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The sucrose isomerase SmuA from Serratia plymuthica catalyses the
production of isomaltulose, an artificial sweetener used in the food
industry. To suppress the formation of the hygroscopic by-product
trehalulose we applied a semirational protein engineering strategy
inspired by the “battleship” board game. After seven cycles of intro-
ducing amino acid exchanges around the active site and investigating
their influence on the enzymatic product profile we obtained a triple
mutant that showed 2.3 times less trehalulose formation but had

retained high catalytic efficiency.
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B Das Saccharose-Isomer Isomaltulose
(6-0-0-d-Glucopyranosyl-D-fructose, Palati-
nose) ist ein relevantes Vorprodukt fiir die
Lebensmittelindustrie. Durch katalytische
Hydrierung gewinnt man daraus die Diaste-
reomeren-Mischung der entsprechenden
Zuckeralkohole, welche unter dem Begriff
Isomalt in zahlreichen Lebensmitteln zu fin-
den ist [1]. Der Ersatz von Rohrzucker (Sac-
charose) in Lebensmitteln oder SiiBigkeiten
mindert nicht nur das Risiko von Zahnkaries,
sondern verringert auch glykdmische und
insulindmische Effekte. DemgemaB bietet
Isomalt eine gesiindere Option fiir Personen,
die an Fettleibigkeit, Diabetes oder Herz-
Kreislauf-Erkrankungen leiden [2]. In der
Natur ist Isomaltulose in Zuckerrohr und
Honig zu finden. Industriell wird Isomaltulo-
se derzeit aus Saccharose hergestellt unter
Verwendung von immobilisierten Bakterien-
zellen, die natiirlicherweise das Enzyme
Saccharose-Isomerase exprimieren [3]. Die-
ses Enzym katalysiert die [somerisierung
von Saccharose zu den Hauptprodukten Iso-
maltulose und Trehalulose und, als Neben-
produkt, die Hydrolyse zu den Monosaccha-
riden Glucose und Fructose (Abb. 1, [4]).
Bei der industriellen Herstellung kristalli-
ner Isomaltulose wird der Downstream-Pro-
zess jedoch durch die hygroskopische Treha-
lulose behindert. Fiir dessen Abtrennung ist

ein zusitzlicher ertragssenkender Zentrifu-
gationsschritt notig, um Isomaltulose in Pul-
verform zu gewinnen. Folglich ist bei der
enzymatischen Katalyse ein Produkt mit
minimalem Trehalulosegehalt wiinschens-
wert [5]. Literaturbekannte Saccharose-
Isomerasen, darunter das von uns bearbeite-
te Enzym SmuA aus Serratia plymuthica,
produzieren iliberwiegend Isomaltulose
(66-91 %), zusammen vor allem mit der Tre-
halulose (3-21 %) als Nebenprodukt [6]. Lei-
der fiihrten bisherige Bemiihungen des
Enzym-Engineerings an SmuA oder verwand-
ten Saccharose-Isomerasen (wie PadU aus
Pantoea dispersa) durchweg zu verringerten
Ausbeuten an Isomaltulose in Verbindung
mit einer erhohten Produktion von Trehalu-
lose, Glucose und Fructose und insgesamt zu
einem erheblichen Verlust an Enzymaktivitat
[7]. Wir haben deshalb eine neuartige Strate-
gie zur Verbesserung der biokatalytischen
Eigenschaften von SmuA durch semirationa-
les Protein Engineering verfolgt.

Etablierung eines effizienten
Expressionssystems fiir das
funktionelle Enzym SmuA

Hierzu wurde zunachst eine Expressionsstra-
tegie fiir das funktionelle rekombinante
Enzym etabliert [8]. Nach verschiedenen Ver-
suchen fiihrte die periplasmatische Sekre-

tion in Escherichia coli zum Erfolg. Zwar tragt
SmuA keine strukturellen Disulfidbindun-
gen, was normalerweise den Anlass fiir eine
sekretorische Expressionsstrategie liefert;
allerdings stellten wir fest, dass die effizien-
te und korrekte Faltung diese Enzyms Calci-
umionen erfordert, welche im bakteriellen
Cytoplasma nicht in ausreichender Konzen-
tration zur Verfiigung stehen. Uberraschen-
derweise konnten wir in den Original-Beu-
gungsdaten der publizierten Kristallstruktur
[9] eine Calciumbindestelle in einer konser-
vierten Schleifenregion von SmuA identifi-
zieren — ein essenzielles Strukturmerkmal,
das zuvor offenbar {ibersehen worden ist.
Zudem gelang es uns, durch Einfiihrung
eines Aminosdureaustauschs an der Protein-
oberflache, V465E, die Loslichkeit des
Enzyms zu verbessern. Zu dessen Reinigung
aus dem periplasmatischen Zellextrakt fand
die Strep-tag-Affinitdtschromatographie
(SAC) [10] in Verbindung mit der GroBenaus-
schlusschromatographie (SEC) Anwendung.
Die Aktivitat des zur Homogenitat gereinig-
ten monomeren Enzyms wurde mittels
HPLC-basierter Zuckeranalytik analysiert
und dabei ein Produktspektrum von 93,7 Pro-
zent Isomaltulose, 3,5 Prozent Trehalulose
und 2,8 Prozent Monosacchariden detektiert
(Abb. 2). Demgegeniiber zeigte die in der
Literatur als bester Isomaltulose-Produzent
[7] bekannte Saccharose-Isomerase PadU im
gleichen Assay ein Produktspektrum von
96,3 Prozent Isomaltulose, 1,2 Prozent Tre-
halulose und 2,5 Prozent Monosaccharid.
Aufgrund der geringeren katalytischen Akti-
vitat und des Fehlens kristallographischer
Strukturinformation fiir dieses Enzym wurde
dennoch SmuA(V465E) fiir das Protein Engi-
neering ausgewahlt.

Semirationale Mutagenesestrategie
und iterative Verbesserung der
SmuA-Produktspezifitat

Die gerichtete Evolution von Enzymen — wie
auch von Antikorpern oder alternativen
Bindeproteinen [11] - beruht meist auf
der gezielten Variation einer Aminosaure-
sequenz mit einem vorbestimmten
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Zufélligkeitsgrad. Anhand der bekannten
Molekiilstruktur konnen entweder einzelne
Aminosauren oder ganze Bereiche der
Sequenz randomisiert werden, woran sich
Selektions- oder Screeningverfahren
anschlieBen. Im Fall von Enzymen umfasst
dies in der Regel einen iterativen Prozess aus
drei Schritten: (a) Generierung der Mutan-
tenbibliothek, (b) gentechnische Produktion
und ggf. Reinigung der Mutanten und (c)
Screening der enzymatischen Aktivitat hin-
sichtlich geforderter Parameter [12, 13]. Die-
se konventionelle Vorgehensweise war bei
unserem Projekt jedoch erschwert, da kein
leistungsstarkes Hochdurchsatzscreening
unter spektroskopischer Quantifizierung der
Produkte Isomaltulose und vor allem Treha-
lulose zur Verfligung stand. Zur prazisen
Bestimmung der Enzymaktivitat und insbe-
sondere des Produktverhdltnisses wurde
eine HPLC-Analytik mit einem zuckerselek-
tiven Trennmedium unter Nutzung eines
Brechnungsindexdetektors entwickelt, des-
sen Sensitivitit auf geringe Mengen Trehalu-
lose ausgerichtet war. Folglich war eine effi-
ziente schrittweise evolutive Strategie gefor-
dert, die ein akzeptables Verhaltnis zwischen
dem hohem Arbeitsaufwand fiir das Scree-
ning von individuell isolierten Mutanten und
der begrenzten Vorhersagekraft des rationa-
len Protein Engineerings anhand der Kristall-
struktur des Enzyms mit sich brachte.

Hierzu wurde ein Hybridansatz etabliert,
der dem weltbekannten Brettspiel ,Schiffe
Versenken® dhnelt. Die Regeln dieses Strate-
giespiels beruhen auf einem abwechselnden
Abfeuern von Schiissen der beiden beteilig-
ten Spieler auf die zunachst unsichtbare geg-
nerische Flotte auf einem zweidimensionalen
Spielfeld. Landet ein Schuss im Wasser, so
wird das Raster an dieser Stelle mit einem
Punkt markiert; wird jedoch ein Schiff getrof-
fen, so wird dieses Feld mit einem Kreuz
gekennzeichnet. Ein solcher Treffer weist auf
die Anwesenheit eines groBeren Schiffs in
diesem Bereich hin, das sich iiber mehrere
Felder erstrecken kann. Dies erhoht die
Erfolgsaussichten weiterer Schiisse in dem
entsprechenden Koordinatensektor, bis hin
zum Versenken des Schiffs. Das daraus sich
schrittweise entwickelnde Treffermuster
erzeugt ein zunehmend detailliertes Bild der
gegnerischen Flotte. Mit jedem abgefeuerten
Schuss, sei es ein Treffer oder ein Fehl-
schuss, gewinnt man also neue Informatio-
nen iiber die Gesamtsituation.

Ubertragen auf das Protein Engineering
der SmuA wurden systematisch Aminosau-
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A Abb. 1: Reaktionsmechanismus der Saccharose-Isomerase SmuA. Das Schema zeigt die drei
moglichen Reaktionspfade ausgehend von Saccharose als Substrat mit den Produkten Isomaltulo-
se (Isomerisierung I), Trehalulose (Isomerisierung Il) sowie Glucose und Fructose (Hydrolyse).

repositionen in und um das aktive Zentrum
des Enzyms in aufeinanderfolgenden Zyklen
in paralleler Weise substituiert, jeweils
gefolgt von der oben beschriebenen funktio-
nellen Charakterisierung (Abb. 3). Insgesamt
wurden in sieben Zyklen 55 Einzelpunktmu-
tationen an 30 verschiedenen Aminosaure-
positionen analysiert und dabei zwolf Enzym-
kandidaten mit deutlich verbesserten Eigen-
schaften identifiziert.

Mit {iberschaubarem
experimentellem Aufwand zu einem
verbesserten Enzym

In den ersten drei Zyklen mit jeweils 14 Ein-
zelsubstitutionen wurde der Fokus auf die
innerste Schale von Aminosaureresten um

das aktive Zentrum des Enzyms gelegt. Ami-
nosaureaustausche an diesen Positionen
flihrten ausschlieBlich zu einem uner-
wiinschten Anstieg der Trehalulosebildung,
verbunden mit einem mehr oder weniger
starken Abfall der katalytischen Aktivitét.
Daher wurden diese innerhalb der Enzym-
familie der Saccharose-Isomerasen stark
konservierten Positionen von der weiteren
Mutagenese ausgeschlossen. Darauffolgende
Bemiihungen zielten auf die zweite und drit-
te Schale von Aminosauren. Hierbei wurden
gemischte, meist nachteilige aber mitunter
auch glinstige Effekte beobachtet, wobei jede
analysierte Mutation — unabhangig davon, ob
es ein Treffer oder Fehlschuss war — das Ver-
standnis der Enzymregionen mit ihrer Rolle
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SmuA(Y219L/D398G/
V465E). Dieses durch
Protein Engineering
optimierte Enzym bietet
eine vielversprechende
Alternative zu der etab-
lierten Saccharose-Iso-
merase PadU und ver-
spricht Potenzial fiir
Anwendungen in der

fiir die [somerisierung des Substrats Saccha-
rose verbesserte. Da diese Befunde jeweils
bei der Planung des nachsten Mutationszyk-
lus einflossen, stiegen die Chancen, Mutan-
ten mit vorteilhaften Eigenschaften zu iden-
tifizieren, kontinuierlich an. Im siebten und
letzten Zyklus konnten auf diese Weise sogar
sechs ,Treffer” aus insgesamt elf Mutanten
verzeichnet werden.

In der abschlieBenden Phase wurden die
vielversprechendsten Punktmutationen mit-
einander kombiniert, wodurch eine sukzes-
sive Verbesserung der Produktspezifitit
erreicht wurde [8]. Damit gelang es, die hoch-
aktive und bereits relativ spezifische Saccha-
rose-Isomerase SmuA hinsichtlich ihrer Pro-
duktspezifitdt deutlich zu verbessern. Die
prozentuale Ausbeute des Nebenprodukts
Trehalulose war bei der Variante

SmuA(Y219L/T369F/D398G/F453Y/V465E)
von 3,5 Prozent auf 1,4 Prozent verringert.
Den besten Kompromiss zwischen enzyma-
tischer Aktivitat (k /K, = 11,8 mMs!) und
niedriger Trehalulose-Produktion (1,5 %) lie-
ferte dagegen die Dreifachmutante

Biotechnologie und
Lebensmittelindustrie
fiir einen effizienteren Prozess der [somaltu-
lose-Produktion. Dariiber hinaus sollte sich
die von uns bei diesem Protein-Engineering-
Projekt erfolgreich angewandte Strategie des
,Schiffe Versenkens“ auf andere Enzyme
oder auch Bindeproteine leicht tibertragen
lassen. |
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A Abb. 3: Schrittweise Verbesserung des Enzyms SmuA im Verlauf der systematischen Mutagenese durch ,Schiffe Versenken®. A, Die drei Schalen

um das aktive Zentrum mit dem Substrat Saccharose: Schale 1 (cyan) < 4 A (einschlieBlich Arg298 und Arg301); Schale 2 (gelb) 4-8 A; Schale 3 (rosa)
8-12 A. B, Mutierte Aminosauren in der Phase | bestehend aus den Mutagenesezyklen 1 bis 3. C, Phase II: Zyklen 4 und 5. D, Phase Ill: Zyklen 6 und 7.
Das Co-Atom jeder mutierten Aminoséure ist als Sphére dargestellt. Die Aktivitat der Enzymmutante ist durch deren GroBe und das Produktverhaltnis
Isomaltulose /Trehalulose anhand der zunehmenden Graustufe illustriert.
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