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Flow cytometry screening systems in emulsions offer a throughput

(up to 108) that would enable novel strategies in directed protein evolu-
tion (e. g. with high mutational loads) and enzyme discovery in meta-
genomes (hit rates < 1 in 10°). A main challenge which hampers a routine-
ly use of flow cytometry is the lack of suitable screening assays. This
article highlights the potential of flow cytometry to improve a monooxy-
genase with high mutational loads and to discover novel enzymes in

metagenomes.
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B Die Zugénglichkeit der Diversitat von kom-
plexen mikrobiellen Lebensgemeinschaften
lasst den Datenraum mikrobieller Gen-
sequenzen (,Metagenom*) aufgrund techno-
logischer und methodischer Innovationen in
der Sequenziertechnologie exponentiell
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ansteigen. Die Suche nach Enzymen und Bio-
katalysatoren fiir den Einsatz in der WeiBen
(industriellen) Biotechnologie ist mittlerwei-
le weder durch eine solche Datenaufnahme
noch durch den Zugang zu entsprechenden
Habitaten oder die synthetische Darstellung
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auf Basis von in silico-Daten limitiert. Eng-
passe entstehen vielmehr infolge von im
Durchsatz limitierten Durchmusterungstech-
nologien. Dies trifft z. B. fiir Metagenombi-
bliotheken zu, in denen die Hitrate oftmals
unter einem Kandidaten pro 100.000 Klonen
liegt. Gleiches gilt fiir gelenkte Evolutions-
experimente, bei denen eine hohe Mutage-
nesefrequenz oftmals zu Populationen mit
weniger als fiinf Prozent aktiven Klonen fiihrt.
Standard-Mikrotiterplatten- und Agarplatten-
Nachweissysteme konnen in diesen Fallen fiir
die Durchmusterung nicht mehr zielfiihrend
eingesetzt werden.

Die Durchflusszytometrie stellt eine Hoch-
durchsatz-Durchmusterungstechnologie dar,
mit der Genbanken und Variantenbibliothe-
ken mit bis zu 10% Klonen innerhalb eines
Tages durchmustert werden konnen [1]. Dies
stellt zwar trotzdem nur einen Bruchteil der
theoretisch mdoglichen Varianten eines
Enzyms dar, erlaubt aber mit einem zentra-
len Dogma der gelenkten Evolution zu bre-
chen, nach dem Enzyme optimalerweise mit
einer zur Natur vergleichbaren Strategie von
ein bis zwei Aminosdureaustauschen pro
Mutageneseexperiment zu verbessern sind.
Die Entwicklung einer Durchflusszytome-
trietechnologie mittels Emulsions-Mikrokom-
partimentierung erlaubt eine Vordurchmus-
terung von Variantenbibliotheken mit einer
hohen Mutationsrate. Im Gegensatz zu einer
niedrigen Mutagenesefrequenz besteht hierbei
die Moglichkeit, synergistische Effekte zwi-
schen einzelnen Mutationen zu erzielen. So

<« Abb. 1: Vorgehensweise zum Auffinden ver-
besserter Varianten und neuartiger Enzyme
mittels Durchflusszytometrie-Durchmusterung
in Mikrokompartimenten (ausgehend von einer
Enzymvarianten- und Metagenombibliothek). Im
ersten Schritt werden Bibliotheken in Wasser-in-
Ol- (Wasser/0l, Primaremulsion) und anschlie-
Bend in Wasser/Ol/Wasser(Doppelemulsion)-
Mikrokompartimente enkapsuliert, wobei dies
zellfrei (links) oder in vivo (rechts) moglich ist.
Die Herstellung der Doppelemulsionen ist gera-
tetechnisch fiir die anschlieBende Sortierung
mittels Durchflusszytometrie nétig, die iber die
Detektion eines Fluoreszenzsignals erfolgt.
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E. coli-in vivo-Expressionssystem
(ca. 10% Zellen in Doppelemulsion)

Mutagenesebibliothek
(5 x 10° Varianten)

Duchflusszytometrie
(107 Zellen analysiert)
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negative fluoreszierende Screening im 96-Well-MTP-Format kinetische Charakterisierung
Emulsionen Emulsionen (176 vereinzelte Klone) der drei besten Hits

A Abb. 2: Hochdurchsatz-Durchmusterung von P450 BM3 aus Bacillus megaterium. A, B, Eine
Escherichia coli-Mutagenesebibliothek mit 5 x 10° Priméarklonen wird in Doppelemulsionen (A)
zusammen mit dem fluorogenen Substrat (B) eingeschlossen. C, Nach Sortierung mittels Durch-
flusszytometrie werden hochaktive Klone vereinzelt und im Mikrotiterplatten(MTP)-Format im

Detail vermessen.

kann z. B. durch gleichzeitiges Einfiihren einer
positiven und einer negativen Ladung in einen
flexiblen Loopbereich die Rigiditat der Struk-
tur und damit die Thermostabilitdt erhoht wer-
den. Dies fiihrt unter Umstdnden zu einer
Erhohung der Thermostabilitit des gesamten
Proteins. Ein Nachteil der hohen Mutations-
rate ist hingegen der hohe Anteil an inakti-
vierten Proteinen innerhalb der Bibliothek.
Mittels der hier beschriebenen Durchflusszy-
tometrie-Methode konnen diese Enzympopu-
lationen innerhalb kiirzester Zeit in aktive
und inaktive Enzyme sortiert werden.
Abbildung 1 zeigt die Herstellung der Reak-
tionskompartimente. Die vesikuldren Kom-
partimente enthalten neben den aus den

Metagenom- bzw. Zufallsmutagenese-Biblio-
theken hervorgegangenen Klonen alle not-
wendigen Komponenten fiir einen enzymati-
schen Aktivitatsnachweis. Die Reaktions-
kompartimente mit einem Durchmesser von
drei bis 100 Mikrometern sind unter Ver-
wendung etablierter FACS-Technologien
sowohl detektier- wie auch sortierbar. Die
Durchflussraten bewegen sich hierbei zwi-
schen 1.000 bis mehreren 10.000 Reaktions-
kompartimenten pro Sekunde. Dies fiihrt zu
einer effizienten Anreicherung und Isolie-
rung aktiver Enzymvarianten oder neuarti-
ger Enzyme. Darliber hinaus gewéahrleisten
fluoreszenzbasierte Detektionssysteme auf-
grund der lokalen Konzentration des Fluoro-

Tab. 1: Genetisch und kinetisch charakterisierte Varianten von P450 BM-3 (M 1-M3) nach einer in vitro-
Evolutionsrunde. MO: Ausgangsvariante mit zwei Substitutionen (F87A, R471C) im Vergleich zum Wild-
typ; M1-M3: verbesserte Mutagenesevarianten mit zusétzlichen Aminosédureaustauschen.

Variante Mutationen Ko Koot ke./K, M/MO
(uM)  (eqmin") (eq min~' pM™")
Mo F87A, R471C 42,46 0,187 0,004 1
M1 L29S, R47Y, F87A, Q189R, R471C, 40,64 1,142 0,028 7,0
Y857N
M2 E13G, R47L, F87A, R471C, L1030S 22,32 0,935 0,042 10,5
M3 E64G, F87A, R223H, M3548S, R471C, 47,94 2,621 0,055 13,8

T883H, P884R, N952D

phors innerhalb der Reaktionskompartimen-
te eine ausreichend hohe Sensitivitét. Bei der
Auswahl des Aktivititsnachweises ist einzig
darauf zu achten, dass das gewihlte Fluoro-
phor aufgrund seiner Ladungseigenschaften
im Reaktionskompartiment verbleibt.

Monooxygenasen katalysieren chemisch
anspruchsvolle Reaktionen wie beispielsweise
die Hydroxylierung nicht-aktivierter Kohlen-
wasserstoffbindungen unter Verwendung von
Sauerstoff als Oxidationsmittel. Im Gegensatz
zu chemischen Reaktionen ist dies schon bei
Raumtemperatur selektiv und mit Wechsel-
zahlen von bis zu mehreren 1.000 pro Sekun-
de moglich. In Metagenomen sind Mono-
oxgenasen haufig mit Hitraten von weniger
als 1076 aufzufinden. Um das Potenzial der
Doppelemulsionstechnologie mit durchfluss-
zytometriebasierter Durchmusterung exem-
plarisch aufzuzeigen, sind im Folgenden die
Ergebnisse eines Mutageneseexperimentes
der P450 BM-3 (CYP102A1) aus Bacillus
megaterium gezeigt [2], einer fiir die kom-
merzielle Anwendung interessanten Mono-
oxygenase.

Als Ausgangsvariante wurde eine BM3-
Doppelmutante (F87A/R471C) verwendet, die
das in Abbildung 2 dargestellte Cumarin-
Modellsubstrat umsetzt. Mittels error-prone-
PCR wurde eine Bibliothek mit ca. 5 x 105
Varianten generiert und in Doppelemulsio-
nen eingeschlossen. Bedingt durch die hohe
Mutationsrate waren in der Variantenbiblio-
thek nur noch knapp zwei Prozent der Klone
aktiv. Nach dreimaliger Sortierung mittels der
hier beschriebenen Durchflusszytometrie
wurde eine Anreicherung um den Faktor 20
auf tiber 40 Prozent aktive Klone erreicht. Die
angereicherten Kandidaten konnten des Wei-
teren im Mikrotiterplatten-Format beziiglich
ihrer Aktivitat vorcharakterisiert werden. Die
hierbei detektierten drei besten Kandidaten
wurden gereinigt und kinetisch untersucht
(Tab. 1).

Alle drei Varianten enthielten zwischen
vier und sechs Aminosédureaustausche. Durch
eine einzige in vitro-Evolutionsrunde konnte
trotz der relativ geringen Anzahl an durch-
musterten Varianten eine bis zu 14-fache Akti-
vitatsverbesserung erzielt werden [3]. Diese
Ergebnisse sind ein klarer Hinweis darauf,
dass hohe Mutagenesefrequenzen zu ein-
deutig hoheren Verbesserungen pro gelenk-
ter Evolutionsrunde flihren konnen. Gleich-
zeitig wird der Umfang der zu durchmus-
ternden Bibliotheken in Mikrotiterplatten
durch die Vorsortierung mittels Durchfluss-
zytometrie signifikant verringert.
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A Abb. 3: Durchmusterung von Escherichia coli-Metagenomklonen in Doppelemulsionen unter
Verwendung von Fluorescein-Digalaktosid als fluorogenem Substrat. A, Umsetzung des Substrats
Fluorescein-Digalaktosid (FDG) iiber Fluorescein-Monogalaktosid (FMG) zu Fluorescein mittels
B-Galaktosidase. B, C, Kultivierung einer Doppelemulsion auf X-Gal-Detektionsagar vor (B) und
nach (C) Sortierung mittels Durchflusszytometrie. Weitere Erklarungen im Text.

Neben dem Einsatz in Mutagenesebiblio-
theken wurde die mikrokompartimentbasierte
Durchflusszytometrie des Weiteren zum
Durchmustern von Metagenombibliotheken
eingesetzt. Ziel hierbei war die Anreicherung
von rekombinanten Klonen mit Laktose-spal-
tender Aktivitat. Hierzu wurden die Zellen
ausgewahlter Metagenombibliotheken wie
oben beschrieben in Doppelemulsionen ein-
geschlossen und mittels Durchflusszytome-
trie durchmustert. Als Substrat diente hier-
bei Fluorescein-Digalaktosid. Nach dreimali-
ger Sortierung wurden die angereicherten
Zellen auf X-Gal-Agar vereinzelt. Abbildung 3
zeigt die kultivierten Zellen nach Sortierung
mittels Durchflusszytometrie. Nahezu alle
Klone zeigten nach Ausstrich auf X-Gal-Agar
die charakteristische Blaufarbung. Hierdurch
wird das Potenzial der fluoreszenzbasierten
Doppelemulsionszytometrie auch fiir die
Durchmusterung von komplexen Metage-
nombibliotheken eindrucksvoll unter Beweis
gestellt.

Zusammenfassung

Es lasst sich festhalten, dass die hier beschrie-
bene durchflusszytometrische Durchmuste-
rungstechnologie unter Verwendung von Dop-
pelemulsionen neue Mdoglichkeiten im
Bereich der gelenkten Evolution mit hohen
Mutagenesefrequenzen bietet. Besonders
wertvoll sind diese zytometrischen Methoden
zur Vorsortierung und Anreicherung aktiver
Populationen, die anschlieBend in Systemen
mit geringerer Durchsatzrate quantitativ
untersucht werden konnen. Dartiber hinaus

bietet die Technologie neue Moglichkeiten zur
ErschlieBung von komplexen mikrobiellen
Sequenzraumen, dem ,Metagenom*. Hierbei
ist es nun moglich, enzymatische Aktivitaten
zu detektieren, die bisher aufgrund geringer
Hitraten mit klassischen Nachweismethoden
nur begrenzt zuganglich waren. Es darf jedoch
nicht unerwahnt bleiben, dass die hier
beschriebene Methodik auch einige Limitie-
rungen aufweist. So ist man in der Auswahl
der Substrate immer auf eine Assoziierung
mit einem Fluorophor angewiesen, und es ist
erforderlich, dass das Substrat aufgrund sei-
ner Ladungseigenschaften innerhalb der
Emulsionspartikel verbleibt. Neben den
genannten Monooxygenasen und Laktasen
wurden kiirzlich fiir Proteasen [4] und Glu-
koseoxidasen [5] durchflusszytometrieba-

sierte Protokolle beschrieben. Neben der
Durchflusszytometrie bieten nur mikroflui-
dische Systeme ein vergleichbares Potenzial
fir die aktivitdtsbasierte Durchmusterung
von Genbibliotheken, und man darf aufgrund
der 6konomischen Bedeutung der gelenkten
Evolution und der Metagenomik gespannt
sein, welche Technologiespriinge uns in den
kommenden Jahren erwarten.
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