche / Planung der Mutantenbibliotheken
Aufgrund der geringen Aktivitét der »sTAL und der pcPAL-Phel137His gegeniiber Tyr-Ol und
aufgrund des geringen Absorptionskoeffizienten des Produktes frans-Coumarylalkohol (Cou-

Ol) von 1630 M'em™ wurden zunichst moglichst kleine Bibliotheken generiert.

Dies bot den Vorteil, dass die Expression in 24-well Deep-well-Platten (24-dw-MTP) mit 4 ml
LB-Medium pro Well durchgefiihrt werden konnten. Da der Sauerstoffeintrag durch die gro-
Bere Oberfliche und die bessere Durchmischung wesentlich hoher ist als bei Standard-MTP,
konnten in Vorversuchen optische Dichten zwischen 5 und 7 erreicht werden. Dies fiihrt nach
dem Aufschluss in 1 ml Lysispuffer zu Proteingehalten von 0,8-1,5 mg Protein/ml (nach
BCA). Zum Aufschluss mit Lysispuffer wurde nach Optimierung abweichend vom Standard-
Protokoll Tris-Puffer (pH 8,8 (nicht 7,5), 50 mM mit 0,1 mg/ml Lysozym und 0,5 pg/ml

DNasel) verwendet.

Mutantenbibliothek Arg354 (pcPAL) und Arg303 (rsTAL)

Da sich Tyrosinol nur durch die substituierte Carboxylgruppe vom Tyrosin unterscheidet,
sollte zunéchst eine Séttigungsmutagenese des Arg354 (pcPAL) bzw. Arg303 (rsTAL) mit
Hilfe positionsgerichteter Mutagenese durchgefiihrt werden (Abbildung 21), sodass
BibliotheksgroBen von 100 Klonen fiir eine vollstindige Sattigung der betreffenden Amino-

sduren ausreichen.
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Abbildung 21: Vergleich der Wasserstoffbriicken von a) Tyrosin und b) Tyrosinol im aktiven Zentrum der pcPAL-
Phe137His.

Nach aufwindiger Optimierung der Reaktionsbedingungen zur positionsgerichteten Mutage-
nese gelang die Herstellung der beiden Mutantenbibliotheken pcPAL-Phel37His-Arg354-
NNK und rsTAL-Arg303-NNK. Da die direkte Transformation in den Expressionstamm
BL21(DE3)-pTF16 aufgrund der DNA-Einzelstrangbriiche nach der positionsgerichteten
Mutagenese (QuikChange™) nicht moglich ist, wurde die Bibliothek zunichst in kommer-
zielle, ultrakompetente XL 10-Zellen (Stratagene) transformiert, um den Strangbruch reparie-
ren zu lassen und sie dann anschlieBend in den Expressionsstamm zu klonieren. Sequenzana-
lysen bestitigten die erfolgreiche Sittigungsmutagenese. Mit Hilfe des Pickroboters wurden
jeweils 400 Klone in Master-Mikrotiterplatten gepickt und aufgrund des groBBeren Volumens
anschlieend in 24-dw-MTP exprimiert.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung des Screening-Verfahrens.
Als mogliche Hits wurden alle Klone definiert, die eine hohere Aktivitét als die WT-Kontrol-
len zeigten. Sequenzanalysen zeigten neben mehreren WT-Klonen die Mutationen rsTAL-

Arg303Leu, -Asn und -Val sowie pcPAL-Arg354Gly und -Gln (Abbildung 23).
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a) (@61) BEL 870 880 8% 00 10
ISTAL (861) TGGCACOGAACOGGAAGCGGGOCAAGATGOGTATAGCCTGOBCTGT ;
03 (260) T A A A A A G A A A T G G AT AT G T TE T T GCACae
1B7 (282) TGA TCEATTGTGOAC
36 (278) 1 TGAATTGI
466 (264) T TGGPTTGTG
D1 (279) T OCTGEEETGTGCACT
IE1 (261) TGHEETGIG 303-Arg (WT)
1H11 (261) TGAEGTG,
b) 1018 1030 1040 1050 1060 u
(1018) i h i h
PAL_WT(1018) ATGEA TGCARAAA AAA ACCGTTATGCTCTGEEDA
1T (357) ATCA T T T AT T T OB AL CTC T,
3C11 (354) ATGEA . ATGCTCTCRET. 354-Arg (WT)
3G10 (358) ATGEA CAAAAA 3 . ST 364.CI
4D6 (360) ATGEA CAAAAZ i CTCTGGET, 354-Gly
3B (359) ATGEA AAAAACCGAAACAGEACCGTTATGCTCT ARG \.354-Arg (WT)
4G10 (357) TCBAG 354-GIn

Abbildung 23: Sequenzvergleich der positiv getesteten Klone beider Mutantenbibliotheken rsTAL-303-NNK (a) und
pcPAL-354-NNK (b).

Kultivierung der positiven Klone

Die identifizierten Mutanten wurden in 250 ml-Schiittelkolben exprimiert und nach dem Zell-
aufschluss aufgereinigt um die Aktivititen gegeniiber Phe und Tyr-Ol zu testen. Leider stell-
ten sich alle Mutanten als falsch-positiv heraus. Die Mutanten der »sTAL-Bibliothek waren
selbst gegeniiber Phe inaktiv, die pcPALMutanten zeigten hingegen ca. 10% der WT-Aktivi-

tat, jedoch ebenfalls keinerlei Aktivitét gegeniiber Tyrosinol.

Beurteilung der Mutantenbibliotheken
Zusammenfassend fiihrte die Sattigungsmutagenese des Arginins im aktiven Zentrum der
pcPAL und rsTAL zu keiner Mutante mit gesteigerter Aktivitit. Jede getestet Mutante war

signifikant weniger aktiv als der WT und inaktiv gegeniiber Tyrosinol.

Dies deutet auf eine bisher unbekannte aber essentielle Bedeutung des Arginins fiir den kata-
lytischen Mechanismus hin. Das keinerlei Aktivitit gegeniiber Tyr-Ol festgestellt werden
konnte, konnte ebenfalls auf einen gewissen stabilisierenden Effekt des Arginins auf die
Hydroxylgruppe des Tyr-Ol zuriickzufiihren sein, indem es, wie MD-Simulationen zeigten,

schwache Wasserstoffbriicken zum Sauerstoffatom ausbilden konnen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Aktives Zentrum der pcPAL mit gedocktem Tyrosinol nach kurzer MD-Simulation (12,5 ps).
Wasserstoffbriicken sind in Rot dargestellt, der Abstand des Arg354 zum Hydroxyl-Sauerstoff in blau. Die MIO-Gruppe
(in der Kristallstruktur als MDO bezeichnet) ist schwarz im Hintergrund.

In der kurzen MD-Simulation zeigte sich allerdings auch das Asn487 als sehr interessanter

Kandidat zur Stabilisierung der OH-Gruppen des Substrates.

4.10. Rationales Design an der Position 487 und 488 (pcPAL)
Da sich die Position entsprechend dem Asn487 in der pcPAL in MD-Simulationen ebenfalls
als sehr interessant zur besseren Stabilisierung des Tyr-Ol im aktiven Zentrum herausgestellt

hat, wurden zunéichst in silico unterschiedliche Mutationen untersucht (Abbildung 25).

GLN-488

Abbildung 25: Aktives Zentrum der pcPAL-Phe137His-Asn487Asp nach 720 ps MD-Simulation (a), Wasserstoffbriicken
sind in rot dargestellt, Abstidnde der wichtigsten Reste im aktiven Zentrum (Quadrat, Raute, Dreieck) wurden iiber die
Zeit geplottet (b). Der Abstand der MIO-Gruppe zum o-C des Aromaten liegt im Hintergrund (Kreise).

Erwartungsgemaill erwies sich die Asn487Asp Mutante der pcPAL-Phel37His in den Simula-
tionen am vielversprechendsten. So bildet das Aspartat nicht nur eine Wasserstoffbriicke zum
Proton der Hydroxylgruppe des Substrates, (Abbildung 25, orange Raute) sondern zusétzlich

wie das Glu484 auch eine Wasserstoffbriicke zur Aminogruppe des Substrates.
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Aus Abbildung 25 geht allerdings hervor, dass sich wahrend der Simulation das Arg354 aus
ungekldrten Griinden aus dem aktiven Zentrum herausdreht und Wasserstoftbriicken zum
Asp349 und GIn348 bildet. Dies konnte bei verschiedenen unabhingigen Simulationen beo-
bachtet werden, jedoch nicht durch eine AbstoBung ausgehend vom Substrat oder der
Asp487-Mutation erkldrt werden. Dennoch wurde diese Bewegung nicht bei Simulationen der
Phel37His-Mutatante oder dem WT beobachtet. Diese Beobachtung konnte einen Hinweis
auf die eigentliche Aufgabe des konservierten Asn487 geben, die stabilisierende Wirkung
gegeniiber dem Arg354. Das Asn kann durch sein partiell negativ geladenes Sauerstoffatom
Wasserstoffbriicken zum Arg354 ausbilden und mit der positiven Aminogruppe
Wasserstoffbriicken zum Glu484 ausbilden. Da der Fokus allerdings auf der Stabilisierung

des Aminoalkohols lag, wurde dieser Umstand zunichst nicht weiter beachtet.

Ergebnisse des rationalen Designs an der Position 487 (pcPAL)

In den MD-Simulationen konnte nicht zwischen der Asn487Asp- oder der Glu-Mutante un-
terschieden werden. Daher wurden zunéchst beide Mutanten hergestellt. Da Histidin ebenfalls
Hydroxylprotonen stabilisieren kann, wurde zusétzlich die Asn487His Mutante hergestellt.

Somit wurden durch positionsgerichtete Mutagenese folgende Mutanten generiert:
pcPAL-Phel37His -Asn487Asp, -Asn487Glu, Asn487His sowie
rsTAL -Asn435Asp und -Asn435Glu.
Nachdem der Erfolg der Mutagenese durch Sequenzanalysen bestétigt worden ist, wurden die
Mutanten in BL21(DE3)+pTF16 exprimiert und liber den His-Tag aufgereinigt um die spezi-

fische Aktivitit gegeniliber Phe und Tyr-Ol zu bestimmen. Dabei stellten sich alle Mutanten
als weitgehend inaktiv heraus (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Vergleich der Aktivititen unterschiedlicher Mutanten und WT von rsTAL und pcPAL gegeniiber
Phenylalanin (grau) und Tyrosinol (orange).
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Bewertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse fithren zur Schlussfolgerung, dass die Position 487 (pcPAL) weitgehend kon-
serviert ist und das Asn fiir die katalytische Funktion des Enzyms essentiell zu seien scheint.
Offenbar ist das Herausdrehen des Arg aus dem aktiven Zentrum (Abbildung 24) kritischer
als zunédchst angenommen. Die Aufgabe des Asn487 scheint die Abschirmung und Stabilisie-
rung des Glu484 und des Arg354 zu sein. Von der Arg354-NNK-Bibliothek ist bereits
bekannt, dass das Arg fiir den katalytischen Mechanismus essentiell zu sein scheint. Da das
Asn487 das Arg354 in der richtigen Orientierung zu halten scheint, ist dessen Aufgabe

dhnlich essentiell fiir den katalytischen Mechanismus wie das Arg selbst.

In ab initio Car-Parrinello-molekiildynamischen Simulationen (quantenmechanischen (QM)-
Simulationen) mit der Software CPMD konnte ebenfalls die Funktion des Asn487 als Binde-
glied zwischen dem Arg354 und Glu484 bestitigt werden. Dariiber hinaus konnte ein kom-
plexes Wasserstoffbriickennetzwerk das vom Glu484 iiber Arg354 bis zum Tyrl10 identi-
fiziert werden (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Kurze quantenmechanische Car-Parinello-Simulation des aktiven Zentrum der pcPAL mit gedocktem
Phenylalanin als Substrat (links) und vereinfachtes Schema der Wasserstoff-Briicken (rechts). Zur QM-Simulation
wurden zur Vereinfachung nur die Aminoséaureseitenketten ohne das Peptid-Riickgrad simuliert.

Rationales Proteindesign der Position 488 (pcPAL)

Aus der Abbildung 27 geht hervor, dass das GIn488 wahrscheinlich nicht direkt an dem
Wasserstoffbriickennetzwerk beteiligt ist, dennoch in direkter Nachbarschaft zur Hydro-
xylgruppe des Substrates steht. Diese Aminosdure stellt ebenfalls ein interessantes Ziel fiir
rationales Proteindesign dar.

Daher wurden durch positionsgerichtete Mutagenese ebenfalls folgende Mutanten hergestellt:

pcPAL-Phel37His-GIn488Asp und -GIn488Glu.
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Nach Bestitigung der erfolgreichen Mutagenese, Expression und Aufreinigung stellten sich
jedoch beide Mutanten als inaktiv gegeniiber Tyrosinol heraus und nur die Gln488Glu-Mut-

ante zeigte geringe Aktivitdt gegeniiber Phenylalanin.

4.11. Mutantenbibliotheken pcPAL-Phel137His-487/488-NNK und rsTAL-
435/436-NNK

Parallel zum rationalen Proteindesign wurde an den Mutantenbibliotheken zur Sittigungsmu-

tagenese der Positionen 487 und 488 (pcPAL) gearbeitet. Da sich die QC zur Generierung der

pcPAL-Bibliothek als schwierig herausstellte, wurde zunédchst nur die entsprechende rsTAL-

Mutantenbibliothek 435/436-NNK generiert und getestet.

Das Screening der Mutantenbibliothek wurde weiter optimiert. So wurde die Expression in
96-Deep-well Platten unter optimierten Bedingungen durchgefiihrt. Die photometrische Mes-
sung der Aktivitdt der Klone wurde durch drei Einzelpunkt-Messungen ersetzt, wobei parallel
sowohl bei 320 nm fiir die Produktion des Coumarylalkohols als auch bei 600 nm gemessen
wurde. Auf diese Weise sollten falsch-positive Klone vermieden werden, deren Absorptions-

zunahme durch eine Triibung verursacht wurde.

Es wurden 1400 Klone in Masterplatten gepickt und getestet. Alle Klone die WT-dhnliche
oder hohere Aktivitdt gegeniiber Tyrosinol zeigten (ca. 200 Klone) wurden auf Agarplatten
vereinigt und erneut getestet. Die fiinf besten Klone wurden im Schiittelkolben exprimiert und
aufgereinigt um die spezifischen Aktivititen zu bestimmen. Parallel wurden Sequenzanalysen

durchgefiihrt um die Mutationen zu identifizieren.

Sowohl die Sequenzierung sowie die Aktivititsmessung bestétigten, dass es sich bei allen

fiinf Klonen um WT-Enzyme handelte.

Bewertung der Ergebnisse

Bei dem Screening wurden ausschlieBlich WT-Klone identifiziert. Sequenzanalysen verschie-
dener Klone wéhrend der Bibliotheksgenerierung zeigten jedoch keinen WT sondern zufillig
mutierte Codons. Somit zeigt das Screening, dass Mutationen weder an der Position 435 noch
436 der rsTAL erlaubt sind. Dies ldsst sich wahrscheinlich ebenfalls auf die entsprechenden
Positionen in der pcPAL 487 und 488 {ibertragen, deren Mutantenbibliothek aufgrund von
Komplikationen wéhrend der positionsgerichteten Sattigungsmutagenese nicht hergestellt

wurde. Das rationale Design dieser Positionen zeigte bereits keine verbesserte Aktivitét.
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4.12. Mutantenbibliothek pcPAL-Phel137His-Tyr110-NNK

Hintergrund

Der einzig verbleibende Aminoséurerest, der direkt mit der Carboxylgruppe des urspriingli-
chen Substrates interagiert ist Tyr110. Diese Aminosdure liegt in einem flexiblen Loop, der
offenbar einen Deckel des aktiven Zentrums darstellt. In fast allen bisher bekannten Struktu-
ren von PAL-Enzymen war der Tyr-enthaltende Loop entweder nicht aufgelst oder, wie bei
der Kristallstruktur der pcPAL, aus dem aktiven Zentrum herausgeklappt. Die einzige Aus-
nahme bildet die Kristallstruktur der Anabaena variabilis PAL Mutante Cys503Ser
/Cys565Ser.”) Diese Kristallstruktur zeigt dhnlich der rsTAL eine geschlossene Struktur. Es
konnte gezeigt werden, dass das aktive Zentrum dieser Struktur vollkommen vom

Losungsmittel abgeschnitten ist.

Bereits 2002, bevor die Kristallstruktur der ,inaktiven* pcPAL bekannt war, stellten D.
Rother, L. Poppe et. al. P! die Hypothese auf, dass das Tyr110 der pcPAL als Deckel fiir das
aktive Zentrum dienen konnte und bei dem Eintritt des Substrates in das aktive Zentrum wie

auch in der Katalyse selbst eine bedeutende Rolle spielt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Darstellung der Funktionen des Tyr110 fiir die Bindung des Substrates im aktiven Zentrum sowie die
katalytische Bedeutung. Entnommen von %,

Die in Abbildung 28 vermutete Funktion des Tyr110 wird zwar durch eine Mutation zu
Phenylalanin verhindert, was zur Inaktivitit des Enzyms fiihrt (Tyrl10Phe-Mutante ) | die
Funktion konnte aber durch Glutamat ersetzt werden. Das Tyr110 ist bei pH 8 trotz des aziden
Charakters der phenolischen Hydroxylgruppe wahrscheinlich protoniert, im Gegensatz zum

Substrat Phenylalanin, dessen Carboxylgruppe mit Sicherheit deprotoniert ist.

Durch den Ersatz der Carboxylgruppe des Substrates durch einen Alkohol dndert sich die

Kooperation zwischen Tyr110 und dem Substrat, da nun beide funktionellen Gruppen proto-
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niert vorliegen (vgl. Abbildung 28, rechts). Somit konnte die Mutation Tyr110Glu oder
Tyr110Asp eventuell positive Effekte auf die katalytische Aktivitit gegeniiber Tyrosinol zei-

gen, falls der ,,Deckel* weiterhin geschlossen werden kann.

Generierung und Screening der Bibliothek
Es wurden bereits Computer Modeling-Studien durchgefiihrt die zeigen konnten, dass ein Glu
an der korrespondierenden Position des Tyr110 das Phenylalaninol im aktiven Zentrum stabi-

lisieren kann (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Vergleich der minimierten Strukturen der Anabaena variabilis-PAL, mit gedocktem Phenylanin (links)
und der Tyr-78-Glu Mutante mit gedocktem Phenylalaninol rechts.

Daher wurde die entsprechende QuikChange® durchgefiihrt und in ultrakompetente XL10
Gold-Zellen transformiert. Die Plasmide von 740 Klonen wurden in BL21(DE3) mit pTF16
transformiert, von denen 94 in eine MTP gepickt wurden. Sequenzanalysen von sieben
Klonen der XL10 Gold-Transformation bestitigten den Erfolg der QuikChange®. Allerdings
schien die Sittigungsmutagenese unter Verwendung des NNK-Codons nicht vollig zufillig

(Abbildung 30). So war das Codon AAT besonders hédufig vertreten.

- raquere

Abbildung 30: Chromatogramm der Sequenzanalyse der erhaltenen Mutantenbibliothek mit Sattigungsmutagenese des
Codons 110 mit NNK. Die verschiedenen Nukleotide sind in unterschiedlichen Farben dargestellt (A: griin, C: blau, G:
schwarz, T: rot). Die Positionen 380/381 sollten eine gleichmaBige Verteilung von A, T, C und G aufweisen, zeigen
jedoch liberproportionale Anteile von A.
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Die 94 gepickten Klone wurden dennoch dem Screening gegeniiber Tyrosinol-Aktivitit
unterzogen, die zehn scheinbar aktivsten Klone wurden sequenziert und die unterschiedlichen
Mutanten wurden in Schiittelkolben exprimiert und auf Aktivitit getestet. Dabei wurde bei

keiner der Mutanten signifikante Aktivitdt gegeniiber Tyr-Ol festgestellt.

Optimierung der Screeningmethode
Zur Optimierung des Screenings wurde ein weiterer neuer Assay etabliert, basierend auf
einem alternativen Substrat Tyrosinamid (Tyr-Amid).

0O

O
NH, PAL-F137H S NH
HO NH, 2
HO
Tyrosinamid Coumarylamide

Abbildung 31: Deaminierung von Tyrosinamid (Tyr-Amid) zum Coumarylamide.

Ahnlich zu Coumarylalkohol konnte der Verlauf der Reaktion bei 320 nm mit einem Absorp-
tionskoeffizienten von €=4075 M'em™ (vierfach héher als der Absorptionskoeffizient von
Coumarylalkohol) beobachtet werden. Sowohl die pcPAL-Phel37His als auch die rsTAL
zeigten geringe aber durch den hoheren Absorptionskoeffizienten besser messbare Aktivitét

(Tabelle 6).

Tabelle 6: Kinetische Parameter der pcPAL-Phe137His und der rsTAL gegeniiber verschiedenen Substraten.

Enzym Substrat Ky [mM] Keat [s7'] Keat/Knt [s'M™]
L-Phe 0,054+ 0,01 31+3 568 000
pcPAL-Phel37His L-Tyr-Ol - 0,11 +0,04 -
L-Tyr-Amid 0,84 +£ 0,02 0,09 £ 0,001 109
L-Phe 2,7+£0,7 0,6 £ 0,02 226
rsTAL-WT L-Tyr-Ol - 0,12 +0,04 -
L-Tyr-Amid 2,7+0,75 0,05 + 0,005 17,7

Screening der neuen Bibliothek

Die Tyr110-NNK Mutantenbibliothek wurde aufgrund des Mangels an Variabilitdt erneut mit
neuen Mutagenese-Primern einer andern Firma generiert. Es wurden 200 Klone in MTP
gepickt und auf Aktivitdt gegeniiber Tyrosinol und Tyrosinamid getestet. Nur die fiinf Klone
mit Aktivitidt gegeniiber beiden Substraten wurden zur ndheren Untersuchung ausgewdhlt.
Sequenzanalysen zeigten, dass drei Klone dem Ausgangsenzym entsprachen, pcPAL-
Phel37His, fiir einen Klon schlug die Sequenzierung fehl und bei einem Klon handelte es

sich um die Mutante pcPAL-Phe137His-Tyr110Gly die sich als inaktiv herausstellte.
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4.13. Bewertung des Proteindesigns
In der pcPAL-Phel137His-Tyr1 IONNK-Bibliothek wurden ebenfalls keine Mutanten identifi-
ziert, die eine erhohte Aktivitdt gegeniiber Tyrosinol zeigten, noch nennenswerte Aktivitat

gegeniiber Phenylalanin aufweisen.

Somit wurde jede denkbare Position um die, im Vergleich zum natiirlichen Substrat veridn-
derte, Hydroxylgruppe des Tyrosinols mutiert. Dies fiihrte stets nicht nur zum Verlust jegli-
cher Aktivitit gegeniiber Tyrosinol, sondern dariiber hinaus meist auch zum Verlust jeglicher

Aktivitét, auch gegeniiber den natiirlichen Substraten.

Es musste daher festgestellt werden, dass das aktive Zentrum der PAL und TAL gegeniiber
Mutationen jeglicher Art, die um die an der Katalyse beteiligten Region des Substrates lokali-

siert sind, stets zum Verlust der katalytischen Aktivitdt fiihrt.

Es handelt sich bei den Auswirkungen der Mutationen meist nicht um die elektrostatische
oder sterische Fédhigkeit das Substrat korrekt zu binden, als viel mehr um die Fahigkeit den

nicht trivialen katalytischen Mechanismus selbst auszufiihren.

Daher kann festgestellt werden, dass keinerlei Mutation im Bereich der Bindungsstellen der
Aminogruppe und der Hydroxylgruppe des Substrates zuldssig sind, da diese unmittelbar am
katalytischen Prozess beteiligt sind und nicht ausgetauscht werden konnen. Dies zeigt deut-
lich, dass zur nicht-oxidativen (De)-Aminierung aromatischer Aminosduren nicht nur die
prosthetische MIO-Gruppe und ein oder zwei aktivierende Aminosiureseitenketten notwendig

sind, sondern fast das ganze aktive Zentrum dieser Enzyme.

Die einzige bisher beschriebene Mutation, die tatsdchlich zu positiv veranderten Eigenschaf-
ten des Enzyms fiihrte, war die pcPAL-Phe137His Mutation, die die Aktivitit der PAL gegen-
iiber Tyrosin deutlich steigert.

Daher scheint ausschlieBlich die Bindetasche um den aromatischen Ring weniger gegeniiber

Mutationen sensitiv zu sein.

4.14. Rationales Design der Position 137 (pcPAL) und 89 (rsTAL)
Da durch den Austausch des Phel37 der pcPAL geringe Aktivitéit gegeniiber Tyrosinol herge-
stellt werden konnte, sollte versucht werden, an dieser Stelle eine geeignetere Aminosdure zur

Stabilisation des Substrates zu finden.

Als basische Aminosduren stehen, abgesehen von Histidin, nur Arginin und Lysin zur Verfii-

gung. Beide Aminosduren sind aber wesentlich zu gro3 und wiirden das aktive Zentrum zu
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sehr verkleinern. Daher wurden Aspartat und Glutamat ausgewéhlt. Bei neutralen oder basi-
schen pH-Werten liegen die funktionellen Gruppen der Aminosédure iiberwiegend deprotoniert
und negativ geladen vor. Die phenolische p-OH-Gruppe des Tyrosins ist hingegen leicht
azide, mit einem pKg von ca. 10. Somit wird auch das Substrat Tyrosinol iiberwiegend proto-
niert vorliegen. Daher konnte das Proton der Hydroxylgruppe auch Wasserstoffbriicken zu

Asp oder Glu ausbilden.

Daher wurden folgende Mutanten durch positionsgerichtete Mutagenese hergestellt:
pcPAL-Phel37Glu und -Phel137Asp sowie

rsTAL-His89Glu und -His89Asp.

Nachdem die erfolgreiche Mutagenese durch Sequenzanalyen bestétigt wurde, wurden die

Mutanten exprimiert und aufgereinigt.

Die Aktivitidten wurden gegeniiber Phe und Tyr-Ol gemessen. Dabei zeigten die Mutanten der

pcPAL geringe Aktivititen gegeniiber Phe, alle Mutanten waren gegeniiber Tyr-Ol inaktiv.

4.15. Ausblick auf zukiinftiges Proteindesign
Zwar erwiesen sich die iiber das rationale Design hergestellten Mutanten an der Position 137
(pcPAL) als inaktiv gegeniiber Tyrosinol, jedoch stehen unterschiedliche Positionen zur
Mutagenese im Bereich des Phenylrings zur Verfligung. Zusammen mit der Kombination
verschiedener Substituenten des Phenylrings wie Nitro-, Amino-, Chlor- und Fluor-Substi-
tuenten, mehrerer Hydroxylgruppen und Kombinationen verschiedener Substituenten wiren
weiterfilhrende Mutagenesestudien vielversprechend. Besonders die Alkohole von 3,4-Di-
hydroxyphenylalanin (DOPA) 3,4-Dihydroxyphenylalaninol (DOPA-Ol) und der entspre-
chende deaminierte Alkohol von Coffeinsdure 3,4-Dihydroxyzimtsidure-Alkohol (DOZS-Ol)
sind hochinteressante Substrate, da diese eine m-Hydroxylgruppe besitzen. Wie vom m-Tyro-
sin bekannt ist, konnen die Elektronen des m-Sauerstoffatoms die wiahrend des Friedel-Crafts-
Reaktionsmechanismus auftretende positive Ladung zum Teil stabilisieren und kénnten zu
héheren Aktivititen fithren.!”) Durch die zweite Hydroxylgruppe werden Mutagenesen in
Nachbarschaft zur Position 137 interessant, um durch weitere Wasserstoffbriicken das
Substrat stabilisieren zu konnen. Leider sind weder DOPA-OI noch DOZS-0Ol kommerziell

verfiigbar und miissen synthetisiert werden (s.u.).

Aufgrund des Endes der Projektlaufzeit konnten keine weiteren Mutantenbibliotheken an und

um die Position 137 (pcPAL) generiert werden.
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4.16. Alternative Substrate
Wie in Kap. 4.15 beschrieben wurde, sind die Alkohole DOPA-OI und DOZS-OI von groBBem
Interesse, da vor allem durch die elektronischen Effekte der m-OH-Gruppe auf eine hohere

Aktivitit geschlossen werden kann.

Synthese von DOPA-OI
Da Dihydroxyphenylalanin sehr preisgiinstig ist, liegt eine Reduktion der Sdure zum Alkohol
mit LiAlH4 nahe (Abbildung 32).

0
OH LiAH; HO OH

HO kel
NH
2 OH
DOPA DOPA-OI

Abbildung 32: Geplante Synthese von DOPA-OI.
Es wurden zu Beginn verschiedene Versuche durchgefiihrt DOPA direkte zum DOPA-OL zu

NH, OH

reduzieren, jedoch stets ohne Erfolg. Vor allem die Aminogruppe erwies sich bei der Aufar-
beitung aufgrund der hohen Polaritdt als sehr storend. Da die phenolischen OH-Gruppen azide
reagieren, die Aminogruppe aber leicht basisch, war es nicht mdglich das Produkt aus der

wissrigen Phase zu extrahieren (Abbildung 33).

(0]

HO
/m

PKe:22 A el

Rcidl pK,: 10.1

Abbildung 33: pKs-Werte von Tyrosin. Die p-OH-Gruppe reagiert leicht sauer, die Aminogruppe basisch. Zur Extraktion
mit organischen Losungsmitteln sollte das Substrat moglichst ungeladen vorliegen.

Um die schlechte Loslichkeit des DOPA in organischen Losungsmitteln zu verbessern, wurde
die Carboxylgruppe verestert. Dazu wurde zunédchst Trimethylsilyl-Diazomethan verwendet,
welches jedoch wesentlich zu teuer ist und sich im préparativen MaB3stab nicht eignet. Daher

wurde eine sdurekatalysierte Ester-Synthese in Methanol durchgefiihrt.

0 o}
H
HO OH His0, o ©
NH, MeOH NH;
OH reflux, 20h OH
DOPA DOPA-Me-Ester

Abbildung 34: Veresterung von DOPA.

H,SO4 wurde mit Natriumhydrogencarbonat neutralisiert und mit Ethylacetat extrahiert. Es
wurde ohne weitere Aufreinigung laut NMR reines Produkt erhalten (Ausbeute 54%). Da sich
der Methylester in THF I6sen ldsst, wurde die Reduktion des Esters zum Alkohol mit LiAlH4

getestet. Leider lieB sich der eventuell entstandene Alkohol nicht aus den Reaktionsgemisch
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extrahieren. Da beim Quenchen von LiAlH4 eine Reihe von Lithium und Aluminium-Verbin-
dungen entstehen, erwies sich die Aufarbeitung als sehr schwierig. Daher schien es einfacher,

die Aminogruppe mit der BOC-Schutzgruppe zu schiitzen (Abbildung 35).

0
o ~0 OH
~o OH BOC-Anhydride NH
NH, on NaHCOs 03/4 OH
DOPA-Me-Ester H,O/THF 1.1

RT, 20h
' BOC-DOPA-Me-Ester

Abbildung 35:Schiitzung des DOPA-Me-Esters mit BOC

Dazu wurden zunichst 1,4 g DOPA-Me-Ester fiir die Reaktion eingesetzt und ein Uberschuss
an BOC-Anhydrid verwendet, welches nach Abbruch der Reaktion ebenfalls extrahiert wurde.
Daher wurden die phenolischen Hydroxylgruppen des BOC-DOPA-Me-Esters mit Triethyla-
mine deprotoniert, sodass unreagiertes BOC-Anhydrid mit Hexan extrahiert werden konnte.

Die Struktur wurde durch NMR bestitigt, die Ausbeute betrug 44,1%.

AnschlieBend wurde die Reduktion des BOC-DOPA-Me-Esters mit LiAlHs zum
BOC-DOPA-OI durchgefiihrt (Abbildung 36).

0]

\OWOH LiAIH, HOWOH
NH THF NH
03/4 OH ' reflux, 4h Oy OH

BOC-DOPA-Me-Ester BOC-DOPA-OI

Abbildung 36: Reduktion des BOC-DOPA-Me-Esters zum Alkohol

Zunichst wurde die Reduktion mit einer kleineren Menge geschiitztem Ester getestet. Nach
der Extraktion mit Ethylacetat wurde ein dunkelbrauner Feststoff erhalten. NMR-Analysen
haben den Erfolg bestitigt.

Zur Optimierung der Extraktion des Reaktionsansatzes wurde das Protokoll nach Frieser &
Frieser verwendet. Zunéchst wird 1 eq. (bez. Auf LiAlIH4) H,O zugegeben, dann 2 eq. NaOH
(15%), dann 3 eq. H,O. Nach Filtration durch Celite war die Extraktion mit Chloroform we-
sentlich vereinfacht. Auch dieses Protokoll wurde zundchst mit 1,5 g BOC-DOPA-Me-Ester
getestet. Die Ausbeute betrug 36%. In einem dritten Ansatz wurden 5 g BOC-DOPA-Me-
Ester zu 1,3 g BOC-DOPA-OI reduziert (Ausbeute 29%, schwarz, 6lig, nicht aufgereinigt).
Im abschlieBenden Schritt wurde die BOC-Schutzgruppe durch Sidurekatalyse entfernt
(Abbildung 37).
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OH TFA
H
Om 1,3-dimethoxybenzene HO OH
Oy OH

NH
DCM 2 OH

RT, 3h DOPA-OI

BOC-DOPA-OI

Abbildung 37: Entschiitzung des BOC-DOPA-OI zu DOPA mit Trifluoressigsaure

1,3 g BOC-DOPA-OI wurden in 20 ml DCM und 20 ml TFA gel6st und 3 h bei RT gertihrt.
Durch die Protonierung des Carbamat-Sauerstoffs wird das tert-butyl-Carbokation freigesetzt,
welches eine Carbaminsdure generiert, die zum Amin decarboxyliert. Das fert-butyl-Carboka-
tion konnte sensible Gruppen wie z.B. den Phenylring von Tyrosin angreifen."”! Es ist sehr
wahrscheinlich, dass ebenfalls der Dihydroxyphenylring von DOPA vom Carbokation ange-
griffen werden kann. Daher wurde als ,,Scavenger 1 eq. 1,3-Dimethoxybenzen zugesetzt.
Nach Abschluss der Reaktion wurde das Reaktionsgemisch im Vakuum eingeengt und zur
Neutralisierung auf ein Natriumbicarbonat/Eis-Gemisch gegeben. Es wurde mit Chloroform
und Ethylacetat extrahiert. Nach dem Einengen (1,4 g) blieben zwei Phasen iibrig, eine fliis-
sige (wahrscheinlich 1,3-Dimethoxybenzen, 1 g) und eine feste, schwarze Phase (430 mg).
SchlieBlich stellte sich ein CHCIl;:MeOH:AcOH (250:50:1) Gemisch als geeignete mobile
Phase fiir eine Silicagel-Chromatographie heraus. Nach der chromatographischen Aufreini-
gung wurden 250 mg Produkt erhalten. Die NMR-Analyse bestétigte die erwartete Struktur.
Allerdings ist zur Etablierung eines Assays fiir die Biokatalyse ebenfalls der deaminierte
Alkohol DOZS-OI notwendig. Dariiber hinaus ist die enzymatische Reaktion zum DOPA-Ol

die eigentlich interessantere Reaktion.

Synthese von 3,4-Dihydroxyzimtsidurealkohol (DOZS-OI)
Zur Verbesserung der Loslichkeit des Substrates wurde zunichst der Methylester hergestellt,
der dann mit LiAlH4 zum Alkohol reduziert werden sollte. Die Reaktion wurde bereits fiir
Dihydroxyphenyl-Essigsure in der Literatur beschrieben. '
o}
OH H,SO,4 Q H LiAIH,4 HO = OH
HO™ 7 No” A OH __—___~,
MeOH THF oH
OH  reflux, 20h OH reflux, 4h
3,4-OH-Cinnemyl-Alkohol

3,4-OH-Cinnemat 3,4-OH-Cinnemat-Me-Ester
Abbildung 38: Synthese des Methylesters von 3,4-Dihydroxy-Zimtsaure und Reduktion des Methylesters zum Alkohol.

Nach der Aufreinigung wurde jedoch kein Produkt erhalten. Die Reaktion wurde mehrfach

wiederholt, aber ohne Erfolg.

Es stellte sich heraus, dass die Reduktion von o,B-ungesittigten Sduren bzw. Estern aufgrund

konkurrierender 1,2- und 1,4-Reaktionen nicht so trivial ist, wie urspriinglich angenommen.
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Diese Problem wurde ebenfalls in einem kiirzlich veroffentlichten Artikel beschrieben, der
eine Reduktion mit in vitro gebildetem AlH; als Alternative beschreibt (Abbildung 39).'

o]
HO X o~

HO HO
THF X
©ACI + LiAlH; " AlH; + ©/+ Licl \\> :@/\/\OH
r.t.
HO

Abbildung 39: Reduktion von DOZS-Me-Ester zum Alkohol durch ALH; aus der Reaktion von LiAlH, und Benzylchlorid.

Die Publikation beschreibt die Ausbeute fiir die Reduktion des DOZS-Ethylester mit 81%

nach 1,5 h, gibt allerdings kein spezielles Protokoll an.

Diese Reaktion wurde ebenfalls getestet und lieferte kein Produkt. Problematisch sind wahr-
scheinlich die beiden phenolischen Hydroxylgruppen, die aufgrund der zum Phenylring kon-
jugierten Doppelbindung sehr azide sind und evtl. unterschiedliche Komplexe mit Lithium

oder Aluminium eingehen konnen (Abbildung 40).

Abbildung 40: Mégliche Konjugation der Doppelbindungen in DOZS-Me-Ester.

Aus diesem Grund liegt die Schiitzung der Diol-Gruppen als Acetonid nahe.

pTSA O

O
HOWO/ 2,2-D|methoxypropane‘ O:Q/\/U\O/
Acet ><
ceton o

HO

Abbildung 41: p-Toluensulfonséure (pTAS)-katalysierte Schiitzung der phenolischen Diole vom DOZS-Me-Ester.

Diese Methode stelle sich ebenfalls als nicht erfolgreich heraus. Daher wurde nach Alternati-
ven zu LiAlH4 gesucht. Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAI-H) stellte eine etwas teurere aber
vielversprechende Alternative dar. Da kein Lithium enthalten ist, entstehen wesentlich weni-
ger Nebenprodukte, wodurch die Aufarbeitung wesentlich vereinfacht wurde.
0]
HO WO/ DIBAHH HOD/MOH
THF HO

HO reflux 3h

Abbildung 42: Reduktion des DOZS-Me-Esters zum Alkohol mit DIBAI-H.

Tatsdchlich konnte diese Methode schlielich erfolgreich angewandt werden, sodass, bei einer

Ausbeute von 26%, schlieSlich 200 mg DOZS-0OI gewonnen wurden.
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4.17. Etablierung der Riickreaktion

Da zur Umkehrung der von PAL und TAL katalysieren Reaktion hohe Konzentrationen von

Ammonium notwendig sind, musste die Riickreaktion zunichst getestet und etabliert werden.

Dazu sollten zunéchst verschiedene Biokatalysen mit unterschiedlichen Substraten in 4 M

NH, -Lésung bei pH 10 getestet werden.

Assay

Photometrische Assays stellten sich als eher ungeeignet heraus, da bei diesen Reaktionen die
stark absorbierenden o,-ungeséttigten Substrate in transparente Produkte umgesetzt werden.
Daher wurde zur Verfolgung der Reaktion auf Diinnschichtchromatographie (DC) zuriickge-
griffen. Durch die spezifische und sehr empfindliche Farbung von Aminen durch Ninhydrin
kann das entstehende Produkt der Enzymkatalyse nachgewiesen werden. Die Substrate hinge-
gen sind mit Ausnahme von p-Aminozimtsdure, nur durch UV-Detektion zu identifizieren.
Als Laufmittel stellte sich n-Butanol:Eisessig:Wasser im Verhiltnis 4:1:1 als besonders

geeignet heraus (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Diinnschichtchromatographie verschiedener Substrat- und Produktstandards nach Anfarbung mit Nin-
hydrin. Die nicht-aminierten Substrate sind, mit Ausnahme von p-Aminozimtsaure, nur im UV-Licht sichtbar und wur-
den auf der DC-Karte mit Bleistift eingezeichnet.

Biokatalysen mit pcPAL-Phel37His
Die Biokatalysen wurden in Gegenwart von 4 M NH," bei pH 10 und 25°C in 1,2 ml durchge-
fiihrt. Es wurden Substratkonzentrationen von 5 mM eingesetzt. Es wurde stets 200 pl aufge-

reinigtes Enzym eingesetzt (0,5-2 mg/ml Enzym).
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Abbildung 44: Biokatalyse mit 0,95 mg/ml pcPAL-Phe137His und unterschiedlichen Substraten mit 4 M NH,".

Aus Abbildung 44 geht hervor, dass mit der pcPAL-Phel37His bei Zimtsdure, Coumarat, p-
Nitrozimtsdure und p-Aminozimtsdure Umsatz zu beobachten war. Nach vier Stunden ist
keine deutliche Verdnderung mehr festzustellen. Bemerkenswert ist der anscheinend schnelle
Umsatz von p-Nitrozimtsdure, mit der bereits nach 17 min sehr deutlicher Umsatz festzustel-
len war. Nach vier Stunden war keine Sdure durch UV-Detektion mehr sichtbar, was auf

einen vollstdndigen Umsatz hindeutete.

Kaffeesdure stellte sich als besonders schwierig zu handhabendes Substrat heraus, da es
offenbar in alkalischer Losung zu Oxidation neigt (Abbildung 45), was ebenfalls auf das
synthetisierte DOZS-OI zutrifft und ein Grund ist, weshalb photometrisch keine Aktivitdten

gegeniiber diesen Substraten gemessen werden konnte.

Abbildung 45: Dieselbe alkalische Kaffeesdure-Losung aufgeteilt in zwei Kolben. Der linke wurde durch Vakuum ent-
gast und mit Stickstoff gespiilt, der Rechte wurde nicht behandelt.
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Daher miissen die Biokatalysen mit diesen Substraten in Zukunft anaerob durchgefiihrt wer-
den, was einen besondern experimentellen Aufwand darstellt, weshalb diese Substrate fiir die

Etablierung der Riickreaktion zunédchst nicht weiter verwendet wurden.

Vergleich pcPAL-Phel137His und rsTAL

Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die Biokatalyse der pcPAL-F137H parallel mit der
rsTAL durchgefiihrt (Abbildung 46). Da ein photometrischer Assay zur Uberpriifung der
Aktivitdt gegeniiber p-Nitrophenylalanin aufgrund der hohen Absorption des Substrates nicht
moglich war, wurde eine Biokatalyse ohne NH; " und dem p-Nitrophenylalanin mitgefiihrt um
die Deaminierung zu beobachten. Die rsTAL zeigte insgesamt eine niedrigere Aktivitit in der
Aminierungsreaktion. Erneut war die scheinbare Aktivitit gegeniiber der Nitro-Zimtsdure am

hochsten.

1 2 3451234512 3 4 512 345 123 45 2345 12 34%33312 3451 2 3 4 533 1 2 3 4 5
—

F137H rsTAL F137H4 rsTAL £ F137H rsTAL F137H rsTAL F137H rsTAL
1 min 10 min 1,5h 6,30 h 24 h

1: Zimtsaure; 2: p-Amino-Zimtsaure; 3. p-Nitro-Zimtsaure; 3a: p-Nitro-Phenylalanin; 4: m-Hydroyx-Zimtsaure; 5: p-Hydroxy-Zimtsaure

Abbildung 46: Biokatalyse der pcPAL-Phe137His und der rsTAL (jeweils 0,7 mg/ml) mit unterschiedlichen Substraten.
Zur Uberpriifung der Deaminierung wurden zusitzlich die zwei Biokatalysen mit p-Nitro-Phenylalanin in Tris-Puffer
mitgefiihrt (in rot mit rv gekennzeichnet).

Aufgrund der unterschiedlichen Substituenten in para-Position wurden ebenfalls die zuvor
generierten Mutanten pcPAL-Phel37Asp und -Glu getestet (Abbildung 47). Es wurde vor
allem ein gesteigerter Umsatz der p-Aminozimtsdure erwartet, da diese Mutanten besonders

gut die p-Aminogruppe binden sollten.
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F137Asp F137Gk F1374sp F137Glu F137Asp 317G F137Asp F137Glu F137Asp F137Glu Fi37Asp | F137Glu
T

0 min 37 min 45h 6,5 h 48 h 72 h

1. Zimtsaure; 2: p-Amino-Zimtsaure; 3. p-Nitro-Zimtsaure; 4: p-Hydroxy-Zimtsaure

Abbildung 47: Biokatalyse der pcPAL-F138Asp und pcPAL-F138Glu Mutante (jeweils 2 mg/ml) mit unterschiedlichen
Substraten.

Beide Mutanten zeigten Aktivitit gegeniiber Zimtsdure und p-Nitrozimtsdure, jedoch keine

gegeniiber p-Hydroxyzimtsdure und p-Aminozimtsiure.

Quantitative Analytik

Die Aminierungsreaktion wurde mit verschiedenen Enzymen und Substraten etabliert. Als
Assay wurde Diinnschichtchromatographie verwendet. Diese Methode ist eher qualitativ und
lasst keine konkrete Quantifizierung zu. Eine alternative, quantitative Methode zur Analyse
wire eine Diinnschichtchromatographie die mit einem Flammenionisationsdetektor ausge-
wertet wird. Diese Methode wurde mit Hilfe einem Iatroscan® MK-6 Analysensystem getes-
tet. Leider eignet sich das verwendete Laufmittel nicht fiir den Iatroscan®, sodass alternativ
ein Methanol:Chloroform:Eisessig-Gemisch (2:2:1) verwendet wurde. Das Laufverhalten der
beim Iatroscan® verwendeten Quarzstibchen (Chromarods®™) unterscheidet sich allerdings
deutlich von den Diinnschichtkarten und die Analyse-Ergebnisse stellten sich als nicht repro-

duzierbar heraus.

Alternativ kann ,reverse phase HPLC*“ (Umkehrphasen-Hochdruck-Fliissigkeitschroma-
tographie) zur quantitativen Analytik mit C18-Sdulen verwendet werden. Dazu miissen
jedoch die Proteine vor der Analytik entfernt werden. Quantitative Proteinfillung ist zum

Beispiel durch Verwendung von Trifluoressigsidure (TFA) moglich.
Aufgrund des Endes der Projektlaufzeit war es nicht mehr mdoglich, die quantitative Analytik

mit der HPLC zu etablieren. Erste Versuche mit Acetonitril;: Wasser: TFA als Laufmittel und

einer C18-Sdure waren aber vielversprechend.

Biokatalyse mit dem pcPAL-WT
Die Aktivitit in der Aminierungsreaktion wurde ebenfalls fiir den WT der pcPAL gestestet.

Im Hinblick auf eine quantitative HPLC-Analytik wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten
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Proben genommen und mit Trifluoressigsdure (TFA) versetzt um die Proteine auszufédllen und
die Reaktion zu stoppen. Dies fiihre allerdings zu Komplikationen bei der Diinnschichtanaly-

tik (Abbildung 48) weshalb nur eine 24-Stunden DC-Analyse vorlag.

1 2 3 4 1 2 3 B

Wit TFA sehandelt
24 h
1: Zimtsaure; 2: p-Amino-Zimtsaure; 3. p-Nitro-Zimtsaure; 4: m-Hydroxy-Zimtsaure

Abbildung 48: Biokatalyse des pcPAL-WT mit unterschiedlichen Substraten nach 24 h.
Zusammenfassung

Alle getesteten Biokatalysen zeigten Aktivitdt gegeniiber a,B-ungesittigten Substraten. Auf-
fallig hoch waren die Aktivititen gegeniiber p-Nitrozimtsdure. Im Gegensatz dazu zeigte p-
Aminozimtsdure meist keine oder nur kaum Aktivitdt. Dies konnte auf den —M-Effekt der
Nitrogruppe und dem in der organischen Chemie damit verbundenen meta-dirigierenden Ein-
fluss zusammenhédngen. Die MIO-Gruppe greift den aromatischen Ring, von der Nitrogruppe
aus gesehen, in meta-Stellung an. Dies konnte zu der schnellen Reaktion mit p-Nitrozimtsdure
fiihren. Die Aminogruppe besitzt einen +M-Effekt der in para- oder ortho-Stellung dirigiert
und zu geringerer Aktivitét fiihren konnte. Da sich diese Beobachtungen bisher aber nur auf

DC-Analysen stiitzen, ist eine quantitative Aussage daher nicht moglich.

Eine quantitative Analyse der Biokatalysen konnte vor dem Ende der Projektlaufzeit nicht
etabliert werden.
Als besonders vielversprechend konnten sich Biokatalysen unter Verwendung o,f-ungesét-

tigter p-Nitroderivate wie z.B. p-Nitrozimtsdurealkohol, -aldehyd oder —cyanid herausstellen.

Diese Substrate sind kommerziell verfiigbar.
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