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1 Einleitung 

1.1 Phosphororganische Verbindungen 

1.1.1 Geschichte phosphororganischer Nervenkampfstoffe  

Die Geschichte der phosphororganischen Nervenkampfstoffe begann 1936 mit Dr. Gerhard 

Schrader, einem deutschen Chemiker bei der IG Farben in Leverkusen. Er hatte zur Aufgabe, 

neue Insektizide zu entwickeln, um Deutschland unabhängiger von importierten Lebensmit-

teln zu machen. 1936 machte er erste Versuche mit Stickstoff-Phosphorsäure-Verbindungen, 

und im Dezember 1936 synthetisierte er unter der Stoffbezeichnung 9/91 erstmalig das Ner-

vengas Dimethylphosphoramidocyansäureethylester, welches später in Tabun (GA) umbe-

nannt wurde (Schmaltz, 2006; Schrader, 1945). Nachdem dessen insektizide Wirkung auch 

in geringer Konzentration festgestellt wurde, untersuchte ein Labor der IG Farben anschlie-

ßend die toxische Wirkung. Hierbei wurde festgestellt, dass Tabun höchst toxisch für Warm-

blüter und daher als Insektizid ungeeignet ist. Jedoch erschien es als chemischer Kampfstoff 

für das Militär geeignet. Schon im Mai 1942 begann die großtechnische Produktion von Tabun 

des deutschen Militärs in Dyhernfurth mit einer Kapazität von rund 1000 t/Monat (Schmaltz, 

2006). 

Ende 1938 gelang es Schrader, das Nervengas Sarin (GB; Methanfluorphosphonsäureiso-

propylester) herzustellen, welches eine noch wesentlich stärkere toxische Wirkung als Tabun 

zeigte (Schmaltz, 2006). Am Kaiser Wilhelm Institut (KWI) für Medizinische Forschung wurde 

schließlich 1944 bei der Vitamin-Antagonisten-Forschung von Dr. Richard Kuhn der Nerven-

kampfstoff Soman (GD; Methanfluorphosphonsäure(1,2,2-trimethylpropyl)ester) entdeckt. 

Dieses Nervengas war wiederum um einiges toxischer als Tabun und Sarin (Schmaltz, 2006). 

Cyclosarin (GF; Methanfluorphosphonsäureisocyclohexylester), welches im Jahre 1949 von 

Schrader und Kollegen synthetisiert wurde, komplettierte die in Deutschland entwickelten und 

bekanntesten Kampfstoffe (Schmaltz, 2006). Die Gesamtproduktion der Nervengase bis 1945 

wurde auf fast 13.000 Tonnen Tabun, 61 Tonnen Sarin und 3 Tonnen Soman geschätzt 

(Hahn, 1986); jedoch gibt es keine Hinweise, dass Deutschland sie jemals einsetzte 

(Schmaltz, 2006). 

Einige Jahre später, 1952, wurden die sogenannten V-Stoffe von Ranjit Ghosh und J. F. 

Newman in den Pflanzenschutz Laboren des britischen Unternehmens Imperial Chemical In-

dustries entdeckt. Auch hier wurde schnell festgestellt, dass diese Stoffe zu toxisch sind, um 

als Pflanzenschutzmittel eingesetzt zu werden. Daher wurden diese V-Stoffe in der Porton 

Down Forschungseinrichtung (UK) vom britischen Militär weiter untersucht, wo im Jahre 1954 

VX (Ethyl-2-diisopropylaminoethylmethylphosphonothiolat) synthetisiert wurde. Etwa zur 



  Einleitung 

 

  2  

gleichen Zeit wurde in der UDSSR ein Isomer von VX „Russian VX“ (RVX; [2-(Diethyl-

amino)ethyl](2-methylpropyl)methylphosphonothiolat)) synthetisiert. Ein weiteres bekanntes 

Isomer von VX ist „Chinese VX“ (CVX; Butyl-[2-(diethylamino)ethyl]methylphosphonothiolat)) 

(Gupta, 2020).  Der Unterschied von V-Stoffen gegenüber den G-Stoffen ist, dass sie schwer 

flüchtig sind, d.h. sie können lange Zeit auf der Haut oder an Oberflächen haften. Außerdem 

sind die V-Stoffe rund 10mal toxischer als Sarin (Schmaltz, 2006).  

In der zweiten Hälfte des 20. Jahrhunderts änderte sich die weltweite Einstellung gegenüber 

chemischen Waffen. 1997 wurden mit dem „Übereinkommen über das Verbot chemischer 

Waffen“ (CWÜ) die Entwicklung und Herstellung sowie Besitz, Weitergabe und Einsatz che-

mischer Kampfstoffe verboten. Mittlerweile wurde das CWÜ von 193 Mitgliedern angenom-

men, nur vier Mitgliedstatten der Vereinten Nationen sind noch nicht beigetreten. Dazu gehö-

ren Ägypten, Israel, Nordkorea und Süd Sudan (Auswärtiges Amt, 2020). Trotz dieses Über-

einkommens setzte das syrische Regime bzw. die syrischen Streitkräfte Sarin oder eine Sarin-

ähnliche Substanz bei einem Angriff in Khan Shaykhun am 4. April 2017 ein. Hierbei kamen 

rund 100 Menschen ums Leben (OPCW, 2017). Der Sicherheitsrat der Vereinten Nationen 

konnte sich jedoch noch nicht auf Sanktionen gegenüber Syrien einigen (Auswärtiges Amt, 

2022). Aus diesem Grund ist es nach wie vor ein wichtiges Thema, ein wirksames Antidot 

gegen Vergiftungen mit Nervenkampfstoffen zu entwickeln. 

 

1.1.2 Geschichte phosphororganischer Pestizide 

Zwischen 1938 und 1944 synthetisierte Schrader neben den Fluor enthaltenden Nerven-

kampfstoffen auch einige Insektizide auf Basis der Phosphorsäureester, wie Parathion, Pota-

san und Systox (Matolcsy et al., 1988). Nach dem 2. Weltkrieg gelangten amerikanische Fir-

men an die Informationen aus Schraders Labor und begannen ebenfalls Organophosphat- 

(OP)-Pestizide in großen Mengen herzustellen. Heutzutage ist eine große Auswahl an OP-

Stoffen mit einer Vielfalt an biologischen Eigenschaften bekannt, welche als Insektizide, Ne-

matozide, Akarizide, Fungizide, usw. eingesetzt werden können. Zu den ersten vermarkteten 

OP-Pestiziden gehörten Parathion, Malathion und Azinphosmethyl. Der Einsatz dieser Pesti-

zide in der Landwirtschaft nahm stark zu, nachdem Chlorkohlenwasserstoff-Insektizide wie 

DDT und Heptachlor in den 1970ern verboten wurden (Soltaninejad und Shadnia, 2014).  

Von phosphororganischen Pestiziden geht ebenfalls ein hohes Vergiftungsrisiko aus. Bei 

Landarbeitern kann die andauernde Exposition zu gesundheitlichen Schäden führen. Vor al-

lem in Entwicklungsländern werden noch viele, sonst mittlerweile verbotene OP-Pestizide ein-

gesetzt (Hertz-Picciotto et al., 2018). Daher schätzen die Vereinten Nationen die mit Pestizi-

den assoziierten Todesfälle auf rund 200.000 pro Jahr, wobei 99 % davon in Entwicklungs-

ländern auftreten, wo die Gesundheits-, Sicherheits- und Umwelt-Regularien weniger strikt 
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eingehalten werden (UN, 2017). Zudem sind rund 110.000 Fälle pro Jahr davon auf Suizide 

zurückzuführen (Mew et al., 2017). Die hohe Vergiftungsrate in Entwicklungsländern lässt sich 

auf unzureichendes Training, niedrigere Bildung, unzureichenden Zugang zu Informationen 

(wie z. B. weniger toxische Alternativen zur Schädlingsbekämpfung), die schlechte Qualität 

oder das Fehlen von persönlicher Schutzkleidung, schlecht gewartete Arbeitsgeräte und den 

höheren in der Landwirtschaft beschäftigten Bevölkerungsanteil zurückführen (Eddleston et 

al., 2002). Außerdem haben Unfälle sowie übermäßiger und falscher Gebrauch zu Toden bei 

Schulkindern geführt, wie z. B. 2013 in Indien, wobei 23 Kinder nach einer Mahlzeit, die mit 

einem hoch gefährlichen phosphororganischen Pestizid kontaminiert war, starben (Reuters, 

2013; UN, 2017).  

In einer Studie von Soltaninejad et al. (2007) wurden 51 forensische Fälle zwischen 2003 und 

2004 am Rechtsmedizinischen Zentrum Teheran untersucht, welche durch eine Pestizid-

Vergiftung herbeigeführt waren. Davon waren 53 % auf Suizid zurückzuführen. 63 % gingen 

auf Insektizide zurück, wobei die phosphororganischen Insektizide die häufigste Ursache 

waren (17 Fälle). Das größtenteils detektierte phosphororganische Insektizid war Malathion 

mit 8 Fällen, während in einem Fall Chlorpyrifos festgestellt wurde (Soltaninejad et al., 2007). 

Diese Studie zeigt, dass Malathion trotz seiner Einstufung als nur „leicht gefährlich“ einen 

großen Anteil der phosphororganischen Insektizid Vergiftungen ausmacht und daher das 

Gefährdungspotential dieses in den meisten Ländern noch legalen Insektizids nicht unter-

schätzt werden sollte.  

Zu den bekanntesten OP-Pestiziden gehören unter anderem Parathion (Diethyl-(p-nitro-

phenyl)thiophosphorsäureester), auch bekannt als E 605, welches ebenfalls von Schrader 

1944 entwickelt wurde und dessen Metabolit Paraoxon (Diethyl-(p-nitrophenyl)phosphat; 

Matolcsy et al., 1988; Schrader, 1950). Parathion wurde ab 1947 in den USA und ein Jahr 

später auch in Deutschland industriell hergestellt. In den 90er Jahren gehörte Parathion zu 

den wichtigsten Insektiziden, was die Produktionskapazitäten betraf. Jedoch entschied 2001 

die Europäische Union (EU), die Abgabe, Einfuhr, Anwendung und Zulassung von Parathion 

enthaltenden Pflanzenschutzmitteln zu verbieten. Bereits erteilte Zulassungen mussten 

binnen 6 Monaten zurückgenommen werden (Kommission der EG, 2001). Mittlerweile wurde 

Parathion von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) als hoch gefährlich eingestuft (Morris 

et al., 2014; Soltaninejad und Shadnia, 2014) und die Anwendung in 142 Ländern verboten 

(PAN, 2022).  

Ein weiteres relevantes OP-Pestizid ist Malathion ([1,2-Bis(ethoxycarbonyl)ethyl]-dimethyl-

dithiophosphat), welches 1950 synthetisiert und 1951 von der American Cynamid Company 

patentiert wurde (Cassaday and Stamford, 1951; Matolcsy et al., 1988). Da Malathion als nur 

leicht gefährlich von der WHO eingestuft wurde (Morris et al., 2014), ist derzeit erst in 32 
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Ländern (inklusive EU) die Nutzung verboten (PAN, 2022). Das Metabolit von Malathion ist 

Malaoxon (Diethyl-2-[(dimethoxyphosphoryl)thio]succinat). 

Ebenso wichtig ist das Pestizid Mevinphos ((2-Methoxycarbonyl-1-methylvinyl)dimethyl-

phosphat), welches 1954 von der Shell Development Company patentiert wurde (Stiles, 

1954). Die Nutzung von Mevinphos wurde bislang in 43 Ländern (inklusive EU) verboten, 

nachdem es von der WHO ebenfalls als hoch gefährlich eingestuft wurde (Morris et al., 2014; 

PAN, 2022).   

Chlorpyrifos-oxon (Diethyl-(3,5,6-trichlorpyridin-2-yl)phosphat), ein Metabolit von Chlorpyrifos 

(Diethyl-(3,5,6-trichlorpyridin-2-yl)thiophosphat) stellt ebenfalls eine große Gefahr dar. 

Chlorpyrifos wurde 1966 von der Dow Chemical Co. patentiert (Rigterink, 1966). Seit Februar 

2020 ist die Verwendung von Chlorpyrifos, welches als moderat gefährlich von der WHO ein-

gestuft wurde (GHS Klasse 3, oral: LD50 in Ratten 50-300 mg/kg Körpergewicht), in der EU 

verboten (Europäische Kommission, 2020). Ein Verbot gilt auch in zwölf weiteren Staaten 

(PAN, 2022).  

 

1.1.3 Struktur und chemische Eigenschaften 

Phosphororganischen Verbindungen beinhalten ein fünfwertiges Phosphoratom, welches 

eine 3s23p3 Elektronen Konfiguration besitzt. Wie schon oben erwähnt, werden die Kampf-

stoffe in V- und G-Stoffe eingeteilt.  

 

Abbildung 1: Strukturformeln der relevanter Nervenkampfstoffe. 

Bei den V-Stoffen handelt es sich um Schwefel-substituierte und bei den G-Stoffen meist um 

Fluor-substituierte Methylphosphonate mit einem chiralen Phosphoratom (Abbildung 1), 

wobei die SP-Isomere meist die toxischere Komponente sind (Benschop und De Jong, 1988). 

RVX CVX 

Tabun (GA) Cyclosarin (GF) Sarin (GB) Soman (GD) 

VX 
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Die V-Stoffe besitzen dementsprechend eine Thiolabgangsgruppe, während Sarin, Soman 

und Cyclosarin Flourabgangsgruppen und Tabun eine Nitrilabgangsgruppe tragen.  

Die G-Stoffe sind viskose Flüssigkeiten mit unterschiedlichen Flüchtigkeiten (Dampfdruck zwi-

schen 5,9 und 197 Pa bei 20 °C) und schwachen Gerüchen (Tabelle 1). Die Dämpfe der 

Nervenkampfstoffe besitzen wenig bis gar keine geruchlichen Warneigenschaften. Da der 

Dampfdruck und die akute Toxizität der G-Stoffe ausreichend hoch sind, sind die Dämpfe 

schnell tödlich (Mioduszewski et al., 1998; Young und Watson, 2020). Durch die hohe Volati-

lität der G-Stoffe verläuft die wahrscheinlichste Expositionsroute über direkten Kontakt der 

Augen und der oberen Atemwege mit den Dämpfen (Dabisch et al., 2008; Gupta, 2020; Young 

und Watson, 2020). 

VX hingegen ist eine bernsteinfarbige, geruchlose Flüssigkeit und RVX ist eine farblose Flüs-

sigkeit, beide mit geringerer Flüchtigkeit. Aufgrund der geringeren Volatilität der V-Stoffe gel-

ten diese jedoch eher als Kontaktgift, welches über einige Tage auf Oberflächen bestehen 

kann, solange kalte Wetterbedingungen vorherrschen oder wenn große Flüssigkeitsmengen 

vorliegen. Obwohl die V-Stoffe nicht leicht flüchtig sind, sind V-Stoff Dämpfe (nach Akkumu-

lation) potenter als diejenigen von GB oder anderen G-Stoffen (Mioduszewski et al., 1998; 

Young und Watson, 2020). Von VX geht eine geringere Gefahr durch Inhalation aus (ausge-

nommen Temperaturen größer 40 °C), jedoch wird es gut über die Haut absorbiert (Dunn, 

1989; Gupta, 2020; Young und Watson, 2020).  

Die Eigenschaften der verschiedenen Nervenkampfstoffe sind in Tabelle 1 zusammengefasst, 

wobei für das VX Isomer CVX kaum Daten vorliegen. 

Phosphororganische Pestizide besitzen ein Schwefel- oder Sauerstoffatom, welches über 

eine Doppelbindung mit dem zentralen Phosphoratom verknüpft ist, und jeweils zwei einfach 

gebundene Ethoxy-Gruppen. Die Strukturen relevanter Pestizide sind in Abbildung 2 zu 

sehen. 

Die Oxo-Formen der Pestizide sind nicht zu vernachlässigen, da zuvor gezeigt wurde, dass 

in der Leber von Ratten eine durch die Cytochrom P-450 Monooxygenase vermittelte Oxida-

tion von Parathion zu Paraoxon stattfindet (Kamataki et al., 1976). Die Metabolisierung von 

Chlorpyrifos zu Chlorpyrifos-oxon wurde später auch in Maus-Lebermikrosomen nachgewie-

sen (Sultatos und Murphy, 1983). Zudem haben die Oxo-Formen höhere inhibitorische Wir-

kung auf die Acetylcholinesterase und sind somit toxischer (Huff et al., 1994; Myers et al., 

1952). Dies ist auch den letalen Dosen in Tabelle 2 zu entnehmen. 
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Abbildung 2: Strukturformel relevanter Pestizide bzw. ihrer Metabolite und Analoga. 

 

1.2 Vergiftungsreaktion und klinische Symptome 

Alle erwähnten OP-Nervenkampfstoffe und -Pestizide sind Cholinesteraseinhibitoren, die die 

Acetylcholinesterase (AChE) an einem Serin-Rest im aktiven Zentrum phosphorylieren. 

Dadurch wird verhindert, dass der Neurotransmitter Acetylcholin im synaptischen Spalt oder 

in der neuromuskulären Endplatte inaktiviert wird. Dies führt zur Akkumulation von Acetyl-

cholin an den Synapsen, was zunächst die cholinerge synaptische Reizweiterleitung stimuliert 

und später lähmt. Abhängig von der absorbierten Menge des OPs und dem Aufnahmeweg 

kann das periphere oder das zentrale Nervensystem betroffen sein. Die Folgen sind entweder 

muskarinerg vermittelte Effekte wie Speichel- und Tränenfluss, Bronchorrhö, Urinieren, Darm-

entleerung, Magen-Darm-Krämpfe und Erbrechen oder nikotinerg vermittelte Effekte wie 

Pupillenverengung, Herzrasen, Schwäche, Bluthochdruck/Hyperglykämie und Faszikulation. 

(Sidell und Borak, 1992) 

Paraoxon 

Chlorpyrifos-oxon Mevinphos 

Malaoxon Malathion 

Parathion 

Chlorpyrifos 

Diethyl-4-methylbenzylphosphonat 

Monoethyl-4-

methylbenzylphosphonat 
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Abbildung 3: Reaktion zwischen Acetylcholinesterase (AChE) und Organophosphat. RL steht für die 

Abgangsgruppe, die bei der Inhibition verloren geht. Die inhibierte AChE kann reaktiviert werden, 

solange der Alterungs-Schritt nicht stattgefunden hat. 

Es wurden ebenso Interaktionen mit anderen Esterasen berichtet, z. B. können manche OP-

Insektizide zur Inaktivierung der Neurotoxischen Esterase führen, was wiederrum zu peri-

pheren neuropathischen Wirkungen führt (Soliman et al., 1982). Bei der Aufnahme von akut 

toxischen OP-Dosen können Lähmung, Bewusstseinsverlust, Zuckungen, Hypoventilation 

und schließlich Tod eintreten (Sidell und Borak, 1992; Young und Watson, 2020). Zum Tod 

führt zumeist eine Kombination aus Bronchokonstriktion und Bronchorrhö, Lähmung des 

Zwerchfells/der Atemhilfsmuskulatur und Hemmung des zentralen Atemantriebs (Wille et al., 

2019). 

Die Reaktion zwischen Organophosphat und AChE ist in Abbildung 3 dargestellt. Zuerst bildet 

sich ein reversibler Enzym-Inhibitor-Komplex. Die Komplex-Bildungsrate ist abhängig vom 

Organophosphat, wobei vor allem die Größe und Form der Reste R und R‘ eine Rolle spielen. 

Im nächsten Schritt wird die AChE durch Phosporylierung kovalent inaktiviert, wobei die 

Abgangsgruppe RL durch die Hydroxylgruppe des Serin-Restes im aktiven Zentrum der AChE 

substituiert wird. Die Kinetik dieser Reaktion ist abhängig von der Abgangsgruppe. Der 

nächste Schritt ist eine zeitabhängige Dealkylierungsreaktion, welche den Enzym-Inhibitor-

Komplex soweit modifiziert, dass das Enzym nicht mehr reaktiviert werden kann. In diesem 

als Alterung bezeichneten Schritt wird ein Monophosphonsäure-Ester gebildet. Vor diesem 

Alterungs-Schritt, kann das Enzym durch nukleophile Oxime, wie z. B. Pralidoximchlorid, 

reaktiviert werden. Die Alterungsrate variiert stark unter den Nervenkampfstoffen (Sidell und 

Borak, 1992). Nach Kontakt mit Soman ist die Halbwertszeit der Alterung nur Minuten (Sidell, 

1974), bei Sarin rund 5 h und mehr als 40 Stunden nach Tabun- und VX-Exposition (Sidell 

und Borak, 1992; Sidell und Groff, 1974).   

  

+ H
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O 

+ ROH 

+ H
+
 

Inhibition 

Reaktivierung 

Native 
AChE 

gehemmte 
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1.3 Behandlungsmöglichkeiten 

Es ist ein beständiges Ziel, die Behandlung von OP-Vergiftungen zu verbessern. Während bei 

milden Expositionen mit Nervenkampfstoff-Dämpfen eine Dekontamination und anschlie-

ßende medizinische Beobachtung ausreichen kann, erfordert die schwerwiegende Exposition 

mit Dämpfen und Flüssigkeiten neben sofortiger Dekontamination auch Antidot-Verabrei-

chung, künstliche Beatmung, Überwachung und unterstützende Behandlungen über Stunden 

bis Tage (Sidell und Borak, 1992; Young und Watson, 2020). Die standardisierte Behand-

lungsstrategie besteht aus der Verabreichung von Atropin, um den parasympathischen Symp-

tomen entgegenzuwirken (Wille et al., 2019), und einem Oxim (meist Pralidoxim oder Obid-

oxim; Aas, 2003), um die gehemmte AChE zu reaktivieren (Wille et al., 2019). Meist sind hohe 

und wiederholte Atropin-Dosen notwendig, bis eine stabile Kreislaufsituation erreicht und der 

Speichelfluss und die Bronchorrhö beendet sind (Eddleston et al., 2004). Danach reichen in 

der Regel geringere Dosen von ca. 1 mg Atropin/Stunde als Erhaltungsdosis aus (Wille et al., 

2019). Atropin kann jedoch den nikotinergen Symptomen, die durch die Überstimulation der 

neuromuskulären Endplatte entstehen und zur Muskelschwäche bzw. -lähmung führen, nicht 

entgegenwirken. Daher wird zusätzlich ein Oxim verabreicht, zuerst als Bolusinjektion und 

dann als Dauerinfusion (Eyer et al., 2009). Das Ziel der Oxim-Gabe ist die Reaktivierung der 

gehemmten AChE, um den Acetylcholinüberfluss an den nikotinergen und muskarinergen Re-

zeptoren abzubauen (Wille et al., 2019). Eine gute Reaktivierungswirkung durch Oxime lässt 

sich bei durch Sarin oder VX gehemmter AChE beobachten, jedoch zeigen diese bei Vergif-

tungen mit Tabun oder Cyclosarin nur geringe Wirksamkeit (Worek et al., 2004). Ebenso sind 

Oxime nicht mehr Wirksam, wenn der Alterungs-Schritt der inhibierten AChE bereits stattge-

funden hat. Als Begleittherapie werden Benzodiazepine zur Neuroprotektion eingesetzt, so 

dass die Übererregung im zentralen Nervensystem abgemildert wird. Zur Überbrückung der 

Zeit, in der keine ausreichende Spontanatmung vorliegt, kann eine künstliche Beatmung 

helfen (Wille et al., 2019).  

Die bereits im Einsatz befindlichen Oxime haben jedoch einige Nachteile. Zum einen sind sie 

teilweise unzureichend effektiv gegenüber bestimmten Organophosphaten, zum anderen kön-

nen sie die Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden und haben nur begrenzte Stabilität in wäss-

rigen Lösungen. Daher wurde in den letzten Jahren intensiv an neuartigen Reaktivatoren ge-

forscht, wobei die Fortschritte nur langsam sind. (Worek et al., 2020) Zudem wird an Möglich-

keiten der Propylaxe geforscht. Zum Beispiel können Carbamate verabreicht werden, um das 

aktive Zentrum der AChE durch pseudo-irreversible Inhibition vor dem Organophosphat zu 

schützen (Nachon et al., 2013). Weitere vorbeugende Maßnahmen betreffen NMDA-Rezep-

torantagonisten (Gupta und Dettbarn, 1992). Schließlich stellt der Einsatz von stöchiometri-

schen Bioscavengern, wie humane Butyrylcholinesterase (hBChE) oder Carboxylesterase, 
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welche Organophosphate im Plasma binden, bevor sie die AChE in Geweben erreichen 

können, eine interessante Strategie dar (Ashani et al., 1991b; Maxwell et al., 1987). 

Eine demgegenüber vielversprechendere Behandlungsmethode ist der Einsatz von katalyti-

schen Bioscavengern, welche die Organophosphate, bevor sie die AChE erreichen, hydroly-

sieren. Diese können also in wesentlich geringeren Dosen als die stöchiometrischen 

Bioscavenger eingesetzt werden und versprechen demnach eine bessere Schutzwirkung 

(Nachon et al., 2013). Hierfür wurde versucht, humane Cholinesterasen in OP-Hydrolasen 

umzuwandeln und eine Vielzahl entsprechender Mutanten der hBChE und hAChE konstruiert, 

jedoch wurden noch keine Kandidaten mit pharmakologischem Interesse identifiziert (Masson 

et al., 2008; Masson und Lockridge, 2010).  

Andere Enzym-Kandidaten zur Hydrolyse von OPs sind die Phosphotriester-Hydrolasen 

(auch Organophosphat-Hydrolasen, kurz OPHs oder Phosphotriesterasen, kurz PTEs ge-

nannt - EC 3.1.8), die in einer Vielzahl von Organismen vorkommen. Diese können in zwei 

Gruppen untergliedert werden, einmal die Enzyme mit der Präferenz, P-O Bindungen zu spal-

ten, als Aryldialkylphosphatasen bezeichnet (EC 3.1.8.1) und jene, die bevorzugt P-F oder P-

CN Bindungen spalten, die Diisopropylfluorophosphatasen (EC 3.1.8.2; Worek et al., 2016). 

Als bekanntester Vertreter der Diisopropylfluorophosphatasen wurde ein Enzym aus Tinten-

fischen (Loligo vulgaris) isoliert und dessen stereochemische Präferenz durch Protein-Engi-

neering abgewandelt (Melzer et al., 2009). 

Zu den Aryldialkylphosphatasen gehört unter anderem die humane Paraoxonase 1 (hPON-

1), die verschiedene OPs mit durchaus hohen Raten hydrolysiert (Masson und Rochu, 2009), 

jedoch schwierig aus dem Plasma zu reinigen und deren Stabilität von Apolipoprotein-Part-

nern abhängig ist (Renault et al., 2010; Trovaslet-Leroy et al., 2011). Um die Stereoselektivität 

und die Hydrolaseaktivität zu verbessern, wurden auch von diesem Enzym verbesserte 

Mutanten hergestellt (Goldsmith et al., 2012; Kirby et al., 2013) wobei sich das rekombinante 

Enzym bzw. dessen Mutanten nur schwer in Säugerzellen, Escherichia coli (Stevens et al., 

2008) oder Insektenlarven (Otto et al., 2010) exprimieren lassen.  

Weitere Aryldialkylphosphatasen wurden dagegen aus Bakterien gewonnen und intensiv stu-

diert sowie hinsichtlich ihrer Stabilität, Stereoselektivität und Aktivität gegenüber OPs weiter-

entwickelt. Dazu zählen die zur β-Lactamase-Superfamilie gehörende PTE aus Pseudomo-

nas oleovorans (PoOPH; Luo et al., 2016), und die zu 90 % identischen PTEs aus Agrobac-

terium radiobacter (ArPTE, in der Literatur oft als OpdA abgekürzt; Jackson et al., 2009) und 

Brevundimonas diminuta (BdPTE; Goldsmith et al., 2017).  
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1.4 Die Phosphotriesterase aus Brevundimonas diminuta (BdPTE) 

1.4.1 Geschichte der BdPTE 

Ab den 1940er Jahren wurden Organophosphat-Pestizide in der Landwirtschaft eingesetzt; 

dabei stieg die Produktion aller Pestizide weltweit jährlich um rund 11 %, beginnend mit 

0.2 Millionen Tonnen in den 1950er zu rund 5 Millionen Tonnen in den 2000er Jahren 

(Carvalho, 2017). Schon in den 1950er-Jahren wurden Mikroorganismen in Erdproben ent-

deckt, die fähig waren, OP-Pestizide abzubauen (Ahmed und Casida, 1958). Insbesondere 

wurden in den 1970er Jahren Bakterien gefunden, die unter anderem Parathion hydrolysieren. 

Das war zum einen die Gattung der Flavobacterium, wobei der Abbau in p-Nitrophenol endet 

(Sethunathan und Yoshida, 1973) und zum anderen die Gattung Pseudomonas, bei der der 

Abbau über p-Nitrophenol in Nitrit endet (Siddaramappa et al., 1973). Nach Adaptierung einer 

gemischten mikrobischen Kultur aus Abwasser und Erde an das Wachstum auf dem Substrat 

Parathion im Fermenter wurden die Gattungen Pseudomonas, Azotomonas und Brevibac-

terium identifiziert (Munnecke und Hsieh, 1974). Ein Parathion hydrolysierender Organismus 

wurde daraufhin angereichert und als Pseudomonas diminuta klassifiziert (Serdar et al., 

1982), welcher später zu Brevundimonas diminuta umklassifiziert wurde. Bei diesem Mikro-

organismus handelt es sich um ein aerobes, nicht sporenbildendes, Gram-negatives, mono-

trich polar begeißeltes Bakterium, welches -ursprünglich aus einem Bach isoliert- erstmalig 

1954 beschrieben wurde (Leifson und Hugh, 1954). Das Gen für die Parathion-Hydrolase liegt 

auf einem Plasmid vor (Serdar et al., 1982). Einige Jahre später wurde von der Klonierung 

und Expression dieses Gens in E. coli berichtet (Serdar und Gibson, 1985). Nach Subklonie-

rung auf vielfältigen Expressionsvektoren (McDaniel et al., 1988) konnte das Enzym in ver-

schiedenen Wirten, u. a. Insektenzellen (Dumas et al., 1989) und Streptomyces lividans 

(Rowland et al., 1991), hergestellt und zur Homogenität gereinigt werden. Später wurde das 

Gen für die Parathion-Hydrolase auch aus dem Bakterienstamm Flavobacterium sp. sequen-

ziert und als identisch charakterisiert (Mulbry und Karns, 1989; Serdar et al., 1989). Mittler-

weile ist der Name Phosphotriesterase der in der Literatur gängige Begriff für diese Parathion-

Hydrolase (EC 3.1.8.1; Lewis et al., 1988). Um dabei zwischen den Phoshotriesterasen aus 

verschiedenen Organismen unterscheiden zu können, wird in der vorliegenden Arbeit die 

Abkürzung BdPTE, für das Enzym aus Brevundimonas diminuta verwendet. 

 

1.4.2 Eigenschaften und Reaktionsmechanismus der BdPTE 

Die BdPTE wird im Ursprungsorganismus als Prä-Protein translatiert, bevor das 29 Amino-

säuren lange Signalpeptid abgespalten wird (Mulbry und Karns, 1989). Allerdings können hö-

here Expressionsausbeuten erzielt werden, wenn die Sequenz für das Signalpeptid deletiert 

und das Enzym direkt im Cytoplasma produziert wird (Mulbry und Karns, 1989; Serdar et al., 
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1989). In diesem reduzierenden Milieu ist die Proteinfaltung des an sich sekretorischen 

Proteins nicht gehemmt, da dieses keine strukturellen Disulfidbindungen trägt, wohl aber zwei 

ungepaarte Cysteinreste. 

Die BdPTE hydrolysiert Paraoxon und verwandte OP-Pestizide mit hohen Raten (Paraoxon: 

kcat ≈ 2400 s-1 und kcat/KM ≈ 1,8 x 109 M-1 min-1; Dumas et al., 1989; Omburo et al., 1992). 

Ebenso kann die Wildtyp-(wt)-BdPTE auch eine Reihe an OP-Nervenkampfstoffen abbauen, 

wobei die G-Stoffe mit kcat/KM Werten zwischen 105 und 106 M-1 min-1 hydrolysiert werden (Tsai 

et al., 2012). V-Stoffe hydrolysiert die wt-BdPTE dagegen mit niedrigeren Raten (VX: kcat ≈ 

0,3 s-1 und kcat/KM ≈ 4,5 x 104 M-1 min-1; Kolakowski et al., 1997; Rastogi et al., 1997). 

Die dreidimensionale Struktur der wt-BdPTE wurde als Apoenzym (Benning et al., 1994) und 

als Holoenzym mit verschiedenen Metallionen (Benning et al., 2001) und mit Substratanaloga 

durch Röntgen-Beugungsmessung von Proteinkristallen bestimmt (Vanhooke et al., 1996). 

Das Enzym liegt als Homodimer mit C2-Symmetrie und 329 Aminosäuren je Monomer vor. 

Die Faltung des Monomers weist ein (αβ)8-Fass Motiv auf, mit zwei zusätzlichen antiparallelen 

β-Strängen am N-Terminus. Das aktive Zentrum befindet sich am Carboxyende des zentralen 

β-Fasses und besteht aus einem binuklearen Metallzentrum, wobei zwei Zink-Kationen in 

einem Cluster aus vier Histidin-Resten, einem Aspartat-Rest und einem carboxylierten Lysin-

Rest koordiniert sind (Abbildung 4). 

 

Abbildung 4: Schema des aktiven Zentrums der wt-BdPTE nach (Wong und Gao, 2007). 

Znα
2+ wird durch His55, His57 und Asp301 koordiniert und ist in der Bindetasche begraben, 

während Znβ
2+ durch His201 und His230 gebunden wird und teilweise dem Lösemittel ausge-

setzt ist. Außerdem werden die zwei Zink-Ionen durch ein Hydroxidion (bzw. Wassermolekül) 

und ein Nε-carboxyliertes Lys169 verbrückt (Benning et al., 1995). Solche binuklearen Metall-

zentren, verbrückt durch eine post-translationale Carbaminatgruppe, wurden in aktiven 

α β 
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Zentren auch von anderen Enzymen, die Phosphatester spalten, gefunden (Mitić et al., 2006). 

Es wurde experimentell gezeigt, dass die Zink-Ionen durch verschiedene andere bivalente 

Kationen (z. B. Cadmium, Mangan oder Cobalt) ohne signifikanten Verlust der enzymatischen 

Aktivität ersetzt werden können (Aubert et al., 2004; Omburo et al., 1992).  

Neben diesem Metallzentrum gehören noch drei Bindetaschen, die für die Orientierung des 

Substrates verantwortlich sind, zum aktiven Zentrum der BdPTE. Diese wurden durch das 

gebundene Substratanalogon Diethyl-4-methylbenzylphosphonat (dEBP) in der dreidimen-

sionalen Struktur der Zn/Zn-BdPTE identifiziert (Vanhooke et al., 1996) und als kleine, große 

und Abgangsgruppen-Tasche definiert (Chen-Goodspeed et al., 2001a). Die kleine Tasche 

wird hauptsächlich durch die Seitenketten der Aminosäuren G60, I106, L303 und S308 ge-

bildet, während C59 und S61 nahe dieser Bindetasche liegen, ihre Seitenketten jedoch weg 

vom aktiven Zentrum zeigen. Die Seitenketten von H254, H257, L271 und M317 bilden die 

Tasche für den großen Substratrest, und die Abgangsgruppen-Tasche ist hauptsächlich durch 

die Reste W131, F132, F306, und Y309 definiert (Chen-Goodspeed et al., 2001a). 

 

Abbildung 5: Reaktionsmechanismus der BdPTE für die Hydrolyse von Paraoxon (oben links; nach 

Wong und Gao, 2007). 

Aus Molekulardynamik-Simulationen (Wong und Gao, 2007) ergab sich folgender Reaktions-

mechanismus (Abbildung 5): Zuerst bindet das Substrat, hier Paraoxon, im aktiven Zentrum, 
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indem das β-Zinkion den Phosphoryl-Sauerstoff koordiniert. Zu diesem Zeitpunkt sind die 

beiden Zink-Ionen über die Carbaminatgruppe (Lys169) und das nukleophile Hydroxidion 

verbrückt, wobei jedes Zinkion fünf Liganden in einer verzerrten trigonalen bipyramidalen 

Geometrie hat. Daraufhin erfolgt der nukleophile Angriff des Hydroxid-Anions am Phosphor-

zentrum, wobei der Phosphoryl-Sauerstoff eine festere Koordinierung mit dem β-Zinkion ein-

geht und die P=O Bindung polarisiert wird. Gleichzeitig wird die Nukleophilie des Hydroxidions 

gestärkt (Aubert et al., 2004; Wong und Gao, 2007). Der SN2-Angriff des Hydroxidions wird 

von dem Verlust der Bindungen zu beiden Zink-Ionen begleitet. Dabei wird p-Nitrophenolat 

als Abgangsgruppe freigesetzt und das Proton verbleibt unmittelbar nach der Reaktion am 

Nukleophil. Im nächsten Schritt nimmt ein Wassermolekül, ursprünglich verbunden über eine 

Wasserstoffbrückenbindung mit Asp301, den Platz des Hydroxidions ein, indem es zunächst 

das α-Zinkion koordiniert. Dabei wird der Abstand zwischen den beiden Zink-Ionen von 3,5 

auf 5,3 Å durch elektrostatische Abstoßung vergrößert.  

Der nächste Schritt ist die Regenerierung des aktiven Nukleophils, des zweifach koordinierten 

Hydroxidions, im Ausgangszustand. Da das verbrückende Wassermolekül sehr sauer ist, ist 

es wahrscheinlich, dass das Proton direkt an das Lösungsmittel abgegeben wird, ohne Betei-

ligung von His254. Die Koordination beider Zink-Ionen durch das Hydroxidion führt zur Ver-

kürzung der Zink/Zink-Distanz auf ca. 3,5 Å und der Ablösung des Phosphoryl-Sauerstoff-

Liganden vom β-Zinkion. Nun liegt das Enzym wieder im aktiven Zustand vor und ist bereit für 

den nächsten Substratumsatz (Wong und Gao, 2007). 

 

1.4.3 Fortschritte beim Engineering der BdPTE 

Ein Problem für die Anwendung als katalytischer Bioscavenger zur Detoxifizierung relevanter 

OPs ist, dass die wt-BdPTE bei den chiralen Substraten wie GB, GD und GF die Hydrolyse 

des RP-Enantiomers bevorzugt (Harvey et al., 2005; Tsai et al., 2010), wohingegen das SP-

Enantiomer die wesentlich toxischere Komponente darstellt (Benschop und De Jong, 1988). 

Ebenso ließ sich die wt-BdPTE bislang nicht in großen Mengen als stabiles Enzym herstellen 

(Shimazu et al., 2001). Ebenso stellt die allgemein niedrige Hydrolyse-Rate gegenüber OP-

Kampfstoffen einen Nachteil für die therapeutische Anwendung dar. Um vernünftige Dosen 

eines solchen Biopharmazeutikums verabreichen zu können, ist eine katalytische Effizienz 

von kcat/KM > 5 x 107 M-1 min-1 erforderlich (Worek et al., 2016). Außerdem besteht der Wunsch 

nach einem Breitband-Enzym, welches eine Vielzahl an toxikologisch relevanten OPs mit ho-

hen Hydrolyse-Raten abbauen kann. Aufgrund dieser Nachteile haben schon mehrere Ar-

beitsgruppen Protein Engineering an der BdPTE mit verschiedenen Zielsetzungen betrieben.  
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Eine Arbeitsgruppe der Universität von Kalifornien um Wilfred Chen versuchte die wt-BdPTE 

durch DNA Shuffling und Sättigungsmutagenese hinsichtlich der Hydrolyse von Methyl-Para-

thion sowie Chlorpyrifos zu verbessern (Cho et al., 2002; 2004; 2006). Dabei wurden schon 

früh Schlüsselmutationen (A80V, K185R und I274N) gefunden, die nicht im aktiven Zentrum 

liegen, aber trotzdem die allgemeine Hydrolyse-Rate erhöhen. 

Die Arbeitsgruppe von Frank M. Raushel an der Texas A&M Universität befasste sich eben-

falls intensiv mit dem Engineering der BdPTE. Ein Problem, das diese Gruppe durch rationa-

les Design anging, war die unvorteilhafte Stereoselektivität des Enzyms. Systematische, 

experimentelle Modellierung verschiedener Aminosäurereste in der kleinen und großen Sub-

strat-Bindetasche lieferten Hinweise auf dramatische Veränderungen der stereochemischen 

Präferenz der BdPTE (Nowlan et al., 2006). Zum Beispiel führte die Vergrößerung der kleinen 

Bindetasche kombiniert mit der Verkleinerung der großen Bindetasche zu einer Umkehr der 

enantiomeren Selektivität. So konnte die Stereoselektivität der BdPTE letztlich um 8 Größen-

ordnungen verändert werden (Chen-Goodspeed et al., 2001b; Nowlan et al., 2006).  

Durch zielgerichtete Mutagenese an ausgewählten Aminosäure-Resten des aktiven Zentrums 

der BdPTE wurde zudem deren hydrolytische Aktivität gegenüber den G-Stoffen verbessert. 

Hierbei wurde eine Doppelmutante (H257Y/L303T) gefunden, die mit den getesteten Sub-

straten GB, GD und GF verbesserte Aktivitäten und SP-Enantioselektivität aufwies (Tsai et al., 

2012). Ebenso wurden mehrere Sättigungsmutagenesen-Runden an jeweils zwei Positionen 

zur Verbesserung der Hydrolyse von VX durchgeführt. Die daraus resultierende Mutante 

VRN-VQFL (A80V/K185R/I274N/F132V/H254Q/H257F/S308L) zeigte eine 233-fache verbes-

serte VX-Hydrolyse mit einer katalytischen Effizienz von 4,2 x 106 M-1 min-1 (Bigley et al., 

2013). Durch Error-Prone PCR wurden gezielt Mutationen in die Schlaufe des aktiven Zen-

trums (Loop 7) eingeführt. Die daraus resultierende Mutante L7ep3a (I106C/F132V/H254Q/

H257F/A270V/L272M/I274N/S308L) zeigte zuerst nur eine 100-fache Verbesserung der VX-

Hydrolyse im Vergleich zur wt-BdPTE mit einer katalytischen Effizienz von 1,8 x 106 M-1 min-

1. Später wurde gezeigt, dass die Mutante VRN-VQFL das favorisierte Enantiomer mit einer 

katalytischen Effizienz von 6,6 x 106 M-1 min-1 und die Mutante L7ep3a mit einer Effizienz von 

5 x 107 M-1 min-1 umsetzt, was jeweils einer 1300- bzw. einer 9900-fachen Verbesserung ent-

spricht (Bigley et al., 2015). Beide Mutanten scheinen das SP-Enantiomer zu favorisieren 

(Bigley et al., 2013). Die Mutante L7ep3a wurde für weiteres rationales Design zur verbesser-

ten VR-Hydrolyse herangezogen. Die beste entwickelte Mutante, mit Präferenz für das SP-

Enantiomer L7ep3a(I106G), hydrolysiert SP-VR mit einer katalytischen Effizienz von 1,6 x 

105 M-1 min-1, was eine 600-fache Verbesserung gegenüber dem Wildtyp darstellt (Bigley et 

al., 2015). 

Eine weitere Arbeitsgruppe, die große Anstrengungen in das BdPTE Engineering gesteckt 

hat, war die um Dan S. Tawfik am Weizmann Institut in Israel. Zu Beginn nutzte dieses Labor 
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DNA Shuffling, um randomisierte BdPTE-Bibliotheken herzustellen und Mutanten zu selektie-

ren, die verbesserte Proteinstabilität wie auch erhöhte enzymatische Aktivität aufwiesen. Eine 

dieser Mutanten, S5, zeigte drei Mutationen weit entfernt von der Bindetasche (K185R, 

D208G und R319S) und verglichen mit dem Wildtyp eine 20-fach erhöhte Proteinexpression 

als cytoplasmatisches Maltose-Bindeprotein-(MBP)-Fusionsprotein in E. coli (Roodveldt und 

Tawfik, 2005). In einem darauffolgenden Ansatz wurden Bibliotheken aus früheren Mutanten 

zusammengefügt und mit rechnergestütztem Design kombiniert. Dabei wurde die Mutante 

C23 (K77A/A80V/F132E/T173N/G208D/H254G/I274N) gefunden, mit einer katalytischen 

Effizienz von 5 x 106 M-1 min-1 für SP-VX, sowie A53 (K77A/A80V/I106A/F132E/T173Q/

G208D/A203F/H254G/I274N), mit einer katalytischen Effizienz von 1,3 x 106 M-1 min-1 für SP-

VR, was eine 5800-fache Verbesserung gegenüber dem Wildtyp darstellt (Cherny et al., 

2013). Weitere Kombination von Mutationen in Verbindung mit rechnergestütztem Design, 

brachte erneut eine bessere Mutante für die VR-Hydrolyse hervor. Die Mutante IVAI (A53 + 

C59M/T173N/F203A/D233G/Δ266/P342S) zeigte für SP-VR eine weiter erhöhte katalytische 

Effizienz von 5,3 x 106 M-1 min-1 (Goldsmith et al., 2016). Darauffolgende Arbeiten fokussierten 

sich auf die Stabilisierung der Proteinstruktur, wiederrum durch rechnerbasiertes Design. So 

wurde die bisher beste VR-hydrolysierende Mutante gefunden: d1-IVA1 (IV-A1 + Y309W/

R118E/A203D/S222D/S238D/M293V/S342P/G348T/T352E), mit einer katalytischen Effizienz 

von 1,2 x 107 M-1 min-1 für SP-VR. Um auch verbesserte Mutanten für die VX-Hydrolyse zu 

finden, wurde versucht, die stabilisierte Mutante d1-C23(Y309W) durch Error-Prone PCR 

weiter zu optimieren. In die dabei erhaltene Mutante wurden zusätzlich zwei bzw. drei rech-

nergestützt vorhergesagte Mutationen eingebracht, um schließlich die Mutanten 10-2-C3 

(C23 + A80M/A270S/L271M/Y309W/R118E/A203D/S222D/S238D/M293V/G348T/T352E) 

und 10-1-D11 (10-2-C3 + S267M) zu erhalten. Beide Mutanten hydrolysieren SP-VX mit kata-

lytischen Effizienzen ≥ 5 x 107 M-1 min-1, was einer 10.000-fachen Verbesserung gegenüber 

der wt-BdPTE entspricht (Goldsmith et al., 2017). 

 

1.4.4 Entwicklung der BdPTE als medizinisches Antidot 

In Tierstudien wurde gezeigt, dass die wt-BdPTE fähig ist, Versuchstiere vor Vergiftungen mit 

Pestiziden (Tuovinen et al., 1994) und Tabun (Raveh et al., 1992) zu retten, jedoch kann das 

Wildtyp-Enzym nicht ausreichend vor Vergiftungen mit potenteren OP-Kampfstoffen schüt-

zen. Hierfür bieten die neu entwickelten Enzymkandidaten eine Lösung. So gelang es Worek 

und Kollegen die Variante C23 als Antidot nach einer VX-Exposition von Meerschweinchen 

anzuwenden (Worek et al., 2014b). Die Injektion des MBP-Fusionsproteins von 2-5 mg/kg 

Körpergewicht reichte aus, um den Tod der Versuchstiere zu verhindern und die Vergiftungs-

symptome erheblich zu lindern, wenn das Enzym bis zu 15 min nach Exposition mit sonst 

letalen VX-Dosen intravenös verabreicht wurde (Worek et al., 2014b).    
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Eine weitere Studie von Zhang und Kollegen zeigte, dass eine BdPTE Mutante, welche in 

eine zwitterionische Polymerschicht eingebettet war, als sogenannter Nanoscavenger, eine 

wesentlich längere Plasma Halbwertszeit zeigt als das native Enzym (t1/2 von 26,2 h gegen-

über 0,43 h) (Zhang et al., 2019). Damit konnte eine präventive bzw. therapeutische Wirkung 

des Nanoscavengers gezeigt werden. Ebenso überlebten die Tiere, die mit dem Nano-

scavenger behandelt wurden, wiederholte Sarin-Dosen über eine Woche (Zhang et al., 2019).  

 

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die BdPTE hinsichtlich ihrer Aktivität und Stabilität 

verbessert werden, so dass sie als Antidot bei Vergiftungen mit OP-Pestiziden oder Nerven-

kampfstoffen eingesetzt werden kann. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden die folgenden 

zwei Inhalte bearbeitet: 

(1) Aufgrund der beobachteten oxidativen Empfindlichkeit der BdPTE sollte die Variante 

10-2-C3 dahingehend engineert werden, dass sie eine geringere Oxidationsempfind-

lichkeit bei gleichbleibender bzw. verbesserter Enzymaktivität aufweist. (Veröffentli-

chung 1; Job et al., 2020) 

(2) Aufgrund der Relevanz für die Entwicklung katalytisch verbesserter Enzymvarianten 

sollte die Struktur der Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) aufgeklärt und durch rationales 

Design die Funktion wichtiger Aminosäurereste anhand der Struktur geklärt werden. 

(Veröffentlichung 2; Job et al., 2023) 
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2 Methodenüberblick 

Diese publikationsbasierte Doktorarbeit basiert auf zwei wissenschaftlichen Studien, in denen 

verschiedene gentechnische, molekularbiologische, proteinbiochemische und strukturbiolo-

gische Methoden zum Einsatz kamen. In den Methodenabschnitten der hier eingebundenen 

Veröffentlichungen sind die durchgeführten Arbeiten mit Angabe der Hersteller für genutzte 

Chemikalien, Materialien und Geräte im Detail aufgeführt. Daher wird hier nur eine Übersicht 

der wichtigsten verwendeten Methoden aufgeführt. Gentechnische, molekularbiologische und 

proteinchemische Standardverfahren, welche im Labor von Prof. Dr. A. Skerra bereits etabliert 

waren (insbesondere die Kultivierung und Transformation von E. coli-Stämmen, die Klonie-

rung von Vektoren, Modifizierungen doppelsträngiger DNA, Polymerase-Kettenreaktionen, 

Agarose-Gelelektrophorese oder SDS-PAGE), können vorangegangenen Dissertationen, die 

am Lehrstuhl für Biologische Chemie (TU München) angefertigt wurden, entnommen werden 

(beispielsweise denen von Dr. M. Schlapschy, Dr. M. Gebauer, Dr. L. Friedrich oder Dr. E. 

Eggenstein). Hier dargestellte Methoden, die hauptsächlich von an diesem Projekt mitbetei-

ligten Kollegen durchgeführt wurden, sind als solche gekennzeichnet.  

 

2.1 Bakterienstämme und Vektoren 

Alle E. coli-Stämme und Plasmide stammten aus der Sammlung von Prof Dr. A. Skerra (TU 

München). 

Escherichia coli Stämme: 

XL1-Blue E. coli K12 recA1 endA1 gyrA9 (NalR) thi-1 hsdR17 glnV44 relA1 lac 

Fʹ[proAB lacIq lacZΔM15 Tn10(TetR)]  (Bullock et al., 1987) 

 
BL21 E. coli B F- fhuA2 lon dcm ompT hsdSB(rB

- mB
-) gal [malB+]K-12(λS)  (Studier 

und Moffatt, 1986) 

Vektoren: 

pASK-IBA5(+)  IBA, Göttigen 

pASK-IBA35(+)  IBA, Göttigen 

pASK75   Prof. Dr. Arne Skerra, TU München (Skerra, 1994) 

 

2.2 Ortsgerichtete Mutagenese durch QuikChange PCR  

Um die Vielzahl an Mutanten der BdPTE herzustellen, wurde die QuikChange PCR verwen-

det. Hierbei erfolgt der zielgerichtete Austausch von Basentripletts mittels PCR in Anlehnung 
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an das Protokoll des QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Zheng et al., 2004). Dazu 

wurden zueinander komplementäre Primerpaare mit mindestens 28 bp Länge eingesetzt, die 

in der Mitte jeweils die auszutauschenden Basen enthielten. Mit der Pfu Ultra II Fusion HS 

DNA-Polymerase wurde das als Matrize genutzte Plasmid entsprechend den Hersteller-

angaben in einem Gesamtvolumen von 50 µl amplifiziert. Hierzu wurde 10 ng Plasmid-DNA, 

isoliert aus E. coli XL1-Blue, mit folgendem Protokoll in 19 Zyklen amplifiziert. Üblicherweise 

fand die Denaturierung der doppelsträngigen DNA zunächst bei 95 °C für 30 s statt, und die 

Hybridisierung der Primer an die DNA-Matrix erfolgte bei 54 °C für 1 min. Je nach Länge des 

zu amplifizierenden Abschnitts erfolgte die Synthese der DNA bei 72 °C für 4 bis 5 min. Zur 

Vervollständigung der Syntheseprodukte wurde der Ansatz abschließend für 2 min bei 72 °C 

inkubiert. Durch analytische Agarose-Gelelektrophorese wurde anschließend der Erfolg der 

PCR überprüft. Daraufhin wurde die methylierte Matrizen-DNA durch Inkubation des PCR-

Ansatzes bei 37 °C mit 30 U DpnI für 2 Stunden abgebaut. 5 µl der Lösung der resultierenden 

neu synthetisierten, doppelsträngigen DNA wurde zur Transformation von E. coli XL1-Blue 

Zellen nach dem CaCl2 Protokoll (Cohen et al., 1972) eingesetzt. 

    

2.3 Gentechnische Herstellung und chromatographische Reinigung von 

Enzymen 

Zur Verringerung der Oxidationsempfindlichkeit, für proteinkristallographische Unter-

suchungen, Funktionsuntersuchungen sowie Engineering für Substratspezifität wurden unter-

schiedliche Mutanten der wt-BdPTE (UniProt ID P0A434) und der Variante 10-2-C3 

(Goldsmith et al., 2017) in E. coli exprimiert und zur Homogenität gereinigt. 

2.3.1 Herstellung von BdPTE-Varianten mit dem Strep-tag II 

Die Biosynthese der wt-BdPTE, der Variante 10-2-C3 und deren Mutanten mit dem N-termi-

nalen Strep-tag II (Schmidt und Skerra, 2007) wurde in E. coli BL21 (New England Biolabs, 

Frankfurt am Main) unter Nutzung der Expressionsplasmide pASK-IBA5(+)-Strep-wt-BdPTE 

und pASK-IBA5(+)-Strep-10-2-C3 bzw. modifizierter Versionen dieser Plasmide durchgeführt. 

Da der Expressionsvektor pASK-IBA5(+) auf dem Plasmid pASK75 (Skerra, 1994) basiert, 

trägt dieser ebenfalls das chemisch induzierbare tet-Promotor/Operator-System. So kann die 

Bakterienkultur ohne Belastung durch heterologe Genexpression angezüchtet werden und 

anschließend, bei ausreichender Zelldichte, durch die Zugabe von Anhydrotetracyclin (aTc) 

auf die Überexpression des Zielgens umgeschaltet werden. Ausgehend von einer Einzelkolo-

nie des transformierten E. coli BL21 Stammes wurden die BdPTE-Proteine in 2 L Luria Bertani 

(LB)-Medium im Schüttelkolben-Maßstab hergestellt. Dazu wurde 50 mL LB/Amp-Medium 

(100 mg/L Ampicillin) angeimpft und über Nacht bei 30 °C und 180 rpm inkubiert. Aus dieser 
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Vorkultur wurde im Verhältnis 1:40 eine 2 L Hauptkultur, supplementiert mit 0,2 mM ZnSO4, 

beimpft. Die Hauptkultur wurde bei 30 °C mit 180 rpm bis zu einer OD550 von 0,6-0,8 inkubiert 

und daraufhin die Genexpression durch die Zugabe von 0,2 mg/L aTc (Acros Organics, Geel, 

Belgien) für 5 h bei 30 °C induziert. Anschließend erfolgte die Bakterien-Ernte durch Zentrifu-

gation. Das erhaltene Zellpellet wurde in 25 mL StrepTactin-Affinitätschromatographie-(SA)-

Puffer (100 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 10 mM NaHCO3, 0,1 mM ZnSO4 pH 8,0) re-

suspendiert und mit dem French Press-Zellhomogenisator aufgeschlossen (1000 lb/in2, vier 

Passagen). Nicht aufgeschlossene Zellen sowie Zelltrümmer und Aggregate wurden darauf-

hin durch Zentrifugation vom Lysat abgetrennt. Der zellfreie Proteinextrakt wurde zunächst 

mit 2 nmol Streptavidin (Eigenproduktion) pro 1 nmol Biotin (unter der Annahme, dass 1 L E. 

coli Kultur mit OD550 = 1 ca. 1 nmol Biotin-Carboxyl-Carrierprotein enthält) versetzt, um in einer 

30-minütigen Inkubation bei 4 °C freies Biotin oder biotinylierte Proteine zu komplexieren. 

Anschließend wurde die Proteinlösung filtriert (0.45 µm) und durch StrepTactin Affinitäts-

chromatographie mit dem oben genannten SA-Puffer gereinigt (Schmidt und Skerra, 2007). 

Die Chromatographie wurde bei 4 °C mit einer 8 mL Strep-Tactin-Superflow (IBA, Göttingen) 

Säule durchgeführt. Das Eluat wurde durch Ultrafiltration in einer Amicon Zentrifugations-

einheit (MWCO: 10 kDa; Merck Millipore, Billerica, MA) auf das gewünschte Volumen für die 

Größenausschlusschromatographie (SEC) eingeengt. Die SEC erfolgte mit einer in 50 mM 

Tris/HCl, 100 mM NaCl, 10 mM NaHCO3, 0,01 mM ZnSO4 pH 8,0 äquilibrierten 120 mL 

Superdex S200 16/60 Säule (GE Healthcare). Bei den Chromatographie-Schritten wurden 

jeweils Fraktionen gesammelt und mittels SDS-PAGE (Fling und Gregerson, 1986) unter 

reduzierenden (mit ß-Mercaptoethanol) bzw. nicht reduzierenden Bedingungen analysiert und 

entsprechend der gewünschten Reinheit (> 95 %) vereint. Das gereinigte und in Aliquots auf-

geteilte Protein wurde zuerst bei -80 °C eingefroren und dann bei -20 °C bis zu weiteren 

Messungen gelagert. 

2.3.2 Herstellung von BdPTE-Varianten mit dem His6-tag 

Um die BdPTE-Variante 10-2-C3(C59V/C227V) mit Hexahistidinanhängsel (His6-tag) herzu-

stellen, erfolgte zuerst eine Umklonierung des Struktur-Gens aus dem Vektor pASK-IBA5(+) 

in pASK-IBA35(+). Die Spaltung der doppelsträngigen DNA erfolgte mit den Restriktions-

endonukleasen KasI und HindIII (New England Biolabs) nach Empfehlungen des Herstellers 

in einem 20 µl Ansatz mit 3 µg Plasmid-DNA. Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden zu-

nächst durch präparative Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mithilfe des QIAquick 

Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerprotokoll gereinigt. Zur Konstruktion neuer 

Plasmide wurden die erhaltenen Fragmente mittels T4 DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientific, 

St. Leon-Rot) kovalent verknüpft und anschließend zur Transformation von chemokompeten-

ten E. coli XL1-Blue Zellen verwendet. Nach Isolierung der doppelsträngigen Plasmid-DNA 
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und Überprüfung durch Restriktionsanalyse wurden zum Zweck der Proteinproduktion 

chemokompetente E. coli BL21 Zellen transformiert. 

Wie zuvor beschrieben, erfolgte die Expression im 2 L Schüttelkolbenmaßstab und der Zell-

aufschluss mittels French Press-Zellhomogenisator, wobei die Zellen zuvor in Chromato-

graphie-Puffer (40 mM NaPi, 300 mM NaCl, 5 mM Imidazol pH 7,5) gelöst wurden. Die Rei-

nigung erfolgte dann über Zn2+ vermittelte Affinitätschromatographie (Imobilized Metal Ion 

Affinity Chromatography, IMAC; Skerra et al., 1991). Hierfür wurde der zellfreie Proteinextrakt 

auf eine zuvor mit Chromatographie-Puffer äquilibrierte Zink beladene 5 ml HisTrap HP Säule 

(GE Healthcare) aufgetragen. Nach Erreichen der Basislinie wurde die BdPTE Variante durch 

einen linearen Imidazolgradienten (5 bis 500 mM Imidazol über 25 ml) eluiert. Fraktionen, die 

reine BdPTE enthielten, wurden vereint und weiter durch Größenauschlusschromatographie 

gereinigt. Die SEC erfolgte mit einer in (10 mM Tris/HCl, 0,1 mM ZnSO4 pH 8,3) äquilibrierten 

320 ml Superdex S200 26/60 Säule (GE Healthcare). Nach der SDS-PAGE Analyse der Frak-

tionen wurden diese mit gewünschter Reinheit vereint und mittels Amicon Ultra Zentrifuga-

tionseinheit (MWCO: 10 kDa) auf 10 mg/ml konzentriert. Daraufhin wurde das Protein entwe-

der mit 18 mM Diethyl-4-methylbenzylphosphonate (dEBP; Merck Millipore) oder mit 18 mM 

O-ethyl-[3-(diisopropylamino)propyl]-methylphosphinat (Synthese am Lehrstuhl aus Ethyl-(3-

aminopropyl)-methylphosphinat (FCH Group, Ukraine)), vermischt und für Kristallisations-

ansätze verwendet. 

 

2.4 Electrospray-Ionization Massenspektrometrie (ESI-MS) 

Für die exakte Bestimmung der molekularen Masse rekombinanter Proteine und ihrer Deri-

vate wurde eine massenspektrometrische Analyse durchgeführt. Hierfür wurde eine 5-20 µM 

Lösung des gereinigten Proteins zweimal gegen das 10.000-fache Volumen an 10 mM 

Ammoniumacetat pH 6,6 (Sigma-Aldrich, München) dialysiert und daraufhin mit Ultrafree 

Zentrifugenfiltereinheiten (0,45 µM; Merck) filtriert. Die Probe wurde anschließend auf 50 % 

(v/v) Methanol und 1 % (v/v) Essigsäure eingestellt, um die Massenanalyse im Positiv-Ionen-

modus – unter denaturierenden Bedingungen – durchzuführen. Über eine mit 180 µL/h be-

triebene Spritzenpumpe erfolgte die Applikation der Probe in das mit einer Electrospray 

Ionization (ESI)-Quelle ausgerüstete maXis Time of Flight (TOF)-Massenspektrometer 

(Bruker Daltonics, Bremen). Der Ionentransfer fand unter folgenden Bedingungen statt: Kapil-

larspannung: 3,6 kV; Spannungsdifferenz zur Endplatte: 500 V; Verdampfungsdruck: 0,3 bar; 

Flussgeschwindigkeit des Trockengases: 3,5 L/min; Temperatur des Trockengases: 200 °C; 

Kollisionsenergie: 10 eV bei nicht modifizierten Proteinen bzw. 5 eV bei mit H2O2 behandelten 

Proteinen. 
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2.5 Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie und thermische Denaturierung  

Die CD-Spektren und die thermische Entfaltung gereinigter BdPTE-Varianten wurden mit ei-

nem J-810-Spektropolarimeter (Jasco, Pfungstadt), ausgestattet mit einem PT423S Peletier-

Element, gemessen. Hierzu wurden die Proteine mit einer Konzentration von 2,5 µM gegen 

20 mM KPi, 50 mM K2SO4 pH 7,5 dialysiert und in einer 1 mm Pfadlänge Quarzküvette 

(Hellma, Mühlheim) vermessen. Für thermische Denaturierungsstudien wurde zunächst die 

Wellenlänge mit der maximalen Änderung der Elliptizität bestimmt, indem Spektren von 190 

bis 250 nm zuerst bei 20 °C und dann bei 90 °C aufgenommen wurden. Für die thermische 

Entfaltung der BdPTE-Varianten wurden daraufhin bei einer Wellenlänge von 210 nm die Pro-

ben von 25 °C auf bis zu 90 °C mit einem Temperaturgradienten von 60 K/h erhitzt und mit 

folgenden Parametern vermessen: Bandbreite 1 nm, Response 1 s, Data Pitch 0,1 °C. Durch 

Auftragen der gemessenen Elliptizität gegen die Temperatur erhält man eine sigmoidale 

Denaturierungskurve. Daraus kann auf Grundlage eines Zwei-Zustands-Modells anhand der 

Änderung der freien Enthalpie ΔHm beim Übergang vom nativen in den denaturierten Zustand 

die Schmelztemperatur Tm berechnet und die thermodynamische Stabilität ΔG des gefalteten 

Zustands des Enzyms extrapoliert werden (Schlehuber und Skerra, 2002). 

 

2.6 Enzymaktivitätsmessung (Anja Köhler) 

Die hydrolytische Inaktivierung der Organophosphat-Verbindungen durch die BdPTE-Mutan-

ten wurde durch einen AChE-Hemmungstest bestimmt. Hierfür kommen hämoglobinfreie 

Erythrozytenmembranen als AChE-Quelle zum Einsatz, um Acetylthiocholin zu hydrolysieren, 

wobei die frei werdende Thiolgruppe mit dem chromogenen Ellmanns-Reagenz quantifiziert 

wird (Worek et al., 2014a). Die Assays wurden am Institut für Pharmakologie und Toxikologie 

(Bundeswehr München) durchgeführt. Dazu wurden die Nervenkampfstoffe, Pestizide und die 

BdPTE-Mutanten jeweils in TN-Puffer (50 mM Tris/HCl, 50 mM NaCl pH 8.0) in geeigneter 

Weise verdünnt. 100 µL BdPTE-Lösung und 500 µL OP-Lösung (VX: 4 μM; VR: 1 μM; GF: 

1 μM; GB: 15 μM) wurden vermischt und bei 37 °C für verschiedene Zeiten (tPTE) inkubiert. 

Von dieser Lösung wurde zu definierten Zeitpunkten jeweils eine Probe entnommen und 

gleichzeitig mit dem Acethylthiocholin zum AChE-Hemmungsansatz hinzugegeben. Von jeder 

Probe eines Zeitpunktes der OP-Hydrolyse (tPTE) wurde die zeitabhängige (t)AChE-Aktivitäts-

kurve durch nicht-lineare Regression mit GraphPad Prism 5 analysiert, um die Geschwindig-

keitskonstante erster Ordnung kAChE(tPTE) für die partiell gehemmte AChE zu bestimmen (Gl. 

1; Job et al., 2020; Köhler et al., 2021a). Daraufhin wurde die Konstante erster Ordnung des 

OP-Abbaus, kPTE bestimmt, indem die kAChE(tPTE)-Werte gegen die anfänglichen Inkubations-

zeitpunkte der BdPTE mit dem OP (tPTE) aufgetragen und angepasst wurden (Gl. 2). Daraus 
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wurde die katalytische Effizienz kcat/KM mithilfe der Gl. 3 berechnet, wobei [E] für die BdPTE-

Konzentration steht. Beispielhafte Graphiken können der Veröffentlichung 1 (Job et al., 2020) 

entnommen werden. 

𝐴 = 𝐴𝑚𝑎𝑥(1 − 𝑒−𝑘𝐴𝐶ℎ𝐸(𝑡𝑃𝑇𝐸)×𝑡)  (1) 

kAChE(t𝑃𝑇𝐸) = 𝐵 × 𝑒−𝑘𝑃𝑇𝐸×𝑡𝑃𝑇𝐸 + 𝐶  (2) 

𝑘𝑐𝑎𝑡

𝐾𝑀
=

𝑘𝑃𝑇𝐸

[𝐸]
      (3) 

 

2.7 Proteinkristallographische Methoden (Dr. Eichinger) 

Für die strukturbiologische Untersuchung der BdPTE-Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) mit 

einem Substratanalogon wurden entsprechende Komplexe kristallisiert. Zur Identifizierung 

geeigneter initialer Kristallisationsbedingungen wurde das Prinzip des Sparse-Matrix Screens 

angewandt (Jancarik und Kim, 1991). Hierfür wurde der aus 480 Kristallisationsbedingungen 

bestehende Vector Screen verwendet, der am Lehrstuhl für Biologische Chemie zusammen-

gestellt wurde. Um die Dampfdiffusionsmethode mit sitzendem Tropfen in 96-Well Crystal-

Quick-Platten (Thermo Fisher Scientific) durchführen zu können, wurde unter Zuhilfenahme 

des Kristallisationsroboters FreedomEvo (Tecan, Männedorf, Schweiz) 200 nL der konzen-

trierten Proteinlösung (5-10 mg/mL) mit 200 nL des Kristallisationspuffer vermischt und gegen 

100 µL Reservoirlösung (Fällungsmittel) äquilibriert. Der Kristallisationsverlauf wurde mit dem 

RockImager System (Formulatrix, Bedford, MA) in den durch transparente Klebefolie luftdicht 

verschlossenen Platten bei 20 °C verfolgt. 

Mit Hilfe anschließender Fine Screens wurden vielversprechende Bedingungen des Vector 

Screens hinsichtlich Größe und Streufähigkeit der Kristalle optimiert. Hierfür wurden die 

Konzentration des Proteins, des Fällungsmittels, der pH-Wert sowie die Konzentration von 

Pufferkomponenten variiert. Die Fine Screens wurden ebenfalls nach der Dampfdiffusions-

methode angesetzt, indem hängende Tropfen, bestehend aus 0,5–1,0 μL Proteinlösung und 

0,5–1,0 μL des Kristallisationspuffers, auf silanisierten Deckgläschen gemischt wurden. Diese 

wurden kopfunter auf 24-Well Platten (Crystalgen, Commack, NY), befüllt mit jeweils 1 mL der 

entsprechenden Reservoirlösung, platziert und mit einer Öl/Vaseline-Mischung abgedichtet. 

Die Platten wurden bei 20 °C gelagert und regelmäßig hinsichtlich Kristallbildung untersucht. 

Nach erfolgreicher Kristallisation eines Proteinkomplexes wurde die Datensammlung am 

BESSY II Synchrotron (Helmholtz-Zentrum Berlin) und die Strukturbestimmung mittels mole-

kularen Ersatzes durchgeführt. Bei der Strukturbestimmung wurde das am Lehrstuhl für Bio-

logische Chemie weitestgehend standardisierte Vorgehen angewandt, welches ausführlich in 

der hier eingebundenen Veröffentlichung 2 (Job et al., 2023) beschrieben ist. Die im Rahmen 
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dieser Arbeit gelöste Kristallstruktur wurde mit den Atomkoordinaten und Strukturfaktoren in 

der Protein Data Bank (PDB) unter folgendem Code hinterlegt: 7P85.  

  

2.8 Computerprogramme und Datenbanken  

Computerprogramme: 

Adobe Creative Suite 4 Erstellen von Abbildungen und Bildbearbeitung 

(Adobe, San José, CA) 

ANTICALIgN Analyse und Annotation von Proteinsequenzen 

(Jarasch et al., 2016) 

Biocapt MW  Fotodokumentation von Gelen  

(Vilber Lourmat, Eberhardzell) 

ChemDraw 22.0  Zeichnen chemischer Strukturen und Darstellung von 

Reaktionsgleichungen (PerkinElmer, Waltham, MA) 

Compass Data Analysis Analyse und Dekonvolierung von Massenspektren  

(Bruker Daltonik, Bremen) 

Coot 0.8.9  3D-Modellierung und Analyse von Proteinstrukturen 

(Emsley und Cowtan, 2004) 

Citavi 6.14.4.0 Literaturverwaltung  

(Swiss Academic Software, Wädenswil, Schweiz) 

Geneious 9.1.3  Planung, Visualisierung und Annotation von DNA- 

Sequenzen (Biomatters, Auckland, NZ) 

GraphPad Prism 5/6  Statistische Analysen und Schaubilder  

(GraphPad Software, La Jolla, CA) 

Office Professional 2016  Textverarbeitung und Tabellenkalkulation  

(Microsoft, Redmond, WA) 

PyMOL 1.7.4 und 2.5.4 3D-Darstellung und Analyse von Proteinstrukturen 

(Schrödinger, New York, NY) 

UNICORN 5.20 und 7.04  Steuerung der ÄKTA-Anlagen und Analyse von 

Chromatogrammen (GE Healthcare, München) 
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Datenbanken/Server: 

ExPASy  Proteindatenbank und Analyseprogramme 

www.expasy.org (Gasteiger et al., 2005) 

NCBI  Literaturdatenbank; www.ncbi.nlm.nih.gov 

PISA  Programm zur Analyse makromolekularer Grenzflächen 

www.ebi.ac.uk/pdbe/pisa (Krissinel und Henrick, 2007) 

Protein Data Bank (PDB) Datenbank für Proteinstrukturen  

www.rcsb.org/pdb (Berman et al., 2000) 

UniProt  Datenbank für Proteine 

www.uniprot.org (Apweiler et al., 2004) 
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3 Veröffentlichungen 

Alle in dieser publikationsbasierten Dissertation eingebrachten Veröffentlichungen wurden 

durch Gutachter auf dem entsprechenden Fachgebiet im Auftrag der jeweiligen Fachzeit-

schrift geprüft (engl.: Peer Review). 

 

3.1 Veröffentlichung in Toxicology Letters (2019) - Überblick und eigener 

Beitrag 

Der wissenschaftliche Artikel mit dem Titel: “A catalytic bioscavenger with improved stability 

and reduced susceptibility to oxidation for treatment of acute poisoning with neurotoxic orga-

nophosphorus compounds” wurde am 28. Dezember 2019 (online Version) in der Fachzeit-

schrift “Toxicology Letters” veröffentlicht.  

Zitat:  

Job, L., Köhler, A., Escher, B., Worek, F. & Skerra, A. (2020) A catalytic bioscavenger with 

improved stability and reduced susceptibility to oxidation for treatment of acute poisoning with 

neurotoxic organophosphorus compounds. Toxicol Lett 321, 138–145. 

Zusammenfassung der Veröffentlichung: 

Da Organophosphat Verbindungen eine große Bedrohung darstellen, wird eine Behandlungs-

methode benötigt, die das Organophosphat abbaut, bevor die Acetylcholinesterase im Gehirn 

oder in der Muskulatur gehemmt werden kann. Hydrolytische Enzyme, wie die Phosphotri-

esterase aus Brevundimonas diminuta (BdPTE), bieten eine vielversprechende Lösung. Die 

BdPTE wurde schon früher dem Enzym-Engineering unterzogen, so dass Varianten mit ver-

besserter katalytischen Effizienz gegenüber Nervenkampfstoffen vorliegen. Jedoch sind 

deren biochemische Stabilitäten noch nicht ausreichend für die in vivo Applikation. 

In dieser Publikation wurde rationales Protein-Design angewendet, um die BdPTE Variante 

10-2-C3 gegenüber oxidativem Stress zu stabilisieren. Hierfür wurden die zwei ungepaarten 

Cystein-Reste gegen verschiedene inerte Aminosäuren (Alanin, Leucin, Isoleucin, Methionin 

und Valin) substituiert. Die Einzel- und Doppelmutanten wurden in Escherichia coli produziert 

und zur Homogenität gereinigt. Daraufhin wurden sie hinsichtlich ihrer biochemischen und 

enzymologischen Eigenschaften untersucht. Dabei wurden die Expressionsausbeute, die 

thermische Stabilität, die katalytische Effizienz gegenüber VX, VR, GB und GF und die Oxi-

dationsstabilität mittels Massenspektrometrie bestimmt.  

Einige Mutanten wiesen erhöhte thermische Stabilität auf und waren ebenfalls weniger anfällig 

für oxidativen Stress. Der Austausch der beiden Cystein- gegen Valin-Reste führte zudem 

zum Erhalt der katalytischen Effizienz der Vorgänger-Version. Die so erhaltene verbesserte 
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Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) gilt aufgrund ihres breiten Wirkspektrums gegenüber Sub-

straten und dank der verbesserten Oxidationsunempfindlichkeit als vielversprechender Kan-

didat zur Behandlung von akuten Vergiftungen durch Organophosphat Verbindungen, wie 

Nervenkampfstoffe oder Pestizide. 

Beitrag der Autorin dieser Dissertation: 

Die Autorin dieser Dissertation war maßgeblich an der Konzeption und Durchführung der wis-

senschaftlichen Studie beteiligt. Die Autorin führte den Großteil der Experimente selbst durch 

(beispielsweise Klonierung von Plasmiden, ortsgerichtete Mutagenese, Expression, Reini-

gung und Charakterisierung der Proteine sowie die Probenvorbereitung für den H2O2-Oxida-

tionsassay), sie analysierte die Daten und war federführend am Verfassen des Manuskripts 

sowie der Überarbeitung beteiligt. Die Beiträge der weiteren Autoren waren wie folgt: Anja 

Köhler führte die Enzymassays und deren Auswertung durch, Benjamin Escher stellte die 

gereinigte wt-BdPTE für die CD- und Aktivitätsmessungen zur Verfügung, Franz Worek war 

an der Überarbeitung des Manuskripts und Arne Skerra an der Konzeption der Studie und am 

Verfassen und Überarbeiten des Manuskripts beteiligt. 
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3.2 Veröffentlichung in Biochemistry (2023) - Überblick und eigener Beitrag 

Der wissenschaftliche Artikel mit dem Titel: “Structural and functional analysis of a highly 

active designed phosphotriesterase for the detoxification of organophosphate nerve agents 

reveals an unpredicted conformation of the active site loop” wurde am 08.02.2023 (online 

Version) in der Fachzeitschrift “Biochemistry” veröffentlicht. 

Zitat: 

Job, L., Köhler, A., Eichinger, A., Testanera, M., Escher, B., Worek, F. & Skerra, A. (2023) 

Structural and functional analysis of a highly active designed phosphotriesterase for the 

detoxification of organophosphate nerve agents reveals an unpredicted conformation of the 

active site loop. Biochemistry 62, 942–955. 

Zusammenfassung der Veröffentlichung: 

Neurotoxische Organophosphat-Verbindungen bergen ein hohes Risiko für die Bevölkerung, 

wenn sie z. B. durch Terroristen oder in militärischen Konflikten eingesetzt werden. Die Gabe 

von hydrolytischen Enzymen, welche diese Verbindungen zu nicht-toxischen Metaboliten 

abbauen können, stellen ein Gegenmittel in Aussicht. Die gut studierte homo-dimere Phos-

photriesterase aus dem Organismus Brevundimonas diminuta (BdPTE) ist hierfür ein vielver-

sprechender Kandidat, da sie durch rationales und kombinatorisches Protein-Design bereits 

weiterentwickelt wurde. Einige dieser Varianten, mit bis zu 22 Mutationen pro Enzymunter-

einheit, zeigen erhöhte katalytische Effizienz gegenüber medizinisch relevanten Organophos-

phaten.  

Die Akkumulation an Mutationen macht es jedoch schwierig, weitere Enzymvarianten basie-

rend auf ungenauen Computermodellen zu generieren. Daher wurde die Struktur der hoch 

aktiven Variante 10-2-C3(C59V/C227V), welche zuvor gegenüber Oxidation durch Austausch 

zweier ungepaarter Cysteine stabilisiert wurde, im Komplex mit einem Substrat-Analogon 

durch Röntgen-Strukturanalyse mit einer Auflösung von 1,5 Å aufgeklärt. Hierbei wurde ent-

deckt, dass das lange Loop-Segment (Reste 253 bis 276), welches das aktive Zentrum ab-

deckt, überaschenderweise gegenüber dem Wildtyp-Enzym eine völlig andere Konformation 

annimmt. Diese Veränderung, mit strukturellen Abweichungen von bis zu 19 Å, wurde weder 

in vorherigen Protein-Designstudien vorhergesagt noch in kristallographischen Analysen 

weniger weit entwickelter Varianten gesehen.  

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden weitere Aminosäureaustausche in die BdPTE 10-2-C3 

eingebracht und deren Effekt auf die Proteinstabilität und die katalytische Effizienz gegenüber 

relevanten Organophosphat-Nervenkampfstoffen untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie 
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zeigen, dass die hier untersuchte Variante 10-2-C3(C59V/C227V), obwohl sie aufgrund teil-

weise falscher struktureller Annahmen entstanden ist, eine bereits gut optimierte Variante für 

die Hydrolyse von Organophosphat-Verbindungen darstellt.     

Beitrag der Autorin dieser Dissertation: 

Die Autorin dieser Dissertation war maßgeblich an der Konzeption und Durchführung der 

wissenschaftlichen Studie beteiligt. Die Autorin führte den Großteil der Experimente selbst 

durch (beispielsweise Klonierung von Plasmiden, ortsgerichtete Mutagenese, Expression, 

Reinigung und Charakterisierung der Proteine), sie analysierte die Daten, interpretierte die 

Kristallstruktur und war federführend am Verfassen des Manuskripts sowie der Überarbeitung 

beteiligt. Die Beiträge der weiteren Autoren waren wie folgt: Anja Köhler führte die Enzym-

assays und deren Auswertung durch, Andreas Eichinger führte die Kristallisationsversuche, 

die Synchrotron-Messung und die Strukturbestimmung durch und war an der Interpretation 

der Kristallstruktur beteiligt. Mauricio Testanera unterstütze bei der Klonierung und Protein-

reinigung der His-tag Variante, Benjamin Escher stellte die gereinigte wt-BdPTE für die CD- 

und Aktivitätsmessungen zur Verfügung, Franz Worek lieferte die ursprüngliche Projektidee 

und Arne Skerra war an der Konzeption der Studie und am Verfassen und Überarbeiten des 

Manuskripts beteiligt. 
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4 Diskussion 

4.1 Rationales Stabilitäts-Engineering der BdPTE  

Die BdPTE wurde zuvor intensiv dem Protein-Engineering unterzogen, wobei sich verschie-

dene Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Zielen dieses Enzyms angenommen haben. In 

Abbildung 6 sind die wichtigsten Mutanten im Rahmen der Verbesserung der hydrolytischen 

Aktivität gegenüber OP-Nervenkampfstoffen dargestellt. 

 

Abbildung 6: Stammbaum der BdPTE-Varianten mit verbesserter hydrolytischer Aktivität gegenüber 

OP-Nervenkampfstoffen. Die verschiedenen Generationen an gerichteter Enzymevolution des Weiz-

mann Instituts sind als G(N) bezeichnet. Für Referenzen siehe a: (Roodveldt und Tawfik, 2005); 
b: (Cherny et al., 2013); c: (Khersonsky et al., 2018); d: (Goldsmith et al., 2016); e: (Goldsmith et al., 2017); 
f: (Job et al., 2020), g: (Tsai et al., 2012); h: (Bigley et al., 2013). Nach (Job et al., 2023). 

Zwei Arbeitsgruppen haben bislang optimierte Kandidaten für die VX-Hydrolyse hervorge-

bracht. An der Texas A&M Universität wurde mit nur 7 Mutationen die vielversprechende 

Mutante VRN-VQFL und mit 8 teilweise anderen Mutationen die Mutante L7ep3a entwickelt, 

welche beide gute VX-Hydrolyseraten für das favorisierte SP-Enantiomer zeigen (Kcat/KM von 
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6,6 x 106 M-1 min-1 und 5 x 107 M-1 min-1; Bigley et al., 2015). Jedoch wurden diese Mutanten 

nur auf ihre Fähigkeiten zur Hydrolyse von VX, VR und VX-Analoga untersucht, was die 

Studien der Arbeitsgruppe des Weizmann Instituts in Israel interessanter macht. Hier wurden 

insgesamt 13 Stufen zielgerichteter Evolution durchgeführt, wobei einige nennenswerte 

Mutanten auftraten (siehe Abbildung 6; Cherny et al., 2013; Goldsmith et al., 2016; Goldsmith 

et al., 2017). Nach 5 Runden der gerichteten Mutagenese wurde die Mutante C23 mit 7 

Mutationen selektiert, welche bereits ein breites Spektrum an OP-Kampfstoffen (VX, RVX, 

CVX, GA, GB, GD und GF) mit Hydrolyseraten > 2 x 106 M-1 min-1 abdeckt (Cherny et al., 

2013).  

Nach 10 Runden der gerichteten Evolution schien allerdings ein Optimierungs-Plateau 

erreicht, so dass für die SP-VX-Hydrolyse keine verbesserten Mutanten mehr gefunden 

wurden. Daher wurden in der 11. Evolutionsrunde stabilisierende Mutationen eingefügt, die 

durch die Verbesserung der Löslichkeit bereits die SP-VX-Hydrolyse um Faktor zwei verbes-

sern konnten und das Enzym bereit für weitere Mutationen machte (Goldsmith et al., 2017).     

Die Mutante 10-2-C3 (Goldsmith et al., 2017) zeigte nach 13 Generationen des Enzym-Engi-

neerings und mit insgesamt 19 Mutationen bereits sehr hohe katalytische Effizienz gegenüber 

SP-VX, mit 5 x 107 M-1 min-1, und auch beachtliche katalytische Effizienzen gegenüber weite-

ren relevanten OP-Nervenkampfstoffen (G-Stoffe: zwischen 1,4 und 279 x 106 M-1 min-1; SP-

RVX und CVX mit jeweils 3,2 und 3,7 x 106 M-1 min-1; Goldsmith et al., 2017). Daher wurde 

diese Mutante ausgewählt, um in dieser Arbeit weitere Optimierungen hinsichtlich ihrer Stabi-

lität und ihrer katalytischen Effizienz vorzunehmen. Ein Nachteil dieser Mutante war jedoch, 

dass sie, wie schon die wt-BdPTE, zwei ungepaarte Cys-Reste trägt, die gegenüber Oxidation 

sehr empfindlich sind. Dies kann bereits bei der zytoplasmatischen Produktion in E. coli auf-

grund des reduzierenden Milieus zu Problemen führen. Ebenso können oxidative Protein-

modifikationen während der Verarbeitung und Lagerung auftreten, sodass freie Cys-Reste als 

generelles Problem für die Entwicklung biopharmazeutischer Produkte angesehen werden 

(Shacter, 2000).  

Zu Beginn dieser Arbeit mit der Mutante 10-2-C3 wurde diese Oxidationsempfindlichkeit in 

SDS-Gelen unter denaturierenden Bedingungen festgestellt. Bei Analyse des Enzyms unter 

nicht reduzierenden Bedingungen wurden zusätzliche Banden im Vergleich zu den redu-

zierenden Bedingungen beobachtet, was auf inter- und intramolekulare Disulfidbindungen hin-

wies (Job et al., 2020). Daher wurden die beiden Cys-Reste an den Positionen 59 und 227 

durch inerte Reste substituiert und hierbei versucht, die katalytische Aktivität der Vorgänger-

mutante nicht negativ zu beeinflussen. Dies war bei der 10-2-C3(C59V/C227V) Mutante der 

Fall, wobei die katalytische Effizienz gegenüber allen getesteten OP-Kampfstoffen sogar 

leicht verbessert werden konnte und ebenso die thermische Stabilität (Tm) um 2 °C erhöht ist. 

Nach Behandlung mit dem Oxidationsmittel H2O2 wurden in ESI-MS-Messungen für diese 
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Mutante auch weniger modifizierte Spezies gefunden als für die Vorgängermutante. Da für 

das Enzym mit einer zusätzlichen M317L Mutation noch weniger oxidierte Spezies im Ver-

gleich zur C59V/C227V-Mutante gefunden wurden und die thermische Stabilität weiter erhöht 

war, erscheint es möglich ein noch oxidationsresistenteres Enzym zu entwickeln, indem alle 

vorhandenen Met-Reste substituiert sind. Jedoch führte bereits der erste Methionin-Aus-

tausch bei der C59L/C227A/M317L-Mutante zu geringeren Ausbeuten und katalytischen 

Aktivitäten (Job et al., 2020). Met314 ist ebenfalls in der näheren Umgebung des aktiven Zen-

trums, so dass die Substitution dieses Restes zu ähnlichen nachteiligen Effekten führen sollte. 

Die Met-Reste 138 und 325 sind von der Proteinoberfläche nicht zugänglich, daher sind diese 

vermutlich weniger oxidationsempfindlich. Met80 ist dagegen dem Lösemittel ausgesetzt und 

daher ein möglicher Kandidat für eine weitere Substitution. Auch wurde diese Seitenkette erst 

in der 13. Generationsrunde in die Mutante 10-2-C3 eingeführt, anstelle von Ala bzw. Val und 

so könnte eine Rückmutation zu Val eine weitere Stabilisierung gegenüber Oxidation be-

wirken. 

Zuvor wurde schon angenommen, dass die Variante 10-2-C3 als Wirkstoff für die Prophylaxe 

oder zur Post-Expositions-Therapie eingesetzt werden kann (Goldsmith et al., 2017). Durch 

die Reduktion der Oxidationsempfindlichkeit ist die in dieser Arbeit generierte C59V/C227V-

Mutante, ein weiterer vielversprechender Kandidat für die in vivo Applikation.  

 

4.2 Potential hochaktiver Biokatalysatoren für den therapeutischen Einsatz  

Schon früh wurde gezeigt, dass die BdPTE ein vielversprechender Kandidat als Antidot bei 

Vergiftungen mit phosphoroganischen Verbindungen ist. In einer Maus-Studie waren die 

Tiere, die mit hohen Dosen an wt-BdPTE (100 mg/kg Körpergewicht, intravenös, (i.v.)) vorbe-

handelt wurden, nicht von Soman-Dosen beeinträchtigt, die mehr als doppelt so hoch waren 

wie die Dosen, die die Kontrolltiere im Zeitraum von 2-5 h töteten (Broomfield, 1992). In einer 

anderen Maus-Studie konnte gezeigt werden, dass bereits geringe Dosen wt-BdPTE (0,25 -

3 mg/kg Körpergewicht, i.v.) als Prophylaxe ausreichen, um die 50-fache Paraoxon-Dosis zu 

tolerieren, während kein schützender Effekt gegenüber geringen Sarin- und Soman-Dosen 

beobachtet wurde (Tuovinen et al., 1994). Daher reichten die geringen Enzymdosen hier nicht 

aus, um eine schützende Wirkung gegenüber Soman zu erreichen. In einer weiteren Maus-

Studie hingegen reichten 0,6-1 mg/kg Körpergewicht (i.v.) wt-BdPTE als Prophylaxe aus, um 

die 4 - 5,7 x LD50 Dosis an Tabun zu überleben (Raveh et al., 1992). Diese Ergebnisse ver-

deutlichen die Notwendigkeit einer verbesserten BdPTE-Variante mit höheren katalytischen 

Aktivitäten gegenüber einem breiterem Spektrum an Nervenkampfstoffen und Pestiziden, da 

bei höheren Aktivitäten die Enzymdosis signifikant reduziert werden kann.  
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Bei Meerschweinchen-Studien mit BdPTE-Mutanten zeigte sich (Worek et al., 2014b), dass 

5 mg/kg der Variante C23 (fusioniert mit dem Maltose-Bindeprotein (MBP); kcat/KM gegenüber 

SP-VX: 0,5 x 107 M-1 min-1) i.v. verabreicht, 5 min nach der VX-Gabe (~2 x LD50; 18 µg/kg, 

subkutan (s.c.)) ausreichen, um die Tiere ohne bzw. mit nur geringen Symptomen den Ver-

suchszeitraum (180 min) überleben zu lassen. Die gleiche Dosis reichte auch bei späterer 

Gabe (15 min nach VX) aus, um die Tiere den Versuchszeitraum überleben zu lassen, wobei 

diese jedoch mit Symptomen wie Speichelfluss / Bronchorrhö, Krämpfen und veränderter 

Atmung zu kämpfen hatten (Worek et al., 2014b).  

Dies legt nahe, dass die Behandlung mit der BdPTE so schnell wie möglich nach Exposition 

mit einem Kampfstoff erfolgen sollte. Hierbei besteht jedoch das Problem, dass eine intra-

venöse Injektion Zeit kostet und trainiertes Personal erfordert. Daher wurden in einer weiteren 

Studie alternative Applikationsmethoden mit einer weiter verbesserten Variante (C23AL; ohne 

MBP; kcat/KM gegenüber SP-VX von 1,2 x 107 M-1 min-1) untersucht (Wille et al., 2016). Unter 

anderem wurde die intramuskuläre (i.m., Injektion in den Muskel) und die intraossäre (i.o., 

Injektion in die Knochenmarkshöhle) mit der intravenösen Verabreichung verglichen. Die 

intramuskuläre Injektion führte jedoch im gesamten Versuchszeitraum von 180 min (erste 

Messung nach 1 min) zu keiner detektierbaren Plasmakonzentration der BdPTE-Variante; 

daher scheint dieser Applikationsweg für das Enzym ungeeignet. Im Gegensatz hierzu scheint 

die intraossäre sehr gut vergleichbar mit der intravenösen Injektion, sowohl den Schutz der 

AChE in Erythrozyten und im Zwerchfell betreffend als auch die C23AL Plasma-Konzentration 

(jeweils 0,6 µmol/L nach 1 min für i.o. und i.v.; Wille et al., 2016). Da für die intraossäre Appli-

kation kommerzielle Systeme zur Verfügung stehen, deren Handhabung leicht erlernt werden 

kann (Calkins et al., 2000), scheint dies eine gute Alternative zur intravenösen Applikation 

darzustellen. 

Beim Vergleich der Studien von C23 und C23AL wurde festgestellt, dass das Verteilungs-

volumen von C23AL etwa doppelt so groß ist, wie das von C23, was auf deren Fusion mit 

MBP zurückzuführen ist. Ebenso wurde die theoretische Hydrolyse-Halbwertszeit des 

toxischen SP-VX für C23 und C23AL bestimmt, welche 7,3 s (Worek et al., 2014b) bzw. 5,4 s 

(Wille et al., 2016) betrug. Dies korrelierte jedoch nicht mit den experimentellen Befunden in 

vivo, bei denen 5 mg/kg C23 SP-VX schneller hydrolysierten als 2 mg/kg C23AL (Wille et al., 

2016). Daher ergab sich die Frage, ob Plasmaproteine die BdPTE inhibieren.  

Dieser Fragestellung ging eine weitere Studie auf den Grund, wobei die potentiell hemmende 

Wirkung von Albumin und die zugrundeliegenden biochemischen Mechanismen mit einer 

BdPTE-Mutante mit erhöhter OP-Hydrolyseaktivität untersucht wurden (Köhler et al., 2021b). 

Da die zwei Zink-Ionen im aktiven Zentrum der BdPTE für die katalytische Aktivität eine wich-

tige Rolle spielen, wurde die inhibitorische Wirkung von Humanem Serum Albumin (HSA), 

welches mehrere Zink-Binde-Stellen besitzt (Kratz, 2008), Meerschweinchen Serum Albumin 
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(GSA), ohne die hoch-affine Zink-Binde-Stelle (Blindauer et al., 2009) und verschiedenen 

niedermolekularen Thiolverbindungen, welche Komplexe mit Zink einzugehen vermögen 

(Besouw et al., 2013; Turell et al., 2013), untersucht. Mit allen Stoffen konnte eine inhibitori-

sche Wirkung festgestellt werden, und die detaillierte Untersuchung von HSA in vitro zeigte, 

dass der inhibierende Mechanismus auf die Metall-Bindestelle sowie den freien Cys-Rest zu-

rückzuführen ist, da beide die funktionellen Zink-Ionen dem aktiven Zentrums der BdPTE ent-

ziehen können. Daher sollten derlei inhibitorische Effekte bei der therapeutischen Entwicklung 

und der Formulierung für klinische Studien in Betracht bezogen werden (Köhler et al., 2021b). 

Ein weiteres Problem stellt die relativ ausgeprägte Spezifität der BdPTE und ihrer Mutanten 

dar; wie auch schon zuvor für die Variante 10-2-C3 festgestellt (Despotović et al., 2019), 

hydrolysiert die für SP-VX- verbesserte Variante 10-2-C3(C59V/C227V) die OPs RVX, CVX, 

GB und GF mit deutlich geringerer Aktivität (kcat/KM < 0,6 x 107 M-1 min-1; Job et al., 2020; 

Köhler et al., 2021a). In der Notfallsituation einer OP-Vergiftung ist jedoch oft nicht bekannt, 

mit welcher Substanz der Patient vergiftet wurde, und daher ist es essentiell ein weites Spek-

trum an OPs abzudecken, da die Behandlung so schnell wie möglich erfolgen muss. Um 

diesem Nachteil entgegenzuwirken wurde in einer Studie ein Enzymmix, bestehend aus drei 

BdPTE-Mutanten, welche zusammen alle bekannten V- und G-Kampfstoffe im Bereich von 

0,2 × 107 bis zu 108 M-1 min-1 hydrolysieren, betrachtet (Despotović et al., 2019). Deren 

Sequenzidentität beträgt 96 %, so dass die Autoren davon ausgehen, dass die Enzym-

mischung von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) als ein einziges biologisches 

Produkt angesehen würde (Despotović et al., 2019). Jedoch würde sich dennoch die 

biopharmazeutische Entwicklung sehr aufwendig und kostspielig gestalten, da für jeden ein-

zelnen Arzneimittelkandidaten die GMP-Produktion sowie eine klinische Studie gemäß den 

behördlichen Richtlinien erfolgen muss (Escher et al., 2020). 

Eine alternative Lösung stellt dem gegenüber eine heterodimere PTE-Variante dar, bei der 

die hoch homologe Aminosäuresequenz der BdPTE und der ArPTE und deren jeweils homo-

dimere Quartärstruktur ausgenutzt wird. Es konnte gezeigt werden, dass ein solches einzel-

kettiges heterodimeres Enzym bestehend entweder aus zwei unterschiedlichen BdPTE-Mu-

tanten oder einer BdPTE- und ArPTE-Untereinheit, verlinkt über einen Pro/Ala/Ser- (PAS-) 

Linker, bei verschiedenen Substraten jeweils die Aktivität der aktiveren Untereinheit aufweist. 

Daher scheint ein solches homogenes bispezifisches Enzym eine generelle Lösung für die 

Breitbandhydrolyse von OP-Stoffen darzustellen (Escher et al., 2020). 

Für die in vivo Applikation ist letztlich die absolute katalytische Aktivität des Bioscavengers 

von Bedeutung für den erfolgreichen klinischen Einsatz, z. B. müsste man 350 mg BdPTE 

C23 für die Behandlung eines 70 kg schweren Menschen einsetzen (Worek et al., 2016). 

Solche hohen Dosen wären nur mit hohem Aufwand herzustellen und auch nur begrenzt prak-

tikabel für eine Bolus Injektion. Daher sind aktivere BdPTE, wie die hier vorgestellte 10-2-
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C3(C59V/C227V) notwendig. In mehreren Studien wird von einer Enzymaktivität von kcat/KM 

von ≥ 5 x 107 M-1 min-1 ausgegangen, um bei praktikablen Enzymdosen (< 1 mg/kg) einen 

Schutz ohne Vergiftungssymptome zu erreichen (Ashani et al., 2016; Worek et al., 2016), was 

auf die Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) in Bezug auf VX zutrifft.  Jedoch besitzt die wt-BdPTE 

bzw. wt-ArPTE in Mäusen bzw. Ratten nur eine Plasma-Halbwertszeit von < 1 h (Ashani et 

al., 1991a; Gresham et al., 2010), was insbesondere bei perkutanen Vergiftungen mit V-Stof-

fen ein Problem darstellen kann, da diese eine längere Persistenz besitzen (Worek et al., 

2014b; Worek et al., 2016).  

Um die Blood Clearance aktiver Proteine in vivo zu verzögern, kann die PASylierungstechno-

logie angewendet werden (Binder und Skerra, 2017). Je nach Länge der fusionierten struk-

turell ungeordneten und biochemisch inerten Polypetidkette aus den Aminosäuren Pro, Ala 

und Ser vergrößert sich das hydrodynamische Volumen des Proteinwirkstoffs drastisch, was 

die Nierenfiltration verzögert (Schlapschy et al., 2013). In dieser Arbeit wurde daher ein 

PAS(200)-Tag an die vielversprechende Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) angehängt, um 

deren Plasmahalbwertszeit zu erhöhen (Variante 10-2-C3(C59V/C227V)-PAS(200), im nach-

folgenden Text als PASylierte BdPTE bezeichnet; Köhler et al., 2021a). Beim Aktivitätstest 

mit einem Spektrum an Substraten (vier G-Stoffe, sieben V-Stoffe und drei Amiton-Analoga) 

zeigte die PASylierte Mutante ein vergleichbares Aktivitätenprofil wie die Version, ohne PAS-

Tag (Köhler et al., 2021a). Auch die zuvor beschriebene Methode um heterodimere, bispe-

zifische BdPTE zu erhalten (Escher et al., 2020) wurde hier angewandt, indem die Mutanten 

C23 (Cherny et al., 2013) und 10-2-C3(I106A/C59V/C227V) (Job et al., 2020) über einen 

PAS(100) Linker miteinander fusioniert wurden. In dieser sogenannten PTE-C23(R152E)-

PAS(100)-10-2-C3(I106A/C59V/C227V/E71K)-PAS(200) (im folgenden Text als hetero-

dimere BdPTE bezeichnet) wurde ebenso die Dimerisierung mit Hilfe von Steuerungsmuta-

tionen (R152E und E71K) stabilisiert und das hydrodynamische Volumen über einen zusätz-

lichen PAS(200)-Tag vergrößert (Köhler et al., 2021a). Diese beiden Mutanten (PASylierte 

und heterodimere BdPTE) schienen vielversprechend für den therapeutischen Einsatz, da sie 

beide hoch aktiv (kcat/KM-Werte ≥ 107 M-1 min-1 für mehrere G- und V-Stoffe) waren und auf-

grund der PASylierung eine längere Plasma-Halbwertzeit versprachen. Für den VX-Abbau 

wurden basierend auf der oben genannten Meerschweinchen-Studie (Worek et al., 2014b), 

t1/2-Werte von 2,3 und von 7,7 s für die PASylierte BdPTE bzw. die heterodimere BdPTE ab-

geschätzt. Daher dürfte die PASylierte BdPTE bei einer Dosis von 1 mg/kg die geforderte Zeit 

< 5 s zum Abbau des OP einhalten, während die heterodimere BdPTE nahe an diesen Wert 

herankommt (Köhler et al., 2021a). 

Daher wurden diese beiden vielversprechenden Mutanten im Vergleich zur wt-BdPTE in einer 

Post-Expositions-Studie mit VX-vergifteten Ratten untersucht (Stigler et al., 2022). In diesem 
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Rahmen wurde auch eine Pharmakokinetik-Studie nach i.v. Gabe der drei BdPTEs durchge-

führt. Für die nicht PASylierte wt-BdPTE (1,0 mg/kg) wurde eine Plasmahalbwertszeit 

(t1/2PTE) von 39 min, für die PASylierte BdPTE (1,4 mg/kg) von 94 min und für die hetero-

dimere BdPTE (1,3 mg/kg) von 165 min bestimmt. So wurde erwartungsgemäß nachgewie-

sen, dass die PASylierungstechnologie eine bedeutsame Verlängerung der Plasmahalbwerts-

zeit erwirkt (Stigler et al., 2022). Dieser Effekt war bei der heterodimeren BdPTE am größten, 

wo beide Untereinheiten einmal über einen PAS(100)-Linker verbunden und mit einem 

PAS(200)-Anhängsel fusioniert waren (insgesamt 300 PAS-Reste), während bei der PASy-

lierten BdPTE zwei Untereinheiten mit jeweils einem PAS(200)-Anhängsel vorlagen (insge-

samt 400 PAS-Reste). Demzufolge scheint neben der Vergrößerung des hydrodynamischen 

Volumens auch die Stabilisierung des Dimers durch den PAS-Linker zwischen den Unterein-

heiten zur verlängerten Plasmahalbwertszeit beizutragen. 

Mit der bekannten katalytischen Aktivität und der aus der Pharmakokinetik-Analyse bekannten 

maximalen Plasmakonzentration (Cmax) der Enzyme konnte ebenfalls die Halbwertszeit der 

VX-Hydrolyse in vivo abgeschätzt werden, welche demnach für die PASylierte BdPTE 2,4 s 

betrug (1,4 mg/kg, Cmax = 4,6 x 10-7 mol/L; kcat/KM = 3,8 x 107 M-1 min-1; Stigler et al., 2022), 

also vergleichbar mit der zuvor ermittelten t1/2 von 2,3 s (1 mg/kg) (Köhler et al., 2021a). Für 

die heterodimere BdPTE (1 mg/kg; kcat/KM = 2,1 x 107 M-1 min-1) wurde ein t1/2-Wert von 7,7 s 

vorhergesagt (Köhler et al., 2021a), was wiederum vergleichbar war mit den in vivo bestimm-

ten Werten von 8,2 s (1,3 mg/kg; Cmax =2,4 x 10-7 mol/L) bzw. 3,1 s (2,6 mg/kg; Cmax = 6,3 x 

10-7 mol/L). Dies sind im Vergleich zur wt-BdPTE (1 mg/kg, Cmax = 5,7 x 10-7 mol/L; kcat/KM = 

0,002 x 107  M-1 min-1) mit t1/2 von 3632 s vielversprechende Eigenschaften (Stigler et al., 

2022).  

Dies zeigte sich auch in der Pharmakodynamik-Studie, in der die Versuchstiergruppe, die mit 

der wt-BdPTE (i.v.) 5 min nach Gabe von ~2 x LD50 VX (25 µg/kg, s.c.; Misik et al., 2015) 

behandelt wurden, über den Versuchszeitraum schwere Vergiftungssymptome und Kreislauf-

depression vergleichbar mit der VX-Kontrollgruppe zeigten. Tatsächlich starben in der VX-

Kontrollgruppe alle Tiere spätestens nach 71 min (Mittelwert: 46 ± 17 min) und in der wt-

BdPTE-Gruppe nach 97 min (Mittelwert: 54 ± 19 min). Im Gegensatz dazu überlebten alle 

Versuchstiere, die mit der heterodimeren BdPTE (1,3 und 2,6 mg/kg) oder der PASylierten 

BdPTE (1,4 mg/kg) behandelt wurden, den Versuchszeitraum von 180 min. Bei der initialen 

Dosis der heterodimeren BdPTE (1,3 mg/kg) zeigten die Ratten jedoch Symptome wie 

Krämpfe und Atembeschwerden, wohingegen die doppelte Dosis (2,6 mg/kg) davor schützte. 

Bei der PASylierten BdPTE (1,3 mg/kg) wurden im Versuchszeitraum auch bei der niedrigeren 

Dosis keine schweren klinischen Anzeichen wie Krämpfe und Atemnot beobachtet.  

Die Stereospezifität der beiden BdPTE Varianten für SP-VX konnte, wie schon in vitro (Köhler 

et al., 2021a), auch in vivo durch die Analyse der VX-Enantiomere nachgewiesen werden, 
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wobei die SP-VX Konzentration bereits nach kurzer Zeit (ca. 5 min) unter der Bestimmungs-

grenze lag. Die RP-VX Konzentration begann im Fall des Heterodimers (2,6 mg/kg) und der 

PASylierten BdPTE nach rund 5 min abzunehmen, wobei die Nachweisgrenze nach 90 - 

120 min unterschritten wurde. Die AChE-Aktivität im Zwerchfell und verlängerten Rückenmark 

zeigte, dass die Verteilung des gemessenen VX vom zentralen Blutkreislauf in das Gewebe 

nicht vollständig verhindert werden konnte, jedoch war diese im Vergleich zur Behandlung mit 

wt-BdPTE im Fall der hochdosierten Heterodimeren und der PASylierten BdPTE signifikant 

reduziert (Stigler et al., 2022). So konnte diese Studie eine erfolgreiche Behandlung der ver-

gifteten Versuchstiere nachweisen, wobei die verlängerte Plasmahalbwertszeit bei VX offen-

bar eine wichtige Rolle spielt, da dieses OP eine hohe biologische Stabilität und lange Ver-

weildauern in vivo zeigt (Reiter et al., 2011; Reiter et al., 2015).  

Bei der Atropin- und Oxim-Behandlung ist dagegen eine wiederholte Gabe notwendig, um ein 

ausreichendes Niveau an aktiver AChE zu erhalten (Wille et al., 2019). Die PASylierungstech-

nologie könnte eine wiederholte Gabe des katalytischen Bioscavengers vermeiden, vor allem 

wenn das PAS-Anhängsel noch verlängert (z. B. auf 600 Reste) und so das hydrodynamische 

Volumen und somit die Zirkulationsdauer weiter vergrößert wird (Binder und Skerra, 2017; 

Schlapschy et al., 2013; Stigler et al., 2022). Es wurde zwar schon zuvor mit einer PEGylierten 

Version der wt-BdPTE (0,075 mg/kg, i.v.) in Meerschweinchen gezeigt, dass die Zirkulations-

halbwertszeit t1/2 von 52 min auf fast 4 h mit linearem PEG und auf bis zu 32,5 h mit verzweig-

tem PEG verlängert werden kann (Novikov et al., 2010), jedoch hat die PASylierung gegen-

über der PEGylierung einige Vorteile. Zum einen ist ein PASyliertes Protein leichter herzu-

stellen, da es als Fusionsprotein direkt in der Zelle produziert wird und so die chemische 

Kopplung entfällt. Zum anderen akkumulieren die PAS-Polypeptide über die Zeit nicht in den 

Zellen und im Gewebe, wie dies bei PEG der Fall ist (Gebauer und Skerra, 2018; Schlapschy 

et al., 2013). 

In einer weiteren Studie wurde die wt-BdPTE bzw. eine Mutante mit einer dünnen hydrophilen 

Poly(carboxybetain)-(PCB)-Polymerschicht überzogen, was in einem sogenannten Nano-

scavenger resultierte (Zhang et al., 2019). Auch hier konnte das hydrodynamische Volumen 

signifikant vergrößert werden, so dass in Ratten eine Plasmahalbwertszeit t1/2 von 26,2 h 

gegenüber 0,43 h für das native Enzym (jeweils 1 mg/kg, i.v.) erreicht wurde. Jedoch hat auch 

dieser Nanoscavenger Nachteile, da noch kein Prozess für eine technische Herstellung ver-

fügbar ist. Zudem besteht der Nanoscavenger aus nicht abbaubaren PCB Polymeren, für 

welche noch keine Langzeitstudien in vivo über deren Metabolismus und Langzeitsicherheit 

durchgeführt wurden (Zhang et al., 2019). 

Dabei reichte eine Dosis von 10 - 20 µg/kg wt-BdPTE in Form des Nanoscavengers aus, um 

mit 2 x LD50 von Paraoxon (0,86 mg/kg) vergiftete Ratten ohne Symptome überleben zu 

lassen (Zhang et al., 2019). Im Gegensatz hierzu mussten mit wiederholten Dosen 2 x LD50 
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an Sarin (87 µg/kg) vergiftete Meerschweinchen mit 5 mg/kg eines mutierten Nanoscavenger 

(BdPTE(H257Y/L303T), BdPTE-YT; Tsai et al., 2012) behandelt werden (Zhang et al., 2019). 

Hieran sieht man, wie wichtig die Aktivität für eine geringe Dosis ist, da die wt-BdPTE für 

Paraoxon einen kcat/KM Wert von 1,4 x 109 M-1 min-1 besitzt, während die BdPTE-YT gegenüber 

Sarin einen kcat/KM Wert von 1,2 x 108 M-1 min-1 zeigt (Tsai et al., 2012) und so bei Paraoxon-

Vergiftungen um einiges geringere wt-BdPTE Dosen ausreichen. 

Um die in dieser Arbeit konstruierte Mutante BdPTE 10-2-C3(C59V/C227V) weiter gegenüber 

VX oder anderen OP-Kampfstoffen verbessern zu können, ist es essenziell, die genaue Struk-

tur des Enzyms zu kennen, da dies die Grundlage für das rationale Protein-Engineering 

darstellt. 

 

4.3 Einblicke in die Kristallstruktur der Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die BdPTE 10-2-C3(C59V/C227V) im Komplex mit dem Über-

gangszustand-Analogon für Paraoxon (Diethyl-4-methylbenzylphosphonat (dEBP); Abbildung 

2) kristallisiert und mittels Röntgenbeugung am Synchrotron konnte die Struktur mit einer Auf-

lösung von 1,5 Å aufgeklärt werden (Abbildung 7A; Job et al., 2023). Hierbei wurde festge-

stellt, dass im aktiven Zentrum ein partiell hydrolysiertes Monoethyl-Derivat des Substrat-

Analogons (mEBP; Abbildung 2) vorlag. In der Proteinfaltung waren alle essenziellen Sekun-

därstrukturen im Vergleich zur wt-BdPTE konserviert, obwohl mittlerweile 22 Aminosäure-

austausche aufgrund des intensiven Enzym-Engineerings vorlagen. Wenn man jedoch die wt-

BdPTE (PDB: 1DPM; Vanhooke et al., 1996) im Detail mit der neuen Struktur der BdPTE 10-

2-C3(C59V/C227V) verglich, fiel auf, dass die oberflächenexponierte Schleife 7 (in der Litera-

tur und folgend als Loop 7 bezeichnet), welche von Rest 253 bis 276 reicht, eine starke 

Abweichung vom ursprünglichen Enzym zeigt (Abbildung 7B).  

Diese Schleife deckt das aktive Zentrum mit dem gebundenen Substrat ab, und die maximale 

Abweichung zwischen den beiden Kristallstrukturen beträgt bei Rest Gly261 zwischen den 

Cα-Atomen 19,0 Å. Während des computergestützten Designs der 10-2-C3 Mutante unter 

Nutzung der Programme Rosetta (Cherny et al., 2013; Goldsmith et al., 2016; Richter et al., 

2011) und PROSS (Goldenzweig et al., 2016) wurden solche strukturellen Veränderungen 

weder vorhergesagt noch in Betracht gezogen; daher ist diese Strukturveränderung sehr 

bemerkenswert und wurde wahrscheinlich durch die Akkumulation mehrerer Mutationen her-

vorgerufen. Als verantwortliche Mutation für die Umstrukturierung des Loops kommen meh-

rere Mutationen in Betracht: D233G, H254G, A270S, L271W, I274N und Y309W. Wenn man 

die Umgebung um diese Aminosäurepositionen genauer betrachtet, wird deutlich, dass diese 

Mutationen nur zusammen zur Umstrukturierung geführt haben, da einige Kristallstrukturen 



  Diskussion 

 

  40  

vorhanden sind, die einzelne dieser Mutationen tragen und trotzdem die ursprüngliche Struk-

tur des Loop 7 beibehalten (Abbildung 7C).  

 

Abbildung 7: Dreidimensionale Struktur der BdPTE 10-2-C3(C59V/C227V). (A) Das Dimer mit den 

Untereinheiten in hellem Pink und Hellblau, überlagert mit der in Grau dargestellten wt-BdPTE (PDB 

ID: 1DPM). Mutierte Reste sind als „Sticks“ (Glycin-Reste als Kugeln) dargestellt. Von diesen sind 

mutierte Reste im aktiven Zentrum in Blau, mutierte Reste für die Enzymstabilisierung in Grün und die 

beiden mutierten Cystein-Reste (Val59 und Val227) in Gelb gefärbt. ZnII-Ionen sind als goldene Kugeln 

dargestellt. Loop 7 ist in der BdPTE Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) in Rot und in der wt-BdPTE in 

Grün gefärbt. mEBP ist orange und dEBP dunkelgrün gefärbt. (B) Zoom in das aktive Zentrum. (C) 

Vergleich der Loop 7 Konformationen (Reste 257-273; diese Struktur orange und Loop 7 rot/weiß), mit 

der wt-BdPTE (PDB ID: 1DPM; grün) und andere Enzymmutanten mit bekannter 3D-Struktur: A53 (PDB 

ID: 6FEI; magenta), C23 (PDB ID: 6FU6; gelb), L7ep-3a (PDB ID: 4ZST; cyan), PTE_27 (PDB ID: 

6GBK; grau), und GWT-d3 (PDB ID: 3URA; lila). Die Cα-Atome der Reste His257 und Gly273, bei 

denen die Abweichung von Loop 7 beginnt bzw. endet, sind als Kugeln, der Ligand mEBP als Stab-

Kugel-Modell (orange) dargestellt. Die gestrichelte Linie zeigt die Entfernung zwischen den beiden Cα 

Positionen von Gly261 in BdPTE 10-2-C3(C59V/C227V) und in wt-BdPTE. Abbildung zusammenge-

stellt aus (Job et al., 2023). 
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Zum Beispiel trägt die Mutante PTE_27 (PDB: 6GBK; Goldenzweig et al., 2016) nur die 

Mutation H254G, und die Loop-Struktur zeigt trotzdem nur eine mittlere Abweichung (RMSD) 

von 0,45 Å gegenüber dem Wildtyp-Enzym (PDB: 1DPM; Vergleich der Cα Atome Asp253-

Ser276 des Loop 7 im Kontext der überlagerten Hauptstruktur; Job et al., 2023). Für die 

Mutante GWT-d3 (PDB: 3URA) mit den Mutationen H245G und I274N zeigt der Loop mit dem 

Wildtyp sogar eine noch größere Strukturübereinstimmung mit RMSD = 0,34 Å. Die Mutanten 

C23 (Cherny et al., 2013; PDB: 6FU6) und A53 (Goldsmith et al., 2016; PDB: 6FEI) tragen 

ebenfalls diese beiden Mutationen und ergeben eine ebenso gute Übereinstimmung mit dem 

Wildtyp (Abbildung 7C; Job et al., 2023). Bei der Mutante L7ep-3a (PDB: 4ZST) hatten die 

Autoren sogar eine Umstrukturierung des Loop 7 beabsichtigt, indem neben den Mutationen 

A270V, H254Q und I274N auch die beiden Mutationen H257Y und L272M in den Loop 7 

eingeführt wurden (Bigley et al., 2015). Allerdings erkennt man in Abbildung 7C, dass der 

Loop noch immer die gleiche Konformation wie beim Wildtyp-Enzym einnimmt, wobei jedoch 

die α-Helix O innerhalb des Loops näher zum aktiven Zentrum gerückt ist. 

Die strukturelle Umgebung der Mutationen D233G, H254G, A270S, L271W, I274N und 

Y309W wird in der Veröffentlichung 2 (Job et al., 2023) detailliert beschrieben. Nach genauer 

Betrachtung erscheint die Mutation D233G ein wahrscheinlicher Kandidat, der zur Umstruk-

turierung von Loop 7 geführt haben könnte, da diese Platz für die Aminosäure Ala259 schafft. 

Zudem tritt diese Mutation zum ersten Mal in der Mutante IVA1 auf, welche verbesserte VR-

Hydrolyse zeigte mit kcat/KM = 0,53 x 107 M-1 min-1 (Goldsmith et al., 2016), während die noch 

weiter entwickelte Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) mit neun zusätzlichen Mutationen (inklu-

sive der beiden Cys-Substitutionen) ähnliche VR-Hydrolyse-Raten zeigt, mit kcat/KM von 0,61 x 

107 M-1 min-1, wobei diese einem anderen Evolutionszweig entstammt (Abbildung 6). Leider 

fehlen für diesen Zweig der VR-favorisierenden BdPTEs strukturelle Informationen; jedoch 

scheint das Substrat VR genauso gut in das aktive Zentrum von IVA1 zu passen wie in das 

der Mutante 10-2-C3(C59V/C227V), so dass die Umstrukturierung des Loop 7 vermutlich 

bereits in der Mutante IVA1 stattgefunden hat (Job et al., 2023). 

Außerdem scheint der Loop 7 vor allem an der Spitze sehr flexibel zu sein, was daran zu 

erkennen ist, dass für die Reste Glu263 bis Ser267 keine Elektronendichte erkennbar war. 

Zudem weist der gesamte Loop 7 im Vergleich zur restlichen Protein-Struktur hohe kristallo-

graphischen B-Faktoren auf. Schon früher wurde gezeigt, dass die Region Gly251-Ser276 in 

Abwesenheit von Metallionen in der Kristallstruktur der Apo-BdPTE (PDB ID: 1PTA) teilweise 

ungeordnet ist (Gly261-Ser269; Benning et al., 1994; Benning et al., 1995).  

Außerdem konnte durch eine Normalmoden-Analyse eines vereinfachten elastischen Netz-

modells der BdPTE gezeigt werden, dass eine sogenannte „Breathing“-Bewegung auftritt, in 

der Loop 7 eine koordinierte Umstrukturierung zwischen einem offenen und einem geschlos-

senen Konformationszustand eingeht (Jackson et al., 2009). Ähnlich dazu wurde auch in einer 
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Molekulardynamik-Studie, in welcher der Bindemechanismus der wt-BdPTE für Paraoxon und 

Sarin untersucht wurde, gezeigt, dass eine wesentliche Konformationsänderung stattfindet, 

bei der das Gateway zum aktiven Zentrum geöffnet wird. Diese flexible Öffnung ist von der 

Substratgruppe abhängig, die in der Bindetasche für die Abgangsgruppen vorliegt, und wird 

von einer kurbelwellenähnlichen Bewegung des Rests Phe132 begleitet (Koca et al., 2001). 

In der Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) liegt zwar die Mutation F132E vor, aber die Seitenkette 

von Glu132 nimmt eine ähnliche Konformation ein, so dass dieser Mechanismus in der für VX 

verbesserten Mutante ebenfalls stattfinden könnte.  

Wie schon in der Einleitung beschrieben, wird das aktive Zentrum der BdPTE neben dem 

Metallzentrum von drei Bindetaschen, die für die Orientierung des Substrates verantwortlich 

sind, geprägt. Die “kleine“ Tasche wird hauptsächlich durch die Seitenketten der Aminosäuren 

G60, I106, L303 und S308 gebildet, wohingegen die Seitenketten von H254, H257, L271 und 

M317 die Tasche für den großen Substratrest auskleiden. Die Abgangsgruppen-Tasche wird 

hauptsächlich durch die Reste W131, F132, F306, und Y309 geformt (identifiziert nach 

Vanhooke et al., 1996 und benannt nach Chen-Goodspeed et al., 2001a).  

Wenn man das aktive Zentrum in der neu gelösten Kristallstruktur genauer betrachtet, sieht 

man, dass das Substratanalogon mEBP eine andere Lage einnimmt als dEBP in der wt-

BdPTE Struktur (PDB: 1DPM): Die beiden Sauerstoffatome der Phosphatgruppe weisen eine 

Distanz von 2 Å zu den ZnII-Ionen auf, während die pro-R Ethoxygruppe vom mEBP in der 

“kleinen“ Bindetasche liegt, vergleichbar mit dEBP in der wt-BdPTE Struktur (Abbildung 7B). 

In der wt-BdPTE Struktur liegt die Methylbenzyl-Gruppe jedoch in der “großen“ Bindetasche, 

während in der hier diskutierten neuen Struktur Loop 7 diesen Platz versperrt und so die 

Methylbenzyl-Gruppe in der Abgangsgruppen-Bindetasche zu liegen kommt (für eine detail-

lierte Erläuterung siehe Veröffentlichung 2; Job et al., 2023). Dies ist mechanistisch plausibel, 

da die Methylbenzylgruppe im eigentlichen Substrat der Nitrophenoxy-Abgangsgruppe ent-

spricht.  

Da die Konformationsänderung des Loop 7 bereits bei dem Substratanalogon mEBP zu einer 

Veränderung der Ligand/Substrat-Bindung geführt hat, waren die Docking-Ergebnisse von VX 

in das aktive Zentrum der Mutante 10-2-C3 (C59V/C227V) von Interesse. Hier zeigte sich, 

dass die N,N-Dialkylaminoethyl-Abgangsgruppe wiederum in der Abgangsgruppen-Binde-

tasche zu liegen kommt, was bei  dem vergleichbaren Docking mit der wt-BdPTE nicht zu 

beobachten war, da hier die Abgangsgruppe in der “großen“ Bindetasche vorlag. Mit der 

neuen Loop-Konformation ist die “große“ Bindetasche jedoch viel zu klein, um die Abgangs-

gruppen von Paraoxon oder VX zu beherbergen. Glu132, welches durch die Mutation F132E 

eingeführt wurde, scheint zu einer ähnlichen Coulomb Wechselwirkung wie Asp233 (nun zu 

Gly mutiert) in der wt-BdPTE zu führen und bildet zusammen mit Asp203 ein anionisches 

Cluster, welches die Bindung der protonierten N,N-Dialkylaminoethyl-Gruppe in der neuen 
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Position favorisiert (Veröffentlichung 2; Job et al., 2023). Dass Glu132 elektrostatisch mit der 

positiv geladenen N,N-Dialkylaminoethyl-Gruppe interagieren kann, wurde auch schon zuvor 

bei der Mutante A137 vermutet (Cherny et al., 2013). 

Interessanterweise liegt mEBP in der neuen Struktur sehr nahe an den katalytischen Zink-

Ionen, mit Distanzen von 3,0 und 3,1 Å zum Phosphoratom. Dies passt auch zur Kristallstruk-

tur der wt-BdPTE mit Diethyl-Phosphat (DEP) im aktiven Zentrum (Kim et al., 2008), bei der 

das Phosphorzentrum mit dem der neuen Struktur nahezu perfekt überlagert werden kann 

und eine Ethoxygruppe analog in der “kleinen“ Bindetasche liegt, wohingegen die zweite 

Ethoxygruppe in der Abgangsgruppen-Bindetasche zu liegen kommt. Daher lohnt es sich, vor 

dem Hintergrund der neuen Kristallstruktur erneut den Reaktionsmechanismus der BdPTE zu 

betrachten. 

 

4.4 Reaktionsmechanismen der BdPTE 

In Abschnitt 1.4.2 wurde für die BdPTE der Reaktionsmechanismus von Wong und Gao 

(2007) vorgestellt, bei dem der Enzym/Produkt-Komplex asymmetrisch an das β-Zinkion ge-

bunden ist und die beiden Metall-Ionen 5,3 Å voneinander entfernt sind. Dieser SN2-ähnliche 

Reaktionsmechanismus ist allgemein anerkannt (Aubert et al., 2004; Chen et al., 2007; 

Vanhooke et al., 1996; Wong und Gao, 2007; Zhang et al., 2009), jedoch bestehen Kontro-

versen in Bezug auf die beteiligten allgemeinen Basen und die Protonenübertragungswege.  

Für die ArPTE wurde basierend auf den Kristallstrukturen verschiedener Komplexe (u. a. mit 

Dimethyl-thiophosphat, DMTP, und Diethyl-4-methoxyphenylphosphat, EPO) ein Reaktions-

mechanismus vorgestellt, bei dem eine µ-Hydroxo-Brücke durchgehend während des kataly-

tischen Zyklus zwischen den beiden Metallionen besteht (Jackson et al., 2005; Jackson et al., 

2008). Dieses verbrückende Hydroxidion dient allerdings nicht als Nukleophil sondern als all-

gemeine Base, welches bei einem an das α-Metallion zusätzlich gebundenen Wassermolekül 

den pKS erniedrigt, so dass daraus das eigentliche nukleophile Hydroxidion generiert wird. 

Nach dessen nukleophilem Angriff wird die entstehende negative Ladung des Übergangs-

zustands durch eine engere Wechselwirkung mit dem positiv geladenen binuklearen Metall-

zentrum stabilisiert und so die Aktivierungsenergie herabgesetzt. Dabei wird das Proton des 

Wassermoleküls über die µ-Hydroxo-Brücke aus dem aktiven Zentrum geleitet. Nach Austritt 

der Abgangsgruppe überbrückt der Phosphodiester die Metallionen, neben der µ-Hydroxo-

Brücke (Jackson et al., 2008).  

Dies kann jedoch bei der hier analysierten Struktur, wie auch beim wt-BdPTE/DEP-Komplex 

(Kim et al., 2008), nicht zutreffen, da die sechsfache Koordinierung des α-Zinkions selten ist 

und ein experimenteller Nachweis für ein zusätzliches Wassermolekül, welches durch das 
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verbrückende Hydroxidion aktiviert wird, für die BdPTE fehlt (Kim et al., 2008). Da im 

ArPTE/DMTP-Komplex beide Metallbindestellen durch Cadmium-Ionen (Jackson et al., 2005) 

und im ArPTE/EPO-Komplex durch je ein Eisen- und ein Cadmium-Ion besetzt sind (Jackson 

et al., 2008), ist dieser Reaktionsmechanismus auch nur bedingt auf die BdPTE mit zwei Zink-

Ionen im aktiven Zentrum übertragbar. 

In einer früheren Studie wurde auf der Grundlage der kinetischen Untersuchungen der wt-

BdPTE und verschiedener Mutanten (an den Positionen Asp233, His254 und Asp301) die 

Hypothese aufgestellt (Aubert et al., 2004), dass der nukleophile Angriff auf das Phosphor-

zentrum durch das brückenbildende Hydroxidion mit einem Protonentransfer vom Hydroxidion 

auf Asp301 einhergeht und das Phosphatanion nach Verlust der Abgangsgruppe die beiden 

Zink-Ionen verbrückt. Anschließend wird das übertragene Proton von Asp301 über His254 zu 

Asp233 und letztendlich in das Lösemittel transportiert. Nach Freisetzung des Produkts, wird 

das aktive Zentrum mit dem zweifach koordinierten Hydroxidion regeneriert (Aubert et al., 

2004). Zwei Molekulardynamik-Simulationen mit der wt-BdPTE konnten jedoch einen Proto-

nentransfer vom Hydroxidion zu Asp301 nicht nachweisen (Wong und Gao, 2007; Zhang et 

al., 2009). 

In einer neueren Molekulardynamik-Simulation (Zhang et al., 2009), welche optimierte Para-

meter für das Phosphoratom und die Zink-Ionen nutzte, wurden mehrere Übergangszustände 

und Intermediate beobachtet, die alle Schritte der Reaktion von der Substratbindung über die 

Hydrolyse bis zur Produktfreisetzung beinhalten (Abbildung 8). Im Gegensatz zu der früheren 

Studie (Wong und Gao, 2007) wurde gezeigt, dass die Koordination des nukleophilen Hydro-

xydsauerstoffs mit ZnII erst relativ spät (sobald die freie Energie steil ansteigt) im Reaktions-

verlauf bricht. Hier wurde ebenfalls ein Intermediat identifiziert, wobei das Hydroxydion seine 

Bindung zum β-Zinkion löst und an das Phosphorylzentrum bindet. Ein ähnliches Intermediat 

wurde auch unter Anwendung einer hybriden Dichtefunktionaltheorie identifiziert (Chen et al., 

2007). Dieses Intermediat zeigt eine Sauerstoff/Metall-Distanz von 2,1 und 2,0 Å und eine 

Metall/Metall-Distanz von 4,5 Å (Zhang et al., 2009), was vergleichbar mit dem wt-

BdPTE/DEP-Komplex (Kim et al., 2008) wie auch der hier gelösten Struktur ist. Da es weder 

in der hier gelösten Struktur noch beim wt-BdPTE/DEP-Komplex (Kim et al., 2008) einen Hin-

weis auf die zusätzliche Bindung eines Hydroxidions zu den beiden Zinkionen gibt, erscheint 

der durch Molekulardynamik-Simulation aufgeklärte Reaktionsmechanismus (Abbildung 8) 

insbesondere für die Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) sehr wahrscheinlich.  
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Abbildung 8: Reaktionsmechanismus der wt-BdPTE für die Hydrolyse von Paraoxon (links oben) in 

Anlehnung an die Beschreibung von Zhang et al. (2009). Znα
2+ ist jeweils links und Znβ

2+ jeweils rechts 

dargestellt. 

Im Fall der wt-BdPTE wird in manchen Studien angenommen, dass His254 benötigt wird, um 

das Proton, das bei der Bindung des Hydroxydions (aus einem Wassermolekül) freigesetzt 

wird, aus dem aktiven Zentrum zu leiten (Aubert et al., 2004; Wong und Gao, 2007). Bei der 

hier analysierten BdPTE Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) ist diese Position jedoch zu Gly mu-

tiert. Alternativ könnte His257 diese Funktion als Protonenakzeptor übernehmen, da dieses 

nur 3,9 Å von Asp301 entfernt ist und beobachtet wurde, dass bei zusätzlicher Mutation von 

His257 zu Phe bzw. Trp in BdPTE 10-2-C3(C59L/C227A) bzw. 10-2-C3(C59V/C227V) die 
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Aktivität gegenüber allen untersuchten Nervenkampfstoffen (VX, VR, GB und GF) signifikant 

erniedrigt ist (Faktor 2 bis 7,5; Veröffentlichung 2; Job et al., 2023). 

Die Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) erscheint als geeigneter Kandidat für die pharmazeu-

tische Anwendung, da sie hohe katalytische Aktivitäten gegenüber einem breiten Spektrum 

an OP-Nervenkampfstoffen besitzt (Köhler et al., 2021a) und aufgrund der Cystein-Substitu-

tionen weniger sensibel gegenüber Oxidation ist (Job et al., 2020). Ebenso konnte gezeigt 

werden, dass durch die Anwendung der PASylierungstechnologie die Plasma-Halbwertszeit 

dieser Mutante verlängert werden kann und durch VX vergiftete Versuchstiere behandelt mit 

niedrigen Enzymdosen (1,4 mg/kg) ohne Symptome überleben (Stigler et al., 2022). Außer-

dem kann diese Mutante zu einem bispezifischen Enzym kombiniert und somit das Wirkspek-

trum zusätzlich erweitert werden (Escher et al., 2020). Mit der hier aufgeklärten Kristallstruktur 

wurde außerdem die Grundlage geschaffen, um gezielt weitere verbessernde Mutationen 

einzufügen, da nun die Substratbindung und der Reaktionsmechanismus bekannt sind (Job 

et al., 2023). 
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5 Zusammenfassung 

Neurotoxische Organophosphatverbindungen (OPs) stellen eine große Gefahr dar, wenn sie 

in militärischen Konflikten oder durch Terroristen missbraucht werden. Ebenso werden noch 

immer OP-Pestizide vor allem in ärmeren Ländern in der Landwirtschaft eingesetzt und brin-

gen so ein hohes Gesundheitsrisiko bei Langzeitexposition oder als Giftstoff bei Suiziden mit 

sich. Daher wird eine akute Behandlungsmethode benötigt, welche die OPs abbaut, bevor die 

Acetylcholinesterase in der Muskulatur oder im Gehirn irreversibel gehemmt werden kann. 

Ein vielversprechendes Antidot hierfür bieten hydrolytische Enzyme, welche die OP-Verbin-

dungen zu nicht-toxischen Metaboliten abbauen können. Hierfür eignet sich besonders die 

homodimere Phosphotriesterase aus Brevundimonas diminuta (BdPTE), da sie bereits gut 

studiert und durch rationales und kombinatorisches Protein-Design weiterentwickelt wurde, 

so dass Varianten mit bis zu 22 Mutationen pro Enzymuntereinheit vorliegen. Einige dieser 

Varianten zeigen erhöhte katalytische Effizienz gegenüber medizinisch relevanten OPs, je-

doch reicht deren biochemische Stabilität für eine erfolgreiche Applikation in vivo noch nicht 

aus. 

Daher sollte in dieser Arbeit die BdBTE-Variante 10-2-C3 in Bezug auf ihre Aktivität und Sta-

bilität weiterentwickelt werden, um später als katalytisches Gegenmittel bei Vergiftungen mit 

OP-Pestiziden und Nervenkampfstoffen eingesetzt werden zu können. Hierfür sollte zum ei-

nen die oxidative Empfindlichkeit des Enzyms reduziert und zum anderen die Struktur einer 

vielversprechenden Mutante aufgeklärt werden. 

Um das Enzym gegenüber oxidativem Stress zu stabilisieren, wurde rationales Protein-

Design angewendet, indem die zwei ungepaarten Cys-Reste 59 und 227 gegen verschiedene 

inerte Aminosäuren substituiert wurden. Die in Escherichia coli produzierten Einzel- und Dop-

pelmutanten wurden daraufhin bezüglich ihrer biochemischen und enzymologischen Eigen-

schaften, wie Expressionsausbeute, thermische Stabilität, katalytische Effizienz gegenüber 

VX, VR, GB und GF sowie Oxidationsstabilität mittels Massenspektrometrie getestet. Für 

einige dieser Mutanten konnte eine erhöhte thermische Stabilität und eine verminderte Oxi-

dationsempfindlichkeit gezeigt werden. Schließlich wurde die Mutante 10-2-C3(C59V/C227V) 

ausgewählt, welche zwei Valin-Substitutionen trägt, da sie die katalytische Effizienz der Vor-

gängerversion beibehalten hatte und eine um 2 °C erhöhte thermische Stabilität aufwies. Da 

diese Mutante aufgrund der verbesserten Oxidationsresistenz und des breiten Wirkspektrums 

gegenüber OP-Substraten ein vielversprechender Kandidat für die Behandlung von akuten 

Vergiftungen durch diese Stoffe erschien, wurde sie in Tierstudien eingesetzt. Dabei wurde 

zudem gezeigt, dass durch die Anwendung der PASylierungstechnologie das hydrodynami-

sche Volumen erhöht und somit die Plasma-Halbwertszeit des Enzyms verlängert werden 



  Zusammenfassung 

 

  48  

kann. Als Ergebnis wurden durch VX vergiftete Ratten schon mit einer niedrigen Enzymdosis 

(1,4 mg/kg) erfolgreich behandelt, so dass sie den Versuchszeitraum symptomfrei überlebten. 

Da die Akkumulation der großen Zahl an Mutationen es schwierig macht, weitere Enzymvari-

anten gestützt auf Computermodellen zu entwickeln, wurde die Kristallstruktur der Variante 

10-2-C3(C59V/C227V) im Komplex mit dem Substratanalogon Diethyl-4-methylbenzyl-

phosphonat durch Röntgen-Strukturanalyse mit einer Auflösung von 1,5 Å aufgeklärt. Hierbei 

wurde überaschenderweise eine gegenüber der wt-BdPTE dramatisch veränderte Loop-

Konformation der Reste 253 bis 276 aufgedeckt. Dieses Loop-Segment deckt das aktive 

Zentrum des Enzyms ab, und mit strukturellen Abweichungen von bis zu 19 Å wird eine 

andere Substratbindung induziert als bisher angenommen. Da diese neue Konformation in 

vorangegangenen Protein-Designstudien nicht vorhergesagt wurde und auch in den Kristall-

strukturen von weniger weit entwickelten Varianten nicht zu sehen war, erschien es im Licht 

der neuen Erkenntnisse möglich, weitere Aminosäureaustausche in die BdPTE 10-2-C3 ein-

zuführen. Die Bedeutung dieser Substitutionen für die Proteinstabilität konnte anhand von 

günstigen Effekten auf die Expressionsausbeute und die thermische Stabilität gezeigt werden. 

Auch deren Bedeutung für die katalytische Effizienz gegenüber relevanten Organophosphat-

Nervenkampfstoffen konnte durch vergleichende Aktivitätsmessungen nachgewiesen wer-

den. 

Da nun die Substratbindung und der Reaktionsmechanismus der optimierten BdPTE bekannt 

sind, ist mit der hier aufgeklärten Kristallstruktur die Grundlage geschaffen, um eventuell ge-

zielt weitere verbessernde Mutationen einzufügen. Dabei zeigen die Ergebnisse dieser Stu-

die, dass die hier untersuchte Variante 10-2-C3(C59V/C227V) eine bereits gut optimierte Va-

riante für die Hydrolyse von Organophosphat-Verbindungen darstellt, auch wenn deren 

schrittweise Konstruktion durch Protein-Engineering teilweise auf falschen strukturellen An-

nahmen beruhte. 
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6 Abkürzungen 

AChE Acetylcholinesterase 

Amp Ampicillin 

ArPTE PTE aus Agrobacterium radiobacter 

aTc Anhydrotetracyclin 

BdPTE PTE aus Brevundimonas diminuta 

CD Circulardichroismus 

CVX Chinese VX - Butyl-[2-(diethylamino)ethyl]methylphosphonothiolat  

CWÜ Übereinkommen über das Verbot chemischer Waffen 

DDT Dichlordiphenyltrichlorethan 

dEBP Diethyl-4-methylbenzylphosphonat 

DEP Diethyl-Phosphat 

DMTP Dimethyl-thiophosphat 

EPO Diethyl-4-methoxyphenylphosphat 

ESI-TOF MS Electrospray Ionization – Time of Flight Massenspektrometrie 

FDA U.S. Food and Drug Administration 

GA Tabun 

GD Soman 

GF Cyclosarin 

GMP Good Manufacturing Practice 

hBChE humane Butyrylcholinesterase 

His6-tag Hexahistidinanhängsel 

hPON-1 humane Paraoxonase 1 

i.m. intramuskulär 

i.o. intraossär 

i.v. intravenös 

IMAC Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography 

kAChE(tPTE) Geschwindigkeitskonstante der AChE Enzymaktivität zu einem 

bestimmten Zeitpunkt der OP-Hydrolyse durch die PTE 

kcat Wechselzahl 

kcat/KM katalytische Effizienz 

KM Michaeliskonstante 

kPTE Konstante des OP-Abbaus durch die PTE 

KWI Kaiser Wilhelm Institut 

LB-Medium Luria/Bertani-Medium 

MBP Maltose-Bindeprotein 
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mEBP Monoethyl-4-methylbenzylphosphonat 

OD550 Optische Dichte bei der Wellenlänge 550 

OP Organophosphat 

OPH Organophosphat-Hydrolase 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PAS Pro/Ala/Ser-Biopolymer 

PCR Polymerase Chain Reaction 

PDB Protein Data Bank 

pKS Säurekonstante 

PoOPH PTE aus Pseudomonas oleovorans 

PTE Phosphotriesterase 

RMSD Root Mean Square Deviation 

RVX Russian VX - [2-(Diethylamino)ethyl](2-methylpropyl)methylphosphono-

thiolat  

s.c. subkutan 

SAC StrepTactin Affinitätschromatographie 

SDS Natriumlaurylsulfat 

SEC Size Exclusion Chromatography 

Tm Schmelztemperatur 

v/v Volume per Volume 

VX Ethyl-2-diisopropylaminoethylmethylphosphonothiolat 

WHO Weltgesundheitsorganisation 

wt Wildtyp 
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