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1 ‘ Einleitung

1 Einleitung

1.1 Biokatalyse

Als Biokatalyse bezeichnet man den Einsatz natiirlicher Katalysatoren (,Biokatalysatoren”) zur
chemischen Transformation organischer Verbindungen. Dabei kann der Biokatalysator als freies
Enzym oder in Form einer ganzen Zelle vorliegen. Die Menschheit wendet die Biokatalyse in Form
von Fermentationsprozessen bereits seit Tausenden von Jahren an, um Lebensmittel wie Bier, Wein
und Kase herzustellen. Dabei war den Menschen lange nicht bewusst, dass Biokatalysatoren fir
diese Vorgange verantwortlich sind. Aufgrund des steten Wissenszuwachses und des
technologischen Fortschritts begannen Wissenschaftler vor mehr als hundert Jahren damit, lebende
Zellen (oder Teile davon) fiir weitere niitzliche chemische Transformationen zu verwenden. Damit
brach laut Bornscheuer et al. (2012) die erste von drei Phasen der Biokatalyse an. So nutzte
Rosenthaler beispielsweise bereits kurz nach Anbruch des zwanzigsten Jahrhunderts einen
Pflanzenextrakt, um (R)-Mandelonitril aus Benzaldehyd und Blausdure herzustellen (Rosenthaler,
1908). Mitte des gleichen Jahrhunderts wurde zudem die Oxidation von Steroiden durch Mikroben
beschrieben (zusammengefasst in Sedlaczek und Smith, 1988). Weitere Beispiele umfassen den
Einsatz von Proteasen in Waschmitteln, die Nutzung der Penicillin G-Acylase zur Herstellung
semisynthetischer Antibiotika oder die Verwendung von Glucoseisomerase zur Umwandlung von
Glucose zur stBeren Fructose (Estell et al., 1985; Bruggink et al., 1998; Jensen und Rugh, 1987). Die
Enzymimmobilisierung ermoglichte eine Wiederverwendung der Enzyme und wirkte der grofiten
Herausforderung, der limitierten Stabilitdt der Biokatalysatoren, entgegen. In den 1980er und
1990er Jahren, wahrend der zweiten Phase der Biokatalyse, flihrten friihe, typischerweise
strukturbasierte Methoden des Proteinengineerings zu einer Erweiterung des Substratspektrums der
Enzyme. Dies ermdglichte die Synthese ungewdhnlicher synthetischer Intermediate und machte die
Biokatalyse ebenfalls fiir Hersteller von Feinchemikalien und Spezialpharmazeutika interessant.
Einige Beispiele sind die Carbonylreduktase-katalysierte Synthese enantiomerenreiner Alkohole fiir
die Herstellung von Statinen zur Senkung des Cholesterinspiegels, die Synthese von Waxestern durch
Lipasen fiir Kosmetika und die Acrylamidherstellung durch Nitrilhydratase-enthaltende Rhodococcus-
Zellen (Shimizu et al., 1998; Hills, 2003; Nagasawa et al., 1990). Neben der Stabilisierung stand die
Optimierung des Biokatalysators fiir unnatirliche Substrate als Herausforderung im Mittelpunkt des
Proteinengineerings. Mit der Entwicklung der ersten Methoden fiir die gelenkte Evolution, welche
eine schnelle und umfassende Modifikation eines Enzyms unabhdngig von der Kenntnis seiner
Struktur ermoglicht, brach Mitte der 1990er Jahre die dritte und bis heute andauernde Phase der
Biokatalyse an. Zu Beginn dieser Phase bestand diese Technologie aus iterativen Zyklen

zufallsbedingter Aminosaureaustausche in einem Protein und dem anschlieBenden Screening der
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resultierenden Mutantenbibliothek, um in Bezug auf Aktivitat, Stabilitat, Substratspezifitat oder
Enantioselektivitat verbesserte Proteinvarianten zu identifizieren. In der Folge wurden die Methoden
weiterentwickelt, um die Effizienz der gelenkten Evolution zu erhéhen. Weitere
Schlisseltechnologien neben der gelenkten Evolution, welche diese dritte Phase der Biokatalyse
ermoglichten, sind das weiterentwickelte Proteinengineering, die Gensynthese und Sequenzanalyse
sowie Bioinformatiktools und Computermodellierung (Kazlauskas und Bornscheuer, 2009; Turner,
2009; Rothlisberger et al., 2008). Die zur Verflgung stehenden Methoden kénnen zu neuen,
beachtenswerten Einsatzmoglichkeiten der Enzyme in der Biokatalyse fiihren. So konnten
beispielsweise Enzyme evolviert werden, die Substrate umsetzen, welche zuvor nicht akzeptiert
wurden (Liang et al., 2009; Savile et al., 2010), oder die Substrate zu anderen Produkten umsetzen
(Atsumi et al., 2008; O’Maille et al., 2008). Heutzutage werden im Feld der Biokatalyse haufig die
Enzymeigenschaften an die Prozessanforderungen angepasst — im Gegensatz zu friher, wo der
Enzym-basierte Prozess an die Limitationen des Enzyms angepasst wurde.

In industriell relevanten biokatalytischen Prozessen werden derzeit am h&ufigsten Hydrolasen (EC 3)
eingesetzt, die zur Katalyse einer Vielzahl verschiedener Hydrolysereaktionen befahigt sind. Neben
dem grofRen Vorteil unabhangig von Cofaktoren zu sein, weisen diese Enzyme ebenfalls eine hohe
Selektivitat auf (Bornscheuer und Kazlauskas, 2005). Auf die Anwendung von Lipasen, einer
Enzymgruppe innerhalb der Hydrolasen, wird in Abschnitt 1.6 genauer eingegangen. Neben den
Hydrolasen stellen Oxidoreduktasen (EC 1) eine weitere Enzymklasse mit industrieller Bedeutung
dar. Da sie dazu in der Lage sind, eine grofle Anzahl wichtiger Redoxreaktionen zu katalysieren,
werden sie haufig in industriellen Prozessen eingesetzt, auch wenn sie im Gegensatz zu Hydrolasen
recht instabil und von Cofaktoren abhéangig sind (Liese et al., 2006). Eine Enzymgruppe innerhalb der
Oxidoreduktasen sind die Monooxygenasen, die dazu befahigt sind, ein einzelnes Sauerstoffatom auf
ein Substrat zu Ubertragen. Cytochrom P450 Monooxygenasen stellen eine herausragende Familie
dieser Enzymgruppe dar, da sie nicht-aktivierte Kohlenstoffatome hydroxylieren kénnen und dabei
eine oftmals hohe Regio- und Stereoselektivitdit aufweisen. Daher sind Cytochrom P450
Monooxygenasen von groBer Bedeutung fiir die pharmazeutische Industrie bei der Synthese von
Steroidhormonen (Bracco et al., 2013). Sie werden aber ebenfalls in anderen groBtechnischen

Biokatalyseprozessen eingesetzt (Bernhardt und Urlacher, 2014), wie in Abschnitt 1.4 beschrieben.

1.2 Cytochrom P450 Monooxygenasen

1.2.1 Allgemeine Aspekte
Cytochrom P450 Monooxygenasen (EC 1.14) wurden erstmals vor etwa 60 Jahren in
Rattenlebermikrosomen anhand ihrer Pigmenteigenschaften identifiziert (Klingenberg, 1958).

Heutzutage umfasst diese Enzymklasse mehr als 21.000 Vertreter (Nelson, 2015, 2009), wobei sie
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ubiquitdr in der Natur vorkommen. Es handelt sich um Cytochrome (Hamproteine), da sich im
aktiven Zentrum dieser Enzyme die prothetische Gruppe Ham b befindet, dessen zentrales
Eisenatom mit einem Cysteinrest des Proteins eine Thiolatbindung bildet. Die Thiolatbindung ist
entscheidend fir die Aktivitat der Enzyme und weist charakteristische spektrale Eigenschaften auf.
Die Terminologie P450 (P steht fiir Pigment) basiert nicht — wie bei Enzymen Ublich — auf der
katalysierten Reaktion, sondern auf diesen spektralen Eigenschaften der Enzyme. Das an der
Thiolatbindung beteiligte Schwefelatom des Cysteinrests verursacht eine signifikante Storung der
Elektronendichteverteilung am Hdm, was im Normalzustand zu einem charakteristischen
Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 420 nm fiihrt (Bernhardt, 2006).

Nach Reduktion des Eisenions sowie Bindung von Kohlenmonoxid erfolgt eine Verschiebung dieser
sogenannten Soretbande auf 450 nm (Omura und Sato, 1964). Die beschriebene Verschiebung des
Absorptionsmaximums um etwa 30 nm wird bis heute zur Bestimmung der P450-Konzentration im
wassrigen Milieu genutzt.

Cytochrom P450 Monooxygenasen sind dazu in der Lage eine Vielzahl unterschiedlicher chemischer
Reaktionen wie Hydroxylierungen, Epoxidierungen, Dealkylierungen und Dehalogenierungen zu
katalysieren (Bernhardt, 2006). Dabei sind sie in vivo beispielsweise an der Assimilation von
Kohlenstoffquellen, dem Abbau von Xenobiotika oder der Synthese von Sekundarmetaboliten
beteiligt (Ortiz de Montellano, 2005). Wie aus Abbildung 1.1 hervorgeht, katalysieren Cytochrom
PA50 Monooxygenasen im Allgemeinen die Ubertragung eines Sauerstoffatoms von molekularem
Sauerstoff auf ein Substrat und damit verbunden erfolgt die Reduktion des zweiten Sauerstoffatoms
unter Bildung von Wasser (Sono et al., 1996). Die fiir diese Reaktion notwendigen Elektronen
werden von einem externen Elektronendonor, wie NAD(P)H, bezogen. Daher handelt es sich bei den
Cytochrom P450 Monooxygenasen um externe Monooxygenasen (Bernhardt, 2006). Da die
Elektronen jedoch — bis auf sehr wenige Ausnahmen — nicht direkt sondern nur mit Hilfe von
Elektronentransferproteinen auf das Ham Ubertragen werden konnen, ist die Uberwiegende
Mehrheit der Cytochrom P450 Monooxygenasen zusdtzlich von diesen Redoxenzymen abhdngig

(Hannemann et al., 2007).

P450
RH + O, + NAD(P)H + HY ———» R-OH + H,0 + NAD(P)*

Abbildung 1.1: Durch Cytochrom P450 Monooxygenasen katalysierte allgemeine Reaktion.

Cytochrom P450 Monooxygenasen werden bezliglich ihrer Nomenklatur mit ,CYP“ abgekiirzt,
danach folgt eine Nummer fiir die Familie (> 40 % Sequenzidentitdt) und ein Buchstabe fir die
Unterfamilie (255 % Sequenzidentitdt) sowie eine weitere, fortlaufende Nummer, die das

individuelle Enzym repréasentiert (Bernhardt, 2006).
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1.2.2 Katalysemechanismus

Der Katalysemechanismus von Cytochrom P450 Monooxygenasen wurde erstmals Anfang der
1980er Jahre von White und Coon (1980) beschrieben und in der Folge intensiv erforscht (Poulos et
al., 1987; Imai et al., 1989; Porter und Coon, 1991; Gerber und Sligar, 1992; Schlichting et al., 2000;
Guengerich, 2002). Der in Abbildung 1.2 dargestellte Katalysezyklus beginnt im Ausgangszustand des
Enzyms mit einem Wassermolekiil als sechsten Liganden am Hameisen. Dieser distale Ligand
befindet sich gegeniliber des proximalen Thiolats (1). Durch die Bindung eines Substrats im aktiven
Zentrum des Enzyms wird das Wassermolekil als sechster Ligand verdrangt und hinterlasst eine freie
Koordinationsstelle am Hameisen (2), die nun fur die Sauerstoffbindung zur Verfligung steht.
Abhadngig vom Enzym und/oder vom Substrat kann der Spinzustand des Enzyms von low spin zu high
spin Ubergehen. Als Konsequenz wird das Redoxpotential zum Positiven verschoben, was die erste
Elektronenibertragung vom Cofaktor (normalerweise NAD(P)H) auf das Hameisen ermoglicht (3).
Fir bestimmte Cytochrom P450 Monooxygenasen konnte gezeigt werden, dass der
Elektronentransfer nicht gezwungenermaRen mit einer Anderung des Spinzustandes einhergeht und
daher ist es schwierig diesen Mechanismus als allgemeinglltig anzusehen (Guengerich und Johnson,
1997). AnschlieBend bindet molekularer Sauerstoff an das reduzierte Eisenion (Fe"), sodass ein
Eisen(lll)-Sauerstoffkomplex gebildet wird (5a und 5b). Dieser Komplex stellt den letzten relativ
stabilen Zustand des Zyklus dar, da die nachfolgenden Intermediate eine hohe Reaktivitat aufweisen
(Dawson und Sono, 1987; Ortiz de Montellano, 2005). Der anschlielende zweite Elektronentransfer
vom Cofaktor ist in der Regel der limitierende Schritt in diesem Zyklus und flhrt zu einer Reduktion
des Eisen(lll)-Sauerstoffkomplexes unter Bildung eines Eisen(lll)-Peroxyanions (6). In der Folge wird
das distale Sauerstoffatom des Peroxyanions protoniert (7) und die heterolytische Spaltung der O-O-
Bindung fiihrt zur Bildung des Eisen(IV)-Oxokomplexes (8, auch compound | genannt) und
Freisetzung von Wasser. Im letzten Schritt wird das Substrat zum Produkt oxyfunktionalisiert, indem
zunachst am zu funktionalisierenden Kohlenstoffatom des Substrats ein Proton abgespalten und
anschlieBend die Hydroxylgruppe eingefiigt wird (Groves et al., 1978). Nach der Produktfreisetzung
nimmt wiederum ein Wassermolekiil die distale Position ein, sodass das Enzym in seinen
Ausgangszustand zuriickkehrt und der Zyklus erneut beginnen kann (1).

Verschiedene Sauerstoffdonoren, wie Wasserstoffperoxid, Peroxycarbonsdauren und Natriumchlorit
kénnen zur direkten Bildung von compound | eingesetzt werden, ohne dass dazu teure Cofaktoren
oder molekularer Sauerstoff erforderlich waren, die fiir den normalen Verlauf des Katalysezyklus
bendtigt werden. Diese Sauerstoffdonoren konnen unmittelbar mit Intermediat 2 reagieren, um
oxyfunktionalisierte Produkte zu erhalten (White und Coon, 1980; Porter und Coon, 1991; Ortiz de

Montellano, 2005). Allerdings sind die Reaktionsraten mit diesen Substanzen deutlich geringer als
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bei Nutzung des nativen Cofaktors (iber den tiblichen Katalyseweg. Dariber hinaus werden das Ham
sowie das Enzym durch die Anwesenheit dieser reaktiven Stoffe geschadigt, sodass die Aktivitat

vergleichsweise schnell verloren geht (Bernhardt, 2006).

R-OH
H H
el R-H
gt RH ) N ———=N
/N\” |v// Z_/FGU‘__‘ 4 x
N/Fe\ N | N
‘ N————N
S
.S Cys” /
Cys’ N
- 1 \Fe”' redox partner (red)
H N
\_/\ H,0 R | C.
.. oxidase shunt e Cys’s \ redox partner (ox)
JOH reeeneT
N— —7R-HN 20 2H" p - 2 R-H
St | 0 S NN
N=——""=p LT - E /
‘ . s\’\Un‘ _,-" . b S N
s peroid® = Oz~ \Fe"
o T 8 |
7 >\ - ’ H,0, rg
= -
e CyS
H* H* ‘g 3
L ® Cco
! 0,
“o- ‘0.
;g RH . o R—HN f,j R-H
N
~L n—"> ~L — N—f——=N
St N
NilN "d N N N/ e-__N
(ot RH
Cys/s ‘,>e\ NT(\D"—/N / Cys,s CYS,S
{
6 redox partner NL‘%N/ 5a 4
(ox)
redox partner 5 AbS,,, 450 nm
(red) Cys”
5b

Abbildung 1.2: Katalysemechanismus von Cytochrom P450 Monooxygenasen. R-H und R-OH stehen fiir das
Substrat bzw. Produkt. Die Hamgruppe ist als Parallelogramm mit den Stickstoffatomen in den Ecken
dargestellt. Zustand 4 reprasentiert den reduzierten, CO-gebunden P450-Komplex, der ein charakteristisches
Absorptionsmaximum bei 450 nm aufweist. Verschiedene moégliche Entkopplungsreaktionen sind durch
gestrichelte Linien dargestellt. Die Abbildung wurde aus der Dissertation von P. Bracco (2014) iibernommen
und basiert auf den Darstellungen von Denisov et al. (2005) und Sono et al. (1996).

Auf der anderen Seite kann es auch unter physiologischen Bedingungen im normalen Katalysezyklus
zur Entkopplung von Elektronentransfer und Substratoxidation kommen, was zu unproduktiven
Reaktionswegen ohne Produktbildung flihrt. Die erste Entkopplungsreaktion, der sogenannte
autooxidation shunt, findet durch Autooxidation des Eisen(lll)-Sauerstoffkomplexes (5a) statt und
resultiert in der Freisetzung von hochreaktivem Superoxid. Diese Entkopplungsreaktion ist jedoch
relativ selten, da der zweite Elektronentransferschritt meist deutlich schneller ablauft als die
beschriebene Autooxidation (Sono et al., 1996). Der peroxide shunt stellt den zweiten maoglichen
Entkopplungsweg dar. Hier flihrt die Protonierung des unprotonierten Sauerstoffatoms im
Intermediat 7 zur Freisetzung von Wasserstoffperoxid. In der Folge wird aus dem Eisen(lll)-

Hydroperoxidkomplex statt compound | (8) das Intermediat 2 gebildet. Somit kommt es nicht zur
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Produktbildung, obwohl NAD(P)H und molekularer Sauerstoff in einem molaren Verhaltnis von 1:1
verbraucht wurden. Die dritte Moglichkeit der Entkopplung ist der sogenannte oxidase shunt. In
diesem Fall wird das Sauerstoffatom in compound I (8) durch weiteren Elektronentransfer reduziert
und protoniert, sodass ein weiteres Wassermolekil gebildet wird. In diesem Fall erfolgt ebenfalls
keine Produktbildung, obwohl NADPH und molekularer Sauerstoff in einem molaren Verhaltnis von
2:1 verbraucht wurden (Loida und Sligar, 1993; Kadkhodayan et al., 1995; Sono et al., 1996; Ortiz de
Montellano, 2005). Eine hohe Beweglichkeit des Substrats im aktiven Zentrum sowie die
Anwesenheit von Uberschissigen Wassermolekiilen in der Nahe des Hameisens stellen potentielle

Grinde fir diese Form der Entkopplung dar (Sono et al., 1996).

Wie bereits zuvor erldutert, kann die Bindung eines Substrats an Cytochrom P450 Monooxygenasen
zu einer Anderung des Hameisenspinzustandes von low spin zu high spin fiihren. Dies ruft wiederum
eine Erhéhung des Redoxpotentials von etwa -300 auf ca. 100 mV hervor (Denisov et al., 2005). Im

") wird das Redoxpotential des Fe"/Fe"-Paares, welches in der Regel

Ausgangszustand (Fe
zwischen -400 und -100 mV liegt, durch den Cysteinrest als negativ geladenen, proximalen
Thiolatliganden und durch die Koordinierung eines Wassermolekiils als sechsten oder distalen
Liganden aufrecht erhalten. Auf diese Art und Weise wird der low spin-Zustand des Eisen(lll)-Atoms
stabilisiert. Im Fall einer Substratbindung wird das Wassermolekiil als sechster Ligand vom Hameisen
verdrangt und der low spin-Zustand wird thermodynamisch destabilisiert. In der Folge wird das
mittlere Redoxpotential zum Positiven verschoben, was die Reduktion des Hims ermoglicht. Als

Konsequenz ist die Verschiebung des Redoxpotentials zum Positiven desto starker ausgepragt, je

besser das Substrat das Wassermolekdl als distalen Liganden verdrangen kann (Denisov et al., 2005).

1.2.3 Strukturelle Aspekte

Obwohl Cytochrom P450 Monooxygenasen innerhalb der Superfamilie nur eine geringe
Sequenzidentitdt von < 20 % aufweisen, besitzen sie eine dhnliche Faltung, die in Abbildung 1.3
wiedergegeben ist. Drei parallele Helices (D, | und L) sowie eine antiparallele Helix (E) sind strukturell
konserviert. Zwischen der proximalen L-Helix und der distalen I-Helix befindet sich die Himgruppe,
die liber die Cystein-Ham-Ligandenschleife an das Enzym gebunden ist, welche die konservierte
Aminosaureabfolge FxxGx(H/R)xCxG beinhaltet (Denisov et al., 2005). Das Ham-bindende Cystein
stellt eine weitere konservierte Aminosaure dar.

Darliber  hinaus  weisen = Cytochrom  P450 Monooxygenasen mit den flexiblen
Substraterkennungssequenzen &duBerst variable Regionen auf, die fir das bemerkenswert breite
Substratspektrum sowie die Regio- und Stereoselektivitdt der Enzyme verantwortlich sind (Gotoh,
1992). Die Struktur von Cytochrom P450 Monooxygenasen kann als dynamisch-flexibles Gerist

angesehen werden, das sich abhdngig vom Oxidationszustand des Hameisens und von der



7

Einleitung

Anwesenheit von Substrat verdndern kann (Pochapsky et al., 2010). So weisen Cytochrom P450
Monooxygenasen im substratfreien Zustand (low spin) haufig eine offene Struktur auf, welche bei
Substratbindung in Folge von Konformationsdnderungen in den geschlossenen Zustand (high spin)

Ubergeht (Li und Poulos, 1999; Zhao et al., 2005; Lee et al., 2010).

Abbildung 1.3: Allgemeine Faltung von Cytochrom P450 Monooxygenasen. Die im Text erwdhnten Helices D,
I, L, E und G sind mittels Beschriftung gekennzeichnet und die Substraterkennungssequenzen SRS1 — SRS6
sind schwarz eingefarbt. Die Abbildung stammt aus Denisov et al. (2005).

1.3 Elektronentransfersysteme von Cytochrom P450 Monooxygenasen

1.3.1 Uberblick

Wie bereits erwédhnt (siehe Abschnitt 1.2.1), bendtigen Cytochrom P450 Monooxygenasen
Elektronen von externen Cofaktoren, wobei diese Elektronen von Elektronentransferproteinen auf
das Ham (bertragen werden. In der Natur gibt es eine Vielzahl unterschiedlicher
Elektronentransfersysteme fiir Cytochrom P450 Monooxygenasen (kurz: P450-Systeme), welche von
Hannemann et al. (2007) in zehn Klassen eingeteilt wurden (Abbildung 1.4).

Das Klasse I-System ist ein klassisches Dreikomponentensystem bestehend aus einer FAD-haltigen
Ferredoxinreduktase, einem Ferredoxin mit einem Eisenschwefelcluster als prosthetische Gruppe
und der Ham-haltigen Cytochrom P450 Monooxygenase. Dabei werden die Elektronen zundchst vom
Cofaktor auf die Reduktase ubertragen, welche die beiden Elektronen nacheinander auf das

Ferredoxin weitergibt. Das Ferredoxin agiert als Shuttleprotein und gibt die beiden Elektronen in
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zwei separaten Elektronentransferschritten an die P450 Monooxygenase weiter, sodass der
Katalysezyklus angetrieben wird und das Substrat oxyfunktionalisiert werden kann. Das Klasse |-
System ist das am haufigsten in Bakterien vorkommende P450-System. Wie aus der schematischen
Darstellung in Abbildung 1.4 A hervorgeht, liegen bei diesem System alle Komponenten gelost im
Cytoplasma vor. Das bakterielle Klasse I-System wird in Abschnitt 1.3.2 eingehender beschrieben.

In den Mitochondrien von Eukaryoten ist das Klasse I-System ebenfalls anzutreffen. In diesem Fall
sind die Ferredoxinreduktase sowie die P450 Monooxygenase in der inneren
Mitochondrienmembran verankert und nur das Ferredoxin liegt in I6slicher Form in der Matrix vor
(Abbildung 1.4 B).

Das in Eukaryoten am haufigsten vorkommende P450-System ist das Klasse Il-System. In seiner
einfachsten Form handelt es sich im Gegensatz zum Klasse I-System um ein im endoplasmatischen
Retikulum lokalisiertes Zweikomponentensystem, das aus einer FAD- sowie FMN-haltigen Cytochrom
P450-Reduktase (EC 1.6.2.4) und aus der P450 Monooxygenase besteht (Abbildung 1.4 C). Beide
Enzyme liegen membrangebunden an der cytosolischen Seite der ER-Membran vor. Die CPR ist
zudem in der Lage, viele verschiedene P450-Isoenzyme zu reduzieren. Neben dieser einfachen Form
existieren in den Mikrosomen ebenfalls verschiedene Elektronentransferwege liber Cytochrom bs
(Schenkman und Jansson, 2003). Darliber hinaus ist eine I6sliche Version des Klasse 1l-Systems im

Bakterium Streptomyces carbophilus identifiziert worden (Serizawa und Matsuoka, 1991).

Klasse | (bakteriell) A Klasse | (mitochondrial) B
NADPH + H*
NADH + H* RH + 0,
) @ RH + O, NADP* :
NAD* R-OH + H,0

R-OH + H,0

FdR

Matrix

Inner mitochondrial membrane

Klasse Il C Klasse Il D
WADEM = 1 > s NAD(P)H + H
2
NADP* Fldx RH+0,
R-OH + H,0 NAD(P)*
R-OH + H,0

Cytoplasm

ER membrane

—

FdR



9 | Einleitung
Klasse IV E Klasse V F

Pyruvat
NADPH + H>
NADP*

FdR

RH+ O,

R-OH + H,0

Acetyl-CoA

Klasse VI G Klasse VII H

C RH+0, NAD(P)H + H'D
NAD(P)H + H* ) R-OH + H,0 NADP* |
NAD(P)*

FdR

RH+0,

R-OH + H,0

Klasse VIl | Klasse IX J

NADPH + H*

RH+ 0O, RH+ O,

NADP*

R-OH + H,0 R-OH + H,0

Klasse X K

Abbildung 1.4: Uberblick verschiedener, schematisch dargestellter Elektronentransfersysteme fiir
Cytochrom P450 Monooxygenasen. (A) Klasse |, bakterielles System; (B) Klasse |, mitochondriales System;
(C) Klasse Il mikrosomales System; (D) Klasse lll, bakterielles System; zum Beispiel P450cin; (E) Klasse 1V,
bakterielles thermophiles System; (F) Klasse V, bakterielles [Fdx]-[P450]-Fusionssystem; (G) Klasse VI,
bakterielles [FIdx]-[P450]-Fusionssystem; (H) Klasse VII, bakterielles [PFOR]-[P450]-Fusionssystem; (I) Klasse
VIIl, bakterielles [CPR]-[P450]-Fusionssystem; (J) Klasse IX, l6sliche eukaryotische P450nor; (K) Klasse X,
unabhiangiges eukaryotisches System, als Beispiel P450TxA. Die Abbildung wurde aus Hannemann et al.
(2007) entnommen und leicht modifiziert.
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Bei dem P450-System der Klasse Il handelt es sich wie beim bakteriellen Klasse |-System ebenfalls
um ein losliches Dreikomponentensystem, das allerdings ein Flavodoxin anstelle eines Ferredoxins
als Shuttleprotein aufweist (Abbildung 1.4 D). Der einzige charakterisierte Vertreter des Klasse llI-
Systems ist das P450cin-System aus Citrobacter braakii, das neben der Reduktase aus dem
Flavodoxin Cindoxin und der CYP176A1 (P450cin) besteht (Hawkes et al., 2002).

Der erste Vertreter von Klasse IV, CYP119, ist eine |6sliche Cytochrom P450 Monooxygenase aus
dem acidothermophilen Archaebakterium Sulfolobus solfataricus, die sehr thermostabil (T, = 91 °C)
und dulerst stabil gegentiber hohen Driicken (bis zu 200 MPa) ist (Wright et al., 1996; McLean et al.,
1998; Koo et al., 2000). Auf der Suche nach potentiellen Redoxpartnern wurden in S. tokodaii sowie
dem Ursprungsorganismus Elektronentransfersysteme aus 2-Oxosaure-Ferredoxin-Oxidoreduktase
und einem zugehorigen Ferredoxin identifiziert (Abbildung 1.4 E). Diese System stellen effiziente
Elektronentransferpartnerketten fir CYP119 dar (Fukuda et al., 2001; Puchkaev und Ortiz de
Montellano, 2005). Damit ist CYP119 das erste Beispiel einer Cytochrom P450 Monooxygenase,
welche die benétigten Reduktionsdquivalente nicht von einem NAD(P)H-abhdngigen Flavoprotein
erhélt (Kojoh et al., 1999).

In Abbildung 1.4 F ist das Klasse V-System gezeigt, welches aus einem Fusionsprotein aus Ferredoxin
und P450 Monooxygenase sowie einer putativen Reduktase besteht und somit ein
Zweikomponentensystem reprasentiert. Die bisher einzige charakterisierte P450 Monooxygenase
dieser Klasse ist die 14a-Demethylase CYP51 aus Methylococcus capsulatus, auch MCCYP51FX
genannt. In diesem Enzym ist der C-Terminus der Himdomane Uber eine Alanin-reiche Linkerregion
mit einer Ferredoxindomane verkniipft. Die vermutlich dazugehérige Reduktase konnte zwar noch
nicht identifiziert werden, allerdings konnte der Elektronentransfer mit Spinatferredoxinreduktase
als Ersatzenzym ermoglicht werden, was zeigt, dass die Ferredoxindoméane funktional ist (Jackson et
al., 2002).

Das P450-System der Klasse VI dhnelt stark dem Klasse V-System, wobei in diesem Fall ein
Flavodoxin-P450-Fusionsprotein anstelle des Ferredoxin-P450-Fusionsproteins vorliegt (Abbildung
1.4 G). Der erste P450-Vertreter dieser Klasse ist das Enzym CYP177A1 (XplA) aus Rhodococcus
rhodochrous, welches den weit verbreiteten Sprengstoff Hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RDX)
abbauen kann (Seth-Smith et al., 2002). Auch in diesem Fall konnte bisher keine Interaktion mit
einer putativen Reduktase aus R. rhodochrous experimentell nachgewiesen werden, wenngleich sich
im Genom des Organismus mit xp/B ein Gen in unmittelbarer Nahe zum xp/A-Gen befindet, das eine
hohe Sequenzidentitat zu anderen Reduktasegenen aufweist (Hannemann et al., 2007; Seth-Smith et

al., 2002).
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In Abbildung 1.4 H ist die strukturelle Organisation von Mitgliedern des Klasse VII-Systems
dargestellt. So befinden sich alle fiir die Katalyse bendtigten Komponenten auf einer Peptidkette und
mit der Phthalat-Dioxygenase-Reduktasedomane ist eine Reduktasedomane mit dem P450-Enzym
fusioniert, die normalerweise nicht an P450-Sytemen beteiligt ist. Das zuerst entdeckte und zugleich
bekannteste Enzym der Klasse VII ist CYP116B2 (P450RhF) aus Rhodococcus sp., bei dem die N-
terminale Hdmdomane nur durch einen kurzen Linker von der C-terminalen Reduktasedomane
getrennt ist (Roberts et al., 2002). Die Reduktasedomane enthdlt neben einer
Cofaktorerkennungssequenz und einer Ferredoxindomdne ebenfalls ein prosthetisches FMN-
Molekdl. Dieses ist anstelle des bei Ferredoxinreduktasen ublichen FAD-Molekiils fiir die Reduktion
des in der Ferredoxindomédne-enthaltenen Eisenschwefelclusters verantwortlich (Roberts et al.,
2003).

Die Klasse VIl enthalt — dhnlich wie Klasse VIl — Fusionsproteine, deren Monooxygenasedomane sich
zusammen mit der entsprechenden Reduktasedomane auf einer einzigen Polypeptidkette befindet
(Abbildung 1.4 1). Allerdings handelt es sich bei dem Reduktaseanteil in diesem Fall um eine
Diflavinreduktasedomane, die FAD sowie FMN enthalt und daher der eukaryotischen CPR gleicht. Die
Mitglieder dieser Klasse (und ebenfalls der Klasse VII) sind Einkomponentenproteine und werden als
,self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenasen” bezeichnet, da keine zusatzlichen
Elektronentransferproteine fiir die Elektronenibertragung und entsprechend fir die Katalyse
bendtigt werden. Eine detailliertere Beschreibung von Vertretern dieser Klasse ist in Abschnitt 1.3.3
zu finden.

Stickstoffmonoxidreduktase (EC 1.7.99.7) ist innerhalb der P450-Enzyme ein Sonderfall und das
einzige Mitglied der Klasse IX (Abbildung 1.4 J). Die erste Stickstoffmonoxidreduktase (CYP55 oder
P450nor) wurde im filamentdsen Pilz Fusarium oxysporum entdeckt und stellt die erste I6sliche
Cytochrom P450 Monooxygenase aus Eukaryoten dar (Kizawa et al., 1991). Das Enzym wurde aus
mitochondrialen und cytosolischen Fraktionen isoliert und katalysiert in einem fiir P450-Enzyme
einzigartigen reduktiven Prozess den Umsatz von Stickstoffmonooxid zu Distickstoffmonoxid (Takaya
et al., 1999). Diese Reaktion ist unabhangig von anderen Elektronentransferproteinen wahrend
NADH als Elektronendonor dient (Nakahara et al., 1993). Uber Genomanalysen konnte
herausgefunden werden, dass P450nor-Isoenzyme generell in Pilzen vorkommen (Daiber et al.,
2005).

Die Vertreter der Klasse X stammen ebenfalls aus Eukaryoten und benétigen fiir den Substratumsatz
weder Sauerstoff noch die Beteiligung einer zusatzlichen Reduktase(domane), da Peroxid-haltige
Verbindungen als Substrate und zugleich als Sauerstoffdonoren genutzt werden. Fiir die Katalyse ist

somit auch kein Cofaktor wie NAD(P)H notwendig. Bei Pflanzen sind z. B. die Allenoxidsynthase
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(CYP74A) oder die Hydroperoxidlyase (CYP74B/C) in den Chloroplasten zu finden (Lau et al., 1993;
Shibata et al., 1995). Bei Sdugetieren sind die in Abbildung 1.4 K dargestellte Thromboxansynthase
(CYP5A1) oder die Prostacyclinsynthase (CYP8A1) als Beispiele dieses P450-Systems anzutreffen
(Yokoyama et al., 1991; Wu und Liou, 2005).

1.3.2 Das bakterielle Dreikomponentensystem der Klasse |

Das P450cam-System aus Pseudomonas putida ist das am besten untersuchte Beispiel dieser Klasse
und dient daher haufig als Modell fir bakterielle Dreikomponenten-P450-Systeme. Die Cytochrom
P450 Monooxygenase P450cam (CYP101A1, EC 1.14.15.1) katalysiert mit der 5-exo-Hydroxylierung
von D-Campher den ersten Schritt des Campherabbaus, was dem Bakterium das Wachstum auf
Campher als alleiniger C-Quelle ermdglicht (Pylypenko und Schlichting, 2004). Das Flavoprotein des
Systems ist eine  NADH-abhdngige und FAD-haltige Ferredoxinreduktase = namens
Putidaredoxinreduktase (PdR, EC 1.18.1.3) (Gunsalus und Sligar, 1978). Putidaredoxin (Pdx), das
zugehorige [2Fe-2S]-Cluster-haltige Ferredoxin, Gbertragt als Shuttleprotein die Elektronen von der
Reduktase in zwei aufeinanderfolgenden Schritten auf CYP101Al (Mclean et al.,, 2005). Die
Kristallstrukturen aller drei Komponenten konnten aufgeklart werden, wobei die Struktur von
CYP101A1 als erste Struktur einer Cytochrom P450 Monooxygenase Uberhaupt bestimmt werden
konnte (Poulos et al., 1985; Sevrioukova et al., 2003, 2004; Pylypenko und Schlichting, 2004).
Dariber hinaus konnten einige Jahre spater ebenfalls die Kristallstrukturen des PdR-Pdx- sowie des
Pdx-P450cam-Komplexes gelost werden (Sevrioukova et al., 2010; Tripathi et al., 2013), sodass
heutzutage viele strukturelle Informationen (ber dieses System verfligbar sind. Es sei darauf
hingewiesen, dass die Komplexe in beiden Fallen Uber die Kopplung mit chemischen
Linkermolekilen generiert wurden und dass im ersten Fall Pdx-Varianten mit erhdhter Stabilitat
verwendet wurden. Diese Modifikationen kénnen sich prinzipiell auf die Struktur auswirken.

In Abbildung 1.5 A ist der von Sevrioukova et al. (2010) publizierte PdR-Pdx-Komplex und in
Abbildung 1.5 B die Interaktionsflaiche zwischen den beiden Proteinen gezeigt. Unter den zwanzig
Aminosaureresten, die in PdR an der Interaktion mit Pdx beteiligt sind, befinden sich neun
hydrophobe, finf positiv geladene und vier polare Reste. Die Kontaktflache in Pdx weist insgesamt
vierzehn relevante Reste auf, worunter sich vier hydrophobe, drei geladene und ebenfalls vier polare
Seitenketten befinden. Somit bietet die Kontaktfliche zwischen den beiden Proteinen die
Moglichkeit der Ausbildung von sowohl hydrophoben als auch polaren Wechselwirkungen. Dariiber
hinaus befinden sich an der Kontaktflaiche mit der Lys409p4z-Glu72p4- und der Arg310pqr-Asp38pux-
Bindung nur zwei Salzbriicken. Fiir viele Redoxproteinpaare spielen Salzbriicken eine wichtige Rolle
fir die Bildung und Stabilisierung produktiver Elektronentransferkomplexe. Sie kénnen die initiale

Protein-Protein-Interaktion lber eine weite Entfernung steuern, die Proteinorientierung optimieren,
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um die maximale Aktivitdt zu erreichen und den Zugang von Solvenzien zur Interaktionsflache
beeinflussen (Sevrioukova et al.,, 2010). Anhand der gefunden Ergebnisse und unter der
Berlicksichtigung einiger Mutagenesestudien wurde gefolgert, dass die Arg310p4r-Asp38pax-
Salzbriicke den entscheidenden Faktor fiir die Proteininteraktion darstellt und die beiden Enzyme in

einer fur den Elektronentransfer optimalen Weise positioniert (Sevrioukova et al., 2010).
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Abbildung 1.5: (A) PdR-Pdx-Komplex als Bianderdiagramm. PdR ist in Lila und Pdx in Magenta angefirbt. (B)
VergroBerter Ausschnitt des PdR-Pdx-Interaktionsbereichs. Nur ausgewahlte Seitenketten von Pdx (griin)
und PdR (braun/grau) sind hervorgehoben. Gestrichelte Linien zeigen elektrostatische Wechselwirkungen
und Wasserstoffbriicken an. FAD und der Eisenschwefelcluster sind in (A) und (B) als Kalottenmodell
dargestellt. (C) Vorgeschlagene Elektronentransferroute zwischen FAD von PdR und dem 12 A entfernten
Eisenschwefelcluster von Pdx liber Trp330,45z und Cys39,4,. Die Abbildungen wurden Sevrioukova et al.
(2010) entnommen und leicht modifiziert.

Wie Abbildung 1.5 B deutlich macht, bilden die Atome der Haupt- bzw. Seitenkette von Val28, Ser29,
und Serd4 von Pdx mit Arg65, Thr66, Lys339, Asn384 und Lys387 von PdR Wasserstoffbriicken und
somit weitere polare Wechselwirkungen. Zudem sind die Reste Val28, Tyr33, Leu36 und Met70 von
Pdx mit den PdR-Seitenketten Val302, Pro303, Leu306, Trp328, Trp330, Pro380 und Phe383 an
unpolaren Wechselwirkungen beteiligt. Die geringe Anzahl spezifischer elektrostatischer
Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken legt die Mitwirkung hydrophober Krafte sowie
sterischer Komplementaritdt am PdR-Pdx-Arrangement nahe (Sevrioukova et al., 2010).

Durch die Kristallstruktur des PdR-Pdx-Komplexes konnte zudem herausgefunden werden, dass die
Distanz zwischen dem FAD-Molekiil von PdR und dem Eisenschwefelcluster von Pdx 12 A betragt.
Der Weg (iber das FAD-flankierende Trp330 von PdR und den Eisenliganden Cys39 in Pdx stellt die
direkteste und somit beste Elektronentransferroute zwischen dem Flavin und dem

Eisenschwefelcluster dar (Abbildung 1.5 C).

Im von Tripathi et al. (2013) beschriebenen P450cam-Pdx-Komplex (Abbildung 1.6 A) ist zu erkennen,
dass die Bindung von Pdx an der proximalen Seite von P450cam stattfindet, also an der Seite, wo

sich das Hamthiolat befindet. In dem in Abbildung 1.6 B dargestellten Interaktionsbereich sind
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verschiedene Schliisselpositionen an der Bindung der beiden Proteine beteiligt. Das bereits fiir die
PdR-Pdx-Interaktion entscheidende Asp38 in Pdx bildet eine ionische Bindung mit Argl12p450cam,
wahrend das C-terminale Trp106pq, mit Alal13pss0m interagiert und zudem Uber den Stickstoff-
haltigen Indolring eine Wasserstoffbriicke mit Asn116p450.am bildet. Darliber hinaus interagiert

Arg109pss0cam Mit der Carboxylgruppe von Trp106p4,.

original position

Abbildung 1.6: (A) Gesamtstruktur des Campher-gebundenen P450cam-Pdx-Komplexes. P450cam ist in Cyan
und Pdx in Griin dargestellt. (B) VergroBerter Ausschnitt des P450cam-Pdx-Interaktionsbereichs. Nur
ausgewdhlte Seitenketten von Pdx (griin bzw. grau) und P450cam (cyan) sind hervorgehoben. Gestrichelte
Linien zeigen elektrostatische Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken an. Trp106,4, nimmt zur
Interkation mit P450cam eine neue Rotamerkonformation ein und stellt damit die im Vergleich zum freien
Pdx einzige signifikante strukturelle Anderung im mit P450cam-gebundenen Pdx dar. In P450cam sind fiir die
elektrostatische Wechselwirkung von Arg112p450..m Mit Asp38p4, Wenig strukturelle Anderungen notwendig,
wogegen die Interaktion zwischen Trp106,4, und P450cam eine Bewegung der C-Helix von 2 — 3 A Richtung
Pdx erfordert. Die Abbildungen wurden Poulos et al. (2014) entnommen und leicht modifiziert.

Durch die Protein-Protein-Interaktion wird die Pdx-Konformation im Vergleich zum freien Enzym nur
wenig beeinflusst, lediglich Trp106 nimmt eine andere Konfiguration an. In P450cam sind fir die
elektrostatische Wechselwirkung von Argl12p450.m Mit Asp38p4, ebenfalls wenig strukturelle
Anderungen notwendig, wogegen die Interaktion zwischen Trp106p4, und Argl09, Alall3 sowie
Asn116 in P450cam eine Bewegung der C-Helix von 2 — 3 A Richtung Pdx erfordert. Es kommt in
P450cam also durch die Interaktion mit Pdx zu starken strukturellen Anderungen einerseits an der
Kontaktflaiche und andererseits in der Substratbindetasche, welche die Substrathydroxylierung
ermoglichen. Diese Tatsache wurde schon frith erkannt und fiihrte zu der Schlussfolgerung, dass Pdx
eine Effektorfunktion fir P450cam aufweist (Gunsalus et al., 1973; Sligar et al., 1974). Laut Tripathi

et al. und Poulos et al. Uberfihrt Pdx im Rahmen seiner Effektorrolle die Cytochrom P450
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Monooxygenase von dem weniger favorisierten geschlossenen, substratgebundenen (high spin)
Zustand in den offenen, substratfreien (low spin) Zustand. Des Weiteren (ibt Pdx seine beschriebene
Effektorfunktion erst bei der Ubertragung des zweiten Elektrons auf das Him von P450cam in vollem
MaRe aus, da die induzierten strukturellen Anderungen die Bildung von compound I und damit die
Substrathydroxylierung erméglichen (Tripathi et al., 2013; Poulos, 2014).

Bereits vor einiger Zeit wurde von Roitberg et al. (1998) eine Elektronentransferroute vom Pdx-
Eisenschwefelcluster zur Hamgruppe von P450cam vorgeschlagen. Diese wurde durch die
strukturellen Erkenntnisse von Tripathi et al. (2013) bestatigt und ist in Abbildung 1.7 aufgezeigt.
Demnach wird das Elektron vom prosthetischen Eisenschwefelcluster zunachst innerhalb des
Putidaredoxins auf Cys39 und anschliefend auf Asp38 (ibertragen. Somit ist Cys39 sowohl an der
Elektronenaufnahme vom PdR-FAD als auch an der Elektronenabgabe auf das P450cam-Ham
beteiligt. In der Folge kommt es zu zwei Elektronenspriingen, zunachst innerhalb des Pdx-P450cam-
Interaktionsbreichs von Asp38py, auf Argll2pssoam Und daraufhin von diesem Argininrest auf eine
Propionatgruppe des Hams in P450cam. Im letzten Schritt erfolgt der Elektronentransfer auf das

Hameisen.

R66 ‘1'}

i

Abbildung 1.7: Ausschnitt des P450cam-Pdx-Interaktionsbereichs. Nur am Elektronentransfer bzw. an
polaren Interaktionen beteiligte Seitenketten von Pdx (cyan) und P450cam (griin) sind hervorgehoben.
Elektronenspriinge von Asp38;4, auf Argl12p450cam Und von Argl12;,450..m auf eine Propionatgruppe des Hams
sind durch Pfeile gekennzeichnet. Die Abbildung wurde Tripathi et al. (2013) entnommen.

1.3.3 Das Einkomponentensystem der Klasse VI
Wie bereits in Abschnitt 1.3.1 erwdhnt, handelt es sich bei Vertretern der Klasse VIIIl um self-

sufficient Einkomponentenenzyme, da sich alle zur Katalyse notwendigen Doméanen auf einer
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einzigen Polypeptidkette befinden. Die N-terminale Hdmdomane ist Gber eine kurze Linkerregion mit
der C-terminalen NADPH-abhéngigen Diflavinreduktasedoméane (EC 1.6.2.4) fusioniert, welche die
beiden prosthetischen Gruppen FAD und FMN enthdlt und somit der eukaryotischen CPR gleicht.
Cytochrom P450 Monooxygenasen dieser Klasse wurden in verschiedenen Prokaryoten und
niederen Eukaryoten entdeckt (Warman et al., 2005; Munro et al., 2007).

Das erste und zugleich mit Abstand bekannteste, sowie am besten charakterisierte Mitglied dieser
Klasse ist die cytosolische Fettsdurehydroxylase CYP102A1 (P450gys;, EC 1.14.14.1) aus dem
Bodenbakterium Bacillus megaterium. Dieses nicht-membrangebundene Enzym wurde 1974 von
Miura und Fulco entdeckt und in den folgenden Jahren eingehend studiert (Miura und Fulco, 1974,
1975; Ho und Fulco, 1976; Narhi und Fulco, 1982, 1986, 1987; Ruettinger et al., 1989; Fulco, 1991).
Das Molekulargewicht des Volllangenproteins betrdagt 119 kDa, wovon etwa 55 kDa auf die
Hamdomane zurickzufihren sind und ca. 65 kDa auf die NADPH-abhadngige Reduktasedomane,
welche jeweils ein FAD- sowie FMN-Molekiil enthalt. Die vom NADPH stammenden Elektronen
werden nacheinander vom FAD auf das FMN und im Anschluss auf die Hamgruppe der
substratgebundenen Hamdomane Ubertragen. Es wurde zudem herausgefunden, dass mittellange
und langkettige gesattigte Fettsduren von CYP102A1 an der w-1-, w-2- und w-3-Position hydroxyliert
werden und dabei Pentadecansdure das praferierte Substrat darstellt. Dabei werden fiir eine
Cytochrom P450 Monooxygenase aullerordentlich hohe Umsatzraten erzielt. Primare lineare
Alkohole und Amine geeigneter Kettenldange werden zwar ebenfalls hydroxyliert aber resultierten in
deutlich geringeren Umsatzen. Es wurde in der Folge gezeigt, dass ebenfalls ungesattigte bzw.
verzweigte Fettsduren entsprechender Kettenlangen geeignete Substrate flir CYP102A1 darstellen
und dass die Katalyse dabei teilweise mit hoheren Raten stattfindet als bei Verwendung der linearen
gesattigten Fettsduren (Capdevila et al., 1996; Budde et al., 2006; Cryle et al., 2006). So konnten
beispielsweise mit der vierfach ungesattigten Arachidonsdure Umsatzraten von bis zu ca.
17.000 min™* erreicht werden, was den hochsten Wert darstellt, der fir CYP102A1 publiziert wurde
(Noble et al., 1999; Girvan et al., 2009; Whitehouse et al., 2011).

Auf der strukturellen Ebene wurde schon kurz nach der Entdeckung von CYP102A1 vermutet, dass
die funktionelle Form des Proteins einen Komplex bildet, der bei einer Verdiinnung der
Proteinlésung dissoziiert, da die spezifische Aktivitdit des Enzyms mit steigender
Proteinkonzentration zunahm (Matson et al, 1977). Es konnte spater mit Hilfe von
Sedimentationsgeschwindigkeitsversuchen eine Mischung von Mono-, Di-, Tri- und Tetrameren
nachgewiesen werden, doch nach Inkubation mit DTT lag CYP102A1 vorwiegend in der dimeren
Form vor (Black und Martin, 1994). Das Enzym bildet also — soweit die Proteinkonzentration es

zuldsst — Dimere und es konnte gezeigt werden, dass die Bildung von Monomeren nicht vollstandig
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reversibel und das Monomer-Dimer-Gleichgewicht u. a. von der Anwesenheit von Substrat und von
der lonenstarke abhéngig ist (Kitazume et al., 2007). Die Autoren derselben Studie konnten zudem
nachweisen, dass der Elektronentransfer intermolekular verlauft, d. h. die Elektronen Gber das FAD
eines CYP102A1-Molekiils auf das FMN und schlieBlich die Himdomane des anderen CYP102A1-
Molekiils innerhalb des Dimerkomplexes Gbertragen werden und umgekehrt.

Bereits Anfang der 1990er Jahre gelang es, eine Kristallstruktur der CYP102A1-Hdamdomane zu
erhalten (Boddupalli et al.,, 1992a). In der Folge wurden zahlreiche Kristallstrukturen der
substratfreien sowie substratgebundenen CYP102A1l-Himdomane mit besserer Auflésung
verdffentlicht. Abbildung 1.8 zeigt eine Uberlagerung der substratfreien CYP102A1-
Hamdomanenstruktur (PDB-Code 1BU7; Sevrioukova et al., 1999) mit einer substratgebundenen
Struktur (PDB-Code 1JPZ; Haines et al., 2001). Es wird deutlich, dass die Substratbindung strukturelle
Anderungen hervorruft. Insbesondere verlagert sich die Position der F- und G-Helix sowie der F/G-

Schleife, was beispielsweise zum Verschluss der Substratbindetasche fiihrt.

G helix

Abbildung 1.8: Uberlagerung der substratfreien mit der substratgebundenen CYP102Al-
Himdomanenstruktur. Die Bereiche, die in Folge der Substratbindung strukturelle Anderungen eingehen,
sind in der substratfreien Struktur (PDB-Code 1BU7; Sevrioukova et al., 1999) in Grau und der
substratgebunden Struktur (PDB-Code 1JPZ; Haines et al., 2001) in Griin dargestellt. Regionen, die kaum
oder gar nicht von der Substratbindung beeinflusst werden, sind gelb gekennzeichnet. Das Hiameisen ist in
Orange und das Substrat N-Palmitoylglycin (NPG) in Rosa dargestellt. Die Abbildung wurde Whitehouse et
al. (2011) entnommen und leicht modifiziert.

Des Weiteren ist CYP102A1 hdufig Gegenstand von Mutagenesearbeiten, um beispielsweise das
Substratspektrum zu erweitern oder die Aktivitdt bzw. Stabilitdt zu erhéhen. So wurden zum Beispiel

Mutanten generiert, die im Gegensatz zum Wildtyp in der Lage sind, Alkane, Phenole, Monoterpene,
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Indol oder Steroide umzusetzen (Peters et al., 2003; Sulistyaningdyah et al., 2005; Watanabe et al.,
2007; Huang et al., 2007; Vottero et al., 2011).

Es gibt laut der P450-Homepage (Nelson, 2015, 2009) bisher 30 weitere eingetragene Mitglieder der
bakteriellen CYP102-Familie. Dabei umfasst die CYP102A-Unterfamilie schon sechszehn Vertreter
und die restlichen flinfzehn Proteine gehdren den anderen Unterfamilien (B — J) an (Nelson, 2015,
2009). Es sei darauf hingewiesen, dass manche der 31 gefiihrten CYP102-Enzyme keine
Fusionsproteine sind, da sie nur die Himdomane und keine Reduktasedoméane aufweisen (Lamb et
al., 2010). Somit gehoren nicht alle Mitglieder der CYP102-Familie zur P450-Systemklasse VIII, da es
sich um keine self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenasen handelt. Es fallt zudem auf, dass
CYP102-Enyzme bisher fast ausschlielich in Bodenbakterien identifiziert wurden (Lamb et al., 2010)
und dass lediglich sieben CYP102-Mitglieder aus gram-negativen Bakterien stammen. In der
CYP102A-Unterfamilie wurden neben CYP102A1 bisher nur CYP102A2 sowie A3 aus Bacillus subtilis,
CYP102A5 aus B. cereus, CYP102A7 aus B. lichenformis und CYP102A14 aus einem unkultivierten
Bodenbakterium eines Metagenomansatzes experimentell untersucht (Budde et al.,, 2004,
Gustafsson et al.,, 2004; Chowdhary et al., 2007; Dietrich et al., 2008; Kim et al., 2007). Dariber
hinaus wurden CYP102B1 aus Streptomyces coelicolor A3(2), CYP102D1 aus Streptomyces avermitilis
und CYP102H1 aus Nocardia farcinica (partiell) charakterisiert (Lamb et al., 2010; Choi et al., 2012;
Chung et al., 2012), allerdings handelt es sich bei CYP102B1 und CYP102H1 um keine self-sufficient
Cytochrom P450 Monooxygenasen. Die charakterisierten Vertreter der CYP102-Familie stammen
somit alle aus grampositiven Bakterien und die experimentelle Untersuchung eines CYP102-Enzyms
aus einem gramnegativen Organismus steht daher noch aus. Allen beschriebenen CYP102A1-
homologen Cytochrom P450-Monooxygenasen ist gemein, dass sie (z. T. ungesattigte) Fettsduren
oxyfunktionalisieren kdnnen, wenngleich CYP102A2 und CYP102A14 offenbar andere Substanzen als
Substrate bevorzugen (Axarli et al., 2010; Kim et al., 2007).

Im Reich der Pilze existiert mit der CYP505-Familie ein Gegenstiick zur bakteriellen CYP102-Familie.
Die CYP505-Familie umfasst bisher mehr als 60 eingetragene Mitglieder, somit wurden in Pilzen bis
dato mehr CYP102A1-homologe P450-Enzyme identifiziert als in Bakterien (Nelson, 2009). Der erste
Vertreter dieser Familie, CYP505A1 (P450foxy), wurde zuerst aus dem Pflanzenpathogen Fusarium
oxysporum isoliert und in der Folge als einziges Mitglied der CYP505-Familie eingehend studiert
(Shoun et al., 1985; Nakayama et al., 1996; Kitazume et al., 2000, 2002). Demnach weist das Enzym
beziglich der Domanenstruktur, des Molekulargewichts, der hohen Umsatzgeschwindigkeit und
weiterer enzymatischer Eigenschaften eine bemerkenswerte Ahnlichkeit zu CYP102A1 auf. Als

Unterschiede zwischen den Enzymen sind die Praferenz fiir etwas kiirzere Fettsduren und die
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Anwesenheit einer Transmembrandomane zu nennen, wodurch CYP505A1 — wie bei eukaryotischen

Cytochrom P450 Monooxygenasen Ublich — membranassoziiert ist.

1.4 Cytochrom P450 Monooxygenasen in der industriellen Biotechnologie

Es steht auBer Frage, dass Cytochrom P450 Monooxygenasen biotechnologisch wichtige Enzyme
sind, da sie eine Vielzahl interessanter Reaktionen katalysieren kdnnen. So stellen beispielsweise
Hydroxylierungs- und Epoxidierungsreaktionen etwa ein Zehntel aller industriellen Enzymprozesse
dar (Liese et al.,, 2006). Nichtsdestotrotz sind erfolgreiche kommerzielle Anwendungen dieser
Enzyme auf einige Beispiele beschrankt, da verschiedene Faktoren einen Einsatz im industriellen
MalBstab erschweren. Zum einen ist die Aktivitat vieler Cytochrom P450 Monooxygenasen unter
Prozessbedingungen nur gering und die limitierte Anzahl substratgebundener 3D-Strukturen
schrankt das Proteindesign ein. Zum anderen werden Elektronentransferpartner bendtigt, die
oftmals nicht bekannt sind und Limitationen im Elektronentransfer stellen ein weiteres Problem dar.
Zusatzliche Einschrankungen sind die Abhangigkeit von teuren Cofaktoren wie NAD(P)H und die
Entkopplung von Cofaktorverbrauch und Produktbildung. Darliber hinaus kann es bei
Ganzzellsystemen u. a. zu Schwierigkeiten der Substratldslichkeit, -aufnahme und -toxizitdt kommen
(Bernhardt, 2006; Urlacher und Eiben, 2006; Julsing et al., 2008; O’Reilly et al., 2011).

Die regio- und stereoselektive Oxyfunktionalisierung von Steroidhormonen — eine Reaktion, die
durch chemische Methoden nur schwierig durchzufiihren ist — ist eine der bedeutendsten
Anwendungen von Cytochrom P450 Monooxygenasen in der pharmazeutischen Industrie (Bracco et
al.,, 2013). Die erste derartige Reaktion, die im industriellen Malstab etabliert wurde, ist die
Herstellung von Cortison aus Progesteron durch ein P450-haltiges Rhizopus-Ganzzellsystem, das von
Upjohn (heute Pfizer, USA) kommerzialisiert wurde (Peterson et al., 1952). Weitere Beispiele sind die
bei Sanofi (Frankreich) etablierten Synthesen von Hydrocortison und Pregnenolon durch S.
cerevisiae-Zellen, die mit Sdugetier-P450-Enzymen ausgestattet wurden (Szczebara et al., 2003;
Duport et al., 1998). Bei Bayer (Deutschland) wurde ebenfalls eine Méoglichkeit zur
Hydrocortisonproduktion ausgehend von Desoxycortison etaliert, hier aber unter Nutzung von P450-
haltigen Curvularia-Zellen (Petzoldt et al., 1982).

Weitere Beispiele fir kommerzielle Prozesse mit Cytochrom P450 Monooxygenasen sind die
Herstellung des Cholesterinsenkers Pravastatin mittels Streptomyces-Zellen (Daiichi Sankyo Inc. und
Bristol Myers Squibb, beide USA) und die S. cerevisiae-basierte Produktion von Artemisininsdure
(Sanofi, Frankreich), eine Vorstufe des Antimalariamittels Artemisinin (Tsujita und Watanabe, 1989;
Ro et al., 2006; Paddon et al., 2013). Darliber hinaus werden Cytochrom P450 Monooxygenasen fir
die Synthese von Dicarbonsauren als Polymerbausteine (BASF, Deutschland) eingesetzt (Picataggio

et al., 1992; Liu et al., 2004).
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Ein grofReres Anwendungsgebiet von Cytochrom P450 Monooxygenasen ist zudem die Synthese von
Arzneimittelmetaboliten. Pharmahersteller bendtigen diese Verbindungen, um beispielsweise
Nebenwirkungen, Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten oder die Toxizitat des Wirkstoffs
zu untersuchen. Eine Gruppe der Forschungsabteilung von Novartis (Schweiz) veréffentlichte vor
einigen Jahren einen Ansatz zur Synthese von Arzneimittelmetaboliten mit rekombinant

exprimierten humanen Cytochrom P450 Monooxygenasen (Schroer et al., 2010).

1.5 Thermobifida fusca und die thermostabile CYP154H1

Thermobifida fusca (friher Thermomonospora fusca) gehort zu den Actinomyceten und somit zu den
grampositiven Bakterien. Es ist ein filamentoses, moderat thermophiles Bodenbakterium, das zwar
bei Temperaturen von bis zu 70 °C wachsen kann, aber eine optimale Wachstumstemperatur von 50
— 55 °C aufweist. Dieses Actinobakterium ist dazu in der Lage, verschiedene thermo- sowie pH-
stabile Cellulasen und Xylanasen zu sekretieren. Es gehdrt daher zu den Hauptdestruenten
pflanzlicher Zellwande in selbstwdarmender organischer Materie wie Mist- und Komposthaufen sowie
verfaulendem Heu (Bachmann und McCarthy, 1991). Die angesprochenen sekretierten Enzyme sind
aufgrund ihrer Eigenschaften von hohem wissenschaftlichen Interesse und waren bereits
Gegenstand zahlreicher Studien (Wilson, 2004). Es sei zudem erwahnt, dass T. fusca Sporen bilden
kann, die bei dauerhafter Exposition zu schweren allergischen Reaktionen (,,Dreschfieber”) fihren
kénnen (Van den Bogart et al., 1993).

Das Genom von T. fusca wurde vor einigen Jahren vollstandig sequenziert und veroffentlicht (Lykidis
et al., 2007). Es wurden zehn Gene fiir putative Cytochrom P450 Monooxygenasen gefunden, von
denen vier der CYP154-Familie angehoren. Laut P450-Homepage umfasst diese Familie zurzeit 35
eingetragene Mitglieder, die alle aus Actinomyceten (hauptsiachlich Streptomyces-Stamme)
stammen (Nelson, 2009). Einige dieser Enzyme wurden bereits erforscht, darunter CYP154A1 und
CYP154C1 aus Streptomyces coelicolor A3(2), deren Kristallstrukturen verfiigbar sind (Podust et al.,
2003, 2004). Darlber hinaus wurden die Steroid-hydroxylierenden CYP154C5 aus Nocardia farcinica
und CYP154C3 aus Streptomyces griseus eingehender studiert (Bracco et al., 2013; Herzog et al.,
2014; Makino et al.,, 2014). Eine weitere Cytochrom P450 Monooxygenase aus N. farcinica,
CYP154A8, wurde ebenfalls experimentell beschrieben. So wurde fiir dieses Enzym eine
Dealkylierungsaktivitat fur das Isoflavon Formononetin festgestellt und es konnten lber zwanzig
geeignete Substrate identifiziert werden (Choi et al., 2010; von Biihler et al., 2013). Mit CYP154H1
wurde von Schallmey et al. die erste Cytochrom P450 Monooxygenase aus T. fusca isoliert und
eingehend charakterisiert (Schallmey et al.,, 2011). CYP154H1 wurde dabei heterolog in E. coli
exprimiert (bis zu 14 % des |6slichen Proteinanteils) und anschlieRend aufgereinigt. Das Enzym zeigt

eine klare Praferenz fiir kleine aromatische und arylaliphatische Substanzen wie Ethylbenzol, Styrol
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und Indolverbindungen. Des Weiteren werden von CYP154H1 verschiedene arylaliphatische Sulfide
als Substrate akzeptiert, die zu den entsprechenden Sulfoxiden bzw. Sulfonen umgesetzt werden.
Einige der genannten Reaktionen verlaufen zudem enantioselektiv. Der T,, von CYP154H1 betragt
67 °C und damit handelt es sich um ein moderat thermostabiles Enzym, was mit den
Wachstumseigenschaften des Ursprungsorganismus in Einklang steht. Die Vorteile des Enzyms, wie
die Einfachheit der Herstellung, das interessante Substratspektrum und die ausgepragte
Thermostabilitat, machen CYP154H1 zu einem attraktiven Biokatalysator. Ein Homologiemodell von
CYP154H1, das auf Basis der Kristallstruktur von CYP154C1 (PDB-Code 1GWI) erstellt werden konnte,

ist in Abbildung 1.9 gezeigt.

Abbildung 1.9: Homologiemodell von CYP154H1 aus T. fusca auf Basis von CYP154C1 aus Streptomyces
coelicolor A3(2) (PDB-Code 1GWI). a-Helices sind in Rot, B-Faltbldtter in Gelb, Schleifen in Griin und die
Hamgruppe in Blau dargestellt. Die Abbildung wurde von A. Schallmey zur Verfiigung gestelit.

Vor kurzem wurde mit CYP154E1 eine weitere Cytochrom P450 Monooxygenase aus T. fusca
experimentell beschrieben (von Biihler et al., 2013). Bei der Untersuchung des Substratspektrums
wurden u. a. lineare und verzweigte Alkohole sowie gesattigte Fettsduren und verschiedene
Terpenoide, darunter das pharmazeutisch relevante Grundmann’s Keton, als geeignete Substrate
identifiziert. Des Weiteren werden von CYP154E1 wie durch CYP154H1 arylaliphatische Sulfide zu
den entsprechenden Sulfoxiden bzw. Sulfonen umgesetzt (von Biihler et al., 2013; Bogazkaya et al.,
2014). Beim Vergleich der Substrate, die von den verschiedenen beschriebenen Enzymen der
CYP154-Familie akzeptiert werden, wird deutlich, dass die CYP154-Familie ein recht breites
Substratspektrum aufweist.

Alle isolierten Vertreter der CYP154-Familie sind Dreikomponentenenzyme, doch die natlrlichen
Elektronentransferpartner sind in keinem Fall bekannt, sodass zur Durchflihrung von Biokatalysen

auf Ersatzsysteme zurlickgegriffen werden musste. Fiir die Arbeiten mit CYP154A1, CYP154C1 und
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CYP154C3 aus Streptomyces wurde ein kommerziell erhaltliches System aus Spinatferredoxin und
der entsprechenden Reduktase genutzt, wobei im Fall von CYP154C3 zusatzlich ein Fusionsansatz mit
der Reduktasedomane von P450RhF angewendet wurde (Cheng et al., 2010; Podust et al., 2003;
Makino et al., 2014). Der Elektronentransfer fir die Katalyse mit CYP154C5 und CYP154A8 aus
N. farcinica konnte in beiden Fallen mit Pdx und PdR aus dem P450cam-System gewahrleistet
werden, auch wenn sich fir CYP154A8 die Kombination aus dem Flavodoxin YkuN aus Bacillus
subtilis mit E. coli-Flavodoxinreduktase als vorteilhafter herausstellte (Bracco et al., 2013; Choi et al.,
2010; Bogazkaya et al., 2014; von Bihler et al., 2013). Das letztgenannte System wurde ebenfalls fiir
die Arbeiten mit CYP154E1 aus T. fusca genutzt, wahrend fiir die Charakterisierung des anderen
CYP154-Enzyms aus T. fusca, CYP154H1, wiederum Pdx und PdR eingesetzt wurden (von Bihler et
al., 2013; Schallmey et al., 2011). Im Fall von CYP154H1 konnten die Autoren verschiedene Nachteile
bei der Verwendung von Pdx und PdR als Elektronentransfersystem feststellen (Schallmey et al.,
2011). Zum einen wurden nur geringe Umsatzraten erreicht, die auf einen hohen Entkopplungsgrad
infolge eines ineffizienten Elektronentransfers zuriickzufiihren sein kénnen. So sind heterolog
exprimierte Cytochrom P450 Monooxygenasen meist mit den autologen Elektronentransferpartnern
am aktivsten (Hannemann et al., 2007). Zum anderen musste die zur Charakterisierung genutzte
Reaktionstemperatur an den Temperaturtoleranzbereich der Ersatzkomponenten angepasst
werden. Insbesondere Pdx weist eine geringe Stabilitdt auf, da der Eisenschwefelcluster in Lo6sung
recht schnell verloren geht (Sevrioukova et al., 2003). Daher konnte das Temperaturoptimum von
CYP154H1, welches vermutlich deutlich héher liegt als die verwendete Reaktionstemperatur von
30 °C, nicht bestimmt werden. Es wird somit deutlich, dass die Identifizierung der natirlichen
Elektronentransferproteine von CYP154H1 zwingend notwendig ist, um die katalytische Effizienz des

Dreikomponentensystems zu verbessern.

1.6 Lipasen in der Biokatalyse

1.6.1 Allgemeine Aspekte

Lipasen (EC 3.1.1) sind den Serinhydrolasen zugehérig und besitzen eine charakteristische o/B-
Hydrolasefaltung, die ebenfalls bei Esterasen anzutreffen ist (Stergiou et al., 2013). Wie in Abbildung
1.10 (Hinreaktion) dargestellt, katalysieren sie in wassriger Umgebung die hydrolytische Spaltung
von (langkettigen) Triacylglyceriden, jedoch ebenfalls die Hydrolyse einfacher Ester und Amide

(Adlercreutz, 2013; Jaeger et al., 1994; Jaeger und Eggert, 2002).
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Abbildung 1.10: Lipase-katalysierte Gleichgewichtsreaktion. In wassrigen Medien erfolgt die hydrolytische
Spaltung der Esterbindung des Substrats in den freien Alkohol und die Carbonsaure. Im wasserfreien Milieu
erfolgt durch Kondensation von Alkohol und Saure die entsprechende Riickreaktion. Die Abbildung wurde
Jaeger und Reetz (1998) entnommen und wurde modifiziert.

Lipasen unterliegen im Gegensatz zu Esterasen, deren Aktivitdit normalerweise der Michaelis-
Menten-Kinetik  folgt, einem besonderen Phidnomen. Erst bei Uberschreitung der
Substratloslichkeitsgrenze und der damit verbundenen Emulsionsbildung, also dem Auftreten einer
Grenzflache, ist eine starke Aktivitatserhohung festzustellen. Diese Grenzflachenaktivierung ist bei
den meisten Lipasen auf eine a-helikale Deckelstruktur zuriickzufiihren, die den Weg zum aktiven
Zentrum des Enzyms nur bei Kontakt mit hydrophoben Grenzflachen freigibt (van Tilbeurgh et al.,
1993). Im aktiven Zentrum befindet sich, dhnlich wie bei Serinproteasen eine katalytische Triade aus
Serin, Histidin und Aspartat, welche den Substratumsatz ermdoglicht (Jaeger et al., 1994). Lipase-
katalysierte Reaktionen laufen dabei haufig chemo-, regio- und stereospezifisch ab (Jaeger und
Eggert, 2002). Lipasen sind zudem in organischen Losungsmitteln aktiv. Diese aullergewohnliche
Eigenschaft eroffnet die Maoglichkeit zahlreicher weiterer Reaktionen. Wie Abbildung 1.10
verdeutlicht, stellt die Hydrolyse eine Gleichgewichtsreaktion dar, bei der die Lage des
Gleichgewichts (iber den Wassergehalt im Reaktionsmedium gesteuert werden kann. So ist es
beispielsweise moglich, in wasserfreier Umgebung Veresterungen, Umesterungen oder
Amidierungen durchzufiihren. Durch sog. Medium Engineering kdnnen zudem verschiedene
Parameter wie Aktivitat, Regio- und Stereoselektivitdt oder die Stabilitdt des Enzyms beeinflusst
werden (Hung et al., 2003; Sharma und Kanwar, 2014).

Heutzutage sind Lipasen eingehend erforscht, werden in grolem MaRstab produziert und sind
kommerziell verfligbar. Ein weiterer Vorteil dieser Enzyme ist die fir Hydrolasen typische
Unabhangigkeit von teuren Cofaktoren. Daher werden sie in zahlreichen Anwendungsgebieten
eingesetzt, wie in Waschmitteln, in der Lebensmittel- und Papierindustrie sowie zur Synthese von

Pharmazeutika und Biodiesel (Anobom et al., 2014).
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1.6.2 Die Candida antarctica Lipase B

Ende der 1980er Jahre wurden in der Hefe Candida antarctica zwei Lipase-lsoenzyme, Lipase A
(CalA) und Lipase B (CalB), entdeckt und wenig spater aufgereinigt sowie charakterisiert (Michiyo,
1988; Bjorkling et al., 1989; Heldt-Hansen et al., 1989; Patkar et al., 1993). Seitdem wurde CalB
eingehend untersucht, sodass es bereits vor ca. zwei Jahrzenten gelang, die Kristallstruktur des
Proteins aufzuklaren (Uppenberg et al., 1994). Demnach weist das 33 kDa schwere Enzym die fir
Hydrolasen charakteristische a/B-Faltung auf und es besitzt keinen Deckel, was einen Gegensatz zu
vielen anderen Lipasen darstellt. Daher ist das Phdnomen der Grenzflachenaktivierung fiir CalB nicht
zutreffend und das Enzym wird deshalb in der Literatur teils als Hybrid aus Lipase und Esterase
bezeichnet (Martinelle et al., 1995; Anderson et al., 1998). Das Enzym besitzt zudem eine Reihe
weiterer vorteilhafter Merkmale. Die hydrophobe Substratbindetasche ermdoglicht beispielsweise
den reversiblen Umsatz von Triacylglyceriden, in dessen Folge sowohl an den priméren als auch an
der sekundaren Hydroxylgruppe des Glycerins Ester gebildet bzw. hydrolysiert werden kdnnen. Viele
kleinere Ester, Thioester und Amide werden im Vergleich zu Triacylglyceriden noch besser umgesetzt
und beim Einsatz kurzkettiger Alkohole als Substrat ist eine klare Praferenz fiir sekundare
Hydroxylgruppen und somit eine ausgepragte Regioselektivitdt zu erkennen (Anderson et al., 1998;
Nelson et al., 1996). Die Lipase ist dariiber hinaus sehr enantioselektiv, sodass sie ebenfalls zur
Racematspaltung in industriellen Prozessen eingesetzt wird. Im wassrigen Milieu ist CalB (iber einen
breiten pH-Bereich von 3,5 bis 9,5 stabil, wahrend das pH-Optimum bei 7,0 liegt. Das Enzym ist
ebenfalls gegeniliber hohen Temperaturen stabil, da es — abhangig vom pH-Wert — erst bei
Temperaturen zwischen 50 °C und 60 °C inaktiviert wird (Anderson et al., 1998). Es wurde sogar
demonstriert, dass immobilisierte CalB nach einer Reaktionszeit von mehreren tausend Stunden
noch aktiv war, obwohl die Lipase wahrenddessen Temperaturen zwischen 60 — 80 °C ausgesetzt war
(Heldt-Hansen et al., 1989; Arroyo und Sinisterra, 1994). Wie zuvor in Abschnitt 1.6.1 erldutert, ist
die Aktivitat von Lipasen in fast wasserfreien Systemen von hoher Wichtigkeit. CalB weist sowohl in
unpolaren als auch in polaren organischen Losungsmitteln eine hohe Aktivitdt auf, was fur die
Loslichkeit hydrophiler Substanzen durchaus vorteilhaft sein kann (Anderson et al., 1998).

In Folge der ausgepragten Enantio- und Regioselektivitdt, des breiten Substratspektrums und der
hohen Stabilitdt gegeniiber extremen Reaktionsbedingungen ist CalB heutzutage die am haufigsten

eingesetzte Lipase weltweit (Poppe et al., 2013).

1.7 Vorarbeiten

Zur Untersuchung putativer Elektronentransferproteine aus T. fusca wurden im Vorfeld dieser
Dissertation BLAST-Suchen von der Arbeitsgruppe Biokatalyse durchgefiihrt, um die Gensequenzen

vermeintlicher Ferredoxine und Ferredoxinreduktasen zu identifizieren. Die Suche nach
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Ferredoxinen war bei Verwendung der Proteinsequenz von Putidaredoxin als Ausgangssequenz nicht
erfolgreich. Daher wurde eine weitere BLAST-Suche mit den Proteinsequenzen verschiedener
Ferredoxine aus Streptomyces coelicolor A3(2) durchgefiihrt, welche zuvor beschrieben wurden
(Chun et al., 2007; Lamb et al., 2002; Lei et al., 2004). Als Resultat dieser Suche wurden in T. fusca
drei putative Ferredoxine identifiziert. Das T. fusca-Protein YP_288552 (Fdx 1) ist homolog zum
S. coelicolor A3(2)-Ferredoxin NP_629284 (85 % Sequenzidentitat), wahrend YP_289538 (Fdx 2) und
YP_289287 (Fdx4) auf Basis der S. coelicolor A3(2)-Ferredoxine NP_625075 bzw. NP_631715
gefunden wurden. Die NCBI-Annotierung bestatigt im Fall von Fdx 1 und Fdx 2, dass es sich bei
diesen Proteinen um Ferredoxine handelt. Es ist zudem interessant, dass das Gen fiir NP_625075
(SC00773) im Genom von S. coelicolor A3(2) direkt neben dem Gen fir die Fettsdurehydroxylase
CYP105D5 (SCO0774) liegt. Chun et al. konnten dariiber hinaus experimentell demonstrieren, dass
das genannte Ferredoxin in der Lage ist, Elektronen auf CYP105D5 zu Ubertragen, wenngleich der
Einsatz verschiedener heterologer Redoxpartner in Kombination mit diesem P450-Enzym zu
besseren Umsatzen fihrte (Chun et al., 2007). Interessanterweise befindet sich auch im T. fusca-
Genom das Gen des entsprechenden Ferredoxins Fdx 2 (Tfu_1479) unmittelbar neben dem Gen fir
CYP215A1 (Tfu_1478), einer bislang unerforschten Cytochrom P450 Monooxygenase.

Neben den oben erwadhnten, Gber die BLAST-Suche identifizierten putativen Ferredoxinen wurde mit
YP_288824 (Fdx 3) ein weiteres mutmaRliches Ferredoxin in T. fusca gefunden. Aufgrund seiner
Kristallstruktur (PDB-Code 3BGU) ist es den Ferredoxin-ahnlichen Proteinen zuzuordnen (Joint
Center for Structural Genomics, 2007).

Bei Verwendung der Proteinsequenz von Putidaredoxinreduktase als Ausgangssequenz fir die
BLAST-Suche nach Ferredoxinreduktasen konnten mit YP_290404 (FdR 5), YP_289288 (FdR 6) und
YP_289971 (FdR 7) drei putative Ferredoxinreduktasen in T. fusca identifiziert werden. Im Fall von
FdR 5 und FdR 6 bestdtigt die NCBI-Annotierung, dass es sich um Ferredoxinreduktasen handelt,
wahrend FdR 7 (vermutlich falschlicherweise) als Ferredoxin/Ferredoxin-NADP-Reduktase annotiert
ist. FdR 6 ist dabei von besonderem Interesse, da sich das entsprechende Gen Tfu_1227 unmittelbar
hinter dem Gen fiir das zuvor erwadhnte Fdx 4 (Tfu_1226) befindet und diese Proteine folglich ein
putatives Redoxpaar bilden. Das Fdx 4-Gen Tfu_1226 liegt wiederum direkt vor dem Gen Tfu_1225,
welches fiir die Cytochrom P450 Monooxygenase CYP217A1 codiert. Zudem sind diese drei Gene in
einem putativen Polyketidsynthese-Operon lokalisiert. Daher liegt die Vermutung nahe, dass
CYP217A1 an der Polyketidsynthese beteiligt ist und dass FdR 6 und Fdx 4 die autologen
Redoxpartner dieses P450-Enzyms sind. Neben den Genen fir Ferredoxine und

Ferredoxinreduktasen wurde im Genom von T. fusca ebenfalls ein Gen (Tfu_3023) identifiziert, das



26

Einleitung

flir ein Flavodoxin codiert. Dieses Protein (YP_291079) wurde Uber die entsprechende Annotierung
in der NCBI-Datenbank ermittelt.

Im Rahmen der Bachelorarbeit von A. Maurer (2011) wurden anschlieBend die Gene der putativen
Ferredoxine (Fdx 1 — 4) und Ferredoxinreduktasen (FdR 5 — 7) aus dem Genom von T. fusca kloniert.
Dazu wurde zunachst T. fusca XY (Wildtyp, bereitgestellt von der DMSZ) kultiviert, um an das Genom
zu gelangen. Das isolierte Bakteriengenom wurde anschlieRend als parentale DNA zur Amplifikation
der Ferredoxin- und Ferredoxinreduktasegene mittels PCR eingesetzt. Die amplifizierten Gene
wurden danach mit Ndel und Hindlll verdaut und Uber enzymatische Ligation in die entsprechend
geschnittenen Plasmide pIT2-MCS und pET28a(+) eingebracht. Die Vektoren wurden schlieBlich in
die E. coli-Stamme TOP10 und C43 (DE3) transformiert. In der Folge wurde die heterologe Expression
der verschiedenen Proteine bei unterschiedlichen Temperaturen analysiert. Demnach konnte die
Expression von zwei Ferredoxinen und allen Reduktasen erzielt werden, auch wenn nur Fdx 4, FdR 5
und FdR 7 zweifelsfrei in der |6slichen Proteinfraktion nachgewiesen werden konnten. Es wurden
ebenfalls Aktivitatsassays durchgefiihrt, bei denen fiir FdR 5 und FdR 7, jedoch nicht fiir FdR 6 oder
eines der Ferredoxine eine eindeutige Aktivitat nachgewiesen werden konnte. Die Resultate der
Aktivitatsbestimmungen der Ferredoxine sind allerdings aufgrund der hohen Hintergrundaktivitat im
zellfreien Extrakt nicht sehr verlasslich.

Dartiber hinaus sind zwei weitere putative Gene (Tfu_1275 und Tfu_1273) fiir Redoxpartner im
Genom von T. fusca vorhanden, welche zuvor bereits in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Vlada
Urlacher (Institut fir Biochemie Il der Heinrich Heine Universitat Disseldorf) aus dem Genom von T.
fusca kloniert und fir diese Arbeit zur Verfligung gestellt wurden. Diese Gene codieren fir
YP_289336 (Fdx 8) und YP_289334 (FdR 9) und flankieren das Gen fur CYP222A1 (Tfu_1274). Somit
handelt es sich bei Fdx 8 und FdR 9 mit hoher Wahrscheinlichkeit um die natirlichen

Elektronentransferpartner fir CYP222A1.

1.8 Motivation und Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Untersuchung verschiedener Ein- und
Dreikomponenten-P450-Systeme fir die Anwendung in der Biokatalyse. Dabei konnen die
durchgefiihrten Arbeiten zwei Teilprojekten zugeordnet werden. Zum einen sollten die natirlichen
Redoxpartner fiir das Dreikomponentensystem des attraktiven Biokatalysators CYP154H1 aus
T. fusca identifiziert werden (siehe auch Abschnitt 1.5). Darlber hinaus sollten im Allgemeinen
thermostabile Elektronentransfersysteme aus T. fusca untersucht werden, da diese ebenfalls fiir den
Einsatz in Biokatalysen mit anderen Cytochrom P450 Monooxygenasen interessant sind. Innerhalb
des zweiten Teilprojekts sollten neuartige bakterielle CYP102Al-homologe Cytochrom P450

Monooxygenasen und somit Vertreter des self-sufficient Einkomponentensystems der Klasse VI
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untersucht werden. Dabei war von Interesse, ob eine geringe Sequenzidentitat der Himdomane mit

einem unterschiedlichen Substratspektrum einhergeht.

Zur ldentifizierung von thermostabilen Elektronentransferproteinen aus T. fusca sollten zunachst
geeignete Expressions- und Aufreinigungsbedingungen fiir die verschiedenen putativen
Redoxproteine etabliert werden. Die Aktivitdit der Proteine sollte zudem anhand geeigneter
photometrischer Assays festgestellt werden. Im letzten und entscheidenden Schritt sollten
verschiedene Kombinationen der putativen Elektronentransferkomponenten aus T. fusca in
Biokatalysen mit verschiedenen Cytochrom P450 Monooxygenasen eingesetzt werden. Diese
Versuche sollten zeigen, ob die eingesetzten Proteine dazu in der Lage sind, mit den P450-Enzymen
zu kooperieren. Bei diesen Versuchsreihen standen die Umsatzexperimente mit CYP154H1 im
Mittelpunkt, da — wie eingangs erwahnt — das natiirliche Elektronentransfersystem des Enzyms

herausgefunden werden sollte.

Um neue putative self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenasen zu finden, sollte zundchst eine
BLAST-Suche durchgefiihrt werden. Dabei sollte die Sequenz der Himdomane von CYP102A1
(P450gy3) als Ausgangssequenz dienen. Fir weitere Untersuchungen sollten anschlieRend putative
CYP102A1-homologe Enzyme mit geringer Sequenzidentitit zur Hamdoméane von CYP102A1l
identifiziert werden. Dabei sollte untersucht werden, ob die relativ geringe Sequenzidentitat auch
mit einem unterschiedlichen Substratspektrum einhergeht. Nach Auswahl von zwei geeigneten
Enzymen, sollten geeignete Bedingungen zur heterologen Expression und Aufreinigung der putativen
Cytochrom P450 Monooxygenasen gefunden werden. Daraufhin sollten die Enzyme charakterisiert
werden. Dabei sollten zundchst allgemeine Eigenschaften wie Cofaktorpraferenz und
Elektronentransferaktivitat ermittelt werden. Anschliefend sollten die putativen Cytochrom P450
Monooxygenasen bzgl. des Substratspektrums, der Selektivitat und der Stabilitat untersucht werden.

Darliber hinaus sollten die Biokatalysebedingungen optimiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gene und Proteine

Gene der putativen Elektronentransferproteine sowie der CYP154H1 aus Thermobifida fusca:

Tabelle 2.1 gibt einen Uberblick tber die wihrend dieser Arbeit verwendeten Gene und
entsprechenden Proteine aus T. fusca. Das Molekulargewicht wurde mit Hilfe der Website
http://web.expasy.org/protparam/ berechnet. Die Gen- und Proteinsequenzen konnen in der NCBI-

Datenbank eingesehen werden.

Tabelle 2.1: Uberblick iiber verwendete Gene und entsprechende Proteine aus T. fusca.

Gen Linge Protein Abkiirzung Beschreibung Linge Molekulargewicht
Ai;ecs;c))n bp At(:;ecs;/lc)yn |rjA<:I|;sifr (putativ) AS ohne/mit His-Tag
Tfu_0491 318 YP_288552 Fdx 1 Ferredoxin 106 11,7 kDa/13,9 kDa
Tfu_1479 213 YP_289538 Fdx 2 Ferredoxin 71 7,5 kDa/9,6 kDa
Tfu_0763 288 YP_288824 Fdx 3 Ferredoxin 96 10,5 kDa/12,7 kDa
Tfu_1226 195 YP_289287 Fdx 4 Ferredoxin 64 7,1 kDa/9,3 kDa
Tfu_1275 192 YP_289336 Fdx 8 Ferredoxin 63 6,9 kDa/9,1 kDa
Tfu_3023 510 YP_291079 Fldx-s. Flavodoxin 170 18,7 kDa/20,9 kDa
Tfu_3023* 582 YP_291079* Fldx-s.-e. Flavodoxin 194 20,3 kDa/22,5 kDa
Tfu_ 2348 1.200 YP_290404 FdR 5 Ferredoxinreduktase 400 42,7 kDa/44,9 kDa
Tfu_1227 1.242 YP_289288 FdR 6 Ferredoxinreduktase 414 44,2 kDa/46,3 kDa
Tfu_1915 1.377 YP_289971 FdR 7 Ferredoxinreduktase 459 49,7 kDa/51,9 kDa
Tfu_1273 1.191 YP_289334 FdR 9 Ferredoxinreduktase 395 42,3 kDa/44,5 kDa

Cytochrom P450

Tfu_2802 1.230 YP_290858  CYP154H1 409 45,9 kDa/48,0 kDa

Monooxygenase

*Es wurde zudem mit einer am 5‘-Ende verldangerten Genvariante gearbeitet.

Die Gene fir Fdx 1 — 4 und fiir FAR 5 — 7 wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von Angela Maurer
(2011) mit Hilfe von PCR aus dem Genom von T. fusca isoliert, wahrend die Gensequenzen fiir Fdx 8
und FdR 9 von Prof. Dr. Vlada Urlacher (Institut fiir Biochemie Il der Heinrich Heine Universitat
Dusseldorf) zur Verfligung gestellt wurden. Fir die Arbeiten mit dem fiir das putative Flavodoxin-
kodierenden Gen wurde eine synthetische, fiir die Expression in E. coli optimierte Sequenz bei
GeneArt® bestellt (Tfu_3023-synth). Zudem wurde von diesem Gen eine am 5‘-Ende verlangerte
Variante durch PCR erzeugt (Tfu_3023-synth-elong). Die entsprechenden Sequenzen sind im

Abschnitt 7 hinterlegt. Die Gensequenz fiir CYP154H1 wurde bereits von Schallmey et al. mittels PCR
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aus genomischer DNA isoliert, in die Plasmide pIT2 und pET28a(+) eingebracht und in dieser Form

bereitgestellt (Schallmey et al., 2011).

Gene von bakteriellen self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenasen:

Wie in Tabelle 2.2 aufgefihrt, wurden die Gensequenzen von zwei putativen self-sufficient
Cytochrom P450 Monooxygenasen aus Azorhizobium caulinodans bzw. Nakamurella multipartia als
synthetische, flir die Expression in E. coli optimierte Sequenzen bei GeneArt® bestellt. Vom
CYP102K1-Gen wurde zudem eine 3‘-verkirzte Version durch PCR erzeugt, um die Him-Domane des
Enzyms (CYP102K1-HD) zu erlangen. Des Weiteren wurden wiederum mittels PCR sowohl vom
CYP102K1-Volllangen-Gen als auch vom entsprechenden Ham-Domanen-Gen 5‘-verkiirzte Varianten
hergestellt (N-short-CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1-HD). Die Gen- und Proteinsequenzen sind

unter Abschnitt 7 dargelegt.

Tabelle 2.2: Ubersicht liber Gene bzw. Proteine aus Azorhizobium caulinodans und Nakamurella multipartia.

Gen Linge Protein Abkiirzung Beschreibung Linge Molelfular-

gewicht
Accession . in dieser . ohne/mit His-
(NCBI) bp Accession (NCBI) Arbeit (putativ) AS Tag

AZC_3520 3.477 YP_001526436 CYP102K1 Cytochrom P450 1.158 123,3 kDa/
Monooxygenase 125,5 kDa

AZC_3520* 1.722 YP_001526436* CYP102K1-HD Cytochrom P450 573 62,8 kDa/
Monooxygenase 65,0 kDa

AZC_3520* 3.237 YP_001526436* N‘-short- Cytochrom P450 1.078 115,3 kDa/
CYP102K1 Monooxygenase 117,5 kDa

AZC 3520* 1.482 YP_001526436* N‘-short- Cytochrom P450 493 54,8 kDa/
CYP102K1-HD Monooxygenase 56,0 kDa

Namu_2602 3.291  YP_003201943 CYP102ymy Cytochrom P450 1.096 117,5 kDa/
Monooxygenase 119,7 kDa

*Es wurde zudem mit verkilrzten Genvarianten gearbeitet.

Gene weiterer Cytochrom P450 Monooxygenasen und Elektronentransferproteine:

Des Weiteren wurden die Gene fir CYP154C5, CYP106A2 sowie fir

Putidaredoxin und

Putidaredoxin-Reduktase verwendet. Alle hier aufgefiihrten Konstrukte wurden bereits im Vorfeld
dieser Arbeit angefertigt und wurden entsprechend in dieser Form zur Verfiigung gestellt.

Das Konstrukt pIT2_cyp154c5 zur Expression von CYP154C5 aus Nocardia farcinica (410 AS, NCBI-
Accession: YP_121526) wurde von Bracco et al. (2013) angefertigt.

Das Gen fur CYP106A2 (410 AS, NCBI-Accession: 2009359A) wurde mit Hilfe von PCR und dem Vektor
pJNNcypl106A2camAB(t) (zur Verfligung gestellt von Dr. Harald Ruijssenaars, TNO, Delft, Niederlande

(Ruijssenaars et al., 2007)) amplifiziert und anschlieRend in den pIT2-MCS-Vektor kloniert.
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Das Konstrukt pACYC_CamAB zur Coexpression der Redoxpartner Putidaredoxinreduktase PdR (422

AS, Accession: P16640) und Putidaredoxin Pdx (107 AS, Accession: P00259) aus Pseudomonas putida

wurde von Schallmey et al. (2011) angefertigt.

2.1.2 Primer

Samtliche verwendeten Primer sind in Tabelle 2.3 aufgefiihrt. Alle Primer wurden bei Sigma-Aldrich

bestellt, oder wurden bei GATC Biotech direkt fiir die Sequenzierung in Auftrag gegeben.

Tabelle 2.3: Liste simtlicher verwendeter Primer.

Name Richtung Nukleotidsequenz (5 = 3‘) ':;Zae:l T. [°C]
T7_Fw Vorwarts TAATACGACTCACTATAGGG 20 53.2
T7_Rv Rickwarts GCTAGTTATTGCTCAGCGG 19 56.7
Aca_Fwd2 Vorwarts CGCATCGTTGAGGTGGCA 18 53.5
Aca_Fwd3 Vorwarts TGAACGCATCTTCGTGTCC 19 50.9
Aca_Fwd4 Vorwarts TGCGGCGGGTGACTATGA 18 53.7
Nmu_Fwd2 Vorwarts GAGAGTGCGGAAGTCCTG 18 50.3
Nmu_Fwd3 Vorwarts GTGTTAGTGCAGGCACCG 18 511
Nmu_Fwd4 Vorwarts CGAGGCGTGGGTTCGTAG 18 53.1
F2 Vorwarts ATGCCATAGCATTTTTATCC 20 48.4
R2 Rickwarts CTGATTTAATCTGTATCAGG 20 45.2
pBAD-FP Vorwarts ATGCCATAGCATTTTTATCC 20 50.2
pTrcHis-RP Rickwarts CTGATTTAATCTGTATCAGG 20 45.6
pIT2_Fw Vorwarts ACTGTTTTATCAGACCGCTTCTGCG 25 57.3
pIT2_Rv Rickwarts GCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGC 24 57.3
Fld-synth_Xhol Rickwarts TGGTGCTCGAGACGGGTAACCATGGTCAGC 30 64.9
pIT2_Fw_neu Vorwarts GCACTCCCGTTCTGGATAATG 21 51.8
pIT2_Rv_neu Rickwarts AGACCGCTTCTGCGTTCTG 19 53.8
TTACGACATATGCCGTCTTACCAGGTC
R vowrs  ACRSCESCCEICCCIOISTIt g
TGCTGGTGATGATTGGTTATGCAAGC
Rv_AcP450-Heme Rickwarts GACGAATTCTTACGCACCTTGGGTCTTCG 29 62.4
Fw_N'BspHI-fdr6 Vorwarts GCCTCATGACCGCGCCCGCC 20 63.0
pACYC_Fw_T7.1 Vorwarts TCTCCCTTATGCGACTCCT 19 50.6
pACYC_Rv_T7.1 Ruckwarts ATACGATTACTTTCTGTTCG 20 48.0
pACYC_Fw_T7.2 Vorwarts GAACAGAAAGTAATCGTAT 19 42.8
pACYC_Rv_T7.2 Rickwarts CAGCGGTTTCTTTACCAGAC 20 49.7
N“shortened- Vorwirts AGGTCATATGCCTAGTAGTGCAGC 24 64.4

CYP102K1
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2.1.3 Plasmide
Die in dieser Arbeit genutzten Plasmide samt Selektionsmarker und Herkunft sind in Tabelle 2.4

aufgelistet.

Tabelle 2.4: Genutzte Expressions- und Klonierungsplasmide.

Plasmid Resistenz Herkunft
pMA Ampicillin GeneArt®
pMK Kanamycin GeneArt®

pBAD-N Ampicillin Jin et al., 2008

PET22b(+) Ampicillin Merck Millipore
pET28a(+) Kanamycin Merck Millipore
PET42b(+) Kanamycin Merck Millipore
pIT2-MCS Tetracyclin Bracco et al., 2013
pACYCDuet™-1 Chloramphenicol Merck Millipore

In den Plasmiden pMA und pMK wurden die synthetischen Gene geliefert, welche bei GeneArt®
bestellt wurden. Der Arabinosepromotor-haltige Vektor pBAD-N ist eine Plasmidvariante des
kommerziellen Vektors pBAD/myc-HisA von Invitrogen (Carlsbad, USA), in die eine Ndel
Restriktionsschnittstelle anstelle der Ncol Restriktionsschnittstelle eingebracht wurde (Jin et al.,
2008). Mit diesem Plasmid wurde die Expression des CYP102y,,,-Gens und des Fldx-s.-Gens ohne His-
Tag getestet. pET22b(+) wurde fiir einige Expressionstests (Fdx 1-, Fdx 2-, Fdx 4-, Fdx 8-, FdR 9-Gen)
verwendet. Alle pET22b(+)-Vektoren wurden von Dr. Vlada Urlacher (Institut flr Biochemie Il der
Heinrich Heine Universitdt Disseldorf) zur Verfliigung gestellt. pET28a(+) wurde als
Standardexpressionsplasmid genutzt. So wurden samtliche Proteine aus T. fusca, als auch die
bakteriellen self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenasen und CYP154H1 unter Nutzung dieses
Plasmids produziert. Durch die Verwendung der Ndel Schnittstelle in pET28a(+) besitzen die
entsprechenden Proteine alle einen N-terminalen His-Tag. Das Plasmid pET42b(+) wurde als
Alternative zu pET28a(+) eingesetzt, da liber die Wahl der Schnittstelle am 3‘-Ende des Gens (und
entsprechend im Vektor) das Vorhandensein eines C-terminalen His-Tags am resultierenden Protein
gesteuert werden kann. Zwar bietet pET22b(+) dieselbe Maoglichkeit, allerdings enthalt
dieser — anders als pET42b(+) — kein favorisiertes Kanamycin-Resistenzgen, sondern ein Ampicillin-
Resistenzgen. pET42b(+) wurde somit fiir die Herstellung des Flavodoxins mit und ohne C-
terminalem His-Tag sowie der CYP102K1-Ham-Domane ohne His-Tag genutzt. Schallmey et al.
erzeugten das plT2-MCS-Plasmid, welches ein Tetracyclinresistenzgen tragt (Schallmey et al., 2011).
Dieses Plasmid wurde zusammen mit einem pET-Vektor zur Coexpression von potentiellen

Redoxpaare aus T. fusca sowie zur Coexpression verschiedener Cytochrom P450 Monooxygenasen
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zusammen mit verschiedenen Redoxpartnern (in pACYCDuet™-1) eingesetzt. AuRerdem wurden die
Cytochrom P450 Monooxygenasen CYP154H1, CYP154C5 und CYP106A2 mit Hilfe dieses Vektors
hergestellt. Die oben beschriebenen Plasmide pET22b(+), pET28a(+) sowie pET42b(+) verfligen alle
Uber einen T7-Promotor. Das pACYCDuet™-1-Plasmid besitzt dagegen zwei T7-Promotoren zur
gleichzeitigen Expression zweier Proteine. Entsprechend wurde dieses Plasmid zur Coexpression
potentieller Redoxpartner verwendet (Pdx/PdR sowie Fdx 4/FdR 6). Das plT2-MCS-Plasmid verfiigt
einen mit IPTG-induzierbaren trc-Promotor. Vektorkarten aller verwendeten Plasmide sind in

Abschnitt 7.3 dargestellt.

2.1.4 Bakterienstamme

In Tabelle 2.5 sind alle Bakterienstamme aufgefiihrt, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden.

Tabelle 2.5: Genutzte Bakterienstamme.

Stamm Genotyp Herkunft

Thermobifida fusca XY  Wildtyp DMSZ

E. coli DH5a F- @80lacZAM 15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 Invitrogen
(rk-, mk+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relA1l

E. coliTOP10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZAM15 AlacX74 recAl Invitrogen
araD139 galU galK A(ara-leu)7697 rpslL (StrR) endA1 nupG

E. coli BL21 (DE3) F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) Novagen

E. coli C43 (DE3) F - ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm (DE3) Lucigen

E. coli DH5a diente zur Klonierung, Stammhaltung und Isolation von Plasmiden. E. coli TOP10 wurde
zu denselben Zwecken und zusatzlich fir die zur Expression mancher Proteine eingesetzt. Die

Stamme E. coli BL21 (DE3) und E. coli C43 (DE3) wurden standardmaRig zur Expression verwendet.

2.1.5 Enzyme
In Tabelle 2.6 sind diejenigen Enzyme aufgelistet, welche gekauft, oder nicht eigenhandig produziert
und zur Verfligung gestellt wurden. Zusatzlich wurden alle Restriktionsenzyme und entsprechende

Puffer bei NEB bestellt.

Tabelle 2.6: Kommerzielle und anderweitig bereitgestellte Enzyme.

Bezeichnung Name Aktivitat Puffer Herkunft

Klonierung und PCR

Ligase T4-DNA Ligase 400 U/uL 10x T4-DNA NEB
Ligase-Puffer

DNA-Polymerase High Fidelity Phusion- 2 U/uL 5x Phusion HF- Finnzymes
Polymerase (F-530) oder GC-Puffer
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DNA-Polymerase Tag-Polymerase 5U/uL 10x Tag- Lehrstuhl-
Polymerase- Eigenproduktion
Puffer
Kofaktor-Regenerierung
Thermostabile, Formiatdehydrogenase Ca. 80 U/mL 100 mM KP;- Institut fur
NAD*-abhingige aus Pseudomonas sp. Puffer (pH 7,0); Biochemie I,
FDH (,,PseFDH") 4 mM EDTA; Universitat
1,2 M (NH,),SO, Dusseldorf
NADP*- und NAD*-  Glucosedehydrogenase >200 U/mg / Sigma-Aldrich
abhangige GDH aus Pseudomonas sp.
(,GDH")
NADP*-abhingige Glucosedehydrogenase IV Ca. 700 U/mL 50 mM NaP;- Institut fur
GDH aus Bacillus megaterium Puffer (pH 6,5); Biochemie I,
(,GDH IV“) 2 M Nacl Universitat
Disseldorf
Biokatalyse
CalB Lipase B aus Candida >5.000U/mg / Sigma-Aldrich
antarctica hergestellt mit
Aspergillus niger, immobi-
lisiert mit Acryl-Harz
Cytochrom P450 CYP154C5 aus Nocardia - 50 mM KP;-Puffer Bereitgestellt
Monooxygenase farcinica (PH7,4) +10 % von Paula
Glycerin Bracco
Putidaredoxin- Putidaredoxinreduktase Ca.500 U/mL 50 mM KP;-Puffer Bereitgestellt
reduktase aus Pseudomonas putida (PH7,4) +10% von Paula
Glycerin Bracco
Putidaredoxin Putidaredoxin aus Ca.3U/mL 50 mM KP;-Puffer Bereitgestellt
Pseudomonas putida (pH7,4) +10 % von Paula
Glycerin Bracco
Sonstige Enzyme
Katalase Katalase aus Rinderleber >2.000U/mg / Sigma-Aldrich
Katalase-Losung Katalase aus Micrococcus Ca.115kU/mL n.b. Sigma-Aldrich
lysodeikticus
Superoxid Superoxid Dismutase aus  >3.000 U/mg / Sigma-Aldrich
Dismutase Rindererythrozyten

2.1.6 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht gesondert erwahnt, von Sigma-Aldrich, Merck, AppliChem,

Carl Roth, Thermo Scientific, ABCR und TCI Europe bezogen.

2.1.7 Medien

Alle Medien wurden standardmaRig in destilliertem Wasser angesetzt und zum Sterilisieren fir

20 min bei 121 °C autoklaviert.
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LB-Medium
NaCl 5g/L
Pepton/Trypton | 10 g/L
Hefeextrakt 10 g/L

Falls erforderlich, wurde der pH-Wert durch Zugabe von 1 M NaOH oder 1 M HCI auf 6,7 — 7,0
eingestellt. Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurden vor dem Autoklavieren 10 g/L Agar zum
Medium hinzugefiigt. Falls bendtigt, wurden Antibiotika nach dem Abkihlen des LB-Agars auf unter

50 °C und vor dem GieRen der Platten hinzugegeben.

TB-Medium
Medienkomponenten Kaliumphosphatpuffer
Glycerin 4g/L KH,PO, | 2,31g/L
Pepton/Trypton | 12 g/L K;HPO, | 12,54 g/L
Hefeextrakt 24 g/L

Die Medienkomponenten wurden in 80 %, die Puffersalze in 20 % des gewlinschten Volumens
angesetzt. AnschlieBend wurden die beiden Losungen getrennt autoklaviert und nach dem Abkiihlen

unter sterilen Bedingungen vereinigt.

TB-S-Medium
Medienkomponenten Kaliumphosphatpuffer
Glycerin 8g/L KH,PO, | 4,62 g/L
Pepton/Trypton | 24 g/L K,HPO, | 25,08 g/L
Hefeextrakt 48 g/L

Zur Herstellung dieses Mediums wurde doppelt-konzentriertes TB-Medium 1:1 mit einer 1 M
Sorbitollésung (227,9 g/L) gemischt. Zuvor wurden alle Losungen getrennt autoklaviert und nach
dem Abkdihlen unter sterilen Bedingungen vereinigt.
SOB-Medium

Nacl 0,5g/L

Pepton/Trypton | 20 g/L

Hefeextrakt 5g/L

Die Komponenten wurden in 450 mL destilliertem Wasser gel6st, bevor 5 mL 250 mM KCI-Lésung
zugegeben wurden. Daraufhin wurde der pH-Wert mit Hilfe von 5 M NaOH auf pH 7 eingestellt.
Dann wurden 500 mL destilliertes Wasser mit dem Medium vereinigt und der Ansatz autoklaviert.

Sobald das Medium abgekihlt war, wurden 2,5 mL sterile 2 M MgCl,-Lésung hinzupipettiert.



35 | Material und Methoden

SOC-Medium
NaCl 2g/L
KCl 2g/L

Hefeextrakt 5g/L
Bacto-Trypton | 10 g/L

Zundachst wurden alle Bestandteile in 960 mL ddH,0 geldst und autoklaviert. Daraufhin wurden unter
sterilen Bedingungen 10 mL sterile 1 M MgS0,-Losung, 10 mL sterile 1 M MgCl,-L6sung sowie 20 mL
sterilfiltrierte (@ 0,2 uM) 1 M Glucoselésung hinzugefiigt.

2.1.8 Puffer und Losungen

Agarosegelelektrophorese

5 % Farbstoff fiur DNA-Ladepuffer

Xylencyanol FF 50 mg/mL
Bromphenolblau R250 | 50 mg/mL

Die Komponenten wurden in 1 mL destilliertem Wasser gelost.

6x DNA-Ladepuffer

50x TAE-Puffer | 120 uL | ¢ (Tris) = 0,24 M, c; (Essigsdure) = 0,12 M, ¢; (EDTA) =60 mM
Glycerin 600 pL
5 % Farbstoff 5 uL | siehe oben

Alle Komponenten wurden gemischt und mit destilliertem Wasser auf ein Endvolumen von 1 mL

aufgefllt.

50x TAE-Puffer
Tris-HCl 242,28 g/L | ;=2 M
Essigsdure | 57,1mL/L | c¢=1M

Die Pufferkomponenten wurden in 800 mL destilliertem Wasser gel6st, bevor 100 mL 0,5 M EDTA-
Losung dazugegeben wurden. Daraufhin wurde ein pH-Wert von 8,5 eingestellt und der Puffer mit

destilliertem Wasser auf 1 L aufgefullt.

Antibiotika-Stammldsungen

1.000x Ampicillin-Stammlésung

Ampicillin | 100 mg/mL

Das Antibiotikum wurde in ddH,0 gelést, mittels eines Spritzenfilters (@ = 0,2 um) sterilfiltriert und
bei -20 °C gelagert.
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1.000x Chloramphenicol-Stammlésung

Chloramphenicol ’ 25 mg/mL
Das Antibiotikum wurde in 70 % Ethanol gel6st und bei -20 °C gelagert.

1.000x Kanamycin-Stammldsung

Kanamycin ‘ 100 mg/mL

Das Antibiotikum wurde in ddH,0 gelést, mittels eines Spritzenfilters (@ = 0,2 um) sterilfiltriert und

bei -20 °C gelagert.

1.000x Tetracyclin-Stamml6sung

Tetracyclin | 10 mg/mL

Das Antibiotikum wurde in 70 % Ethanol geldst und bei -20 °C gelagert.

Expression
1.000x 6-ALA-Stammldsung

6-ALA-Hydrochlorid | 83,7 mg/mL | ¢;=0,5M

Nach dem Lésen des Feststoffes in ddH,0 wurde die Stammldsung mittels eines Spritzenfilters (@ =

0,2 um) sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert.

Arabinose-Stammldsung

L-Arabinose | 0,2mg/mL | ¢;=20%

Nach dem Lésen des Feststoffes in ddH,0 wurde die Stammldsung mittels eines Spritzenfilters (@ =

0,2 um) sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert.

IPTG-Stammldsung

IPTG | 953 mg/mL | ¢=0,4M

Nach dem Lésen des Feststoffes in ddH,0 wurde die Stammldsung mittels eines Spritzenfilters (@ =
0,2 um) sterilfiltriert und bei -20 °C gelagert. Teilweise wurden auch 0,5 M und 0,8 M IPTG-

Stammldsungen genutzt.

PMSE-Stammldsung

PMSF | 17,4 mg/mL | ¢s=0,1 M

Der Feststoff wurde in 70 % Ethanol mit Hilfe des Ultraschallbads (Sonorex Super RK 106 von

Bandelin) gel6st und bei 4 °C gelagert.
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1.000x Spurenelemente-Stammldsung

MnSO, - H,0 | 0,10 g/L
CuSO,-5H,0 | 0,16 g/L
ZnSO, - 7 H,0 | 0,18 g/L
CoCl,- 6 H,0 | 0,18 ¢g/L
CaCl,-2H,0 |0,50¢g/L
FeCl;-6 H,0 | 16,70 g/L
Na,-EDTA 20,10 g/L

Die Bestandteile wurden in 1 L ddH,0 geldst und autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Extraktionsmittel fiir Biokatalysen

Ethylacetat mit 5 % Dodecan (v/v)

Ethylacetat | 47,5 mL
Dodecan 2,5mL

Teilweise wurde ebenfalls Ethylacetat mit 0,5 % Dodecan eingesetzt.

Diethylether mit 1 mM Decansédure

Diethylether 49,5 mL
0,1 M Decansaure 0,5mL|c=1mM

Farbereagenzien fiir die DC

Phosphomolybddnsiure-Reagenz

Phosphomolybdansaure | 2,5 g

Ce(S04), 10g
Konz. H,SO, 8,0 mL
Destilliertes Wasser 92 mL

Zunachst wurden zu den festen Komponenten 50 mL destilliertes Wasser zugefligt und die
Schwefelsdure unter Riihren langsam zugegeben. Dann wurde mit destilliertem Wasser auf 100 mL
aufgefillt und die Mischung so lange unter lichtgeschitzten Bedingungen geriihrt, bis alle

Bestandteile vollstandig gelost waren. Das Reagenz wurde ebenfalls lichtgeschiitzt gelagert.
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Kaliumpermanganat-Reagenz

KMnO, 1,5g
K,CO; 10g
5 % NaOH (w/v) 2,5mL
Destilliertes Wasser | 150 mL

Nach dem Ansetzen des Reagenzes wurde es lichtgeschiitzt gelagert.

Herstellung kompetenter Zellen

BEDS ohne DTT
Bicin 0,082g | cs=10 mM
Sorbitol 911g | =1M
Ethylenglycol 1,5mL
DMSO 2,5mL

Zunachst wurden Bicin und Sorbitol in 40 mL destilliertem Wasser geldst und durch Zugabe von 1 M
NaOH ein pH-Wert von 8,3 eingestellt. Dann wurden Ethylenglycol und DMSO dazupipettiert und mit
destilliertem Wasser ein Endvolumen von 50 mL eingestellt. Der Puffer wurde schlussendlich mit

Hilfe eines Spritzenfilters (@ = 0,2 um) sterilfiltriert.

BEDS mit DTT
Bicin 0,082g | c;=10 mM
Sorbitol 911g | =1M
DTT 7,71g | ¢=1M

Ethylenglycol 1,5mL
DMSO 2,5mL

Zunachst wurden Bicin, Sorbitol sowie DTT in 40 mL destilliertem Wasser gel6st und es wurde durch
Zugabe von 1 M NaOH ein pH-Wert von 8,3 eingestellt. Dann wurden Ethylenglycol und DMSO
dazupipettiert und es wurde mit destilliertem Wasser ein Endvolumen von 50 mL eingestellt. Der

Puffer wurde schlussendlich mit Hilfe eines Spritzenfilters (@ = 0,2 um) sterilfiltriert.

RF1-Puffer
RbCl, 0,48 g | =100 mM
Kaliumacetat 0,117g | ct=30mM

CaCl, -2 H,0 0,0588 g | ¢s=10 mM
MnCl;, - 4 H,0 0,3958 g | ¢s=50mM

Glycerin 6g
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Alle Komponenten wurden in 40 mL destilliertem Wasser gelost und es wurde mit Essigsaure ein pH-
Wert von 5,8 eingestellt. Daraufhin wurde der Puffer mit Hilfe eines Spritzenfilter (@ = 0,2 um)

sterilfiltriert.

RF2-Puffer
MOPS 0,083 g | c;=10 mM
RbCl, 0,48g | ¢;=10 mM

CaCl,-2H,0 | 0,411g | ¢;=75mM

Glycerin 6g

Alle Komponenten wurden in 40 mL destilliertem Wasser geldst und es wurde mit Essigsaure ein pH-
Wert von 5,8 eingestellt. Daraufhin wurde der Puffer mit Hilfe eines Spritzenfilter (@ = 0,2 um)

sterilfiltriert.

Proteinaufreinigung

Hydrophobe Interaktionschromatographie

Bindepuffer

KH,PO, 1,35g/L | ¢s=10mM
K;HPO, 6,98 g/L | ¢t =40 mM
KCl 37,28 g/L | ¢s=500 mM

Durch Zugabe von 1 M H3;PO, wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt.
Elutionspuffer

KH,PO, 1,35g/L | ¢s=10 mM

K,HPO, 6,98 g/L | ¢ =40 mM

Mit Hilfe von 1 M H3PO, wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt.

Immobilisierte Metallionenaffinitatschromatographie
Lysepuffer |
NaH,PO, - 2 H,0 0,51g/L | c:=3,4mM
Na,HPO, - 12 H,0 5,84 g/L | ¢;=16,6 mM
NaCl 29,22 g/L | ¢;=500 mM

Imidazol 1,36 g/L | ;=20 mM

Mit Hilfe von 1 M H3PO, wurde ein pH-Wert von 7,4 eingestellt.
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Waschpuffer

NaH,PO, - 2 H,0 0,51g/L | c:=3,4mM
Na,HPO,- 12 H,0 | 5,84g/L | ¢ = 16,6 mM
NaCl 29,22 g/L | ¢; =500 mM
Imidazol 2,72 g/L | ¢;=40 mM

Durch Zugabe von 1 M H3;PO, wurde ein pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Elutionspuffer |

NaH,PO, - 2 H,0 0,51g/L | cs=3,4mM

Na,HPO, - 12 H,0 584 g/L | ci=16,6 mM
NaCl 29,22 g/L | ¢s=500 mM
Imidazol 34,05 g/L | ¢; =500 mM

Mit Hilfe von 1 M H;PO, wurde ein pH-Wert von 7,4 eingestellt.

Elutionspuffer

KH,PO,
K;HPO,
KCl

Imidazol

1,35 g/L
6,98 g/L
37,28 g/L
34,05 g/L

Lysepuffer Il
KH,PO, 1,35g/L | ¢t=10 mM
K,HPO, 6,98 g/L | c;=40 mM
KCl 37,28 g/L | ¢; =500 mM
Imidazol 0,68 g/L | c;=10 mM

Durch Zugabe von 5 M H;PO, wurde ein pH-Wert von 7,5 eingestellt.

c:=10 mM
¢ =40 mM
¢ =500 mM
¢ =500 mM

Mit Hilfe von 5 M H3PO, wurde ein pH-Wert von 7,5 eingestellt.

Kationen- und Anionenaustauschchromatographie

Bindepuffer |
KH,PO, 1,35 g/L

6,98 g/L

=10 mM

KzH PO4 Cs = 40 mM

Durch Zugabe von 1 M H;PO, wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt.
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Elutionspuffer |

KH,PO, 1,35g/L | ¢t=10mM
K;HPO, 6,98 g/L | ¢t =40 mM
KCl 37,28 g/L | ¢s=500 mM

Mit Hilfe von 1 M H3PO, wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt.

Bindepuffer I
KH,PO, 1,35g/L | ¢s=10 mM
K,HPO, 6,98 g/L | ;=40 mM

Durch Zugabe von 1 M H;PO, wurde ein pH-Wert von 7,5 eingestellt.

Elutionspuffer Il

KH,PO, 1,35g/L | ¢t=10mM
K,HPO, 6,98 g/L | ¢; =40 mM
KCl 37,28 g/L | ¢ =500 mM

Mit Hilfe von 1 M H3PO, wurde ein pH-Wert von 7,5 eingestellt.

SDS-PAGE
1,5 M Tris-HCI-SDS-Gel-Puffer, pH 8,8

Tris ‘ 181,5 g/L ‘ G=15M
Durch Zugabe von 1 M HCl wurde ein pH-Wert von 8,8 eingestellt.

3 M Tris-HCI-SDS-Gel-Puffer, pH 8,45

Tris | 363g/L | c=3M
SDS 3g/L

Durch Zugabe von 1 M HCl wurde ein pH-Wert von 8,45 eingestellt.

1 M Tris-HCI-SDS-Gel-Puffer, pH 6,8

Tris ‘ 121,1 g/L ‘cf=1|v|

Durch Zugabe von 1 M HCl wurde ein pH-Wert von 6,8 eingestellt.
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4x SDS-PAGE-Ladepuffer

Tris-HCI 1,82¢g | c=1M
Glycerin 1,5mL
SDS 0,30 g

Bromphenolblau R250 0,15g
DTT 0,23g | =0,1M

Die Komponenten werden in 15 mL destilliertem Wasser gelost und der Ladepuffer bei -20 °C

gelagert.

5x Tris-Glycin-Elektrophoresepuffer

Tris 15g/L | c=0,1M
Glycin 94 g/L
10 % SDS-Losung 50 mL/L

5x Tris-Tricin-Kathodenpuffer

Tris 60,55g/L | ¢t=0,5M
Tricin | 89,60 g/L
SDS 5,00 g/L

5x Tris-Tricin-Anodenpuffer

Tris-HCl ‘ 112,1 g/L ‘ ¢=1M
Durch Zugabe von 5 M NaOH wurde ein pH-Wert von 8,9 eingestellt.

Farbelosung

Methanol 500 mL/L
Destilliertes Wasser 400 mL/L
Essigsdure 100 mL/L
Coomassie Brilliant Blue R-250 | 1 g/L

Zunachst wurde der Farbstoff in Methanol gelost und dann das destillierte Wasser und die

Essigsdure dazugegeben.

Entfarbel6sung
Ethanol 300 mL/L

Destilliertes Wasser | 600 mL/L

Essigsdure 100 mL/L
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Depotlésung
Destilliertes Wasser | 900 mL/L

Essigsdure 100 mL/L

Western Blot

10x TBS-Puffer, pH 7,4

Tris-HCl | 60,57 g/L | ¢t=0,5M
NaCl 87,66g/L | c=15M

Durch Zugabe von 5 M NaOH wurde ein pH-Wert von 7,4 eingestellt.

1x TBST-Puffer
10x TBS-Puffer, pH 7,4 100 mL/L | (c; (Tris-HCI) = 50 mM, c; (NaCl) = 150 mM)
Tween 20 0,5 mL/L
Destilliertes Wasser 899,5 mL/L

10x Transferpuffer

Tris-HCI 30,29g/L | ¢;=0,25M
Glycin 144,13 g/L | ¢:=1,92 M

Durch Zugabe von 5 M NaOH wurde ein pH-Wert von 8,9 eingestellt.

1x Transferpuffer

10x Transferpuffer 100 mL/L | (cf (Tris-HCI) = 25 mM, ¢ (NaCl) = 192 mM)
Methanol 200 mL/L

Destilliertes Wasser | 700 mL/L

Weitere Puffer

20 mM Acetat-Puffer, pH 5,0 oder 5,5

Essigsdure 1,20g/L | ;=20 mM
Natriumacetat-Trihydrat | 2,72 g/L | ¢;=20 mM

Beide Bestandteile wurden als separate 20 mM-Lésungen angesetzt und durch Mischen beider

Losungen wurde ein pH-Wert von 5,0 bzw. 5,5 eingestellt.

100 mM Acetat-Puffer, pH 5,5

Essigsaure 6,01 g/L | c;=100 mM
Natriumacetat-Trihydrat | 13,61 g/L | ¢;= 100 mM

Beide Bestandteile wurden als separate 100 mM-Ldsungen angesetzt und durch Mischen beider

Losungen wurde ein pH-Wert von 5,5 eingestellt.
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20 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,0 — 7,5

K,HPO, | 3,48g/L | ¢s=20mM
KH,PO, | 2,72g/L | ¢s=20mM

Die beiden Bestandteile wurden als separate 20 mM-Ldsungen angesetzt und durch Mischen beider

Losungen wurde ein pH-Wert von 6,0, 6,5 oder 7,0 bzw. 7,5 eingestellt.

50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4

K;HPO, 6,98 g/L | ¢s=40 mM
KH,PO, 1,35g/L | ¢s=10mM

Durch das Verhiltnis der Komponenten betrug der pH-Wert in der Regel 7,4. Bei Abweichungen

wurde der pH-Wert entsprechend mit 1 M H3;PO, oder mit 1 M KOH korrigiert.

50 mM Kaliumphosphatpuffer mit 100 mM NaCl, pH 7,4

Ky;HPO, 6,98 g/L | c;=40 mM
KH,PO, 1,35g/L | ¢;=10 mM
NaCl 5,24 g/L | ¢;=100 mM

Durch das Verhaltnis der Komponenten betrug der pH-Wert in der Regel 7,4. Bei Abweichungen
wurde der pH-Wert entsprechend mit 1 M H;PO, oder mit 1 M KOH korrigiert.

50 mM Kaliumphosphatpuffer mit 20 mM NaCl, pH 7,4

K,HPO, 6,98 g/L | ¢;=40 mM
KH,PO, | 1,35g/L | ¢;=10 mM
NaCl 1,06 g/L | ¢s=20 mM

Durch das Verhiltnis der Komponenten betrug der pH-Wert in der Regel 7,4. Bei Abweichungen

wurde der pH-Wert entsprechend mit 1 M H3;PO, oder mit 1 M KOH korrigiert.

50 mM Kaliumphosphatpuffer mit 100 mM KCl und 5 % Glycerin (v/v), pH 7,4

K,HPO, 6,98 g/L | c;=40 mM
KH,PO,4 1,35g/L | ¢;=10mM
KCl 7,46 g/L | ¢ =100 mM
Glycerin | 50,0 mL/L | ¢;=5% (v/V)

Durch das Verhiltnis der Komponenten betrug der pH-Wert in der Regel 7,4. Bei Abweichungen
wurde der pH-Wert entsprechend mit 1 M H3;PO, oder mit 1 M KOH korrigiert.



45 | Material und Methoden

100 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5 oder 7,5

K;HPO, 17,42 g/L | ¢s=100 mM
KH,PO, 13,61 g/L | ¢s=100 mM

Beide Bestandteile wurden als separate 100 mM-Ldsungen angesetzt und durch Mischen beider

Losungen wurde ein pH-Wert von 6,5 bzw. 7,5 eingestellt.

50 mM MOPS-Puffer, pH 7,0

MOPS ’ 10,50 g/L ‘ ¢ =50 mM
Durch Zugabe von 1 M NaOH wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt.

100 mM MOPS-Puffer, pH 7,0

MOPS ’ 21,00 g/L ‘ ¢r =100 mM
Durch Zugabe von 5 M NaOH wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt.

100 mM Natriumphosphatpuffer, pH 6,5

NaH,PO,-2H,0 | 17,80g/L | ¢s=100 mM
Na,HPO, -2 H,0 | 15,60¢g/L | ¢s=100 mM

Beide Komponenten wurden als getrennte 100 mM-Losungen angesetzt und durch Mischen beider

Losungen wurde der pH-Wert des Puffers auf 6,5 eingestellt.

20 mM Tris-HCI-Puffer, pH 8,0 oder 8,5

Tris-HClI ’ 3,15 g/L ’ ¢ =20 mM
Durch Zugabe von 5 M NaOH wurde ein pH-Wert von 8,0 oder 8,5 eingestellt.

100 mM Tris-HCI-Puffer, pH 8,0 oder 8,5

Tris-HCl ’ 15,76 g/L ‘ ¢r =100 mM

Durch Zugabe von 5 M NaOH wurde ein pH-Wert von 8,0 oder 8,5 eingestellt.

Sonstige Lésungen

0,8 % Agarose 8 mg/mL in TAE-Puffer
Cytochrom c 10 mg/mL

1 M Glucose 180 mg/mL

10 mM KHCF(llI) 3,30 mg/mL

5 mM NADH 3,32 mg/mL

5 mM NADPH 3,73 mg/mL

10 mM NAD* 6,63 mg/mL




46 | Material und Methoden

10 mM NADP* 7,44 mg/mL

150 mM Na-Formiat | 10,2 mg/mL

2.1.9 Substrat-Stammldsungen fiir die Biokatalyse

0,1 M B-Jonon

20,3 pL/mL in DMSO

1 M Ethylbenzol
0,5 M Styrol

123 uL/mL in Ethanol
57,5 uL/mL in Ethanol

0,1 M Decansaure

0,1 M Undecansaure
0,1 M Dodecansaure
0,1 M Tridecansaure
0,1 M Tetradecansaure
0,1 M Pentadecansdure

0,1 M 12-Tridecensaure

17,6 mg/mLin DMSO

19,0 mg/mL in DMSO
20,0 mg/mL in DMSO
21,9 mg/mL in DMSO
22,8 mg/mLin DMSO
24,2 mg/mL in DMSO
21,2 mg/mL in DMSO

0,1 M Succinylsduremonooctylester

0,1 M Pimelinsduremonopentylester

23,0 mg/mL in DMSO
24,8 uL/mL in DMSO

0,05 M Progesteron

2.1.10 Gerate
AKTAprime™ und AKTApurifier™

Biophotometer plus

15 mg/mLin 36 % CYD

GE Healthcare

Eppendorf

BioView-Transilluminator (USDF-20ML-8R)
CARY 50 Bio UV-VIS Spektrophotometer
CO-Begasungssystem Lecture Bottle Station
Concentrator plus

EmulsiFlex-C3 (Hochdruckhomogenisator)
Eppendorf Centrifuge 5424 (Rotor: FA-45-24-11)
Eppendorf Centrifuge 5415 R (Rotor: F-45-24-11)
Eppendorf Centrifuge 5810R (Rotor: A-4-81)
Eppendorf Centrifuge 5810R (Rotor: F-34-6-38)
GC2010 plus mit AOC-20i-Injektor
GCMS-QP2010 S mit AOC-20i-Injektor

Gel Doc™ XR+ System

Mastercycler® pro

Biostep
Varian
Aldrich
Eppendorf
Avestin Europe GmbH
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Shimadzu
Shimadzu
Biorad

Eppendorf
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NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer peqglab
Prominence UFLC (Module: CBM-20A, SPD-M20A, CTO-20AC, Shimadzu
SIL-20AC HT, 2 x LC-20AD)

Sorvall RC6+ Centrifuge (Rotoren: SS34 und F10S-6X500Y) Thermo Scientific
Speed Vac® SC 110 Savant
U:Genius Compact Gel Imaging System Syngene
Vibra-Cell™ VCX130 (Sonifikator) Sonics

2.1.11 Kits

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up | Macherey-Nagel
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel
QlAexpress Detection and Assay Kit | Qiagen

(Ni-NTA-AP Conjugate)
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen

2.1.12 Software

BioEdit (7.0.9.0.) Tom Hall

Cary Win UV (4.10) Varian

ChemBioDraw Ultra (12.0) | Perkin Elmer

Clone Manager (9.1) Scientific & Educational Software
GCsolution (2.32.00) Shimadzu

GCMSsolutions (2.53) Shimadzu

LabSolution (5.51) Shimadzu

Prime View (5.31) GE Healthcare

PyMOL (1.3) Schrédinger, LCC

UNICORN (5.31) GE Healthcare

2.2 Molekular- und mikrobiologische Methoden

2.2.1 Bestimmung der optischen Dichte

Zur Bestimmung der optischen Dichte einer Bakteriensuspension wurde diese in eine Kivette
Uberfiihrt und mit Hilfe eines Photometers bei 600 nm vermessen. Um den linearen Messbereich
zwischen 0,1 — 1,0 nicht zu verlassen, wurden ggf. Verdiinnungen mit ddH,0 angesetzt. Eine Klivette

mit ddH,0 diente ebenso als Blindwert.
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2.2.2 Ubernachtkulturen

Abhingig vom Zweck der Ubernachtkultur (Plasmidisolation, Expression oder Gefrierkultur) wurde
das bendétigte Volumen LB-Medium in ein Reagenzglas oder einen Erlenmeyerkolben tberfiihrt und
mit Antibiotikum (1:1.000) versetzt. Daraufhin wurde mit dem entsprechenden E. coli-Stamm aus
einer Gefrierkultur oder von einer Agarplatte angeimpft und die Ubernachtkultur fiir etwa 15 h bei

37 °Cund 250 rpm geschiittelt.

2.2.3 Gefrierkulturen
Die Herstellung von Gefrierkulturen diente zur fortwahrenden Lagerung der Bakterienstimme. In
der Regel wurden 900 pL einer Ubernachtkultur des entsprechenden Stammes mit 70 uL DMSO

versetzt und bei -80 °C eingefroren.

2.2.4 Plasmidisolation

Es wurden zunichst Ubernachtkulturen angeimpft und am nichsten Tag erfolgte die
Plasmidisolation mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid-Kits von Macherey-Nagel. Abhédngig vom Plasmid
wurde nach den Anleitungen fir high-copy bzw. low-copy Plasmide gearbeitet. Abweichend vom
Standardprotokoll wurde der optionale Waschschritt mit dem AW-Puffer immer durchgefiihrt und es
wurde stets zweimal mit Ad-Puffer gewaschen. Zudem wurde in den meisten Fallen vor der Elution
flr 2 min bei 70 °C (im Thermostat plus, Eppendorf) inkubiert, um restliches Ethanol zu entfernen
und far die Elution selbst wurden haufig 50 pL auf 70 °C erwarmtes ddH,O statt Elutionspuffer EB
verwendet. Daraufhin wurde die DNA-Konzentration bestimmt und die Plasmide wurden zur

Lagerung bei -20 °C eingefroren.

2.2.5 DNA-Konzentrationsbestimmung
Zur Konzentrationsbestimmung von DNA-L&sungen wurden diese mit Hilfe des NanoDrop™ 1000
Spektrophotometers (peglab) bei einer Wellenldnge von 260 nm vermessen. Als Blindwert wurde

stets die Fliissigkeit verwendet, in der die entsprechende DNA-Probe gel6st war.

2.2.6 DNA-Restriktion

Fir die Klonierung der verschiedenen Gene in Expressionsvektoren wurden Gene und Plasmide
zunachst in Doppel-Restriktionsansatzen mit Enzymen von New England BiolLabs® eingesetzt. Dazu
wurde standardmaRig mindestens 1 ug DNA mit 10 — 20 U der verwendeten Restriktionsenzyme in
einem Volumen von 50 pL verdaut. Dementsprechend wurden 5 pL 10x NE-Puffer 4 und ggf. 0,5 uL
BSA (10 mg/mL) zugegeben und es wurde mit ddH,0 auf das Endvolumen aufgefiillt. Der Ansatz
wurde daraufhin fir 4 — 6 h in einem Thermostat plus (Eppendorf) bei 37 °C inkubiert. Falls
erforderlich, wurde anschlieBend der vom Hersteller empfohlene Hitze-Inaktivierungsschritt

durchgefiihrt. Um konzentriertere Proben zu erhalten, wurden die Restriktionsansatze teilweise mit
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Hilfe eines Concentrator plus (Eppendorf) eingeengt. Die Aufreinigung aller Restriktionsansatze

erfolgte mittels praparativer Agarosegelelektrophorese.

2.2.7 Agarosegelelektrophorese

Ein Agarosegelelektrophoresesystem von Carl Roth wurde genutzt, um PCR- und Restriktionsansatze
zu analysieren. In der Regel wurden 0,8 %ige Agarosegele verwendet, fir kleine DNA-Molekiile
(< 500 bp) wurden ggf. 2 %ige Agarosegele genutzt. Zum GielRen der Gele wurde die in 1x TAE-Puffer
geloste Agarose mit 0,01 % Roti®-Safe GelStain zur Visualisierung gemischt. Die DNA-Proben wurden
mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und aufgetragen. Die GeneRuler™ 1 kb DNA-Ladder (SM0311) von
Fermentas diente als GroRenstandard (siehe auch Abschnitt 7.4), hiervon wurden stets 4 plL
aufgetragen. Die Elektrophorese lief je nach GréRe der Gele und DNA-Molekdile fir ca. 20 — 50 min
bei 90 — 100 V. Zur Detektion der DNA-Banden wurden die Gele im Anschluss anhand eines Gel-

Dokumentationssystems unter UV-Licht fotografiert.

2.2.8 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von PCR- oder Restriktionsansatzen Uber praparative Agarosegelelektrophorese
wurde die gesamte Probe zundchst mit 6x DNA-Ladepuffer gemischt und Uber ein Agarosegel
aufgetrennt. Die aufzureinigenden DNA-Banden wurden auf einem BioView-Transilluminator
(Biostep) mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit Hilfe des Nucleo-Spin® Extract lI-Kits oder des
QlAquick® Gel Extraction Kits nach den Herstellerangaben isoliert. Abweichend vom
Standardprotokoll wurde der Waschschritt normalerweise zweimal durchgefiihrt und in den meisten
Fallen wurde vor der Elution fir 2 min bei 70 °C inkubiert, um restliches Ethanol zu entfernen. Die
Elution erfolgte mit 30 — 35 pL auf 70 °C erwarmtem Elutionspuffer. Daraufhin wurde die DNA-
Konzentration bestimmt und die Proben wurden entweder direkt weiterverarbeitet oder zur

Lagerung bei -20 °C eingefroren.

2.2.9 Ligation

Die verdauten, aufgereinigten Gene wurden Uber Ligation mit T4-DNA-Ligase in die entsprechenden
Plasmide eingebracht. Dabei wurde das Gen im Verhaltnis zum Plasmid in einem filinffachen
Uberschuss eingesetzt, um eine effektive Ligation zu gewéahrleisten. Die Menge an verdautem Insert

wurde mit Formel 1 ausgerechnet.

Lange des Inserts [b
S [bp] - Masse des Plasmids [ng] Formel 1

M =5-
asse des Gens [ng]=5 Lange des Plasmids [bp]

In einem typischen Ligationsansatz wurden 400 U T4-DNA-Ligase, 100 — 200 ng Plasmid, 1x
Ligasepuffer und die entsprechende Menge an Insert eingesetzt. Es wurde mit ddH,O auf

Endvolumina zwischen 20 — 50 plL aufgefiillt und fir mindestens 2 h bei 16 — 20 °C in einem
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Thermostat plus (Eppendorf) inkubiert. Ligationen tber Nacht wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Zum
Abbruch der Reaktion wurde der Ansatz fiir 10 min bei 65 °C erhitzt. AnschlieBend wurde der Ansatz

zur Transformation in E. coli DH5a oder E. coli TOP10 verwendet.

2.2.10 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Vervielfaltigung einer Nukleotidsequenz von einem Vektor
wurde mit Hilfe eines Mastercycler® pro (Eppendorf) und mit proof reading Phusion®-DNA-
Polymerase von Finnzymes durchgefiihrt, letzteres um das Einbauen von Fehlern wahrend der
Amplifikation der DNA zu vermeiden. In Tabelle 2.7 ist die Zusammensetzung eines typischen PCR-
Ansatzes wiedergegeben. Die verwendeten Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 2.8 aufgefiihrt.
Nach der Reaktion wurden die Proben entweder mittels Agarosegelelektrophorese analysiert und
gef. Uber Gelextraktion aufgereinigt oder direkt Gber das NucleoSpin PCR Clean Up Kit von Macherey
Nagel aufgereinigt.

Um die ideale Hybridisierungstemperatur eines Primerpaares zu bestimmen, wurde zunachst eine
Gradienten-PCR im 10 pL-MaRstab mit einem Temperaturbereich zwischen typischerweise 48 —
68 °C fiur die Hybridisierung durchgefihrt. Anhand des folgenden Agarosegels wurde die beste

Hybridisierungstemperatur identifiziert und diese fiir weitere Arbeiten verwendet.

Tabelle 2.7: Zusammensetzung eines typischen PCR-Ansatzes.

Bestandteil Cs

5x Phusion® HF-/GC-Puffer 1x

parentale DNA 100 ng

10 mM dNTPs 200 pMm

5 uM Vorwartsprimer 0,5 uM

5 uM Rickwartsprimer 0,5 um

Phusion® Polymerase (2 U/uL) 1U

ddH,0 auf das Endvolumen auffillen

Tabelle 2.8: PCR-Bedingungen bei Nutzung der Phusion®-DNA-Polymerase.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 2 min 1
Denaturierung 98 °C 0,5 min

Hybridisierung Abh. vom Primer 0,5 min 25-30
Elongation 72 °C 0,5-1 min

Finale Elongation 72 °C 3 min 1
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2.2.11 Kolonie-PCR

Zur ldentifizierung von E. coli-Klonen, die Plasmide mit dem gewiinschten Gen als Insert trugen,
wurde die Methode der Kolonie-PCR verwendet. Hierzu wurde Tag-DNA-Polymerase genutzt, deren
héhere Fehleranfalligkeit im Vergleich zur Phusion®-DNA-Polymerase fiir diese Methode irrelevant
war. Entsprechend der in Tabelle 2.9 aufgeflihrten Zusammensetzung eines typischen Kolonie-PCR-
Ansatzes wurde zundchst etwas Zellmaterial mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers von einer LB-
Agarplatte in 5 pL steriles ddH,0 Gberfiihrt und daraufhin wurden 5 uL eines doppelt-konzentrierten
PCR-Mastermixes hinzugefiigt. AnschlieBend wurde die PCR unter den in Tabelle 2.10 aufgefiihrten
Bedingungen in einem Mastercycler® pro (Eppendorf) durchgefiihrt. Von entscheidender Bedeutung
war hierbei der verlangerte erste Schritt der initialen Denaturierung, der dazu diente, die Zellen zu
lysieren und somit die DNA fir die Reaktion zugénglich zu machen. Im Anschluss an die PCR wurden
die Proben mit je 2 uL 6x DNA-Ladepuffer versetzt und je 6 uL dieser Mischung auf ein Agarosegel

aufgetragen und mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

Tabelle 2.9: Zusammensetzung eines typischen Kolonie-PCR-Ansatzes.

Bestandteil ¢; in der Reaktion
10x Tag-Puffer 1x

Zellmaterial einer Kolonie -

10 mM dNTPs 200 uM

5 uM Vorwartsprimer 0,5 uMm

5 uM Rickwartsprimer 0,5 uM

Tag-Polymerase (5 U/uL) 2U
ddH,0

auf das Endvolumen auffillen

Tabelle 2.10: Kolonie-PCR-Reaktionsbedingungen bei Nutzung der Tag-DNA-Polymerase.

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 5 min 1
Denaturierung 94 °C 0,75—-1 min
Hybridisierung Abh. vom Primer 0,5 min 30
Elongation 72°C 0,5-1min

Finale Elongation 72°C 3 min 1

2.2.12 Herstellung kompetenter Escherichia coli-Zellen

2.2.12.1 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli-Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurde die Methode von Hanahan (1983)
verwendet. Samtliche bendtigten Materialien wurden im Vorfeld auf 4 °C gekihlt. Ein Milliliter einer

Ubernachtkultur wurde genutzt, um 100 mL SOB-Medium anzuimpfen. Die Kultur wurde
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anschlieRend bei 37 °C und 250 rpm inkubiert, bis eine ODgyo von ca. 0,5 erreicht wurde. Daraufhin
wurde die Kultur in gekiihlte Zentrifugenrohrchen Gberfihrt und fir 15 min auf Eis inkubiert. Dann
wurden die Zellen fiir 25 min bei 4.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810R, Rotor F-34-6-38) und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellpellets wurden behutsam in 8 mL kaltem RF1-
Puffer auf Eis resuspendiert und anschlieend wurde die Zellsuspension wiederum fir 15 min auf Eis
inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt und der Uberstand wurde erneut verworfen.
Nun wurden die Zellpellets vorsichtig in 2 mL kaltem RF2-Puffer auf Eis resuspendiert und die
Zellsuspension wurde fiir 15 min auf Eis inkubiert. Daraufhin wurden die chemisch kompetenten
Zellen in gekiihlte, sterile Eppendorfreaktionsgefale aliquotiert (ca. 80 L), in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.12.2 Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen

Fir die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurden samtliche bendtigten Materialien im
Vorfeld auf 4 °C gekiihlt. Zwei Milliliter einer Ubernachtkultur wurden genutzt, um 250 mL LB-
Medium anzuimpfen. Die Kultur wurde anschlieRend bei 37 °C und 250 rpm inkubiert, bis eine ODggq
von ca. 0,5 erreicht wurde, und daraufhin in einen gekiihlten Zentrifugenbecher gefillt und fir
15 min auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen fiir 10 min bei 5.000 rpm (Sorvall RC6+ Centrifuge,
Rotor F10S-6X500Y) und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde
behutsam in 250 mL kaltem, sterilem ddH,0 auf Eis resuspendiert und anschlieend wurde die
Zellsuspension wiederum fiir 15 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt
und der Uberstand wurde erneut verworfen. Nun wurde das Zellpellet in 125 mL eiskaltem, sterilem
ddH,0 auf Eis resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum verworfen
und das Zellpellet in 20 mL kalter, steriler 20 % Glycerin-Losung resuspendiert. Die Suspension wurde
anschlieRend in gekihlte 50 mL-Nalgene-Zentrifugenrohrchen gefillt und fir 15 min bei 10.000 rpm
(Sorvall RC6+ Centrifuge, Rotor $S34) und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen
und die Zellpellets wurden in 2 mL kalter, steriler 10 % Glycerin-Losung resuspendiert. Daraufhin
wurden die chemisch kompetenten Zellen in gekiihlte, sterile EppendorfreaktionsgefaRe aliquotiert

(ca. 50 pL) und in flissigem Stickstoff schockgefroren sowie bei -80 °C gelagert.

2.2.13 Transformation

2.2.13.1 Transformation in chemisch kompetente Escherichia coli-Zellen
Die chemisch kompetenten E. coli-Zellen (ca. 80 pL) wurden mit 100 ng Plasmid-DNA oder 5 puL

Ligationsansatz gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte der Hitzeschock fiir 60 s
bei 42 °C in einem Thermostat plus (Eppendorf) erhitzt wurden. Daraufhin wurden die Zellen fir
2 min auf Eis abgekihlt und mit 1 mL 37 °C-warmem SOC-Medium gemischt und fir 1 h bei 37 °C

und 550 rpm in einem Thermomixer comfort (Eppendorf) inkubiert. Dann wurden die Zellen durch
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Zentrifugation fiir 1 min bei 5.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424) pelletiert und der Uberstand bis
auf ca. 100 pL verworfen. Das Zellpellet wurde in dem verbliebenen Uberstand resuspendiert und
ein Teil der Suspension auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die
Inkubation der Agarplatte wurde fiir etwa 16 h bei 37 °C durchgefiihrt und die anschliefende

Lagerung erfolgte bei 4 °C.

2.2.13.2 Transformation in elektrokompetente Escherichia coli-Zellen
Die elektrokompetenten E. coli-Zellen (ca. 50 pL) wurden mit 100 ng Plasmid-DNA gemischt und in

eine gekihlte Elektroporationskiivette (2 mm Elektrodenabstand) pipettiert. Die Kiivette wurde kurz
auf Eis inkubiert und dann wurde der Elektroschock in einem Elektroporator 2510 (Eppendorf) bei
2500 V fur 5 ms durchgefiihrt. Dabei war darauf zu achten, dass die AuBenflache der Kivette zuvor
vollstdndig trocken war. Nach dem Elektroschock wurde 1 mL 37 °C-warmes SOC-Medium
zugegeben und kurz gemischt. Daraufhin wurden die Zellen fiir 1 h bei 37 °C und 500 rpm in einem
Thermomixer comfort (Eppendorf) inkubiert. Dann wurden die Zellen durch Zentrifugation fiir 1 min
bei 5.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424) pelletiert und der Uberstand bis auf ca. 100 pL
verworfen. Das Zellpellet wurde in dem verbliebenen Uberstand resuspendiert und ein Teil der
Suspension auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die Inkubation

der Agarplatte wurde fiir etwa 16 h bei 37 °C durchgefiihrt mit anschlielender Lagerung bei 4 °C.

2.2.14 Heterologe Proteinexpression in Escherichia coli

2.2.14.1 Expressionsstudien

Expressionsstudien dienten zur Identifikation geeigneter Expressionsbedingungen fir die
verschiedenen Zielproteine. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dabei verschiedenste Parameter
variiert, um die heterologe Expression der verschiedenen Proteine zu optimieren. So wurden
typischerweise verschiedene Expressionsstamme (E. coli BL21 (DE3), E. coli C43 (DE3) oder E. coli
TOP10) sowie Temperaturen (zwischen 15 °C und 37 °C) getestet. Zudem wurden héufig
verschiedene verfiigbare Plasmide (pET28a, pET42b, pET22b, pIT2-MCS, pACYCDuet™-1, pBAD-N)
verwendet, um mit dem besten Konstrukt weiterzuarbeiten. Induktorkonzentration,
Expressionsmedium sowie Medienzusammensetzung, Induktionszeitpunkt, und Fillvolumen-zu-
GefdaBvolumen-Verhdltnis stellten weitere Parameter dar, die zur Verbesserung der Expression bzw.
zur Erhohung des l6slichen Proteinanteils variiert wurden. Teilweise wurde zudem als
Negativkontrolle der entsprechende Stamm mit Leervektor kultiviert und identisch behandelt, wie
die eigentliche Probe, um einen Vergleich zur basalen Expression zu erhalten.

Fir die Durchfiihrung einer Expressionsstudie wurde in der Regel die Hauptkultur, bestehend aus
65 mL Expressionsmedium in einem 500 mL Erlenmeyerkolben, mit Spurenelementlésung und dem

einzusetzenden Antibiotikum versetzt und mit einem entsprechenden Volumen Vorkultur angeimpft,
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um eine Anfangs-ODgoo (ODgoo pk-star) VON 0,2 zu erhalten. Dazu wurde zundchst die ODgg der
Vorkultur (ODego vk) 8emessen und mit Hilfe von Formel 2 das benétigte Inokulationsvolumen
(Vinokulum) €rmittelt.

ODeoo_nx-start * Vik Formel 2
ODeoo_vk

Vinokulum =

Nach Inokulation wurde die Hauptkultur bei 37 °C und 250 rpm inkubiert, bis eine ODgy von etwa 1
erreicht wurde. Zu diesem Zeitpunkt wurde eine Probe fiir die spatere SDS-PAGE gezogen (s. unten)
und die Expression mit 0,05 — 0,40 mM IPTG (pET-, pIT2-MCS- und pACYC-Vektoren) bzw. mit 0,0075
— 0,2 % Arabinose (pBAD-N) induziert. Zur Expression von Cytochrom P450 Monooxygenasen wurde
zudem 0,5 mM J&-ALA als Him-Vorstufe zugegeben. Nach der Induktion wurde die Hauptkultur bei
der gewiinschten Temperatur und 250 rpm fiir mind. 20 h inkubiert. Wahrend der Kultivierung
wurde zu bestimmten Zeiten, Ublicherweise 2 h, 4 h und 20 h nach der Induktion, die ODgy
gemessen und es wurden Proben genommen. Bei niedrigeren Expressionstemperaturen wurde tber
einen langeren Zeitraum kultiviert und daher wurden auch noch zu spateren Zeitpunkten Proben
entnommen. Basierend auf Erfahrungswerten wurde bei der Probennahme normalerweise darauf
geachtet, dass die Gesamt-ODgy, der Probe mindestens einem Wert von 16 entsprach, um geniigend
Zellmaterial fur den Aufschluss durch Ultraschall und die darauffolgende Analyse mittels SDS-PAGE
zu erhalten. Wies die Kultur zum Probezeitpunkt beispielsweise eine ODgy von 2 auf, wurden
mindestens 8 mL Probe gezogen, damit die Gesamt-ODgy, der Probe den oben genannten Wert von
mindestens 16 erreichte. Zur Probenaufarbeitung wurden die Proben zunachst fir 1 min bei
14.680 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424) abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
resultierende Zellpellet wurde in 1 mL 50 mM KP-Puffer, pH 7,4, resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Das gewaschene Zellpellet wurde entweder zwischenzeitlich bei -20 °C eingefroren,
oder direkt aufgeschlossen (siehe Abschnitt 2.2.15) und fir die SDS-PAGE aufbereitet (siehe
Abschnitt 2.3.1).

2.2.14.2 Heterologe Proteinexpression im grofReren Maf3stab

Konnten geeignete Bedingungen zur Proteinexpression identifiziert werden, wurden diese
Bedingungen auf einen groReren MaRstab ibertragen, um das entsprechende Protein in groReren
Mengen herzustellen. Teils wurde der entsprechende Stamm mit Leervektor oder Stamme géanzlich
ohne Vektor kultiviert und identisch behandelt, wie die eigentliche Probe, um den resultierenden
zellfreien Extrakt beispielsweise als Negativkontrolle fiir Biokatalysen oder Aktivitdtsbestimmungen
einzusetzen.

Es wurden bis zu 600 mL TB-Medium in einem 2 L-Erlenmeyerkolben mit dem benétigten
Antibiotikum und Spurenelementlosung versetzt. Die ODgy der entsprechenden Vorkultur wurde

gemessen und die Hauptkultur wurde mit dem notigen Volumen der Vorkultur angeimpft, sodass
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eine ODggg Hrstart von 0,2 erhalten wurde. Das bendtigte Volumen wurde mit Hilfe von Formel 2
ermittelt. AnschlieBend wurde die Hauptkultur bei 37 °C und 250 rpm inkubiert bis eine OD von etwa
1 erreicht wurde. Durch Zugabe von 0,2 — 0,8 mM IPTG wurde die Expression induziert (bei der
Produktion von Cytochrom P450 Monooxygenasen wurde zudem 0,5 mM &-ALA als Ham-Vorstufe
zugegeben) und die Kultur bei der entsprechenden Temperatur und 250 rpm fiir eine definierte
Dauer inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation fiir 15 min bei 5.000 rpm (Sorvall RC6+
Centrifuge, Rotor F10S-6X500Y) geerntet, der Uberstand verworfen, die Zellen in 50 mM KP-Puffer,
pH 7,4, resuspendiert und schlieBlich fir 30 min bei 4.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810R, Rotor:
A-4-81) erneut pelletiert. Das resultierende Zellpellet wurde entweder sofort weiterverarbeitet oder
bei -20 °C eingefroren. StandardmaRig wurden die Zellpellets, die aus den Expressionen im grolReren
Malstab resultierten, mit Hilfe des Hochdruckhomogenisators aufgeschlossen (siehe Abschnitt
2.2.15).

Die flr jedes Protein spezifischen Bedingungen fiir die Expression im groferen Malstab wie
verwendeter Stamm, Expressionstemperatur, Induktorkonzentration und Dauer der Expression sind
in den entsprechenden Abschnitten im Ergebnisteil zu finden.

2.2.14.3 Expression bakterieller Cytochrom P450 Monooxygenasen

CYP154H1

Die Produktion von CYP154H1 im groReren MaRstab wurde durchgefiihrt wie von Schallmey et. al
(2011) beschrieben mit der Anderung, dass die Zellen bereits nach 24 h geerntet wurden (statt nach
48 h).

CYP106A2

CYP106A2 wurde hergestellt mit Hilfe von E. coli TOP10 plIT2_cypl106a2. Es wurden 200 mL TB-
Medium, 0,8 mM IPTG und eine Expressionstemperatur von 30 °C verwendet. Die Kultivierung

wurde 28 h nach Induktion abgebrochen.

2.2.14.4 Coexpression von CYP154H1 mit Elektronentransferproteinen aus Pseudomonas putida

Die Produktion von CYP154H1 zusammen mit Putidaredoxin und Putidaredoxin-Reduktase (unter
Nutzung von pACYC_CamAB) im groRReren Malistab wurde durchgefiihrt wie von Schallmey et. al
(2011) beschrieben mit den Abweichungen, dass die Expression mit 0,4 mM IPTG gestartet wurde,
die Zellen bei 30 °C kultiviert wurden (anstatt bei 28 °C) und dass sie bereits nach 4 h geerntet
wurden (statt nach 48 h), da gleiche Bedingungen wie bei der Expression von CYP154H1 + FdR 6 +

Fdx 4 eingehalten werden sollten (siehe Abschnitt 3.1.4).
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2.2.15 Zelllyse und -aufschluss
Zelllyse mittels B-PER

B-PER (Thermo Scientific) besteht aus einem patentgeschiitzten Mix unterschiedlicher Detergenzien
in 20 mM Tris-Puffer (pH 7,5), der Zellwdnde und Membranen von Bakterienzellen zerstort. Ein
Volumen von 30 ulL dieses Reagenzes wurde genutzt, um aus Expressionsstudien stammende
Zellpellets zu resuspendieren. Daraufhin wurden die Proben fiir 10 min bei RT inkubiert und
anschlieRend fiir 1 min bei 13.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424) zentrifugiert. Die Uberstinde
wurden in separate EppendorfreaktionsgefdRe uberfiihrt und die Pellets in je 30 pL ddH,O

resuspendiert. Die Proben wurden anschlieRend mittels SDS-PAGE analysiert.

Zellaufschluss mittels Ultraschall

Die aus den Expressionsstudien resultierenden Zellpellets wurden in einem definierten Volumen von
50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, resuspendiert, welches mit Hilfe von Formel 3 bestimmt wurde. Die
Probenvolumina waren auf Basis von Erfahrungswerten entsprechend der ODggy SO0 gewahlt worden,
dass die Gesamt-ODgyy mindestens einem Wert von 16 entsprach, um geniigend Zellmaterial fiir den
Aufschluss durch Ultraschall und die darauffolgende Analyse mittels SDS-PAGE zu erhalten. Wies die
Kultur zum Probezeitpunkt beispielsweise eine ODgy von 2 auf, waren mindestens 8 mL Probe
gezogen worden, damit die Gesamt-ODgy, der Probe den oben genannten Wert von mindestens 16
erreichte. Werden diese Werte in Formel 3 eingesetzt und durch den auf Erfahrungswerten
basierenden Faktor von 0,033 geteilt, betrdgt das zum Resuspendieren genutzte Volumen 485 pL.
Unterhalb dieses Volumens war ein Aufschluss mittels Ultraschall wegen der Ultraschallsondengrofie
und aufgrund von Schaumbildung schwierig zu bewerkstelligen. Um dieses Volumen nicht zu
unterschreiten und um das Probenmaterial zusatzlich Gber die ODgy zu normieren, wurde die
beschriebene Rechnung verwendet.

OD600_Probe * Vbrobe Formel 3

0,033

Die erhaltenen Zellsuspensionen wurden anschlieBend dreimal fiir je 30 s mit je 30 — 59 s Pause bei

V aufschluss =

40 - 50% Amplitude (Vibra-Cell™ VCX130, kleine Ultraschallsonde) mittels Ultraschall auf Eis
aufgeschlossen. Daraufhin wurden die Proben fiir 10 min bei 13.200 rpm und 4 °C (Eppendorf
Centrifuge 5415 R) zentrifugiert. Die Uberstinde wurden in separate EppendorfreaktionsgefiRe
Uberfuhrt und die Zellpellets im gleichen Volumen (Formel 3) ddH,0 resuspendiert. Ein Teil der
resultierenden Uberstands- und Pelletproben wurde fiir die Analyse mittels SDS-PAGE verwendet.
Der Rest der Proben wurde entweder verworfen oder fir andere Analysen, wie beispielsweise
Aktivitatsbestimmungen, genutzt. GroRere Zellmengen (z. B. zur Herstellung von CFE fir
Biokatalysen) wurden ebenfalls mittels Ultraschall aufgeschlossen, allerdings wurden die

entsprechenden Zellpellets in einem anderen Volumen von 50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, resuspendiert
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(ca. 2,5 — 3 mL Puffer pro g Zellpellet) und es wurde die groRRe Ultraschallsonde verwendet. Dabei
wurden die Zellen achtmal fiir je 30 s mit je 30 — 59 s Pause bei 40 — 70 % Amplitude (Vibra-Cell™
VCX130, Bandelin) mittels Ultraschall auf Eis aufgeschlossen. Daraufhin wurden die Proben fir
mindestens 30 min bei 12.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810R, Rotor F-34-6-38) oder 18.000 rpm
(Sorvall RC6+ Centrifuge, Rotor SS34) und 4 °C zentrifugiert.

Zellaufschluss durch Hochdruckhomogenisation

Sollten Proteine aus Zellpellets aufgereinigt werden, oder sollte die Hochdruckhomogenisation als
alternative Aufschlussmethode zum Ultraschall ausprobiert werden, wurden die Zellen durch
Nutzung eines Hochdruckhomogenisators (EmulsiFlex-C3, Avestin) aufgeschlossen. Das Zellpellet
wurde dafiir zuerst in Lysepuffer resuspendiert (ca. 5 mL pro g Zellpellet), zur Inhibition von
Proteasen wurde Ublicherweise 0,1 mM PMSF zugegeben und daraufhin wurde die Zellsuspension
mit einer groRen Ultraschallsonde dreimal fiir je 30 s mit je 59 s Pause bei 40 — 60 % Amplitude
(Vibra-Cell™ VCX130, Bandelin) auf Eis homogenisiert. Daraufhin wurden die Zellen drei- bis flinfmal
bei max. 1.500 bar im Hochdruckhomogenisator aufgeschlossen. Die Proben wurden danach
mindestens 30 min bei 12.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810R, Rotor F-34-6-38) oder 18.000 rpm

(Sorvall RC6+ Centrifuge, Rotor SS34) und 4 °C zur Entfernung von Zelltrimmern zentrifugiert.

2.3 Biochemische Methoden

2.3.1 SDS-PAGE

Um Proteine nach ihrer GroRRe aufzutrennen, wurde das Mini PROTEAN®-SDS-PAGE-System von Bio-
Rad genutzt. Zur Analyse der Ferredoxin- und Flavodoxinproben wurde die Tris-Tricin-SDS-PAGE
(Schagger und von Jagow, 1987) und fiir sonstige Proteinproben wurde die Tris-Glycin-SDS-PAGE
angewendet.

Die zu analysierenden Proteinproben wurden zundchst ggf. verdiinnt. Prinzipiell wurden 30 plL der
Probe mit 10uL 4x SDS-Ladepuffer versetzt. Daraufhin wurden die Proben fir 5 min
(Uberstandsproben) bzw. 10 min (Pelletproben) bei 95 °C erhitzt und anschlieRend kurz auf Eis
abgekiihlt. Es wurden jeweils 6 uL der Proben und 4 — 5 ulL des PageRuler Prestained Proteinmarkers
(Fermentas) aufgetragen (siehe auch Abschnitt 7.5).

2.3.1.1 Tris-Glycin-SDS-PAGE

Die Zusammensetzung eines Tris-Glycin-SDS-Gels ist in Tabelle 2.11 aufgefihrt.
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Tabelle 2.11: Zusammensetzung eines Tris-Glycin-SDS-Gels.

9 0
Komponente Sammelgel (5%  Trenngel (12 %

Acrylamid) Acrylamid)

ddH,0 2,10 mL 1,11 mL
40 % Acrylamid 1,50 mL 190 uL
1,5 M Tris-HCI-Puffer (pH 8,8) 1,25 mL -

1 M Tris-HCI-Puffer (pH 6,8) - 190 plL
10 % SDS 50 pL 15 uL
10 % APS 20 plL 15 pL
TEMED 5uL 1,5uL

Nach der Probenauftragung erfolgte die Elektrophorese zunachst fiir etwa 10 min bei 90 V, bevor die
Spannung auf 180 V erhoht wurde, sobald die Lauffront das Trenngel erreicht hatte. Die
Elektrophorese wurde bei dieser Spannung so lange durchgefiihrt, bis die Lauffront das Ende des
Gels erreicht hatte. AnschlieBend wurde das Gel zur Visualisierung der Proteinbanden fir ca. 20 min
mit Farbelosung angefarbt und kurzfristig in Entfarbelésung oder Uber Nacht in Depotlosung
inkubiert, um die Hintergrundfarbung zu entfernen.

2.3.1.2 Tris-Tricin-SDS-PAGE

Tabelle 2.12 gibt die Zusammensetzung eines Tris-Tricin-SDS-Gels wieder.

Tabelle 2.12: Zusammensetzung eines Tris-Tricin-SDS-Gels.

9 o,
Komponente Sammelgel (5% Trenngel (12 %

Acrylamid) Acrylamid)

ddH,0 1,25 mL 1,11 mL
40 % Acrylamid 1,18 mL 190 pL
1,5 M Tris-HCI-Puffer (pH 8,45) 1,50 mL -

1 M Tris-HCI-Puffer (pH 6,8) - 190 pL
Glycerin 0,6g 15 uL
10 % APS 20 uL 15 L
TEMED 5 plL 1,5 plL

Die Vorbereitung der Proben sowie die Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgten wie bei der Tris-
Glycin-SDS-PAGE mit dem Unterschied, dass eine andere Spannung (150 V statt 180 V) und andere

Puffer fur die Elektrophorese verwendet wurden.

2.3.2 Western Blot
Zur spezifischen Detektion von Proteinen Uber deren His-Tag wurden Western Blots mit dem Semi-

Dry Western Blot System (BiocomDirect) in Kombination mit dem QlAexpress Detection and Assay
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Kit (Qiagen) durchgefiihrt. Letzteres enthalt ein Konjugat aus Ni-NTA und alkalischer Phosphatase,
welches spezifisch mit dem His-Tag von Proteinen interagiert.

Zunichst wurden zwei Sticke Whatman Gel Blotting-Papier (Sigma Aldrich) sowie die
Nitrocellulosemembran (Pure Nitrocellulose 0,45 um Transfer membrane, AppliChem) auf die GroRRe
des SDS-Gels zurechtgeschnitten. Zur Aktivierung wurde die Membran anschlieRend flr 10 min in 1x
Transferpuffer inkubiert und das Whatman-Papier in 1x Transferpuffer getrankt. Zunachst wurde das
SDS-Gel wie unter Abschnitt 2.3.1 behandelt, nach der Elektrophorese allerdings nicht angefarbt,
sondern zum Waschen fir 1 min in Transferpuffer inkubiert. Dann wurde ein Whatman-Papier auf
die Kathode des Western Blot-Systems gelegt, darauf folgten zundachst Membran, dann SDS-Gel und
abschlieRend das zweite Whatman-Papier. Zuletzt wurde das System durch die Befestigung der
Anode komplettiert und der Western Blot fiir 80 — 90 min bei 60 mA pro Gel laufen gelassen. Die
Membran wurde nach dem Blotten flir 5 min in TBS-Puffer gewaschen und mit Ponceau-Rot (Sigma
Aldrich) angefarbt, um die Laufspuren mit Hilfe eines Stifts kenntlich zu machen. Die Membran
wurde anschlieBend mit TBS-Puffer entfarbt und fir 1 h mit 3 % BSA in TBS-Puffer blockiert.
Daraufhin wurde einmal fir 10 min mit TBS-Puffer und zweimal fiir 10 min mit TBST-Puffer
gewaschen. Dann wurde das Ni-NTA-AP-Konjugat 1:1.000 in TBS-Puffer verdiinnt und die Membran
fir 1 h in dieser Losung inkubiert. Die drei genannten Waschschritte (einmal fiir 10 min in TBS-Puffer
und zweimal fir 10 min in TBST-Puffer) wurden in der Folge wiederholt. Zur Visualisierung von
Proteinen mit His-Tag wurde die Membran schlieRlich lichtgeschitzt in 1 mL BCIP®/NBT Purple
Liquid-Substrat (Sigma-Aldrich) fiir 1 — 5 min inkubiert, bis die Banden deutlich zum Vorschein

kamen. Ein Waschschritt mit ddH,0 wurde durchgefiihrt, um die Farbreaktion zu stoppen.

2.3.3 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay

Zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts von Proteinproben wurde der Bradford-Assay
durchgefiihrt (Bradford, 1976). Dazu wurde die Probe mit ddH,0 verdiinnt, 800 uL der Verdiinnung
mit 200 pL 5x Roti®-Quant-Reagenz (Carl Roth) gemischt und fiir 5 min bei RT inkubiert. Daraufhin
wurde mit Hilfe des Biophotometers plus (Eppendorf) die Absorption bei 595 nm gemessen. Ein
Ansatz mit ddH,0 wund Bradford-Reagenz wurde dabei als Blindwert genutzt. Die

Proteinkonzentration wurde nach der Messung mit Hilfe einer BSA-Standardgeraden berechnet.

2.3.4 Proteinkonzentrationsbestimmung durch Messung der Absorption bei 280 nm

Die Proteinkonzentration aufgereinigter Proteinlésungen wurde durch die Absorptionsmessung bei
280 nm ermittelt. Dazu wurden 1,5 uL der zu messenden und ggf. verdiinnten Proteinldsung auf ein
NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer (peglab) aufgetragen und bei der entsprechenden
Wellenlange vermessen. Als Blindwert wurde zuvor der jeweilige Puffer eingesetzt. Das Lambert-

Beer’sche Gesetz (Formel 4) wurde angewendet und durch Einsetzen von Schichtdicke d (1 cm) und
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des Protein-spezifischen Extinktionskoeffizienten e,5, die Stoffmengenkonzentration c (in mol/L)
berechnet. Die entsprechende Proteinkonzentration in g/L wurde durch Multiplikation mit dem
Molekulargewicht M des Proteins berechnet. In

Tabelle 2.13 sind Extinktionskoeffizient und Molekulargewicht der Proteine aufgefiihrt, fir welche
diese Methode angewendet wurde.

Abszg0 = €280 - d Formel 4

Tabelle 2.13: Protein-spezifische Extinktionskoeffizienten und Molekulargewichte.

Protein €80 [MM™ - cm™] M [g/mol]
Fdx 1 14,94 13,9
Fdx 2 1,62 9,6
Fdx 3 9,97 12,7
Fdx 4 3,11 9,3
Fdx 8 2,98 9,0
FdR 5 46,41 44,9
FdR 6 56,17 46,3
FdR 7 47,90 51,9
FdR 9 65,68 44,5

2.3.5 NAD(P)H-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der genauen Konzentration einer Cofaktor-Stammlosung wurde eine geeignete
Verdinnung der Stammldsung in KP;-Puffer angesetzt, in eine UV-Klvette Gberfihrt und mit einem
CARY 50 Bio UV-VIS Spektrophotometer (Varian) bei 340 nm vermessen. Es wurde wiederum das
Lambert-Beer’sche Gesetz (Formel 4) angewendet und durch Einsetzen von Schichtdicke d (1 cm)
und des Cofaktor-spezifischen Extinktionskoeffizienten €30 (6,22 mM* - cm™?) die

Stoffmengenkonzentration c (in mol/L) berechnet. Als Blindwert diente 1 mL KP;-Puffer.

2.3.6 Kaliumhexacyanoferrat-Assay

Der Kaliumhexacyanoferrat-Assay wurde genutzt, um die Reduktaseaktivitit von
Ferredoxinreduktasen zu ermitteln und um den praferierten Cofaktor der Enzyme zu bestimmen.
Der Assay basiert auf der Absorptionsabnahme bei 420 nm infolge der Reduktion von Ks[Fe(ll1)(CN)e]
zu K4[Fe(l1)(CN)e] durch aktive Reduktasen (Lacour et al., 1998). Eine Kiivette mit 1 mL 50 mM KP;-
Puffer, pH 7,4, diente als Blindwert. Der Reaktionsansatz wurde in einer Kiivette angesetzt und
enthielt 50 pL K;[Fe(llI)(CN)¢] (10 mM), typischerweise 0,625 uM aufgereinigte FdR oder 10 pL FdR-
haltigen zellfreien Extrakt und es wurde mit 50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, auf 900 uL aufgefillt. Kurz
nach Beginn der Messung in einem CARY 50 Bio UV-VIS Spektrophotometer (Varian) wurden 100 pL

einer 5 mM NAD(P)H-Lésung zugegeben, um die Reaktion zu starten. Die potentielle
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Absorptionsanderung bei 420 nm wurde Uber einen Zeitraum von 2 min bei 20 °C oder bei RT
verfolgt. Mit Formel 5 wurde die volumetrische Reduktaseaktivitat berechnet. Hierbei steht AAbs fir
die Absorptionsidnderung, d fir die Schichtdicke der Kivette (1 cm) und D fir den
Verdiinnungsfaktor, der Extinktionskoeffizient (€420) von Ks[Fe(Ill)(CN)e] betragt 1,02 mM™ - cm™. Zur
Berechnung der spezifischen Reduktaseaktivitdt wurde die volumetrische Reduktaseaktivitdat durch

die Proteinkonzentration dividiert.
AAbs
e-d

Fiir FAR 9 wurde zudem der Tsg-Wert bestimmt, welcher die Temperatur darstellt, bei der das Enzym

D Formel 5

Vol. Akt. [U/mL] =

die Halfte seiner urspriinglichen Aktivitdt aufweist. Dazu wurde eine geeignete Verdiinnung (10 uM)
des Enzyms fir 20 min bei bestimmten Temperaturen (40 — 70 °C) im Thermoblock inkubiert.
AnschlieBend wurden die Ansatze kurz auf Eis inkubiert und fir 5 min bei 13.200 rpm und 4 °C
(Eppendorf Centrifuge 5415 R) zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 10 pL in den {blichen
Reaktionsansatz gegeben und die Messung bei RT durchgefihrt. Durch die Bestimmung der
Enzymaktivitdt des zuvor auf Eis inkubierten Enzyms als Referenz konnte die jeweilige Restaktivitat
ermittelt und durch Auftragung der Restaktivitdt gegen die entsprechende Inkubationstemperatur

der Tso-Wert abgelesen werden.

2.3.7 Cytochrom c-Assay

Zur Bestimmung der Elektronentransferaktivitat und zur Untersuchung von
Elektronentransferproteinkombinationen wurde der Cytochrom c-Assay durchgefiihrt (Lacour et al.,
1998). Der Assay basiert auf der Absorptionszunahme bei 550 nm infolge der Cytochrom c-
Reduktion. Eine Kiivette mit 1 mL Puffer diente als Blindwert. Der Reaktionsansatz wurde in einer
Kivette angesetzt und enthielt generell 40 pL Cytochrom c (10 mg/mL), die Protein-haltige Probe
und es wurde mit Puffer auf 980 uL aufgefillt. Kurz nach Beginn der Messung in einem CARY 50 Bio
UV-VIS Spektrophotometer (Varian) wurden 20 uL NAD(P)H (5 mM) zugegeben, um die Reaktion zu
starten. Die potentielle Absorptionsanderung bei 550 nm wurde Uber einen Zeitraum von 2 min bei
20 °C oder bei Raumtemperatur verfolgt. Mit Formel 5 wurde die volumetrische
Elektronentransferaktivitat berechnet. Der Extinktionskoeffizient (e€550) von Cytochrom c betragt
19,1 mM™* - cm™.

Im Fall der Uberpriifung der Elektronentransferaktivitit der Reduktasedomane von CYP102K1- bzw.
N‘-short-CYP102K1 wurden 10 pL einer geeigneten Verdiinnung des aufgereinigten Enzyms bzw. des
zellfreien Extrakts eingesetzt. Als Puffer wurden 50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, 20 mM KP;-Puffer, pH 6,5,
oder 50 mM MOPS-Puffer, pH 7,0, verwendet.

Zum Nachweis der Aktivitdat von Ferredoxinen wurden geeignete Mengen Ferredoxinreduktase und

Ferredoxin, in aufgereinigter Form oder in Form von zellfreiem Extrakt eingesetzt, und als Puffer
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diente ausschlieBlich 50 mM KP-Puffer, pH 7,4. Zur Berechnung der spezifischen
Elektronentransferaktivitat wurde die volumetrische Elektronentransferaktivitdt der Ferredoxine
wurde lediglich die Ferredoxinkonzentration herangezogen.

Flr Fdx 8 wurde zudem der Tso-Wert bestimmt. Dazu wurde eine geeignete Verdiinnung (40 uM) des
Enzyms fir 20 min bei bestimmten Temperaturen (40 — 70 °C) im Thermoblock inkubiert.
AnschlieBend wurden die Ansatze kurz auf Eis inkubiert und fir 5 min bei 13.200 rpm und 4 °C
(Eppendorf Centrifuge 5415 R) zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 10 pL in den iblichen
Reaktionsansatz mit 10 uM FdR 9 gegeben und die Messung bei RT durchgefiihrt. Durch die
Bestimmung der Aktivitdat des zuvor nur auf Eis inkubierten Ferredoxins als Referenz konnte die
jeweilige Restaktivitat ermittelt und durch Auftragung der Restaktivitat gegen die entsprechende

Inkubationstemperatur der Tsg-Wert abgelesen werden.

2.3.8 Bestimmung der GDH- und FDH-Aktivitat

Um die GDH- und FDH-AKktivitit zu untersuchen, wurde die Reduktion von NAD(P)" zu NAD(P)H bei
340 nm in einem CARY 50 Bio UV-VIS Spektrophotometer (Varian) verfolgt. Eine UV-Klvette mit 1 mL
Puffer diente als Blindwert. Der Reaktionsansatz wurde in einer UV-Kiivette angesetzt und enthielt
generell 10 pL 1 M Glucoseldsung bzw. 100 pL 1,5 M Na-Formiatlosung, 10 uL GDH bzw. FDH in einer
geeigneten Verdiinnung und es wurde mit Puffer auf 900 pL aufgefiillt. Die Messung wurde in dem
Puffer durchgefiihrt, der auch fir die jeweilige Biokatalyse verwendet wurde. Kurz nach Beginn der
Messung wurden 100 pL 10 mM NAD(P)* zugegeben, um die Reaktion zu starten. AnschlieRend
wurde die Absorptionsdnderung bei 340 nm (iber einen Zeitraum von 2 min bei der entsprechenden
Temperatur verfolgt. Mit Formel 5 wurde die volumetrische GDH- bzw. FDH-Aktivitdt berechnet,

dabei wurde ein Extinktionskoeffizient (€34) flir NAD(P)H von 6,22 mM™ - cm™ eingesetzt.

2.3.9 CO-Differenzspektrum

Zur Bestimmung der Konzentration aktiver Cytochrom P450 Monooxygenase wurde ein CO-
Differenzspektrum aufgenommen (Omura und Sato, 1964), bei dem das Absorptionsspektrum der
Ham-haltigen Cytochrom P450 Monooxygenasen in reduzierter, CO-gebundener Form zwischen 350
und 500 nm gemessen wird. Fiir die Messungen wurde ein CARY 50 Bio UV-VIS Spektrophotometer
(Varian) benutzt. Zunachst wurde Puffer in eine UV-Kivette gefiillt und die Basislinie aufgenommen.
Dann wurde in der UV-Klvette eine geeignete Verdiinnung der Cytochrom P450 Monooxygenase
angesetzt und ein Spektrum aufgenommen. Anschliefend wurde die Lésung fir etwa 5 — 10 s mit CO
begast (CO Lecture Bottle Station, Aldrich), es wurde zligig eine Spatelspitze Natriumdithionit
hinzugegeben, gemischt und erneut ein Spektrum aufgenommen. Es erfolgte eine Wiederholung von
Begasen und Messen, bis die maximale Absorption erhalten wurde. Die Absorption bei ca. 450 nm

(lokales Maximum) und bei 490 nm (Basislinie) wurde ermittelt und die Stoffmengenkonzentration
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aktiver Cytochrom P450 Monooxygenase mit Hilfe von Formel 6 berechnet. Die Schichtdicke d
betrug 1 cm und der Extinktionskoeffizient (g45) des reduzierten, CO-gebundenen Hamthiolats
91 mM™ - cm™. Zur Berechnung der Massenkonzentration wurde die Stoffmengenkonzentration mit

dem Molekulargewicht der Cytochrom P450 Monooxygenase multipliziert.
AbSA,so — AbS490

€450 d

c (aktive P450) = Formel 6

2.3.10 Proteinaufreinigung

Um ein Zielprotein aufzureinigen, wurden die entsprechenden Zellen zunachst aufgeschlossen und
das Lysat abzentrifugiert (siehe Abschnitt 2.2.15). Der resultierende zellfreie Extrakt wurde auf eine
Sdule geladen und es wurde ein chromatographisches Verfahren zur Proteinaufreinigung
angewendet. Wurde eine Aufreinigung zum ersten Mal durchgefiihrt, wurde ein Teil der
gesammelten Fraktionen auf ein SDS-Gel aufzutragen, um die Elutionspeaks zu untersuchen und die
Zielprotein-enthaltenden Fraktionen zu identifizieren. AnschlieRend wurden diese vereinigt und
mittels Ultrafiltration aufkonzentriert. Nach einem Pufferaustausch- und Entsalzungsschritt mit Hilfe
einer Entsalzungssdule wurde die Proteinldsung mit 10 % Glycerin versetzt und bei -20 °C gelagert.
2.3.10.1 Immobilisierte Metallionenaffinitatschromatographie

Die Methode der immobilisierten Metallionenaffinitditschromatographie wurde zur Aufreinigung
samtlicher Zielproteine aus T. fusca sowie von CYP102K1 und von N‘-short-CYP102K1 genutzt. Zur
Durchfiihrung der immobilisierten Metallionenaffinitdtschromatographie wurde eine 5 mL HisTrap™
HP-Siule verwendet, angeschlossen an ein AKTA FPLC-System (beides GE Healthcare). Zunichst
wurde die Saule mit Lysepuffer | bzw. Lysepuffer Il bei einer Flussrate von 5 mL/min aquilibriert
(max. zuldssiger Druck: 0,6 MPa). Die Sdule wurde mit filtriertem (@ 0,45 — 0,70 pum) zellfreien
Extrakt bei einer Flussrate von 2 mL/min beladen und mit Lysepuffer gewaschen. Der Durchfluss
wurde mit einem Fraktionsvolumen von 8 mL gesammelt. Daraufhin wurden ungebundene oder
schwach gebundene Proteine durch Waschen mit Lysepuffer oder Waschpuffer entfernt. Das
gebundene Zielprotein wurde anschlieRend mit Elutionspuffer | oder Il iber einen Gradienten von
100 — 120 mL Lange (Start bei 0 % Elutionspuffer, maximaler Anteil an Elutionspuffer wurde
abhangig vom Experiment eingestellt) und einer Flussrate von 2 mL/min eluiert. Das
Fraktionsvolumen wurde auf 3 mL eingestellt. Die Fraktionen des Durchflusses vom
Beladungsvorgang (DF load), vom Waschvorgang (DF wash) und die Fraktionen der eluierten
Zielproteine wurden jeweils vereinigt, ggf. verdliinnt und es wurden Proben fiir die SDS-PAGE

vorbereitet.
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2.3.10.2 Anionenaustauschchromatographie

Die Anionenaustauschchromatographie wurde mit dem Ziel der Aufreinigung von Fldx-s. und von
Fdx 4 durchgefiihrt. Es wurde eine 80 mL Q-Sepharose-Sidule an einem AKTA FPLC-System
verwendet. Zunachst wurde die Sdule bei einer Flussrate von 5 mL/min mit Bindepuffer | bzw.
Bindepuffer Il dquilibriert und ein Maximaldruck von 0,6 MPa eingestellt. Anschliefend erfolgte die
Auftragung des filtrierten (@ 0,45 — 0,70 um) zellfreien Extrakts bei einer Flussrate von 2,5 mL/min.
Daraufhin wurde mit einem Saulenvolumen Bindepuffer | bzw. Bindepuffer Il gewaschen und es
wurden Fraktionen von 9 mL aufgefangen. AnschlieBend wurde zur Elution des Zielproteins ein
Gradient von 0 % bis 100 % Elutionspuffer | bzw. Il Gber 150 mL (Fldx-s.) bzw. 400 mL (Fdx 4) bei
einer Flussrate von 2 bzw. 5 mL/min gestartet. Das Fraktionsvolumen wurde auf 3 bzw. 6 — 10 mL
eingestellt.

2.3.10.3 Kationenaustauschchromatographie

Die Kationenaustauschchromatographie wurde fiir die Aufreinigung von Fldx-s. getestet. Es wurde
eine 15 mL TOYOPEARL® SP-Sepharose-Siule an einem AKTA FPLC-System fiir die Aufreinigung
genutzt. Zunichst wurde die Sdule bei einer Flussrate von 5 mL/min mit Bindepuffer | dquilibriert
und ein Maximaldruck von 0,6 MPa eingestellt. Anschliefend erfolgte die Auftragung des filtrierten
(@ 0,45 um) zellfreien Extrakts bei einer Flussrate von 2 mL/min. Daraufhin wurde mit vier
Saulenvolumen Bindepuffer | gewaschen und es wurden Fraktionen von 7 mL aufgefangen.
AnschlieBend wurde zur Elution des Zielproteins ein Gradient von 0 % bis 100 % Elutionspuffer | Giber
100 mL bei einer Flussrate von 2 mL/min gestartet. Das Fraktionsvolumen wurde auf 1,5 mL
eingestellt.

2.3.10.4 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Fir die Aufreinigung von Fldx-s. mittels hydrophober Interaktionschromatographie wurde eine
20 mL Butyl-Sepharose-Siule an einem AKTA FPLC-System getestet. Zunichst wurde die Saule bei
einer Flussrate von 5 mL/min mit Bindepuffer dquilibriert und ein Maximaldruck von 0,6 MPa
eingestellt. Der zellfreie Extrakt wurde vor der Auftragung mit 0,5 M KCl versetzt, filtriert (@
0,45 um) und mit einer Flussrate von 2 mL/min aufgetragen. Die Saule wurde im Anschluss mit vier
Saulenvolumen Bindepuffer gespiilt. Daraufhin wurde zur Elution des Zielproteins ein Gradient von
0% bis 100 % Elutionspuffer Gber 105 mL bei einer Flussrate von 1,4 mL/min gestartet. Zudem
wurde der Elutionspuffer stufenweise immer starker mit ddH,0 verdiinnt bis ausschlieBlich ddH,0
fir die Elution genutzt wurde. AbschlieBend wurden weitere Elutionsschritte mit 30 % Isopropanol

und 0,1 M NaOH durchgefihrt.

Zudem wurde fiir die hydrophobe Interaktionschromatographie zur Aufreinigung von Fldx-s. eine

Phenyl-Sepharose-Saule mit einem Volumen von 30 mL eingesetzt. Die Aufreinigung wurde in
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abgewandelter Form, wie oben beschrieben, durchgefiihrt, mit folgenden Anderungen: Die Siule
wurde mit zwei Sdulenvolumen Bindepuffer gespiilt und der Gradient zur Elution des Zielproteins
mit Elutionspuffer umfasste 150 mL. Zudem folgte auf den ersten ein weiterer Gradient mit ddH,0

Uber 120 mL. Die Flussrate betrug jeweils 2 mL/min.

2.3.10.5 Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration

Die vereinigten, Zielprotein-enthaltenden Fraktionen einer Aufreinigung wurden mittels eines
Zentrifugalfilters (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units, EMD Millipore) mit geeigneter
AusschlussgrofRe (MWCO) bei 4.000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5810 R, Rotor: A-4-81) und 4 °C auf
2,5 mL aufkonzentriert. Flr Ferredoxine wurde ein MWCO von 3.000 Da, fiir das Flavodoxin ein
MWCO von 10.000 Da und fir die Ferredoxinreduktasen sowie CYP154H1 ein MWCO von 30.000 Da
verwendet. Fiir CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 wurden Zentrifugalfilter mit 100.000 oder
50.000 Da MWCO genutzt.

2.3.10.6 Pufferaustausch und Lagerung
Bei Proteinen, die liber immobilisierte Metallionenaffinitdtschromatographie aufgereinigt wurden,

kann das im Puffer enthaltene Imidazol auf das entsprechende Protein inhibierend wirken. Somit ist
es erforderlich, das Imidazol zu entfernen. Zunachst wurde die Saule dreimal mit ddH,0 gewaschen
und fiinfmal mit dem zum Puffertausch genutzten Puffer dquilibriert. Nun wurden die 2,5 mL
Proteinkonzentrat Uber eine PD10-Saule (Disposable PD10 desalting column, GE Healthcare)
gegeben und mit 3,5 mL eines geeigneten Puffers ohne Imidazol eluiert. Dabei wurde, sofern nicht
anders angegeben, der 50 mM KP-Puffer, pH 7,4, verwendet. Flir CYP102K1 wurde abhangig von der
jeweiligen Aufreinigung neben dem eben erwahnten Puffer auch 50 mM MOPS-Puffer, pH 7,0, oder
20 mM KP;-Puffer, pH 6,5, genutzt.

Die aufgereinigte, aufkonzentrierte und umgepufferte Proteinldsung wurde abschlieBend mit 10 %
Glycerin (cs) versetzt, aliquotiert und in der Regel direkt bei -20 °C eingefroren. CYP102K1 und N'-
short-CYP102K1 wurden zunachst in flissigem Stickstoff schockgefroren, bevor die Aliquots

bei -20 °C gelagert wurden.

2.4 Biokatalyse

2.4.1 Biokatalysen mit CYP154H1, CYP154C5 und CYP106A2

Um zu untersuchen, ob die verschiedenen Elektronentransferproteine aus T. fusca in der Lage sind,
Elektronen auf CYP154H1, CYP154C5 oder CYP106A2 zu libertragen, wurden Reaktionsansitze mit
einem Gesamtvolumen von 1 mL in 12 mL Reagenzgldsern mit LABOCAP-Verschluss durchgefihrt.
Die Ansatze enthielten die zu untersuchenden Elektronentransferproteine in verschiedenen

Kombinationen, 3 uM der entsprechenden Cytochrom P450 Monooxygenase, ein NAD(P)H-
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Regenerationssystem bestehend aus 1 — 2 U/mL GDH und 30 mM Glucose bzw. 2 U/mL PseFDH und
150 mM Natriumformiat, sowie eines der eingesetzten Substrate B-Jonon (5 mM), Styrol oder
Ethylbenzol (je 10 mM) fir CYP154H1 bzw. Progesteron (0,5 mM und 2 mM) fir CYP106A2 und
CYP154C5. Es wurden stets 3 uM der aufgereinigten Ferredoxinreduktasen verwendet, die
Ferredoxine bzw. das Flavodoxin wurden entweder ebenfalls als aufgereinigte Proteine (12 uM) oder
in Form des entsprechenden zellfreien Extraktes (teils auch von Coexpressionsstammen) zugegeben.
Im ersten Fall wurden zusétzlich 600 U/mL Katalase aus Rinderleber zugefiigt, welche im zellfreien
Extrakt von E. coli bereits vorhanden ist. Die Reaktionen wurden durch Cofaktorzugabe (0,1 bzw.
0,5 mM NAD(P)H) gestartet und die Ansatze fiir ca. 15 h bei 250 rpm und 30 bzw. 50 °C geschiittelt
(es wurden verschiedene Schittler von Infors verwendet).

Es wurden zudem verschiedene Kontrollen angesetzt, die ebenfalls alle Standardkomponenten
(Cofaktor und Cofaktorregenerationssystem, Substrat, ggf. Katalase) enthielten. Als
Negativkontrollen dienten Ansdtze ohne Elektronentransferproteine. Weitere Negativkontrollen
enthielten zellfreien Extrakt von E. coli C43 (DE3) oder BL21 (DE3) pET28a(+) (Leervektor) bei denen
in einem Ansatz die Cytochrom P450 Monooxygenase weggelassen wurde, im anderen jedoch nicht.
Weitere Negativkontrollen wurden durchgefiihrt, wenn Ferredoxin oder Flavodoxin in Form von
zellfreiem Extrakt eingesetzt wurden. Dann wurde ein Ansatz ohne Reduktase und ein Ansatz mit
Leervektor-Zellextrakt statt des Ferredoxin- oder Flavodoxin-haltigen zellfreien Extrakts prapariert.
AulRerdem wurde anstelle der Redoxpartner aus T. fusca die Elektronentransferproteinkombination
aus Pdx und PdR in jeweils aufgereinigter Form eingesetzt, diese Positivkontrolle enthielt ansonsten
die gleichen Reaktionskomponenten. Dass diese Redoxproteinkombination als Elektronenlieferant
mit den eingesetzten Cytochrom P450 Monooxygenasen funktioniert und somit als Ersatzsystem fir
unbekannte Elektronentransferproteine dient, war bereits bekannt (Agematu et al., 2006; Schallmey
et al,, 2011). Im Fall der Biokatalyse mit dem zellfreien Extrakt von pACYC-Konstrukt-haltigen Zellen
wurden einerseits E. coli C43 (DE3) pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 und andererseits E. coli C43
(DE3) pIT2_cyp154h1 pACYCDuet™-1 als Negativkontrollen verwendet, wahrend E. coli C43 (DE3)
plT2_cyp154h1 pACYC_CamAB zur Expression von CYP154H1, Pdx und PdR genutzt wurde und somit
als Positivkontrolle diente.

Probenvorbereitung fiir die GC-Analyse:

Samtliche Substrate, welche in Biokatalysen mit CYP154H1 eingesetzt wurden, konnten lber GC
analysiert werden. Zur Probenvorbereitung wurden die 1 mL-Reaktionsansdtze in 2 mL-
EppendorfreaktionsgefaRe berfihrt, je 500 pL Ethylacetat mit 5 bzw. 0,5 % Dodecan als internem
Standard hinzugegeben und fiir 2 min mit Hilfe eines Vortex durchmischt. Im Anschluss wurde zur

besseren Phasentrennung zentrifugiert (2 min bei 14.680 rpm mit Eppendorf Centrifuge 5424). Bei
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Ausbildung einer Gellee-artigen Interphase wurde eine Spatelspitze NaCl zugefiigt, erneut
durchmischt und fiir 5 min bei 14.680 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424) zentrifugiert. Die organische
Phase wurde anschlieBend in ein separates Eppendorfreaktionsgefall (berfiihrt, mit einer
Spatelspitze wasserfreiem Natrium- oder Magnesiumsulfat getrocknet und erneut durchmischt
sowie 2 min bei 14.680 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424) zentrifugiert. Ein Volumen von 250 uL der
getrockneten organischen Phase wurde in ein GC-Vial mit Microeinsatz (250 uL) Gberfihrt und far
die GC- bzw. GC-MS-Analyse verwendet (siehe Abschnitt 2.5.2 bzw. 2.5.3).

Probenvorbereitung fiir die HPLC-Analyse:

Die Biokatalysen von Progesteron mit CYP154C5 und CYP106A2 wurden Uber HPLC analysiert. Zur
Extraktion wurden die 1 mL-Reaktionsansdtze zunachst in 2 mL-Eppendorfreaktionsgefilie
Uberfihrt, je 700 uL Ethylacetat hinzugegeben und 2 min mit Hilfe eines Vortex durchmischt. Zur
besseren Phasentrennung wurde ein zentrifugiert (2 min bei 14.680 rpm mit Eppendorf Centrifuge
5424) durchgefiihrt. Bei Bildung einer Gellee-artigen Interphase wurde je eine Spatelspitze NaCl
zugefiigt, erneut durchmischt und fir 5 min bei 14.680 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424)
zentrifugiert. Die organischen Phasen wurden anschlieRend in neue 2 mL-Eppendorfreaktionsgefale
Uberfihrt und die Extraktion der Reaktionsansatze mit je 500 plL Ethylacetat und anschlieBend mit je
500 pL Chloroform wie eben beschrieben wiederholt. Die organischen Extrakte eines
Reaktionsansatzes wurden dabei jeweils vereint. Das Losungsmittel der organischen Extrakte wurde
daraufhin innerhalb 1 h in einem Konzentrator (Speed Vac® SC 110, Savant) eingedampft, die
Rickstande im Anschluss in je 1 mL Acetonitril:ddH,0 (60:40) resuspendiert und bei 50 °C im
Ultraschallbad behandelt, bis aller Feststoff gelost war. Danach wurden je 200 puL der Proben mit je
800 pL Acetonitril:ddH,0 (60:40) in HPLC-Vials verdiinnt und fiir die HPLC-Analyse eingesetzt (siehe
Abschnitt 2.5.4).

2.4.2 Biokatalyse mit CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1

2.4.2.1 Charakterisierung von CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 mittels Biokatalyse
Um geeignete Substrate fiir CYP102K1 zu identifizieren, wurde ein Substratscreening am Institut flr

Biochemie ll an der Heinrich-Heine Universitdt Disseldorf nach von Bihler et al. (2013)
durchgefihrt. Fir alle in Disseldorf getatigten Versuche wurden 2 uM CYP102K1, 200 uM Substrat,
200 pM NADP* und 1.200 U/mL Katalase eingesetzt. Als NADPH-Regenerationssystem wurden
10 U/mL Glucosedehydrogenase IV aus Bacillus megaterium (Eigenproduktion der in Dusseldorf
ansdassigen Arbeitsgruppe) mit 20 mM Glucosel6sung verwendet. Des Weiteren ein 100 mM KP;-
Puffer, pH 7,5, eingesetzt und die Reaktionen wurden in einem Volumen von je 0,5 mL in 2 mL-
Eppendorfreaktionsgefdllen bei 25 °C und ohne Durchmischung durchgefiihrt. Neben den in der

Publikation erwahnten Substanzen wurden zudem Tri- und Pentadecansaure,
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Tetradecansdauremethylester, 1- und 2-Heptanol sowie 2-Nonanol und 2-Decanol in dem
Substratscreening beriicksichtigt.

Zur anschlieBenden detaillierteren Charakterisierung von CYP102K1 und deren verkiirzter Variante
N‘-short-CYP102K1 wurden verschiedene Biokatalysen bei unterschiedlichen Bedingungen
durchgefiihrt. Dabei bestand ein Reaktionsansatz generell aus dem eingesetzten Puffer, 0,5 — 20 uM
CYP102K1- bzw. N‘-short-CYP102K1-Konzentrat, einem NADPH-Regenerationssystem bestehend aus
0,5 — 10 U/mL GDH und 20 mM Glucosel6sung (auBer bei Versuchen bei pH 4,0 — 5,0), aus mind.
1.200 U/mL Katalase und aus einem der getesteten Substrate in einer Konzentration von 0,2 — 3 mM
sowie aus 0,05 — 5 mM NADPH. Parallele Ansatze ohne CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1 dienten
als Negativkontrollen. Bei der Untersuchung neuer Substrate wurde in der Regel ein zusatzlicher
Ansatz mit Tridecansdure als Positivkontrolle mitgefiihrt. Die Konzentrationen der verwendeten
Komponenten sowie Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH-Wert, Reaktionszeit, Durchmischung)
wurden je nach Experiment variiert. Die Reaktionen wurden in der Regel in einem Volumen von je
0,5 mL in 2 mL-EppendorfreaktionsgefaRen durchgefiihrt. Zur Bestimmung von zeitlichen Umséatzen
bei verschiedenen Temperaturen wurden Reaktionen dagegen in 1,8 — 4 mL-Volumen in 12 mL-
Glasgefallen durchgefiihrt.

In der Regel wurde ein Mastermix mit allen Komponenten, auBer der ggf. zu variierenden
Komponente sowie CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1 oder NADPH, vorbereitet, gemischt und bei
der jeweiligen Temperatur des Experiments vorinkubiert. Zum Starten der Reaktion wurde entweder
NADPH oder CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1 zugegeben, gemischt und die Ansatze wurden im
Thermomixer comfort (Eppendorf) bzw. im Thermomixer KTMR-133 (HLC) fir groRere Volumina
inkubiert. Die individuellen Reaktionsbedingungen der verschiedenen Experimente sind im
jeweiligen Abschnitt des Ergebnisteils aufgefiihrt.

Probenvorbereitung fiir die GC-Analyse:

Zur spateren Analyse der Proben mittels GC wurden die 500 pL-Reaktionsansdtze abhangig vom
eingesetzten Substrat auf unterschiedliche Art und Weise extrahiert. Wurden andere Substanzen als
Fettsduren als Substrat verwendet, wurde wie unter Abschnitt 2.4.1 beschrieben extrahiert. Wurden
Fettsduren als Substrat eingesetzt, wurde zunachst mit 20 puL 2 M HCl angesauert und zweimal mit je
500 pL Diethylether extrahiert, der ggf. zuvor mit 0,1 M Decansdure als internem Standard versetzt
wurde. Zur Extraktion wurde je 2 min mit dem Vortex durchmischt und anschlieend fiir 1 — 2 min
bei 14.680 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424) zentrifugiert. Bei Ausbildung einer Gellee-artigen
Interphase wurde eine Spatelspitze NaCl zugefiigt, erneut durchmischt und fiir 5 min bei 14.680 rpm
(Eppendorf Centrifuge 5424) zentrifugiert. Die organischen Phasen eines Ansatzes wurden jeweils in

einem neuen EppendorfreaktionsgefalR vereint. Daraufhin wurde der organische Extrakt mit
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wasserfreiem Natrium- oder Magnesiumsulfat versetzt und erneut durchmischt und 2 min bei
14.680 rpm (Eppendorf Centrifuge 5424) zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Lésungsmittel der je
400 pL Extrakte mit Hilfe eines Konzentrators (Speed Vac® SC 110, Savant) entfernt und die
Riickstande entweder zur spateren Weiterverarbeitung bei -20 °C eingefroren, oder direkt in 100 —
130 pL N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid mit 1 % Trimethylchlorsilan (Sigma Aldrich, Produkt-
Nummer: 15238) resuspendiert und fir mindestens 1 h bei 60 °C im Thermomixer comfort
(Eppendorf) bei und 0 — 500 rpm inkubiert. Daraufhin wurden die Proben in GC-Vials mit
Microeinsatz (250 uL) Gberfiihrt und fiir die GC- bzw. GC-MS-Analyse verwendet (siehe Abschnitt
2.5.2 bzw. 2.5.3).

2.4.2.2 Spektrophotometrischer Nachweis einer Substratbindung

Die Substratbindung kann den Spinzustand des Hameisens und daher die spektrophotometrischen
Eigenschaften von Cytochrom P450 Monooxygenasen beeinflussen. So wurde beispielsweise eine
Verschiebung des charakteristischen Peaks bei etwa 420 nm zu ca. 390 nm beschrieben, deren
Auspragung von der Substratkonzentration abhéangig ist (Schenkman et al.,, 1967). Wird die
entsprechende Absorptionsdifferenz gegen die Substratkonzentration aufgetragen, kann aus der
resultierenden Kurve die Dissoziationskonstante (Kp-Wert) ermittelt werden.

Zur Bestimmung von Dissoziationskonstanten von CYP102K1 fiir verschiedene Substrate, wurde
aufgereinigte CYP102K1 mit Substrat in steigender Konzentration versetzt und
spektrophotometrisch vermessen. Es wurden 2 uM CYP102K1 in 20 mM KP;-Puffer, pH 6,5, in eine
UV-Kivette geflllt und es wurde Substrat (Un-, Do-, oder Tridecansaure) in Konzentrationen von 0 —
500 pM zugegeben. Dazu wurden verschiedene Substratstammldsungen mit geeigneten
Konzentrationen in DMSO angesetzt. Anschliefend wurde das Absorptionsspektrum zwischen 300 —
600 nm mit Hilfe eines Spektrophotometers (CARY 50 Bio UV-VIS Spektrophotometer, Varian) bei RT
aufgenommen. Als Leerwert diente eine Kivette mit 2 uM CYP102K1 in 20 mM KP;-Puffer, pH 6,5, zu
welcher anstelle der Substratlosung das entsprechende Volumen an DMSO zugefligt wurde.

2.4.2.3 Bestimmung der Kopplungseffizienz und der NADPH-Oxidationsrate

Um die Kopplungseffizienz von CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1 fiir den Umsatz verschiedener
Substrate zu ermitteln, wurde zunachst der NADPH-Verbrauch einer Reaktion bei 340 nm mit Hilfe
eines Spektrophotometers (CARY 50 Bio UV-VIS Spektrophotometer, Varian) bei 20 °C verfolgt und
anschlieRend die gebildete Menge Produkt bestimmt. Die 0,7 mL-Reaktionsansdtze wurden als
Doppelbestimmungen durchgefiihrt und bestanden aus 0,4 uM CYP102K1, 300 — 500 uM Substrat,
600 U/mL Katalase, 200 U/mL SOD und 150 uM — 200 uM NADPH in 20 mM KP;-Puffer, pH 6,5. Die
Ansatze wurden in UV-Kivetten Gberfiihrt und in das temperierte Photometer gestellt. Im Anschluss

wurden die Reaktionen durch CYP102K1-Zugabe gestartet. Nachdem das NADPH vollstindig
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verbraucht war, wurden je 500 uL der Ansatze in separate Eppendorfreaktionsgefalie tiberfiihrt und
gemald der Anleitung unter Abschnitt 2.4.2.1 extrahiert. Mittels GC-Analytik und entsprechender
Kalibriergeraden fir die verwendeten Substrate (siehe Abschnitt 7.6) konnte zunéchst die Menge an
umgesetztem Substrat bestimmt und schlieRlich die Kopplungseffizienz tGber Formel 7 berechnet
werden. Dabei steht [Sy] fur die Anfangssubstratkonzentration und [S,] fur die Substratkonzentration
zum Zeitpunkt der Extraktion sowie [NADPH] fir die Anfangskonzentration an Cofaktor (alle Gré6Ren
in umol/L).

Sol — [S
Kopplungseffizienz [%] = % 100 Formel 7
0

Dariiber hinaus wurde die NADPH-Oxidationsrate (in mmol - mmol 45, - min™) durch Anwendung
von Formel 8 berechnet. Dabei steht AAbs fiir die Absorptionsdifferenz bei 340 nm (in min™)
wahrend der ersten zwei Minuten der Reaktion, €349 ist der Extinktionskoeffizient von NAD(P)H
(6,22 mM™ - cm™) bei dieser Wellenldnge, [P450] steht fiir die P450-Konzentration (in mM) und d fiir
die Schichtdicke der Kiivette (in cm).

AAbs
NADPH-Oxidati te= ——m8M Formel 8
xidationsrate o0 [P450] d

2.4.3 Biokatalysen mit Candida antarctica Lipase B

2.4.3.1 Biokatalysen im analytischen MaRstab

Um geeignete Bedingungen fiir die Ester- bzw. Amidsynthese im grofReren MaRstab zu identifizieren,
wurden zunachst Biokatalysen im analytischen Malistab durchgefiihrt. Dazu wurden die
Feststoffkomponenten in GC-Vials eingewogen, Losungsmittel hinzugefiigt und die Reaktionen durch
Zugabe des entsprechenden (flissigen) Alkohols bzw. Amins gestartet. In Tabelle 2.14 sind die

eingesetzten Mengen und Volumina der verschiedenen Komponenten wiedergegeben.

Tabelle 2.14: Komponentenmengen fiir die Biokatalyse mit CalB im analytischen Maf3stab.

Reaktion von Pimelinsdure Reaktion von Pimelinsdure

Komponente mit Pentanol® mit Butylamin”®
Pimelinsaure 320 mg (2 mmol) 125 mg (0,8 mmol)
n-Pentanol 218 plL (2 mmol) -
n-Butylamin - 372 pL (3,8 mmol)
Lésungsmittel® 500 plL 372 uL
Kombonente Reaktion von Succinylsdure Reaktion von Succinylsdure
P mit Octanol mit Octylamin
Succinylsdure 150 mg (1,2 mmol) 74 mg (0,6 mmol)
n-Octanol 200 mL (1,2 mmol) -
n-Octylamin - 104 pL (0,6 mmol)
Lésungsmitteld) 200 plL 400 pL

a) Die Reaktion wurde mit einer Enzymmenge von 10 mg pro Ansatz durchgefiihrt.
b) Bei Ansdtzen ohne Lésungsmittel wurden doppelte Substrat- und Enzymmengen eingesetzt.
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c) Es wurden fir die Reaktion mit Pentanol die Losungsmittel Diisopropylether, MTBE und
Dibutylether getestet. Bei der Reaktion mit Butylamin wurde die Reaktion sowohl mit, als auch
ohne Diisopropylether als Losungsmittel durchgefiihrt. AuBerdem wurde jeder Ansatz einmal
mit einfacher Enzymmenge (5 mg bzw. 10 mg) und einmal mit dreifacher Enzymmenge (15 mg
bzw. 30 mg) durchgefihrt.

d) Im Fall der Reaktion mit Octanol wurde MTBE als Losungsmittel eingesetzt. Bei Ansatzen
ohne Lésungsmittel wurden doppelte Substrat- und Enzymmengen eingesetzt. Bei der
Reaktion mit Octylamin wurde Aceton als Losungsmittel getestet.

Es wurden, sofern nicht gesondert erwdahnt, 5 mg CalB eingewogen und zehn Kugeln Molekularsieb
(3 A, Merck) zugefigt. Vor dessen Verwendung wurde das Molekularsieb bei 110 °C im
Trockenschrank gelagert. Die Reaktionen wurden bei 50 °C und 1.000 rpm (Thermo-Shaker,
Universal Labortechnik) fir mind. 19 h inkubiert. Wahrenddessen wurden 20 — 100 uL-Proben zu
verschiedenen Zeitpunkten zur Analyse mittels DC, GC oder GC-MS genommen (siehe Abschnitte
2.5.1-2523).

2.4.3.2 Biokatalyse im praparativen MaRstab

Um die synthetisierten Monoester Uber eine Kieselgel-Saule aufzureinigen und in Biokatalysen mit
CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1 einsetzen zu kdnnen, wurden die Reaktionen der Dicarbonsauren
mit den jeweiligen Alkoholen ebenfalls im praparativen Mal3stab durchgefiihrt. Dazu wurden im Fall
der Reaktion von Pimelinsdure mit Pentanol alle Komponenten (Tabelle 2.15) in einem 50 mL-
Rundkolben gemischt (Reaktion mit Pentanol gestartet) und die Reaktion in einem Olbad bei 50 °C
und 1.000 rpm inkubiert. Fir die Reaktion von Succinylsdaure mit Octanol wurde zunachst der Ansatz
gemal Tabelle 2.14 in einem verschlieBbaren 5 mL GlasgefaR vorbereitet (Reaktion mit Octanol
gestartet) und anschlieBend in einem Thermomixer (KTMR-133, HLC) bei 50 °C und 700 rpm
inkubiert. Ein Teil der Reaktion von Pimelinsdure mit Pentanol (2 mL der Fliissigphase) und der
komplette Ansatz der Reaktion von Succinylsdure mit Octanol wurden nach 17,5h
(Succinylsadureansatz) bzw. nach 23 h (Pimelinsdureansatz) Reaktionszeit = mittels
Kieselgelsdaulenchromatographie aufgereinigt. Der Rest der Reaktion von Pimelinsdaure mit Pentanol

wurde bei -20 °C eingefroren.

Tabelle 2.15: Komponentenmengen fiir die Biokatalyse mit CalB im praparativen MaRstab.

Reaktion von Pimelinsdure Reaktion von Succinylsdure

Komponente mit Pentanol mit Octanol
Dicarbonsaure 3,20 g (20 mmol) 0,75 g (6,3 mmol)
Alkohol 2,18 mL (20 mmol) 1,00 mL (6,3 mmol)
MTBE 5,00 mL 1,00 mL

CalB 0,100 g 0,025 g

Molekularsieb 0,500 g 0,125¢g
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2.4.3.3 Aufreinigung der Produkte mittels Kieselgelsaulenchromatographie

Zunachst wurde eine geeignete Kieselgelsdule vorbereitet. Dazu wurde eine Glassdule am unteren
Ende mit Watte abgedichtet und mit in Laufmittel 1 (Tabelle 2.16) suspendiertem Kieselgel 60
(Merck) bis zu einer Fillhéhe von etwa 25 cm befillt. Nachdem sich das Sdulenbett gesetzt hatte,
wurde der Reaktionsansatz aufgetragen. Der Pimelinsdureansatz wurde zundchst 2 min bei
14.680 rpm zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5424), um immobilisiertes Enzym und Molekularsieb
abzutrennen, und anschlieBend wurden 2mL des Uberstandes aufgetragen. Im Fall des
Succinylsdureansatzes wurde der Ansatz zur Abtrennung der Feststoffkomponenten filtriert und mit
insgesamt 7 mL MTBE in mehreren Schritten gewaschen. Das Filtrat wurde daraufhin am
Rotationsverdampfer (RV 10 basic, IKA®) bei 50 mbar und 40 rpm eingeengt und anschlieBend auf
die Saule aufgetragen. Die Aufreinigung erfolgte jeweils mit einem Laufmittel-Gradienten, bei dem
der Ethylacetat-Anteil im Laufmittel n-Heptan:Ethylacetat schrittweise gesteigert wurde (Tabelle

2.16).

Tabelle 2.16: Eingesetzte Laufmittel fiir die Kieselgelsdulenchromatographie.

Laufmittel Pimelinsdure-Ansatz Succinylsaure-Ansatz

Laufmittel 1 n-Heptan:Ethylacetat (7:1) n-Heptan:Ethylacetat (9:1)
Laufmittel 2 n-Heptan:Ethylacetat (3:1) n-Heptan:Ethylacetat (5:1)
Laufmittel 3 n-Heptan:Ethylacetat (1:1) n-Heptan:Ethylacetat (2:1)
Laufmittel 4 n-Heptan:Ethylacetat (1:2) n-Heptan:Ethylacetat (1:1)

Die Analyse der gesammelten Fraktionen erfolgte mittels DC. Potentielle Produkt- bzw.
Substratfraktionen wurden jeweils vereinigt und die Inhaltsstoffe der vereinigten Fraktionen mittels
GC-MS verifiziert. Daraufhin wurde das Lésungsmittel am Rotationsverdampfer (RV 10 basic, IKA")
vollstandig abgedampft (bei 10 mbar, RT und 25 rpm). Geringe Mengen der aufgereinigten Produkte

wurden mit 130 pL BSTFA derivatisiert und mittels GC analysiert, um deren Reinheit zu bestimmen.
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2.5 Reaktionsanalytik

2.5.1 Diinnschichtchromatographie

Die DC wurde zur qualitativen und semi-quantitativen Analyse von Biokatalysen eingesetzt. Dazu
wurden Kieselgelplatten (POLYGRAM® SIL G/UV,s4, Macherey-Nagel) verwendet. Mit Hilfe von 5 pL-
Glaskapillaren (ringcaps®, Hirschmann® Laborgerate) wurden die Proben aufgetragen. Die
Bestandteile der aufgetragenen Proben wurden durch die Wanderung der mobilen Phase
aufgetrennt und im Anschluss wurde die DC-Platte mit Kaliumpermanganat- oder
Phosphomolybdansaurefarbereagenz benetzt und mit Hilfe einer Heilluftpistole entwickelt.
Abhdngig vom eingesetzten Biokatalysesubstrat wurden unterschiedliche Laufmittel verwendet. Fir
die Analyse von Pimelinsdure und Pentanol wurde n-Heptan:Ethylacetat (1:1) eingesetzt und zur

Analyse von Succinylsdure und Octanol das Laufmittel n-Heptan:Ethylacetat (2:1).

Zudem konnte nach der Dinnschichtchromatographie der Retentionsfaktor (R;) einer Substanz nach
Formel 9 berechnet werden, der die Laufeigenschaften der Substanz im Verhaltnis zur Lauffront des
Laufmittels wiedergibt. Dabei stehen |, fir die Distanz von der Startlinie der DC-Platte bis zum
Mittelpunkt des Spots und |, flir Distanz zwischen Startlinie und Lauffront (jeweils in cm).

Iy

L

R¢ Formel 9

In Tabelle 2.17 sind die Ri-Werte der mittels DC aufgetrennten Substanzen aufgelistet.

Tabelle 2.17: R~Werte von mittels DC analysierten Substanzen.

Substanz Eingesetztes Laufmittel Ri-Wert
Pimelinsdure n-Heptan:Ethylacetat (1:1) 0,27
n-Pentanol n-Heptan:Ethylacetat (1:1) 0,61 oder 0,68
Pimelinsduremonopentylester n-Heptan:Ethylacetat (1:1) 0,61 oder 0,68
Pimelinsduredipentylester n-Heptan:Ethylacetat (1:1) 0,87
Succinylsdure n-Heptan:Ethylacetat (2:1) 0,00
n-Octanol n-Heptan:Ethylacetat (2:1) 0,36
Succinylsduremonooctylester n-Heptan:Ethylacetat (2:1) 0,27
Succinylsduredioctylester n-Heptan:Ethylacetat (2:1) 0,73

2.5.2 Gaschromatographie

Substrat- und Produktkomponenten wurden zur qualitativen und quantitativen Untersuchung mit
Hilfe eines Gaschromatographen (GC2010 plus mit AOC-20i-Injektor, Shimadzu) analysiert. Als
Tragergas diente Wasserstoff. Abhangig von der Substanz wurde eine FS-Supreme-5ms-Saule (30 m x

0,25 1D, 0,4 mm OD, CS-Chromatographie Service GmbH) oder eine Optima 17 MS-Saule (30 m x 0,25
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ID, 0,4 mm OD, Macherey-Nagel) mit entsprechendem Temperaturprogramm verwendet, wie in
Tabelle 2.18 dargestellt. Die einzelnen Bestandteile der Proben werden dabei nach ihren
Retentionszeiten aufgetrennt und Uber einen Flammenionisationsdetektor (FID) erfasst. Mit Hilfe
der der verwendeten Software (GCsolutions 2.32, Shimadzu) wurden die Peakflachen (A) bestimmt
und mit Formel 10 der Umsatz berechnet, wenn keine Kalibriergerade fiir das eingesetzte Substrat
vorlag, wenn kein interner Standard verwendet wurde oder wenn relative Aktivitdtswerte berechnet

werden sollten.

Umsatz [%] = 2 Aprodukte -100 Formel 10

Z ASubstrate + Z AProdukte

Alternativ wurde der Umsatz mit Formel 11 auf Basis der Substratabnahme und somit mit Hilfe von
Kalibriergeraden fir das verwendete Substrat berechnet. Darin stehen [So] und [S] fir die
Anfangssubstratkonzentration und die Substratkonzentration zum Probezeitpunkt (jeweils in
pumol/L). Diese Berechnungsweise wurde fir die zeitlichen Verlaufe der Umséatze von Tridecansaure
mit CYP102K1 und in Zusammenhang der Umsatzraten bzw. Kopplungseffizienzen von CYP102K1
und N‘-short-CYP102K1 verwendet.

[So]

Umsatz [%] = —- 100 Formel 11

[Se]
Die Berechnung von Umsatzraten (in umolymgesetztes substrat * umol ™ cypioaka - Min™) erfolgte tber Formel
12. Darin stehen [Sp] und [S;] fir die Anfangssubstratkonzentration und die Substratkonzentration
zum Probezeitpunkt (jeweils in pmol/L), teope flir den Zeitpunkt der Probennahme (in min) und

[P450] fur die P450-Konzentration (in umol/L).

[So] — [Si]
Umsatzrate = ——m— Formel 12
Tprobe [P450]

Formel 13 wurde zur Berechnung der Standardabweichung genutzt, sofern Doppel- oder
Dreifachbestimmungen durchgefiihrt wurden. Darin steht o fiir die Standardabweichung, x und X in

dem Fall fir den Umsatz bzw. dessen Mittelwert und n fiir den Stichprobenumfang.

Formel 13

Tabelle 2.19 enthélt eine Ubersicht der Retentionszeiten verschiedener mittels GC analysierter
Substanzen. Dabei basieren die aufgefiihrten Retentionszeiten teils auf Analysen derivatisierter

Proben.
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Tabelle 2.18: Verwendete GC-Methoden und zugehorige Parameter.

Parameter Methode 1° Methode 2”
Injektionsvolumen 1puL 1uL
Split 1:20 1:20
Injektortemperatur 300 °C 250 °C
Saule Optima 17 MS, 30 m bzw.  FS-Supreme-5ms,
FS-Supreme-5ms, 30 m 30m
Saulendruck 41,9 kPa 52,8 kPa
Saulenflussrate 1,0 mL/min 0,8 mL/min
Temperaturprogramm:
o Anfangstemperatur 40 °C (1 min) 150 °C (1 min)
o 1. Aufheizrate 10 °C/min 15 °C/min
o Zwischentemperatur - 230 °C (0 min)
o 2. Aufheizrate - 40 °C/min
o Endtemperatur 300 °C (1 min) 300 °C (4 min)
Detektortemperatur 300 °C 300 °C

a) Zur Analyse von B-Jonon-, Styrol- und Ethylbenzol-Umséatzen (FS-Supreme-5ms) sowie von den

CalB-katalysierten Reaktionen (Optima 17 MS).
b) Zur Analyse von Fettsdure-Umsétzen.

Tabelle 2.19: Ubersicht der Retentionszeiten verschiedener mittels GC analysierter Substanzen.

Substanz Retentionszeit [min]
Methode 1 Methode 2
Dodecan (IS) 11,4 -
B-Jonon 15,4 -
3-Hydroxy-B-jonon 17,6 -
Ethylbenzol 5,9 -
(R)-1-Phenylethanol 9,3 -
Styrol 6,4 -
Styroloxid 9,4 -
Decansaure (IS) 14,2 4,2
Produkt 1 - 6,1
Produkt 2 - 6,0
Produkt 3 - 5,8
Undecanséaure - 4,8
Produkt 1 - 6,7
Produkt 2 - 6,6
Produkt 3 - 6,5
Dodecanséaure - 5,6
Produkt 1 - 7,3

Produkt 2 - 7,2
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Produkt 3 - 7,1
Tridecansaure 17,7 6,2
Produkt 1 20,2 7,8
Produkt 2 20,0 7,7
Produkt 3 19,7 7,5
Tetradecansaure - 6,9
Produkt 1 - 8,2
Produkt 2 - 8,1
Produkt 3 - 8,0
Pentadecansiure - 7,5
Produkt 1 - 8,6
Produkt 2 - 8,5
Produkt 3 - 8,4
12-Tridecensaure - 6,2
Produkt - 7,6
Pimelinsaure 16,3 -
Succinylsdure 12,5 -
Octanol 9,7 -
Pimelinsduremonoester 19,5 -
Produkt 1 21,7 -
Produkt 2 21,4 -
Pimelinsaurediester 22,5 -
Succinylsduremonoester 19,2 -
Produkt 1 21,5 -
Produkt 2 21,3 -
Succinylsdurediester 24,8 -

2.5.3 Massenspektrometrie-gekoppelte Gaschromatographie

Die Massenspektrometrie-gekoppelte Gaschromatographie wurde angewendet, um verschiedene
Substanzen eines Stoffgemisches zu identifizieren und zur Bestatigung von vermuteten Substanzen.
Die Messungen wurden mit einem GCMS-QP2010 S (Shimadzu) durchgefiihrt. Zunachst wurde das
Stoffgemisch mittels gaschromatographischer Methoden aufgetrennt (Saule: Optima 17 MS (30 m x
0,25 ID, 0,4 mm OD), Macherey-Nagel) und im Anschluss wurden die einzelnen Substanzen im
gekoppelten Massenspektrometer analysiert. Helium diente als Tragergas und El (electron impact)
als lonisierungsmethode. Alle Messungen wurden mit dem Temperaturprogramm, dem Saulendruck
sowie der Sdulenflussrate der entsprechenden Methoden (Tabelle 2.18) durchgefiihrt, wobei das
Split-Verhaltnis teils leicht verdndert wurde (1:5). Die Temperatur von Injektor, lonenquelle und
interface wurde auf 300 °C, 200 °C und 300 °C eingestellt. Zudem wurde der Zeitpunkt des Ein- und
Ausschaltens des MS-Detektors variiert. Mit der zugehorigen Software (GCMSsolutions 2.53,
Shimadzu) erfolgte die Datenauswertung. Tabelle 2.20 enthélt eine Ubersicht der Retentionszeiten

verschiedener mittels GC-MS analysierter Substanzen.
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Tabelle 2.20: Ubersicht der Retentionszeiten verschiedener mittels GC-MS analysierter Substanzen.

Substanz Retentionszeit [min]
Methode 1° Methode 2
Dodecan (IS) - -
B-Jonon 15,3 -
3-Hydroxy-B-jonon 18,3 -
Ethylbenzol - -
(R)-1-Phenylethanol - -
Styrol - -
Styroloxid - -
Decansdaure (IS) 3,6 -
Undecansaure - 4,3
Produkt 1 - 6,0
Produkt 2 - 5,9
Produkt 3 - 5,6
Dodecansaure - 51
Produkt 1 - 6,6
Produkt 2 - 6,5
Produkt 3 - 6,3
Tridecansaure 17,7 5,7
Produkt 1 20,2 7,2
Produkt 2 20,0 7,1
Produkt 3 19,7 6,9
Tetradecansaure - 6,4
Produkt 1 - 7,7
Produkt 2 - 7,6
Produkt 3 - 7,4
Pentadecansaure - 7,0
Produkt 1 - 8,1
Produkt 2 - 8,0
Produkt 3 - 7,9
12-Tridecensaure - 5,8
Produkt - 7,1
Pimelinsdure 15,4 -
Succinylsdure 11,5 -
Octanol ca. 9" -
Pimelinsduremonoester 18,4 -
Produkt 1 20,6 -
Produkt 2 20,3 -
Pimelinsdurediester 21,4 -
Succinylsduremonoester 18,2 -
Produkt 1 20,4 -
Produkt 2 20,2 -
Succinylsaurediester 23,6 -

a) Die aufgefiihrten Retentionszeiten basieren teils auf Analysen derivatisierter Proben.
b) Durch den Detektionsstart bei 9 min konnten nur anteilige Octanol-Peaks dargestellt werden.



78 ‘ Material und Methoden

2.5.4 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie-Analyse

Progesteron und dessen Produkte wurden (iber eine Prominence UFLC (Module: CBM-20A, SPD-
M20A, CTO-20AC, SIL-20AC HT, 2 x LC-20AD) der Firma Shimadzu analysiert, welche mit einer
Nucleosil 100, 5 C18-Saule (250 x 4,5 mm, CS-Chromatographie Service GmbH) ausgeriistet war.
Dabei wurde das Gemisch Acetonitril:ddH,0 (60:40) als mobile Phase, ein Injektionsvolumen von
20 uL und eine Flussrate von 1,2 mL/min genutzt. Die Saulenofentemperatur betrug 50 °C. Die
Substanzen wurden mit Hilfe eines UV-Diodenarraydetektors im bei 242 nm detektiert. Progesteron
wies dabei eine Retentionszeiten von 9,3 min auf und die Produkte Retentionszeiten von 4,3 min
(16a-Hydroxyprogesteron) und 4,4 min (15B-Hydroxyprogesteron). Die integrierten Peakflachen

wurden genutzt, um den Umsatz mittels Formel 10 (siehe Abschnitt 2.5.2) zu berechnen.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung putativer Elektronentransferproteine aus Thermobifida fusca

Das Ziel dieses Teilprojekts war die ldentifikation thermostabiler Elektronentransferpartner aus
T. fusca fir die Anwendung in Biokatalysen mit verschiedenen Cytochrom P450 Monooxygenasen.
Dazu wurden die entsprechenden Gene zunachst in geeignete Vektoren eingebracht und diese in
Expressionsstaimme transformiert. AnschlieRend wurden moglichst optimale Bedingungen zur
Proteinproduktion identifiziert. Falls moglich, wurden die Proteine aufgereinigt. Zudem wurde die
Aktivitat der Proteine bestimmt und diese schlieBlich in Biokatalysen eingesetzt. Die dabei

erhaltenen Resultate werden im Folgenden beschrieben.

3.1.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung

3.1.1.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung von putativen Ferredoxinen aus T. fusca
Die Gene der putativen Ferredoxine Fdx 1 bis Fdx 4 waren zuvor bereits innerhalb einer

Bachelorarbeit in die Vektoren plT2-MCS und pET28a(+) eingebracht worden. Zur Klonierung des
Fdx 8-Gens von pET22b_Tfu 1275 in pET28a(+) wurden die Restriktionsenzyme Ndel und EcoRl
verwendet. Die resultierenden Vektoren und die von Prof. Dr. Vlada Urlacher (Institut fiir Biochemie
Il der Heinrich Heine Universitat Disseldorf) zur Verfligung gestellten pET22b(+)-Plasmide (mit dem
Fdx 1-, Fdx 2-, Fdx 4-, Fdx 8- und FdR 9-Gen) wurden in verschiedene E. coli-Stamme transformiert
(teils wurden auch Stamme zur Coexpression von Ferredoxinen und Ferredoxinreduktasen erzeugt).
Die Expression der Zielproteine in den entsprechenden Stdmmen wurde daraufhin bei
verschiedenen Bedingungen getestet (siehe Abschnitt 2.2.14.1). Die jeweils beste Bedingung
(hochste I6sliche Expression) wurde anschlieBend fiir die Expression im groReren Malstab (siehe
Abschnitt 2.2.14.2) genutzt. In der Folge wurde versucht die Proteine mit Hilfe einer HisTrap™ HP-
Sdule aufzureinigen und daraufhin einen Pufferaustausch durchzufiihren. Zur visuellen Abschatzung
der Reinheit der aufgereinigten Zielproteine mittels SDS-PAGE wurden jeweils der zellfreie Extrakt
und das zugehorige, konzentrierte Zielprotein aufgetragen, um diese miteinander zu vergleichen
(Abbildung 3.1). Im Fall von Fdx 4 wurden verschiedene Aufreinigungsstrategien getestet, da die

Aufreinigung mittels HisTrap™ HP-Saule zu keinen zufriedenstellenden Ergebnissen fihrte.
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Fdx 1 Fdx 2 Fdx 3 Fdx 4 Fdx 8
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Abbildung 3.1: SDS-Gele zur Reinheitsiiberpriifung der fiinf liber HisTrap™ HP-Sdule aufgereinigten

l@ LN N

Ferredoxine. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe der Zielproteine an. M: Proteinmarker “PageRuler
Prestained Protein Ladder” von Fermentas, Konz.: Konzentrat des aufgereinigten Ferredoxins.

Fdx 1

Zur Expression des Fdx 1-Gens wurden verschiedene Expressionsstimme im Rahmen von
Expressionsstudien auf Proteinproduktion getestet. E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_0491 wurde bei
37 bzw. 30 °C kultiviert und die resultierenden Proben mittels B-PER aufgeschlossen. Zudem wurden
E. coli BL21 (DE3) pET22b_Tfu_0491 und C43 (DE3) pET22b_Tfu 0491 bei 30 °C inkubiert und die
entsprechenden Proben mittels Ultraschall aufgeschlossen.

Unabhangig von der getesteten Expressionsbedingung konnten auf den SDS-Gelen nur schwache
Fdx 1-Banden bei ca. 17 kDa identifiziert werden, sodass zum spezifischen Nachweis auch Western
Blots durchgefiihrt wurden. Die besten Expressionsergebnisse zur Herstellung von |6slichem Fdx 1
wurden schlieRlich fiir E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_0491 bei 37 °C und einer Expressionsdauer von
weniger als 5 h erhalten, da in diesem Zeitraum deutliche Banden auf dem SDS-Gel und dem
Western Blot fir die I6sliche Fraktion zu sehen sind (Abbildung 3.2). Diese Parameter wurden fiir die
Expression im groBeren Mafstab (500 mL Kultur) genutzt und die Kultivierung 3,5 h nach Induktion
abgebrochen. Es wurde daraufhin versucht Fdx 1 mittels einer HisTrap™ HP-Saule aufzureinigen.
Zunichst wurde die Sdule mit Lysepuffer | aquilibriert und nach der Probenbeladung mit
Waschpuffer gewaschen, bevor der Gradient mit Elutionspuffer | gestartet wurde. Ab einer
Imidazolkonzentration von ca. 240 mM begann die Elution des Zielproteins, allerdings war kein
definierter Elutionspeak erkennbar (Abbildung 7.9 im Anhang). Wie aus Abbildung 3.1 ersichtlich
wird, war das resultierende Protein nicht sauber. Der Proteingehalt des Konzentrats und der Anteil

am Gesamtprotein waren ebenfalls duBerst gering (Tabelle 7.1 im Anhang). Zudem wies die
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Proteinlésung keine Ferredoxin-spezifische brdunliche Farbung auf, welche durch den
Eisenschwefelcluster hervorgerufen wird. Dies kann zum einen daran liegen, dass das Ferredoxin in
einer zu geringen Konzentration vorlag, um eine sichtbare Braunfarbung hervorzurufen. Zum
anderen ist es moglich, dass in das Protein kein Eisenschwefelcluster eingebaut wurde oder dass es

die prosthetische Gruppe im Laufe der Aufreinigung verloren hatte.

3T°E
Oh 2h 5h 21.h

Fdx1 Kg,; Fdx1 Fdx1 Kg,; Fdx1
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-—4
b
(S J—

="

—

25 kDa
15 kDa
10 kDa

——

25 kDa
15 kDa wul : ]
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Abbildung 3.2: SDS-Gele und Western Blots zur Analyse der Expression von Fdx 1 in E. coli BL21 (DE3)
pET28a_Tfu_0491 bei 37 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODg;.: = 0,2; induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD =1).
Die Zelllyse erfolgte mit B-PER. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe des Zielproteins an. M:
Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder* von Fermentas, U: Uberstandsfraktion, P:
Pelletfraktion, Kg,,;: E. coli BL21 (DE3)-Leervektorkontrolle.

Fdx 2

Um die Expression des Fdx 2-Gens zu untersuchen, wurden verschiedene Expressionsstimme im
Rahmen von Expressionsstudien getestet. E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1479 wurde bei 37 bzw.
30 °C kultiviert und die resultierenden Proben wurden mittels B-PER aufgeschlossen. Zudem wurden
E. coli BL21 (DE3) pET22b_Tfu_1479 und C43 (DE3) pET22b_Tfu_1479 bei 30 °C inkubiert und die
entsprechenden Proben durch Ultraschall aufgeschlossen.

Fir die Fdx 2-Expression wurden dabei dhnliche geeignete Bedingungen gefunden wie fiir Fdx 1. Das
beste Resultat ergab sich, wenn E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1479 bei 37 °C und einer

Expressionsdauer von weniger als 5 h kultiviert wurde, da in diesem Zeitraum deutliche Banden bei
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etwa 15 kDa auf dem SDS-Gel und dem Western Blot fiir die losliche Fraktion zu sehen sind

(Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3: SDS-Gele und Western Blots zur Analyse der Expression von Fdx 2 in E. coli BL21 (DE3)
pET28a_Tfu_1479 bei 37 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODg;.,: = 0,2; induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD = 1).
Die Zelllyse erfolgte mit B-PER. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe des Zielproteins an. M:
Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas, U: Uberstandsfraktion, P:
Pelletfraktion, Kg,,;: E. coli BL21 (DE3)-Leervektorkontrolle.

Diese Parameter wurden auf die Expression im groReren MaRstab (500 mL Kultur) tbertragen und
die Zellen 3,5 h nach Induktion geerntet. Fiir die anschlieBende Fdx 2-Aufreinigung mit Hilfe einer
HisTrap™ HP-Saule wurde diese zundchst mit Lysepuffer | aquilibriert und nach der Probenbeladung
mit dem gleichen Puffer gewaschen, bevor der Gradient mit Elutionspuffer | gestartet wurde.
Wahrend der Aufreinigung war eine schwache Ferredoxin-typische Braunfarbung auf der Saule zu
beobachten. Die Zielprotein-haltigen Fraktionen wiesen ebenfalls eine braunliche Farbung auf. Der
Fdx 2-Elutionspeak ist im entsprechenden Chromatogramm (Abbildung 7.10) deutlich zu erkennen.
Wie in Abbildung 3.1 dargestellt, betrdgt der geschatzte Reinheitsgrad des Fdx 2-haltigen
Konzentrats etwa 70 %. Darlber hinaus ist der Anteil am Gesamtprotein mit ca. 17,8 % fir eine

Ferredoxinexpression ungewohnlich hoch (siehe auch Tabelle 7.1 im Anhang).
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Fdx 3
Der Stamm E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_0763 wurde zur Expression des Fdx 3-Gens bei 30 °C und

37 °C getestet und die resultierenden Zellpellets der genommenen Proben mittels B-PER lysiert.
Die Ergebnisse fiir Fdx 3 glichen ebenfalls den Resultaten fir Fdx 1 und 2. Die besten
Expressionsergebnisse zur Herstellung von I6slichem Fdx 3 wurden schlieBlich fiir E. coli BL21 (DE3)

pET28a_Tfu_0763 bei 37 °C und einer Expressionsdauer von weniger als 5 h festgestellt (Abbildung
3.4).
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Abbildung 3.4: SDS-Gele und Western Blots zur Analyse der Expression von Fdx 3 in E. coli BL21 (DE3)
pPET28a_Tfu_0763 bei 37 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODg;.: = 0,2; induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD = 1).
Die Zelllyse erfolgte mit B-PER. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe des Zielproteins an. M:
Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder* von Fermentas, U: Uberstandsfraktion, P:
Pelletfraktion, Kg,,;: E. coli BL21 (DE3)-Leervektorkontrolle.

Zwar konnte diesmal auch eine deutliche Fdx 3-Bande bei ca. 12 kDa nach liber Nacht-Expression auf
dem SDS-Gel erkannt werden, allerdings war die Bande auf dem zugehdrigen Western Blot
schwacher als in den frilheren Proben. Daher wurde fiir die Expression im grofleren MaRstab
(500 mL Kultur) ein Expressionszeitraum von 3,5 h gewahlt. Fiir die Fdx 3-Aufreinigung mittels einer
HisTrap™ HP-Sdule wurde zundchst die Sadule mit Lysepuffer | aquilibriert und nach der
Probenbeladung mit dem gleichen Puffer gewaschen, bevor der Gradient mit Elutionspuffer |

gestartet wurde. Im entsprechenden Chromatogramm (Abbildung 7.11) sind wahrend des
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Gradienten (iberlagernde Peaks zu erkennen und es konnte zu keinem Zeitpunkt der Aufreinigung
eine Ferredoxin-typische Farbung beobachtet werden. Dennoch waren die Proteinkonzentration und
Reinheit des Proteins (Tabelle 7.1 im Anhang bzw. Abbildung 3.1) vergleichsweise hoch. Das
Ausbleiben der Braunfarbung bei gleichzeitig hoher Proteinkonzentration und Reinheit weist darauf
hin, dass dem Zielprotein der Eisenschwefelcluster fehlt. Es ist zudem (iberraschend, dass die SDS-
Gelprobe des Fdx 3-haltigen zellfreien Extrakts eine intensive Proteinbande bei etwa 10 kDa aufweist
(Abbildung 3.1). Diese Bande wurde nicht bei der Analyse der Gbrigen Ferredoxin-haltigen zellfreien
Extrakte beobachtet und es kann aufgrund des zu niedrigen Molekulargewichts ausgeschlossen

werden, dass es sich um die Bande fir das Fdx 3 handelt.

Fdx 4

Es wurden mit E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1226 und C43 (DE3) pET28a_Tfu_ 1226 sowie E. coli
BL21 (DE3) pET22b_Tfu 1226 und C43 (DE3) pET22b_Tfu 1226 zunichst unterschiedliche
Expressionsstamme konstruiert und im Rahmen von Expressionsstudien getestet, um die Expression
des Fdx 4-Gens zu untersuchen. Die pET28a_Tfu_1226-enthaltenden Stamme wurden auf Expression
bei 30°C und 37 °C getestet und die entsprechenden Proben mit B-PER bzw. Ultraschall
aufgeschlossen. Dagegen wurden die Stamme, die pET22b_Tfu 1226 enthielten, nur bei 37 °C
inkubiert und die resultierenden Zellpellets durch Ultraschall aufgeschlossen. Es konnte allerdings
mit keinem der Stamme eine zufriedenstellende 16sliche Expression von Fdx 4 erzielt werden, was im
Fall von E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_ 1226 nicht den Ergebnissen einer im Vorfeld angefertigten
Bachelorarbeit entsprach (Maurer, 2011).

Da die Einzelexpression von Fdx 4 zu keiner sichtbaren I6slichen Fdx 4-Expression und somit nicht zu
dem gewiinschten Ergebnis gefiihrt hatte, wurde in der Folge die Coexpression von Fdx 4 mit FdR 6
untersucht. Die Gene dieser beiden Proteine liegen im Genom von T. fusca direkt hintereinander und
befinden sich zudem zusammen mit dem Gen fir CYP217A1 (Tfu_1225) in einem Operon (vermutlich
fir die Polyketidsynthese). Daher wurde angenommen, dass die resultierenden Proteine
miteinander und mutmaRlich mit CYP217A1 sowie ggf. mit weiteren Cytochrom P450
Monooxygenasen kooperieren. Des Weiteren wurde vermutet, dass das Vorhandensein des einen
Redoxproteins in der Zelle sich stabilisierend auf die Produktion des putativen Redoxpartners
auswirken kdnnte. Aus diesem Grunde wurden insgesamt vier Coexpressionsstamme angefertigt, bei
denen das Gen fiir Fdx 4 jeweils in einem pET-Vektor und das Gen fiir FdR 6 im pIT2-MCS-Vektor
vorlag: E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1226 pIT2_Tfu 1227 und C43 (DE3) pET28a_Tfu 1226
plT2_Tfu 1227 sowie E. coli BL21 (DE3) pET22b Tfu 1226 plIT2_Tfu 1227 und C43 (DE3)
pET22b Tfu 1226 pIT2 Tfu_1227. Die pET28a_Tfu_1226-enthaltenden Coexpressionsstamme
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wurden auf Expression bei 30 °C und 37 °C getestet und die entsprechenden Proben mittels B-PER
bzw. Ultraschall aufgeschlossen. Die Coexpressionsstimme, welche pET22b_Tfu_1226 enthielten,
wurden nur bei 30 °C inkubiert und die resultierenden Zellpellets der genommenen Proben mittels
Ultraschall aufgeschlossen.

Zur Herstellung von l6slichem Fdx 4 wurden schlieflich mit dem Stamm E. coli C43 (DE3)
pET28a_Tfu_1226 pIT2_Tfu_1227 die besten Ergebnisse erzielt (Abbildung 3.5). Es handelt sich also
um einen Coexpressionsstamm, bei dem sich das Gen fiir Fdx 4 in dem pET28a(+)-Vektor (mit His-

Tag) und das Gen fir FdR 6 in dem plT2-MCS-Vektor (ohne His-Tag) befindet.

Uberstand

2h 5h 21h
BL21 C43 BL21 (C43 BL21 (43

A BMABA AUBABA ABABM

Gy By o= e e e W e G % e G e

|
.

IR
1 u
SU'I
S

Abbildung 3.5: SDS-Gel und Western Blot zur Analyse der 16slichen Expression von Fdx 4 und FdR 6 in E. coli
BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1226 + pIT2_Tfu_1227 bzw. C43 (DE3) pET28a_Tfu_1226 + pIT2_Tfu_1227 bei 37 °C
(A) und 30 °C (B) in Abhdngigkeit von der Zeit (ODs;,: = 0,2; induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD = 1). Der
Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall. Die rot markierten Bereiche geben die Héhe der Zielproteine an
(Fdx 4: ca. 10 kDa, FdR 6: ca. 45 kDa). M: Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder" von

Fermentas.

Auf dem entsprechenden SDS-Gel sind zwar wegen des geringen Expressionslevels keine definierten
Banden fiir Fdx 4 bei ca. 10 kDa zu erkennen, dafiir aber auf dem zugehoérigen Western Blot. Es ist
offensichtlich, dass eine Expressionsdauer von 5 h die geeignetste der getesteten Bedingungen

darstellt. Da es in den Resultaten der Expression bei 30 °C und 37 °C kaum visuelle Unterschiede gab,
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wurde fiir die Expression im groRReren Malstab die Temperatur gewahlt, bei der die entsprechende
Kultur zu dem Zeitpunkt die hohere ODgyo aufwies. Daher fiel in diesem Fall die Wahl auf eine
Expressionstemperatur von 30 °C. Nach der Proteinherstellung im groReren Malstab (Ublicherweise
500 mL Kultur und 4,5 h Expressionsdauer) sollte die Proteinaufreinigung durchgefiihrt werden. Es
wurde zunachst eine standardmaRige Aufreinigung Gber eine HisTrap™ HP-Sdule getestet. Dafir
wurde die Sdule zundchst mit Lysepuffer | &quilibriert und nach der Probenbeladung mit
Waschpuffer gewaschen, bevor der Gradient mit Elutionspuffer | gestartet wurde. Nach Beladen und
Waschen der Saule konnte eine schwache Braunfarbung der Saule beobachtet werden. Das
Zielprotein eluierte ab einer Imidazolkonzentration von ca. 260 mM. Im zugehorigen
Chromatogramm ist jedoch kein definierter Elutionspeak erkennbar (Abbildung 7.12). Nach der
Aufkonzentrierung der Fdx 4-enthaltenden Proben war ebenfalls eine braunliche Farbung erkennbar.
Bei dem anschliefenden Pufferaustausch zur Entfernung des Imidazols denaturierte allerdings ein
GroRteil des Proteins und die brdunliche Farbung ging ebenso verloren. Dementsprechend war die
Gesamtproteinmenge der aufgereinigten Fdx 4-Losung gering und die Reinheit wurde auf ca. 75 %
geschatzt (siehe Tabelle 7.1 im Anhang bzw. Abbildung 3.1).

Da die Bedingungen der oben beschriebenen Aufreinigungsmethode aufgrund der Denaturierung
wiahrend des Pufferaustauschs nicht zur Fdx 4-Aufreinigung geeignet waren, wurden im Anschluss
weitere Versuche der Aufreinigung unternommen. So wurde zundchst getestet, ob ein anderes
Puffersystem wahrend der Aufreinigung (Verwendung von den Kaliumphosphatpuffern Lysepuffer I
und Elutionspuffer IlI) zu einer verbesserten Stabilitat fihrt. Ebenso wurde untersucht, ob ein
schonender Pufferaustausch im Anschluss an die Aufreinigung mittels HisTrap™ HP-S3ule zu einer
Stabilisierung des Enzyms fuhrt. Dabei wird eine langsame Reduktion der Imidazolkonzentration
durch Verdiinnen der Proteinlosung mit Puffer ohne Imidazol (50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, mit
100 mM NaCl (cg) und 5 % Glycerin (c;)) und anschlieRende Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration
erreicht. Zudem wurde in einem weiteren Versuch wihrend des eben beschriebenen, schonenden
Pufferaustauschs aufgereinigte FdR 6 zugegeben, um eine mdgliche Stabilisierung auf Fdx 4 zu
bewirken. Jedoch denaturierte das Fdx 4 trotz dieser Mallnahmen. Daher wurde im Folgenden eine
Aufreinigungsstrategie ohne Nutzung des His-Tags getestet, um die Verwendung des Imidazols zu
umgehen. Dafiir sollte Fdx 4 im ersten Schritt mittels Anionenaustauschchromatographie iber eine
Q-Sepharose-Saule und im zweiten Schritt mittels hydrophober Interaktionschromatographie tber
eine Butyl- oder Phenyl-Sepharose-Saule aufgereinigt werden. Nach dem ersten Aufreinigungsschritt
lag das Zielprotein stark verdiinnt und in einer Mischung mit vielen verschiedenen anderen
Proteinen vor, weshalb zundchst aufkonzentriert wurde. Wahrend dieser Aufkonzentrierung

denaturierte erneut ein grofer Teil des enthaltenen Proteins, sodass direkt zur
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Aktivitatsbestimmung Ubergegangen wurde, ohne den urspriinglich geplanten zweiten

Aufreinigungsschritt durchzufiihren.

Fdx 8

Zunachst stand fir die Untersuchung der Fdx 8-Expression nur der pET22b_Tfu_1275-Vektor zur
Verfligung. Dementsprechend wurde dieser in E. coli BL21 (DE3) und C43 (DE3) eingebracht und es
resultierten E. coli BL21 (DE3) pET22b_Tfu_1275 bzw. C43 (DE3) pET22b_Tfu_1275. Es wurden mit
beiden Stammen Expressionsstudien bei 37 °C durchgefiihrt und E. coli BL21 (DE3) pET22b_Tfu_1275
wurde zudem bei 30 °C getestet. Die Zellpellets der genommenen Proben wurden anschlieBend
mittels  Ultraschall aufgeschlossen. Es konnte jedoch fiir keine der untersuchten
Expressionsbedingungen eine 16sliche Fdx 8-Expression festgestellt werden.

Motiviert durch die Ergebnisse fir Fdx 4 wurde daraufhin untersucht, ob die Coexpression mit einer
Ferredoxinreduktase aus T. fusca eine Verbesserung der |6slichen Fdx 8-Expression zur Folge haben
wiirde. Da zu diesem Zeitpunkt noch nicht das FdR 9-Gen im pIT2-MCS-Vektor verfligbar war,
wurden die vorhandenen Plasmide plIT2_Tfu_2348 und pIT2_Tfu_1227 zur Coexpression von Fdx 8
mit FdR 5 bzw. FdR 6 eingesetzt. Die entsprechend erzeugten Stamme E. coli BL21 (DE3)
pET22b_Tfu_1275 pIT2_Tfu_2348 und C43 (DE3) pET22b_Tfu_1275 pIT2_Tfu_2348 sowie E. coli
BL21 (DE3) pET22b_Tfu_1275 pIT2_Tfu_1227 und C43 (DE3) pET22b_Tfu_1275 pIT2_Tfu_1227
wurden bei 30 °C kultiviert und die Zellpellets der genommenen Proben anschlieRend mittels
Ultraschall aufgeschlossen. Allerdings konnten auch mit diesen Stdmmen keine geeigneten
Bedingungen fiir die Expression von |I6slichem Fdx 8 identifiziert werden.

In der Folge sollte untersucht werden, ob ein Wechsel des Expressionsvektors zu einer Verbesserung
der Fdx 8-Expression fihren wirde. Der bisher verwendete pET22b(+) verfligt Uber eine
Ampicillinresistenz und das resultierende Protein besitzt in diesem Fall keinen His-Tag. Als
alternativer Vektor sollte das pET28a(+)-Plasmid mit Kanamycinresistenz verwendet werden. Zudem
wurde durch die Wahl der entsprechenden Restriktionsschnittstellen sichergestellt, dass das Protein
Uber einen N-terminalen His-Tag verfligt. Nach einer Umklonierung des Fdx 8-Gens von
pET22b_Tfu_1275 in pET28a(+) wurde der resultierende Vektor pET28a_Tfu_1275 in E. coli BL21
(DE3) und C43 (DE3) transformiert, sodass die entsprechenden Stamme E. coli BL21 (DE3)
pET28a_Tfu_1275 bzw. C43 (DE3) pET28a_Tfu_1275 fir Expressionsstudien bei 37 °C genutzt
wurden. Die Zellpellets der genommenen Proben wurden anschlieBend mittels Ultraschall
aufgeschlossen.

Dartiber hinaus wurde ebenfalls das FdR 9-Gen in den pIT2-MCS-Vektor eingebracht, sodass neben

den erwdhnten pET28a_Tfu 1275-haltigen Stdmmen zur Einzelexpression ebenfalls die
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Coexpressionsstimme E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu 1275 plT2_Tfu 1273 und C43 (DE3)
pET28a_ Tfu_1275 pIT2_Tfu_1273 generiert werden konnten. Die Gene fiir Fdx 8 und FdR 9 liegen im
Genom von T. fusca in unmittelbarer Nahe zueinander und flankieren zudem das Gen fir CYP222A1
(Tfu_1274). Daher bestand die Méoglichkeit, dass die resultierenden Proteine miteinander und
womoglich mit CYP222A1 sowie ggf. mit weiteren Cytochrom P450 Monooxygenasen kooperieren.
Darliber hinaus wurde angenommen, dass das Vorhandensein des einen Redoxproteins in der Zelle
sich stabilisierend auf die Produktion des putativen Redoxpartners auswirken konnte. Die
Expressionsstudien mit den Coexpressionsstammen wurden bei 30 °C und 37 °C durchgefiihrt und
die Zellpellets der genommenen Proben wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen.

Gleich mehrere Expressionsstudien mit pET28a_Tfu_1275-enthaltenden Stammen resultierten in
guten Ergebnissen. In Abbildung 3.6 sind in zeitlicher Reihenfolge die Proben der I6slichen
Expression mit E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu 1275 (A) und E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1275 (B),
sowie der Coexpression mit E. coli C43 (DE3) pET28a _Tfu 1275 plT2_Tfu 1273 (C) bei 37 °C
dargestellt. Es ist ersichtlich, dass alle Proben — bis auf alle 0 h-Proben und die 24 h-Probe von E. coli
BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1275 — intensive Proteinbanden bei etwa 16 kDa aufweisen. Hierbei handelt
es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um die Bande fiir Fdx 8, da diese Bande unabhangig vom
verwendeten Expressionsstamm in den ersten Proben nach der Induktion stets intensiver ist als in
der 0 h-Probe vor Induktion. Darliber hinaus wurde diese Bande in anderen Expressionsstudien zu
keiner Zeit beobachtet. Offenbar lauft das Zielprotein Fdx 8 mit einem Molekulargewicht von 9,1 kDa
deutlich hoher als urspringlich erwartet. Bei der Expression mit E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1275
flhrte die Induktion dazu, dass das Wachstum der Zellen gehemmt war und die ODgy der Kultur
Uber mehrere Stunden kaum anstieg. Daher wurde keine 5 h-Probe abgenommen, da aufgrund der
niedrigen ODgy ein dullerst hohes Probenvolumen notwendig gewesen ware, um geniigend
Zellmaterial fir den Zellaufschluss mittels Ultraschall und die folgende SDS-PAGE-Analyse zur
Verfligung zu haben. Da die E. coli BL21 (DE3)-Kultur bis zur Induktion eine normale ODgy, aufwies,
wurde die Wachstumshemmung daher wahrscheinlich durch die Uberexpression des Ferredoxins
verursacht. Fiir Aufreinigungen und den folgenden Einsatz in Biokatalysen wurde Fdx 8 im grofReren
MaRBstab (200 — 500 mL) mit E.coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1275 bzw. E.coli C43 (DE3)
pET28a_Tfu_1275 pIT2_Tfu_1273 bei 37 °C hergestellt. Trotz der intensiveren Proteinbande auf dem
SDS-Gel fiir die 2 h-Probe wurde eine Expressionsdauer von 5 h gewahlt, denn die Kultur wies zu
diesem Zeitpunkt eine deutlich héhere ODgy auf. Bei der anschlieBenden Aufreinigung mittels
HisTrap™ HP-Sdule wurde diese zunachst mit Lysepuffer | dquilibriert und nach der Probenbeladung
mit dem gleichen Puffer gewaschen, bevor der Gradient mit Elutionspuffer | gestartet wurde. Nach

Beladung und Waschen war eine Braunfarbung der Sdule erkennbar. In den Zielprotein-haltigen
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Fraktionen war ebenso eine braunliche Farbung zu beobachten. Der Fdx 8-Elutionspeak (Elution ab
ca. 165 mM Imidazol) ist im entsprechenden Chromatogramm (Abbildung 7.13) eindeutig zu
erkennen. Die vereinigten Fdx 8-haltigen Fraktionen wurden nach der Aufkonzentrierung schonend
umgepuffert, d. h. es wurde eine langsame Reduktion der Imidazolkonzentration durch Verdiinnen
der Proteinlésung mit Puffer ohne Imidazol (50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, mit 20 bzw. 100 mM NacCl (c;)
und 5 % Glycerin (cf)) und anschlieBende Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration erreicht. Wie in
Abbildung 3.1 dargestellt, wurde die Reinheit des resultierenden Fdx 8-haltigen Konzentrats auf
etwa 95 % geschatzt. Der Anteil am Gesamtprotein lag bei geringen ca. 2,4 % (siehe Tabelle 7.1 im

Anhang).
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Abbildung 3.6: SDS-Gel zur Analyse der l6slichen Expression von Fdx 8 (A, B, C) und FdR 9 (C) in E. coli C43
(DE3) pET28a_Tfu_1275 (A) bzw. E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1275 (B) bzw. E. coli C43 (DE3)
pET28a_Tfu_1275 pIT2_Tfu_1273 (C) bei 37 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODs;,: = 0,2; induziert mit
0,4 mM IPTG bei OD = 1). Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall. Die rot markierten Bereiche geben
die Hohe der Zielproteine an (Fdx 8: ca. 16 kDa, FdR 9: ca. 45 kDa). M: Proteinmarker “PageRuler Prestained
Protein Ladder” von Fermentas.

3.1.1.2 Klonierung, Expression und Aufreinigung eines putativen Flavodoxins aus T. fusca
Im Gegensatz zu den Genen fir die Ferredoxine und die Ferredoxinreduktasen wurde das Gen fir

das Flavodoxin aus T. fusca nicht iber PCR aus dem Genom des Ursprungsorganismus isoliert,
sondern als synthetisches, fiir die Expression in E. coli optimiertes Gen bestellt. Fir die Klonierung
dieses synthetischen Gens Tfu_3023-synth (Proteinbezeichnung: Fldx-s.) wurde es mit Ndel und
EcoRl verdaut und in pET28a(+) (mit N-terminalem His-Tag), pET42b(+) und pBAD-N (beide ohne His-
Tag) eingebracht. Durch PCR wurde die EcoRI-Schnittstelle durch eine Xhol-Schnittstelle ersetzt und
das Gen (Tfu_3023-synth_Xhol) anschlieBend nach Restriktion mit Ndel und Xhol in pET42b(+)

eingefiigt, wodurch das resultierende Protein liber einen C-terminalen His-Tag verfiigte. Dariber
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hinaus wurde in einer alten Annotierung des T. fusca-Genoms eine 5‘-verlangerte Version des
Tfu_3023-Gens entdeckt. Diese Version weist 24 Codons vor dem Startcodon des Tfu_3023-Gens der
aktuellen Annotierung ein alternatives Startcodon (GTG) auf. Um auszuschlieRen, dass in der
aktuellen Annotierung ein Fehler vorliegt und in der Folge mit einer verkirzten Variante gearbeitet
wird, wurde durch PCR mit einem ebenfalls Codon-optimierten Primer eine 5‘-verldangerte
Genvariante (Tfu_3023-synth-elong) erzeugt. Dabei wurde das alternative Startcodon (GTG) gegen
ein konventionelles Startcodon (ATG) ausgetauscht. Wie in Abbildung 3.7 zu erkennen ist, besitzt das
resultierende Protein Fldx-s.-e. im Vergleich zu Fldx-s. am N-Terminus einen Uberhang von 24

Aminosauren.

;IT'T' I'Tl'TITl'Tl' |'T|'T|T|'T|'||'T|'T||'T|'T|T|'T|'||'T|'T|T|'T|'||'T|'T|T|'T|'||'T|'TIT|'T|'||'
=1 10 20 30 40 30 &0 70
Fldx-=. MLVMIGYASVHGESTEGIARRLADRLERAYGHSVDVRPLDEFMDALVLY
Fldx-=.-e. MESYQVTTGRRRVGDTGHGEGRHEDMLVMIGEASY STEGIARRLADRLRAYGHSVDVREFLDEFMDALVLY

Abbildung 3.7: Proteinsequenz vom Flavodoxin nach neuer Annotierung (Fldx-s.) im Vergleich zum
Flavodoxin nach alter Annotierung (Fldx-s.-e.), welches einen N-terminalen Uberhang von 24 Aminosiuren
aufweist.

Zur Restriktion des verlangerten Gens Tfu_3023-synth-elong wurden erneut Ndel und EcoRI
verwendet und das Gen in pET28a(+) (mit N-terminalem His-Tag) und pET42b(+) (ohne His-Tag)
eingefligt. Die entsprechenden Plasmide wurden in verschiedene E. coli-Stamme (TOP10, BL21 (DE3),
C43 (DE3)) eingebracht und es wurde eine Vielzahl an Expressionsstudien durchgefiihrt, um
geeignete Bedingungen zur Expression des synthetischen Flavodoxingens bzw. des am N-Terminus
verlangerten synthetischen Flavodoxingens zu identifizieren (siehe Abschnitt 2.2.14.1). Dabei
wurden verschiedene Temperaturen (20 — 37 °C), unterschiedliche Induktorkonzentrationen (0,1 —
0,4 mM IPTG bzw. 0,0075 — 0,02 % Arabinose) und verschiedene Medien (TB- sowie TB-S-Medium)
getestet. Die Zellpellets der genommenen Proben wurden bei allen Expressionsstudien mittels
Ultraschall aufgeschlossen.

Die hochste l6sliche Expression von Fldx-s. wurde mit E. coli CA3 (DE3) pET42b_Tfu_3023-synth bei
30 °C gefunden (Abbildung 3.8). Es sind eindeutig Banden bei ca. 16 kDa auszumachen, die dem
putativen Flavodoxin (Molekulargewicht: 18,7 kDa) zuzuordnen sind. Es lduft daher etwa auf der
erwarteten Hoéhe.

Da das resultierende Protein lber keinen His-Tag verfligt, wurden nach erfolgter Expression im
groBeren Malstab (500 mL Kultur) fir 22 h verschiedene Methoden der lonenaustausch- und
hydrophoben Interaktionschromatographie getestet. Fiir alle Chromatographieverfahren wurden
Binde- und Elutionspuffer (I) mit einem pH-Wert von 7,0 verwendet. Zunidchst wurde eine

Kationenaustauschchromatographie mit einer SP-Sepharose-Sdule und Puffern bei pH 7,0 getestet,
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da der theoretische isoelektrische Punkt von Fldx-s. bei 8,1 liegt (berechnet mit Hilfe des Programms
Protparam unter http://expasy.org/tools/protparam) und das Protein somit unter den gewéhlten
Bedingungen eine positive Nettoladung aufweisen sollte. Allerdings wurde das durch den
gebundenen Cofaktor FMN gelb-gefarbte Fldx-s. nach dem Aufreinigungsdurchgang fast
ausschlieBlich im Durchfluss nachgewiesen, was bedeutet, dass das Protein nicht an das

Saulenmaterial gebunden hatte (Analyse mittels SDS-PAGE).
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Abbildung 3.8: SDS-Gel zur Analyse der Expression von Fldx-s. in E. coli C43 (DE3) pET42b_Tfu_3023-synth
bei 30 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODg;.: = 0,2; induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD = 1). Der Zellaufschluss
erfolgte durch Ultraschall. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe des Zielproteins an. M:
Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder" von Fermentas.

Daher wurde zu einer anderen Chromatographiemethode Ubergegangen und die hydrophobe
Interaktionschromatographie mit einer Butyl-Sepharose-Saule und Puffern bei pH 7,0 getestet. Dabei
konnte bereits durch eine Gelbfarbung der Saule die Interaktion von Fldx-s. mit der stationdren
Phase festgestellt werden. Allerdings konnte eine Elution des Proteins von der Sdule nur mit reinem
ddH,0 bzw. spater mit NaOH und Isopropanol erreicht werden (Nachweis durch Verfolgung der
Absorption bei 450 nm und mittels SDS-PAGE). Dies wies darauf hin, dass ein groRRer Teil des Proteins
auf der Saule denaturiert war. Die Fraktionen der Elution in reinem ddH,O wurden mittels
Ultrafiltration aufkonzentriert und dabei festgestellt, dass wiederum der GroRteil an Protein ausfiel.
AulRerdem lag das verbliebene Fldx-s. nicht aufgereinigt, sondern verunreinigt mit vielen weiteren
Proteinen vor. Daher fiihrte auch diese getestete Methode der hydrophoben
Interaktionschromatographie zu keinem befriedigenden Ergebnis, weshalb anschlielend eine
Anionenaustauschchromatographie getestet wurde. In diesem Fall wurde eine Q-Sepharose-Saule

genutzt und ebenfalls Puffer bei pH 7,0 verwendet. Nach Beladung der Sidule und wahrend des
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Elutionsgradienten konnte zwar keine Gelbfarbung festgestellt werden, aber mit Hilfe der SDS-PAGE
konnte gezeigt werden, dass das Fldx-s. im Laufe des Gradienten zusammen mit vielen weiteren
Proteinen von der Saule eluierte. Deshalb wurde im zweiten Schritt eine Phenyl-Sepharose-Saule zur
Durchfliihrung einer hydrophoben Interaktionschromatographie eingesetzt. Nach Beladung und
Waschen der Saule konnte auf der Phenyl-Sepharose-Saule eine Gelbfarbung beobachtet werden.
Jedoch konnte eine Elution des Zielproteins (und weiterer Proteine) wieder nur mit reinem ddH,0
bzw. spater mit NaOH und Isopropanol erreicht werden (Nachweis durch Verfolgung der Absorption
bei 450 nm und mittels SDS-PAGE). Die Fraktionen der Elution in reinem ddH,0 wurden direkt mit
Elutionspuffer versetzt, um einer moglichen Denaturierung des Zielproteins in ddH,0 vorzubeugen.
Im Anschluss wurden die Fldx-s.-haltigen Fraktionen vereinigt. Diese LOsung sollte mittels
Ultrafiltration mit geeigneter AusschlussgroBe (30.000 Da MWCQ) weiter aufgereinigt werden,
indem groRere Proteine zuriickgehalten werden sollten und das Zielprotein die Filtermembran
passieren sollte. Allerdings wurde das Fldx-s. trotz seines geringen Molekulargewichts (18,7 kDa) und
der deutlich groReren Porenweite der Filtermembran zuriickgehalten. Da die resultierende
Proteinlosung viele verschiedene Proteine enthielt und verhaltnismaRig wenig Fldx-s, wurde der
Aufreinigungsansatz nicht weiter verfolgt.

Fir das im Vergleich zum Fldx.-s. am N-Terminus verlangerte Fldx-s.-e. wurde nach den oben
erwdhnten Expressionstests die hochste |6sliche Expression mit E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_3023-
synth-elong bei 25 °C und einer Expressionsdauer von etwa 5 h gefunden. Das Molekulargewicht von
Fldx-s.-e. mit His-Tag betragt 22,5 kDa und Abbildung 3.9 zeigt eine ausgepragte Bande auf der
erwarteten Hohe bei der erwdhnten Expressionsbedingung.
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Abbildung 3.9: SDS-Gel zur Analyse der ldslichen Expression von Fldx-s.-e. in E. coli BL21 (DE3)
pET28a_Tfu_3023-synth-elong bei 25 °C und 30 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODs;,: = 0,2; induziert mit
0,4 mM IPTG bei OD = 1). Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall. Die rot markierten Bereiche geben
die Hohe des Zielproteins an. M: Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas.
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Zudem ist ersichtlich, dass eine Expressionstemperatur von 25 °C gegentiber 30 °C zu mehr |6slichem
Fldx-s.-e. flhrt. Nach der Expression im groleren MaRstab bei &ahnlichen Bedingungen
(Expressionsdauer 6,3 h) wurde die Fldx-s.-e.-Aufreinigung mit Hilfe einer HisTrap™ HP-Saule
getestet. Dazu wurde die Saule mit Lysepuffer Il dquilibriert und nach der Probenbeladung mit dem
gleichen Puffer gewaschen, bevor der Gradient mit Elutionspuffer Il gestartet wurde. Zwar konnte
zunachst sehr sauberes Fldx-s.-e. bei einer Imidazolkonzentration von 500 mM erhalten werden
(Abbildung 7.18), beim anschlieenden Aufkonzentrieren und Pufferaustausch denaturierte jedoch

ein GroRteil des Proteins und die Gelbfarbung ging verloren.

3.1.1.3 Klonierung, Expression und Aufreinigung von putativen Ferredoxinreduktasen

Die Gene der putativen Ferredoxinreduktase FdR 5 bis FdR 7 waren zuvor bereits innerhalb einer
Bachelorarbeit in die Vektoren plT2-MCS und pET28a(+) eingebracht worden. Zur Klonierung des
FdR 9-Gens von pET22b_Tfu 1273 in pET28a(+) wurden die Restriktionsenzyme Ndel und EcoRl
verwendet, flr die Klonierung in plT2-MCS dagegen Ndel und Hindlll. Alle resultierenden Vektoren
sowie das zur Verfligung gestellte pET22b_Tfu_1273-Plasmid wurden in verschiedene E. coli-Stamme
transformiert (teils wurden auch Stdmme zur Coexpression von Ferredoxinen und
Ferredoxinreduktasen erzeugt) und die Expression in den entsprechenden Stammen wurde bei
verschiedenen Bedingungen getestet (siehe Abschnitt 2.2.14.1). Die beste Bedingung (hdochste
|6sliche Expression) wurde fir die Expression im groReren Malstab (siehe Abschnitt 2.2.14.2)
genutzt, die Proteine mit Hilfe einer HisTrap™ HP-Sadule aufgereinigt und daraufhin ein
Pufferaustausch durchgefiihrt. Zur visuellen Abschdatzung der Reinheit der aufgereinigten
Zielproteine mittels SDS-PAGE wurden jeweils der zellfreie Extrakt und das zugehdorige, konzentrierte

Zielprotein aufgetragen, um diese miteinander zu vergleichen (Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: SDS-Gele zur Reinheitsiiberpriifung der vier ilber HisTrap™ HP-Saule aufgereinigten
Ferredoxinreduktasen. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe der Zielproteine an. M: Proteinmarker

“PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas, Konz.: Konzentrat der aufgereinigten
Ferredoxinreduktase.

FdR 5

Zur Expression des FdR 5-Gens wurden die beiden Expressionsstimme E. coli BL21 (DE3)
pET28a_Tfu 2348 und C43 (DE3) pET28a_Tfu 2348 konstruiert und im Rahmen von
Expressionsstudien bei 30 °C (nur E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu 2348) und 37 °C getestet. Die
Zellpellets der genommenen Proben wurden mit B-PER aufgeschlossen.

Fir die FdR 5-Produktion wurde die beste I6sliche Expression mit E. coli C43 (DE3) +
pET28a_Tfu 2348 bei 37 °C und einer Expressionsdauer von ca. 20 h festgestellt, was die
entsprechenden Banden bei ca. 42 kDa auf dem SDS-Gel und dem Western Blot in Abbildung 3.11
belegen. Fiir die Expression im groReren Malstab (500 mL Kultur) wurde allerdings eine
Expressionsdauer von 25 h und zudem eine Kultivierungstemperatur von 30 °C verwendet, da davon

ausgegangen wurde, dass sich damit der Anteil an I6slichem Protein erhéhen wiirde.
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Abbildung 3.11: SDS-Gele und Western Blots zur Analyse der Expression von FdR 5 in E. coli C43 (DE3)
pET28a_Tfu_2348 bei 37 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODg;.: = 0,2; induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD = 1).
Die Zelllyse erfolgte mit B-PER. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe des Zielproteins an. M:
Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas, U: Uberstandsfraktion, P:
Pelletfraktion, Kca3: E. coli C43 (DE3)-Leervektorkontrolle.

Bei der anschlieenden FdR 5-Aufreinigung mit Hilfe einer HisTrap™ HP-Saule wurde die Sdule mit
Lysepuffer | dquilibriert und nach der Probenbeladung mit Waschpuffer gewaschen, bevor der
Gradient mit Elutionspuffer | gestartet wurde. Nach Beladen und Waschen war eine deutliche
Gelbfarbung der Sdule zu beobachten, die durch das in Reduktasen als prosthetische Gruppe
befindliche FAD hervorgerufen wurde. Die Elution von FdR 5 begann bei einer Imidazolkonzentration
von etwa 200 mM, der entsprechende Peak ist im Chromatogramm (Abbildung 7.14) eindeutig
ersichtlich. Die Zielprotein-haltigen Fraktionen wiesen ebenfalls eine gelbe Farbung auf. Nach der
Uber Nacht-Lagerung der Fraktionen bei 4 °C ohne vorherigen Puffertausch war ein Teil des Proteins
ausgefallen. Die Fraktionen wurden trotzdem zur Aufkonzentrierung genutzt, da durch ein SDS-Gel
bestatigt werden konnte, dass noch geniligend Reduktase in geloster Form vorlag. Die Prazipitation
des Zielproteins kdnnte eine Folge der Dauer oder Art der Lagerung bei 4 °C gewesen sein. Dass die
Denaturierung durch die hohe Imidazolkonzentration in den Fraktionen ausgelost wurde, ist weniger
wahrscheinlich, da der Ausfall auch beobachtet wurde, wenn das entsalzte Proteinkonzentrat fir

einen Test aufgetaut und anschlieBend (iber Nacht bei 4 °C gelagert wurde. Es kann also daran
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liegen, dass sich eine Temperatur von 4 °C nicht zur dauerhaften Lagerung eignet, oder dass dem
Puffer gewisse Zusatze fehlen, welche die FdR 5 in Losung halten. Wie in Abbildung 3.10 dargestellt,
ist die Reinheit des resultierenden FdR 5-haltigen Konzentrats zufriedenstellend und der Anteil am
Gesamtprotein lag bei etwa 17 % (siehe auch Tabelle 7.2 im Anhang). Es konnten insgesamt ca.

83 mg FdR 5 aus einem Liter Kultur isoliert werden.

FdR 6

Um die Expression des FdR 6-Gens zu untersuchen, wurden mit E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1227
und C43 (DE3) pET28a_Tfu_1227 zwei Expressionsstimme konstruiert und im Rahmen von
Expressionsstudien bei 30 °C und 37 °C getestet. Die Zellpellets der genommenen Proben wurden
mittels  B-PER  aufgeschlossen.  Allerdings konnte bei keiner der verwendeten
Expressionsbedingungen eine zufriedenstellende I6sliche Expression von FdR 6 erzielt werden.

Da die Einzelexpression von FdR 6 zu keiner sichtbaren I6slichen Fdx 6-Expression und somit nicht zu
dem gewiinschten Ergebnis geflihrt hatte, wurde in der Folge die Coexpression von FdR 6 mit Fdx 4
untersucht. Wie bereits im Abschnitt zur Expression von Fdx 4 detaillierter erldutert (siehe Abschnitt
3.1.1.1), liegen die Gene dieser beiden Proteine im Genom von T. fusca direkt hintereinander. Daher
wurde angenommen, dass die resultierenden Proteine miteinander kooperieren und dass das
Vorhandensein des einen Proteins in der Zelle sich stabilisierend auf die Produktion des putativen
Redoxpartners auswirken konnte. Aus diesem Grunde wurden insgesamt vier Coexpressionsstimme
angefertigt, bei denen das Gen fiir FdR 6 jeweils in einem pET-Vektor und das Gen fir Fdx 4 im plIT2-
MCS-Vektor vorlag: E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu 1227 plIT2_Tfu 1226 und C43 (DE3)
pET28a_Tfu_ 1227 pIT2_Tfu_ 1226 sowie E. coli BL21 (DE3) pET22b_Tfu_1227 pIT2_Tfu_1226 und C43
(DE3) pET22b_Tfu_1227 plIT2_Tfu_1226.

Es wurden schlieflich mit dem Stamm E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1227 plT2_Tfu_1226 bei 30 °C
die besten Ergebnisse erzielt. Es handelt sich also um einen Coexpressionsstamm, bei dem sich das
Gen fir FdR 6 in dem pET28a(+)-Vektor (mit His-Tag) und das Gen fiir Fdx 4 in dem plT2-MCS-Vektor
(ohne His-Tag) befindet. Auf dem entsprechenden SDS-Gel (Abbildung 3.12) sind zumindest bei 5 h
(nur E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1227 pIT2_Tfu_1226) und 21 h (beide Stdmme) Banden bei etwa
50 kDa ersichtlich, die der FdR 6 (ca. 46 kDa) zuzuordnen sind. Auf dem zugehdrigen Western Blot ist
der Nachweis des Proteins allerdings deutlich besser zu erkennen. Banden fiir Fdx 4 (ca. 7 kDa) sind
dagegen nicht auszumachen, was fiir den Western Blot auch zu erwarten war, da Fdx 4 in diesem Fall

Uber keinen His-Tag verfligt.
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Abbildung 3.12: SDS-Gele und Western Blots zur Analyse der I6slichen Coexpression von FdR 6 und Fdx 4 in
E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1227 pIT2_Tfu_1226 bzw. E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1227 pIT2_Tfu_1226
bei 37 °C (A) und 30 °C (B) in Abhangigkeit von der Zeit (ODs;,: = 0,2; induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD = 1).
Der Zellaufschluss erfolgte mit Ultraschall. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe der Zielproteine an
(FdR 6: ca. 46 kDa, Fdx 4: ca. 7 kDa). M: Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von
Fermentas.

Fir die Expression im gréReren MaRstab (500 mL Kultur) wurde E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1227
pIT2_Tfu_1226 bei einer Kultivierungstemperatur von 30 °C und einer Expressionsdauer von etwa
21 h verwendet, da fir diese Bedingung eine intensive FdR 6-Bande auf dem oben gezeigten SDS-Gel
beobachtet wurde und die Kultur zu diesem Zeitpunkt eine hohere ODgy, aufwies als zu friheren
Zeitpunkten. Nach der Expression im groReren MaRstab bei den eben erwdhnten Bedingungen
wurde die FdR 6 Uber eine HisTrap™ HP-Sdule aufgereinigt. Die Sdule wurde zunachst mit
Lysepuffer | dquilibriert und nach der Probenbeladung mit Waschpuffer gewaschen, bevor der
Gradient mit Elutionspuffer | gestartet wurde. Wahrend der Aufreinigung war eine deutliche
Gelbfarbung der Saule zu erkennen. Die FdR 6-Elution begann bei einer Imidazolkonzentration von
etwa 350 mM (siehe Chromatogramm in Abbildung 7.15). Die Fraktionen, die eine gelbe Farbung
aufwiesen, wurden vereinigt und mittels Ultrafiltration aufkonzentriert. Dabei fiel ein groBer Teil des
enthaltenden Proteins aus, sodass am Ende nur 34 mg/(L Kultur) erhalten wurden, wogegen eine

optimale Reinheit festgestellt wurde (Tabelle 7.2 im Anhang und Abbildung 3.10).
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FdR 7

E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1915 und C43 (DE3) pET28a_Tfu_1915 wurden zur Expression des
FdR 7-Gens konstruiert und im Rahmen von Expressionsstudien bei 30 °C (nur E. coli BL21 (DE3)
pET28a_Tfu_1915) und 37 °C getestet. Die Zellpellets der genommenen Proben wurden mit B-PER
aufgeschlossen.

Die beste |6sliche Expression fiir FAR 7 wurde mit E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1915 bei 30 °C und
einer Expressionsdauer von ca. 22 h festgestellt, wie in Abbildung 3.13 gezeigt (Banden bei ca.

50 kDa).
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Abbildung 3.13: SDS-Gel zur Analyse der Expression von FdR 7 in E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1915 bei 30 °C
in Abhédngigkeit von der Zeit (ODg;,: = 0,2; induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD = 1). Der Zellaufschluss erfolgte
mit Ultraschall. Die rot markierten Bereiche geben die Héhe des Zielproteins an. M: Proteinmarker
“PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas.

Flr die Expression im groBeren Malistab (500 mL) wurde allerdings eine Expressionsdauer von 26 h
verwendet. Bei der anschlieBenden FdR 7-Aufreinigung mit Hilfe einer HisTrap™ HP-Sidule wurde
diese mit Lysepuffer | dquilibriert und nach der Probenbeladung mit dem gleichen Puffer gewaschen,
bevor der Gradient mit Elutionspuffer | gestartet wurde. Es war eine deutliche Gelbfarbung der Saule
ersichtlich. Die Elution von FdR 7 begann bereits bei ca. 110 mM Imidazol, der zugehorige Peak ist im
entsprechenden Chromatogramm (Abbildung 7.16) eindeutig ersichtlich. Die Zielprotein-haltigen
Fraktionen wiesen ebenfalls eine gelbe Farbung auf. Wie in Abbildung 3.10 dargestellt, ist die
Reinheit des FdR 7-haltigen Konzentrats zufriedenstellend und die Ausbeute bezogen auf einen Liter
Kultur war mit 429 mg vergleichsweise hoch. Der Anteil des Zielproteins am Gesamtprotein war mit

ca. 43 % ebenfalls sehr hoch (siehe auch Tabelle 7.2 im Anhang).
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FdR9

Es wurden verschiedene Expressionsstdmme konstruiert und im Rahmen von Expressionsstudien
getestet, um die Expression des FdR 9-Gens zu untersuchen. E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_1273
und C43 (DE3) pET28a_Tfu_1273 sowie E.coli BL21 (DE3) pET22b_Tfu_1273 und C43 (DE3)
pPET22b_Tfu_1273 wurden bei 30 °C und 37 °C getestet. Die Zellpellets der genommenen Proben
wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen.

Dabei fiihrten gleich mehrere Expressionsbedingungen zu guten Ergebnissen. In Abbildung 3.13 sind
in zeitlicher Reihenfolge die Proben der (I6slichen) Expression mit E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1273
bei 30 °C bzw. 37 °C wiedergegeben. Alle Proben weisen Proteinbanden bei etwa 50 kDa auf. Hierbei
handelt es sich um die Bande fiir FAR 9 (Molekulargewicht: 44,5 kDa). Zwar konnte fir die Expression
von FdR 9 in E. coli C43 (DE3) pET22b_Tfu_1273 (ohne His-Tag) eine noch héhere 16sliche Expression
festgestellt werden, fiir die Expression im groReren Mal3stab und Folgearbeiten wurde allerdings das
pET28a_Tfu_1273-Plasmid verwendet, da zur Aufreinigung eine einfache IMAC favorisiert wurde. Fiir
die Aufreinigung und den folgenden Einsatz in Biokatalysen wurde FdR 9 im groReren MaRstab
(600 mL Kultur) mit dem oben erwéahnten E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1273-Stamm bei 37 °C und
einer Expressionsdauer von 24 h hergestellt, da bei diesen Parametern auf dem entsprechenden
SDS-Gel (Abbildung 3.14) die intensivste FAR 9-Bande in der I6slichen Fraktion erkennbar war. Bei
der anschlieRenden Aufreinigung mittels HisTrap™ HP-Saule wurde die Sdule mit Lysepuffer |
aquilibriert und nach der Probenbeladung mit dem gleichen Puffer gewaschen, bevor der Gradient
mit Elutionspuffer | gestartet wurde. Eine Gelbfarbung der Saule wahrend der Aufreinigung war
deutlich erkennbar. In den Zielprotein-haltigen Fraktionen war ebenso eine gelbe Farbung zu
beobachten. Der FdR 9-Elutionspeak (Elution bereits ab ca. 35 mM Imidazol) ist im entsprechenden
Chromatogramm (Abbildung 7.17) eindeutig zu erkennen. Die vereinigten Fdx 9-haltigen Fraktionen
wurden nach der Aufkonzentrierung schonend umgepuffert, d. h. es wurde eine langsame Reduktion
der Imidazolkonzentration durch Verdiinnen der Proteinlésung mit Puffer ohne Imidazol (50 mM KP;-
Puffer, pH 7,4) und anschlieBender Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration durchgefiihrt. Wie in
Abbildung 3.10 dargestellt, wurde die Reinheit des resultierenden FdR 9-haltigen Konzentrats auf
etwa 90 % geschatzt und mit der Isolation von 159 mg FdR 9 aus einem Liter Kultur (Tabelle 7.2 im

Anhang) konnte die Aufreinigung als erfolgreich betrachtet werden.
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Abbildung 3.14: SDS-Gel zur Analyse der Expression von FdR 9 in E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1273 bei 30 °C
und 37 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODg.,: = 0,2; induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD = 1). Der
Zellaufschluss erfolgte mit Ultraschall. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe des Zielproteins an. M:
Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas.

3.1.1.4 Ubersicht liber die optimalen Expressionsbedingungen der putativen
Elektronentransferproteine aus T. fusca

In Tabelle 3.1 sind zusammenfassend die optimalen Expressionsbedingungen aufgefihrt, die
anschlieRend fir die Expression der verschiedenen putativen Elektronentransferproteine aus

T. fusca im groReren Mal3stab genutzt wurden.

Tabelle 3.1: Optimale Expressionsbedingungen der putativen Elektronentransferproteine aus T. fusca.

Protein Stamm T[°C] Expressionsdauer [h]
Fdx 1 E. coli BL21 (DE3) pET28_Tfu_0491 37 3,5
Fdx 2 E. coli BL21 (DE3) pET28_Tfu_1479 37 3,5
Fdx 3 E. coli BL21 (DE3) pET28_Tfu_0763 37 3,5
Fdx 4 (+ FAR 6)  E. coli C43 (DE3) pET28_Tfu_1226 pIT2_Tfu_1227 30 4,5
Fdx 8 E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1275 37 5
Fdx 8 (+ FAR9) E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1275 pIT2_Tfu_1273 37 5
Fldx-s. E. coli C43 (DE3) pET42b_Tfu_3023-synth 30 22
Fldx-s.-e. E. coli BL21 (DE3) pET28a_Tfu_3023-synth-elong 25 6,3
FdR 5 E. coli CA3 (DE3) pET28_Tfu_2348 37 25
FdR 6 (+ Fdx4)  E. coli C43 (DE3) pET28_Tfu_1227 plT2_Tfu_1226 30 20,5
FdR 7 E. coli CA3 (DE3) pET28_Tfu_1915 30 26

FdR 9 E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu_1273 37 24
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3.1.2 Aktivitatsbestimmung

Zur Bestimmung der Aktivitat der exprimierten und ggf. aufgereinigten Elektronentransferproteine
wurde fir die Ferredoxinreduktasen der Kaliumhexacyanoferrat (KHCF)-Assay und fir die
Ferredoxine der Cytochrom c-Assay genutzt. Letzterer wurde ebenfalls fir die Aktivitatsbestimmung
des putativen Flavodoxins getestet. Da der Cytochrom c-Assay vom Vorhandensein aktiver
Ferredoxinreduktasen abhangig ist (die Elektronen miissen zundchst vom Cofaktor auf die Reduktase
und von dieser Uber das Ferredoxin auf Cytochrom c libertragen werden), wurde die Aktivitat dieser

Enzyme zuerst untersucht.

3.1.2.1 Bestimmung der Aktivitat der putativen Ferredoxinreduktasen aus T. fusca
Zur Bestimmung der Aktivitat der Ferredoxinreduktasen in aufgereinigter Form wurde die Reduktion

von KHCF bei 420 nm nach Zugabe von NADH bzw. NADPH als Cofaktor bei 20 °C oder RT
spektrophotometrisch verfolgt (siehe Abschnitt 2.3.6). Um die Absorptionsdanderung zu ermitteln,
wurde der Anstieg im linearen Bereich der Absorptionskurve verwendet. AnschlieRend wurden
volumetrische und spezifische Aktivitdt berechnet. Um die Hintergrundaktivitdit der im
Reaktionsansatz vorhandenen Komponenten zu bestimmen, wurden verschiedene Ansadtze ohne
Enzym bzw. ohne Cofaktor untersucht. So wurde festgestellt, dass der Ansatz mit Cofaktor und ohne
Enzym ebenfalls eine gewisse Absorptionsdanderung aufwies. Daher wurde der entsprechende Wert
jeweils von der Absorptionsanderung der Probe abgezogen.

In  Abbildung 3.15 sind die ermittelten spezifischen Aktivititen der aufgereinigten

Ferredoxinreduktasen graphisch wiedergegeben.
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Abbildung 3.15: Spezifische Aktivititen der aufgereinigten Ferredoxinreduktasen bestimmt mittels
Kaliumhexacyanoferrat-Assay bei 20 °C bzw. RT (nur FdR 9) mit NADH bzw. NADPH als Cofaktoren.
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Es wird deutlich, dass alle aufgereinigten Reduktasen aktiv sind und eine Praferenz fur die Nutzung
des Cofaktors NADH zeigen, da die spezifische Aktivitat jeweils hoher liegt als fiir NADPH. FdR 6 und
vor allem FdR 7 sind aber offenbar in der Lage, auch NADPH als Elektronenlieferant zu nutzen,
wohingegen FdR 5 und FdR 9 mit NADPH kaum Aktivitdt aufweisen. FdR 9 zeigt zusammen mit NADH
die hochste spezifische Aktivitdt. In einem zusatzlichen Test wurde ebenfalls die spezifische Aktivitat
von aufgereinigter PdR bei RT untersucht und es resultierten Werte von 1063 U/mg fiir NADH bzw.
30 U/mg fur NADH. Somit ist selbst die aktivste Ferredoxinreduktase aus T. fusca (FdR 9) bei den
getesteten Bedingungen um fast eine Zehnerpotenz weniger aktiv als PdR.

Im Fall von FdR 5 — 7 wurde deren Aktivitdt nach langerer Lagerung (> ein Jahr) bei -20 °C erneut
untersucht. Alle Konzentrate wiesen zu dem Messzeitpunkt noch eine deutliche Gelbfarbung auf, es
wurde aber bei FdR 5 und vor allem bei FdR 6 denaturiertes Protein in den zur Lagerung genutzten
Gefdllen beobachtet. Wie in Abbildung 3.16 zu erkennen ist, waren alle Reduktasen noch aktiv. Zwar
ist ein genauer Vergleich nicht moglich, da die entsprechenden Messungen bei RT (etwa 23 °C)
durchgefiihrt wurden (statt bei 20 °C wie fiir die Bestimmung der in Abbildung 3.15 dargestellten
Aktivitatswerte), der Trend bleibt aber gleich. Es ist auffallig, dass die Aktivitdtswerte mit NADPH als
Cofaktor sogar hoher sind als die urspriinglich bestimmten und dass in diesem Fall FdR 7 scheinbar
eine Cofaktorpraferenz fiir NADPH aufweist. Diese Beobachtungen kénnen allerdings ebenso auf
Messschwankungen aufgrund der Sensitivitat und der damit verbundenen Fehleranfalligkeit des

Assays zuriickzufihren sein.
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Abbildung 3.16: Spezifische Aktivitdten der aufgereinigten Ferredoxinreduktasen nach langerer Lagerung
bestimmt mittels Kaliumhexacyanoferrat-Assay bei RT mit NADH bzw. NADPH als Cofaktoren.
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Fir FdR 9 wurde mit Hilfe des KHCF-Assays ebenfalls der Tsp-Wert bestimmt, welcher die Temperatur
darstellt, bei der das Protein die Halfte seiner urspriinglichen Aktivitdt aufweist (siehe Abschnitt
2.3.6). Dazu wurde FdR 9 fir 20 min bei verschiedenen Temperaturen inkubiert, auf Eis abgekihlit
und im KHCF-Assay bei RT eingesetzt. Anhand des Referenzwerts (Aktivitdit von unbehandelter
FdR9) konnte die Restaktivitdt ermittelt und durch Auftragung der Restaktivitit gegen die
Temperatur der Tsg-Wert bestimmt werden. Aus Abbildung 3.17 geht dabei hervor, dass das Protein
nach Inkubation bei ca. 59 °C noch 50 % Restaktivitat aufweist. Dies deutet darauf hin, dass FdR 9

moderat thermoresistent ist.

100

80 \
60

40

? \
0 T T T T T T T 1
35 40 45 50 55 60 65 70 75

Temperatur [°C]

Rest-Aktivitat [%]

Abbildung 3.17: Auftragung der iliber den KHCF-Assay ermittelten Restaktivitit von FdR 9 gegen die
Inkubationstemperatur zur Bestimmung des Ts;,-Werts. Nach einer 20-miniitigen Inkubation des
aufgereinigten Enzyms (10 pM) bei der jeweiligen Temperatur, Abkihlen auf Eis und einem kurzen
Zentrifugationsschritt wurden 10 pL des resultierenden Uberstands im KHCF-Assay bei RT eingesetzt.

3.1.2.2 Bestimmung der Aktivitat der putativen Ferredoxine und des putativen Flavodoxins aus
T. fusca

Um  geeignete  Redoxpartnerkombinationen aus  Ferredoxin  bzw. Flavodoxin  und
Ferredoxinreduktase zu identifizieren und die Ferredoxin- bzw. Flavodoxinaktivitdt zu bestimmen,
wurde der Cytochrom c-Assay durchgefiihrt. Dabei war allerdings unklar, ob das Flavodoxin
Uberhaupt mit Cytochrom c interagiert und der Assay moglichweise nicht fir den Nachweis der
Flavodoxin-Aktivitat geeignet ist. Bei dem Cytochrom c-Assay werden die Elektronen vom Cofaktor
NADH bzw. NADPH zundchst auf die eingesetzte Ferredoxinreduktase Ubertragen. Bei einer
Kooperation von Ferredoxinreduktase und eingesetztem Ferredoxin bzw. Flavodoxin werden diese
von der Reduktase reduziert. Im letzten Schritt werden die Elektronen von dem Ferredoxin bzw.

Flavodoxin auf das Cytochrom c weitergeleitet, falls diese Komponenten miteinander interagieren.
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Infolge der Cytochrom c-Reduktion findet eine Absorptionszunahme bei 550 nm statt, die
spektrophotometrisch erfasst werden kann (siehe Abschnitt 2.3.7). Diese Nachweismethode setzt
dabei verschiedene Gegebenheiten voraus. Zunachst muss die eingesetzte Ferredoxinreduktase
aktiv sein, sonst werden die Elektronen nicht vom Cofaktor auf die Reduktase und von der
Reduktase auf das Ferredoxin bzw. Flavodoxin Ubertragen. Zudem missen Ferredoxin bzw.
Flavodoxin aktiv sein und in der Lage sein, mit Cytochrom c zu interagieren. Zusatzlich missen
Ferredoxinreduktase und Ferredoxin bzw. Flavodoxin miteinander kooperieren, damit
Elektronentransfer erfolgt und Reduktion von Cytochrom c stattfindet, was wiederum durch einen
Farbumschlag sichtbar wird. Daher wurde die Aktivitdt der Reduktasen stets vor dem Einsatz im
Cytochrom c-Assay mittels KHCF-Assay Uberprift. Fir die Assaytests an sich wurde bevorzugt
aufgereinigtes Ferredoxin bzw. Flavodoxin und Ferredoxinreduktase verwendet. Da eine
Aufreinigung von Fdx 1, Fdx 3, Fdx 4 und Fldx-s. nicht etabliert werden konnte, wurde fiir diese
jeweils zellfreier Extrakt eingesetzt und von den resultierenden Aktivitatswerten wurde die
Hintergrundaktivitat abgezogen. Zur Bestimmung der Hintergrundaktivitat wurde zellfreier Extrakt
von E. coli BL21 (DE3) bzw. C43 (DE3)-Zellen, die den entsprechenden Vektor ohne Insert enthielten,
hergestellt und fiir den Assay verwendet. Es wurden alle aufgereinigten Ferredoxinreduktasen mit
den verschiedenen Ferredoxinen bzw. dem Flavodoxin mit NADH als Cofaktor in dem Assay
kombiniert. Teilweise wurden zusatzlich Pdx und PdR in die Experimente eingesetzt. Bei Nutzung von
FdR 6 und FdR 7 als Ferredoxinreduktase wurde ebenfalls eine Testreihe mit NADPH als Cofaktor
durchgefihrt. Prinzipiell wurde die aus der Reduktion von Cytochrom c resultierende Steigung bei RT
oder 20 °C verfolgt. Darauf basierend wurde schlieBlich die spezifische Aktivitat in U/(mg Ferredoxin)
fur aufgereinigte Ferredoxine und in U/(mg Gesamtprotein) fur Ferredoxin- bzw. Flavodoxin-haltige
zellfreie Extrakte berechnet. Zur Ermittlung der Hintergrundaktivitdt wurden Messungen mit
Ferredoxin bzw. Flavodoxin aber ohne Reduktase sowie Messungen mit Reduktase aber ohne
Ferredoxin bzw. Flavodoxin durchgefiihrt, wobei der Wert mit der héheren Absorptionsanderung zur
Berechnung der entsprechenden Hintergrundaktivitat verwendet wurde. Abbildung 3.18 gibt einen
Uberblick tiber die Redoxpartnerkombinationen, welche nach Abzug der Hintergrundaktivitit eine
spezifische Aktivitdit von > 0,1 U/mg aufwiesen. Alle anderen Kombinationen resultierten in
niedrigeren Aktivitatswerten, welche im Vergleich zu den Werten der Positivkontrolle als zu gering
erachtet und daher vernachlassigt wurden. Aus Abbildung 3.18 ist zunachst ersichtlich, dass der
hochste aller spezifischen Aktivitdtswerte fir die Kombination von FdR 9 und Fdx 8 mit NADH
erreicht wird. Dieser Uibersteigt sogar den Wert fiir die Positivkontrolle aus PdR und Pdx. Dies ist ein
eindeutiger Hinweis dafir, dass diese Redoxpartner effektiv miteinander kooperieren. Es ist

weiterhin festzustellen, dass FAR 9 zusammen mit Fdx 2 und NADH ebenfalls eine vergleichsweise
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hohe Elektronentransferaktivitat aufweist und hinter der zuvor erwdhnten Kombination und der

Positivkontrolle die drittbeste Redoxpartnerkombination mit NADH als Cofaktor darstellt.
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Abbildung 3.18: Spezifische Elektronentransferaktivitat resultierend aus der Kombination verschiedener
Ferredoxinreduktasen mit unterschiedlichen Ferredoxinen bestimmt mittels des Cytochrom c-Assays bei RT
mit NADH bzw. NADPH als Cofaktoren. Es wurden nur Werte 2 0,1 U/mg beriicksichtigt. (A) Aktivitatswerte
fiir PdR, FdR 5 und FdR 6 mit verschiedenen Ferredoxinen. (B) Aktivititswerte fiir FAR 7 sowie FdR 9 mit
verschiedenen Ferredoxinen; die Positivkontrolle (PdR + Pdx) ist aus Vergleichsgriinden ebenfalls
dargestelit. * Im Fall von Fdx 4 wurde kein aufgereinigtes Fdx 4-Konzentrat eingesetzt, sondern eine partiell
liber Q-Sepharose aufgereinigte Fdx 4-haltige Proteinlsung, die ebenfalls viele weitere Proteine enthielt.

Zudem ist interessant, dass Fdx 8 offenbar von allen eingesetzten Reduktasen reduziert werden
kann, da es in Kombination mit jeder Reduktase in der Lage war, Cytochrom c zu reduzieren.

Wahrend die Aktivitatswerte zusammen mit PdR, FdR 5 und FdR 7 sehr niedrig sind, ist neben der
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bereits erwahnten Kombination mit FdR 9 auch eine eindeutige Kooperation mit FdR 6 zu erkennen.
Zusammen mit dieser Reduktase und NADPH erreicht Fdx 8 anndhernd den Aktivitatswert der
Positivkontrolle mit NADPH. Prinzipiell erreicht FAR 6 ebenfalls zusammen mit anderen Proteinen
wie Pdx und einer Fdx 4-haltigen Proteinlosung (resultierend aus einer Aufreinigung liber eine Q-
Sepharose-Saule) zusammen mit NADPH etwas hohere Aktivitdtswerte als mit NADH. Dies ist
Uberraschend, da FdR 6 im KHCF-Assay eine klare Praferenz fir NADH aufwies. Aus Abbildung 3.18
geht zudem hervor, dass FdR 7 zusammen mit Pdx, Fdx 8 und Fdx 2 sowohl NADH als auch NADPH
als Cofaktor nutzen kann, was mit den Ergebnissen des KHCF-Assays Ubereinstimmt. Mit den
Ferredoxinen Fdx 1 und Fdx 3 sowie dem Flavodoxin wurden unabhangig von der eingesetzten

Reduktase keine Aktivitatswerte > 0,1 U/mg festgestellt.

Ahnlich wie fiir FAR 9 im vorherigen Abschnitt, wurde auch fiir Fdx 8 der Tso-Wert bestimmt (siehe
Abschnitt 2.3.7). Aus Abbildung 3.19 geht hervor, dass das Enzym bei einer Temperatur von etwa
61 °C die Halfte seiner Restaktivitat aufweist. Dieser Wert unterscheidet sich nur geringfligig vom

Tso-Wert von FdR 9 (ca. 59 °C). Fdx 8 ist somit ebenfalls moderat thermoresistent.
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Abbildung 3.19: Auftragung der liber den Cytochrom c-Assay ermittelten Restaktivitdt von Fdx 8 gegen die
Inkubationstemperatur zur Bestimmung des Ts,-Werts. Nach einer 20-miniitigen Inkubation des
aufgereinigten Proteins (10 uM) bei der entsprechenden Temperatur und einem folgenden
Zentrifugationsschritt wurden 10 pL des resultierenden Uberstands zusammen mit 10 puM aufgereinigter
FdR 9 (unbehandelt) im Assay bei RT eingesetzt.

3.1.3 Biokatalyse
Um herauszufinden, ob die Redoxpartnerkombination aus Ferredoxinreduktasen und Ferredoxinen

bzw. Flavodoxin ebenfalls Elektronen auf Cytochrom P450 Monooxygenasen Ubertragen konnen,
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wurden sie in Biokatalysen mit der ebenfalls aus T. fusca stammenden CYP154H1 sowie zwei Steroid-
hydroxylierenden Enzymen, CYP154C5 (aus N. farcinica) und CYP106A2 (aus B. megaterium),
eingesetzt. Dabei lag der Fokus zunachst auf den Kombinationen, die im Cytochrom c-Assay in
Abschnitt 3.1.2.2 eine eindeutige Aktivitat aufwiesen. Im Anschluss wurden jedoch auch weitere

Redoxproteinkombinationen in Biokatalysen getestet.

3.1.3.1 Biokatalysen mit CYP154H1 und unterschiedlichen Redoxproteinkombinationen
Ein Ziel dieses Teilprojekts bestand darin, die natiirlichen Elektronentransferpartner der CYP154H1

zu identifizieren. Daher galt dem Einsatz der CYP154H1 zusammen mit den verschiedenen moglichen
Kombinationen an Elektronentransferproteinen besonderes Interesse. Wie bereits eingangs
erwdhnt, wurden zuerst die Redoxpartnerkombinationen getestet, bei denen im Cytochrom c-Assay
eine eindeutige Elektronentransferaktivitat nachgewiesen werden konnte. Im Fall von Fdx 4 wurde
fir die Biokatalyse zellfreier Extrakt aus E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu 1226 + pIT2_ Tfu_ 1227
(Fdx 4/FdR 6-CFE) verwendet, sodass dieser Fdx 4 und FdR 6 enthielt. Zusatzlich wurde zellfreier
Extrakt, der das N‘-verldangerte Flavodoxin enthielt (FIdx-s.-e. CFE), zusammen mit allen verfligbaren
Ferredoxinreduktasen in Biokatalysen mit CYP154H1 eingesetzt. Als Substrat wurde jeweils B-Jonon
verwendet. Im Rahmen einer friiheren Bachelorarbeit (Schiffer, 2011) konnte bereits gezeigt
werden, dass CYP154H1 zusammen mit Pdx und PdR das Substrat B-Jonon zu 3-Hydroxy-B-jonon
(Hauptprodukt) und dem entsprechenden Keton (Nebenprodukt) im Verhéltnis 24:1 umsetzt
(Abbildung 3.20).

o] ] 0
\ CYP154H1 \ \
Pdx + PdR
+
NADH NAD*
0,  HO OH o)
p-Jonon 3-Hydroxy-f-jonon 3-Keto-f-jonon

Abbildung 3.20: Umsatz des Substrats B-Jonon zu 3-Hydroxy-B-jonon (Hauptprodukt) und 3-Keto-B-jonon
(Nebenprodukt) durch CYP154H1.

Die Biokatalysen wurden mit 5 mM B-Jonon und 3 uM CYP154H1 durchgefiihrt. Es wurde jeweils der
Cofaktor eingesetzt, fir den die verwendete Reduktase im zuvor durchgefiihrten KHCF-Assay die
hohere Aktivitat aufwies. Um zu testen, ob eine hohere Elektronentransferproteinkonzentration in
einem hoheren Umsatz resultiert, wurden FdR 9 und Fdx 8 neben der normalen Konzentration von
3 uM bzw. 12 uM ebenfalls in einer fiinffach hoheren Konzentration eingesetzt (15 uM FdR 9 +
60 UM Fdx 8). Zudem wurden zum Vergleich verschiedene Negativkontrollen sowie eine

Positivkontrolle mit PdR und Pdx durchgeflihrt. Wie in Tabelle 3.2 gezeigt, wurden alle Biokatalysen
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in zwei Testreihen bei 30 °C und bei 50 °C durchgefiihrt. Letztere Temperatur wurde vor dem
Hintergrund gewahlt, dass CYP154H1 ein moderat thermostabiles Enzym ist (T,, von 67 °C) und
untersucht werden sollte, ob CYP154H1 zusammen mit Redoxpartnern auch bei héherer Temperatur
aktiv ist. Die fiir die Positivkontrolle genutzten Redoxpartner PdR und Pdx sind dagegen bei 50 °C
nicht stabil, vor allem Pdx weist eine geringe Stabilitdt auf (Sevrioukova et al., 2003). Es ist allerdings
zu erwdhnen, dass bei diesem Experiment nicht sofort zu Reaktionsbeginn eine Temperatur von
50 °C in den Reaktionsgefallen herrschte, da die Komponenten nicht vorinkubiert wurden. Somit
dauerte es etwa 10 Minuten, bis die angestrebte Temperatur erreicht wurde. Darliber hinaus wurde
aufgrund der zu erwartenden geringeren Cofaktor- und GDH-Stabilitat fir die Reaktionen bei 50 °C

die fiinffache Cofaktorkonzentration eingesetzt.

Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Biokatalysen mit CYP154H1 in Kombination mit
verschiedenen Elektronentransferproteinen und Verwendung von B-Jonon als Substrat bei 30 °C und 50 °C.

Umsatz [%] Umsatz [%]

Reaktion bei30°C  bei50°C
E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 1) 0,6 0,9
CYP154H1 + E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 2) 3,8 2,5
CYP154H1 + PdR + Pdx (Positivkontrolle) 20 16
CYP154H1 + FdR 9 + Fdx 8 0,4 0,6
CYP154H1 + 5x FAR 9 + 5x Fdx 8 0,3 0,4
CYP154H1 + FAR 9 + Fdx 2 0,6 0,5
CYP154H1 + FAR 6 + Fdx 8 0,4 0,5
CYP154H1 + FdR 6 + Fdx 4/FdR 6-CFE 3,9 3,5
CYP154H1 + Fldx-s.-e.-CFE (Negativkontrolle 3) 1,7 1,1
CYP154H1 + FdR 5 + Fldx-s.-e.-CFE 1,7 1,3
CYP154H1 + FdR 6 + Fldx-s.-e.-CFE 1,2 1,4
CYP154H1 + FdR 7 + Fldx-s.-e.-CFE 4,2 2,0
CYP154H1 + FdR 9 + Fldx-s.-e.-CFE 1,6 1,2

Reaktionsbedingungen: 50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, 5 mM B-Jonon, 3 uM CYP154H1, 3 uM FdR, 12 uM Fdx
oder Fdx 4- bzw. Fldx-s.-e.-haltiger CFE mit unbekannter Fdx- bzw. Fldx-s.-e.-Konzentration (finale
Gesamtproteinkonzentration: 9,5 mg/mL), 0,1 mM (30 °C) bzw. 0,5 mM (50 °C) NAD(P)H, 2 U/mL GDH
(1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NAD" pro Minute bei pH 7,4 und RT reduzierte), 30 mM

Glucose, 600 U/mL Katalase (nur wenn kein CFE eingesetzt wurde), Inkubationsdauer: ca. 15 h, 30 °C bzw.
50 °C, 250 rpm, geschlossene 12 mL GlasgefaRe, fur Leervektor-CFE Uber Proteingehalt (9,5 mg/mL)
normiert.

Nach der Uber Nacht-Inkubation bei den entsprechenden Temperaturen wurden die Umsatze

extrahiert (siehe Abschnitt 2.4.1) und mittels GC und Methode 1 analysiert (siehe Abschnitt 2.5.2).
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Substrat und Produkt wiesen dabei Retentionszeiten von 15,4 min bzw. 17,6 min auf. Die
Berechnung des Umsatzes erfolgte lber die integrierten Peakflichen mit Hilfe von Formel 10.

Aus Tabelle 3.2 wird zundchst ersichtlich, dass im Allgemeinen nur sehr geringe Umsatze erzielt
wurden. Selbst in der Positivkontrolle wurden bei 30 °C nur ca. 20 % des Substrats zu Produkt
umgesetzt. Dies legt die Vermutung nahe, dass entweder CYP154H1 und/oder Pdx und/oder PdR
unter den gegebenen Bedingungen nach kurzer Zeit inaktiviert wurden. Die Werte der eigentlichen
Biokatalysen liegen zudem bis auf wenige Ausnahmen unterhalb der Umsatze der Negativkontrollen.
So kommt es offensichtlich zur reproduzierbaren Produktbildung, sobald CYP154H1 und zellfreier
Extrakt von E. coli kombiniert werden. Dies weist darauf hin, dass E. coli Redoxproteine enthalt,
welche Elektronen auf CYP154H1 Ubertragen kdnnen. Der Einsatz der aufgereinigten Redoxpartner
FdR 9 mit Fdx 8 bzw. Fdx 2 sowie FdR 6 mit Fdx 8 zusammen mit CYP154H1 fiihrte lediglich zu
minimalen Produktmengen. Somit scheinen die Redoxpartnerkombinationen, welche im
Cytochrom c-Assay die besten Ergebnisse erzielten, keine Elektronen auf CYP154H1 Ubertragen zu
kénnen. Die einzige Bedingung, die auch nach Abzug der Negativkontrolle (Negativkontrolle 2) noch
einen signifikanten Umsatz aufweist, ist die Kombination von CYP154H1 mit FdR 7 und Fldx-s.-e.-CFE.
Allerdings hatte zur Negativkontrolle, welche CYP154H1 und E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE enthielt,
ebenfalls FdR 7 zugefligt werden miissen, um auch diese Komponente gleich zu halten und somit
einen genauen Vergleich zu erreichen. Fir die Biokatalysen bei 50 °C kann festgestellt werden, dass
die meisten Reaktionen noch geringere Umsatze aufweisen als bei 30 °C. In einigen Fallen ist der
Umsatz zwar etwas hoher, jedoch wurde bereits in den entsprechenden Reaktionen bei 30 °C eine
sehr niedrige Produktbildung nachgewiesen. Vor dem Hintergrund der Genauigkeit der GC-Analytik
sind diese geringen Werte vermutlich stark fehlerbelastet, sodass die beschriebenen geringen
Unterschiede als nicht signifikant anzusehen sind. Schlussendlich konnte fiir keine Reaktion eine
signifikante Produktbildung nachgewiesen werden, die deutlich hoher war als bei der
entsprechenden Negativkontrolle. Somit konnten unter den gegebenen Bedingungen weder die
getesteten Ferredoxine noch das N‘-verlangerte Flavodoxin in einem fiir die Katalyse ausreichendem

Malle mit CYP154H1 kooperieren.

In der Folge wurden verschiedene weitere Biokatalysen mit CYP154H1 durchgefiihrt. Zum einen
wurden solche Reaktionen wiederholt, die im ersten Versuch héhere Umséatze erreicht hatten, auch
wenn diese im Bereich der Negativkontrollen lagen. Zum anderen wurden weitere
Elektronentransferproteinkombinationen zusammen mit CYP154H1 eingesetzt, um mogliche
Redoxpartner fiir CYP154H1 zu identifizieren. Des Weiteren wurde fiir diesen Versuch ein anderes
Substrat verwendet, das von CYP154H1 besser umgesetzt werden sollte als das zuvor eingesetzte -

Jonon. Bezlglich der Reproduktion der zuvor gefundenen Ergebnisse wurde die Kombination aus
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CYP154H1, FdR 7 und Fldx-s.-e.-CFE (mit N‘-verldngertem Flavodoxin) erneut getestet, diesmal
allerdings mit entsprechender Negativkontrolle mit FdR 7. Die Kombination aus CYP154H1, FdR 6
und Fdx 4/FdR 6-CFE wurde ebenfalls wiederholt und dabei deutlich konzentrierterer Fdx 4/FdR 6-
CFE eingesetzt. Um weitere Elektronentransferproteinkombinationen zusammen mit CYP154H1 zu
untersuchen, wurden Biokatalysen mit der Kombination aus Fldx-s.-CFE (zellfreier Extrakt mit
Flavodoxin ohne N-terminale Verlangerung) und FdR 7 durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurden die
putativen Ferredoxine Fdx 1 und Fdx 3 in Form von zellfreiem Extrakt zusammen mit allen
verfligbaren Ferredoxinreduktasen in Biokatalysen mit CYP154H1 eingesetzt. Diese beiden putativen
Ferredoxine sollten als mogliche Elektronentransferpartner nicht ausgeschlossen werden, obwohl sie
bei der Bestimmung der Elektronentransferaktivitat (siehe Abschnitt 3.1.2.2; eingesetzt in Form von
zellfreiem Extrakt) keine Aktivitat mit einer der getesteten Reduktasen aufwiesen. AuBerdem wurde
fiir dieses Experiment das CYP154H1-Substrat Ethylbenzol fir die Reaktionen verwendet, das besser
umgesetzt werden sollte als das zuvor eingesetzte B-Jonon. Abbildung 3.21 zeigt die CYP154H1-
katalysierte Oxidation des Ethylbenzols unter Bildung von 1-Phenylethanol (Hauptprodukt) und
Acetophenon (Nebenprodukt) im Verhéltnis 22:3 (Schallmey et al., 2011).

OH o]
CYP154H1
Pdx + PdR
+
NADH NAD*
0] H,0
Ethylbenzol 2 2 (R)-1-Phenylethanol Acetophenon

Abbildung 3.21: Umsatz von Ethylbenzol zu (R)-1-Phenylethanol und Acetophenon durch CYP154H1
zusammen mit Pdx und PdR als Redoxpartner.

Die in den Biokatalysen verwendete Substratkonzentration betrug 10 mM und die CYP154H1-
Konzentration 3 uM. Es wurde jeweils der Cofaktor eingesetzt, fiir den die verwendete Reduktase im
zuvor durchgefihrten KHCF-Assay die hohere Aktivitdt aufwies. Die Reaktionen wurden bei 30 °C
und 250 rpm fiir ca. 15 h inkubiert und die anschlieRende Extraktion erfolgte wie unter Abschnitt
2.4.1 beschrieben. Die Extrakte wurden mittels GC und Methode 1 analysiert (siehe Abschnitt 2.5.2).
Das Substrat und das Hauptprodukt wiesen dabei Retentionszeiten von 5,9 min bzw. 9,3 min auf. Die
Berechnung der Umsétze (Tabelle 3.3) erfolgte Uber die integrierten Peakflaichen mit Hilfe von

Formel 10.
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Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Biokatalysen mit CYP154H1 in Kombination mit
verschiedenen Elektronentransferproteinen und Verwendung von Ethylbenzol als Substrat bei 30 °C.

Umsatz [%]

Reaktion bei 30 °C
E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 1) 0,4
CYP154H1 + PdR + Pdx (Positivkontrolle) 11
CYP154H1 + E. coli CA3 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 2) 5,3
CYP154H1 + FdR 6 + E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 3) 4,4
CYP154H1 + FdR 6 + Fdx 4/FdR 6-CFE* 3,0
CYP154H1 + Fdx 4/FdR 6-CFE* 3,5
CYP154H1 + FdR 7 (Negativkontrolle 4) 0,4
CYP154H1 + Fldx-s.-e.-CFE (Negativkontrolle 5) 0,6
CYP154H1 + FdR 7 + E. coli BL21 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 6) 2,3
CYP154H1 + FdR 7 + Fldx-s.-e.-CFE 0,7
CYP154H1 + Fldx-s.-CFE (Negativkontrolle 7) 2,1
CYP154H1 + FdR 7 + Fldx-s.-CFE 2,5
CYP154H1 + Fdx 1-CFE (Negativkontrolle 8) 0,9
CYP154H1 + FdR 5 + Fdx 1-CFE 0,8
CYP154H1 + FdR 6 + Fdx 1-CFE 1,1
CYP154H1 + FdR 7 + Fdx 1-CFE 1,2
CYP154H1 + FdR 9 + Fdx 1-CFE 0,9
CYP154H1 + Fdx 3-CFE (Negativkontrolle 9) 0,9
CYP154H1 + FdR 5 + Fdx 3-CFE 1,0
CYP154H1 + FdR 6 + Fdx 3-CFE 0,9
CYP154H1 + FdR 7 + Fdx 3-CFE 0,8
CYP154H1 + FdR 9 + Fdx 3-CFE 0,7

Reaktionsbedingungen: 50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, 10 mM Ethylbenzol, 3 uM CYP154H1, 3 uM FdR,
Fdx- bzw. Fldx-haltiger CFE mit wunbekannter Fdx- bzw. Fldx-Konzentration (finale
Gesamtproteinkonzentration: 8,5 mg/mL; * Ausnahme: Fdx 4/FdR 6-CFE: 26 mg/mL), 0,1 mM
NAD(P)H, 1 U/mL GDH (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 umol NAD" pro Minute bei pH 7,4
und RT reduzierte), 30 mM Glucose, Inkubationsdauer: ca. 15 h, 30 °C, 250 rpm, geschlossene 12 mL

GlasgefaRe, fur Leervektor-CFE Gber Proteingehalt (8,5 mg/mL) normiert.

Ahnlich wie in den ersten Biokatalysen mit B-Jonon wurden hier mit Ethylbenzol ebenfalls nur sehr
geringe Umsatze erzielt. Die Positivkontrolle weist ebenfalls nur geringe 11 % Umsatz auf. Der
Wechsel zum Substrat Ethylbenzol konnte somit keine Erhéhung des Umsatzes im Allgemeinen

bewirken. AuBerdem konnten wiederum keine Redoxpartnerkombinationen identifiziert werden, die
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zusammen mit CYP154H1 einen signifikant hoheren Umsatz erzielten, als die entsprechende
Negativkontrolle. In dem vorherigen Experiment mit B-Jonon als Substrat wurde unter Verwendung
von CYP154H1, FdR 7 und Fldx-s.-e.-CFE ein Umsatz erreicht, der hoher war als in der
Negativkontrolle. Dieses Ergebnis konnte in den Biokatalysen mit Ethylbenzol als Substrat jedoch
nicht bestatigt werden. Dies kann daran liegen, dass im Gegensatz zum vorigen Versuch der
Negativkontrolle aus CYP154H1 und E. coli BL21 (DE3) pET28a-CFE diesmal FdR 7 zugesetzt wurde
(Negativkontrolle 6). Es ist aulRerdem erneut auffallig, dass signifikante Produktbildung
nachgewiesen werden kann, sobald CYP154H1 mit E. coli BL21 (DE3) bzw. C43 (DE3) pET28a-CFE
kombiniert wird. Interessanterweise scheint der Umsatz aber im direkten Vergleich zur
Leervektorkontrolle zu sinken, wenn der CFE ein putatives Ferredoxin oder das putative Flavodoxin
enthalt. Aufgrund des hohen Fehlers bei solchen geringen Umséatzen kann aus den gefundenen
Ergebnissen nur abgeleitet werden, dass fiir keine der Kombinationen (auRer fiir die Positivkontrolle)
eine eindeutige Aktivitat nachgewiesen werden konnte und eine weitere Interpretation der Daten

nicht moglich ist.

Da die Umsatze der Negativkontrolle nicht signifikant Gberschritten und somit die Umsatze der
Positivkontrolle nicht erreicht wurden, muss geschlussfolgert werden, dass sich die natirlichen
Elektronentransferpartner fiir CYP154H1 nicht unter den getesteten Redoxproteinen befanden,

vorausgesetzt letztere waren unter den gegebenen Bedingungen korrekt gefaltet und aktiv.

3.1.3.2 Biokatalyse mit CYP154C5 sowie CYP106A2 und unterschiedlichen Redoxproteinen aus
T. fusca

Neben CYP154H1 wurden ebenfalls weitere Cytochrom P450 Monooxygenasen in Kombination mit
verschiedenen Elektronentransferproteinen aus T. fusca getestet. Es sollte untersucht werden, ob
ein funktionsfiahiges Redoxpartnersystem aus T. fusca identifiziert werden konnte, das zwar nicht
mit CYP154H1 jedoch mit verschiedenen anderen Cytochrom P450 Monooxygenasen kooperiert.
Dazu wurden die verfligbaren Cytochrom P450 Monooxygenasen CYP154C5 aus N. farcinica und
CYP106A2 aus B. megaterium verwendet. Es handelt sich in beiden Fallen um Steroid-
hydroxylierende Enzyme. Wahrend CYP154C5 verschiedene Steroide an der 16a-Position
hydroxyliert (Bracco et al., 2013), katalysiert CYP106A2 beispielsweise die Hydroxylierung an der
15B-Position verschiedener Steroide (Berg et al., 1976), wie Abbildung 3.22 exemplarisch fir
Progesteron wiedergibt. Fiir CYP106A2 wurden allerdings ebenfalls einige an anderer Position
hydroxylierte Nebenprodukte identifiziert (Berg et al., 1976; Lisurek et al.,, 2004). Fir beide
Cytochrom P450 Monooxygenasen sind die natiirlichen Elektronentransferpartner unbekannt und
daher wurden von den Autoren Pdx und PdR fiir CYP154C5 und Adx und AdR fiir CYP106A2 als

Ersatzsysteme genutzt.
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Die beiden Cytochrom P450 Monooxygenasen wurden, wie bereits zu Beginn des Abschnitts 3.1.3
erwahnt, zuerst mit den Redoxpartnerkombinationen getestet, die auch im Cytochrom c-Assay
offensichtlich miteinander kooperierten und eine eindeutige Aktivitdit aufwiesen. Wie bei der
Biokatalyse mit CYP154H1, wurde ebenfalls Fldx-s.-e.-CFE zusammen mit CYP154C5 und allen
verfligbaren Ferredoxinreduktasen eingesetzt, um eine mogliche Katalyse zu untersuchen. Fir alle
Versuche wurde CYP154C5 als aufgereinigtes Enzym und CYP106A2 in Form von zellfreiem Extrakt
eingesetzt. Die P450-Konzentration betrug in allen Reaktionen 3 uM. Progesteron in einer
Konzentration von 2 mM diente flir beide Enzyme als Substrat. Aulerdem wurde jeweils der
Cofaktor eingesetzt, fir den die verwendete Reduktase im zuvor durchgefiihrten KHCF-Assay die
hohere Aktivitat aufwies. Um zu testen, ob eine hohere Elektronentransferproteinkonzentration in
einem hoheren Umsatz resultiert, wurden FdR 9 und Fdx 8 neben der normalen Konzentration (3 uM
FAR 9 und 12 uM Fdx 8) zusatzlich in einer flinffach héheren Konzentration eingesetzt (15 uM FdR 9
+ 60 uM Fdx 8). Zudem wurden zum Vergleich verschiedene Negativkontrollen und eine
Positivkontrolle mit PdR und Pdx durchgefiihrt. Dass diese Redoxpartnerkombination ebenfalls fiir

CYP106A2 funktioniert, wurde bereits von Agematu et al. beschrieben (2006).

CYP154C5

Pdx + PdR niOH

NADH NAD*

o 0, H,0
Progesteron 16a-Hydroxyprogesteron
o o)
CYP106A2
Adx + AdR
NADH NAD*
o 0, H,0 OH
Progesteron 15p-Hydroxyprogesteron

Abbildung 3.22: Umsatz von Progesteron zu 16a-Hydroxyprogesteron bzw. 15B-Hydroxyprogesteron durch
CYP154C5 zusammen mit Pdx und PdR bzw. CYP106A2 zusammen mit Adx und AdR.

Nach der Gber Nacht-Inkubation bei 30 °C wurden die Umsétze extrahiert (siehe Abschnitt 2.4.1) und

mittels HPLC analysiert (siehe Abschnitt 2.5.4). Das Substrat und die Produkte wiesen dabei
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Retentionszeiten von 9,3 min bzw. 4,3 min (16B-Hydroxyprogesteron) und 4,4 min (15pB-

Hydroxyprogesteron) auf. Die Berechnung der Umsétze (Tabelle 3.4) erfolgte anhand von Formel 10.

Tabelle 3.4: Ubersicht liber die Ergebnisse der Biokatalysen mit CYP154C5 und CYP106A2 in Kombination mit
verschiedenen Elektronentransferproteinen unter Verwendung von Progesteron als Substrat bei 30 °C.

Umsatz [%] Umsatz [%]

Reaktion mit CYP154C5 mit CYP106A2
E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 1) 0,5 0,5
P450 + PdR + Pdx (Positivkontrolle) 99 40
P450 + FAR 9 + Fdx 8 0,8 0,0
P450 + 5x FAR 9 + 5x Fdx 8 2,2 0,0
P450 + FdR 9 + Fdx 2 1,0 0,0
P450 + E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 2) 7,8 3,9
P450 + FdR 6 + Fdx 8 0,6 0,0
P450 + FdR 6 + Fdx 4/FdR 6-CFE 15 7,6
P450 + Fldx-s.-e.-CFE (Negativkontrolle 3) 1,7 1,1
P450 + FdR 5 + Fldx-s.-e.-CFE 3,0 n. b.
P450 + FdR 6 + Fldx-s.-e.-CFE 3,1 n. b.
P450 + FdR 7 + Fldx-s.-e.-CFE 4,2 n. b.
P450 + FdR 9 + Fldx-s.-e.-CFE 2,7 n. b.

Reaktionsbedingungen: 50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, 2 mM Progesteron, 3 uM aufgereinigte CYP154C5 bzw.
CYP106A2-enthaltender CFE mit einer P450-Konzentration von 3 uM, 3 uM FdR, 12 puM Fdx oder Fdx 4-
bzw. Fldx-s.-e.-haltiger CFE mit unbekannter Fdx- bzw. Fldx-s.-e.-Konzentration (finale
Gesamtproteinkonzentration: 9,5 mg/mL), 0,1 mM NAD(P)H, 2U/mL GDH (1U entsprach der
Enzymmenge, welche 1 pmol NAD" pro Minute bei pH 7,4 und RT reduzierte), 30 mM Glucose, 600 U/mL

Katalase (nur wenn kein CFE eingesetzt wurde), Inkubationsdauer: ca. 15 h, 30 °C, 250 rpm, geschlossene
12 mL GlasgefaRe, fur Leervektor-CFE Uber Proteingehalt (9,5 mg/mL) normiert. Die Abklirzung ,n. b.“
steht firr ,,nicht bestimmt”.

Aus Tabelle 3.4 wird zundchst ersichtlich, dass die Umsatze mit CYP154C5 im Allgemeinen etwa
doppelt so hoch sind, wie die mit CYP106A2, was an der vergleichsweise hohen
Substratkonzentration von 2 mM liegen kdnnte. CYP154C5 weist im Gegensatz zu CYP106A2 in
diesem recht hohen Substratkonzentrationsbereich keine Substratinhibition auf (Bracco et al., 2013).
Des Weiteren ist zu erkennen, dass bei den Ansidtzen mit aufgereinigten
Elektronentransferproteinen kein (CYP106A2) oder nur sehr wenig (CYP154C5) Produkt gebildet
wurde. Zudem weisen alle Reaktionen mit Fldx-s.-e.-haltigen CFE zusammen mit CYP154C5 oder
CYP106A2 geringere Umsatze auf als die Negativkontrolle mit E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE und

Cytochrom P450 Monooxygenase (Negativkontrolle 2). Lediglich in den Reaktionen mit FdR 6 und
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Fdx 4/FdR 6-haltigem CFE wurden etwa doppelt so hohe Umsitze wie in der zugehdrigen
Negativkontrolle (Negativkontrolle 2) erzielt. Allerdings hatte dieser Negativkontrolle fiir einen ganz
exakten Vergleich ebenfalls noch FdR 6 zugesetzt werden miissen. Daher konnten aus diesem
Versuch keine prazisen Aussagen Uber eine mogliche Kooperation von Fdx 4 mit CYP154C5 oder
CYP106A2 abgeleitet werden. Des Weiteren fallt wiederum auf, dass signifikante Mengen Produkt
gebildet werden, sobald CYP154C5 oder CYP106A2 mit E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE kombiniert
werden. Dies weist erneut darauf hin, dass E. coli-eigene Redoxproteine ebenfalls Elektronen auf

CYP154C5 und CYP106A2 Ubertragen kénnen.

Es wurden nachfolgend verschiedene weitere Reaktionen mit CYP154C5 und CYP106A2
durchgefiihrt. So wurden einige Biokatalysen mit CYP106A2 bei einer geringeren Substrat-
konzentration (0,5 mM Progesteron) wiederholt, um die Substratinhibition des Enzyms bei hoheren
Substratkonzentrationen zu umgehen. AulRerdem wurden die Reaktionen mit CYP154C5 und
Fdx 4/FdR 6-CFE bzw. Fldx-s.-e.-CFE wiederholt, da diese im ersten Versuch hohere bzw. dhnlich
hohe Umsatze erreicht hatten wie die Negativkontrolle mit E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE und
CYP154C5. Es sei darauf hingewiesen, dass bei diesem Versuch im Vergleich zu dem vorherigen
Experiment sowohl fir die Reaktion mit CYP154C5 als auch mit CYP106A2 deutlich konzentrierterer
Fdx 4/FdR 6-CFE verwendet wurde. Des Weiteren wurden einige Negativkontrollen angepasst, um
einen genaueren Vergleich zwischen Negativkontrolle und eigentlicher Reaktion zu erhalten. Zur
Identifikation potentieller Redoxpartner von CYP154C5 und CYP106A2 wurden diese P450-Enzyme
ebenfalls zusammen mit weiteren Elektronentransferproteinkombinationen in Biokatalysen
eingesetzt. Dementsprechend wurden fiir beide Cytochrom P450 Monooxygenasen Reaktionen mit
der Kombination aus Fldx-s.-CFE (zellfreier Extrakt mit Flavodoxin ohne N-terminale Verldangerung)
und FdR 7 durchgefiihrt. Zudem wurden die putativen Ferredoxine Fdx 1 und Fdx 3 in Form von
zellfreiem Extrakt zusammen mit allen verfliigharen Ferredoxinreduktasen in Biokatalysen mit
CYP154C5 getestet. Ahnlich wie fir CYP154H1 sollten diese beiden putativen Ferredoxine als
mogliche Elektronentransferpartner nicht ausgeschlossen werden, obschon im Cytochrom c-Assay
keine Elektronentransferaktivitat nachgewiesen werden konnte (siehe Abschnitt 3.1.2.2; eingesetzt
in Form von zellfreiem Extrakt). Wie im vorigen Experiment wurde CYP154C5 als aufgereinigtes
Enzym und CYP106A2 in Form von zellfreiem Extrakt eingesetzt. Die P450-Konzentration von 3 uM
wurde beibehalten. Wahrend die Substratkonzentration fir CYP106A2 auf 0,5 mM reduziert wurde,
wurden fiir CYP154C5 weiterhin 2 mM verwendet. AuRerdem wurde wiederum jeweils der Cofaktor
eingesetzt, fir den die verwendete Reduktase im zuvor durchgefiihrten KHCF-Assay die hohere

Aktivitat aufwies. Die Biokatalysen wurden fiir ca. 15 h bei 30 °C und 250 rpm inkubiert und
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anschlieRend extrahiert wie unter Abschnitt 2.4.1 beschrieben. Die in Tabelle 3.5 gezeigten Umsatze

wurden mittels Formel 10 berechnet.

Tabelle 3.5: Ubersicht liber die Ergebnisse der Biokatalysen mit CYP154C5 und CYP106A2 in Kombination mit
weiteren Redoxproteinen aus T. fusca unter Verwendung von Progesteron als Substrat bei 30 °C.

Umsatz [%] Umsatz [%]

Reaktion mit CYP154C5  mit CYP106A2
P450 + E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 1) 14 27
P450 + PdR + Pdx (Positivkontrolle) 100 84
P450 + FAR 9 + Fdx 8 n. b. 0,0
P450 + FAR 9 + Fdx 2 n. b. 0,0
P450 + FdR 6 + Fdx 8 n. b. 0,0
P450 + FdR 6 + E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE (Negativkontrolle 2) 12 27
P450 + FdR 6 + Fdx 4/FdR 6-CFE* 18 4,3
P450 + FdR 7 (Negativkontrolle 3) 0,5 0,0
P450 + Fldx-s.-e.-CFE (Negativkontrolle 4) 4,3 2,4
P450 + FdR 7 + E. coli BL21 pET28a-CFE (Negativkontrolle 5) 6,8 22
P450 + FdR 7 + Fldx-s.-e.-CFE 4,9 3,4
P450 + Fldx-s.-CFE (Negativkontrolle 6) 10 21
P450 + FdR 7 + Fldx-s.-CFE 12 21
P450 + Fdx 1-CFE (Negativkontrolle 7) 2,8 n. b.
P450 + FdR 5 + Fdx 1-CFE 2,8 n. b.
P450 + FdR 6 + Fdx 1-CFE 2,4 n. b.
P450 + FdR 7 + Fdx 1-CFE 3,3 n. b.
P450 + FdR 9 + Fdx 1-CFE 2,1 n. b.
P450 + Fdx 3-CFE (Negativkontrolle 8) 3,1 n. b.
P450 + FdR 5 + Fdx 3-CFE 3,8 n. b.
P450 + FdR 6 + Fdx 3-CFE 3,8 n. b.
P450 + FdR 7 + Fdx 3-CFE 5,0 n. b.
P450 + FdR 9 + Fdx 3-CFE 2,9 n. b.

Reaktionsbedingungen: 50 mM KP-Puffer, pH 7,4, 2 mM (bei CYP154C5-Reaktionen) bzw. 0,5 mM (bei
CYP106A2-Reaktionen) Progesteron, 3 uM aufgereinigte CYP154C5 bzw. CYP106A2-enthaltender CFE mit einer
P450-Konzentration von 3 uM, 3 uM FdR, 12 uM Fdx oder Fdx- bzw. Fldx-haltiger CFE mit unbekannter Fdx-
bzw. Fldx- Konzentration (finale Gesamtproteinkonzentration: 8,5 mg/mL (CYP154C5) bzw. 6,5 mg/mL
(CYP106A2), * Ausnahme: Fdx 4/FdR 6-CFE (CYP154C5): 22 mg/mL), 0,1 mM NAD(P)H, 1 U/mL (CYP154C5) bzw.
2 U/mL GDH (CYP106A2) (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NAD" pro Minute bei pH 7,4 und RT
reduzierte), 30 mM Glucose, 600 U/mL Katalase (nur wenn kein CFE eingesetzt wurde), Inkubationsdauer: ca.

15h, 30°C, 250 rpm, geschlossene 12 mL GlasgefaRe, fiir Leervektor-CFE Uber Proteingehalt (8,5 mg/mL
(CYP154C5) bzw. 6,5 mg/mL (CYP106A2)) normiert. Die Abklrzung ,n. b.” steht fiir ,,nicht bestimmt”.
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Im Fall der Biokatalysen mit CYP154C5 konnte diesmal zusammen mit FdR 6 und dem Fdx 4-haltigen
CFE ein Umsatz erzielt werden, der den Umsatz der Negativkontrollen 1 und 2 signifikant Gbersteigt.
Allerdings muss dazu gesagt werden, dass die Gesamtproteinkonzentration in der besagten Reaktion
im Vergleich zur Negativkontrolle 2 etwa zweieinhalbmal so hoch war, da mit konzentriertem CFE
gearbeitet wurde. Eine Kontrollreaktion mit entsprechend konzentriertem E. coli C43 (DE3) pET28a-
CFE wurde nicht durchgefiihrt. Daher kann weder bewiesen noch ausgeschlossen werden, dass Fdx 4
in der Lage ist, mit CYP154C5 zu interagieren. Ansonsten liegen die Umséatze der anderen getesteten
Kombinationen mit Flavodoxin-haltigem CFE oder Fdx 1- bzw. Fdx 3-haltigem CFE ungefahr auf dem
Niveau der entsprechenden Negativkontrolle, wobei die Werte fur Fdx 1- bzw. Fdx 3-haltigen CFE
prinzipiell sehr niedrig sind. Fir den Einsatz der aufgereinigten Ferredoxine Fdx 8 und Fdx 2 in
Kombination mit FAR 9 und FdR 6 sowie CYP106A2 konnte erneut keine Produktbildung
nachgewiesen werden. Die Biokatalysen mit CYP106A2, FdR 6 und Fdx 4-haltigem CFE resultierten in
deutlich niedrigeren Umsétzen als die Negativkontrollen 1 und 2 mit E. coli C43 (DE3) pET28a-CFE. In
diesem Fall wiesen die verwendeten zellfreien Extrakte die gleiche Proteinkonzentration auf. Dies
weist darauf hin, dass Fdx 4 nicht mit CYP106A2 interagiert. Darliber hinaus wurde abermals
signifikant Produkt gebildet, sobald CYP154C5 oder CYP106A2 mit E. coli BL21 (DE3) bzw. C43 (DE3)
pET28a-CFE kombiniert wird. Im direkten Vergleich der Leervektorkontrolle zu den restlichen
Negativkontrollen scheint der Umsatz interessanterweise zu sinken, wenn der CFE putatives

Ferredoxin oder putatives Flavodoxin enthalt.

Da die Umsatze der Negativkontrolle nicht signifikant Gberschritten und somit die Umsatze der
Positivkontrolle nicht erreicht wurden, muss geschlussfolgert werden, dass sich keine Redoxpartner
flir CYP154C5 oder CYP106A2 unter den getesteten Elektronentransferproteinen befanden,
vorausgesetzt letztere waren unter den gegebenen Bedingungen korrekt gefaltet und aktiv.

3.1.4 Coexpression von putativen Elektronentransferproteinen mit CYP154H1 fiir den

Einsatz in der Biokatalyse

Wie unter Abschnitt 3.1.1.1 erldutert, bilden Fdx 4 und FdR 6 ein mogliches Redoxpaar, da die
entsprechenden Gene (Tfu_1226 bzw. Tfu_1227) im Genom von T. fusca unmittelbar aufeinander
folgen. Zudem codiert das direkt benachbarte Gen Tfu_1225 fir die Cytochrom P450
Monooxygenase CYP217A1, sodass Fdx 4 und FdR 6 putative Redoxpartner dieses Enzyms sind.
Daher wurde vermutet, dass die Kombination aus Fdx 4 und FdR 6 womdglich ebenfalls fiir die
Kooperation mit anderen Cytochrom P450 Monooxygenasen geeignet ist.

Wiederum in Abschnitt 3.1.1.1 wurde gezeigt, dass die Expression von Fdx 4 bei gleichzeitiger
Coexpression von FdR 6 mit dem Stamm E. coli C43 (DE3) pET28a_Tfu 1226 plT2_Tfu_1227

verbessert werden konnte, was ein weiterer Hinweis dafir ist, dass Fdx 4 und FdR 6 ein Redoxpaar
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bilden. Die Aufreinigung von Fdx 4 fiihrte allerdings zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis. Aus
diesem Grund wurde fiir die Biokatalysen mit CYP154H1, CYP154C5 und CYP106A2 Fdx 4-haltiger
zellfreier Extrakt des eben erwdahnten Stammes eingesetzt, der aufgrund der Coexpression mit FdR 6
ebenfalls diese Reduktase enthielt (siehe Abschnitt 3.1.3). In der Folge wurde die Coexpression von
CYP154H1, Fdx 4 und FdR 6 getestet. Dabei sollte untersucht werden, ob die Expression der
Cytochrom P450 Monooxygenase die Expression der anderen Proteine beeinflusst bzw. umgekehrt.
Da ein Teilziel dieser Arbeit darin bestand, die natlirlichen Redoxpartner von CYP154H1 aus T. fusca
zu identifizieren, wurden die folgenden Versuche nur mit CYP154H1 und mit keinen weiteren P450-
Enzymen durchgefiihrt. Fir die Coexpression von CYP154H1, Fdx 4 und FdR 6 sollten sich die Gene
fir Fdx 4 und FdR 6 zusammen auf einem Coexpressionsvektor und das Gen fiir CYP154H1 auf einem
separaten Vektor befinden. Es wurden pACYCDuet™-1 als Plasmid zur Coexpression von FdR 6 und
Fdx 4 sowie plIT2 _cyp154h1 zur CYP154H1-Expression gewdahlt. Dies ermdglichte einen direkten
Vergleich zwischen dem Einsatz des entsprechenden Konstrukts pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226
und dem Einsatz von pACYC_CamAB, welches fiir die Coexpression von PdR und Pdx verwendet
wurde. Dieses Plasmid wurde bereits von Schallmey et al. in Kombination mit plT2_cyp154h1 zur
Bestimmung des Substratspektrums von CYP154H1 eingesetzt (Schallmey et al.,, 2011). Der
entsprechende Stamm E. coli C43 (DE3) plIT2 _cypl54hl pACYC_CamAB stand daher als
Positivkontrolle flir die spateren Biokatalysen mit CYP154H1-, Fdx 4- und FdR 6-haltigem zellfreien
Extrakt zur Verfliigung. Im Folgenden sind zunachst die Ergebnisse der Klonierung und Coexpression

gezeigt. Im Anschluss folgen die Resultate der Aktivitdtsbestimmung und der Biokatalyse.

3.1.4.1 Klonierung und Einsatz von Plasmiden zur Coexpression von putativen
Elektronentransferproteinen mit CYP154H1

Um den Vektor pACYCDuet_Tfu_1227+4Tfu_1226 zu erhalten, wurde zunachst iber PCR die Ndel-
Schnittstelle des FdR 6-Gens gegen eine BspHI-Erkennungssequenz ausgetauscht (pET28a_Tfu_1227
diente als parentale DNA). Die resultierende Gensequenz wurde Gber Verdau mit BspHI sowie Hindlll
und Ligation in den mit Ncol sowie Hindlll verdauten Leervektor pACYCDuet™-1 eingefligt. Der
resultierende Vektor pACYCDuet Tfu_1227 stand daraufhin zum Einbringen des Fdx 4-Gens zur
Verfligung. Daflr wurden Vektor wie auch Gen mit Ndel und Xhol verdaut und durch Ligation beider
wurde pACYCDuet Tfu_1227+Tfu_1226 erhalten. Um schlieBlich eine Coexpression der Gene fir
FdR 6, Fdx 4 und CYP154H1 zu realisieren, wurden die Plasmide pACYCDuet Tfu_1227+Tfu_1226
und pIT2_cyp154hl in E. coli BL21 (DE3) und C43 (DE3) co-transformiert. Im Rahmen einer
Expressionsstudie im groRen MalRstab (500 mL TB-Medium) wurde bei 30 °C die Coexpression
getestet. Bei dieser Expressionsstudie war das Ziel — neben der Ublichen Analyse der Expression
mittels SDS-PAGE — die P450-Konzentration zu bestimmen, wozu deutlich mehr Probe notwendig

war, als zur alleinigen Analyse via SDS-PAGE. Daher wurden im Vergleich zu Ublichen
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Expressionsstudien deutlich groRere Proben genommen, um genigend Zellmaterial fur die
nachfolgenden Analysen zu erhalten.

Fir die Expression mit E. coli C43 (DE3) plT2_cyp154h1 pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 bei 30 °C
wurden dabei die besten Resultate erhalten, da bei dieser Bedingung die hochste CYP154H1-
Konzentration festgestellt werden konnte. Der Nachweis der drei Zielproteine Uber das
entsprechende SDS-Gel (Abbildung 3.23) gestaltet sich als schwierig. Einerseits war es in diesem Fall
nicht einfach moglich, die Zielproteine spezifisch liber einen Western Blot nachzuweisen, da keines
der Proteine Uber einen His-Tag verfligte. Andererseits besitzen FdR 6 (44,2 kDa) und CYP154H1
(45,9 kDa) ahnliche Molekulargewichte, sodass die Banden auf der entsprechenden Hohe nicht

genau zuzuordnen sind.

30 °C
Uberstand Pellet
M Oh2h 5h28h Oh 2h 5h28h

55 kDa
40 kDa

15 kDa

10kDa

Abbildung 3.23: SDS-Gel zur Analyse der Expression von FdR 6, Fdx 4 und CYP154H1 in E. coli C43 (DE3)
pIT2_cyp154hl pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 bei 30 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODg.: = 0,2;
induziert mit 0,4 mM IPTG bei OD = 1). Der Zellaufschluss erfolgte durch Ultraschall. Die rot markierten
Bereiche geben die Hohe der Zielproteine an (FAR 6 und CYP154H1: ca. 45 kDa, Fdx 4: ca. 7 kDa). M:
Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas.

3.1.4.2 Bestimmung der Elektronentransferaktivitat
Die  Elektronentransferaktivitdit der zellfreien Extrakte wvon E. coli BL21 (DE3)

pPACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 bzw. C43 (DE3) pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 (zur Coexpression
von FdR 6 und Fdx 4) sowie E. coli BL21 (DE3) pIT2_cyp154h1 pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 bzw.
C43 (DE3) plT2_cyp154h1 pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 (zur Coexpression von CYP154H1 mit
FdR 6 und Fdx 4) wurde ebenfalls untersucht und mit den Werten fiir den zellfreien Extrakt von
E. coli BL21 (DE3) bzw. C43 (DE3) (ohne Vektor) verglichen. Die daflir verwendeten Zellen stammten
aus einer Expressionsstudie und somit wurde die Elektronentransferaktivitdat der zu verschiedenen

Zeitpunkten gezogenen Proben (0 h, 2 h, 5 h und 24 h nach Induktion) ermittelt. Dabei wurden
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generell sehr niedrige Aktivitatswerte (unter 0,1 U/mg) festgestellt und die Werte der zellfreien
Extrakte von E. coli BL21 (DE3) pACYCDuet Tfu 1227+Tfu_1226 bzw. C43 (DE3)
pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 sowie E. coli BL21 (DE3) pIT2_cyp154h1
pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 bzw. C43 (DE3) pIT2_cyp154hl pACYCDuet Tfu_1227+Tfu_1226
waren entweder niedriger oder nicht signifikant hoher als die Werte der zellfreien Extrakte von
E.coli BL21 (DE3) bzw. C43 (DE3) (Negativkontrollen). Moglicherweise war das Fdx 4-
Expressionslevel zu gering oder das Ferredoxin interagiert nicht mit Cytochrom c, sodass keine

signifikante Aktivitat in Form von Cytochrom c-Reduktion detektiert werden konnte.

3.1.4.3 Biokatalyse
Der Einsatz von FdR 6 und Fdx 4 bzw. PdR und Pdx wurde in Biokatalysen mit CYP154H1 verglichen.

Fir die Produktion von CYP154H1-, Fdx 4- und FdR 6-haltigem zellfreien Extrakt wurde E. coli C43
(DE3) pIT2_cyp154h1 pACYCDuet_Tfu_1227+Tfu_1226 nach Induktion fiir 4 h bei 30 °C kultiviert und
anschlieRend mittels Ultraschall aufgeschlossen. Fiir die Kontrollen wurden jeweils die gleichen
Bedingungen beibehalten. Als Substrate fiir die Biokatalysen wurden das bereits beschriebene B-
Jonon sowie Styrol verwendet. Styrol wurde ebenfalls von Schallmey et al. (2011) als Substrat fiir

CYP154H1 identifiziert, wobei als Produkt Styroloxid resultiert (Abbildung 3.24).

0
CYP154H1 \\\\\Q
O pdx+ poR
NADH  NAD'
0,  HO

Styrol (S)-Styroloxid

Abbildung 3.24: Umsatz von Styrol zu (S)-Styroloxid durch CYP154H1 zusammen mit Pdx und PdR.

Die Reaktionen wurden jeweils bei 30 °C und bei 50 °C durchgefiihrt. In diesem Fall wurden die
50 °C-Ansétze vor Start der Reaktion (durch Cofaktorzugabe) fiir 20 Minuten bei der entsprechenden
Temperatur im Wasserbad inkubiert, sodass die Ansatze zum Reaktionsstartpunkt tatsachlich die
gewiinschte Temperatur aufwiesen. Es wurde NADH als Cofaktor eingesetzt und da mittlerweile
auch ein thermostabiles Enzym zur Cofaktor-Regenerierung bei hoheren Temperaturen zur
Verfiigung stand (PseFDH), wurde keine hohere NADH-Konzentration fir die 50 °C-Reaktionen
bendtigt. Es ist zu beachten, dass fiir diesen Versuch {iber die P450-Konzentration normiert wurde
und nicht iber den Gesamtproteingehalt. Somit verfligten zwar alle CYP154H1-haltigen Reaktionen
Uber die gleiche CYP154H1-Endkonzentration von 17 uM, aber durch die unterschiedlichen
Gesamtproteinkonzentrationen in den verschiedenen zellfreien Extrakten wich der Proteingehalt der

einzelnen Ansatze voneinander ab. Die Reaktionen wurden fiir ca. 16 h bei der entsprechenden
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Temperatur und 250 rpm inkubiert, die anschlieBende Extraktion erfolgte wie unter Abschnitt 2.4.1
beschrieben und die Substanzen wurden mittels GC und Methode 1 analysiert (siehe Abschnitt
2.5.2). B-Jonon und dessen Hauptprodukt wiesen wiederum Retentionszeiten von 15,4 min bzw.
17,6 min auf, wahrend Styrol und dessen Hauptprodukt bei 6,4 min bzw. 9,4 min detektiert wurden.
Die Berechnung des Umsatzes (Tabelle 3.6) erfolgte Uber die integrierten Peakflichen mit Hilfe von

Formel 10.

Tabelle 3.6: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Biokatalysen mit CYP154H1 unter Verwendung der
coexprimierten Proteine FdR 6 und Fdx 4 bzw. PdR und Pdx sowie B-Jonon und Styrol als Substrate bei 30 °C
und 50 °C.

Reaktion Umsatz [%] Umsatz [%]
bei 30 °C bei 50 °C
B-Jonon
Reaktionsgemisch ohne CFE (Negativkontrolle 1) 0,9 0,5
FdR 6/Fdx 4-CFE (Negativkontrolle 2) 1,0 2,0
CYP154H1-CFE (Negativkontrolle 3) 19 2,9
CYP154H1/PdR/Pdx-CFE (Positivkontrolle) 99 5,0
CYP154H1/FdR 6/Fdx 4-CFE 24 3,3
Styrol
Reaktionsgemisch ohne CFE (Negativkontrolle 1) 0,0 0,0
FdR 6/Fdx 4-CFE (Negativkontrolle 2) 0,0 0,2
CYP154H1-CFE (Negativkontrolle 3) 1,0 0,2
CYP154H1/PdR/Pdx-CFE (Positivkontrolle) 11 1,4
CYP154H1/FdR 6/Fdx 4-CFE 1,9 2,4

Reaktionsbedingungen: 50 mM KP;-Puffer, pH 7,4, 5 mM Substrat, 17 uM CYP154H1, FdR 6- und Fdx 4-
bzw. PdR- und Pdx-haltiger CFE mit unbekannter FdR- und Fdx-Konzentration (Volumen normiert (iber
CYP154H1-Konzentration), 0,1 mM NADH, 2 U/mL PseFDH (1 U entsprach der Enzymmenge, welche
1 umol NAD" pro Minute bei pH 7,4 und RT reduzierte), 150 mM Natriumformiat, Inkubationsdauer: ca.
16 h, 30 °C und 50 °C, 250 rpm, geschlossene 12 mL GlasgefalRe, 50 °C-Reaktionen vor Cofaktorzugabe
fiir 20 min bei 50 °C im Wasserbad inkubiert.

Zuerst fallt auf, dass eine starke Diskrepanz zwischen den Umsatzen von B-Jonon und denen von
Styrol besteht. Wahrend bei 30 °C das B-Jonon in der Positivkontrolle fast vollstdndig umgesetzt
wird, wird fir die Positivkontrolle von Styrol ein deutlich niedriger Umsatz von nur ca. 11 % erzielt.
Dementsprechend weisen die restlichen Reaktionen mit Styrol als Substrat ebenfalls nur geringe
Umsatze auf, was die Interpretation der Ergebnisse schwierig gestaltet. In den Reaktionen mit -
Jonon bei 30 °C werden dagegen ebenfalls von dem Ansatz mit CYP154H1-, FdR 6- und Fdx 4-
haltigem CFE und von Negativkontrolle 3 mit CYP154H1-haltigem CFE zweistellige Umsatze erzielt.
Dabei ist der Umsatz des CYP154H1-, FdR 6- und Fdx 4-haltigen Ansatzes im Vergleich zur



122

Ergebnisse

Negativkontrolle 3 etwa fiinf Prozentpunkte hoéher, was auf eine mdgliche Interaktion zwischen
Fdx 4 und CYP154H1 hinweist. Allerdings lag der Proteingehalt des zellfreien Extrakts in der
genannten Reaktion ca. 14 % Ulber dem der Negativkontrolle 3, sodass ein genauer Vergleich
schwierig ist. Des Weiteren sind die Werte des erwdahnten Umsatzes nicht anndhernd so hoch wie
der Umsatz der Positivkontrolle mit PdR und Pdx. Es ist zudem zu beobachten, dass selbst im
Substratstandard ohne CYP154H1 bzw. CFE (Negativkontrolle 1) Produkt nachgewiesen wurde. Dies
zeigt, dass bereits im Substrat ein kleiner Anteil des Produkts enthalten ist, oder eine Substanz, die
mit der verwendeten GC-Methode die gleiche Retentionszeit aufweist wie das Produkt. Fiir die Tests
bei 50 °C wurde generell nur sehr geringe Produktbildung festgestellt. So weisen die
Positivkontrollen nur noch ca. 5 % (B-Jonon) bzw. etwa 10 % (Styrol) des bei 30 °C erzielten Umsatzes
auf. Zwar Ubersteigen die Umsatze mit CYP154H1-, FdR 6- und Fdx 4-haltigem CFE fiir beide
Substrate die entsprechende Negativkontrolle 3 (CYP154H1-haltiger CFE), fiir Styrol ist der erwdhnte
Umsatz sogar hoher als bei der Positivkontrolle, trotzdem sollten die Werte aufgrund der prinzipiell
niedrigen Produktbildung mit Vorsicht betrachtet werden. Darliber hinaus sollte beachtet werden,
dass bei 50 °C die Verdampfung hoher ist und die Bestimmung des Umsatzes damit einem hoheren

Fehler unterliegt.

Es kann abschlieRend weder bestdtigt noch ausgeschlossen werden, dass die
Redoxpartnerkombination aus FdR 6 und Fdx 4 fiir die Kooperation mit CYP154H1 geeignet ist. Die
Umséatze mit diesen Proteinen und CYP154H1 waren stets leicht héher als in der Negativkontrolle,

die Umsatze der Positivkontrolle wurden allerdings nicht erreicht.
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3.2 Untersuchung neuer Dbakterieller self-sufficient Cytochrom  P450
Monooxygenasen

Mit dem Ziel neuartige bakterielle self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenasen zu identifizieren,
welche sich moglichst stark von der bekannten P450gzys; (CYP102A1) unterscheiden, wurde im
Vorfeld des Projekts eine BLAST-Suche durchgefiihrt, bei der die Sequenz der Himdomane von
CYP102A1 als Ausgangssequenz diente. In Abbildung 3.25 sind die dabei erhaltenen homologen
Enzyme in Form eines phylogenetischen Stammbaumes dargestellt. Fiir weitere Untersuchungen
wurden anschlieRend CYP102A1-Homologe gewahlt, deren Himdomane eine Sequenzidentitat von
weniger als 40 % im Vergleich zu CYP102A1 aufwies. Dabei sollte untersucht werden, ob die relativ

geringe Sequenzidentitdat auch mit einem unterschiedlichen Substratspektrum einhergeht.

1 1_BM3_gi|117298
22_marine_gamma_proteobacterium_HTCC2143_gi|119475014

2_uncultured_soil_ acterlum_%igigggclmg

3 _Bradyrhizobium_japonicum_USDA_110 %&27351139
4 Rhodopseudomonas_palustiis_HaA2_gi[B6o73783
5_Rhodopseudomonas_palustris_Bi 91682754

SBS gi
—— B_Variovorax_paradoxus_EPS_gi 315586!549
L—— 7 Variovorax_paradoxus _S110_f_§i 239804334
8
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9_Erythrobacter_sp._NAP1_gi|85710667
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13_Nakamurella_multipartita, 'DSM_44233_g|5 58558437

4'_| 14 "Nakamurella_multipartita_DSM_44233 "gi|258652797
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16_Stn|e_‘3tosporan iUm_roseum_DSM_4302T %270510857
17_Herpetosiphon_aurantiacus_ATCC_23779_gi[159892080

T8_Sphingomonas_sp._S17_gi|332187452
T9_Pectobacterium_carotovorum_subsp._carotovorum_PC1_gi|253686673
20 Burkholderia_sp._383_gi|77964469
| 21_Actinosynnema_pretiosum_subsp._auranticum_gi|21449376

— 23_Ralstonia_pickettii_12J_gi|187926437

L— 24 Ralstonia_sp._5_7_47FAA_gi|309778759
Z5_Cupriavidus_metallidurans_C H346gi 93356250
26_Ralstonia_eutropha_H16_gi|116684954
27 Streptomyces_avermitilis_MA-4680 %i 29827116
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36_Azorhizobium_caulinodans ORS 571 gﬁ 58425144
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Abbildung 3.25: Ergebnisse der Suche nach neuartigen self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenasen mit
der Sequenz von CYP102A1l (P450gy;) als Ausgangssequenz. Der rot umrahmte Bereich markiert die
Organismen, die fiir weitere Arbeiten genutzt wurden. Die Abbildung wurde von M. Schallmey zur
Verfiigung gestellt.

Die gewahlten self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenasen sind CYP102y,, aus Nakamurella
multipartia und CYP102K1 aus Azorhizobium caulinodans, deren Himdomanen Sequenzidentitdaten
von 37 bzw. 34 % zur Himdomane von CYP102A1 aufweisen. Nakamurella multipartia ist ein gram-
positives, kokkenformiges Bakterium, das weder freibeweglich ist, noch sporenbildende
Eigenschaften aufweist. Es ist obligat aerob und in der Lage, in einem Temperaturbereich von 10 —

35 °C und einem pH-Bereich von pH 5,0 — 9,0 zu wachsen. Dabei wachst es selbst unter den besten
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Bedingungen (25°C und pH 7,0) duRerst langsam. Zudem besitzt es die Eigenschaft, grofe
Polysaccharidspeicher zu bilden (Yoshimi et al., 1996). Azorhizobium caulinodans ist ein gram-
negatives, stdbchenférmiges Bakterium, das beweglich und obligat aerob ist. Zudem ist es in der
Lage in einem Temperaturbereich von 12 — 43 °C zu wachsen und gleich gutes Wachstum erfolgt in
einem pH-Bereich von pH 55 — 7,8 (Dreyfus et al.,, 1988). Es hat darlber hinaus die
auBergewodhnliche Eigenschaft sowohl als freilebender Organismus als auch in Symbiose mit
Strauchern der Spezies Sesbania Stickstoff zu fixieren (Elmerich et al., 1982). Die Symbiose mit
Sesbania rostrata, einem schnell-wachsenden Busch der Sahel-Region, ist besonders gut beschrieben
und es kommt dabei zur Knéllchenbildung an der Wurzel und am Stangel der Pflanze (Dreyfus et al.,
1984). Der P450 Monooxygenase aus A. caulinodans wurde der systematische Name CYP102K1
zugeteilt (Dr. David Nelson). Das Enzym ist das 32. identifizierte und eingetragene Mitglied der
CYP102-Familie und gehort trotz der geringen Sequenzidentitat zur selben P450-Familie wie P450gy;3
(CYP102A1), stellt aber das erste Isoenzym einer eigenen Unterfamilie dar (Nelson, 2009). CYP102K1
ist darlber hinaus erst das achte Mitglied der CYP102-Familie, das in einem gram-negativen

Bakterium identifiziert wurde.

3.2.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung
Die synthetischen Gene von CYP102y,, aus N. multipartia und CYP102K1 aus A. caulinodans wurden
codonoptimiert flir die Expression in E. coli bestellt. Dabei wurden beide Gene in je zwei Teilen

bestellt und anschlieRend in mehreren Schritten in pET28a(+)-Vektoren zusammenkloniert.

3.2.1.1 Klonierung und Expression der self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenase aus
Nakamurella multipartia

Fir die Klonierung wurde zunachst das 5-Ende des CYP102y,.,-Gens Uber Verdau mit Ndel und
BamHl in den pET28a(+)-Vektor eingebracht. Das zweite Teilstiick (3‘-Ende) wurde mit Kpnl und
EcoRl verdaut. Die resultierenden DNA-Molekile wurden Uber Ligation in den jeweiligen, mit den
gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen pET28a(+)-Vektor eingefligt, der wie zuvor erwahnt,
bereits das jeweilige 5-Ende des Gens beinhaltete. Der resultierende Vektor pET28a_nmu wurde
anschlieRend in die Expressionsstaimme E. coli BL21 (DE3) und C43 (DE3) transformiert und die
Expression getestet.

Zunachst wurden verschiedene Expressionsstudien durchgefiihrt, bei denen vor allem
unterschiedliche Temperaturen getestet wurden. Allerdings wurde das Zielprotein stets in der
unléslichen Pelletfraktion gefunden, wie exemplarisch auf dem SDS-Gel bzw. Western Blot in

Abbildung 3.26 fir E. coli BL21 (DE3) pET28a_nmu bei 37 °C zu sehen ist.
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Abbildung 3.26: SDS-Gele und Western Blots zur Analyse der Expression von CYP102y,,, in E. coli BL21 (DE3)
pPET28a_nmu in TB-Medium bei 37 °C in Abhédngigkeit von der Zeit (ODg;,: = 0,2; induziert mit 0,2 mM IPTG
bei OD = 1). Die Zelllyse erfolgte mit B-PER. Die rot markierten Bereiche geben die H6he des Zielproteins an.
M: Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas, U: Uberstandsfraktion, P:
Pelletfraktion, Kg,,;: E. coli BL21 (DE3)-Leervektorkontrolle.

Daraufhin wurden neben der Temperatur weitere Parameter variiert, um den |6slichen Anteil des
Proteins zu erhohen. So wurden verschiedene Induktorkonzentrationen, Expressionsmedien sowie
Aufschlussmethoden (Ultraschall, Hochdruckhomogenisation und B-PER) untersucht. Zudem wurde
getestet, ob der Induktionszeitpunkt (ODgy bei Induktion) oder das Fillvolumen im
Erlenmeyerkolben (Fillvolumen-zu-GefdBvolumen-Verhiltnis) die Expression beeinflussen. Im Fall
der Variation der Medien wurde neben dem normalen TB-Medium auch TB-S-Medium verwendet,
welches durch den hohen Sorbitolanteil das Wachstum der Zellen verlangsamen sollte. Dadurch
bleibt den Proteinen mehr Zeit, ihre korrekte Faltung einzunehmen, was den |6slichen Proteinanteil
erhohen kann. Aullerdem wurden verschiedene TB-Medium-Zusammensetzungen in weiteren
Expressionsstudien untersucht. Dazu wurden Hefeextrakt und Pepton verschiedener Hersteller zum
Ansetzen des TB-Mediums verwendet. Die Ausgangsstoffe und Verarbeitungsweise der
Medienkomponenten variieren abhangig vom Hersteller und teils sogar Charge, was dazu flihrt, dass
sich jeweils die genaue Zusammensetzung unterscheidet. Dies kann sich wiederum auf das
Wachstum und die Expression auswirken (Hofzumahaus, 2013). Dariiber hinaus wurde untersucht,

ob die Zugabe des Detergenz Triton X-100 (0,4 %) in den Puffer, der zum Aufschluss mittels
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Ultraschall verwendet wurde, einen Einfluss auf die Loslichkeit des Proteins hat. Jedoch konnte keine
dieser MaBnahmen den Anteil an l6slicher CYP102y,,,, erhéhen.

Daher wurde ein anderer Vektor zur Expression getestet und das CYP102y,,.,-Gen in den pBAD-N-
Vektor kloniert (ohne His-Tag). Um dies zu erreichen, wurde die Gensequenz mit Ndel und EcoRI aus
dem pET28a_nmu-Plasmid geschnitten und in den entsprechend verdauten pBAD-N-Vektor ligiert.
Das resultierende Plasmid pBAD-N_nmu wurde in die E. coli-Stamme BL21 (DE3), C43 (DE3) und
TOP10 eingebracht und es wurden wiederum Expressionsstudien durchgefiihrt, bei denen wiederum
die bereits erwdhnten Parameter variiert wurden. Ungliicklicherweise lag das Zielprotein trotz der
zahlreichen unternommenen Versuche bei keiner der getesteten Bedingungen in der I6slichen
Fraktion vor, wie die exemplarischen SDS-Gele fiir die Expression mit E. coli TOP10 pBAD-N_nmu in

Abbildung 3.27 belegen.
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Abbildung 3.27: SDS-Gele zur Analyse der Expression von CYP102y,,, in E. coli TOP10 pBAB-N_nmu in TB-S-
Medium bei verschiedenen Temperaturen in Abhangigkeit von der Zeit (ODg;.: = 0,2; induziert mit 0,02 bzw.
0,2 % Arabinose bei OD = 1). Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall. Die rot markierten Bereiche
geben die Hohe des Zielproteins an. M: Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder“ von
Fermentas, A & E: 37 °C, B & G: 30 °C, C: 25 °C, D & F: 20 °C, E: 37 °C, das Luft-zu-Fliissigkeitsverhaltnis betrug
fiir alle Kulturen 0,6, auBer fir E (0,12).
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Da keine geeigneten Bedingungen zur I6slichen Expression von CYP102y.,, gefunden werden

konnten, wurde mit diesem Enzym nicht weitergearbeitet.

3.2.1.2 Klonierung, Expression und Aufreinigung von CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 aus
Azorhizobium caulinodans

CYP102K1

Zur Klonierung des CYP102K1-Gens wurde zunachst das 5-Ende des Gens mit Hilfe von Ndel und
BamHl in den pET28a(+)-Vektor eingebracht. Das 3‘-Ende des Gens wurde anschlieBend lber Verdau
mit BamHI und EcoRIl und anschlieRender Ligation in den mit den gleichen Restriktionsenzymen
geschnittenen pET28a(+)-Vektor eingebracht, der wie zuvor erwahnt, bereits das 5‘-Ende des Gens
beinhaltete. Das resultierende pET28a_cypl02kl-Plasmid wurde daraufhin in die
Expressionsstamme E. coli BL21 (DE3) und C43 (DE3) transformiert.

Im Rahmen von Expressionsstudien zur Analyse der CYP102K1-Expression wurden TB-Medium und
0,2 mM IPTG als Induktor eingesetzt sowie 30 °C und 37 °C als Expressionstemperaturen getestet
(siehe auch Abschnitt 2.2.14.1). Die resultierenden Proben wurden mit B-PER, Ultraschall oder
mittels Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen. Dabei wurde fir die Expression mit E. coli C43
(DE3) pET28a_cyp102k1 bei 30 °C und einer Expressionsdauer von etwa 22 h sowie Ultraschall oder
Hochdruckhomogenisation als Aufschlussmethode ein sehr gutes Ergebnis festgestellt, wie das

entsprechende SDS-Gel in Abbildung 3.28 zeigt.
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Abbildung 3.28: SDS-Gel zur Analyse der Expression von CYP102K1-Gen in E. coli C43 (DE3) pET28a_cyp102k1
bei 30 °C und einer Expressionsdauer von etwa 22 h in Abhangigkeit von der Zellaufschlussmethode (ODs;,
= 0,2; induziert mit 0,2 mM IPTG bei OD = 1). Der Zellaufschluss erfolgte mittels B-PER, Ultraschall (Son.)
oder Hochdruckhomogenisation (Hom.). Die rot markierten Bereiche geben die Hohe des Zielproteins an. M:
Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas, CYP: CYP102K1-Proben, K: E. coli C43
(DE3)-Leervektorkontrolle.
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Aus Abbildung 3.28 geht hervor, dass der l6sliche Proteinanteil nach dem Zellaufschluss mittels
Hochdruckhomogenisation am hochsten ist, gefolgt von dem Aufschluss durch Ultraschall. Es ist
auffallig, dass die B-PER-Proben keine Zielproteinbande in der |6slichen und nur eine sehr schwache
in der unloslichen Fraktion aufweisen, obwohl fiir alle Aufschlussmethoden Zellpellets der gleichen
Kultivierung genutzt wurden. Moglicherweise fiihrten die im B-PER enthaltenen Detergenzien zu
einer Fragmentierung oder Aggregation des Zielproteins. Im Fall einer Aggregation lasst sich das
Protein nur schwierig solubilisieren, sodass es sein kann, dass die auf das SDS-Gel aufgetragenen
Proteinproben kaum Zielprotein enthielten.

Die Expression im 500 mL-Malistab wurde ebenfalls in TB-Medium fir ca. 22 h bei 30 °C
durchgefiihrt und die IPTG-Konzentration betrug gleichermafRen 0,2 mM (siehe auch Abschnitt
2.2.14.2). Nach der Zellernte wurden die Zellen mittels Hochdruckhomogenisation aufgeschlossen
und abzentrifugiert. Der resultierende zellfreie Extrakt wurde anschlieRend fiir die Aufreinigung der
CYP102K1 mittels IMAC verwendet. Die HisTrap™ HP-Sdule wurde zunachst mit Lysepuffer |
dquilibriert und nach der Probenbeladung mit Waschpuffer gewaschen, bevor der Gradient mit
Elutionspuffer | gestartet wurde. Nach Beladen und Waschen der Saule war eine deutliche
Braunfarbung der Sdule zu beobachten, die durch das in Cytochrom P450 Monooxygenasen als
prosthetische Gruppe befindliche Him hervorgerufen wird. Die Elution von CYP102K1 begann bei
etwa 300 mM Imidazol, der entsprechende Peak ist im Beispielchromatogramm (Abbildung 7.19)
eindeutig zu erkennen. Die ebenfalls braun gefarbten Zielprotein-haltigen Fraktionen wurden
vereinigt und nach der Aufkonzentrierung schonend umgepuffert. D. h. es wurde eine langsame
Reduktion der Imidazolkonzentration durch Verdiinnen der Proteinlésung mit Puffer ohne Imidazol
und anschlieBender Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration durchgefiihrt. Der gleiche Puffer wurde
ebenfalls fir den entsprechenden Entsalzungsschritt mittels PD10-Saule verwendet. Im Anschluss
wurden das Konzentrat der aufgereinigten CYP102K1 und der zur Aufreinigung genutzte zellfreie
Extrakt anhand verschiedener Methoden analysiert. Mittels SDS-PAGE wurde die Aufreinigung
Uberprift und die Reinheit des CYP102K1-haltigen Konzentrats wurde auf etwa 90 % geschatzt
(Abbildung 3.29). Des Weiteren wurden die Gesamtprotein- und die P450-Konzentration sowie die
Elektronentransferaktivitat von CFE und Konzentrat bestimmt (siehe auch Abschnitt 3.2.2.1), um den
CYP102K1-Anteil am Gesamtprotein und Ausbeuten zu ermitteln (Tabelle 3.7). Demnach betrug der
CYP102K1-Anteil am Gesamtprotein etwa 21 % und das Konzentrat bestand zu ca. 98 % aus
CYP102K1. Die Uber die Proteingehaltsmessungen bestimmte Reinheit ist somit hoher, als die
optisch abgeschéatzte. Die P450- sowie Aktivitatsverluste wahrend der Aufreinigung betrugen jeweils

etwa 50 %. Insgesamt konnten etwa 66 mg aktive CYP102K1 aus einem Liter Kultur isoliert werden.
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nach DF DF
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Hohe des Zielproteins an. Untersucht wurden das Lysat, der CFE, das Pellet nach Aufschluss (P), die
aufgereinigte P450 (nach IMAC), der Durchfluss bei Beladen der Sdule mit dem CFE (DF load), der Durchfluss
beim Waschvorgang (DF wash), sowie das finale Konzentrat in verschiedenen Verdiinnungen. M:
Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas.

Tabelle 3.7: Ubersicht iiber die Ergebnisse der durchgefiihrten Analysen von CYP102K1-CFE und -Konzentrat
reprdsentativ fiir eine der durchgefiihrten Aufreinigungen.

CFE?  Konzentrat®
Analysiertes Parameter
Gesamtproteingehalt [mg] 304 35,1
Gesamtmenge an aktiver P450 [mg] 65,3 34,6
Gehalt aktive P450 [%]? 21,5 98,4
Aufreinigungsfaktor (P450-Gehalt) 4,5
Gesamtelektronentransferaktivitat [U] 1.949 886
Spez. Elektronentransferaktivitdt [U/mg Protein]°’ 6,4 25,2
Aufreinigungsfaktor (Elektronentransferaktivitat) 4
Ausbeuten
Ausbeute aktive P450 [%] - 52,9
Ausbeute Elektronentransferaktivitat [%] - 45,5

a) Bei Gesamtangaben bezogen auf 33 mL CFE
b) Bei Gesamtangaben bezogen auf 3,9 mL Konzentrat
c) Bezogen auf Gesamtproteingehalt
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CYP102K1-Hidmdomane

Um mehr Informationen Uber die Struktur von CYP102K1 zu erlangen, sollte die Himdomane
kristallisiert werden. Dazu wurde mit der Gruppe von Prof. Dr. Osami Shoji an der Nagoya Universitat
in Nagoya, Japan, zusammengearbeitet. Um die entsprechende Gensequenz der separaten
Hamdomane zu erhalten, wurde mit Hilfe von PCR und eines geeigneten Riickwartsprimers ein
Stoppcodon hinter dem 573. Codon des Volllangengens eingefligt. Somit wurde die Transkription in
dem Bereich zwischen der Hdmdomane und der Flavodoxindomane unterbrochen, wie in dem
Proteinsequenzausschnitt in Abbildung 3.30 zu erkennen ist. Die experimentell hergestellte
Hamdomane ist daher 48 Aminosauren langer als die annotierte Hdmdomane. Diese Verlangerung
wurde eingefligt, um einen gewissen Abstand zur annotierten Himdomane zu schaffen. Damit sollte

eine versehentliche Deletion von fir die Aktivitdt essentiellen Aminosauren vermieden werden.

N L
| 5320 540 550 560 570 580

CYP102E1 CRETARPEDPHYVLCHECGALTVEFDHLDOMLLERRPEVEGREPVRTELAPETUCEPLEVAQE REEMEVL

Efnnotierte Hamdom&ne CRET

Flavodoxindoméne VL

Exprimierte Hamdomane [RETAREPRELEPHYVLCHECALTVEEPDHLDMLLERRFPEVEGREEVRTEREPERTCGR

Abbildung 3.30: Sequenzausschnitt des Volllingenproteins CYP102K1, dessen annotierter Him- sowie
Flavodoxindomadne und der experimentell hergestellten Himdomaiane. Die experimentell hergestellte
Hamdomadne weist im Vergleich zur annotierten Hamdomdanensequenz eine Verlangerung von 48
Aminosduren auf.

Fir die anschlieRende Klonierung wurde der erwahnte Rickwartsprimer ebenfalls mit einer EcoRI-
Schnittstelle ausgestattet. Nach der PCR mit pET28a_cyp102k1 als parentale DNA und dem T7-
Vorwartsprimer wurde das resultierende PCR-Produkt mit Ndel und EcoRl verdaut. Das
entsprechende Genfragment der Hamdomane, cypl102k1-hd, wurde daraufhin in die Plasmide
pET28a(+) und pET42b(+) eingebracht, welche zuvor mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut
wurden. Somit verfligte die Himdomane bei Expression mit Hilfe des pET28a_cyp102k1-hd-Vektors
Uber einen N-terminalen His-Tag. Wurde das pET42b_cyp102kl1-hd-Plasmid zur Expression
verwendet, enthielt die resultierende Himdomane dagegen keinen His-Tag. Die Vektoren wurden
jeweils in E. coli BL21 (DE3) und C43 (DE3) transformiert und die Expression bei 30 °C und 25 °C (nur
E. coli BL21 (DE3) pET42b_cyp102k1-hd) getestet (siehe Abschnitt 2.2.14.1). Die IPTG-Konzentration
betrug jeweils 0,2 mM. Fiir beide Plasmide wurden die besten Ergebnisse mit E. coli C43 (DE3) bei
einer Temperatur von 30 °C und einer Expressionsdauer von ca. 22 h erreicht. Abbildung 3.31 zeigt
exemplarisch die SDS-Gele der Expressionsstudie mit E. coli BL21 (DE3) pET42b_cyp102k1-hd bzw.
C43 (DE3) pET42b_cyp102k1-hd bei 25 °C bzw. 30 °C. In dieser Abbildung ist fir E. coli C43 (DE3) eine
intensive Bande der CYP102K1-Hamdomane bei ca. 60 kDa in der I6slichen Fraktion nach 22 h zu

erkennen. Somit liegt die Bande auf der erwarteten Hohe (Molekulargewicht von CYP102K1-HD
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ohne His-Tag: ca. 63 kDa). Zudem wird deutlich, dass in E. coli BL21 (DE3) pET42b_cyp102k1-hd

selbst bei niedriger Kultivierungstemperatur (25 °C) Gberwiegend inclusion bodies gebildet werden.

Uberstand Pellet
C43 BL21 C43 BL21

M Oh 2h5h22h0h 2h 5h22h O0h2h5h22hM 0O0h 2h5h22h

Abbildung 3.31: SDS-Gel zur Analyse der Expression von CYP102K1-HD in E. coli BL21 (DE3)
pPET42b_cyp102k1-hd bei 25 °C bzw. C43 (DE3) pET42b_cyp102ki1-hd bei 30 °C in Abhangigkeit von der Zeit
(ODs;art = 0,2; induziert mit 0,2 mM IPTG bei OD = 1). Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall. Die rot
markierten Bereiche geben die Hohe des Zielproteins an. M: Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein
Ladder"” von Fermentas.

Die Plasmide wurden anschlieBend zur Kristallisierung der CYP102K1-Himdomadne zum

Kooperationspartner nach Japan geschickt.

N‘-short-CYP102K1

Die annotierte, in NCBI hinterlegte Proteinsequenz von CYP102K1 tragt am N-Terminus eine
Verlangerung von 87 Aminosauren, die nicht in P450gy; oder anderen homologen Cytochrom P450
Monooxygenasen zu finden ist. Somit stellte sich die Frage, ob dieser Uberhang wichtiger Bestandteil
des Enzyms ist, oder lediglich auf einer falschen Annotierung beruhte. Daher wurde im Verlauf des
Projektes ebenfalls eine verkiirzte Version des Proteins hergestellt. Bei genauer Analyse der
CYP102K1-Gensequenz wurde festgestellt, dass Codon 81 (GTG) einen mdglichen alternativen
Translationsstart darstellt, wie in Abbildung 3.32 gezeigt ist. Eine zugehorige typische
Ribosomenbindestelle, also eine sechs bis neun Nukleotide umfassende A/G-reiche Region, die sich
normalerweise flinf bis sieben Nukleotide vor dem Startcodon befindet (Shine und Dalgarno, 1975;
Vellanoweth und Rabinowitz, 1992; Hu et al., 2012), konnte nicht identifiziert werden. Dies wurde
ebenfalls fir ein anderes Gen aus A. caulinodans berichtet (Goethals et al., 1994), sodass untypische

Ribosomenbindestellen fiir diesen Organismus nicht unbedingt aulRergewdhnlich zu sein scheinen.
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Als mogliche Ribosomenbindestelle kommt in diesem Fall beispielsweise die Sequenzabfolge

TGGTGG (Position 224 — 229) in Frage, auch wenn dies nicht mit Sicherheit gesagt werden kann.

TTr[Trrr [T r T[T T T[T YT [T r T [P YT [P YT [P YT [ P T T [ T r e[ TP [ rrrr T

-1 200 210 220 230 240 250 280
CYP102El-Gen [GCGTGCCTGCCGECACGOEECTEOGGCTEETEETTCLAGEECGECENECCGTCTTICAGCTGOOCCES

Abbildung 3.32: Sequenzausschnitt des CYP102K1-Gens. Das alternative Startcodon ist in Schwarz markiert.

Zur Herstellung einer verkiirzten CYP102K1-Variante wurde ein entsprechender Vorwartsprimer
entworfen, um den N-terminalen Uberhang zu entfernen und durch Einfiigen einer Ndel-
Schnittstelle gleichzeitig das alternative Startcodon GTG durch das von E. coli praferierte ATG-
Startcodon zu ersetzen. Dies fihrte zum Austausch V81M am N-Terminus der verkirzten Variante

N‘-short-CYP102K1 (Abbildung 3.33).

TTTTITTTT TTTTITTTT TTTT|TTTTITTTTITTTTITTTTITTTTIT

-1 &0 T0 g0 S0 100
Lo = I T MTIREMEZEFRTECGELENLE
CYP102E1 LDGVTIALDDSVEPAGTRLELVV GEVEPSSALPALHREVEPGPREPYEVVGHLE
N'—-short-CYP102E1 MESSARPRLHREVPGPREPYEVVGHNLE

Abbildung 3.33: Sequenzausschnitt des N-terminalen Uberhangs von CYP102K1 und der N-Termini von
P450g\; (CYP102A1) sowie der verkiirzten Variante N‘-short-CYP102K1.

Zur Klonierung des Genfragmentes N‘-short-cyp102k1 wurde nach der PCR mit pET28a_cyp102k1 als
parentale DNA und dem T7-Rickwartsprimer das PCR-Produkt mit Ndel und EcoRl verdaut und
anschlieBend in das entsprechend geschnittene Plasmid pET28a(+) ligiert. Der resultierende Vektor
pET28a_N‘-short-cyp102k1 wurde in E. coli C43 (DE3) eingebracht und die Expression des codierten
Enzyms N‘-short-CYP102K1 untersucht (siehe Abschnitt 2.2.14.1). Dabei wurden die gleichen
optimalen Expressionsbedingungen wie fiir das Volllangenenzym verwendet (TB-Medium, 0,2 mM
IPTG, 30 °C). Das zugehorige SDS-Gel der Expression im 500 mL-Malstab ist in Abbildung 3.34
wiedergegeben. Es zeigt fir die 23 h-Probe der I6slichen Fraktion sowie die 4 und 23 h-Proben der
Pelletfraktion intensive Banden fiir N‘-short-CYP102K1 auf einer Hohe von ca. 120 kDa. Dies
entsprach bezlglich des Molekulargewichts den Erwartungen (Molekulargewicht von N‘-short-

CYP102K1: 117,5 kDa).
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Uberstand Pellet

Oh 4h 232h M 0Oh 4h 23h

130 kDa
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Abbildung 3.34: SDS-Gel zur Analyse der Expression von N‘-short-CYP102K1 in E. coli C43 (DE3) pET28a_N‘-
short-cyp102k1 bei 30 °C in Abhangigkeit von der Zeit (ODg;.« = 0,2; induziert mit 0,2 mM IPTG bei OD = 1).
Der Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall. Die rot markierten Bereiche geben die Hohe des Zielproteins
an. M: Proteinmarker “PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas.

Die restlichen Zellen wurden fiir eine Aufreinigung von N‘-short-CYP102K1 mittels IMAC genutzt.
Dazu wurden sie aufgeschlossen und der zellfreie Extrakt auf eine HisTrap™ HP-Saule geladen. Diese
wurde zuvor mit Lysepuffer | dquilibriert und nach der Probenbeladung mit dem gleichen Puffer
gewaschen, bevor der Gradient mit Elutionspuffer | gestartet wurde. Nach der Beladung war eine
deutliche Braunfarbung der Saule zu beobachten, genau wie in den Zielprotein-haltigen Fraktionen.
Die Elution von N‘-short-CYP102K1 begann bereits bei etwa 30 mM Imidazol, der entsprechende
Peak ist im Chromatogramm (Abbildung 7.20) eindeutig zu erkennen. Dass das Enzym im Vergleich
zu CYP102K1 bei einer deutlich geringeren Imidazolkonzentration eluierte, weist darauf hin, dass es
in diesem Fall eher schwach an die Saule band. Die Zielprotein-haltigen Fraktionen wurden vereinigt
und nach der Aufkonzentrierung durch langsame Reduktion der Imidazolkonzentration schonend
umgepuffert. Im Anschluss wurden das Konzentrat und der zur Aufreinigung genutzte zellfreie
Extrakt anhand verschiedener Methoden analysiert. Mittels SDS-PAGE wurde die Aufreinigung
Uberprift und die Reinheit des N‘-short-CYP102K1-haltigen Konzentrats auf etwa 90 % geschatzt
(Abbildung 3.35). Dies stellt keinen Unterschied zur CYP102K1-Aufreinigung dar. Zudem fallt auf,
dass signifikante Mengen des Proteins im Durchfluss der Aufkonzentrierung nachgewiesen wurden.
Offensichtlich war die gewdahlte PorengroRe des Zentrifugalfilters (MWCO: 100 kDa) ungeeignet. Des
Weiteren wurden die Gesamtprotein- und P450-Konzentration sowie Elektronentransferaktivitat von
N‘-short-CYP102K1 im CFE und Konzentrat bestimmt (siehe auch Abschnitt 3.2.2.1), um den N‘-short-

CYP102K1-Anteil am Gesamtprotein und Ausbeuten zu ermitteln (Tabelle 3.8). Das Erste, was
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auffallt, ist die im Vergleich zur CYP102K1-Aufreinigung deutlich héhere
Gesamtproteinkonzentration in CFE sowie im Konzentrat. Der Gehalt an aktiver P450 ist ebenso in
beiden Fallen geringer (ca. 16 % bzw. 76 %), obwohl fiir das Konzentrat die gleiche Reinheit wie fiir
das CYP102K1-Konzentrat abgeschatzt wurde. Dagegen wurde im Vergleich zu CYP102K1 eine
hohere Elektronentransferaktivitit im CFE ermittelt. Dazu muss erwdhnt werden, dass zur
Bestimmung der Elektronentransferaktivitat fir CYP102K1 in der Regel 50 mM MOPS-Puffer (pH 7,0)
verwendet wurde, da noch kein optimaler pH-Wert bekannt war. Fir N‘-short-CYP102K1 wurde
hingegen mit dem optimierten 20 mM KP;-Puffer (pH 6,5) gearbeitet. Somit sind diese Werte nicht
einwandfrei miteinander vergleichbar. Es wurde aullerdem festgestellt, dass die Verluste im
Vergleich zur CYP102K1-Aufreinigung hoher und die Ausbeuten dadurch geringer ausfielen.
Demnach konnten etwa 59 mg aktive N‘-short-CYP102K1 aus einem Liter Kultur isoliert werden, was

im Vergleich zur CYP102K1-Ausbeute ca. 10 % weniger sind.

DF nach DF DF
lysast CFE P M load wash IMAC load Konz. Konzentrat

14 14 13 14 13 14 14 11 1:50 1:100

130kDa
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Abbildung 3.35: SDS-Gel zur Analyse der Aufreinigung von N‘-short-CYP102K1. Die rot markierten Bereiche
geben die Hohe des Zielproteins an. Untersucht wurden das Lysat, der CFE, das Pellet nach Aufschluss (P),
die geladene Probe (load), der Durchfluss beim Waschvorgang (DF wash), die aufgereinigte P450 (nach
IMAC), der Durchfluss bei Beladen der Sdule mit dem CFE (DF J/oad), der Durchfluss bei der
Aufkonzentrierung, sowie das finale Konzentrat in verschiedenen Verdiinnungen. M: Proteinmarker
“PageRuler Prestained Protein Ladder” von Fermentas.
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Tabelle 3.8: Ubersicht iiber die Ergebnisse der durchgefiihrten Analysen von N‘-short-CYP102K1-CFE
und -Konzentrat der durchgefiihrten Aufreinigung.

CFE?  Konzentrat”

Analysiertes Parameter

Gesamtproteingehalt [mg] 432 39,1
Gesamtmenge an aktiver P450 [mg] 68,3 29,6
Gehalt aktive P450 [%]° 15,7 75,7
Aufreinigungsfaktor (P450-Gehalt) 4,8
Gesamtelektronentransferaktivitat [U] 3.080 915
Spez. Elektronentransferaktivitat [U/mg Protein]c’ 7,9 23,4
Aufreinigungsfaktor (Elektronentransferaktivitat) 3
Ausbeuten

Ausbeute aktive P450 [%] - 43,8
Ausbeute Elektronentransferaktivitat [%] - 29,7

a) Bei Gesamtangaben bezogen auf 32,5 mL CFE
b) Bei Gesamtangaben bezogen auf 3,8 mL Konzentrat
c) Bezogen auf Gesamtproteingehalt

N‘-short-CYP102K1-Himdomadne

Es sollte ebenfalls eine verkiirzte Version des Himdomanengens hergestellt werden, um eine
mogliche Kristallisierung der Himdomane ohne den N-terminalen Uberhang zu untersuchen. Dazu
wurden fir die PCR die gleichen Primer eingesetzt wie fir das Volllangengen und pET42b_cyp102k1-
hd diente als parentale DNA. Das PCR-Produkt wurde mit Ndel und EcoRIl geschnitten und in den
pET42b(+)-Vektor ligiert, der zuvor mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut worden war. Bei
Expression mit dem resultierenden Plasmid pET42b_N‘-short-cyp102k1-hd enthielt die verkirzte
Hamdomane somit keinen His-Tag. Der Vektor wurde anschlieBend den Kooperationspartnern zur

Verfligung gestellt und nach Japan geschickt.

3.2.2 Charakterisierung von CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1

3.2.2.1 CO-Differenzspektrum, Cofaktorpraferenz und Elektronentransferaktivitat

Es wurden zunachst CO-Differenzspektren aufgenommen, um zu Uberprifen, ob die Himdomane
von CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1 korrekt gefaltet und aktiv war (Abbildung 3.36). Dariiber
hinaus konnte auf diese Weise ebenfalls die Cytochrom P450 Monooxygenase-Konzentration

bestimmt werden.
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Abbildung 3.36: CO-Differenzspektrum von reduzierter CYP102K1 (Rot) und N‘-short-CYP102K1 (Blau).

Es wird deutlich, dass die Himdomane beider Varianten iberwiegend intakt war und es sich folglich
sowohl bei CYP102K1 als auch bei N‘-short-CYP102K1 um aktive Cytochrom P450 Monooxygenasen
handelt, da die Proteine nach Begasung mit CO jeweils den charakteristischen Peak bei ca. 450 nm
aufweisen. Allerdings scheint in beiden Fallen nicht die komplette Probe aus aktivem Enzym zu
bestehen, da ebenfalls ein kleinerer Peak bei 420 nm verbleibt. Demnach war das Ham teils nicht fur
das CO zugéanglich, was auf eine Fehlfaltung der Enzyme hinweist (Martinis et al., 1996).

Im nachsten Schritt wurden die Cofaktorpraferenz sowie die Elektronentransferaktivitdt der FMN-
und FAD-haltigen Cytochrom P450 Reduktasedomane (CPR) von CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1
untersucht. Dazu wurde zunachst ein Cytochrom c-Assay mit CYP102K1 durchgefiihrt und es wurden
NADH und NADPH als Cofaktoren getestet. Dabei war vorerst unklar, ob dieser Assay Giberhaupt mit
dem Enzym funktionieren wiirde, da die Elektronen von der Reduktasedoméane grundsatzlich auch
auf das Ham des Enzyms Ubertragen werden kdnnten anstatt auf Cytochrom c. Allerdings konnte
eindeutig eine Cytochrom c-Reduktion detektiert werden, was wiederum bedeutet, dass definitiv
Elektronen von der CPR auf Cytochrom ¢ {bertragen wurden. Anhand der spezifischen
Elektronentransferaktivitit, 24,9 U/mg mit NADPH und 1,5 U/mg mit NADH, konnte eindeutig
NADPH als der praferierte Cofaktor identifiziert werden. Fiir N’-short-CYP102K1 wurde daher nur
NADPH als Cofaktor getestet und die ermittelte spezifische Elektronentransferaktivitdt von

23,4 U/mg entspricht fast dem Aktivitdtswert fir CYP102K1.

3.2.2.2 Untersuchung des Substratspektrums

Um das Substratspektrum der Cytochrom P450 Monooxygenase zu untersuchen, wurden zunéachst
verschiedenste Stoffe unterschiedlicher Substanzklassen in Biokatalysen zusammen mit CYP102K1

oder CYP102K1-haltigem CFE getestet. Dabei wurden verschiedene offenkettige Alkane bzw. Alkene
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(n-Hexan, n-Decan, 1-Decen, 1-Pentadecen, 1-Heptadecen), zyklische Alkene (Cyclohexan und
Cyclohexen) sowie Styrol und Diethylbenzen eingesetzt. Aus der Gruppe der Terpene und
Norisoprenoide wurden a- und B-Jonon, 7,8-Dihydro-a-jonon, a-lsomethyljonon, a-Jonol, a-Pinen,
(R)-(+)-Limonen, (S)-(-)-Limonen und (+)-Valencen verwendet. Es wurden aufRerdem die Fettsduren
Hexan- und Hexadecansdure, das Steroid Progesteron sowie weitere diverse Substanzen
(Ethanolamin, 7-Ethoxycoumarin, Indol, B-Carotin, Melatonin sowie Methylphenylsulfid) getestet.
Allerdings konnte nur fir B-Jonon Produktbildung mit einem recht geringen Umsatz von unter 10 %
nachgewiesen werden. Dabei wies das Produkt in der in Abbildung 3.37 dargestellten
gaschromatographischen Analyse mit 17,6 min exakt die gleiche Retentionszeit auf wie 3-Hydroxy--

jonon, das Hauptprodukt der CYP154H1-Reaktion mit B-Jonon als Substrat (Abbildung 3.20).
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Abbildung 3.37: Gaschromatographische Analyse des Umsatzes vom Substrat B-Jonon (S) durch CYP102K1
(pink) im Vergleich zur Negativkontrolle ohne CYP102K1 (schwarz) und zum p-Jonon-Umsatz durch
CYP154H1 (blau). Der Substratpeak ist rot-umrandet, der Produktpeak (P) ist griin-umrandet. Verwendete
GC-Methode: Methode 1 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Somit liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei dem Produkt der -Jononumsetzung mit CYP102K1
um eben jenes 3-Hydroxy-B-jonon handelt. Allerdings wurden keine weiteren Untersuchungen zur
genauen Produktbestimmung durchgefiihrt. Im Anschluss wurden Versuche unternommen, den
Umsatz durch Variation der Reaktionsbedingungen (Temperatur, pH-Wert bzw. Pufferart und
Substratkonzentration) zu optimieren. Allerdings konnten keine Bedingungen identifiziert werden,
die zu einem deutlich hoheren Umsatz gefiihrt hatten. Somit war auch eine genauere Untersuchung

des gebildeten Produktes kaum maoglich.
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Um noch weitere geeignete Substrate fir CYP102K1 zu identifizieren, wurde ein Substratscreening
am Institut fur Biochemie Il an der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf nach der von von Bihler et
al. (2013) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Dabei wurden insgesamt 57 verschiedene
Substanzen auf Umsatz getestet und mittels GC- bzw. LC-MS analysiert. Dabei wurde fir alle in
Dusseldorf durchgefiihrten Versuche ein 100 mM KPi-Puffer, pH 7,5, und 10 U/mL
Glucosedehydrogenase IV aus Bacillus megaterium (Eigenproduktion des Instituts flr Biochemie Il)
sowie eine Reaktionstemperatur von 25 °C verwendet. Auf diese Weise konnten zwei weitere
Substrate identifiziert werden, die zweifelsfrei umgesetzt wurden: Tridecansdure und
Tetradecansaure. Wie Abbildung 3.38 am Beispiel vom Umsatz von Tridecansdure zeigt, konnten in
beiden Fallen drei hydroxylierte Produkte detektiert werden, wobei die Hydroxylierung laut den GC-
MS-Daten jeweils an der w-1-, w-2- und w-3-Position der entsprechenden Fettsdure stattfand
(Abbildung 7.22 im Anhang). Das an w-3-Position hydroxylierte Produkt machte dabei jeweils den
geringsten Anteil an der Produktbildung aus. Da in beiden Fallen noch hohe Restsubstratmengen
detektiert wurden, war der Umsatz bei den gegebenen Bedingungen noch recht gering. Fiir weitere
untersuchte gesattigte Fettsduren (Kettenlange: Cq bis Cyg) konnte bei den gegebenen Bedingungen
gar kein Umsatz nachgewiesen werden.

Um die Reaktionsbedingungen der Biokatalyse mit CYP102K1 zu optimieren, wurden im Anschluss an
die Durchmusterung der Substratbibliothek mit dem Substrat Tridecansdure weitere Experimente
zur Bestimmung optimaler Puffer-, pH-, Temperatur- und Durchmischungsbedingungen

durchgefiihrt. Dazu wurden die Biokatalysen in allen Fallen mittels GC analysiert.

(a)
0]
\/\/\/\/\/\)L Tridecanséaure (S)
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0 OH 0 0
\(\/\/\N\)LOH + \)\/\/\/\/\/U\OH + \/\(\/\/\/\)LOH
OH OH

w-1 hydroxyliertes Produkt (P1) w-2 hydroxyliertes Produkt (P2) w-3 hydroxyliertes Produkt (P3)
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Abbildung 3.38: GC-MS-Analyse (in Diisseldorf) des in (a) gezeigten Umsatzes von Tridecansdure durch
CYP102K1. (b): Im Gaschromatogramm sind in der Probe (schwarz) im Vergleich zur Negativkontrolle ohne
CYP102K1 (pink) drei Produktpeaks erkennbar (S: Substrat (rot-umrandet), P: Produkt (griin-umrandet)).
Reaktionsbedingungen der Biokatalyse: 2 uM CYP102K1, 0,2 mM Tridecansdure, 0,1 mM NADP*, 20 mM
Glucose, 10 U/mL GDH IV (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pumol NADP* pro Minute bei pH 7,5 und
RT reduzierte), 1.200 U/mL Katalase, 100 mM KP;-Puffer (pH 7,5), 25 °C, 17 h, ohne Durchmischung.

3.2.2.3 Einfluss des Puffers und pH-Wertes

Um das pH-Optimum von CYP102K1 zu bestimmen, wurden Biokatalysen in verschiedenen Puffern
mit variierenden pH-Werten durchgefiihrt. Da sich bei dem Substratscreening in Dusseldorf
Tridecansdure als geeignetes Substrat herausstellte, wurde dieses Substrat zur weiteren
Charakterisierung des Enzyms genutzt. Zunadchst wurde getestet, welches Puffersalz sich fiir die
Biokatalysen mit CYP102K1 am besten eignet, wobei unterschiedliche organische und anorganische
Puffer (je 100 mM) im pH-Bereich von 5,5 — 8,5 eingesetzt wurden. Wie aus Abbildung 3.39
ersichtlich wird, konnten bei Verwendung von MOPS-Puffer, pH 7,0, sowie Natrium- bzw.
Kaliumphosphatpuffer, pH 6,5, innerhalb von 18 h 0,2 mM Tridecansaure vollstdndig umgesetzt
werden. Dabei wird deutlich, dass weniger das verwendete Puffersalz als vielmehr der pH-Wert des
Puffers eine zentrale Rolle fiir die Aktivitat der CYP102K1 spielen.

Allerdings geht aus Abbildung 3.39 nicht hervor, welche Zeit tatsachlich notwendig ist, um 100%
Umsatz zu erreichen. Deshalb wurde ein zusatzlicher Test durchgefiihrt, um den zeitlichen Verlauf
des Umsatzes besser nachvollziehen zu kdnnen. Der Einfachheit halber wurde der Versuch lediglich
mit 100 mM MOPS-Puffer, pH 7,0, durchgeflihrt. Dieses Experiment zeigte, dass etwa 50 % des
Substrates (0,2 mM) bereits zwei Minuten nach Reaktionsbeginn umgesetzt wurden, nach einer
Stunde waren 80 % umgesetzt und nach drei Stunden 90 % (Abbildung 3.40). Daher wurde die
Reaktionsdauer fir alle folgenden Biokatalysen zur Charakterisierung der CYP102K1 auf maximal drei

Stunden reduziert. Des Weiteren wurde ebenfalls der Einfluss der Pufferkonzentration auf die
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Aktivitdt des Enzyms untersucht. Dazu wurden die Biokatalysen in MOPS-Puffern (pH 7,0)
verschiedener Konzentrationen (1 — 100 mM) durchgefiihrt. Dabei konnten allerdings kaum

Unterschiede festgestellt werden, sodass die Pufferkonzentration offenbar keine entscheidende
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Abbildung 3.39: Umsatz von Tridecansdure mit CYP102K1 in verschiedenen Puffern. Verwendete GC-
Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Reaktionsbedingungen: 2 uM CYP102K1, 0,2 mM Tridecansdure, 0,2 mM NADPH, 20 mM Glucose, 10 U/mL
GDH IV (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NADP* pro Minute bei pH 7,0 und RT reduzierte),
1.200 U/mL Katalase, verschiedene 100 mM Puffer, 26 °C, 18 h, ohne Durchmischung.
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Abbildung 3.40: Zeitlicher Verlauf des Umsatzes von Tridecansdure mit CYP102K1. Verwendete GC-Methode:
Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Reaktionsbedingungen: 2 uM CYP102K1, 0,2 mM Tridecansiure, 0,2 mM NADPH, 20 mM Glucose, 10 U/mL
GDH IV (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NADP* pro Minute bei pH 7,0 und RT reduzierte),
1.200 U/mL Katalase, 100 mM MOPS-Puffer, 26 °C, 18 h, ohne Durchmischung.
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Da die verwendete Pufferkonzentration keinen erkennbaren Einfluss auf die Aktivitdt der CYP102K1
auslibt, wurde anschlieRend standardméaRig eine Pufferkonzentration von 20 mM verwendet, um
ausreichend Pufferkapazitdt fur die Bildung des Coproduktes Glucono-d-lacton wahrend der
Cofaktorregenerierung zu gewahrleisten (Albin et al., 1987; Strecker, 1955). Um nun noch das pH-
Optimum des Enzyms genauer zu bestimmen wurden weitere Biokatalysen in verschiedenen KP;-
und MOPS-Puffern im pH-Bereich von 6,0 bis 7,5 durchgefihrt. Wie in Abbildung 3.41 zu erkennen
ist, weist CYP102K1 unter den gegebenen Reaktionsbedingungen die hochste Aktivitdt im leicht
sauren pH-Bereich bei pH 6,0 — 6,5 auf. Ein signifikanter Unterschied zwischen Kaliumphosphat- und
MOPS-Puffer ist dabei wiederum nicht erkennbar. Fir alle weiteren Versuche mit CYP102K1 wurde
anschlieRend der 20 mM KP;-Puffer bei pH 6,5 verwendet, um nicht zu nah am isoelektrischen Punkt

des Enzyms (pl = 6,1) zu arbeiten.
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Abbildung 3.41: Umsatz von Tridecansdaure mit CYP102K1 in verschiedenen MOPS- und KP;-Puffern.
Verwendete GC-Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Reaktionsbedingungen: 2 uM CYP102K1, 0,2 mM Tridecansdure, 0,2 mM NADPH, 20 mM Glucose, 10 U/mL
GDH IV (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NADP* pro Minute bei pH 7,0 und RT reduzierte),
1.200 U/mL Katalase, verschiedene 20 mM Puffer, 20 °C, 3 h, ohne Durchmischung.

Zur Bestimmung des pH-Optimums von N‘short-CYP102K1 wurden ebenfalls verschiedene
organische und anorganische Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten bei einer Pufferkonzentration
von 20 mM getestet. Um einen direkten Vergleich mit CYP102K1 zu ermdglichen, wurden parallel
ebenfalls Reaktionen mit CYP102K1 durchgefiihrt. Dabei wurden fiir dieses Experiment andere
Reaktionsbedingungen verwendet als bei der vorherigen Bestimmung des pH-Optimums von

CYP102K1. In Abbildung 3.42 ist die relative Aktivitdt der beiden Varianten gegen den pH-Wert
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aufgetragen und es wird deutlich, dass beide Varianten prinzipiell das gleiche pH-Profil aufweisen.
Signifikante Unterschiede sind nur im alkalischen Milieu (pH 8,0 und 8,5) sowie bei pH 5,0
festzustellen, wo N‘-short-CYP102K1 jeweils eine hohere Aktivitat aufweist. Interessanterweise weist
CYP102K1 in diesem Versuch bei pH 7,0 eine gleich hohe Aktivitat wie flir pH 6,5 auf, obwohl der in
Abbildung 3.41 gezeigte Umsatz fiir pH 7,0 noch etwa 10 % niedriger als fur pH 6,5 ausfallt.
Uberraschend ist dagegen die Tatsache, dass CYP102K1 nun ebenfalls bei pH 5,5 eine deutlich
hohere Aktivitat zeigt, als noch in Abbildung 3.40 wiedergegeben. Dies kdnnte auf eine Limitierung
durch die Cofaktorregenerierung zuriick zu fiihren sein, da fiir die in Abbildung 3.40 dargestellten
Reaktionen eine andere GDH (GDH V) eingesetzt worden war. Es ist daher moglich, dass diese trotz
Einsatzes von theoretisch 10 U/mL (fiir pH 7,5) bei pH 5,5 nicht ausreichend aktiv war. Fiir die hier
verwendete GDH wurde vor der Biokatalyse sichergestellt, dass das Enzym auch bei pH 5,5 aktiv war.
Da die Aktivitit bei diesem pH-Wert etwa zehn Mal niedriger war als bei pH 6,5, wurden 10 U/mL
statt der Gblichen 1 U/mL eingesetzt.

®mCYP102K1  ® N'-short-CYP102K1

100 T
X 80
=]
pi
2 60
<
<
(V]
2 40
T
T
o

20

0 .

4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5
pH-Wert

Abbildung 3.42: Relative Aktivitdt von CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1 bei verschiedenen pH-Werten. Zur
Berechnung der relativen Aktivitat wurde der jeweils hochste Umsatz beider Varianten (je 81 + 1 % fiir N‘-
short-CYP102K1 bei pH 6,5 und fiir CYP102K1 bei pH 7,0) als 100 % gesetzt und die restlichen Umsatze
entsprechend angepasst. Verwendete GC-Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Die dargestellte Standardabweichung basiert auf einem Doppelansatz der Reaktionen.
Reaktionsbedingungen: 1 uM CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1, 0,5 mM Tridecansdure, 0,05 mM bzw.
5 mM (nur pH 4,0 — 5,0) NADPH, 20 mM Glucose, 1 U/mL (pH 6,5 — 8,5) bzw. 10 U/mL (pH 5,5 - 6,0) GDH (1 U
entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NADP' pro Minute bei pH 6,5 und RT reduzierte), 1.200 U/mL
Katalase, verschiedene 20 mM Puffer mit unterschiedlichen pH-Werten, 20 °C, 1 h, 500 rpm.
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AbschlieBend kann somit festgehalten werden, dass beide Enzyme ein sehr dhnliches pH-Profil

aufweisen und sich das pH-Optimum jeweils im schwach sauren bis neutralen Bereich befindet.

3.2.2.4 Einfluss der Temperatur und Thermostabilitat
Um herauszufinden, bei welcher Temperatur die Varianten CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 den

hochsten Umsatz erzielen, wurden Biokatalysen bei unterschiedlichen Temperaturen durchgefiihrt,
die Reaktionen fiir jeweils 1 h inkubiert und anschlieRend mittels GC analysiert. Das Ergebnis ist in

Abbildung 3.43 dargestellt.
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Abbildung 3.43: Relative Aktivitdt von CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 bei verschiedenen Temperaturen.
Zur Berechnung der relativen Aktivitat wurde der jeweils hochste Umsatz beider Varianten (86 + 1 % fur
CYP102K1 und 81 £ 1 % fiir N‘-short-CYP102K1 bei jeweils 20 °C) als 100 % gesetzt und die restlichen
Umsatze entsprechend angepasst. Verwendete GC-Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Die dargestellte Standardabweichung basiert auf einem Doppelansatz der Reaktionen.
Reaktionsbedingungen: 1 uM N‘-short-CYP102K1 bzw. CYP102K1, 0,5 mM Tridecansdure, 0,05 mM NADPH,
20 mM Glucose, 1 U/mL bzw. 10 U/mL (nur bei 4 °C und 10 °C) GDH (1 U entsprach der Enzymmenge, welche
1 umol NADP' pro Minute bei pH 6,5 und RT reduzierte), 1.200 U/mL Katalase, KP;-Puffer (pH 6,5),
verschiedene Temperaturen, 1 h, 500 rpm.

Aus Abbildung 3.43 geht hervor, dass sowohl N‘-short-CYP102K1 als auch CYP102K1 (iber einen
weiten Temperaturbereich von 4 °C bis 37 °C aktiv sind. Bei einer Reaktionstemperatur von 50 °C
fand dagegen kein nachweisbarer Umsatz mehr statt (nur fir CYP102K1 getestet). Es ist weiterhin
festzustellen, dass beide Varianten ein Temperaturoptimum von 20 °C aufweisen. Bei Temperaturen
oberhalb von 25 °C (CYP102K1) bzw. 30 °C (N‘-short-CYP102K1) und unterhalb von 10 °C ist zudem

ein deutlicher Aktivitatsverlust erkennbar. Es ist zudem ersichtlich, dass CYP102K1 bei Temperaturen
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Uber 20 °C offenbar niedrigere Umsatze erzielt als N‘-short-CYP102K1. Insbesondere bei 30 °C und
37 °Csind deutliche Unterschiede zwischen beiden Varianten zu erkennen.
Aufgrund der gewonnen Erkenntnisse wurde fir alle weiteren Experimente standardmaRig eine

Reaktionstemperatur von 20 °C gewahlt.

Um Aussagen lber den Tsp-Wert von CYP102K1 treffen zu kénnen, wurde das Enzym fir 20 min bei
verschiedenen Temperaturen inkubiert und anschlieBend in Biokatalysen bei 20 °C eingesetzt. Mit
einem ersten Test, fir den das Enzym in 10 °C-Schritten in einem Temperaturbereich von 20 °C —
80 °C inkubiert wurde, konnte gezeigt werden, dass das Enzym zwischen 40 °C — 50 °C denaturiert.
Die gesamte Enzymaktivitat ging durch Inkubation bei Temperaturen von = 60 °C verloren, wahrend
bei Temperaturen unter 40 °C kein signifikanter Aktivitatsverlust erkennbar war. Um ein
detaillierteres Denaturierungsprofil zu erhalten, wurde das Experiment wiederholt, wobei das Enzym
diesmal in einer Doppelbestimmung bei Temperaturen zwischen 40 °C — 55 °C inkubiert wurde. Fir
die Auswertung wurde die Restaktivitat nach Inkubation gegen die Temperatur aufgetragen, wie in
Abbildung 3.44 gezeigt. Somit konnte fiir CYP102K1 ein Tso-Wert von ca. 49 °C bestimmt werden.
Dies entspricht dem Wert, der fiir CYP102A1 bei dhnlicher Versuchsdurchfiihrung erhalten wurde
(Eiben et al., 2007).
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Abbildung 3.44: Uber den Umsatz von Tridecansdure bestimmte Restaktivitit von thermisch behandelter
CYP102K1 zur Bestimmung des Ts;p-Werts. Die Restaktivitdt wurde auf Basis des Umsatzes bei der niedrigsten
Inkubationstemperatur berechnet. Verwendete GC-Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Die dargestellte Standardabweichung basiert auf einem Doppelansatz der Reaktionen.
Reaktionsbedingungen: 2 uM CYP102K1 (zuvor fiir 20 min bei verschiedenen Temperaturen inkubiert),
0,5 mM Tridecansédure, 0,05 mM NADPH, 20 mM Glucose, 1 U/mL GDH (1 U entsprach der Enzymmenge,
welche 1 pmol NADP* pro Minute bei pH 6,5 und RT reduzierte), 1.200 U/mL Katalase, 20 mM KP;-Puffer (pH
6,5), 20 °C, 2 h, 500 rpm.
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Um ebenfalls die Thermoresistenz von N‘-short-CYP102K1 zu untersuchen und den entsprechenden
Tso-Wert zu bestimmen, wurde das bereits fir CYP102K1 beschriebene Experiment mit N’-short-
CYP102K1 durchgefiihrt. Dabei wurde direkt ein engerer Temperaturbereich (ca. 46 °C — 52 °C)
gewahlt, zur Orientierung diente der Ts-Wert von CYP102K1. Wie in Abbildung 3.45 dargestellt, liegt
der Ts-Wert von N‘-short-CYP102K1 ebenso bei etwa 49 °C und unterscheidet sich somit nicht von
dem Tso-Wert fir CYP102K1.
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Abbildung 3.45: Uber den Umsatz von Tridecansidure bestimmte Restaktivitit von thermisch behandelter N*-
short-CYP102K1 zur Bestimmung des Ts,-Werts. Die Restaktivitdt wurde auf Basis des Umsatzes berechnet,
der bei Verwendung von unbehandeltem Enzym erzielt wurde. Verwendete GC-Methode: Methode 2 (siehe
Abschnitt 2.5.2).

Die dargestellte Standardabweichung basiert auf einem Doppelansatz der Reaktionen.
Reaktionsbedingungen: 2 uM N‘-short-CYP102K1 (zuvor fiir 20 min bei verschiedenen Temperaturen
inkubiert), 0,5 mM Tridecansdure, 0,05 mM NADPH, 20 mM Glucose, 1 U/mL GDH (1 U entsprach der
Enzymmenge, welche 1 pmol NADP® pro Minute bei pH 6,5 und RT reduzierte), 1.200 U/mL Katalase, 20 mM
KP;-Puffer (pH 6,5), 20 °C, 2 h, 500 rpm.

3.2.2.5 Einfluss der Substratkonzentration und Durchmischung
Um die Biokatalysebedingungen weiter zu optimieren, wurde ebenfalls der Einfluss der

Substratkonzentration und der Durchmischung untersucht. Prinzipiell gilt, dass die
Reaktionsgeschwindigkeit mit zunehmender Substratkonzentration bis zur Substratsattigung steigt.
Mittellange Fettsduren sind jedoch in wassrigen Medien schwer I6slich und im Fall der Tridecansaure
flockt das Substrat trotz Verwendung des Cosolvens DMSO bereits bei einer Konzentration von
1 mM aus, sodass es fiir das Enzym nicht mehr vollstandig zugadnglich ist. Dies hat zur Folge, dass der
Umsatz der Fettsdure durch die CYP102K1 abnimmt, wie in Abbildung 3.46 dargestellt.

Ein Mittel, um den Umsatz eines teils ungelosten Substrats zu erhdhen, ist die Durchmischung des

Reaktionsansatzes. Dabei werden Enzym und Substrat besser miteinander in Kontakt gebracht. Um
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dies ndher zu untersuchen, wurden zwei Testreihen mit verschiedenen Substratkonzentrationen und
zwei unterschiedlichen Schittelgeschwindigkeiten zur Durchmischung durchgefiihrt. Zudem wurden

stets entsprechende Reaktionen ohne Durchmischung parallel laufen gelassen.
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Abbildung 3.46: Umsatz von Tridecansdure mit CYP102K1 bei variierender Substratkonzentration.
Verwendete GC-Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Reaktionsbedingungen: 2 uM CYP102K1, verschiedene Tridecansdaurekonzentrationen, 0,2 mM NADPH,
20 mM Glucose, 10 U/mL GDH IV (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NADP* pro Minute bei pH
7,0 und RT reduzierte), 1.200 U/mL Katalase, 20 mM MOPS-Puffer (pH 7,0), 20 °C, 3 h, ohne Durchmischung.

Die Ergebnisse in Abbildung 3.47 zeigen, dass sich der Umsatz im Konzentrationsbereich von 0,75 —
1,0 mM Tridecansaure bei leichter Durchmischung (350 rpm) erkennbar erhdhen lief. Um den
gleichen Effekt auch bei hoéheren Konzentrationen zu erreichen, ist dagegen eine starkere
Durchmischung (800 rpm) notwendig. Dabei ist aber die mechanische Beanspruchung des Enzyms zu
bericksichtigen, die speziell bei langeren Inkubationszeitraumen zu einer Denaturierung des Enzyms
fihren kann. Die meisten folgenden Experimente wurden mit 0,5 mM Substrat und mittelstarker

Durchmischung (500 rpm) durchgefiihrt, da bei diesen Bedingungen noch alles Substrat gel6st war.
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(B) B ohne Durchmischung
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Abbildung 3.47: Umsatz von Tridecansaure mit CYP102K1 bei variierender Substratkonzentration, mit und
ohne Durchmischung. (A) bei leichter Durchmischung (B) bei stirkerer Durchmischung. Verwendete GC-
Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Reaktionsbedingungen: 2 uM CYP102K1, verschiedene Substratkonzentrationen, 0,2 mM NADPH, 20 mM
Glucose, 10 U/mL GDH IV (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NADP' pro Minute bei pH 7,0 (A)
bzw. 6,5 (B) und RT reduzierte), 1.200 U/mL Katalase, 20 mM MOPS-Puffer (pH 7,0) (A) / 20 mM KP;-Puffer
(pH 6,5) (B), 20 °C, 3 h (A) / 2 h (B), mit (800 rpm) und ohne Durchmischung.

3.2.2.6 Uberpriifung des Substratspektrums bei optimierten Reaktionsbedingungen
Nach Optimierung der Reaktionsparameter wurde das Substratspektrum von CYP102K1 erneut

untersucht. Dabei wurden neben den bereits bekannten Fettsduresubstraten weitere potentielle
Substrate in Biokatalysen getestet, die bezlglich der Kettenldnge dem Substrat Tridecansaure
dhnelten, sich allerdings jeweils in ihrer funktionellen Gruppe unterschieden. So wurden das Alkan
Tetradecan, der Alkohol 1-Tridecanol, das Aldehyd Tridecanal, der Ester Methyltridecanoat und das
Amin 1-Tridecanamin untersucht. Des Weiteren wurden erneut die Terpene und Norisoprenoide a-
und B-Jonon, 7,8-Dihydro-a-jonon, a-lsomethyljonon, a-Jonol, a-Pinen, (R)-(+)-Limonen, (S)-(-)-
Limonen und (+)-Valencen unter den optimierten Biokatalysebedingungen getestet und mittels GC(-
MS) analysiert (siehe Abschnitt 2.5.2 und 0). Allerdings konnte nur fir die Fettsduren mit einer
Kettenlange von zehn bis fiinfzehn Kohlenstoffatomen, die ungesattigte Fettsdure 12-Tridecensaure
sowie B-Jonon Produktbildung nachgewiesen werden (Abbildung 3.48). Zugehorige
Chromatogramme und Massenspektren sind im Anhang (Abbildung 7.21 und Abbildung 7.23) zu
finden.

Mit N‘-short-CYP102K1 wurden dagegen lediglich Biokatalysen mit den Substraten durchgefiihrt, die
auch von CYP102K1 akzeptiert werden. AnschlieBend wurden die entsprechenden Umsédtze der

verschiedenen Substrate mit beiden Varianten verglichen (Abbildung 3.48).
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Abbildung 3.48: Vergleich der Umsatze der verschiedenen Substrate mit N‘-short-CYP102K1 und CYP102K1.
Verwendete GC-Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Reaktionsbedingungen: 1 uM CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1, 0,5 mM (Fettsduren) bzw. 1,5 mM Substrat
(B-Jonon), 0,05 mM NADPH, 20 mM Glucose, 1 U/mL GDH (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pumol
NADP* pro Minute bei pH 6,5 und RT reduzierte), 1.200 U/mL Katalase, 20 mM KP;-Puffer (pH 6,5), 20 °C,
2,3 h (Fettsauren) bzw. 24 h (B-Jonon), 500 rpm.

Aus Abbildung 3.48 wird deutlich, dass Tridecansdure das von CYP102K1 bevorzugte Substrat mit
hochstem Umsatz innerhalb der Reaktionszeit ist, gefolgt vom Umsatz von Dodecansdure und
Tetradecanséaure, die Gber nur ein Kohlenstoffatom weniger bzw. mehr verfligen. Steigt oder sinkt
die Kettenlange um ein weiteres Kohlenstoffatom, sinkt der Umsatz auf je ca. 50 %. Fiir Decansaure
konnte nur noch eine minimale Produktbildung festgestellt werden. 12-Tridecensadure wurde ahnlich
wie Tridecansdure nahezu vollstandig in Produkt umgewandelt. Substrate mit entsprechender
Kettenldnge, jedoch unterschiedlicher funktioneller Gruppe (Alkan, Alkohol, Amin, Aldehyd, Ester)
wurden dagegen allesamt nicht umgesetzt. Somit scheint die Carboxylgruppe der Fettsauren fir die
Bindung der Substrate entscheidend zu sein.

Im Vergleich zu den mit CYP102K1 erzielten Umsatzen fallen die Umsatze mit N-short-CYP102K1 fiir
die verschiedenen Substrate interessanterweise nicht vollig identisch aus. Im Fall von Tetra- und
Pentadecansdure werden mit der verkiirzten Variante deutlich geringere Umsatze erzielt als mit
CYP102K1 (71 % im Vergleich zu 94 % fiir Tetradecansdure bzw. 22 % im Vergleich zu 47 % fir

Pentadecansaure).
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Um Aussagen Uber die Regioselektivitdit der CYP102K1 und der N’-short-CYP102K1 treffen zu
kénnen, wurden die Peakflachen der einzelnen Produkte ins Verhéltnis gesetzt (Tabelle 3.9). Dabei
konnte festgestellt werden, dass die Produktverteilung fir beide Varianten sehr dhnlich ausfiel.
Undecan- und Dodecansaure wurden jeweils in anndahernd gleichem Verhaltnis (iberwiegend an der
w-1- und w-2-Position hydroxyliert, wahrend bei Tridecansdure die w-1-Position von beiden
Varianten fir die Hydroxylierung praferiert wurde. Dagegen wurde Tetradecansadure jeweils zu zwei
Dritteln an der w-2-Position hydroxyliert und bei Pentadecansdure wurden alle drei Produkte in
nahezu gleichem Verhéltnis gebildet, wobei N‘-short-CYP102K1 eine leichte Praferenz fiir die w-1-
Position aufweist. Beim Umsatz von 12-Tridecensdure konnte nur ein Produkt (Hydroxylierung an
der w-2-Position) mit Sicherheit identifiziert werden. Bei der zugehoérigen GC-MS-Datenanalyse
waren noch andere Peaks zu erkennen, die im Substratstandard nicht zu beobachten waren.
Allerdings konnte Uber das entsprechende Massenspektrum bzw. Fragmentierungsmuster keine
eindeutige Struktur zugeordnet werden, sodass weder ausgeschlossen noch bestatigt werden kann,

dass weitere Produkte gebildet wurden.

Tabelle 3.9: Ubersicht iiber die von CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1 gebildeten Produkte und deren
prozentuale Verteilung in Biokatalysen mit verschiedenen Fettsduren sowie B-Jonon unter optimierten

Reaktionsbedingungen.

CYP102K1 N‘-short-CYP102K1
Substrat P1 P2 P3 P1 P2 P3
B-Jonon 3-Hydroxy- - - 3-Hydroxy- - -
B-jonon B-jonon
Decansaure w-1 w-2 w-3 w-1 w-2 w-3
74 % 15% 11% 68 % 18 % 14 %
Undecansaure w-1 w-2 w-3 w-1 w-2 w-3
51% 45 % 4% 49 % 42 % 9%
Dodecansaure w-1 w-2 w-3 w-1 w-2 w-3
44 % 47 % 9% 44 % 47 % 9%
Tridecansaure w-1 w-2 w-3 w-1 w-2 w-3
50 % 41 % 9% 50 % 41 % 9%
Tetradecansaure w-1 w-2 w-3 w-1 w-2 w-3
27 % 63 % 10% 28 % 62 % 10%
Pentadecansdure w-1 w-2 w-3 w-1 w-2 w-3
35% 35% 30% 39% 31% 30%
12-Tridecensaure w-2 - - w-2 - -

Verwendete GC-Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Reaktionsbedingungen: 1 uM CYP102K1, verschiedene Substrate, 0,05 mM NADPH, 20 mM Glucose, 1 U/mL
GDH (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NADP® pro Minute bei pH 6,5 und RT reduzierte),
1.200 U/mL Katalase, 20 mM KP;-Puffer (pH 6,5), 20 °C, unterschiedliche Reaktionszeiten, 500 rpm.
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Um Umsatzraten der CYP102K1 und der N‘-short-CYP102K1 fiir die am besten umgesetzten
Substrate zu bestimmen, wurden Biokatalysen durchgefiihrt und zu einem definierten Zeitpunkt
extrahiert (Tabelle 3.10). Die Quantifizierung der Umséatze und zugehdrigen Umsatzraten erfolgte mit

Hilfe von Standardkurven fir die eingesetzten Substrate.

Tabelle 3.10: Umsdtze und Umsatzraten von CYP102K1 fiir verschiedene Substrate. Die angegebene
Standardabweichung basiert auf einem Doppelansatz der Reaktionen. *Im Fall von Tetradecansiure stand
beim Umsatz mit N‘-short-CYP102K1 nur eine Reaktion zur Auswertung zur Verfiigung, weshalb keine
Standardabweichung angegeben werden kann.

CYP102K1 N‘-short-CYP102K1
Substrat Umsatz [%] Umsatzrate [min™] Umsatz [%] Umsatzrate [min™]
Dodecansaure 41+7 13,6 +£2,3 44 £ 8 14,8 + 2,6
Tridecansaure 58+8 19,5+2,7 60+3 19,9+1,0
Tetradecansaure* 24+7 8,1+2,2 20 6,7
12-Tridecensaure 55+3 18,4+1,1 58+3 19,5+0,9

Reaktionsbedingungen: 1 uM CYP102K1, verschiedene Substrate, 0,05 mM NADPH, 20 mM Glucose, 1 U/mL
GDH (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 umol NADP® pro Minute bei pH 6,5 und RT reduzierte),
1.200 U/mL Katalase, 20 mM KP;-Puffer (pH 6,5), 20 °C, 15 min Reaktionszeit, 500 rpm.

Wie aus Tabelle 3.10 hervorgeht, unterscheiden sich die fir N‘-short-CYP102K1 erhaltenen Umsatze
und Umsatzraten insgesamt kaum von denen der CYP102K1. Ubereinstimmend mit dem Ergebnis
aus Abbildung 3.48 wird Tridecansdure von beiden Varianten am besten umgesetzt. Fiir 12-
Tridecensaure liegt die Umsatzrate jeweils fast genauso hoch wie fiir Tridecansaure, wahrend fir
Dodecan- und Tetradecansdure fiir beide Varianten niedrigere Werte erhalten wurden. Die niedrigen
Umsatze fiir Tetradecansdure sind im Vergleich zu den Daten aus Abbildung 3.48 eher unerwartet,
da fiir dieses Substrat zuvor ein dhnlich hoher Umsatz erzielt wurde wie fiir Tridecansdure. Nur bei
kurzen Reaktionszeiten ist erkennbar, dass Tetradecansaure deutlich langsamer umgesetzt wird als
Tridecansaure, was in Einklang steht mit der niedrigeren Umsatzrate der CYP102K1-Varianten fir
Tetradecansdure. Bei langeren Reaktionszeiten (wie fur die Daten aus Abbildung 3.48) sind kaum
noch Umsatzunterschiede zwischen den beiden Fettsduren festzustellen, da sie zu diesem Zeitpunkt

bereits annahernd vollstdndig umgesetzt wurden.

3.2.2.7 Bestimmung des zeitlichen Verlaufs des Umsatzes bei unterschiedlichen Temperaturen

Um Aussagen Uber die Reaktionsgeschwindigkeit der CYP102K1 in Abhangigkeit von der Temperatur
treffen zu kénnen, wurde der zeitliche Verlauf von Reaktionen mit Tridecansdure als Substrat bei
verschiedenen Temperaturen verfolgt. Dazu wurden 2 uM Enzym und 500 uM Substrat in grolRen
Reaktionsansatzen bei 4 °C, 10 °C und 20 °C eingesetzt (siehe Abbildung 3.49). Die Biokatalysen

wurden wahrend der ersten Stunde der Reaktion beprobt, um den Umsatz zu den verschiedenen
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Probezeitpunkten zu bestimmen. Von der zur Cofaktorregenerierung genutzten GDH wurde fiir die
Reaktionen bei 10 °C und 4 °C mehr als die Ublichen 1 U/mL eingesetzt, da in einem
vorangegangenen Experiment festgestellt wurde, dass die GDH bei diesen Temperaturen nur noch

etwa 20 % (10 °C) bzw. 10 % (4 °C) der bei Raumtemperatur ermittelten Aktivitat aufweist.

20°C 410°C ¢4°C
100
i 3
80 i *
£ 60 % *
N
B
€ 40 T
> i
i .
20 4
I
0 ‘; T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [min]

Abbildung 3.49: Zeitlicher Verlauf der ersten Stunde des Umsatzes von Tridecansaure mit CYP102K1 bei
verschiedenen Temperaturen. Verwendete GC-Methode: Methode 2 (siehe Abschnitt 2.5.2).

Die dargestellte Standardabweichung basiert auf einem Doppelansatz der Reaktionen.
Reaktionsbedingungen: 2 uM CYP102K1, 0,5 mM Tridecansdure, 0,05 mM NADPH, 20 mM Glucose, 1 U/mL
(bei 20 °C) bzw. 5 U/mL (10 °C) bzw. 10 U/mL (4 °C) GDH (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pumol
NADP' pro Minute bei pH 6,5 und RT reduzierte), 1.200 U/mL Katalase, 20 mM KP;-Puffer (pH 6,5),
verschiedene Temperaturen und Reaktionszeiten, 500 rpm.

Mit Hilfe einer angefertigten Tridecansaure-Kalibriergerade (Abbildung 7.5) und der entsprechenden
Geradengleichung konnten die Flachen der Substratpeaks in Stoffmengenkonzentrationen
umgerechnet werden. Somit konnten basierend auf der Substratabnahme Umsdtze und
Umsatzraten berechnet werden. Wie in Abbildung 3.49 zu erkennen ist, weisen die Umsatze bei
allen Temperaturen prinzipiell einen ahnlichen Verlauf auf, wobei die Reaktionsgeschwindigkeit mit
sinkender Temperatur fallt, was in Einklang mit der RGT-Regel steht. Die Umsatzraten von CYP102K1
flir den Umsatz von Tridecansdure bei den jeweiligen Temperaturen wurden basierend auf dem
Zeitpunkt der hochsten Substratverbrauchsrate mit der niedrigsten Standardabweichung (in diesem
Fall der Probezeitpunkt um 10 min) ermittelt. Bei 20 °C lag die Umsatzrate bei 17,3 + 0,1 min™ und
stellt somit die hochste Umsatzrate dar, bei 10 °C lag die Umsatzrate bei 14,8 £ 1,0 min™ und bei 4 °C

bei 6,1 + 0,0 min’. Auch diese Ergebnisse entsprechen der RGT-Regel.
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In weiteren Versuchen wurden ebenfalls Verlaufsexperimente bei 30 °C, 37 °C und 50 °C
durchgefiihrt. Bei 50 °C wurde keine Produktbildung detektiert, was zu erwarten war, da CYP102K1
bei dieser Temperatur nicht aktiv ist (siehe Abschnitt 3.2.2.4). Beim Verlauf des Umsatzes bei 30 °C
und 37 °C wurde nach zehnminlitiger Inkubation des Enzyms bei diesen Temperaturen wiederum
kein Umsatz festgestellt. Dies weist darauf hin, dass CYP102K1 auch bei 30 °C und 37 °C nicht stabil
ist und diese Temperaturen daher fiir einen Einsatz des Enzyms nicht in Frage kommen.

Da fir N’-short-CYP102K1 &hnliche Ergebnisse bezlglich des Umsatzes bei den getesteten
Temperaturen gefunden wurden (siehe Abschnitt 3.2.2.4), wurden keine Verlaufsexperimente fir

diese CYP102K1-Variante durchgefiihrt.

3.2.2.8 Bestimmung der Kopplungseffizienz und der NADPH-Oxidationsrate
Kopplungseffizienz und NADPH-Oxidationsrate sind entscheidende Paramater zur Untersuchung der

Effizienz der Katalyse in Abhdngigkeit des umgesetzten Substrats. Die Kopplungseffizienz stellt den
Prozentsatz der vom Cofaktor NADPH stammenden Elektronen dar, die tatsachlich zur
Produktbildung genutzt wurden. Die NADPH-Oxidationsrate reprasentiert dagegen die
Geschwindigkeit, mit welcher der Cofaktor NADPH von der CYP102K1-Reduktasedomane oxidiert
wird. Zur Bestimmung dieser Parameter wurde der Umsatz von 500 puM Substrat (gesattigte
Fettsduren mit einer Kettenlange von elf bis vierzehn Kohlenstoffatomen sowie 12-Tridecensaure)
bzw. 300 uM Pentadecansaure mit 0,4 uM CYP102K1 bei 20 °C im Spektrophotometer durchgefiihrt.
Wahrenddessen wurde der NADPH-Verbrauch der Reaktionen bei 340 nm verfolgt. Nachdem der
Cofaktor vollstandig verbraucht war, wurden die Reaktionsansdtze extrahiert und die
Substratkonzentration gaschromatographisch bestimmt. Aus der Steigung des NADPH-Verbrauchs
wahrend der ersten zwei Minuten konnte die NADPH-Oxidationsrate ermittelt und anhand der
Substratabnahme die Kopplungseffizienz der Reaktionen berechnet werden (siehe auch Abschnitt
2.4.2.3). Die Substrate B-Jonon und Decansidure wurden aufgrund des zuvor festgestellten sehr
niedrigen Umsatzes nicht in diesem Test berilcksichtigt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle
3.11 aufgelistet. Es wird deutlich, dass CYP102K1 fiir Substrate, die schnell umgesetzt werden,
ebenfalls eine hohere NADPH-Oxidationsrate und/oder hohere Kopplungseffizienz aufweist als fiir
Substrate, die langsamer umgesetzt werden. Zudem fallt auf, dass die Kopplungseffizienz fir alle
Substrate deutlich unterhalb von 100 % liegt. Selbst der Wert fiir das beste Substrat, Tridecansaure,
liegt lediglich bei 61 + 4 %. Dies zeigt, dass ein hoher Anteil der aus NADPH stammenden Elektronen
nicht fir die Katalyse verwendet wird, sondern durch Entkopplungsreaktionen verloren geht.

Zur Bestimmung der NADPH-Oxidationsrate und Kopplungseffizienz von N‘-short-CYP102K1 wurde

mit Tridecansaure nur ein Substrat getestet. Dabei wurden im Vergleich zu CYP102K1 jeweils Werte
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der gleichen GroRenordnung festgestellt. Somit scheint sich der Uberhang nicht auf die

Kopplungseffizienz oder die NADPH-Oxidationsrate des Enzyms auszuwirken.

Tabelle 3.11: NADPH-Oxidationsrate und Kopplungseffizienz der CYP102K1 in Biokatalysen verschiedener
Fettsdauren. Die angegebene Standardabweichung basiert auf einem Doppelansatz der Reaktionen.

Substrat NADPH-Oxidationsrate* [min™] Kopplungseffizienz [%]
Undecanséaure 55,0+1,7 265
Dodecansaure 189,9+1,2 47 +2
Tridecansaure 118,9+2,5 61+t4
Tetradecansaure 17,0+2,4 331
Pentadecansiure 3,0+£0,1 52
12-Tridecensaure 41,4 +0,6 59+2

*Rate wahrend der ersten zwei Minuten der Reaktion.

Reaktionsbedingungen fiir die Bestimmung der NADPH-Oxidationsrate und der Kopplungseffizienz:
0,4 uM CYP102K1, 500 puM bzw. 300 uM (nur Pentadecansdure) verschiedener Substrate, 0,02 mM
NADPH, 20 mM Glucose, 200 U/mL SOD, 600 U/mL Katalase, 20 mM KP;-Puffer (pH 6,5), 20 °C,
unterschiedliche Reaktionszeiten, ohne Durchmischung.

3.2.2.9 Bestimmung von Dissoziationskonstanten
Mit dem Ziel Dissoziationskonstanten der CYP102K1 fiir die gefundenen Substrate zu bestimmen,

wurde versucht, die Substratbindung spektrophotometrisch nachzuweisen. Die Substratbindung
filhrt bei Cytochrom P450 Monooxygenasen hiufig zu einer optisch messbaren Anderung des
Spinzustandes des Hameisens. Ist kein Substrat vorhanden, befindet sich ein Wassermolekil als
sechster Ligand am Hameisen im aktiven Zentrum des Enzyms. In diesem Fall weist das Hameisen
eine low spin-Konfiguration mit einem Absorptionsmaximum von etwa 420 nm auf. Bei
Substratzugabe wird das Wassermolekil durch die Substratbindung im aktiven Zentrum und die
Interaktion des Substrats mit dem Hameisen verdrdangt. Dies fUhrt zu einem Wechsel des
Hameisenspinzustands zur high spin-Konfiguration, welcher im Fall der Typ I-Bindespektren mit einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums zu ca. 390 nm einhergeht (Schenkman et al., 1967; Luthra
et al., 2011).

Zunachst wurde CYP102K1 ohne Substrat vermessen und im Anschluss mit Substrat, um eine
mogliche Peakverschiebung aufzuzeichnen. Als Referenz diente stets eine CYP102K1-haltige Kiivette,
die statt mit Substrat mit dem entsprechenden Volumen DMSO versetzt worden war. Wie in
Abbildung 3.50 beispielhaft fiir Tridecansdure gezeigt, konnte jedoch mit keiner der getesteten
Fettsduren (Un-, Do-, Tridecansaure) eine erkennbare Peakverschiebung erreicht werden, weshalb
auch keine Dissoziationskonstanten berechnet werden konnten. Zwar ist mit steigender
Substratkonzentration eine Verkleinerung des Peaks bei ca. 420 nm zu beobachten. Allerdings

misste bei etwa 390 nm eine entsprechende Absorptionszunahme ausfindig zu machen sein, wenn
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diese Absorptionsabnahme durch die Substratbindung verursacht worden wéare (Maves et al., 1997;
Ost et al.,, 2000; Yeom und Sligar, 1997). Doch weder um 390 nm noch bei einer anderen
Wellenldnge ist eine Absorptionszunahme zu erkennen. Bei bis zu 300 uM Substrat sollte zumindest
eine anfangliche Peakverschiebung zu sehen sein, da das Enzym bei diesen Substratkonzentrationen
eindeutig aktiv ist. Eine hohere Substratkonzentration war wegen der geringen Loslichkeit der
Substrate in wassriger Lésung auch nicht moglich.

Da fur CYP102K1 kein spektrophotometrischer Nachweis einer Substratbindung gelang, wurde ein

entsprechender Versuch fur N-short-CYP102K1 auch nicht durchgefihrt.
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Abbildung 3.50: Spektrum von 2 uM CYP102K1 in 20 mM KP;-Puffer (pH 6,5) ohne (blaue Kurve) sowie mit
Zugabe von 100 uM (Rot) bzw. 300 uM (Griin) Tridecansdure.

3.3 Erweiterung des Substratspektrums von CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1

Wie bereits unter Abschnitt 3.2.2.6 erwadhnt, werden durch CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1
lediglich Fettsauren mittlerer Kettenlange umgesetzt (jeweils praferiertes Substrat: Tridecansaure).
Substanzen mit entsprechender Kettenldnge, die sich jedoch in ihrer funktionellen Gruppe
unterschieden (Alkan, Alkohol, Amin, Aldehyd, Ester), wurden dagegen nicht umgesetzt. Die
Carboxylgruppe scheint also fiir die Akzeptanz eines Substrats eine ausschlaggebende Bedeutung zu
haben. Daher wurde ein Konzept entwickelt, um das Substratspektrum der CYP102K1 zu erweitern.
Unter Nutzung von CalB sollten geeignete Dicarbonsauren mit kurzkettigen primaren Alkoholen bzw.
Aminen verkniipft werden, um Ester bzw. Amide mit dhnlicher Kettenldnge wie Tridecansaure zu
erhalten. Dazu wurden die zwei Dicarbonsauren Pimelin- und Succinylsdure eingesetzt, welche mit n-

Pentanol und n-Butylamin bzw. n-Octanol und n-Octylamin verknlpft werden sollten. Als Beispiel ist
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in Abbildung 3.51 die CalB-katalysierte Monoveresterung von Pimelinsdure und Pentanol zu
Pimelinsduremonopentylester und die doppelte Veresterung der Saure zum
Pimelinsauredipentylester wiedergegeben. Die Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung ist in

Abschnitt 2.4.3 zu finden.

NN en e >

Abbildung 3.51: CalB-katalysierte Veresterung von Pimelinsdure mit n-Pentanol im organischen Medium.

3.3.1 Lipase-katalysierte Herstellung von potentiellen CYP102K1- bzw. N‘short-
CYP102K1- Substraten im analytischen Maf3stab

3.3.1.1 Herstellung von Pimelinsduremonopentylester

Zur Synthese des Pimelinsduremonopentylesters mithilfe von CalB wurden Pimelinsdure und
Pentanol in aquimolaren Mengen eingesetzt, um die Bildung des Diesters moglichst gering zu halten.
Des Weiteren musste ein organisches Losungsmittel zugesetzt werden, um geniigend Flissigphase
zu erhalten. Deshalb wurden drei unterschiedliche Losungsmittel (Dibutylether, Diisopropylether
und MTBE) getestet. Die Inkubation der Reaktionen erfolgte bei 50 °C. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurden Proben genommen, die mittels GC(-MS) analysiert wurden. Die Identifikation von Mono-und
Diester erfolgte in den GC-MS Analysen anhand der Molekiilmassen und zugehorigen
Massenspektren (Abbildung 7.24). Da fiir GC und GC-MS Analysen die gleiche GC-Saule sowie gleiche
Temperaturbedingungen verwendet wurden, war somit auch die Zuordnung der Peaks in der GC-
Analyse moglich. Pentanol konnte unter den gewahlten Bedingungen weder mittels GC noch mittels

GC-MS detektiert werden. Anhand der Peakflachen der zugehérigen GC-Chromatogramme wurden
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fur alle Reaktionen Umsatz sowie das Verhaltnis von Pimelinsduremono- zu -diester bestimmt
(Tabelle 3.12). Zur Berechnung des Umsatzes wurde lediglich Pimelinsdure als Substrat
beriicksichtigt, da — wie eben erwahnt — Pentanol weder per GC, noch per GC-MS detektiert werden

konnte.

Tabelle 3.12: Umsédtze und Mono- zu Diester-Verhiltnisse der CalB-katalysierten Reaktion von Pimelinsaure
mit Pentanol unter Einsatz verschiedener Lésungsmittel und einer Inkubationsdauer von 19 h.

Losungsmittel Umsatz [%] Verhiltnis Mono- zu Diester
Dibutylether 73 1,8
Diisopropylether 74 1,8
MTBE 67 2,2

Unabhadngig vom verwendeten Losungsmittel betrug der Gesamtumsatz nach 19 h Inkubation bei
50 °C etwa 70 %. Bei Einsatz des Losungsmittels MTBE wurde dabei das héchste Mono- zu Diester-
Verhaltnis erreicht. Deshalb wurde MTBE ebenfalls fir die Herstellung des Pimelinsduremonoesters

im praparativen Mal3stab eingesetzt (siehe Abschnitt 3.3.2).

3.3.1.2 Herstellung von Succinylsduremonooctylester

Zur Synthese des Succinylsduremonooctylesters mithilfe von CalB wurden Reaktionen mit
Succinylsdure und Octanol analog den Reaktionen zur Herstellung von Pimelinsduremonopentylester
durchgefiihrt. Diesmal wurde direkt MTBE als Losungsmittel eingesetzt und mit entsprechenden
Reaktionen ohne Losungsmittelzusatz verglichen. Die Identifikation gebildeter Produktpeaks erfolgte
ebenfalls mittels GC-MS (Abbildung 7.25). Die Bestimmung von Umsédtzen sowie des Verhaltnisses
von Mono- zu Diester erfolgte ebenfalls auf Basis der Peakflichen in den zugehérigen

Gaschromatogrammen (Tabelle 3.13).

Tabelle 3.13: Umsédtze und Monoester- zu Diester-Verhaltnisse im Verlauf einer CalB-katalysierten Reaktion
von Succinylsdure mit Octanol mit und ohne MTBE.

Zeit [h] Umsatz [%] Verhiltnis Mono- zu Diester
Ohne MTBE Mit MTBE Ohne MTBE Mit MTBE
1 <1 <1 1,5 3,1
4,5 5 3 0,3 0,8
45 85 87 0,2 0,3

Wie in Tabelle 3.13 zu erkennen ist, stieg der Umsatz in beiden Reaktionen im Laufe der Zeit an,

sodass nach 45 h unabhdngig vom Losungsmittel etwa 85 % der Substrate umgesetzt waren. Das
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Monoester- zu Diester-Verhaltnis war mit MTBE zu jedem Zeitpunkt hoher als ohne MTBE, allerdings
nahm es in beiden Fallen mit fortschreitender Reaktionszeit stark ab.
Im Gegensatz zur Herstellung der Pimelinsdurepentylester wurde im Fall der CalB-katalysierten

Succinylsdureoctylestersynthese bei signifikantem Umsatz bevorzugt der Diester gebildet.

3.3.1.3 Herstellung von Pimelinsdauremonobutylamid und Succinylsauremonooctylamid
Des Weiteren wurde getestet, ob CalB ebenfalls die Verknlpfung von Pimelinsdure und Butylamin

katalysiert. Dafiir wurde ein im Verhiltnis zu Pimelinsidure ca. fiinffacher molarer Uberschuss
Butylamin eingesetzt und die Reaktion zundchst ohne Zugabe von Lésungsmittel bei 50 °C inkubiert.
Dabei fiel auf, dass sich im Reaktionsgemisch nach etwa einer Stunde zwei Phasen ausgebildet
hatten. Die Unterphase besalR eine hohe Viskositdt, welche sich deutlich erschwerend auf die
Probenahme wund die anschlieBende Weiterverarbeitung der Probe auswirkte. Nach
Ubernachtinkubation war nur noch eine einzige viskose Phase vorhanden. Diese Feststellungen
legen die Vermutung nahe, dass eine Reaktion abgelaufen war, die zur Bildung eines viskosen
Produktes bzw. Produktgemisches fiihrte.

Es wurden verschiedene GC-Methoden getestet, um das Reaktionsgemisch aufzutrennen, allerdings
konnte dies in keinem Fall erreicht werden. Aufgrund fehlender Analytik wurde deshalb nicht weiter

an der Synthese des Pimelinsdurebutylamids gearbeitet.

Ebenfalls wurde die Monoamidsynthese aus Succinylsdure und Octylamin getestet. Allerdings bildete
sich unabhédngig von der Gegenwart von CalB bei Zugabe von Octylamin zur Succinylsdure
unverziglich eine schaumartige, weilRe Substanz. Im Anschluss wurde versucht dieses Phdnomen zu
vermeiden. So wurde die Succinylsdure vor der Octylaminzugabe in Aceton gelost und es wurde mit
verschiedenen Losungsmitteln versucht, die weiBe Substanz nach dessen Bildung zu I6sen, doch
keine der MaRnahmen flhrte zu einer Besserung. Daher wurde die Synthese des

Succinylsduremonooctylamids nicht weiter verfolgt.

3.3.2 Lipase-katalysierte Herstellung von potentiellen CYP102K1- und N‘short-
CYP102K1-Substraten im praparativen Mal3stab

Da fiir keines der Monoamide geeignete Bedingungen zur Synthese etabliert werden konnten,
wurden nur die Synthesen der Pimelinsdure- und Succinylsduremonoester im praparativen Mal3stab
wiederholt.

3.3.2.1 Herstellung von Pimelinsduremonopentylester im praparativen Maf3stab

Da MTBE bei den Reaktionen im analytischen Mafstab als das Losungsmittel mit dem besten Mono-
zu Diester-Verhaltnis identifiziert worden war, wurde es ebenfalls fir die Herstellung im

praparativen Malstab eingesetzt. Dem Ansatz wurde ebenfalls getrocknetes Molekularsieb
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zugegeben, um das wahrend der Veresterung freigesetzte Wasser aus dem Reaktionsmedium zu
entfernen und somit die Rickreaktion (Hydrolyse) zu verhindern. Die Reaktion mit einem Volumen
von ca. 11 mL wurde fir 23 h bei 50 °C laufen gelassen und anschliefend abzentrifugiert, um Enzym
und Molsieb zu entfernen. Es wurden exakt 2 mL des Uberstandes auf die Kieselgelsiule aufgetragen
und im Anschluss wurde der Ethylacetatanteil und damit die Polaritat im Laufmittel (Gemisch aus n-
Heptan und Ethylacetat) kontinuierlich erhéht, um eine Elution der Ester zu gewahrleisten. Alle
Fraktionen wurden (Uber DC analysiert und anschlieBend die Fraktionen, welche
Pimelinsduremonopentylester enthielten, vereinigt. Dabei konnte nicht ausgeschlossen werden,
dass in den Fraktionen ebenfalls noch Pentanol enthalten war, da sich die Spots fiir Pentanol und
Pimelinsduremonopentylester auf der DC-Platte nicht eindeutig voneinander trennen lieRen. Die
vereinigten Fraktionen wurden im Rotationsverdampfer eingeengt, wobei eine klare, gelbliche
Flussigkeit verblieb. Es konnte mangels Detektionsmoglichkeiten nicht gaschromatographisch
ausgeschlossen werden, dass noch ein gewisser Anteil Pentanol in der Flissigkeit vorhanden war.
Allerdings kann durch die mehrtagige Einengung im Rotationsverdampfer mit dem damit
verbundenen Anlegen von Vakuum davon ausgegangen werden, dass das Pentanol verdampft
worden ist. Da sich das Volumen der verbliebenen Flissigkeit am Ende der Einengung Uber einen
mehrstiindigen Zeitraum nicht mehr anderte, wurde angenommen, dass es sich bei der Flissigkeit
um das Pimelinsduremonopentylester handelt. Um die Reinheit zu Gberprifen, wurde eine kleine
Probe derivatisiert und gaschromatographisch analysiert. Wie im entsprechenden Chromatogramm
in Abbildung 3.52 zu erkennen ist, konnten keine Spuren von Pimelinsdure und nur duRerst geringe

Mengen Diester nachgewiesen werden. Es wurde daher eine Reinheit > 99 % angenommen.
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Abbildung 3.52: Gaschromatogramm zur Bestimmung der Reinheit des aufgereinigten
Pimelinsduremonopentylesters (unten) im Vergleich zu einer Injektion von Chloroform mit
Derivatisierungsreagenz (oben). Substrat (S): Pimelinsdure (rot-umrandet); Produkte (P): Pimelinsduremono-
(P1) und Pimelinsauredipentylester (P2) (jeweils griin-umrandet).
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Somit wurden aus 2 mL des Reaktionsansatzes 420 mg Pimelinsduremonopentylester erhalten, was
einer Konzentration von 210 mg Monoester pro Milliliter Reaktionsansatz und einer Ausbeute von

45 % entspricht.

3.3.2.2 Herstellung von Succinylsauremonooctylester im praparativen MaRstab
Da bei den Reaktionen im analytischen MaRstab mit MTBE im Vergleich zu Reaktionen ohne MTBE

ein besseres Mono- zu Diester-Verhaltnis festgestellt worden war, wurde das Losungsmittel
ebenfalls fir die Herstellung im praparativen MaRstab eingesetzt. Der Reaktionsansatz enthielt
zudem Molekularsieb zur Entfernung der entstehenden Wassermolekiile und wies ein Volumen von
etwa 2,5 mL auf. Die Reaktion wurde fir 17,5 h bei 50 °C laufen gelassen. Der komplette
Reaktionsansatz wurde nach einem Filtrationsschritt auf die Kieselgelsdule aufgetragen und
anschlieRend wurde die Polaritdt im Laufmittel (Gemisch aus n-Heptan und Ethylacetat) durch
Erhéhung des Ethylacetatanteils kontinuierlich erhéht, um eine Elution der Ester zu erreichen.
Samtliche Fraktionen wurden mittels DC analysiert und anschlieRend die Fraktionen, welche
Succinylsduremonooctylester in hoher Reinheit enthielten, vereinigt. Das Losungsmittel der
vereinigten Fraktionen wurde im Rotationsverdampfer vollstindig entfernt, wobei 220 mg eines
weiB-gelblichen, kristallinen Feststoffs zurlickblieben. Dies entspricht einer Ausbeute von etwa 15 %.
Die Substanz wurde mittels GC als Succinylsduremonooctylester bestatigt und eine Reinheit > 99 %
festgestellt, da keine anderen Peaks fiir Substrate bzw. Produkte der Reaktion detektiert werden

konnten (Abbildung 7.26).

3.3.3 Einsatz der hergestellten Monoester in Biokatalysen mit CYP102K1 und N‘-short-
CYP102K1

3.3.3.1 Einsatz des Pimelinsduremonopentylesters

Der im groReren MaRstab hergestellte und aufgereinigte Pimelinsduremonopentylester wurde
zunachst in Biokatalysen mit CYP102K1 eingesetzt, um zu untersuchen, ob die Verbindung von dem
Enzym als Substrat akzeptiert wird. In die Biokatalysen wurden 2 — 10 uM CYP102K1 und 0,2 —3 mM
Pimelinsduremonopentylester eingesetzt. Die Reaktionen wurden bei 20 °C durchgefihrt, Gber
Nacht laufen gelassen und anschliefend extrahiert (siehe auch Abschnitt 2.4.2.1). Zunachst konnten
in den mittels GC analysierten Reaktionen keine Produkte identifiziert werden, stattdessen wurden
hohe Mengen an Pimelinsdure detektiert. Somit fand offensichtlich eine Hydrolyse des Esters statt.
Da diese Esterhydrolyse ebenso in den Negativkontrollen ohne CYP102K1 beobachtet wurde, konnte
sie offensichtlich nicht durch die Cytochrom P450 Monooxygenase verursacht worden sein. Eine
genaue Analyse aller Reaktionskomponenten ergab daraufhin, dass eine Enzymverunreinigung der
verwendeten Katalase fiir die Hydrolyse des Substrates verantwortlich war. Deshalb wurden im

Anschluss Biokatalysen mit CYP102K1 durchgefiihrt, in denen eine andere Katalase (aus Micrococcus



160 | Ergebnisse

lysodeikticus) bzw. keine Katalase eingesetzt wurde. In beiden Fallen konnten bei der
anschlieRenden GC-Analyse kleine potentielle Produktpeaks bei Retentionszeiten von 21,7 min
(Produkt 1) und 21,4 min (Produkt 2) gefunden werden. Diese Vermutung wurde durch eine
entsprechende GC-MS-Analyse (Abbildung 3.53) bestéatigt. Die charakteristischen Spaltmuster der
zugehorigen Massenspektren der Produkte legen nahe, dass es sich um einen an w-1-Position
(Produkt 1) und einen an w-2-Position (Produkt 2) hydroxylierten Pimelinsduremonopentylester
handelt. Bei Produkt 1 fillt ein deutlicher Peak bei m/z =117 auf. Dieser Peak reprasentiert das
kleinere Fragment, welches bei der Spaltung zwischen dem w-2-Kohlenstoffatom und dem
hydroxylierten w-1-Kohlenstoffatom entsteht. Ein deutlicher Peak ist bei m/z = 129 fiir Produkt 2 zu
erkennen. Hochstwahrscheinlich steht dieser Peak fiir das kleinere Fragment resultierend aus der
Spaltung zwischen dem w-3-Kohlenstoffatom und dem hydroxylierten w-2-Kohlenstoffatom, welches

normalerweise einen m/z-Wert von 131 aufweist.
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Abbildung 3.53: Ausschnitt der GC-MS-Analyse der Reaktion von Pimelinsduremonopentylester mit
CYP102K1. Oben: Charakteristisches Chromatogramm der Reaktionen [Schwarz: Chloroform; Blau:
Chloroform mit Derivatisierungsreagenz (BSTFA); Pink: Reaktionsansdtze mit Pimelinsduremonopentylester
und CYP102K1]. Die Peaks fiir das Substrat Pimelinsdauremonopentylester (S) sowie die Produkte P1 (w-1-
hydroxylierter Pimelinsduremonopentylester) und P2 (w-2-hydroxylierter Pimelinsduremonopentylester)
sind markiert. Unten: Massenspektren von P1 und P2. Reaktionsbedingungen: 2 puM CYP102K1, 0,5 mM
Substrat, 0,05 mM NADPH, 1 U/mL GDH (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pmol NADP* pro Minute
bei pH 6,5 und RT reduzierte), 20 mM Glucose, 1.200 U/mL Katalase, 20 mM KP;-Puffer (pH 6,5), 17 h bei
20 °C, ohne Durchmischung.
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Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden weitere Biokatalysen unter Variation der
CYP102K1- und Substratkonzentration durchgefiihrt. Allerdings konnten selbst bei Einsatz von 10 uM
CYP102K1, 0,5 mM Pimelinsauremonopentylesters und einer Laufzeit von etwa 17 — 19 h laut GC-
Analyse nur 2 % (mit Katalase) bzw. 5 % (ohne Katalase) Umsatz erzielt werden. Der Einsatz hoherer
Substratkonzentrationen (3 mM) oder die Verwendung von weniger Enzym (2 uM) fihrten zu
keinem besseren Ergebnis.

Es wurden ebenfalls Biokatalysen von Pimelinsduremonopentylester mit N’-short-CYP102K1 unter
dhnlichen Bedingungen (10 uM Enzym, 0,5 mM Substrat, keine Katalase, 24 h Laufzeit) durchgefihrt.
Dabei konnten zwar die gleichen Produkte wie fiir CYP102K1 detektiert werden, aber der Umsatz fiel

mit < 1 % noch geringer aus.

3.3.3.2 Einsatz des Succinylsauremonooctylesters

Der im groBeren Malistab hergestellte und aufgereinigte Succinylsduremonooctylester wurde
ebenfalls in Biokatalysen mit CYP102K1 eingesetzt. Dabei konnten bei einer ersten Reaktion mit
2 UM CYP102K1 und 0,5 mM Substrat kleine potentielle Produktpeaks bei 21,5 min (Produkt 1) und
21,3 min (Produkt 2) durch GC-Analyse identifiziert werden. Im Gegensatz zum
Pimelinsdauremonopentylester wurde keine Hydrolyse des Substrates beobachtet. Dies legt die
Vermutung nahe, dass das im Katalasepulver enthaltene Enzym, welches
Pimelinsauremonopentylester hydrolysiert hatte, selektiv ist. AnschlieBend wurden weitere
Biokatalysen mit héheren CYP102K1- (10 uM bzw. 20 uM) und Monoesterkonzentrationen (bis zu
1 mM) durchgefiihrt, um die potentiellen Produkte in anschlieRenden GC-MS Analysen genauer
untersuchen zu kdnnen. Wie in Abbildung 3.54 gezeigt, sind die Produkte ausschliefRlich in Proben
mit CYP102K1 und nicht in den entsprechenden Negativkontrollen vorhanden. Es fallt zudem auf,
dass die Produktpeaks bei doppelter CYP102K1- und Monoesterkonzentration gréRer ausfallen. Die
zugehorigen Massenspektren der Produkte legen nahe, dass es sich um einen an w-1-Position
(Produkt 1) und einen an w-2-Position (Produkt 2) hydroxylierten Succinylsduremonooctylester
handelt. Wie schon beim oben beschriebenen Pimelinsduremonopentylester konnte anhand von
charakteristischen Spaltprodukten die Position der Hydroxylgruppe ermittelt werden. Bei Produkt 1
fallt erneut der Peak bei m/z =117 auf, der charakteristisch ist fir die Hydroxylierung an der w-1-
Position. Der deutliche Peak bei m/z = 131 fiir Produkt 2 weist auf eine Hydroxylierung an der w-2-
Position hin.

Um die Reaktionsbedingungen zu optimieren, wurden ebenfalls weitere Biokatalysen unter Variation
der CYP102K1- und Substratkonzentration, sowie der Reaktionsdauer durchgefiihrt. Fir alle mittels
GC analysierten Ansatze wurden schlielich Umsatze berechnet. Der hdochste Umsatz von 20 %

konnte fur eine Reaktion mit 10 uM Enzym, 0,5 mM Substrat und einer Laufzeit von 40 h erzielt
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werden. Der Einsatz geringerer Enzymmengen bzw. hoherer als auch niedrigerer
Substratkonzentrationen flihrten zu keiner Umsatzsteigerung.

Es wurden ebenfalls Biokatalysen mit N‘-short-CYP102K1 unter &dhnlichen Bedingungen (10 pM
Enzym, 0,5 mM Substrat, 24 h Laufzeit) durchgefiihrt. Dabei wurden die gleichen Produkte gebildet

und der Umsatz erreichte mit 18 % ebenfalls einen dhnlichen Wert wie fir CYP102K1.
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Abbildung 3.54: Ausschnitt der GC-MS-Analyse zweier Reaktionen von Succinylsduremonooctylester mit
CYP102K1 unter Verwendung verschiedener Substrat- und CYP102K1-Konzentrationen. Oben:
Charakteristische Chromatogramme der Reaktionen [Schwarz: Chloroform mit Derivatisierungsreagenz
(BSTFA); Pink: Negativkontrolle ohne CYP102K1; Blau bzw. braun: Reaktionsansitze mit
Succinylsduremonooctylester (0,5 mM bzw. 1 mM) und CYP102K1 (10 pM bzw. 20 uM)]. Unten:
Massenspektren der Produkte P1 (w-1-hydroxylierter Succinylsduremonooctylester) und P2 (w-2-
hydroxylierter  Succinylsduremonooctylester). Reaktionsbedingungen: variierende CYP102K1- und

Substratkonzentration, 0,05 mM NADPH, 1 U/mL GDH (1 U entsprach der Enzymmenge, welche 1 pumol
NADP* pro Minute bei pH 6,5 und RT reduzierte), 20 mM Glucose, 1.200 U/mL Katalase, 20 mM KP;-Puffer
(pH 6,5), 22,5 h bei 20 °C, ohne Durchmischung.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchung putativer Elektronentransferproteine aus Thermobifida fusca

Das Ziel dieses Teilprojekts war die Identifikation thermostabiler Elektronentransferpartner aus
T. fusca fur die Anwendung in Biokatalysen mit verschiedenen Cytochrom P450 Monooxygenasen.
Dazu wurden funf putative Ferredoxine, zwei Varianten eines putativen Flavodoxins und vier
putative Ferredoxinreduktasen aus T. fusca untersucht. Nach Bestimmung optimaler
Expressionsbedingungen wurden die Proteine aufgereinigt und bzgl. ihrer Aktivitdt untersucht.
AnschlieBend wurden sie in Biokatalysen mit unterschiedlichen Cytochrom P450 Monooxygenasen

getestet.

4.1.1 Heterologe Expression und Aufreinigung

Ferredoxine

Es stellte sich teilweise als schwierig heraus, eine Expression der Ferredoxine mittels SDS-PAGE
nachzuweisen, da in der Regel nur wenig intensive Ferredoxin-Banden auf den SDS-Gelen zu
beobachten waren, obwohl mit der Tris-Tricin-SDS-PAGE eine SDS-PAGE-Methode verwendet wurde,
die speziell fiir kleine Proteine geeignet ist. Dies kann neben einer schwachen Expression auch an
der geringen Grofle der Proteine liegen. Nach Durchfihrung der Elektrophorese wurde eine
Coomassie-Brillant-Blau-haltige Farbelosung zur Farbung der SDS-Gele eingesetzt. Neben der
Tatsache, dass kleine Proteine aus dem Gel wadhrend des Farbevorgangs ausgewaschen werden
kénnen (Schagger und von Jagow, 1987), lagert sich der Coomassie-Farbstoff nur unspezifisch an
basische Aminosaduren an und je kleiner ein Protein ist, desto weniger basische Aminosauren sind
durchschnittlich in dem Protein vorhanden. Dadurch werden sie im Vergleich zu gréReren Proteinen
von der Farbelosung weniger stark angefdrbt und dies erschwert eine Visualisierung der
Ferredoxinbanden. Daher wurde neben der SDS-PAGE standardmaRig ebenfalls ein Western Blot zur
spezifischen Detektion von Proteinen (iber deren His-Tag durchgefiihrt. Dies war fir alle Ferredoxine
moglich, die durch die Expression mit pET28a(+) und die Klonierung lber die Ndel-Schnittstelle Gber
einen N-terminalen His-Tag verfiigten. Es ist zudem zu erwadhnen, dass die Banden der meisten
putativen Ferredoxine (Ausnahmen: Fdx 3 und Fdx 4) im SDS-Gel bei deutlich hoheren
Molekulargewichten zu beobachten waren als erwartet, was die Identifikation der richtigen

Zielproteinbande zusatzlich erschwerte.

Wird der Einsatz der Plasmide pET22b(+) und pET28a(+) zur Ferredoxinexpression verglichen,
wurden interessanterweise stets bei Verwendung des pET28a(+)-Plasmids die besten
Expressionsbedingungen gefunden. Der grundlegende Unterschied zwischen den beiden Vektoren

liegt darin, dass die Proteine, die mit Hilfe des entsprechenden pET22b(+)-Plasmids exprimiert
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wurden, iber keinen N-terminalen His-Tag verfiigen. Daher war eine Uberpriifung der Expression
mittels Western Blot im Fall der Verwendung von pET22b(+) nicht direkt moglich und die Analyse
mittels SDS-PAGE war die einzige zur Verfligung stehende Methode die Expression einzuschatzen. Da
dies teils ohne zusatzlichen Nachweis mittels Western Blot durchaus schwerfiel, kann es sein, dass
eine Zielproteinexpression Gbersehen worden ist. Ware diese Expression allerdings deutlich starker
ausgepragt gewesen, als die Expression mit pET28a, ware sie sicherlich bei Betrachtung der
entsprechenden SDS-Gele bemerkt worden. Daher ist es durchaus moglich, dass pET28a(+)

tatsachlich in allen Fallen die besseren Expressionsergebnisse lieferte.

Die Ferredoxingene wurden im Vorfeld dieser Arbeit tiber PCR aus dem Genom von T. fusca isoliert,
in verschiedene Plasmide eingebracht und zur Verfligung gestellt. Die Sequenzen wurden also nicht
flir eine Expression in E. coli optimiert. Eine Codonanalyse der Ferredoxingene mit Hilfe eines
Browser-gestiitzten Programms (E. coli Codon Usage Analysis 2.0) ergab, dass 10 — 18 % der
vorhandenen Codons nur selten in E. coli verwendet werden. Darliber hinaus wurde festgestellt,
dass mit Ausnahme der Fdx 8-Gensequenz in allen Ferredoxingensequenzen mindestens zwei in
E. coli selten verwendete Codons aufeinander folgen. Werden gewisse Codons nur selten in einem
Organismus verwendet, liegt hiufig die entsprechende tRNA nur in geringen Mengen in der Zelle
vor, in dessen Folge die Translation abgebrochen werden oder niedrig ausfallen kann (Bulmer, 1987;
Dong et al., 1996; Kanaya et al., 2001). Daher ist es moglich, dass sich der N-terminale His-Tag als
Expressionsstartpunkt positiv auf die Expression auswirkt, da die entsprechenden Codons fiir eine
Expression in E. coli ausgelegt sind. Fehlt der N-terminale His-Tag, ist es moglich, dass die Expression
aufgrund der unterschiedlichen codon usage der beiden Organismen stark verlangsamt und in der
Folge abgebrochen wird. Dariber hinaus konnte gezeigt werden, dass AT-reiche Regionen am
Anfang einer Gensequenz die heterologe Expression in E. coli verbessern kénnen (Nishikubo et al.,
2005). Die Gensequenz des verwendeten N-terminalen His-Tags weist innerhalb der ersten neun
Codons einen hohen AT-Gehalt von 52 % auf. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass sich der His-

Tag positiv auf die Expression auswirken kann.

Im Fall von Fdx 4 wurde die Coexpression mit FdR 6 untersucht, da die Gene von Fdx 4 (Tfu_1226)
und FdR 6 (Tfu_1227) im Genom von T. fusca direkt hintereinander liegen. Weiterhin befinden sich
beide Gene zusammen mit dem Gen fir CYP217A1 (Tfu_1225) in einem grofReren Operon
(vermutlich fur die Polyketidsynthese). Daher wurde angenommen, dass die resultierenden Proteine
miteinander und mutmallich mit CYP217A1 kooperieren und dass das Vorhandensein des einen
Proteins in der Zelle sich stabilisierend auf die Produktion des putativen Redoxpartners auswirken

kénnte.
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Interessanterweise wurde die Expression von Fdx 4 nur dann deutlich verbessert, wenn sich das Gen
flr Fdx 4 im pET28a(+)-Vektor und das Gen fir FdR 6 im plT2-MCS-Vektor befand, aber nicht wenn
die umgekehrte Kombination gewadhlt wurde. Dies lasst sich zum einen dadurch erklaren, dass es
sich bei pET28a(+) um einen high copy-Vektor mit hoher Kopienzahl pro Zelle handelt und bei pIT2-
MCS um ein low copy-Plasmid mit deutlich niedrigerer Kopienzahl. Zum anderen resultiert die
Expression mit pET28a(+) in der Expression des Zielproteins mit N-terminalem His-Tag, wogegen das
Protein bei Expression mit pIT2-MCS Uber keinen His-Tag verfligt. Dies ist ein weiterer Hinweis flr
die zuvor geduRerte Vermutung, dass sich der N-terminale His-Tag positiv auf die Expression
auswirkt. Ahnliche Ergebnisse wurden bei der Verwendung des low copy-Plasmids pACYCDuet™ als
Coexpressionssystem gefunden. In diesem Fall waren die Gene von Fdx 4 und FdR 6 in den gleichen
Vektor eingebracht worden, um die Coexpression zu untersuchen. Dabei konnte keine sichtbare
Fdx 4-Expression beobachtet werden. Einerseits kann dies dadurch erklart werden, dass es sich bei
PACYC um ein low copy-Plasmid handelt und die Expression dadurch niedriger ausfallen kann.
Anderseits kann es daran liegen, dass kein N-terminaler His-Tag vorhanden war und somit — wie
bereits eben diskutiert — nicht positiv auf die Expression einwirken konnte. Des Weiteren war, falls
eine schwache Expression vorhanden gewesen ware, eine spezifische Detektion mittels Western Blot
nicht ohne Weiteres moglich.

Dass die Coexpression mit FAR 6 (Gen im plIT2) tatsachlich die Expression von Fdx 4 (Gen im
pET28a(+)) verbesserte, weist darauf hin, dass sich die Interaktion der Proteine positiv auf die
Faltung oder schiitzend vor einem Proteinabbau auswirkt. Zwar wurde in der Literatur kein
konkretes Beispiel gefunden wurde, in dem die Coexpression von Ferredoxin und
Ferredoxinreduktase zu einer Expressionsverbesserung gefiihrt hat. Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass die Expression der Cytochrom P450 Monooxygenasen CYP105A1 und CYP105B1 aus
Streptomyces griseolus durch die Coexpression zweier autologer Ferredoxine und einer
Ferredoxinreduktase aus Streptomyces coelicolor stark erhoht werden konnte (Hussain und Ward,
2003). Dieser Effekt wurde auf eine Stabilisierung der korrekt gefalteten, aktiven P450-Enzyme durch
die coexprimierten Redoxproteine zuriickgefiihrt. Es ist daher durchaus moglich, dass sich die
Anwesenheit von FdR 6 stabilisierend auf die Expression von Fdx 4 ausgewirkt hat. Dartiber hinaus
wurde demonstriert, dass in Streptomyces coelicolor A3(2) die Expression von Cytochrom P450
Monooxygenasen und Ferredoxinen (iber die Verfligbarkeit bestimmter Reduktasen reguliert wird

(Lei et al., 2004).

Bei der Betrachtung der Expressionsergebnisse aller Ferredoxine fallt auf, dass die zugehorigen
Proteinbanden auf den SDS-Gelen bereits ca. 2 h nach Induktion (bei Nutzung von E. coli BL21 (DE3)

als Expressionswirt) die hochste Intensitdt aufwiesen und die Intensitdit mit fortlaufender
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Expressionsdauer wieder abnahm. Wurde E. coli C43 (DE3) als Expressionsstamm genutzt, wurden
die intensivsten Ferredoxinbanden im Allgemeinen zu spateren Probezeitpunkten (etwa 4 — 5 h nach
Induktion) beobachtet. Dies zeigt, dass die Expression in der E. coli BL21 (DE3)-Variante C43 (DE3)
prinzipiell etwas langsamer ablduft als im E. coli BL21 (DE3)-Stamm, was auf mindestens eine
Mutation zurickzufihren ist (Miroux und Walker, 1996).

Unabhangig vom Expressionsstamm war die Ferredoxinexpression nach tber Nacht-Inkubation nur
noch fir Fdx 3 und Fdx 8 eindeutig Gber SDS-PAGE bzw. Western Blot nachweisbar. Anscheinend
werden die Ferredoxine in den zur Expression genutzten Zellen recht rasch wieder abgebaut. Es ist
weiterhin moglich, dass ein Teil der Zellen durch den mit der Kultivierungsdauer abnehmenden
Selektionsdruck das zur Expression der Zielproteine notwendige Plasmid verliert und die Zellen ohne
Plasmid in der Folge die verbliebenen Ferredoxin-exprimierenden Zellen liberwachsen. Dabei sollte
der letzte Punkt durch den Einsatz von ausreichenden Mengen Antibiotikum eigentlich
ausgeschlossen sein. Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass das Wachstum der Zellen nach der
Induktion teilweise gehemmt war, beispielsweise bei der Fdx 8-Expression mit E. coli BL21 (DE3).
Zum einen ist dies moglicherweise auf eine auRerordentlich hohe Expression zurlickzufiihren, welche
einen GroRteil der Energie der Zelle bendtigt und den restlichen Stoffwechsel damit stark
verlangsamt. Zum anderen ist auch moglich, dass die Ferredoxinexpression an sich den Stoffwechsel
der exprimierenden E. coli-Zellen negativ beeinflusst. Dies kdnnte wiederum dazu fiihren, dass die
Ferredoxin-exprimierenden Zellen langsamer wachsen, als nicht exprimierende Zellen, sodass das
Expressionslevel mit fortlaufender Dauer abnimmt. Es kann daher sein, dass die Ferredoxine auf die
flir viele Stoffwechselwege entscheidende Elektronenibertragung einwirken, indem sie die
Elektronen auf andere Proteine oder Molekiile (wie z. B. Sauerstoff) in der Zelle Gbertragen. Bei
Verwendung molekularen Sauerstoffs als Elektronenakzeptor wirden beispielsweise reaktive
Sauerstoffspezies wie Wasserstoffperoxid und Superoxidanionen entstehen, die sich toxisch auf die
Zelle auswirken konnen. Somit wird der Stoffwechsel gestort und der Redoxzustand der Zelle
beeinflusst, was eine Beeintrachtigung des Wachstums zur Folge hat. Dazu miissen die Ferredoxine
allerdings zundchst von einer Reduktase reduziert werden, da Ferredoxine lediglich als
Shuttleproteine dienen und nicht eigenstandig Elektronen von Cofaktoren erhalten kénnen. Es
wurde bereits vor etwa 40 Jahren herausgefunden, dass E. coli mindestens eine NADPH-abhangige
Flavodoxinreduktase besitzt, die zur Aktivierung der Methioninsynthase mit einem entsprechenden
Flavodoxin interagiert (Fujii und Huennekens, 1974). In der Folge wurden mit der
Formiatacetyltransferase, der anaeroben Ribonukleotidreduktase und der Biotinsynthase weitere
E. coli-Enzyme gefunden, welche diese Redpoxpartner als natirliches Elektronentransfersystem zur

Katalyse bendtigen (Blaschkowski et al., 1982; Bianchi et al., 1993; Birch et al., 1995). Zudem konnte
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gezeigt werden, dass die Flavodoxinreduktase ebenfalls in der Lage ist, ein an der Bildung von
Eisenschwefelclustern beteiligtes E. coli-Ferredoxin zu reduzieren (Blaschkowski et al., 1982; Zheng
et al., 1998). Somit wird dieses Enzym in der Literatur sowohl als Flavodoxinreduktase als auch als
Ferredoxinreduktase bezeichnet. In weiteren Arbeiten konnte zudem gezeigt werden, dass die FdR
aus E. coli das Flavodoxin YkuN aus Bacillus subtilis reduzieren kann (Girhard et al., 2010; von Bihler
et al.,, 2013). Da die E. coli-FdR offenbar in der Lage ist, mit verschiedenen Flavodoxinen und
Ferredoxinen zu interagieren, kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese ebenfalls Elektronen
auf die heterolog exprimierten Ferredoxine aus T. fusca Ubertragt, was wiederum den Stoffwechsel
von E. coli wahrend der Ferredoxinexpression und somit ebenfalls die Ferredoxinexpression selbst
negativ beeinflussen kann. Entgegen dieser Hypothesen konnte jedoch die Expression von Fdx 4
durch Coexpression mit FdR 6 verbessert werden. Die Kooperation der beiden Proteine wird
aufgrund der benachbarten Lokalisierung der entsprechenden Gene im T. fusca-Genom als sehr
wahrscheinlich angenommen, sodass die mogliche Beeinflussung des Stoffwechsels in diesem Fall

wohl keinen Grund fiir eine schwache Expression darstellt.

Da die Proteine aus einem thermophilen Organismus stammen und die optimale
Wachstumstemperatur von T. fusca bei 50 — 55 °C liegt (Bachmann und McCarthy, 1991), besteht
weiterhin die Moglichkeit, dass flir eine bessere Expression der Ferredoxine hdhere als die
getesteten Temperaturen notwendig sind. Diese sind durch den Einsatz von E. coli als
Expressionswirt aber nicht erreichbar, da dieser Organismus nicht in der Lage ist, bei Temperaturen

> 44 °C Uber einen langeren Zeitraum zu wachsen (Farewell und Neidhardt, 1998).

Nach der Ferredoxinexpression im grofleren MaRstab wurden die Proteine aufgereinigt. Dabei
wurden abhdngig vom entsprechenden Ferredoxin sehr unterschiedliche Ergebnisse erhalten.

Die Aufreinigung liber IMAC, die Aufkonzentrierung sowie der Pufferaustausch verliefen fir Fdx 2
und Fdx 8 ohne Probleme und es wurden braune Proteinlésungen erhalten. Die braune Farbung
weist auf den Einbau von Eisenschwefelclustern hin, welche typischerweise als prosthetische Gruppe
in Ferredoxinen vorhanden sind. Dabei kann es sich um [2Fe-2S]-, [3Fe-4S]- oder [4Fe-4S]-Cluster
handeln, die in Ferredoxinen vorkommen kénnen (Johnson et al., 2005). Dies gilt ebenfalls fir
Ferredoxine, die nachweislich mit Cytochrom P450 Monooxygenasen kooperieren (Sevrioukova et
al., 2003; Sielaff und Andreesen, 2005; Green et al., 2003). Laut der PFAM-Analyse in der NCBI-
Datenbank enthalten sowohl Fdx 2 als auch Fdx 8 je ein [4Fe-4S]-Cluster. Die Aminosduresequenzen
beider Ferredoxine weisen allerdings ein CXXHXXC(X),CP-Sequenzmotiv auf. Dieses Motiv ist
ebenfalls in dem [3Fe-4S]-Cluster-enthaltenden Ferredoxin HaPuxC aus Rhodopseudomonas palustris
HaA2 vorhanden, dessen Kristallstruktur aufgeklart wurde (Zhang et al., 2014). Anhand der

Kristallstruktur (PDB-Code 4ID8) wird deutlich, dass das in dem Sequenzmotiv enthaltene Histidin
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mit einem Schwefelatom des Eisenschwefelclusters interagiert (Zhang et al., 2014). Es ist jedoch
bekannt, dass Histidin ebenfalls eines der vier Eisenatome von [4Fe-4S]-Clustern binden kann
(Johnson et al., 2005). Daher sind weitere Untersuchungen notwendig, um aufzuklaren, welcher Typ
Eisenschwefelcluster in Fdx 2 und Fdx 8 enthalten ist. Nach Aufreinigung und Konzentrierung wies
die Fdx 2-haltige Proteinlésung mit 4,6 mg/mL eine fast doppelt so hohe Proteinkonzentration auf
wie das Fdx 8-Konzentrat (2,5 mg/mL), obwohl beim Fdx 8-Konzentrat eine deutlich intensivere
Braunfarbung erkennbar war. Dies deutet darauf hin, dass nicht alles Fdx 2 auch den
Eisenschwefelcluster enthielt. Darliber hinaus ist es moglich, dass die héhere Proteinkonzentration
im Fdx 2-Konzentrat neben Proteinverunreinigungen auch auf restliche Imidazolverunreinigungen

zurtckzufihren ist.

Fdx 4 konnte ebenfalls Gber IMAC aufgereinigt und im Anschluss aufkonzentriert werden, wobei das
Konzentrat eine braune Farbung aufwies. Daher war offenbar wahrend der Expression der
Eisenschwefelcluster in das Protein eingebaut worden. Wie bei Fdx 2 und Fdx 8 ist auch in der Fdx 4-
Proteinsequenz ein CXXHXXC(X),CP-Sequenzmotiv vorhanden, das auf die Bindung des [3Fe-4S]-
Clusters hinweist (Zhang et al., 2014). Wie bereits zuvor diskutiert, ist jedoch ebenfalls die Bindung
des [4Fe-4S]-Clusters vorstellbar, welches laut PFAM-Zuordnung in dem Ferredoxin vorhanden sein
soll. Das Fdx 4 fiel allerdings beim anschlieRenden Pufferaustausch mittels PD10-Saule zur
Entfernung des Imidazols vollstdndig aus und die urspriingliche braune Farbung war nicht mehr
vorhanden. Dies weist darauf hin, dass das Protein entweder infolge des Verlusts des
Eisenschwefelclusters denaturierte, oder der Eisenschwefelcluster wahrend der Denaturierung
verloren ging. In beiden Fallen folgt daraus der Verlust jeglicher Aktivitdt. In der Folge wurden
mehrere Versuche unternommen, nach der IMAC den Pufferaustausch mdglichst schonend zu
gestalten, doch stets fiihrte eine Entfernung des Imidazols zur Denaturierung des Zielproteins. Eine
hohe Imidazolkonzentration bzw. lonenstdrke scheint sich also stabilisierend auf das Protein
auszuwirken. Durch die IMAC war zudem schon vor dem Pufferaustausch die coexprimierte FdR 6
entfernt worden, sodass diese nicht mehr stabilisierend auf Fdx 4 wirken konnte. Des Weiteren
wurde eine Anionenaustauschchromatographie zur Fdx 4-Aufreinigung durchgefiihrt, wobei das
Zielprotein in den Elutionsfraktionen stark verdiinnt vorlag, sodass eine eindeutige ldentifizierung
von Fdx 4 nicht ohne Weiteres moglich war. Wahrend der folgenden Aufkonzentrierung kam es
erneut zu einem massiven Proteinausfall. Méglicherweise ist dies wiederum auf eine Anderung der
lonenstarke zurickzufihren. Es ist zudem moglich, dass das Protein auf der Membran des

Zentrifugalfilters denaturierte.

Bei Fdx 1 und Fdx 3 konnte zu keinem Zeitpunkt der Aufreinigung eine braune Farbung beobachtet

werden, sodass diese Proteine wahrscheinlich lber keinen Eisenschwefelcluster verfligten oder die
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Verdiinnung der Proteine zu hoch war, um eine Braunfarbung festzustellen. Die zweite Begriindung
trifft bei Fdx 3 eher nicht zu, da eine vergleichsweise hohe Proteinkonzentration im sehr reinen
Konzentrat festgestellt wurde. Falls der Eisenschwefelcluster fehlte, konnten Fdx 1 und Fdx 3 nicht
aktiv sein, da die prosthetische Gruppe fiir die Elektroneniibertragung bendtigt wird. Es kann zum
einen sein, dass die Faltung der Ferredoxine nicht korrekt ausgebildet wurde, sodass der
Eisenschwefelcluster nicht eingebaut werden konnte und die Proteine somit nicht funktionell
vorlagen. Ein Grund fir die Fehlfaltung konnte sein, dass bendétigte Faltungshelfer, wie Chaperone,
fehlten. Es ist zudem moglich, dass der N-terminale His-Tag die Faltung beeintrachtigt oder den
Einbau des Eisenschwefelclusters behindert haben kodnnte. In der Literatur existieren mehrere
Hinweise dafir, dass sich His-Tags negativ auf die Struktur, Aktivitdat oder Loslichkeit von Proteinen
auswirken konnen (Araujo et al.,, 2000; Freydank et al., 2008; Tolia und Joshua-Tor, 2006;
Woestenenk et al.,, 2004). Besonders bei kleinen Proteinen wie Ferredoxinen besteht die
Moglichkeit, dass der im Verhéltnis zum restlichen Protein recht lange His-Tag die Faltung
beeinflusst.

Zum anderen besteht die Moglichkeit, dass es sich bei Fdx 1 und Fdx 3 gar nicht um echte
Ferredoxine handelt. Zumindest im Fall von Fdx 1 wéare dies Uberraschend, da Fdx 1 mit einer
Sequenzidentitdt von 85 % homolog zum Ferredoxin NP_629284 aus S. coelicolor A3(2) ist (Chun et
al., 2007) und in der NCBI-Datenbank ebenfalls als Ferredoxin annotiert ist. Die PFAM-Analyse in der
NCBI-Datenbank ergab (wie fir Fdx 2, Fdx 4 und Fdx 8), dass Fdx 1 zu den [4Fe-4S]-Cluster-
enthaltenden Ferredoxinen gehoéren soll. Anders als Fdx 2, Fdx 4 und Fdx 8 enthalt die Fdx 1-
Aminosauresequenz kein CXXHXXC(X),CP-Sequenzmotiv fiir ein [3Fe-4S]-Cluster und auch kein
anderes Sequenzmotiv, welches fir die Bindung einer bestimmten Eisenschwefelclusterart typisch
ware (Busch et al., 1996; Macedo-Ribeiro et al., 2001; McLean et al., 2006; Zhang et al., 2014).
Interessanterweise weist die Fdx 1-Sequenz sieben Cysteinreste auf, wahrend Fdx 2, Fdx 4 und Fdx 8
nur drei Cysteinreste besitzen. Mit sieben Cysteinresten kdnnen theoretisch sieben Eisenatome tber
Thiolatbindungen gebunden werden, sodass Fdx 1 ein putatives [7Fe-8S]-Cluster-haltiges Ferredoxin
sein konnte. Diese Ferredoxine binden ein [3Fe-4S]-Cluster sowie ein [4Fe-4S]-Cluster (Aono et al.,
1994; Busch et al.,, 1996; Katayama et al., 2003). Auch wenn es sich dabei um eine spezielle
Eisenschwefelclusteranordnung handelt, ist es unwahrscheinlich, dass E. coli nicht in der Lage ist, die
bendtigten Eisenschwefelcluster zu bilden und diese in die Proteine einzubauen, da E. coli Gber die
dafiir notwendigen biosynthetischen Systeme verfiigt (Nakamura et al., 1999; Schwartz et al., 2000;
Tokumoto und Takahashi, 2001). Darlber hinaus wurden bereits zahlreiche [7Fe-8S]-Cluster-haltige
Ferredoxine unter Verwendung von E. coli als Expressionswirt heterolog exprimiert (Dimri et al.,

1988; Aono et al., 1994; Busch et al., 1996). Daher ist anzunehmen, dass tatsachlich die Faltung von
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Fdx 1 nicht korrekt ausgebildet wurde, sodass keine funktionelle Expression des Ferredoxins erfolgte.
Dagegen ist recht wahrscheinlich, dass es sich bei Fdx 3 um kein echtes Ferredoxin handelt. Dieses
Protein wurde in der Auswahl moglicher T. fusca-Ferredoxine berlicksichtigt, da es aufgrund seiner
Kristallstruktur (PDB-Code 3BGU) als Ferredoxin-dhnliches Protein zugeordnet wurde (Joint Center
for Structural Genomics, 2007). Allerdings fehlt bereits in der Struktur der Eisenschwefelcluster. Es
ist weiterhin auffallig, dass die Aminosduresequenz von Fdx 3 keinen Cysteinrest enthalt. Daher ist es
in Fdx 3 nicht moglich, Eisenatome Uber Thiolate zu binden und somit fehlt dem Protein die
wichtigste Moglichkeit zur Bindung von Eisenschwefelclustern. Es ist zudem unwahrscheinlich, dass
ausschlieBlich mit anderen Aminosdureresten, wie Aspartat, Histidin oder Serin, eine ausreichend
starke Bindung des Eisenschwefelclusters erreicht werden kann, da normalerweise hochstens ein
Eisenatom des Eisenschwefelclusters Uber eine der genannten Aminosduren gebunden wird
(Johnson et al.,, 2005). Unter Berlicksichtigung dieser Informationen muss davon ausgegangen
werden, dass es sich bei Fdx 3 um kein echtes Ferredoxin handelt sondern lediglich um ein Protein

mit einer Ferredoxin-dhnlichen Faltung.

Flavodoxin

Im Vorfeld der Arbeiten mit dem Flavodoxin wurde bereits in der Gruppe von Prof. Dr. Vlada
Urlacher (Institut fur Biochemie Il der Heinrich Heine Universitdt Disseldorf) eine Bachelorarbeit
durchgefiihrt, bei der die Expression und Aufreinigung des Flavodoxins untersucht wurde (Kriger,
2013). Dabei konnte festgestellt, dass das Expressionslevel des Proteins sehr niedrig und das
Flavodoxin nur Uber einen Western Blot nachzuweisen war. Genauere Analysen des zugehdrigen
Gens ergaben, dass viele der vorhandenen Codons des Flavodoxingens in E. coli nur selten
verwendet werden, was die geringe Expression hervorrufen kann. Daher wurde fiir die vorliegende
Arbeit das Flavodoxingen fiir die Expression in E. coli Codon-optimiert, als synthetisches Gen bestellt
und in Expressionsstudien eingesetzt, um geeignete Bedingungen zur 16slichen Expression von Fldx-s.
zu finden. Selbst unter den besten Expressionsbedingung (E. coli C43 (DE3) pET42b_Tfu_3023-synth
bei 30 °C in TB-Medium) wurde der Grof3teil des Zielproteins nicht in der |6slichen Fraktion, sondern
in Form von inclusion bodies in der Pelletfraktion gefunden. Eine Ursache dafiir kann ein sehr hohes
Expressionslevel sein, in dessen Folge die Proteine nicht geniigend Zeit zur Faltung haben und
aggregieren. Zudem kann die Bildung der inclusion bodies moglicherweise auf die unnatirlichen
Expressionsbedingungen zurlickgefiihrt werden. So besteht die Mdglichkeit, dass fiir eine korrekte
Faltung beispielsweise eine andere Wachstumstemperatur benétigt wird, oder dass in E. coli
Chaperone fehlen, die fiir die Faltung des T. fusca-Flavodoxins essentiell sind. Weitere Experimente
zeigten, dass weder niedrigere Expressionstemperaturen (20 bzw. 25°C) noch geringere

Induktorkonzentrationen den I6slichen Flavodoxinanteil erhdhen konnten. Stattdessen wurde
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lediglich eine Abnahme der Fldx-s.-Gesamtexpression unter diesen Bedingungen festgestellt. Dies
legt die Vermutung nahe, dass die Bildung von inclusion bodies nicht durch ein zu hohes
Expressionslevel sondern die unnattrlichen Expressionsbedingungen verursacht wurde.

Wahrend die Expression des Flavodoxins mit einem C-terminalen His-Tag zumindest zur Bildung
geringer Mengen l6slichen Fldx-s. fiihrte, konnte bei der Expression mit N-terminalem His-Tag keine
|6sliche Expression nachgewiesen werden. Es ist daher moglich, dass sich der N-terminale His-Tag in
diesem Fall negativ auf die Expression bzw. Faltung des Proteins ausgewirkt hat. Nach der Expression
verfligt das Fldx-s. durch den N-terminalen His-Tag bei einer Gesamtlange von 190 Aminosauren
iber einen zwanzig Aminosiuren langen Uberhang am N-Terminus. Dieser N-terminale Uberhang
konnte einen Einfluss auf die Tertidrstruktur des Flavodoxins haben und somit eine Fehlfaltung
hervorrufen. Diese Vermutung steht im Gegensatz zu der beziiglich der Ferredoxinexpression
geduBerten Theorie, in deren Folge sich der N-terminale His-Tag als Expressionsstartpunkt positiv

auf die Expression auswirkt.

Im Rahmen der bereits zuvor genannten Bachelorarbeit im Institut von Prof. Dr. Vlada Urlacher
(Krtiger, 2013) wurde das Flavodoxin iber einen mittels PCR eingebrachten C-terminalen His-Tag und
IMAC aufgereinigt. AnschlieBend wurden mit der GréRenausschlusschromatographie, der
Ultrafiltration sowie der Dialyse verschiedene Methoden getestet, um nach der Aufreinigung das
Imidazol wieder zu entfernen. Doch unabhangig von der verwendeten Methode resultierte die
Entfernung des Imidazols in der Prazipitation und damit Denaturierung des Proteins. Daher wurde in
der vorliegenden Arbeit zunachst von der Aufreinigung des Flavodoxins mittels IMAC abgesehen und
stattdessen lonenaustauschchromatographie und hydrophobe Interaktionschromatographie zur
Aufreinigung von Fldx-s. getestet. Dazu wurde zunidchst eine Kationenaustauschersdule (SP-
Sepharose) bei pH 7,0 eingesetzt. In der Folge wurde festgestellt, dass das Fldx-s. trotz eines
theoretischen isoelektrischen Punkts von 8,1 nach dem Aufreinigungsdurchgang fast ausschliefRlich
im Durchfluss nachgewiesen wurde. Bei Durchflihrung einer Anionenaustauschchromatographie (Q-
Sepharose) bei gleichem pH wurde dagegen eine starkere Interaktion zwischen dem Zielprotein und
dem Saulenmaterial beobachtet. Daher kann festgestellt werden, dass das Fldx-s. unter den
gegebenen Bedingungen auf seiner Oberfliche mehr negativ als positiv geladene Aminosduren
aufweist.

Die getesteten Verfahren der hydrophoben Interaktionschromatographie (Butyl- bzw. Phenyl-
Sepharose) lieRen eine starke Interaktion des Flavodoxins mit den Sdulenmaterialien erkennen, da
entweder reines ddH,0 zur Elution oder gar NaOH oder Isopropanol zum Lésen des Proteins
eingesetzt werden mussten. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass ein Teil des Flavodoxins durch die

Wechselwirkung mit dem Sdulenmaterial auf der Sdule ausgefallen ist und daher so schwierig wieder
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abzul6sen war. Des Weiteren ist moglich, dass die Fldx-s.-Oberflache uUber groRe und/oder stark
hydrophobe Bereiche verfligt, oder dass die hydrophobe Oberfliche des Sadulenmaterials zur
Entfaltung des Flavodoxins beitrug. Die in reinem ddH,0 eluierten Fraktionen der hydrophoben
Interaktionschromatographien wurden jeweils mit Elutionspuffer versetzt und aufkonzentriert.
Dabei wurde eine Denaturierung des Proteins ersichtlich, da es ausfiel und sich auf der
Filtermembran absetzte. Vermutlich lag die geringe Stabilitdt daran, dass keine nativen Bedingungen
vorlagen und dass die Elution in reinem ddH,0 destabilisierend auf das Zielprotein gewirkt hatte, da
zunachst keine Komponenten vorhanden waren, die stabilisierende Wechselwirkungen ausbilden

konnten.

Des Weiteren wurde die verlangerte Flavodoxinvariante Fldx-s.-e. untersucht, da in einer alten
Annotierung des T. fusca-Genoms ein alternatives Startcodon 72 Nukleotide vor dem Startcodon des
aktuell annotierten Tfu_3023-Gens entdeckt worden war. Fldx-s.-e. weist somit im Vergleich zum
Fldx-s. einen 24 Aminosauren langen Uberhang am N-Terminus auf. Um auszuschlieRen, dass in der
aktuellen Annotierung ein Fehler vorliegt und in der Folge mit einer verkiirzten Variante gearbeitet
wird, wurde eine 5‘-verldngerte Genvariante (Tfu_3023-synth-elong) erzeugt und die heterologe
Expression mit verschiedenen Expressionsstimmen und bei verschiedenen Bedingungen getestet.
Dabei wurde generell eine schwache Expression festgestellt, was darauf hinweist, dass entweder die
Flavodoxinexpression durch den N-terminalen Uberhang negativ beeinflusst oder das Fldx-s.-e.
fehlgefaltet und abgebaut wurde. Wie bereits im Fall der Ferredoxine erwéahnt, kdnnte das Fldx-s.-e.
zudem den Stoffwechsel der Wirtszellen beeinflusst haben, indem es die Elektronen auf andere
Proteine oder Molekiile in der Zelle Gbertragt. Moglicherweise kdnnte das Flavodoxin die dafir

notwendigen Elektronen wiederum von der E. coli-Flavodoxinreduktase erhalten haben.

Trotz der eingangs beschriebenen Probleme beim Pufferaustausch, wurde ein Versuch
unternommen, die verldngerte Flavodoxinvariante Fldx-s.-e. (iber IMAC aufzureinigen, da der Einsatz
der oben erwdhnten Methoden zur Aufreinigung von Fldx-s. nicht erfolgreich war. Durch die
Verlangerung am N-Terminus bestand zudem die Moglichkeit, dass es sich bei Fldx-s.-e. um ein
stabileres Protein handelt. Zwar konnte bei der Aufreinigung sehr sauberes Fldx-s.-e. bei einer
Imidazolkonzentration von 500 mM von der Siule eluiert werden, aber beim anschlieBenden
Aufkonzentrieren und Pufferaustausch ging die gelbe Farbung verloren und es wurde ein starker
Proteinausfall beobachtet. Somit hatte der N-terminale Uberhang keinen positiven Einfluss auf die
Stabilitat des Flavodoxins. Es ist darliber hinaus moglich, dass wiederum das Imidazol stabilisierend
auf das Protein wirkte und dass dieser stabilisierende Effekt mit abnehmender

Imidazolkonzentration immer geringer wurde.
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Ferredoxinreduktasen

Die heterologe Expression von Ferredoxinreduktasen in E. coli ist haufig durch die geringe Stabilitat
der Zielproteine und niedrige Expressionslevel limitiert (Broadbent und Cartwright, 1974; Ewen et
al., 2012; Hussain und Ward, 2003; Ramachandra et al.,, 1991). Allerdings war in diesem Fall die
Identifikation geeigneter Expressionsbedingungen fiir die l6sliche Expression der T. fusca-
Ferredoxinreduktasen im Vergleich zu den Ferredoxinen und zum Flavodoxin deutlich einfacher. So
konnten auf Anhieb sehr gute Expressionsbedingungen fir die l6sliche Expression von FdR 7 und
FdR 9 identifiziert werden. Das Expressionslevel von FdR 5 fiel zwar nicht sehr hoch aus, der Anteil an
|6slichem Zielprotein war jedoch ausreichend fiir die spatere Proteinaufreinigung. Im Fall von FdR 6
(Gen im pET28a(+)) fuhrte nur die Coexpression mit Fdx 4 (Gen im plIT2) zu einer |6slichen FdR 6-
Expression, auch wenn der |6sliche Anteil der FAR 6-Gesamtexpression vergleichsweise gering
ausfiel. Dieser Coexpressionsansatz wurde aufgrund der benachbarten Lokalisierung der
entsprechenden Gene im T. fusca-Genom untersucht. So bestand die Vermutung, dass die
resultierenden Proteine miteinander kooperieren und das Vorhandensein des einen Proteins in der
Zelle sich stabilisierend auf die Produktion des putativen Redoxpartners auswirken konnte. Es wurde
schon bei der Fdx 4-Expression gezeigt, dass die Expression des Ferredoxins durch die Coexpression
mit FdR 6 verbessert werden konnte. Dies wurde auf eine mogliche Stabilisierung der korrekt
gefalteten Ferredoxinstruktur durch die FdR 6 zurlickgefiihrt, da bereits beschrieben wurde, dass
sich Redoxproteine stabilisierend auf die Faltung von coexprimierten Proteinen auswirken kénnen
(Hussain und Ward, 2003). Daher liegt auch im vorliegenden Fall wahrscheinlich eine Stabilisierung
der FdR 6 durch das coexprimierte Fdx 4 vor. Bei Verwendung des Plasmids pACYCDuet™ als
Coexpressionssystem von Fdx 4 und FdR 6 konnte keine FdR 6-Expression zweifelsfrei nachgewiesen
werden. Dies kann dadurch erklart werden, dass es sich bei pACYC um ein low copy-Plasmid handelt,
so dass wahrend der Transkription weniger mRNA gebildet wird als bei einem high copy-Plasmid.

Dies wiederum wirkt sich auf die anschlieBende Translationsrate und somit das Expressionslevel aus.

Im Fall der Ferredoxine wurde das Vorkommen seltener Codons in der Gensequenz als ein Grund fir
deren geringe Expression genannt. Eine Codonanalyse der Ferredoxinreduktasegene mit Hilfe eines
Browser-gestiitzten Programms (E. coli Codon Usage Analysis 2.0) ergab, dass 14 — 20 % der
entsprechenden Codons selten in E. coli verwendet werden. Damit ist der Anteil an Codons, die in
E. coli selten vorkommen, in den verwendeten Ferredoxinreduktase- und Ferredoxingenen dhnlich
hoch (Ferredoxingene: 10 — 18 %). Es muss daher einen anderen Grund geben, warum die
Reduktasen prinzipiell deutlich besser exprimiert werden konnten als die Ferredoxine. Wie bereits
erwdhnt, wird vermutet, dass die Ferredoxine auf die fiir viele Stoffwechselwege entscheidende

Elektronenibertragung einwirken und dadurch den Stoffwechsel der Zelle beeinflussen. Dies kann
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wiederum zu einer niedrigeren Expression filhren. Ferredoxinreduktasen konnen die reduzierten
Cofaktoren NADH und NADPH oxidieren und somit das Verhdltnis von oxidiertem zu reduziertem
Cofaktor innerhalb der Zelle beeinflussen. Weiterhin kdénnen Ferredoxinreduktasen die dabei
erhaltenen Elektronen zur Reduktion von anderen Elektronentransferproteinen oder kleineren
Molekilen (wie Sauerstoff) nutzen. Daher kdonnen auch Ferredoxinreduktasen den Redoxzustand
und somit den Stoffwechsel der Zelle beeinflussen. Offenbar hat dies jedoch keinen grofRen Effekt
auf die Expression der Proteine, sodass kein eindeutiger Grund fir die im Vergleich zu den

Ferredoxinen bessere Expression der Ferredoxinreduktasen genannt werden kann.

Ahnlich wie die Expression, verlief die Aufreinigung der Ferredoxinreduktasen vergleichsweise
problemlos. Alle aufgereinigten Reduktasen wiesen eine deutliche FAD-spezifische Gelbfarbung auf.
Das Vorhandensein dieser prosthetischen Gruppe ist Voraussetzung fiir den Elektronentransfer und
somit fur die Aktivitat. Die Aufreinigungen von FdR 7 und FdR 9 funktionierten ohne jegliche
Komplikation und es konnten insgesamt 429 mg FdR 7 sowie 159 mg FdR 9 mit einer Reinheit von ca.
80 % bzw. 90 % isoliert werden. Bei der Aufreinigung von FdR 5 kam es zu groBeren
Proteinverlusten, da wahrend der lber Nacht-Lagerung bei 4 °C ein Teil des Zielproteins in den
Fraktionen nach der Aufreinigung ausfiel. Es lag jedoch noch geniigend Reduktase in geloster Form
vor, da entsprechende SDS-Gele deutliche Banden fiir FdR 5 aufzeigten. Es konnten 83 mg FdR 5
isoliert werden und das Konzentrat wies eine Reinheit von etwa 75 % auf. Dass die Ausbeute
geringer ausfallt als bei FAR 7 oder FdR 9, liegt neben dem beschriebenen Verlust durch den
Proteinausfall ebenfalls an dem geringeren Expressionslevel.

Weitere Probleme gab es bei der FdR 6-Aufreinigung. In diesem Fall kam es wahrend der
Aufkonzentrierung der durch die Aufreinigung erhaltenen Zielprotein-haltigen Fraktionen zur
Proteinprazipitation und damit zu einem hohen Proteinverlust. Das mit der FdR 6 coexprimierte
Fdx 4 wurde bei der Aufreinigung mittels IMAC entfernt, da es lber keinen His-Tag verfiigt und es ist
durchaus moglich, dass die FdR 6 ohne das Fdx 4 nicht dauerhaft stabil ist. Die im Vergleich zu den
Fraktionen hohere FdR 6-Konzentration wahrend der Aufkonzentrierung kénnte auRerdem erklaren,
warum die Reduktase erst bei der Aufkonzentrierung und nicht bereits zuvor ausfiel. Des Weiteren
besteht die Moglichkeit, dass das Zielprotein auf der Membran des Zentrifugalfilters denaturierte.
Insgesamt konnten lediglich 34 mg FdR 6 isoliert werden, dafiir wies das Protein eine sehr hohe

Reinheit von nahezu 100 % auf.
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4.1.2 Aktivitdtsbestimmung

Zur Bestimmung der Aktivitat der Ferredoxinreduktasen wurde der KHCF-Assay verwendet. Es
konnte gezeigt werden, dass alle vier aufgereinigten Reduktasen aktiv waren und eine
Cofaktorpraferenz fir NADH aufweisen. Im Vergleich der verschiedenen T. fusca-Reduktasen war
FdR 9 mit Abstand die aktivste, gefolgt von FdR 5, FdR 6 und FdR 7. Interessanterweise wiesen FdR 9
und FdR 5 kaum eine Aktivitdt mit NADPH als Cofaktor auf, welche bei Nutzung von NADH die
hochsten Aktivitatswerte aufzeigten. Diese Enzyme sind also sehr spezifisch flir NADH. Im Gegensatz
dazu waren FdR 6 und insbesondere FdR 7 dazu in der Lage, ebenfalls NADPH als Cofaktor zu nutzen,
wenngleich die Aktivitdtswerte stets relativ niedrig waren. Die Aktivitatsunterschiede bei Nutzung
verschiedener Cofaktoren sind auf die Bindungsaffinitat (Ky) der Reduktasen fir NADH bzw. NADPH

zurtckzufihren.

Um  geeignete Redoxpartnerkombinationen aus Ferredoxin bzw. Flavodoxin und
Ferredoxinreduktase zu finden und um die Ferredoxin- bzw. Flavodoxinaktivitdt zu untersuchen,
wurde der Cytochrom c-Assay durchgefiihrt. Fiir die mogliche Reduktion der Ferredoxine bzw. des
Flavodoxins konnten die aufgereinigten Reduktasen verwendet werden, da sie alle nachweislich
aktiv waren.

Der hochste aller spezifischen Aktivitatswerte wurde fir die Kombination von FdR 9 und Fdx 8 mit
NADH erreicht. Dieser Uiberstieg sogar den Wert fiir die Positivkontrolle aus PdR und Pdx. Dies ist ein
eindeutiger Hinweis daflir, dass FdR 9 und Fdx 8 effektiv miteinander kooperieren und ein
Redoxpaar bilden. Es konnte weiterhin festgestellt werden, dass FdR 9 nicht nur mit Fdx 8
kooperiert, sondern ebenfalls andere Ferredoxine (wie Fdx 2) reduzieren kann, wenngleich der
Elektronentransfer offenbar nicht so effektiv ablduft. Das kann beispielsweise an unterschiedlichen
Aminosauren liegen, die an der Wechselwirkung zwischen Reduktase und Ferredoxin beteiligt sind.
Zudem ist interessant, dass Fdx 8 offenbar von allen eingesetzten Reduktasen reduziert werden
kann, da es in Kombination mit jeder Reduktase in der Lage war, Cytochrom c zu reduzieren. Zwar
waren die Aktivitatswerte zusammen mit PdR, FdR 5 und FdR 7 sehr niedrig, aber neben der bereits
erwdhnten Kombination mit FdR 9 ist auch eine Kooperation mit FdR 6 zu erkennen. Prinzipiell
erzielte FAR 6 ebenfalls zusammen mit anderen Proteinen wie Pdx und einer Fdx 4-haltigen
Proteinlésung (resultierend aus einer Aufreinigung Uber eine Q-Sepharose-Saule) zusammen mit
NADPH im Vergleich zum Einsatz mit NADH hohere Aktivitatswerte, was etwas lberraschend ist, da
sie im KHCF-Assay eine klare Praferenz fiir NADH aufwies. Maoglicherweise bewirkt die Interaktion
mit dem Ferredoxin eine Konformationsdnderung der Reduktase, sodass entweder die Interaktion
mit NADH erschwert oder eine Wechselwirkung mit NADPH beglinstigt werden kdnnte. Es besteht

zudem die Méglichkeit, dass die Bindung von NADPH zu strukturellen Anderungen in der Reduktase
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flihrt, welche eine bessere Wechselwirkung mit dem Ferredoxin ermoglichen. Ebenfalls eine
Praferenz fiir NADPH zeigte FdR 7 in den Kombinationen mit Pdx, Fdx 8 und Fdx 2. Dies ist aber
weniger verwunderlich, weil bei diesem Enzym bereits im KHCF-Assay die geringsten Unterschiede
zwischen der Verwendung der beiden Cofaktoren festgestellt wurden.

Der Einsatz der putativen Ferredoxine Fdx 1, Fdx 3 und Fdx 4 sowie des Flavodoxins in aufgereinigter
Form oder in Form von CFE zusammen mit allen verfligbaren aufgereinigten Reduktasen resultierte
in keiner signifikanten Aktivitat. Dies war fiir die mittels IMAC aufgereinigten Fdx 1, Fdx 3 und Fdx 4
weniger erstaunlich, da — wie bereits unter Abschnitt 4.1.1 diskutiert — die entsprechenden
Konzentrate keine braune Farbung und die Ferredoxine somit keine Eisenschwefelcluster aufwiesen.
Dass auch beim Einsatz des entsprechenden Fdx 4-haltigen zellfreien Extrakts keine signifikante
Aktivitdt beobachtet werden konnte, kann verschiedene Griinde haben. So ist es moglich, dass das
Expressionslevel zu gering war, um eine signifikante Aktivitat in Form von Cytochrom c-Reduktion zu
detektieren. Es sollte ebenfalls in Betracht gezogen werden, dass verschiedene Ferredoxine auch
eine unterschiedliche Interaktion mit Cytochrom c aufweisen kdonnen. Daher ldsst eine Uber den
Cytochrom c-Assay ermittelte niedrige Aktivitat nicht unbedingt auf eine schlechte Interaktion des
Ferredoxins mit Cytochrom P450 Monooxygenasen schlieBen. Die geringe Aktivitat kann
moglicherweise ebenso damit begriindet werden, dass zwar der Eisenschwefelcluster in das
Ferredoxin eingebaut wurde, das Protein jedoch trotzdem keine vollkommen korrekte Faltung
aufwies. In der Folge ware denkbar, dass die Bindung an die Reduktase gestort wird, was die
Reduktion des Ferredoxins durch die Reduktase unterbindet. Auf der anderen Seite ist vorstellbar,
dass der Bereich fiir die Interaktion mit dem Cytochrom c nicht korrekt konfiguriert war und daher
keine Elektronen auf dieses Protein Ubertragen werden konnten. An dieser Stelle sei erneut darauf
hingewiesen, dass Fdx 4 bei Einsatz des pET28a(+)-Plasmids einen N-terminalen His-Tag aufweist und
dass der N-terminale His-Tag vermutlich v. a. bei kleinen Proteinen die Faltung beeinflussen kann. Es
ist weiterhin moglich, dass der His-Tag die Bindung zwischen Reduktase und Ferredoxin storen kann,
sofern sich der N-Terminus in der Nahe der Interaktionsflaiche zur Wechselwirkung mit der
Reduktase befindet. Dies kann nicht ausgeschlossen werden, da sich zwei der moglicherweise zur
Bindung des Eisenschwefelclusters bendtigten Cysteinreste in der Aminosauresequenz von Fdx 4 an
Position zehn und fliinfzehn und somit in nicht allzu weiter Entfernung zum N-Terminus befinden. Da
beim Elektronentransfer die Elektronen von der Reduktase auf den Eisenschwefelcluster des
Ferredoxins Ubertragen werden und die Interaktionsfliche der Proteine daher nahe des
Eisenschwefelclusters lokalisiert sein muss, besteht in der Folge die Mdoglichkeit, dass benachbarte
Reste an der Elektroneniibertragung oder der Interaktion mit der Reduktase beteiligt sind (Hu et al.,

1999). Allerdings kdnnen ohne Strukturmodell keine eindeutigen Aussagen (iber die strukturelle
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Anordnung der N-terminalen Reste und deren Beteiligung an der Interaktion mit der Reduktase
getroffen werden. Mit einer partiell aufgereinigten Fdx 4-haltigen Losung wurde nur in Kombination
mit FdR 6 eine signifikante Aktivitdt gefunden, was darauf hinweist, dass die beiden Proteine
kooperieren. Allerdings ist es schwierig zu beurteilen, ob wirklich das Fdx 4 fiir diesen Effekt
verantwortlich ist, oder andere in E. coli vorkommende Redoxproteine, wie das E. coli-Flavodoxin
oder -Ferredoxine. In diesem Fall misste das entsprechende E. coli-eigene Protein aber spezifisch
mit FdR 6 kooperieren, da nur bei dieser Reduktase eine signifikante Aktivitat festgestellt werden
konnte.

Im Fall des Flavodoxins konnten keine Aktivitatswerte erzielt werden, die sich signifikant von denen
der Negativkontrolle unterschieden. Dabei ist darauf hinzuweisen, dass nicht bekannt ist, ob der
Cytochrom c-Assay auch fir Flavodoxine geeignet ist, also ob eine Interaktion zwischen Flavodoxin
und Cytochrom c stattfindet und das Redoxpotential des Flavodoxins ausreicht, um das im
Cytochrom c enthaltende Ham zu reduzieren. Allerdings konnte mittels dieses Assays ebenfalls fir
die self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenase CYP102K1 und deren verkiirzte Variante die
Elektronentransferaktivitat bestimmt werden (siehe Abschnitt 3.2.2.1). In diesen Enzymen befindet
sich neben der FAD-haltigen Reduktasedomane eine FMN-haltige Flavodoxin-dhnliche Domane,
welche wahrscheinlich die Elektronen auf das Cytochrom c tbertragt. Daher ist es durchaus moglich,
dass dieser Assay prinzipiell ebenfalls fir nicht mit anderen Doméanen fusionierte Flavodoxine
geeignet ist. Daher sind die Ergebnisse moglicherweise durch andere Faktoren zu begriinden. So
besteht die Moglichkeit, dass das Flavodoxin nicht richtig gefaltet und daher inaktiv war. Zwar wies
das Flavodoxin eine FMN-charakteristische Gelbfarbung auf, es ist aber trotzdem maoglich, dass das
Protein nicht vollkommen korrekt gefaltet war. Es kann dariiber hinaus sein, dass die Reduktasen
nicht mit dem Flavodoxin interagierten, da die Proteine keine geeigneten strukturellen Bereiche zur

gegenseitigen Wechselwirkung aufwiesen.

Die optimale Wachstumstemperatur des Ursprungsorganismus T. fusca liegt bei 50 — 55 °C und
damit handelt es sich um einen thermophilen Organismus (Bachmann und McCarthy, 1991). Es
konnte bereits flir zahlreiche andere Enzyme aus T. fusca gezeigt werden, dass diese bei
Temperaturen um 30 °C nur eine geringe Aktivitdt aufweisen und dass ab 50 °C eine deutliche
Aktivitatssteigerung verzeichnet werden kann (Deng et al., 2013; Kleeberg et al., 2005; McGrath und
Wilson, 2006; Posta et al., 2004). Daher besteht auch fir das Flavodoxin die Moglichkeit, dass
hohere Temperaturen notwendig gewesen waren, um eine signifikante Aktivitat hervorzurufen.

Bei allen Messungen, bei denen CFE eingesetzt wurde, ist zudem zu berlicksichtigen, dass weitere

Komponenten des zellfreien Extrakts die Messungen beeinflusst haben kénnten. So ist denkbar, dass
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der Cofaktor nur in beschranktem Mal3e fiir die Reduktion von Cytochrom c zur Verfligung stand, da

er durch andere im zellfreien Extrakt vorhandene Enzyme verbraucht wurde.

FdR 9 und Fdx 8 wurden genauer untersucht und deren Ts;-Werte bestimmt. FdR 9 wies bei einer
Temperatur von ca. 59 °C die Halfte seiner Restaktivitat auf. Fiir Fdx 8 wurde mit etwa 61 °C ein sehr
dhnlicher Tso-Wert gefunden. Dies zeigt, dass beide Proteine moderat thermoresistent sind. Die von
Schallmey et. al mittels Circulardichroismus bestimmte Schmelztemperatur von CYP154H1 aus
T. fusca lag bei 67 °C (Schallmey et al., 2011). In einem weiteren Experiment der genannten Studie
wurde ahnlich wie in der vorliegenden Arbeit das Enzym zunachst bei verschiedenen Temperaturen
inkubiert, abgekihlt und anschliefend dessen Restaktivitat bestimmt. Dabei wurde bei 65 °C eine
Restaktivitat von 54 % erlangt, was in Einklang steht mit der Uber Circulardichroismus ermittelten
Schmelztemperatur. Zur Ermittlung der Restaktivitat von CYP154H1 wurde im Vergleich zu FdR 9 und
Fdx 8 eine halb so lange Inkubationszeit gewahlt. Wird dies in Betracht gezogen, scheint beziiglich
der Thermostabilitdt von CYP154H1 und FdR 9 sowie Fdx 8 kein deutlicher Unterscheid zu bestehen.
Die gefundenen Tsg-Werte fir FdR 9 und Fdx 8 stehen zudem in Einklang mit der Tatsache, dass es

sich bei T. fusca um einen thermophilen Organismus handelt.

4.1.3 Biokatalyse

Nach erfolgter Expression und Aktivitatsbestimmung wurden die Elektronentransferproteine aus
T. fusca in Biokatalysen mit CYP154H1 und den zwei Steroid-hydroxylierenden Enzymen CYP154C5
(aus N. farcinica) und CYP106A2 (aus B. megaterium) eingesetzt, um thermostabile Redoxpartner fir
Cytochrom P450 Monooxygenasen zu identifizieren. Unabhdngig von den eingesetzten Proteinen
wurden dabei allerdings keine im Vergleich zu den Negativkontrollen signifikant hoheren Umsatze
erzielt, wahrend die Umsatze der Positivkontrolle deutlich héher lagen. Unter der Annahme, dass die
untersuchten Redoxproteine aktiv waren und eine korrekte Faltung aufwiesen, wurde daher
geschlussfolgert, dass sich unter den getesteten Proteinen weder die natirlichen
Elektronentransferpartner fir CYP154H1 noch Redoxpartner fiir CYP154C5 oder CYP106A2

befanden.

Es stellt sich daher speziell fir CYP154H1 die Frage, warum offenbar mit keiner der getesteten
Elektronentransferproteinkombinationen aus T. fusca eine Reduktion der Cytochrom P450
Monooxygenase erzielt werden konnte, die in der Folge zu signifikanten Umséatzen gefiihrt hatte.

Zunachst ist es prinzipiell moglich, dass die Reaktionsbedingungen der Biokatalyse fir die
Elektronentransferproteine aus T. fusca nicht optimal gewesen sein kdnnten. Allerdings herrschten
wahrend der Biokatalyse in Bezug auf den pH-Wert dhnliche Bedingungen wie beim Cytochrom c-

Assay, wo zumindest fir manche der getesteten Kombinationen zweifelsfrei eine Kooperation
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nachgewiesen werden konnte. Es ist jedoch darauf hinzuweisen, dass die Elektronentransferproteine
aufgrund der unterschiedlichen Struktur von Cytochrom P450 Monooxygenasen und Cytochrom c
nicht unbedingt in der Lage sind, Elektronen auf Cytochrom P450 Monooxygenasen zu Ubertragen,
obschon sie in dem erwahnten Assay Cytochrom c reduzieren konnten. Um auszuschliefSen, dass
hohere Temperaturen fiir eine Aktivitit der Elektronentransferproteine aus T. fusca
ausschlaggebend sind, wurden ebenfalls Biokatalysen bei 50 °C durchgefiihrt. Diese fihrten
keineswegs zu hoheren Umséatzen, sondern es konnte kaum Substratumsatz verzeichnet werden,
wobei die geringe Stabilitdt der Cofaktoren bei dieser Temperatur auch eine mogliche Rolle spielen
kann (Alivisatos et al., 1965).

Es ist daher eher unwahrscheinlich, dass die Reaktionsbedingungen die Katalyse an sich in einem
hohen Malie negativ beeinflussten. Diese Aussage wird zudem dadurch bekraftigt, dass mit der
Positivkontrolle stets Umsatz nachgewiesen werden konnte, was beweist, dass die Cytochrom P450
Monooxygenasen aktiv waren und dass ein Elektronentransfer prinzipiell moéglich war. Offensichtlich
konnten die getesteten Ferredoxine bzw. das Flavodoxin nicht ausreichend mit den Cytochrom P450
Monooxygenasen interagieren bzw. einen Elektronentransfer gewahrleisten. Dies kann natiirlich
daran liegen, dass zumindest manche dieser putativen Shuttleproteine inaktiv waren, was
womoglich fur Fdx 1 und das Flavodoxin der Fall war, oder dass die verfiigbaren Reduktasen nicht in
der Lage waren, Elektronen auf Fdx 1 und das Flavodoxin zu lbertragen (siehe Abschnitt 4.1.2). Wie
bereits in Abschnitt 4.1.1 beschrieben, handelt es sich dagegen bei Fdx 3 wahrscheinlich um gar kein
Ferredoxin, sondern lediglich ein Protein mir Ferredoxin-dhnlicher Struktur, sodass es nicht
erstaunlich ist, dass mit diesem Protein keine Aktivitdt und kein signifikanter Umsatz festgestellt
wurde.

Es bleibt zu diskutieren, warum der Einsatz von Fdx 2, Fdx 4 und Fdx 8 in keiner signifikanten
Produktbildung resultierte. Es ist denkbar, dass im Fall von Fdx 4 einfach das Expressionslevel zu
niedrig war (siehe Abschnitt 4.1.1). Eine weitere Moglichkeit bezieht sich auf die Rolle der
Aminosauren, die in Ferredoxinen fir die Interaktion mit den getesteten Cytochrom P450
Monooxygenasen notwendig sind. So ist es moglich, dass die fir Bindung und Elektronentransfer
notwendigen Bereiche in den eingesetzten Ferredoxinen nicht vorhanden waren oder in einer
ungtinstigen Konformation vorlagen. Im zweiten Fall ware wiederum denkbar, dass der N-terminale
His-Tag die Interaktion mit den Cytochrom P450 Monooxygenasen bzw. den Elektronentransfer
beeinflusst. So wurde fiir P450mor aus Mycobacterium sp. im Vergleich zum Ferredoxin ohne His-
Tag ein deutlich niedrigerer Umsatz festgestellt, wenn das eingesetzte Ferredoxin einen His-Tag
enthielt, was auf einen ineffizienten Elektronentransfer zuriickgefiihrt wurde (Sielaff und Andreesen,

2005). Diese Erklarung konnte ebenfalls auf die untersuchten Ferredoxine aus T. fusca zutreffen,
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wobei zumindest im Fall von Fdx4 auch das Protein ohne His-Tag (lUber pACYC exprimiert)
zusammen mit CYP154H1 zu keiner eindeutigen Verbesserung der Biokatalyse fiihrte. Dies kann
jedoch wiederum an der geringen Ferredoxinexpression liegen, welche — wie bereits diskutiert —
haufig beobachtet wurde, wenn das Ferredoxin ohne N-terminalen His-Tag exprimiert wurde wie im
vorliegenden Fall.

Fir das P450cam-System konnte gezeigt werden, dass Pdx fiir CYP101A1l (P450cam) eine
Effektorrolle einnimmt. Im Rahmen dieser Effektorfunktion Uberfiihrt Pdx die Cytochrom P450
Monooxygenase von der weniger favorisierten geschlossenen, substratgebundenen Form (high spin)
in den offenen, substratfreien Zustand (low spin) (Tripathi et al., 2013). Diese starken strukturellen
Anderungen in P450cam erméglichen die Produktfreisetzung und tragen damit zur Hydroxylierung
des Substrats bei (Zhang et al., 2008; Lee et al., 2010). Es ist daher moglich, dass die getesteten
Cytochrom P450 Monooxygenasen eine Effektorfunktion benétigen, aber dass die eingesetzten
T. fusca-Ferredoxine nicht (iber die notwendigen strukturellen Bereiche zur Ausiibung der
Effektorrolle verfiigen. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass die erwahnte Effektorfunktion bisher
nur fur Pdx und fir kein anderes Ferredoxin beschrieben wurde. Des Weiteren ist die
Sequenzidentitat zwischen Pdx und den Ferredoxinen aus T. fusca aullerst gering. Zwar weisen
zumindest Fdx 1 und Fdx 3 im Vergleich laut einer BLAST-Suche eine Sequenzidentitat von 43 bzw.
42 % zu Pdx auf, aber fiir alle anderen getesteten Ferredoxine aus T. fusca war es nicht moglich eine
signifikante Sequenzidentitat zu Pdx nachzuweisen. Es ist daher dulerst fraglich, ob die Ferredoxine
aus T. fusca genauso funktionieren wie Pdx.

Darliber hinaus besteht die Mdoglichkeit, dass Fdx 4 und Fdx 8 zwar Uber geeignete Bereiche zur
Interaktion mit Cytochrom P450 Monooxygenasen verfiigen, diese aber spezifisch sind fir CYP217A1
bzw. CYP222A1. Diese Aussage basiert auf der Tatsache, dass die jeweiligen Gene im Genom von
T. fusca in beiden Fallen in unmittelbarer Nahe zueinander liegen. Das Gen fiir Fdx 4 (Tfu_1226) liegt
direkt hinter dem Gen fiir CYP217A1 (Tfu_1225) und vor dem Gen des putativen Redoxpartners
FdR 6 (Tfu_1227). Im Fall von Fdx 8 flankieren die Gene fiir Fdx 8 (Tfu_1275) und FdR 9 (Tfu_1273)
das Gen flr CYP222A1 (Tfu_1274). In einer Studie lber die Charakterisierung von CYP105D5 aus dem
Actinomycet Streptomyces coelicolor A3(2) wurden dhnlich wie in der vorliegenden Arbeit sdmtliche
bekannte Ferredoxine und Ferredoxinreduktasen des Organismus kombiniert und in Biokatalysen
mit der Cytochrom P450 Monooxygenase eingesetzt, um das natirliche Elektronentransfersystem
von CYP105D5 zu identifizieren (Chun et al., 2007). Interessanterweise konnte in der zitierten
Publikation nur eines der sechs getesteten Ferredoxine mit CYP105D5 kooperieren, sodass eine
spezifische Interaktion vorliegt. Dabei handelte es sich um das Ferredoxin, dessen Gen sich im

Genom von Streptomyces coelicolor A3(2) direkt hinter dem CYP105D5-Gen befindet. Es kann daher
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sein, dass Fdx 4 und Fdx 8 spezifisch nur mit CYP217A1 bzw. CYP222A1 interagieren. Dies wiirde
begriinden, warum der Einsatz dieser Ferredoxine in Biokatalysen mit anderen Cytochrom P450
Monooxygenasen zu keinem signifikanten Umsatz fiihrte. In den vorherigen Abschnitten wurden
bereits zahlreiche Hinweise dafiir genannt, dass Fdx 4 und FdR 6 sowie Fdx 8 und FdR 9 Redoxpaare
bilden. So wurde beispielsweise im Fall von Fdx 4 und FdR 6 festgestellt, dass die l6sliche Expression
durch Coexpression des entsprechenden putativen Redoxpartners jeweils verbessert wurde (siehe
Abschnitt 4.1.1). Im Rahmen der Aktivitdtsbestimmungen konnte des Weiteren gezeigt werden, dass
bei Verwendung einer partiell aufgereinigten Fdx 4-haltigen Proteinlésung nur in Kombination mit
FdR 6 und mit keiner anderen getesteten Reduktase eine signifikante Aktivitat festgestellt werden
konnte. Bei Einsatz von FdR 9 war die Aktivitdt zusammen mit Fdx 8 mit Abstand am hdchsten und
Ubertraf sogar die Aktivitatswerte der Positivkontrolle (siehe Abschnitt 4.1.2). Es gilt also als sicher,
dass die genannten Ferredoxine jeweils mit den im Genom benachbarten Ferredoxinreduktasen
kooperieren, sodass es auch recht wahrscheinlich ist, dass die Ferredoxine Elektronen auf die im

Genom benachbarten Cytochrom P450 Monooxygenasen Ubertragen konnen.

Ein ungeeignetes Redoxpotential der putativen Elektronentransferproteine stellt einen weiteren
moglichen Grund dafiir dar, dass die Biokatalyse mit den verschiedenen Cytochrom P450
Monooxygenasen in Kombination mit den getesteten Ferredoxinen bzw. dem eingesetzten
Flavodoxin nicht funktioniert hat. Weisen diese Proteine ein Redoxpotential auf, das nicht negativ
genug ist, besteht die Moglichkeit, dass keine Elektronen auf das Ham (bertragen werden und keine
Katalyse stattfindet. Ferredoxine beispielsweise kdnnen abhangig von der Eisenschwefelclusterart
und der Funktion verschiedene Redoxpotentiale aufweisen (Stephens et al., 1996). Im Allgemeinen
weisen Ferredoxine mit einem [4Fe-4S]-Cluster haufig sehr negative Redoxpotentiale von um
die -400 mV oder negativer auf (Langen et al., 1992), was ebenfalls auf solche [4Fe-4S]-Ferredoxine
zutrifft, die mit Cytochrom P450 Monooxygenasen kooperieren (Green et al., 2003). Bei [2Fe-2S]-
Ferredoxinen weisen dagegen Ferredoxine zur Reduktion von P450-Enzymen (wie Pdx und Adx) in
der Regel positivere Redoxpotentiale (etwa -250 mV) auf als Ferredoxine, die an der Biosynthese von
Eisenschwefelclustern beteiligt sind (etwa -350 mV) (Ewen et al., 2011; Grinberg et al., 2000; Jung et
al., 1999; Schiffler et al., 2004; Sligar et al., 1974; Ta und Vickery, 1992). Des Weiteren ist das
Redoxpotential von Ferredoxinen mit [3Fe-4S]-Cluster oftmals geringfligig negativ (Bruschi und
Guerlesquin, 1988; Cammack et al., 1977; McLean et al., 2006). Zwar wurden bisher bereits einige
[3Fe-4S]-Ferredoxine beschrieben, deren Kooperation mit Cytochrom P450 Monooxygenasen
experimentell nachgewiesen werden konnte (Chun et al., 2007; McLean et al., 2006; Poupin et al.,
1999; Sielaff et al., 2001), das einzige gut charakterisierte Beispiel ist jedoch lediglich das autologe

Ferredoxin fiir CYP51 aus Mycobacterium tuberculosis (McLean et al., 2006). Fiir dieses Redoxprotein
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wurde ein vergleichsweise positives Redoxpotential von -31 mV gemessen. Interessanterweise
konnte trotz des wenig negativen Redoxpotentials des Ferredoxins eine Katalyse mit CYP51 erzielt
werden, da die Elektronenlibertragung von der verwendeten Reduktase auf das Ferredoxin ein
deutlich negativeres Redoxpotential aufwies. Dadurch wird die Elektroneniibertragung von NADPH
Uber die gesamte Elektronentransferkette (Reduktase und Ferredoxin) auf die Cytochrom P450
Monooxygenase thermodynamisch moglich, sodass die Reduktion des P450-Enzyms und in der Folge
Substratumsatz erfolgen kann. Es wurde geschlussfolgert, dass der Zwischenschritt des
Elektronentransfers vom Ferredoxin auf CYP51 vermutlich von regulativer Bedeutung ist und die
Geschwindigkeit der CYP51-katalysierten Demethylierungsreaktion steuert. Somit ist das
beschriebene positive Redoxpotential des Ferredoxins moglicherweise auf eine thermodynamische
Hirde bezliglich des Elektronentransfers zwischen dem beschriebenen Ferredoxin und der
assoziierten CYP51 zurickzufihren (Mclean et al., 2006). Weist also ein Ferredoxin ein nur
geringfligig negatives Redoxpotential auf, ist eine Elektroneniibertragung vom Ferredoxin auf die
zugehorige Cytochrom P450 Monooxygenase nicht unbedingt ausgeschlossen. Die Modulierung des
Redoxpotentials des Hams der entsprechenden Cytochrom P450 Monooxygenase spielt dabei

ebenfalls eine wichtige Rolle und hdngt beispielsweise von der Substratbindung ab (Poulos, 2014).

Uberdies ist nicht ausgeschlossen, dass fiir die Biokatalyse mit CYP154H1 andere
Elektronentransferproteine aus T. fusca bendétigt werden, die in der vorliegenden Arbeit nicht
bericksichtigt wurden, da sie nicht Uber Sequenzabgleiche und Annotierungen gefunden werden
konnten. Es kann zudem sein, dass zwar noch das Gen fur CYP154H1 im Genom vorhanden ist, die
Gene fir die entsprechenden Elektronentransferpartner allerdings im Laufe der Evolution von
T. fusca verloren gegangen sind. So kénnten womoglich andere Cytochrom P450 Monooxygenasen
die Funktion von CYP154H1 weitgehend libernommen haben. Es ist ebenfalls moglich, dass T. fusca
beispielsweise durch horizontalen Gentransfer zwar das Gen fiir CYP154H1, aber nicht die Gene fir
die funktionellen Redoxpartner aufgenommen hat. In der Folge hatte CYP154H1 in T. fusca

womaoglich gar keine Funktion.

Es stellt sich ebenfalls die Frage, warum PdR und Pdx so viel besser dazu in der Lage sind, Elektronen
auf die untersuchten Cytochrom P450 Monooxygenasen zu (bertragen als die getesteten
Redoxproteinkombinationen aus T. fusca. Die Kombination aus PdR und Pdx wurde bereits als
Ersatzsystem fiir eine Vielzahl von Cytochrom P450 Monooxygenasen, u. a. auch fir CYP154E1 aus
T. fusca verwendet (O’Keefe et al., 1991; Agematu et al., 2006; Chun et al., 2007; Girhard et al.,
2010; Bogazkaya et al., 2014), fir die die natirlichen Redoxpartner ebenfalls nicht bekannt sind.
Moglicherweise kann die Fahigkeit von Pdx, Elektronen auf viele verschiedene P450-Enzyme

Ubertragen, auf ein vorteilhaftes Redoxpotential oder auf besondere strukturelle Eigenschaften
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zurlickgefuhrt werden. Fir Letzteres ist beispielsweise vorstellbar, dass die Kontaktflaiche von Pdx,
die normalerweise die Bindung mit P450cam eingeht und den Elektronentransfer ermoglicht,
Aminosadurereste aufweist, welche die Interaktion mit vielen anderen Cytochrom P450
Monooxygenasen ermoglichen.

Dartiber hinaus wurde fir CYP105D5 aus Streptomyces coelicolor A3(2) festgestellt, dass die
Cytochrom P450 Monooxygenase bezlglich der Redoxpartner aus dem Ursprungsorganismus sehr
selektiv ist, aber gleichzeitig mit verschiedenen heterologen Elektronentransfersystemen aus
Bakterien und Pflanzen kooperieren kann (Chun et al., 2007). Im Vergleich zum autologen
Redoxsystem lief dabei die Biokatalyse bei Verwendung der heterologen Redoxpartner mit dhnlicher
Effizienz ab. AuRerdem wurde bereits flir zwei Cytochrom P450 Monooxygenasen aus Sorangium
cellulosum demonstriert, dass die Biokatalyse mit einem heterologen Elektronentransfersystem (in
diesem Fall AdR und Adx) durchaus effizienter ablaufen kann als mit dem autologen (Khatri et al.,
2010). Daher scheint es fir bakterielle Cytochrom P450 Monooxygenasen nicht unbedingt
ungewohnlich zu sein, dass heterologe Redoxproteine im Vergleich zum natirlichen
Elektronentransfersystem dhnlich gut oder sogar besser fiir die Elektroneniibertragung geeignet
sind. Allerdings konnte in der vorliegenden Arbeit kein geeignetes autologes
Elektronentransfersystem fiir CYP154H1 identifiziert werden, um einen &hnlichen Vergleich

aufzustellen.

Bei der Biokatalyse mit CYP154H1 konnten Uberraschenderweise selbst mit der Positivkontrolle in
der Regel nur geringe Umsétze erzielt werden (siehe Abschnitt 3.1.3.1). Diese Umsatze lagen dabei
deutlich unterhalb der bereits publizierten Werte (Schallmey et al.,, 2011). Dass die fir die
Biokatalysen eingesetzten Proteine prinzipiell aktiv waren, wurde vor den Versuchen stets tiberpriift
(CYP154H1: CO-Differenzspektrum, PdR & Pdx: Cytochrom c-Assay). Es konnte also sein, dass eines
oder mehrere der Proteine unter den gegebenen Bedingungen liber keinen langeren Zeitraum stabil
waren, oder dass eine Inhibition eines der Proteine vorlag. Ein Unterschied zu der zitierten Arbeit lag
in der Aufreinigung von CYP154H1. Statt einer Hitzefdllung und anschlieBender
lonenaustauschchromatographie zu Beginn der Aufreinigung, wurde das Enzym direkt iber die IMAC
aufgereinigt. Die Inkubation bei hohen Temperaturen kann speziell bei Enzymen aus thermophilen
Organismen zu einer Aktivierung fithren, die auf Hitze-induzierten strukturellen Anderungen basiert
(Klump et al., 1992; Dowling et al., 1982). Der Einfluss der Inkubation bei 50 °C auf die Aktivitat von
CYP154H1 wurde deshalb in einer der Biokatalysen untersucht, indem das aufgereinigte Enzym vor
dem Einsatz in der Reaktion fiir 20 min bei der genannten Temperatur behandelt wurde. Es wurden
jedoch im Vergleich zu dem entsprechenden Ansatz mit unbehandeltem Enzym keine besseren

Umsatze erzielt. Des Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden, dass noch Imidazolreste von der
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IMAC in dem CYP154H1-Konzentrat anwesend waren, obschon beim Puffertausch und bei der
Entsalzung darauf geachtet wurde, samtliches Imidazol zu entfernen. Imidazol ist ein bekannter
P450-Inhibitor (Correia und Montellano, 2005; Testa und Jenner, 1981), sodass es sein kann, dass die
Aktivitat von CYP154H1 durch Imidazolreste negativ beeinflusst wurde. Moéglicherweise wirkte auch
eine andere in den Reaktionsansatzen vorhandene Komponente inhibierend auf eines der Enzyme.
Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Kupferionen Cytochrom P450 Monooxygenasen
inhibieren kénnen (Kim et al., 2002). Es besteht weiterhin die Moglichkeit, dass die eingesetzte GDH
durch das zum LOsen der Substrate genutzte Losungsmittel (Ethanol bzw. DMSO) — trotz des
geringen prozentualen Volumenanteils von 1 % — inaktiviert wurde. In der Folge ware nach einer
gewissen Reaktionszeit der Cofaktor verbraucht gewesen und dieser hatte limitierend gewirkt auf
die Reaktion, sodass keine weitere Produktbildung stattfinden konnte. Der genaue Grund fiir die

prinzipiell geringen Umsatze bleibt jedenfalls ungeklart.

Wie in Abschnitt 3.1.3 gezeigt, kam es bereits in den Negativkontrollen zur reproduzierbaren
Produktbildung, sobald eine der getesteten Cytochrom P450 Monooxygenasen und zellfreier Extrakt
von E. coli kombiniert wurden. Dies weist darauf hin, dass E. coli Redoxproteine enthalt, welche
Elektronen auf Cytochrom P450 Monooxygenasen (ibertragen kénnen. Zwar besitzt E. coli keine
Cytochrom P450 Monooxygenase, es konnte jedoch gezeigt werden, dass die bereits unter Abschnitt
4.1.2 erwdhnte Kombination aus E. coli-FdR und -Flavodoxin in der Lage ist, Elektronen auf eine
bovine Cytochrom P450 Monooxygenase (P450c17) zu (ibertragen (Jenkins und Waterman, 1994).
Dartiber hinaus konnte diese Kombination ebenfalls als Redoxersatzsystem fiir die Biokatalyse mit
weiteren Cytochrom P450 Monooxygenasen angewendet werden (Yamazaki et al., 1995; Chun et al.,
2007; Girhard et al., 2010). Das E. coli-Flavodoxin scheint also in der Lage zu sein, Elektronen auf
verschiedene Cytochrom P450 Monooxygenasen zu Ubertragen. Daher ist durchaus vorstellbar, dass
das E. coli-Flavodoxin ebenfalls mit den eingesetzten Cytochrom P450 Monooxygenasen kooperieren
konnte. Dabei ist es irrelevant, ob es von der E. coli-FdR oder von einer der getesteten T. fusca-
Reduktasen reduziert wurde. Moglicherweise interagiert das E. coli-Flavodoxin besser mit den
eingesetzten Cytochrom P450 Monooxygenasen als die getesteten Redoxproteine aus T. fusca, da
die beobachteten Umséatze in den Negativkontrollen teils hoher waren als in den eigentlichen
Ansatzen mit den exprimierten T. fusca-Elektronentransferproteinen. Somit besteht die Moglichkeit,
dass die Redoxproteine aus T. fusca durchaus mit den eingesetzten Cytochrom P450
Monooxygenasen kooperierten, aber dies aufgrund der héheren Hintergrundaktivitat nicht auf die
T. fusca-Elektronentransferproteine zuriickgefiihrt wurde.

Dass die Umsatze in den Negativkontrollen je nach Ansatz etwas variieren, kann daran liegen, dass

manche der eingesetzten Shuttleproteine tatsachlich von den Reduktasen reduziert werden, aber
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die Elektronen im Anschluss nicht weiter auf die Cytochrom P450 Monooxygenase Uibertragen
werden. Im beschriebenen Fall wirden die Elektronen somit auch nicht fur die in E. coli
vorkommenden Redoxproteine zur Elektronentibertragung auf die Cytochrom P450 Monooxygenase
zur Verfiigung stehen. In der Folge kdnnten die Elektronen nicht flr die Katalyse genutzt werden und
der Umsatz wiirde geringer ausfallen. Eine weitere Erklarung fiir die Schwankung zwischen
verschiedenen Negativkontrollen ist die mogliche Variation der Expression von E. coli-
Redoxproteinen. Demnach kann das Expressionslevel dieser Proteine je nach Expressionsansatz

unterschiedlich ausfallen, sodass diesbeziiglich keine reproduzierbaren Bedingungen vorlagen.
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4.2 Untersuchung neuer bakterieller self-sufficient Cytochrom  P450
Monooxygenasen

Mit CYP102K1 aus Azorhizobium caulinodans und CYP102y.,, aus Nakamurella multipartia sollten
zwei neuartige bakterielle self-sufficient Cytochrom P450 Monooxygenasen charakterisiert werden.
Die Sequenzidentitdt der Himdomane dieser Enzyme lag im Vergleich zur CYP102A1-Hdamdomane
bei unter 40 %. Dabei sollte untersucht werden, ob die geringe Sequenzidentitdt auch mit einem

unterschiedlichen Substratspektrum einhergeht.

4.2.1 Expression und Aufreinigung

CYP102y,

Fir die CYP102y.., konnten keine geeigneten Bedingungen fiir die I6sliche Expression gefunden
werden, obwohl verschiedene Expressionsstamme, Plasmide (mit und ohne resultierenden His-Tag)
sowie Medien getestet und Einflussfaktoren wie die Kultivierungstemperatur, die
Induktorkonzentration, der Induktionszeitpunkt, das Flllvolumen im Erlenmeyerkolben sowie die
Aufschlussmethode variiert wurden (siehe Abschnitt 3.2.1.1). Keine der getroffenen MaRRnahmen
flhrte zu einer Erhéhung des I6slichen Proteinanteils. Ein Grund dafiir kénnte die Codonoptimierung
des Gens sein, sodass die Expression an sich zwar sehr gut in E. coli funktioniert, aber dem Protein in
Folge der schnellen und hohen Expression nicht genligend Zeit zur Faltung bleibt. Es besteht zudem
die Moglichkeit, dass das Enzym spezielle Faltungshelfer bendtigt, die in E. coli nicht vorhanden sind.
Um herauszufinden, ob das Enzym maoglicherweise in membrangebundener Form vorliegt und daher
stets in der unléslichen Fraktion nachgewiesen wurde, wurden Aufschlussversuche mit Triton X-100
durchgefiihrt. Diese Substanz kann Membranen auflésen und daher membrangebundene Proteine in
die l6sliche Fraktion Uberfihren. Allerdings wurde das Enzym trotzdem ausschlieRlich in der
unléslichen Fraktion nachgewiesen. Zudem konnten mit dem Browser-gestltzten DAS-TMfilter-
Programm zur Vorhersage von Transmembranbereichen keine entsprechenden Bereiche gefunden
werden (Cserzod et al., 2002). Prinzipiell liegen bakterielle Cytochrom P450 Monooxygenasen in
|6slicher Form im Cytosol vor (Hannemann et al., 2007) und diese Ergebnisse bestatigen, dass dies
wohl auch auf die CYP102y,, zutrifft.

Es konnten zukiinftig weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, um doch noch I6sliche
CYP102ymy zu erhalten. Zunachst kénnte die Codonoptimierung des CYP102y,,-Gens variiert werden,
um den Einfluss der Codonoptimierung auf die Expression bzw. die Faltung zu untersuchen. Des
Weiteren konnte beispielsweise die Coexpression von Chaperonen wie GroEL-GroES, DnaK-Dnal-
GrpE oder dem trigger factor (TF) getestet werden. Diese E. coli-Hitzeschockproteine ermaoglichen

beim Auftreten von Zellstress die korrekte Faltung von essentiellen Proteinen (Baneyx und Mujacic,
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2004). Darilber hinaus kdonnte versucht werden, durch Rickfaltung der inclusion bodies an l6sliche

CYP102ym, zU gelangen.

CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1

Im Vergleich zur CYP102y,,, wurden fiir CYP102K1 relativ schnell geeignete Expressionsbedingungen
identifiziert (siehe Abschnitt 3.2.1.2). Beim Vergleich verschiedener Aufschlussmethoden wurde
festgestellt, dass der l6sliche Proteinanteil nach dem Zellaufschluss mittels
Hochdruckhomogenisation am hochsten war, gefolgt von dem Aufschluss durch Ultraschall
(Abbildung 3.28). Dies zeigt, dass die Hochdruckhomogenisation zu einem effizienteren Aufschluss
der E. coli-Zellen fihrt als die Ultraschallmethode. Trotzdem wurden fir die Proben beider
Aufschlussmethoden stets noch Zielproteinbanden in der unldslichen Fraktion nachgewiesen, was
auf einen unvollstandigen Zellaufschluss oder auf die Bildung von inclusion bodies schlieSen ldsst.

Die identifizierten Bedingungen konnten ohne gréBere EinbulRen in der Zielproteinexpression auf die
Expression von CYP102K1-HD und N‘-short-CYP102K1 Uibertragen werden. Es konnte wiederum
festgestellt werden, dass der Zielproteinanteil in der I6slichen Fraktion bei Aufschluss mittels
Hochdruckhomogenisator im Vergleich zum Aufschluss mittels Ultraschall deutlich gesteigert werden
konnte (Abbildung 3.34 und Abbildung 3.35). Demnach kdnnen das Expressionslevel von CYP102K1
und N‘-short-CYP102K1 und der jeweilige |6sliche Anteil an der Expression als anndhernd gleich
angesehen werden. Das Fehlen des N-terminalen Uberhangs scheint sich also nicht negativ auf die
Expression oder die Faltung auszuwirken.

Werden die Aufreinigungen von CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 verglichen, fallt zunachst auf,
dass die Elution von CYP102K1 erst bei etwa 300 mM Imidazol begann, wahrend N‘-short-CYP102K1
bereits bei etwa 30 mM Imidazol eluierte. Dies zeigt, dass N‘-short-CYP102K1 im Vergleich zu
CYP102K1 eher schwach mit der Saule interagierte. Moglicherweise liegt der N-terminale His-Tag
von N‘-short-CYP102K1 wegen des fehlenden Uberhangs weniger frei zuginglich auf der Oberfliche
des Enzyms. Bezlglich der Ausbeute konnten knapp 66 mg aktive CYP102K1 bzw. 59 mg aktive N‘-
short-CYP102K1 aus einem Liter Kultur isoliert werden. Dass der Wert fir N‘-short-CYP102K1 etwas
niedriger ausfallt, lag héchstwahrscheinlich (iberwiegend an der Verwendung von Zentrifugalfiltern
mit zu grofem Porendurchmesser (MWCO: 100 kDa). So wurde ein nicht unwesentlicher Anteil des
Proteins beim Aufkonzentrieren im Durchfluss wiedergefunden. Die abgeschatzte Reinheit lag in
beiden Fallen bei etwa 90 %. Bei der Analyse der Aufreinigung von N‘-short-CYP102K1 fiel die im
Vergleich zur CYP102K1-Aufreinigung deutlich h6here Gesamtproteinkonzentration im CFE sowie im
Konzentrat auf, was beim CFE auf einen besseren Zellaufschluss zuriickgefiihrt werden kann.

Allerdings ist gleichzeitig der Gehalt an aktiver P450 in beiden Fallen geringer (ca. 16 % bzw. 76 %),
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obwohl fir das N‘-short-CYP102K1-Konzentrat die gleiche Reinheit wie fiir das CYP102K1-Konzentrat
Uber SDS-PAGE abgeschatzt werden konnte (90 %). Es ist daher mdglich, dass der zur Bestimmung
der Proteinkonzentration genutzte Bradford-Assay fehlerbehaftet war. Eine weitere Moglichkeit
besteht darin, dass restliches Imidazol im Konzentrat vorhanden war und die Proteinkonzentration
daher héher schien, obwohl beim Puffertausch und bei der Entsalzung nach der Aufreinigung darauf

geachtet wurde, samtliches Imidazol zu entfernen.

4.2.2 Charakterisierung von CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1

Biochemische Charakterisierung

Die CO-Differenzspektren von aufgereinigter CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 weisen grofe
Ahnlichkeiten auf (Abbildung 3.36). Daher konnte aus diesem Experiment die wichtige Erkenntnis
abgeleitet werden, dass das Fehlen des Uberhangs offensichtlich keinen negativen Einfluss auf den
Einbau des Hams in die Cytochrom P450 Monooxygenase oder deren prinzipielle aktive
Konformation hatte. Jedoch ist in beiden Fallen nach Reduktion und Begasung noch ein deutlicher
Peak bei 420 nm erkennbar. Dieser ldsst darauf schlieSen, dass ein Teil der Enzyme fehlgefaltet und
somit inaktiv ist, da das Ham teils nicht fiir das CO zuganglich ist (Martinis et al., 1996). In den
Spektren der entsprechenden zellfreien Extrakte nach Begasung und Reduktion trat ebenfalls dieser
Peak bei 420 nm auf. Dies weist darauf hin, dass nicht die Aufreinigung oder einer der
nachfolgenden Schritte fir die partielle Inaktivierung der CYP102K1-Varianten verantwortlich ist. Es
ist dagegen denkbar, dass ein Teil der Proteine von Vornherein nicht richtig gefaltet war oder durch
die im Rahmen der Messung durchgefiihrte Reduktion mit Natriumdithionit die natirliche

Konformation verloren hatte.

Mit Hilfe des Cytochrom c-Assays konnten die Elektronentransferaktivitit sowie die
Cofaktorpraferenz der CYP102K1-Varianten untersucht werden. Die dabei festgestellte Praferenz fir
NADPH ist nicht tGberraschend, da CYP102A1 ebenfalls eine Praferenz fiir diesen Cofaktor aufweist.
Diese Bevorzugung resultiert aus der Bindung der zusatzlichen Phosphatgruppe im NADPH (im
Vergleich zu NADH) durch verschiedene CYP102A1-Aminosaurereste (5965, R966, K972 und Y974)
(Maurer et al., 2005). Uber ein Sequenzalignment (siehe Abschnitt 7.2) konnten entsprechende
Positionen in CYP102K1 (51083, R1084, R1090 und Y1092) bzw. N‘-short-CYP102K1 (S1003, R1004,
R1010 und Y1012) identifiziert werden. Zwar befindet sich in CYP102K1 bzw. N‘-short-CYP102K1 ein
Arginin an Position 1090 bzw. 1010 anstelle des Lysins 972 in CYP102A1, jedoch handelt es sich in
beiden Fallen um basische Aminosduren, die daher tber dhnliche Eigenschaften verfligen.

Fir die aufgereinigten Enzyme CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 wurden sehr dhnliche spezifische

Elektronentransferaktivititswerte ermittelt. Somit hat der Uberhang offenbar keinen Einfluss auf
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den Elektronentransfer, was nicht erstaunlich ist, da sich der Uberhang am N-Terminus befand und

nicht am C-Terminus, wo sich die Reduktasedomane befindet.

Zur Bestimmung des pH-Optimums von CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 wurden die beiden
Varianten in Biokatalysen bei verschiedenen pH-Werten (pH 4,0 — 8,5) eingesetzt. Es konnte gezeigt
werden, dass CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 prinzipiell das gleiche pH-Profil aufweisen
(Abbildung 3.42). Beide Enzyme sind Uber einen recht breiten pH-Bereich aktiv und das pH-Optimum
befindet sich jeweils im schwach sauren bis neutralen Bereich. Dies steht nahezu im Einklang mit
dem Wachstumsverhalten des Ursprungsorganismus, da Azorhizobium caulinodans im Bereich
zwischen pH 5,5 und 7,8 ein dhnlich gutes Wachstum aufweist (Dreyfus et al., 1988). Allerdings ist es
aufgrund der grundlegend unterschiedlichen Bedingungen schwierig, die Stabilitdat aufgereinigter
Enzyme mit der Stabilitdt von intrazellularen Enzymen zu vergleichen. GréRBere Abweichungen in der
Aktivitdt von CYP102K1 und N‘short-CYP102K1 sind oberhalb von pH 7,5 und bei pH 5,0
festzustellen, wo N’-short-CYP102K1 jeweils hohere Umséatze erzielte. Es ist vorstellbar, dass die
Aktivitatswerte, die bei pH-Werten < 5,5 gefunden wurden, wegen der geringen Cofaktorstabilitat
bei geringen pH-Werten neben der Enzym- ebenfalls von der NADPH-Stabilitdit abhingen. Die
NADPH-Stabilitat ist beispielsweise bei pH 5,0 achtmal geringer als bei pH 6,5 und sinkt weiter mit
dem pH-Wert bis zu einem pH von 3; bei basischen pH-Werten (bestétigt bis pH 9,0) ist der Cofaktor
dagegen weitgehend stabil (Wu et al.,, 1986). Da fir beide getesteten Varianten dieselben
Bedingungen galten, kann die relative Aktivitdt trotzdem verglichen werden. Dariiber hinaus wurde
fir die Versuche bei pH-Werten < 5,5 aufgrund der geringen GDH-Aktivitdt unter den gegebenen
Bedingungen kein Cofaktorregenerierungssystem verwendet, sondern es wurde NADPH in hohem
Uberschuss eingesetzt (5 mM Cofaktor mit 0,5 mM Substrat). Dabei kann die Menge an Cofaktor
zumindest bei pH 5,0 nicht fiir beide Varianten limitierend gewesen sein, da N’-short-CYP102K1 bei
diesem pH-Wert eine eindeutig hohere Aktivitat aufwies als CYP102K1.

Da N‘-short-CYP102K1 auch bei den leicht basischen pH-Werten hohere Umsatze erreichte, scheint
die verkiirzte Variante in diesen pH-Bereichen stabiler zu sein als CYP102K1 mit dem 80
Aminosauren langen N-terminalen Uberhang. Der Vergleich der Aminosidurezusammensetzung von
N‘-short-CYP102K1 mit der Aminosdurezusammensetzung des Uberhangs in Tabelle 4.1 zeigt, dass in
dem Uberhang tiberproportional viel Glycin enthalten ist. Glycin ist ein Helixbrecher und haufig in
flexiblen Regionen von Proteinen zu finden. Daher ist vorstellbar, dass der Uberhang iiber keine
stabilisierte Sekundarstruktur verfligt und somit das gesamte Protein schneller destabilisiert. Fir
CYP102A1 wurde gezeigt, dass die Aktivitdt in einem pH-Bereich zwischen 6,8 und 8,0 relativ
konstant ist, unterhalb von pH 6,5 aber drastisch abnimmt (Miura und Fulco, 1974; Ho und Fulco,

1976). Somit scheint der optimale pH-Bereich fiir CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 im Vergleich zu
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CYP102A1 um etwa eine pH-Stufe zum Sauren verschoben zu sein. So nehmen die Aktivitaten von
CYP102K1 und N'-short-CYP102K1 im sauren Bereich erst bei pH-Werten von unter pH 5,5, im
neutralen Bereich aber schon bei pH-Werten von tber pH 7,0 drastisch ab. Ein Grund dafiir kénnte
der unterschiedliche Anteil an geladenen Aminosduren sein, welcher in CYP102A1 mit 28,4 %
deutlich hoher liegt als bei den beiden CYP102K1-Varianten. Allerdings wird das pH-Profil nicht
generell durch alle geladenen Aminosauren eines Enzyms beeinflusst, sondern vor allem von jenen,
die fir die Katalyse bzw. Substratbindung wichtig sind. Genauere Begriindungen fir das pH-Profil

von CYP102A1 sind in der Literatur allerdings nicht beschrieben.

Tabelle 4.1: Analyse der Aminosdurezusammensetzungen von N‘-short-CYP102K1 und vom 80 Aminosduren
langen N-terminalen Uberhang von CYP102K1.

Aminosaure Eigenschaft Uberhang N‘-short-CYP102K1
Anzahl Anteil  Anzahl Anteil

Alanin (Ala) hydrophob 13 16,2 % 179 155%
Arginin (Arg) basisch 5 6,2% 77 6,6 %
Asparagin (Asn) polar 0 0,0 % 18 1,6 %
Aspartat (Asp) sauer 4 5,0% 61 5,3%
Cystein (Cys) polar 0 0,0 % 15 1,3%
Glutamin (GlIn) polar 1 1,2% 34 2,9%
Glutamat (Glu) sauer 5 6,2 % 66 5,7 %
Glycin (Gly) (hydrophob) 10 12,5% 103 8,9 %
Histidin (His) basisch 1 1,2% 31 2,7%
Isoleucin (lle) hydrophob 1 1,2% 30 2,6 %
Leucin (Leu) hydrophob 8 10,0 % 121 10,4 %
Lysin (Lys) basisch 1 1,2% 31 2,7%
Methionin (Met) hydrophob 0 0,0% 21 1,8%
Phenylalanin (Phe) aromatisch (hydrophob) 2 2,5% 43 3,7%
Prolin (Pro) hydrophob 4 5,0% 82 7,1%
Serin (Ser) polar 6 7,5% 49 4,2 %
Threonin (Thr) polar 7 8,8% 63 5,4 %
Tryptophan (Trp) aromatisch (hydrophob) 1 1,2% 12 1,0%
Tyrosin (Tyr) aromatisch (polar) 0 0,0 % 29 2,5%
Valin (Val) hydrophob 11 13,8 % 93 8,0 %

Beim Vergleich

der CYP102K1-

bzw.

N‘-short-CYP102K1-katalysierten

Reaktionen bei

unterschiedlichen Temperaturen wurde deutlich, dass beide Varianten prinzipiell das gleiche
Temperaturprofil aufweisen (Abbildung 3.43). Dabei wurden in beiden Fallen bei 37 °C und

unterhalb von 10 °C die hochsten Aktivitatsverluste festgestellt. Der Temperaturbereich, in dem
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Azorhizobium caulinodans wachsen kann, liegt zwischen 12 °C und 43 °C (Dreyfus et al., 1988). Daher
ist es nicht erstaunlich, dass die hochsten Aktivitatsverluste bei den genannten Temperaturen
beobachtet wurden, da diese nah an den Wachstumsgrenzen des Organismus liegen. Allerdings ist,
wie bereits erwahnt, die Stabilitat von in Zellen befindlichen Enzymen schlecht mit der von isolierten
Enzymen vergleichbar. Intrazelluldre Proteine sind haufig stabiler, da sie besser vor &duReren
Einflissen geschiitzt sind und die Anwesenheit von Makromolekiilen und Chaperonen stabilisierend
auf die Proteine wirken kann (Ebbinghaus et al., 2010; Cheung et al., 2005; Ai et al., 2006; Dobson
und Ellis, 1998).

Zusatzlich spielt bei der Bestimmung des Temperaturprofils auch wieder die Stabilitdt des Cofaktors
NADPH eine Rolle. So betragt beispielsweise bei pH 6,0 die Halbwertszeit von NADPH bei 41 °C nur
55 min im Vergleich zu 525 min bei 19 °C (Wu et al., 1986). Bei den Experimenten zur Bestimmung
des Temperaturprofils der CYP102K1-Varianten kann der Cofaktor allerdings nicht limitierend
gewesen sein, da ein Cofaktorregenerierungssystem eingesetzt wurde und die dazu genutzte GDH
bei hoheren Temperaturen eine hohe Aktivitat aufweist (empfohlene Temperatur des Herstellers zur
Verwendung des Enzyms liegt bei 37 °C).

Das unter den gegebenen Bedingungen ermittelte Temperaturoptimum der beiden CYP102K1-
Varianten liegt bei 20 °C. Des Weiteren erzielt CYP102K1 bei Temperaturen lber 20 °C insgesamt
niedrigere Umsatze als N‘-short-CYP102K1. Somit weist N‘-short-CYP102K1 im Vergleich zu
CYP102K1 offenbar neben einer hoheren pH-Stabilitdt ebenfalls eine héhere Thermostabilitat auf.
Dies kdnnte wiederum mit dem potentiell ungeordneten N-terminalen Uberhang der CYP102K1 und
der daraus moglicherweise resultierenden Destabilisierung des gesamten Enzyms erklart werden. So
konnte bereits fiir eine Peptid-Deformylase aus E. coli demonstriert werden, dass die Entfernung
eines strukturell ungeordneten Uberhangs am C-Terminus zu einer héheren Thermostabilitat fiihrt
(Meinnel et al., 1996).

Im Vergleich zu CYP102A1 weist N’-short-CYP102K1 ein nahezu identisches Temperaturprofil auf, mit
den Ausnahmen, dass CYP102A1 bei Temperaturen unterhalb von 10 °C noch immer etwa 90 % der
maximalen Aktivitat aufweist und bei dieser Temperatur damit deutlich aktiver ist als N‘-short-
CYP102K1 (Maurer et al.,, 2003). In der gleichen Publikation wurde fir CYP102A1 zudem ein
Temperaturoptimum von 25 °C gefunden.

Neben der Bestimmung des Temperaturprofils wurde ebenfalls der zeitliche Verlauf des Umsatzes
von Tridecansdure mit CYP102K1 bei verschiedenen Temperaturen verfolgt und der Einfluss der
Temperatur auf die Umsatzrate untersucht. Im Rahmen dieser Experimente wurde festgestellt, dass
das Enzym bei 30 °C und 37 °C nur Uber kurze Zeitrdume stabil ist, was in Einklang mit dem

erhaltenen Temperaturprofil steht.
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Zusatzlich wurde zur Untersuchung der Thermoresistenz der Tsg-Wert von CYP102K1 und N‘-short-
CYP102K1 bestimmt. In beiden Fallen lag dieser bei einer Temperatur von ca. 49 °C, was genau dem
Wert entspricht, der fiir CYP102A1 bei dhnlicher Versuchsdurchfiihrung publiziert wurde (Eiben et
al., 2007). In diesem Fall scheint der Uberhang also keinen Einfluss zu haben. Zur Bestimmung der
Thermoresistenz wurden beide Enzyme jeweils flir 20 min bei verschiedenen Temperaturen
inkubiert und nach Abklhlung in Biokatalysen bei 20 °C eingesetzt. Dabei wurden jeweils 100 %
Restaktivitdt bei Inkubationstemperaturen > 40 °C gefunden, obwohl CYP102K1 und N‘-short-
CYP102K1 andererseits nur Uber einen kurzen Zeitraum aktiv sind, wenn die Biokatalysen bei
Temperaturen > 30 °C durchgefiihrt werden (siehe oben). Daher kann davon ausgegangen werden,
dass die aktive Konformation der Enzyme nach der Inkubation bei héheren Temperaturen wahrend
des Abkiihlens wiedererlangt wird. Anscheinend ist der Uberhang bei diesem Prozess weder von

Nach- noch von Vorteil.

Biokatalyse mit CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1

Obwohl eine Vielzahl verschiedener Substanzen getestet wurde, konnte in Biokatalysen mit
CYP102K1 und N*-short-CYP102K1 nur beim Einsatz der gesattigten Fettsduren mit einer Kettenldange
von zehn bis fiinfzehn Kohlenstoffatomen, der ungesattigten Fettsdure 12-Tridecensdure sowie bei
der Reaktion mit B-Jonon eine Produktbildung nachgewiesen werden (Abbildung 3.48). Die
gesattigten Fettsduren wurden dabei allesamt regioselektiv an der w-1-, w-2- und w-3-Position
hydroxyliert, wobei der prozentuale Anteil der verschiedenen Produkte je nach Fettsdure
unabhédngig von der getesteten CYP102K1-Variante variierte (Tabelle 3.9). Fir 12-Tridecensaure
konnte nur ein Produkt (Hydroxylierung an der w-2-Position) mit Sicherheit identifiziert werden.
Weiteren potentiellen Produktpeaks konnte keine eindeutige Struktur zugeordnet werden, sodass
weder ausgeschlossen noch bestatigt werden kann, dass weitere Produkte gebildet wurden.
Fettsduren stellen ebenfalls flir CYP102A1 bevorzugte Substrate dar, wobei Pentadecansdure das am
besten umgesetzte Substrat ist und die Aktivitat bei langeren oder kiirzen Kettenlangen abnimmt
(Miura und Fulco, 1975). Eine Hydroxylierung von Decansaure durch CYP102A1 wurde bisher nicht
nachgewiesen (Boddupalli et al., 1992b) und fir Undecansdure konnte keine Referenz gefunden
werden, welche Informationen diesbezlglich bereitstellt. Es ist jedoch sehr wahrscheinlich, dass
Undecansaure von CYP102A1l als Substrat akzeptiert wird, da dies bei der ungesattigten 10-
Undecenséaure der Fall ist (Chen et al., 2011). Das Muster der Hydroxylierung an den w-1- bis w-3-
Positionen ist ebenso fir CYP102A1 bekannt, jedoch ist die prozentuale Verteilung der
verschiedenen Produkte im Vergleich zu CYP102K1 gréRtenteils unterschiedlich (Whitehouse et al.,
2011). Demnach wird beispielsweise Tridecansdure von CYP102A1 zu einem Grof3teil an der w-2-

Position hydroxyliert, wahrend beide CYP102K1-Varianten die w-1-Position bevorzugen.
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Es konnte fir CYP102K1 gezeigt werden, dass Fettsdauren mit einer Kettenlange von zwolf bis
vierzehn Kohlenstoffatomen praferierte Substrate darstellen und dass Tridecansdaure von den
getesteten Fettsduren innerhalb des Reaktionszeitraums am schnellsten hydroxyliert wird.
Tridecansaure war zwar auch fir N‘-short-CYP102K1 das bevorzugte Substrat, allerdings werden
langere Fettsduren von dieser Variante deutlich langsamer umgesetzt als von CYP102K1. Vermutlich
ist der N-terminale Uberhang in diesem Fall von Vorteil. Aus Tabelle 4.1 zum Vergleich der
Aminosidurezusammensetzung des Uberhangs mit der Aminosdurezusammensetzung von N'-short-
CYP102K1 geht hervor, dass der Uberhang deutlich mehr Valin enthélt. Bei Valin handelt es sich um
eine hydrophobe Aminosaure. Somit ist vorstellbar, dass die hydrophoben Aminosduren im
Uberhang die initiale Interaktion mit den ldngeren und damit hydrophoberen Fettsduren verbessern
und dadurch die Kettenlangenpraferenz von CYP102K1 beeinflussen. Dariliber hinaus ist denkbar,
dass das Enzym durch den Uberhang eine leicht abgednderte Faltung einnimmt, die es lingeren

Fettsdauren eher ermoglicht, zum aktiven Zentrum zu gelangen.

Im Gegensatz zu den Fettsduren wurden andere Verbindungen mit entsprechender Kettenlange, die
sich aber in ihrer funktionellen Gruppe unterschieden (Alkane, Alkohole, Amine, Aldehyde, Ester),
von beiden CYP102K1-Varianten nicht umgesetzt. Somit scheint die Carboxylgruppe der Fettsduren
entscheidend zu sein fur die Akzeptanz eines Substrats. Da, wie erwahnt, auch kein Alkohol, Amin
oder Aldehyd umgesetzt wurde, reicht eine endstandige polare Gruppe offenbar nicht aus, um von
den CYP102K1-Varianten gebunden und somit hydroxyliert zu werden. Im Gegensatz zu den
CYP102K1-Varianten ist CYP102A1 interessanterweise dazu in der Lage, ebenfalls Alkohole und
Amine mit geeigneter Kettenldnge in dem typischen Muster zu hydroxylieren, auch wenn diese
Verbindungen im Vergleich zu den Fettsduren eher schlechte Substrate darstellen (Miura und Fulco,
1975). In diesem Fall reicht das Vorhandensein einer endstidndigen polaren Gruppe offensichtlich
aus, um prinzipiell als Substrat akzeptiert zu werden. Im aktiven Zentrum von CYP102A1 sind Argd7
und Tyr51 von herausragender Bedeutung fiir die Substratbindung (Li und Poulos, 1999). Bei der
Verwendung von Fettsduren als Substrate sind demnach beide Reste entscheidend an der
Interaktion mit der Carboxylgruppe beteiligt. Die positiv geladene Arg47-Seitenkette bildet
elektrostatische Wechselwirkungen mit dem negativ geladenen Teil der Carboxylgruppe aus und
Tyr51 interagiert anhand seiner Hydroxylgruppe Uber Wasserstoffbriicken mit dem
Carbonylsauerstoff der Carboxylgruppe. Bei Alkoholen und Aminen kdonnen die Seitenketten von
sowohl Tyr51 als auch Argd7 nur schwachere Wasserstoffbricken mit der endstandigen polaren
Gruppe der Substrate bilden. Dies konnte ein Grund dafiir sein, dass Alkohole und Amine zwar
ebenfalls von CYP102A1 als Substrat akzeptiert, im Vergleich zu Fettsduren aber nur schlecht

umgesetzt werden.
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Es war zunachst etwas Uberraschend, dass die beiden CYP102K1-Varianten Fettsduren als praferierte
Substrate akzeptieren, welche ebenfalls von CYP102A1 bevorzugt umgesetzt werden. Darliber
hinaus weisen CYP102A1- und N‘-short-CYP102K1 das gleiche Hydroxylierungsmuster wie CYP102A1
auf. Die Sequenzidentitdt der Hdmdomanen der Enzyme ist mit < 40 % vergleichsweise niedrig und
daher wurde urspriinglich vermutet, dass sich die Substratspektren von CYP102K1 und CYP102A1
deutlicher unterscheiden wiirden. Mit Hilfe eines strukturellen Vergleichs konnen die gefundenen
Resultate allerdings zu einem liberwiegenden Teil erklart werden. Zunachst wurde auf Basis der
Kristallstruktur der substratgebundenen CYP102Al-Hamdomédne (PDB-Code 1ZOA, Substrat:
Palmitoylglycin) ein Homologiemodell von der CYP102K1-Hdmdomaéane mit SWISS-MODEL (Arnold et
al., 2006) erstellt. Dazu war es allerdings zwingend erforderlich, den Uberhang in der Proteinsequenz
von CYP102K1 zu entfernen, da die Ubereinstimmung ansonsten zu niedrig war und kein
Homologiemodell auf Basis von CYP102A1 erstellt werden konnte. Eine Uberlagerung der CYP102A1-
und N’-short-CYP102K1-Hamdomanen in Abbildung 4.1 zeigt, dass die prinzipielle Struktur beider
Enzyme sehr ahnlich ist; lediglich einige wenige Bereiche (insbesondere am C- und N-Terminus)
unterscheiden sich, da das Modell fiir CYP102K1 in diesen Bereichen eine unstrukturierte Faltung

vorschlagt.

Abbildung 4.1: Uberlagerung der Kristallstruktur der CYP102A1-Himdomaine (griin, PDB-Code 1ZOA) mit
dem Homologiemodell der CYP102K1-Himdomaine (hellblau), das auf Basis der erwdhnten Kristallstruktur
erstellt wurde. In Rot ist die Himgruppe und in Magenta das in der Kristallstruktur von CYP102A1
vorhandene Substrat N-Palmitoylglycin erkennbar.
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Werden die sogenannten Schlisselpositionen im aktiven Zentrum genauer betrachtet (Abbildung
4.2), sind wiederum deutliche Ahnlichkeiten fiir beide Enzyme erkennbar, die mit einem
Sequenzalignment der Proteinsequenzen (ibereinstimmen (siehe Abschnitt 7.2). Im Modell weist
CYP102K1 in unmittelbarer Ndhe zur Hamgruppe ein Phenylalanin auf (Phe99), das in die
Substratbindetasche hineinragt. Das entsprechende Phe87 in CYP102A1 stellt eine der wichtigsten
Positionen in CYP102A1 dar, da sie die Substratspezifitat des Enzyms beeinflusst und dessen Aktivitat
reguliert (Whitehouse et al., 2011). Eine der wichtigsten Funktionen von Phe87 ist die Verankerung
der Alkylkette von Substraten tiber der Himgruppe (Li und Poulos, 1999). Diese Position ist haufig
Gegenstand von Mutagenesearbeiten, da der Austausch zu einer kleineren Aminosaure den Umsatz
groRerer Substrate durch CYP102A1 erlaubt.

Die beiden unmittelbar miteinander benachbarten Aminosduren Glu267 und Thr268 stellen in
CYP102A1 ebenfalls Schlisselpositionen dar. Glu267 hat eine wichtige Funktion bezlglich der
Substratpositionierung und des Wassergehalts im aktiven Zentrum (Whitehouse et al., 2011;
Stjernschantz et al., 2008), wahrend Thr268 malgeblich an der Stabilisierung eines entscheidenden
Wassermolekiils im aktiven Zentrum und an der Sauerstoffbindung beteiligt ist (Truan und Peterson,
1998; Yeom et al., 1995). Die entsprechenden Reste sind in der CYP102K1-Hdmdomaéane an Position
Glu282 und Thr283 zu finden. Daher gibt es diesbeziiglich ebenfalls keine Unterschiede zwischen
CYP102A1 und CYP102K1.

Argd7

N-Palmitoylglycin

Glu267

Phe87% Thr268

N

Abbildung 4.2: VergroBerte Darstellung von Schliisselpositionen im aktiven Zentrum von CYP102A1 (griin,
PDB-Code 1ZOA) und CYP102K1 (hellblau). In Rot ist die Himgruppe und in Magenta das in der
Kristallstruktur von CYP102A1 vorhandene Substrat N-Palmitoylglycin erkennbar.

Wie bereits zuvor erwdhnt, sind Argd7 und Tyr51 weitere Aminosauren von besonderer Bedeutung

im aktiven Zentrum von CYP102A1, da sie eine wichtige Rolle fiir die Substratbindung spielen. Tyr51
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ist in der Lage, Wasserstoffbriicken auszubilden, wahrend Arg47 (iber ionische Wechselwirkung und
Wasserstoffbriicken mit Substratmolekiilen interagieren kann. Anhand von
Mutageneseexperimenten konnte gezeigt werden, dass Substratbindung und Katalyse nur
geringflgig beeinflusst werden, wenn nur eine der beiden Interaktionen unterbunden wird. Die
Eliminierung beider Wechselwirkungen zur Substratinteraktion hat jedoch einen sehr groRen Effekt,
sodass diese Positionen zusammen eine regulierende Schranke fir die Bindung von Substraten im
aktiven Zentrum bilden (Li und Poulos, 1999; Noble et al., 1999; Cowart et al., 2001). Dartiber hinaus
wird vermutet, dass die Aminosaurereste wichtig sind fiir den Einlass von Wassermolekilen und
Cosolventien (Carmichael und Wong, 2001; Roccatano et al., 2005). Interessanterweise befinden sich
laut Homologiemodell und Sequenzalignment in CYP102K1 an den entsprechenden Positionen
jeweils andere Reste. Anstatt des Arginins, liegt an der dquivalenten Position ein Lysin (Lys55) und
anstelle des Tyrosins ein Phenylalanin (Phe59). Im Fall der ersten Position erscheint dies nicht
besonders aullergewohnlich, da ein basisches und daher positiv geladenes Arginin durch ein
ebenfalls basisches Lysin ersetzt wird. Dessen Seitenkette besitzt zwar im Vergleich zu Arginin nur
eine stickstoffhaltige Gruppe, aber verfligt ansonsten lber eine dhnliche Funktion. Dass dagegen ein
Phenylalanin die Funktion eines Tyrosins ausfiillen kann, ist weniger wahrscheinlich. Phenylalanin
hat zwar mit Tyrosin den aromatischen Ring gemein, die fir weitere Eigenschaften entscheidende
Hydroxylgruppe fehlt aber. Somit ist mit der Seitenkette nur die Ausbildung hydrophober
Wechselwirkungen moglich und nicht die Bildung von Wasserstoffbriicken. Falls das
Homologiemodell prinzipiell verlasslich ist, was in Bezug auf die allgemeine Struktur und
ausgewahlte Schlisselpositionen (Phe99, Thr268 und Glu267) zutrifft, wiirde dieser Unterschied an
Position 51 bzw. 59 die Tatsache erkldaren, warum die CYP102K1-Varianten im Gegensatz zu
CYP102A1 nur Fettsduren und keine anderen Verbindungen mit geeigneter Kettenldnge
hydroxylieren koénnen. Anscheinend steht mit Lys55 nur ein positiv geladener Rest zur
elektrostatischen Interaktion zur Verfligung. Verbindungen mit einer unter den verwendeten
Bedingungen positiv geladenen funktionellen Gruppe, wie Amine, kdnnen wegen der
elektrostatischen AbstoRung nicht binden und werden daher nicht umgesetzt. Verbindungen mit
einer nicht-geladenen funktionellen Gruppe, wie Alkohole, Aldehyde und Ester, kbnnen womaoglich
nur unzureichend mit der Aminogruppe interagieren, da prinzipiell nur schwdchere
Wasserstoffbriicken ausgebildet werden konnen. Die Stdrke einer Wasserstoffbriicke reicht
moglicherweise nicht aus, um Uber die gegebene Distanz eine stabilisierende Bindung zu
gewidhrleisten. Bei CYP102Al1l steht neben der Guanidinogruppe von Argd7 ebenfalls die
Hydroxylgruppe von Tyr51 zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken zur Verfliigung, sodass eine

starkere Bindung moglich ist. Neben CYP102K1 weist ebenfalls CYP505A1 aus der Hefe Fusarium
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oxysporum an den entsprechenden Positionen ein Lysin und ein Phenylalanin (Lys48 und Phe52) auf
(Kitazume et al., 2000). Diese eukaryotische Einkomponenten-P450 Monooxygenase ist ebenfalls
homolog zu CYP102A1 und hydroxyliert Fettsdauren nach dem gleichen Muster an der w-1- bis w-3-
Position; Uber den Umsatz von Verbindungen ohne Carboxylgruppe ist jedoch nichts bekannt
(Kitazume et al.,, 2000, 2002). Prinzipiell sollte jedoch bedacht werden, dass es sich bei dem
Homologiemodell trotz der vielen Ubereinstimmungen nur um ein Modell handelt. Durch die geringe
Sequenzidentitdt der Regionen um die genannten Positionen ist das Homologiemodell
moglicherweise nicht sehr genau, sodass die entsprechenden Bereiche eine andere als die im Modell
gezeigte Struktur einnehmen kdonnten. So ware denkbar, dass die an der jeweils direkt benachbarten
Position befindlichen Aminosauren Arg56 und Tyr58 homolog mit den in CYP102A1 befindlichen
Resten (Arg47 und Tyr51) sind, da es sich um genau die gleichen Seitenketten handelt. Allerdings
wadre nur wenig Platz zwischen den Positionen Arg56 und Tyr58, da sie nur von einer Aminosaure
getrennt werden (bei CYP102A1, CYP505A1 und dem CYP102K1-Modell liegen drei Aminosauren
dazwischen) und laut Modell wére eine raumliche Umorientierung der Reste schwierig.

Aufgrund der genannten Ubereinstimmungen bei ausgewihlten, fiir die Substratbindung
entscheidenden Schliisselpositionen und der prinzipiellen Struktur der Himdomane, ist es nicht
erstaunlich, dass CYP102A1 und CYP102K1 a&hnliche Substrate bevorzugen, obwohl die
Sequenzidentitdt der Himdomane duRerst niedrig ist.

Bezliglich der physiologischen Funktion der Enzyme sind lineare gesattigte Fettsduren zwar
geeignete Substrate flir CYP102A1, doch das bedeutet nicht, dass dies auch die natirlichen Substrate
des Enzyms sind (Budde et al., 2006; Cryle et al., 2006; Cryle und De Voss, 2008). Daher ist auch nicht
klar, ob lineare geséttigte Fettsduren die natirlichen Substrate fir die CYP102K1-Varianten sind. Fur
CYP102A1 wird beispielsweise vermutet, dass die Detoxifizierung xenobiotischer Lipide pflanzlichen
Ursprungs eine Funktion des Enzyms sein kdnnte (English et al., 1994; Palmer et al., 1998;
Whitehouse et al., 2011). Dies ist ebenfalls fiir das in A. caulinodans vorkommende CYP102K1-Enzym
vorstellbar, da A. caulinodans eine enge Symbiose mit Sesbania-Strauchern eingeht und daher haufig
mit Pflanzenmetaboliten in Kontakt kommen wird (Elmerich et al.,, 1982). Gestlitzt wird diese
Argumentation durch die Tatsache, dass Enzyme der CYP102-Familie bisher nahezu ausschlieRlich in

Bodenbakterien gefunden wurden (Lamb et al., 2010).

Um die Bindungsaffinitat von CYP102K1 fiir die verschiedenen Fettsduren zu untersuchen, wurden
Versuche zur spektrophotometrischen Bestimmung von Dissoziationskonstanten durchgefiihrt. Die
Substratbindung fuhrt bei Cytochrom P450 Monooxygenasen haufig zu einer optisch messbaren
Anderung des Hameisenspinzustandes. Bei den sogenannten Typ I-Bindespektren geht das Hiameisen

von der Jow spin-Konfiguration mit einem Absorptionsmaximum bei etwa 420 nm in den high spin-



198

Diskussion

Zustand Uber mit einem Absorptionsmaximum bei ca. 390 nm (Schenkman et al., 1967; Luthra et al.,
2011). Die resultierende Peakverschiebung kann in der Folge =zur Berechnung von
Dissoziationskonstanten genutzt werden. Allerdings konnte im Fall von CYP102K1 mit keiner der
getesteten Fettsduren eine eindeutig erkennbare Peakverschiebung festgestellt werden, weshalb
auch keine Dissoziationskonstanten bestimmt werden konnten. Bei Substratkonzentrationen bis zu
300 uM, bei denen CYP102K1 eindeutig aktiv ist, sollte eigentlich genug Substrat vorhanden sein, um
zumindest eine anfiangliche Peakverschiebung zu beobachten. Eine hohere Substratkonzentration
war wegen der geringen Loslichkeit der Substrate in wassriger Umgebung jedoch ohnehin nicht
moglich.

Im Gegensatz dazu wurden fiir CYP102A1 zahlreiche Dissoziationskonstanten fiir eine Vielzahl von
Substraten publiziert (Clark et al., 2006; Cryle und De Voss, 2008; Huang et al., 2007; Tsotsou et al.,
2002). Es stellt sich also die Frage, warum die Inkubation mit Substrat bei CYP102K1 zu keiner
Absorptionsveranderung gefiihrt hat, die mit der Substratbindung in Zusammenhang zu bringen ist.
Fir CYP51 aus Mohrenhirse konnte ebenfalls flir verschiedene Substanzen keine Substratbindung
spektrophotometrisch nachgewiesen werden, obwohl diese umgesetzt wurden. Dies wurde auf
einen stark bevorzugten low spin-Zustand oder auf eine partielle Inaktivierung des Enzyms
zuriickgefuihrt (Kahn et al., 1996). Dartiber hinaus besteht die Moglichkeit, dass die Substratbindung
zu keiner Veranderung des Spinzustandes fihrt, die als Peakverschiebung im Absorptionsspektrum
nachgewiesen werden konnte. Interessanterweise konnten fiir die bereits erwahnte
Fettsdurehydroxylase CYP505A1 aus Fusarium oxysporum nur partielle Peakverschiebungen in teils
recht geringem Male erzielt werden (Kitazume et al., 2002). Dies wurde mit einem Gleichgewicht
zwischen dem low spin-und high spin-Zustand des Hams begriindet, welches von der Kettenldnge

des Substrats abhangig ist.

Flr die vier besten CYP102K1-Substrate (Do-, Tri-, Tetradecansaure sowie 12-Tridecensaure) wurden
fir beide CYP102K1-Varianten Umsatzraten bestimmt (Tabelle 3.10). Zwischen den zwei Varianten
wurden dabei nur geringe Unterschiede festgestellt. Die Rate fiir den Umsatz von Tridecansaure war
fur beide CYP102K1-Varianten am hochsten (19,5 + 3,7 min™ fiir CYP102K1 bzw. 19,9 + 1,4 min™ fur
N‘-short-CYP102K1), was unterstreicht, dass Tridecansdure das préaferierte Substrat der Varianten
darstellt. Diese Tatsache ist nicht uninteressant, da Tridecansdure als ungeradzahlige Fettsdure
selten in der Natur vorkommt. Auf der anderen Seite wurde mit Pentadecansaure ebenfalls eine
ungeradzahlige Fettsdure als praferiertes Substrat fir CYP102A1 identifiziert (Miura und Fulco,
1975). Zudem wurde Tetradecansdure im Gegensatz zu Dodecansdure von beiden CYP102K1-
Varianten deutlich langsamer umgesetzt. Dies beweist, dass die Varianten offensichtlich Fettsduren

mit einer Kettenlange von zwolf bis dreizehn Kohlenstoffatomen bevorzugen.
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Bei der Bestimmung der Kopplungseffizienz und der NADPH-Oxidationsrate von CYP102K1
gegenlber verschiedenen Substraten war nicht Gberraschend, dass CYP102K1 fiir Substrate, die
schnell umgesetzt werden, ebenfalls eine hoéhere NADPH-Oxidationsrate bzw. hohere
Kopplungseffizienz aufwies als flir Substrate, die langsamer umgesetzt werden (Tabelle 3.11).
Interessanterweise wurde flir Dodecansaure eine hthere NADPH-Oxidationsrate festgestellt als flr
das praferierte Substrat Tridecansdure. Allerdings war gleichzeitig auch die Kopplungseffizienz
geringer, sodass fiir die Bildung der gleichen Produktmenge mehr NADPH benétigt wird. Beziglich
der Kopplungseffizienz war auffallig, dass selbst der beste Wert (61 £+ 5 % fir Tridecansdure) nicht
annahernd an das Maximum von 100 % herankam. Fir N‘-short-CYP102K1 wurden &hnliche
Ergebnisse gefunden, sodass kein Einfluss des N-terminalen Uberhangs auf die Kopplungseffizienz zu
erkennen ist. Dies zeigt, dass ein GroBteil der Elektronen von NADPH nicht fiir die Katalyse
verwendet wird, sondern durch Entkopplungsreaktionen verloren geht.

Werden die gefundenen Ergebnisse zur Umsatzgeschwindigkeit, der NADPH-Oxidationsrate und der
Kopplungseffizienz mit den entsprechenden Daten fiir CYP102A1 verglichen, fallt wiederum auf, dass
CYP102A1 jeweils deutlich hohere Werte erzielt. So liegt die Rate von CYP102A1 fiir den Umsatz von
Hexadecansiure beispielsweise bei ca. 1.600 min™ und ist damit um den Faktor 80 hoher als die Rate
des Tridecansdureumsatzes mit N‘-short-CYP102K1 (Cryle et al., 2006). Des Weiteren sind die
NADPH-Oxidationsraten in etwa um eine Zehnerpotenz hoher und die Kopplungseffizienz
praferierter Substrate liegt bei etwa 90 % (Whitehouse et al.,, 2011; Cryle und De Voss, 2008).
Moglichweise sind die CYP102K1-Varianten unter den genutzten Bedingungen nicht stabil, sodass
eigentlich nur ein Teil der urspriinglich eingesetzten Enzymmenge zur Katalyse zur Verfligung steht
und deshalb die Umsatzraten niedriger ausfallen. Die geringe Stabilitat ist vermutlich auf die hohe
Entkopplung und der damit verbundenen Produktion reaktiver Sauerstoffspezies zurlickzufiihren.
Zwar wurde in den Biokatalysen standardmaRig Katalase eingesetzt, um H,0, aus dem peroxide
shunt zu entfernen, aber Superoxid Dismutase zur Eliminierung von Superoxidanionen aus dem
autoxidation shunt wurde nur bei der Bestimmung der Kopplungseffizienz und ansonsten in keine
anderen Biokatalysen eingesetzt. Somit ist denkbar, dass die moglicherweise gebildeten
Superoxidanionen das Enzym schadigten. Aufgrund der geringen Umsatz- und NADPH-
Oxidationsraten besteht zudem die Moglichkeit, dass trotz der Verwendung eines Einkomponenten-
P450-Systems der Elektronentransfer von Reduktase- zu Hdmdomane nicht effizient ablauft. Dies
kann zu einer Entkopplung wahrend des Katalysezyklus fihren und damit auch ein Grund fir die
geringe Kopplungseffizienz sein. Wie bereits in dem Diskussionsabschnitt bezliglich des
Substratspektrums dargelegt, ist es moglich, dass es sich bei den verwendeten Substraten nicht um

die natirlichen Substrate des in A. caulinodans vorkommenden CYP102K1-Enzyms handelt, sodass
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die Substanzen vergleichsweise schlecht binden und in der Folge langsam umgesetzt werden sowie

zu geringeren Kopplungseffizienzen fuhren.

Unter Bericksichtigung aller gesammelten Erkenntnisse bzgl. der Charakterisierung von CYP102K1
bzw. N’-short-CYP102K1 stellt sich die Frage, ob der N-terminale Uberhang eine physiologische
Relevanz hat und welche der beiden Varianten daher unter natirlichen Bedingungen in
A. caulinodans vorkommt. Die Sequenz von CYP102K1 mit Uberhang ist méglicherweise das Ergebnis
einer falschen Genannotierung in der Genomsequenz von A. caulinodans, da ein entsprechender
Uberhang weder in CYP102A1 noch in anderen homologen Cytochrom P450 Monooxygenasen zu
finden ist. Die verkirzte Variante N‘-short-CYP102K1 wurde aufgrund eines moglichen alternativen
Startcodons erzeugt. Fir dieses alternative Startcodon konnte allerdings keine zugehorige typische
Ribosomenbindestelle identifiziert werden (siehe Abschnitt 3.2.1.2). Eine typische
Ribosomenbindestelle ist eine sechs bis neun Nukleotide umfassende A/G-reiche Region, die sich
normalerweise funf bis sieben Nukleotide vor dem Startcodon befindet (Shine und Dalgarno, 1975;
Vellanoweth und Rabinowitz, 1992; Hu et al., 2012). Untypische Ribosomenbindestellen scheinen fir
A. caulinodans nicht unbedingt auRergewdhnlich zu sein, da auch fiir ein anderes Gen aus diesem
Organismus keine typische Ribosomenbindestelle identifiziert werden konnte (Goethals et al., 1994).
Wie Abbildung 4.3 deutlich macht, existiert jedoch vor dem Startcodon des CYP102K1-Gens ein
Sequenzbereich, der die Kriterien einer typischen Ribosomenbindestelle erfiillt. Dies weist darauf
hin, dass die CYP102K1-Variante mit N-terminalem Uberhang natiirlicherweise in A. caulinodans
vorkommt. Dariber hinaus werden langere Fettsduren ebenfalls schneller von CYP102K1 umgesetzt.
Andererseits weist die verkiirzte Variante N’-short-CYP102K1 eine héhere pH- und Thermostabilitat
auf. Es ist somit vorstellbar, dass beide Varianten in A. caulinodans gebildet werden kénnen und

abhangig von den physiologischen Bedingungen gewisse Vorteile flir den Organismus bieten.
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CYP102K1-Gen mit mdglicher RBS CGAAGGGGCTCTGCGARGCCCCGATGGAGACACCEMETCCGAGACCTCGAC

Abbildung 4.3: Sequenzausschnitt des CYP102K1-Gens und der davorliegenden DNA im Genom von
A. caulinodans. Das Startcodon ist in Schwarz markiert, die mogliche zugehérige Ribosomenbindestelle ist in
Orange unterstrichen.
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4.3 Erweiterung des Substratspektrums von CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1

CalB-katalysierte Herstellung von potentiellen CYP102K1- bzw. N‘-short-CYP102K1- Substraten

Die CalB-katalysierten Synthesen von Pimelinsduremonopentyl- und Succinylsduremonooctylester
konnten im analytischen MaRstab erfolgreich durchgefiihrt werden. Mittels GC(-MS) konnten
Pimelin- und Succinylsdure, die jeweiligen Mono- sowie Diester und Octanol detektiert werden.
Pentanol konnte allerdings nicht nachgewiesen werden, da es wahrscheinlich zusammen mit dem
Losungsmittel bzw. Derivatisierungsreagenz von der Saule eluiert. Der Einsatz von MTBE als
Losungsmittel beeinflusste bei beiden Synthesen die Selektivitit von CalB zugunsten des
Monoesters. Allerdings wurde Uber einen langeren Reaktionszeitraum nur im Fall der
Pimelinsaurepentylester ein deutlich hoheres Mono- zu Diester-Verhdltnis erreicht. Die
unterschiedliche Solvatisierung von Substraten durch verschiedene Losungsmittel sowie die
Substrat-abhangige Verdrangung von Losungsmittelmolekiilen im aktiven Zentrum wurden bereits
als mogliche Griinde fiir die Beeinflussung der Enantioselektivitat von CalB identifiziert (Orrenius et
al., 1998; Ottosson et al., 2002). Es kann sein, dass die genannten Effekte ebenfalls einen Einfluss
darauf haben, wie gut der Monoester vom Enzym weiter zum Diester umgesetzt wird. Grundsatzlich
besteht die Moglichkeit, dass der Monoester als Zwischenprodukt das aktive Zentrum des Enzyms
gar nicht erst verlasst, sondern nach Umorientierung des Zwischenproduktes im aktiven Zentrum
direkt zum Diester weiter umgesetzt werden kann. Besonders im Fall des Succinylsdureesters kénnte
dies erklaren, warum stets deutlich mehr Di- als Monoester erhalten wird, da hier die beiden
Carboxylgruppen recht nah beieinander liegen. Das gewahlte Losungsmittel, hier MTBE, kdnnte
dabei die Freisetzung des Monoesters aus dem aktiven Zentrum positiv bzw. die Bindung des
Monoesters fir die weitere Umsetzung im aktiven Zentrum negativ beeinflussen, so dass bei Einsatz
von MTBE als Losungsmittel insgesamt mehr Monoester erhalten werden konnte als mit anderen
getesteten Losungsmitteln.

Die Monoestersynthesen wurden in prdparativen Ansdtzen wiederholt und die Monoester
anschlieRend Uber Kieselgelchromatographie aufgereinigt. Dabei wurde im Fall des Pimelinsdure-
monopentylesters eine viskose Flussigkeit und im Fall des Succinylsduremonooctylesters ein
Feststoff erhalten. Die Reinheit der aufgereinigten Ester betrug jeweils > 99 %.

Dagegen verliefen die Synthesen von Pimelinsduremonobutyl- und Succinylsduremonooctylamid
nicht erfolgreich. Beim Versuch der Herstellung von Pimelinsduremonobutylamid kam es mit
steigender Reaktionszeit zur zunehmenden Ausbildung einer zweiten Phase, was auf die Bildung
eines Produktes bzw. Produktgemisches hinweist. Die Herstellung von Amiden konnte jedoch nicht
reproduzierbar nachgewiesen werden. Einerseits kann dies moglicherweise auf die schwierige

Etablierung geeigneter Analytik zuriickgefiihrt werden. Zwar wurden verschiedene DC-Laufmittel
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und GC(-MS)-Programme getestet, allerdings konnten bis auf eine Ausnahme (potentieller
Monoamidpeak liber GC-MS identifiziert) in keinem Fall Hinweise auf eine Produktbildung gefunden
werden. Es ist auf der anderen Seite ebenfalls moglich, dass die CalB die gewiinschte Reaktion unter
den gegebenen Bedingungen nicht oder mit einer sehr geringen Geschwindigkeit katalysiert. Zwar
gibt es zahlreiche Beispiele flir die Nutzung des Enzyms zur Amidsynthese, doch bei Verwendung von
primaren Aminen wurden durchweg Ester und keine freien Carbonsauren eingesetzt (Anderson et
al., 1998). Im vorliegenden Fall waren die entsprechenden Ester jedoch nicht kommerziell erhaltlich,
sodass diese Moglichkeit nicht ohne Weiteres getestet werden konnte. Es kann daher durchaus sein,
dass das Enzym die Reaktion unter den gegebenen Bedingungen nur sehr langsam katalysierte und
daher keine Produktbildung festgestellt werden konnte.

Succinylsduremonooctylamid konnte nicht synthetisiert werden, da es unabhdngig von der
Anwesenheit von CalB im Reaktionsgemisch zur Bildung einer weien Substanz kam. Die Ursache
dieses Resultats konnte nicht geklart werden. Vermutlich kam es zu einer Reaktion zwischen der
Dicarbonsaure und dem Amin, oder das beobachtete Phdanomen ist auf eine Prazipitation der
Succinylsdure zurlckzufiihren. MalRnahmen zur Vermeidung bzw. Verminderung des Phanomens
flhrten nicht zum Erfolg und daher wurden die Versuche zur Herstellung von Succinylsduremono-

octylamid nicht weiter verfolgt.

Einsatz der hergestellten Monoester in Biokatalysen mit CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1

Wegen ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu Tridecanséure stellten die mit Hilfe von CalB hergestellten
Monoester potentielle CYP102K1- und N‘-short-CYP102K1-Substrate dar. So wurden die im groReren
Malistab hergestellten und aufgereinigten Pimelinsduremonopentyl- und Succinylsduremonooctyl-
ester in Biokatalysen mit CYP102K1 und N*-short-CYP102K1 eingesetzt.

Beim Einsatz von Pimelinsduremonopentyl- und Succinylsduremonooctylester wurde jeweils die
Bildung geringer Produktmengen nachgewiesen. Die charakteristischen Spaltmuster der
Produktmassenspektren legten nahe, dass es sich bei den Produkten in beiden Fallen um an der w-1-
Position und der w-2-Position hydroxylierte Monoester handelt. Diese Regioselektivitdt steht in
Einklang mit den Ergebnissen, die fir den Umsatz mittellanger linearer Fettsduren festgestellt
wurden. Die erhaltenen Umsdtze waren trotz des Einsatzes von hohen Enzymmengen und langen
Reaktionszeiten im Allgemeinen sehr niedrig, wobei die Umsatze mit Succinylsduremonooctylester
als Substrat héher ausfielen. Dariliber hinaus wurden mit CYP102K1 im Allgemeinen etwas hohere
Umsatze erzielt als mit N’-short-CYP102K1. Interessanterweise wiesen im Fall von CYP102K1 und
Pimelinsduremonopentylester als Substrat die Ansdtze ohne Katalase hohere Umsatze auf als die

Reaktionen mit Katalase. Es ist daher moglich, dass die eingesetzte Katalaseldsung Komponenten
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beinhaltet, welche CYP102K1 inhibieren. Da die Katalase das (iber den peroxide shunt gebildete H,0,
entfernt haben sollte, sind die geringen Umsatze eher nicht auf eine Enzymschadigung durch H,0,
zurlick zu fiihren. Diese Aussage gilt natlirlich nur unter den Voraussetzungen, dass die Katalase aktiv
war und das H,0, aus dem aktiven Zentrum gelangte, bevor es das Enzym schadigen konnte.
Andererseits kann wahrend der Entkopplungsreaktion Uber den autoxidation shunt ebenfalls
Superoxid gebildet werden, welches durch die Katalase nicht unschadlich gemacht wird und somit
zur Enzyminaktivierung fiihren kann. Allerdings ist es wahrscheinlich, dass die eingesetzten
Monoester einfach schlechte Substrate fiir die CYP102K1-Varianten darstellen und daher nur geringe
Umsdtze erzielt wurden. Auch wenn zwischen den Estern und dem favorisierten Substrat
Tridecansdure eine strukturelle Ahnlichkeit, v. a. beziiglich der Kettenlidnge, besteht und diese
offenbar ausreicht, um prinzipiell im aktiven Zentrum des Enzyms aufgenommen zu werden,
existieren dennoch signifikante Unterschiede zwischen den Verbindungen mit deutlichem Einfluss
auf die Substratbindung. So weisen die Ester eine Carbonylgruppe innerhalb der Kette auf, welche
die Substratbindung moglicherweise negativ beeinflusst. So konnte z. B. die zusatzliche
Carbonylgruppe aufgrund ihrer Fahigkeit, Wasserstoffbriicken auszubilden, zu einer unglinstigen
Orientierung des Substrates im Substratkanal fiihren. Fiir Succinylsauremonooctylester sitzt diese
Carbonylgruppe dabei am vierten Kohlenstoffatom (ausgehend von der freien Carboxylgruppe),
wahrend die Carbonylgruppe des Pimelinsduremonopentylesters am siebten C-Atom positioniert ist.
Da fiur Succinylsduremonooctylester insgesamt hohere Umsédtze erzielt wurden als fir
Pimelinsduremonopentylesters, scheint die Position der zusatzlichen Carbonylgruppe somit eine
bedeutende Rolle zu spielen. Basierend auf dem Homologiemodell von CYP102K1 (Abbildung 4.1)
scheint die Bindung des Pimelinsduremonopentylesters im Substratkanal sterisch behindert zu sein,
wie in Abbildung 4.4 zu erkennen ist. Dagegen scheint fiir die zusatzliche Carbonylgruppe des
Succinylsdauremonooctylesters zumindest genligend Raum zur Verfligung zu stehen. Allerdings
handelt es sich bei dem zugrundeliegenden Homologiemodell lediglich um ein Modell und die
Substratorientierung im Substratkanal wurde nicht durch zusatzliche Dockingstudien Uberpriift.
Somit kann die tatsachliche Platzierung der Substrate im Substratkanal von CYP102K1 auch anders
aussehen.

Darliber hinaus ist angesichts der niedrigen Umsatze nicht Uberraschend, dass nur das an w-1- bzw.
w-2-Position hydroxylierte Produkt und kein drittes, an der w-3-Position hydroxyliertes Produkt
nachgewiesen werden konnte, da dessen Anteil an der Produktbildung bei den gesattigten
Fettsduren stets am geringsten war (siehe Tabelle 3.9). Vermutlich wurde dieses wenig bevorzugte

Produkt in solch geringen Mengen gebildet, dass es unterhalb der Detektionsgrenze lag.
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Trotz der vergleichsweise noch niedrigen Umsatze konnte aber insgesamt gezeigt werden, dass die
durch CalB synthetisierten Monoester tatsachlich Substrate fiir CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1

darstellen und das Substratspektrum dieser Enzyme somit erweitert werden konnte.

Abbildung 4.4: VergroRerter Substratkanal des CYP102K1-Homologiemodells (Hellblau), welches auf Basis
von CYP102A1 (PDB-Code 1ZOA) erstellt wurde. In Magenta ist das in der Kristallstruktur von CYP102A1
vorhandene Substrat N-Palmitoylglycin und in Grau die innere Oberflache des Substratkanals erkennbar. Der
griin- bzw. rot-umrandete Bereich zeigt den Platz an, der zur Funktionalisierung des vierten bzw. siebten
Atoms der Substratkette zur Verfiigung steht.
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5 Zusammenfassung

Innerhalb der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt zwei verschiedene Teilprojekte bearbeitet. Im
ersten Teilprojekt wurden putative Elektronentransferproteine aus dem thermophilen Bakterium
Thermobifida fusca untersucht. Dabei sollten einerseits die natirlichen Elektronentransferpartner
von CYP154H1, einer thermostabilen Dreikomponenten-P450 Monooxygenase aus T. fusca,
identifiziert werden. Darliber hinaus sollten auch thermostabile Redoxpartner weiterer Cytochrom
P450 Monooxygenasen flir deren Einsatz in der Biokatalyse gefunden werden. Dazu wurden
zunachst fur alle ausgewahlten Redoxproteine aus T. fusca (funf Ferredoxine, ein Flavodoxin und vier
Ferredoxinreduktasen) geeignete Bedingungen zur l6slichen Expression in E. coli etabliert. Die
Ferredoxinreduktasen sowie zwei Ferredoxine konnten zudem erfolgreich aufgereinigt werden. Alle
Ferredoxinreduktasen waren aktiv und deren Cofaktorpraferenz wurde bestimmt. Im Cytochrom c-
Assay konnten zudem verschiedene Redoxproteinkombinationen identifiziert werden, die in der
Lage sind, miteinander zu kooperieren. Die Kombination von Fdx 8 mit FdR 9 stach dabei besonders
heraus, da die ermittelte spezifische Aktivitdt sogar die Aktivitat der Positivkontrolle aus Pdx und
PdR Ubertraf. In der Folge wurden die verschiedenen Redoxpartnerkombinationen in Biokatalysen
mit CYP154H1, CYP154C5 aus N. farcinica und CYP106A2 aus B. megaterium eingesetzt. Die
Auswertung der Biokatalysen ergab allerdings, dass in keinem Fall ein Umsatz erzielt werden konnte,
der signifikant und reproduzierbar héher als der Umsatz der entsprechenden Negativkontrollen
ausfiel. Die Umsatze der Positivkontrollen mit Pdx, PdR und den jeweiligen Cytochrom P450
Monooxygenasen lagen dagegen immer deutlich (ber denen der Negativkontrollen. Daher kann
geschlussfolgert werden, dass sich die natirlichen Elektronentransferpartner fiir CYP154H1
wahrscheinlich nicht unter den getesteten Proteinen befanden, vorausgesetzt alle getesteten
Redoxproteine waren unter den gegebenen Bedingungen korrekt gefaltet und aktiv. Gleichfalls
stellte sich heraus, dass die verschiedenen Redoxpartner ebenfalls nicht in der Lage waren,
Elektronen auf die beiden anderen getesteten Cytochrom P450 Monooxygenasen, CYP154C5 und
CYP106A2, zu Ubertragen.

Das zweite Teilprojekt umfasste die Untersuchung der zu CYP102A1 homologen Cytochrom P450
Monooxygenasen CYP102K1 aus dem gram-negativen Bakterium Azorhizobium caulinodans sowie
CYP102ymy aus Nakamurella multipartia. Die Sequenzidentitdten der Himdomanen beider Enzyme
lagen im Vergleich zur CYP102A1-Hamdomane jeweils bei unter 40 %. Daher sollte untersucht
werden, ob eine solch geringe Sequenzidentitdt der Himdomane ebenfalls ein unterschiedliches
Substratspektrum mit sich bringt. Jedoch konnte nur CYP102K1 in I6slicher Form heterolog in E. coli
exprimiert werden, wahrend samtliche Versuche zur I6slichen Expression von CYP102y,,, nicht

erfolgreich waren. CYP102K1 konnte in guter Ausbeute (66 mg pro Liter Kultur) und hoher Reinheit
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(ca. 90 %) Gber IMAC aufgereinigt werden. Im Cytochrom c-Assay zeigte das Enzym eine eindeutige
Praferenz fir den Cofaktor NADPH gegeniiber NADH. Die Untersuchung des Substratspektrums
ergab, dass lineare gesattigte Fettsdauren mit einer Kettenldnge von zehn bis filinfzehn
Kohlenstoffatomen, die lineare ungesattigte Fettsdure 12-Tridecensdure und B-Jonon geeignete
Substrate fir CYP102K1 darstellen. Dabei wies CYP102K1 eine eindeutige Praferenz fir
Tridecansaure auf, eine selten vorkommende Fettsdure, die bisher fur keinen anderen Vertreter der
CYP102-Familie als bevorzugtes Substrat bekannt ist (Choi et al.,, 2012; Chowdhary et al., 2007,
Dietrich et al., 2008; Gustafsson et al., 2004). Bei Analyse der Fettsdureprodukte wurde eine
eindeutige Regioselektivitdt des Enzyms fir die w-1- bis w-3-Position ersichtlich. Damit werden
interessanterweise, trotz der geringen Sequenzidentitdt von CYP102K1 und CYP102A1, von beiden
P450-Enzymen sehr dhnliche Substrate mit vergleichbarer Regioselektivitait umgesetzt.

Zusatzlich wurde eine N-terminal verkiirzte CYP102K1-Variante, N‘-short-CYP102K1, erzeugt und
untersucht. Dazu wurde der in CYP102A1 nicht vorhandene 80 Aminosiuren lange Uberhang am N-
Terminus von CYP102K1 entfernt. Bei der anschlieBenden Charakterisierung des aufgereinigten
Enzyms wurden viele Ahnlichkeiten zu CYP102K1 festgestellt. Es stellte sich jedoch ebenfalls heraus,
dass diese Variante im Vergleich zu CYP102K1 jeweils eine etwas hohere Stabilitdt bezlglich des pH-
Werts und der Reaktionstemperatur aufweist. Dagegen wurden langere Fettsduren von CYP102K1
deutlich besser umgesetzt. Ohne den N-terminalen Uberhang war es ebenfalls méglich, ein
Homologiemodell auf Basis von CYP102A1 zu erstellen. Anhand dessen konnten strukturelle
Ahnlichkeiten zwischen den CYP102K1-Varianten und CYP102A1 gefunden werden, welche die
dhnlichen Substratspektren erklaren.

Um das Substratspektrum von CYP102K1 zu erweitern, wurden zusatzlich zwei verschiedene
Dicarbonsauremonoester, Pimelinsduremonopentyl- und Succinylsduremonooctylester, mittels
Lipasekatalyse im praparativen Malistab synthetisiert und anschlieBend in Biokatalysen mit
CYP102K1 und N‘-short-CYP102K1 getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass die beiden
Monoester tatsachlich Substrate fiir die genannten Varianten darstellen. In beiden Fallen wurden
Produkte nachgewiesen, die an der w-1- und w-2-Position hydroxyliert wurden, auch wenn die
erzielten Umsdtze nur relativ gering ausfielen. Durch anschlieRende Hydrolyse der Produkte kénnten
somit die gebildeten kurzkettigen aliphatischen Diole freigesetzt werden.

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass zum ersten Mal Dicarbonsduremonoester als
Substrate fiir Cytochrom P450 Monooxygenasen der CYP102-Familie eingesetzt und tatsachlich als
akzeptierte Substrate nachgewiesen werden konnten. Des Weiteren wurde mit CYP102K1 zum
ersten Mal eine zu CYP102A1 homologe Einkomponenten-P450 aus einem gram-negativen

Bakterium charakterisiert.
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7 Anhang

7.1 Gen- und Proteinsequenzen

Flavodoxin aus T. fusca:

Codon-optimierte Gensequenz des annotierten Originalgens Tfu_3023 (Tfu_3023-synth)
ATGCTGGTGATGATTGGTTATGCAAGCGTTCATGGTAGCACCGAAGGTATTGCACGTCGTCTGGCAGA
TCGTCTGCGTGCCTATGGTCATAGCGTTGATGTTCGTCCGCTGGATAAACCGATGGATGCACTGGTTC
TGTATGATGCATTTATTCTGGGTAGCGCAGTTCATGGTGGTAGCTGGCTGCGTCAGGCAACCGGTTTT
GCAGAACGTGAAGCAGAAATTCTGAGCCGTCGTCCGGTTTGGCTGTTTAGCGTTGGTCTGGCACGTGT
TCTGGGTGGTCGTTTTGCAAGTGCCGGTGATGTTCCGAAAGGTGTTCCGGAAGTTATTCGTGATACCG
GTGCACGTGATCATCACCTGTTTGCCGGTGCAATTCAGCCGAGCCATCTGCCGGTTTTTGGTCGTTTT
CTGTATAAAGCAATGGGTGGTCGCTATGGTGATTTTCGTGATTGGGCTGAAGTTGATGATTGGGCAGA
AAGCATTGCAGCACAGCTGACCATGGTTACCCGTTAA

Proteinsequenz (Fldx-s.)
MLVMIGYASVHGSTEGIARRLADRLRAYGHSVDVRPLDKPMDALVLYDAFILGSAVHGGSWLROATGE
AEREAETILSRRPVWLESVGLARVLGGRFASAGDVPKGVPEVIRDTGARDHHLFAGAIQPSHLPVFEGREFE
LYKAMGGRYGDFRDWAEVDDWAESTIAAQLTMVTR

N’-verldngertes Flavodoxin aus T. fusca:

Codon-optimierte Gensequenz der 5‘-verldngerten Originalsequenz (Tfu_3023-synth-elongated)
ATGCCGTCTTACCAGGTCACTACCGGCCGTCGCCGTGTAGGTGACACCGGTCACGGTTTCGGTCGTCA
CGACATGCTGGTGATGATTGGTTATGCAAGCGTTCATGGTAGCACCGAAGGTATTGCACGTCGTCTGG
CAGATCGTCTGCGTGCCTATGGTCATAGCGTTGATGTTCGTCCGCTGGATAAACCGATGGATGCACTG
GTTCTGTATGATGCATTTATTCTGGGTAGCGCAGTTCATGGTGGTAGCTGGCTGCGTCAGGCAACCGG
TTTTGCAGAACGTGAAGCAGAAATTCTGAGCCGTCGTCCGGTTTGGCTGTTTAGCGTTGGTCTGGCAC
GTGTTCTGGGTGGTCGTTTTGCAAGTGCCGGTGATGTTCCGAAAGGTGTTCCGGAAGTTATTCGTGAT
ACCGGTGCACGTGATCATCACCTGTTTGCCGGTGCAATTCAGCCGAGCCATCTGCCGGTTTTTGGTCG
TTTTCTGTATAAAGCAATGGGTGGTCGCTATGGTGATTTTCGTGATTGGGCTGAAGTTGATGATTGGG
CAGAAAGCATTGCAGCACAGCTGACCATGGTTACCCGTTAA

Proteinsequenz (Fldx-s.-e.)
MPSYQVTTGRRRVGDTGHGFGRHDMLVMIGYASVHGSTEGIARRLADRLRAYGHSVDVRPLDKPMDAL
VLYDAFTILGSAVHGGSWLROATGFAEREAETILSRRPVWLFSVGLARVLGGRFASAGDVPKGVPEVIRD
TGARDHHLFAGAIQPSHLPVFGREFLYKAMGGRYGDFRDWAEVDDWAESIAAQLTMVTR

CYP102K1 aus Azorhizobium caulinodans:

Codon-optimierte Gensequenz des annotierten Originalgens AZC_3520

ATGAGTGAGACGAGTACCCCACCTGCATTGAAGTCCGTTGACCTGGGCCTGGCAGCAGGTACGGTTCG
TGTGGGTTGGTTCCCTGGCGCATCCAGAGAGGCGGTGTTGGCAGCGGTCCGTGGTGCAGCAGGCCTGT
CCGGCGAGACGGCATTCCACGTCGAGACCGCGGACGGCGTTACCATTGCACTGGACGACTCCGTTCCG
GCAGGCACGCGTTTGCGTTTGGTGGTGCAAGGTGAAGTTCCTAGTAGTGCAGCGCCTGCGCTGCACAG
ACCGGTGCCGGGCCCTAAACCGTATCCGGTTGTGGGTAATCTGCCAGAATTGCATAACGCGGAGGGTC
TGGTCGCGGCGGTCGATGCGCTGCATGCAAAGCATGGTGAGTTCTTCGCATTTCAGGTGGGTGGCAAG
CGTGCGTATTTCTGCTCCGACGCGGACATTATCTCCGAGATGTGCGCGGCACCTGACGTGTTCGCGAA
GCTGGTCGAAGGTCGTGGCGGCTTGGGCAACCTGGCAGAAAAATCCGTGGGTAGTGCACTGTTCACCG
CGAGTGACAATGACCCGCTGTGGCATCAAGCGCACCGTATCCTGGCGCCGGCGTTTGGCGCGACGGCA
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TTGAAAAACTACTACGGTCGCATCGTTGAGGTGGCAGATGACTTGCTGGATCACCTGGATAGACTGGC
GCCTGGCGAAAGTTTTCTGGCGACCGATCTGATGACCCGCATGACGTTCGAGGCGATTAGTTATGCAG
CGTTTAACAGACGTTATGGCGCGATTGATAGTCCTGCGTTGCCTGCGTTCGTGGAAGCAATGAACGTT
GTGCTGACCGACGCGATGGCAGAGCCTAAAAGACTGCTGCCGGAGGTTTTTTACCATGAAGCACGTAA
GACCCGCGCAGCGGCGGATAAAATTATGCTGGAGGAGGTTGAAACCATTATTGCAGAGCGTCGCTTCG
CGATGGCGGCGGGCGCACCGGTCCCTACCGACCTGCTGCAGGTGATGTTGACCACCCCTGACCGTGTT
ACCGGCCAAAAGCTGCCTGACGACAACATCCGTGGCCAGCTGATTGTCTTGCTGATTGCAGGCCACGA
GACGACGTCCGGTATGCTGGCGTACGCGCTGTACCACCTGTGGAAGTACCCAGAGACCATGGAAAAAT
TGATTGCAGAGGTGGACGAGGTCTTGGGCCGTGATTTTAGTTATAAGCCGACGTACGAGGATGTGGGC
CGTCTGGCATATACGCAACGCGTGCTGAAGGAGGCGCTGCGTCTGTGCCCGCCAGTTCCGATGTTCCC
ACGTTACGTCACCCGTGACGCAACGGTGGGTAACGGTCGTTATGATCTGAAGGCGGGTGAACGCATCT
TCGTGTCCCTGTCCGCAATGCAGAAGAACCCGCGTTTTTGGGGTGCGGACGCGCTGGTCTTTCGTCCG
GAGAGATTCGGTCCTGAGGAAGAGAAACACCATCACCCGCATGCATATCATCCGTTCGGTATGGGTGC
GCGCTCCTGTATCGGTTTTCAATTTGCGCTGGTGGAGGCGAAGATGGTCTTGGCGCGCTTTATCCAAC
GCTTTACGGCGCGTCCAAAGGATCCGCACTATGTTTTGTGCCATAAACAAGCATTGACCGTCAAACCA
GATCATTTGGACATGCTGCTGGAAAGACGCCCGGAAGTCAAAGGTCGTTTTCCGGTGCGTACCGAGGC
GCCGAAGACCCAAGGTGCGCCTTTGGCGGTCGCACAAGCAGGCGGTCGTCCAATGAGAGTGTTGTATG
GCAGTAACATGGGTGGTTGCAGAGATATCGCGTTGAGTTTGGCACAGCAAGCGGGCGCGCGTGGTTTT
GCAGCGACCGTGGCAGAGTTGGATGAACAGGTCGGCCAACCATGGCTGACGGACGGTCCTGTGGTGAT
CGTTACGAGTACCTACAACGGCACGCCGCCAGATAACGCGGCACGTTTCGCGAAGTGGCTGGAGACCG
CGCCGGCAGGTGTCTGCGCAGGCGTTCGCCACGCGGTGCTGGGTTGCGGTAATACGCAGTGGCACCAA
ACCTTCCAAAAATTCCCTAAGACGATTGCGAGTGGCCTGGCGGCGCTGGGTGGTACCGCGTTGTTGGA
TGAGGGTACGGCGGATGCGGCGGGTGACTATGAAGCGGCAGTGGAGGGCTGGACCGCGGCACTGTGGC
CAGCACTGGAGGCGGCATTCGGCGGCGCGGCAGGTGCAGCGGTTATTGGTTCCGCAGAGGCGGCAGCG
GAGGCGCCTGCAGTGAAGGTTGAAGTGGTGAACTTCGCAGGCGCGGCGACGGGTGCGGCACCGCGCAL
CGGCACCCGTTTGGATCAAGGCGCGCAATTGTCCCGTATTCGTGTCAACCGTGAACTGCTGTCCCCAG
GTGCGCAGGGTAGTACCAGACATATCGAGATTCCACTGCCTGCGGGTACCTCCTACGCAGCGGGTGAC
CACTTGGCAGTTTTCCCTGTTAATCCACCGGCGCTGGTTGCGGCGGCAGCAGCGCGTTGTGGTCTGGC
ACCAGAAACCCAGGTTCTGCTGACCGCGCTGCACCCGGACGCAGCGAGTGAAGCGGGTCTGCCGTTCG
GTGTTCCGGTGTCCGTGGGTGAATTGTTGGCGGAGCACGTGGATCTGGCGGGCCCGGTGACGCGTAGA
GACCTGAGAGCGTGGGCGCAGGCGGCACAATGTCCGCCGGATCGCGCGAGAATCGCGGGCTGGTTGAG
TGACTTCCCGAGTGCGGTGGCAGAAGCGAAGCCGAGAATGGAGGATTTGCTGGCACAGGTGCCGAGTG
TTCAGCTGGACCTGGCGGCACTGCTGACGGTGAGACCGGCGTTGAAGCCTCGCTATTACTCCATTAGT
AGTAGTCCTCTGATGAGTCCGGATGCGTGCGCACTGACGGTGGGTGTCCACCAGTTCACGACCGCAGA
CGGTGTGCGTCACGATGGTCTGTGTAGTAGTTATTTGGTCAGTTGTGGCGAGGATGCGCCTGTTCGTG
TGCTGGTGAAAGACACCGGCAGTACCTTTCATCTGCCGGCGGACCCAGCGGTTCCTCTGATCCTGGTC
GGTCCGGGCACCGGTTTGGCGCCGTTGAGAGGCTTTATTCAAGAGAGACATGCGCTGCGTGCACAAGG
CCGTGCGACCGGCCCAGTGCTGCTGTTTTTCGGCTGCCGTGATGATGGTGATTATTTGTATCGCGAGG
AGCTGGAAGCGTATCGTGACGAAGGTACCCTGAGTTTGCTGGCGGTTGGTTTCAGTAGAAGACCGGGC
ACCCCTCGTACCTATGTTCAAGATCTGCTGCGTACCCACGGCGATGCAGTTAGAGAGCAGGTGGCAGC
GGGCGCAAGTATTTTGATTTGCGGTAACGCAAGAACGATGGCGCCAGACGTTCATGCGGCGTTTCTGG
AGTTGCTGGGTGCAGGCGCAGTTGCAGAACTGGAAGCGGGCGGTCGCTATCTGCAAGATGTTTGGGCG
AGTTCCTAAG

Proteinsequenz (CYP102K1)

MSETSTPPALKSVDLGLAAGTVRVGWFPGASREAVLAAVRGAAGLSGETAFHVETADGVTIALDDSVP
AGTRLRLVVQGEVPSSAAPALHRPVPGPKPYPVVGNLPELHNAEGLVAAVDALHAKHGEFFAFQVGGK
RAYFCSDADIISEMCAAPDVFAKLVEGRGGLGNLAEKSVGSALFTASDNDPLWHQAHRILAPAFGATA
LKNYYGRIVEVADDLLDHLDRLAPGESFLATDLMTRMTFEAISYAAFNRRYGAIDSPALPAFVEAMNV
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VLTDAMAEPKRLLPEVFYHEARKTRAAADKIMLEEVETITAERRFAMAAGAPVPTDLLQVMLTTPDRV
TGOKLPDDNIRGQLIVLLIAGHETTSGMLAYALYHLWKYPETMEKLIAEVDEVLGRDESYKPTYEDVG
RLAYTOQRVLKEALRLCPPVPMEPRYVTRDATVGNGRYDLKAGERIFVSLSAMOKNPREWGADALVERP
ERFGPEEEKHHHPHAYHPFGMGARSCIGFQFALVEAKMVLARFIQRFTARPKDPHYVLCHKQALTVKP
DHLDMLLERRPEVKGRFPVRTEAPKTQGAPLAVAQAGGRPMRVLYGSNMGGCRDIALSLAQQAGARGE
AATVAELDEQVGQPWLTDGPVVIVTSTYNGTPPDNAARFAKWLETAPAGVCAGVRHAVLGCGNTQWHQ
TFOQKFPKTIASGLAALGGTALLDEGTADAAGDYEAAVEGWTAALWPALEAAFGGAAGAAVIGSAEAAA
EAPAVKVEVVNFAGAATGAAPRTGTRLDOQGAQLSRIRVNRELLSPGAQGSTRHIEIPLPAGTSYAAGD
HLAVFPVNPPALVAAAAARCGLAPETQVLLTALHPDAASEAGLPFGVPVSVGELLAEHVDLAGPVTRR
DLRAWAQAAQCPPDRARIAGWLSDEFPSAVAEAKPRMEDLLAQVPSVQLDLAALLTVRPALKPRYYSIS
SSPLMSPDACALTVGVHQFTTADGVRHDGLCSSYLVSCGEDAPVRVLVKDTGSTFHLPADPAVPLILV
GPGTGLAPLRGFIQERHALRAQGRATGPVLLFFGCRDDGDYLYREELEAYRDEGTLSLLAVGESRRPG
TPRTYVODLLRTHGDAVREQVAAGASILICGNARTMAPDVHAAFLELLGAGAVAELEAGGRYLODVWA
SS

Hamdomane von CYP102K1 aus Azorhizobium caulinodans:

Codon-optimierte Gensequenz der Himdomane des annotierten Originalgens AZC_3520
ATGAGTGAGACGAGTACCCCACCTGCATTGAAGTCCGTTGACCTGGGCCTGGCAGCAGGTACGGTTCG
TGTGGGTTGGTTCCCTGGCGCATCCAGAGAGGCGGTGTTGGCAGCGGTCCGTGGTGCAGCAGGCCTGT
CCGGCGAGACGGCATTCCACGTCGAGACCGCGGACGGCGTTACCATTGCACTGGACGACTCCGTTCCG
GCAGGCACGCGTTTGCGTTTGGTGGTGCAAGGTGAAGTTCCTAGTAGTGCAGCGCCTGCGCTGCACAG
ACCGGTGCCGGGCCCTAAACCGTATCCGGTTGTGGGTAATCTGCCAGAATTGCATAACGCGGAGGGTC
TGGTCGCGGCGGTCGATGCGCTGCATGCAAAGCATGGTGAGTTCTTCGCATTTCAGGTGGGTGGCAAG
CGTGCGTATTTCTGCTCCGACGCGGACATTATCTCCGAGATGTGCGCGGCACCTGACGTGTTCGCGAA
GCTGGTCGAAGGTCGTGGCGGCTTGGGCAACCTGGCAGAAAAATCCGTGGGTAGTGCACTGTTCACCG
CGAGTGACAATGACCCGCTGTGGCATCAAGCGCACCGTATCCTGGCGCCGGCGTTTGGCGCGACGGCA
TTGAAAAACTACTACGGTCGCATCGTTGAGGTGGCAGATGACTTGCTGGATCACCTGGATAGACTGGC
GCCTGGCGAAAGTTTTCTGGCGACCGATCTGATGACCCGCATGACGTTCGAGGCGATTAGTTATGCAG
CGTTTAACAGACGTTATGGCGCGATTGATAGTCCTGCGTTGCCTGCGTTCGTGGAAGCAATGAACGTT
GTGCTGACCGACGCGATGGCAGAGCCTAAAAGACTGCTGCCGGAGGTTTTTTACCATGAAGCACGTAA
GACCCGCGCAGCGGCGGATAAAATTATGCTGGAGGAGGTTGAAACCATTATTGCAGAGCGTCGCTTCG
CGATGGCGGCGGGCGCACCGGTCCCTACCGACCTGCTGCAGGTGATGTTGACCACCCCTGACCGTGTT
ACCGGCCAAAAGCTGCCTGACGACAACATCCGTGGCCAGCTGATTGTCTTGCTGATTGCAGGCCACGA
GACGACGTCCGGTATGCTGGCGTACGCGCTGTACCACCTGTGGAAGTACCCAGAGACCATGGAAAAAT
TGATTGCAGAGGTGGACGAGGTCTTGGGCCGTGATTTTAGTTATAAGCCGACGTACGAGGATGTGGGC
CGTCTGGCATATACGCAACGCGTGCTGAAGGAGGCGCTGCGTCTGTGCCCGCCAGTTCCGATGTTCCC
ACGTTACGTCACCCGTGACGCAACGGTGGGTAACGGTCGTTATGATCTGAAGGCGGGTGAACGCATCT
TCGTGTCCCTGTCCGCAATGCAGAAGAACCCGCGTTTTTGGGGTGCGGACGCGCTGGTCTTTCGTCCG
GAGAGATTCGGTCCTGAGGAAGAGAAACACCATCACCCGCATGCATATCATCCGTTCGGTATGGGTGC
GCGCTCCTGTATCGGTTTTCAATTTGCGCTGGTGGAGGCGAAGATGGTCTTGGCGCGCTTTATCCAAC
GCTTTACGGCGCGTCCAAAGGATCCGCACTATGTTTTGTGCCATAAACAAGCATTGACCGTCAAACCA
GATCATTTGGACATGCTGCTGGAAAGACGCCCGGAAGTCAAAGGTCGTTTTCCGGTGCGTACCGAGGC
GCCGAAGACCCAAGGTGCGTAA

Proteinsequenz (CYP102K1-HD)

MSETSTPPALKSVDLGLAAGTVRVGWFPGASREAVLAAVRGAAGLSGETAFHVETADGVTIALDDSVP
AGTRLRLVVQGEVPSSAAPALHRPVPGPKPYPVVGNLPELHNAEGLVAAVDALHAKHGEFFAFQVGGK
RAYFCSDADIISEMCAAPDVFAKLVEGRGGLGNLAEKSVGSALFTASDNDPLWHQAHRILAPAFGATA
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LKNYYGRIVEVADDLLDHLDRLAPGESFLATDLMTRMTFEAISYAAFNRRYGAIDSPALPAFVEAMNV
VLTDAMAEPKRLLPEVEFYHEARKTRAAADKIMLEEVETIIAERRFAMAAGAPVPTDLLOQVMLTTPDRV
TGOKLPDDNIRGQLIVLLIAGHETTSGMLAYALYHLWKYPETMEKLIAEVDEVLGRDESYKPTYEDVG
RLAYTQRVLKEALRLCPPVPMFPRYVTRDATVGNGRYDLKAGERIFVSLSAMOQKNPREWGADALVERP
ERFGPEEEKHHHPHAYHPFGMGARSCIGFQFALVEAKMVLARFIQRFTARPKDPHYVLCHKQALTVKP
DHLDMLLERRPEVKGREFPVRTEAPKTQGA

N‘-short-CYP102K1 aus Azorhizobium caulinodans:

Codon-optimierte Gensequenz des 5‘-verkiirzten Originalgens AZC_3520

ATGCCTAGTAGTGCAGCGCCTGCGCTGCACAGACCGGTGCCGGGCCCTAAACCGTATCCGGTTGTGGG
TAATCTGCCAGAATTGCATAACGCGGAGGGTCTGGTCGCGGCGGTCGATGCGCTGCATGCAAAGCATG
GTGAGTTCTTCGCATTTCAGGTGGGTGGCAAGCGTGCGTATTTCTGCTCCGACGCGGACATTATCTCC
GAGATGTGCGCGGCACCTGACGTGTTCGCGAAGCTGGTCGAAGGTCGTGGCGGCTTGGGCAACCTGGC
AGAAAAATCCGTGGGTAGTGCACTGTTCACCGCGAGTGACAATGACCCGCTGTGGCATCAAGCGCACC
GTATCCTGGCGCCGGCGTTTGGCGCGACGGCATTGAAAAACTACTACGGTCGCATCGTTGAGGTGGCA
GATGACTTGCTGGATCACCTGGATAGACTGGCGCCTGGCGAAAGTTTTCTGGCGACCGATCTGATGAC
CCGCATGACGTTCGAGGCGATTAGTTATGCAGCGTTTAACAGACGTTATGGCGCGATTGATAGTCCTG
CGTTGCCTGCGTTCGTGGAAGCAATGAACGTTGTGCTGACCGACGCGATGGCAGAGCCTAAAAGACTG
CTGCCGGAGGTTTTTTACCATGAAGCACGTAAGACCCGCGCAGCGGCGGATAAAATTATGCTGGAGGA
GGTTGAAACCATTATTGCAGAGCGTCGCTTCGCGATGGCGGCGGGCGCACCGGTCCCTACCGACCTGC
TGCAGGTGATGTTGACCACCCCTGACCGTGTTACCGGCCAAAAGCTGCCTGACGACAACATCCGTGGC
CAGCTGATTGTCTTGCTGATTGCAGGCCACGAGACGACGTCCGGTATGCTGGCGTACGCGCTGTACCA
CCTGTGGAAGTACCCAGAGACCATGGAAAAATTGATTGCAGAGGTGGACGAGGTCTTGGGCCGTGATT
TTAGTTATAAGCCGACGTACGAGGATGTGGGCCGTCTGGCATATACGCAACGCGTGCTGAAGGAGGCG
CTGCGTCTGTGCCCGCCAGTTCCGATGTTCCCACGTTACGTCACCCGTGACGCAACGGTGGGTAACGG
TCGTTATGATCTGAAGGCGGGTGAACGCATCTTCGTGTCCCTGTCCGCAATGCAGAAGAACCCGCGTT
TTTGGGGTGCGGACGCGCTGGTCTTTCGTCCGGAGAGATTCGGTCCTGAGGAAGAGAAACACCATCAC
CCGCATGCATATCATCCGTTCGGTATGGGTGCGCGCTCCTGTATCGGTTTTCAATTTGCGCTGGTGGA
GGCGAAGATGGTCTTGGCGCGCTTTATCCAACGCTTTACGGCGCGTCCAAAGGATCCGCACTATGTTT
TGTGCCATAAACAAGCATTGACCGTCAAACCAGATCATTTGGACATGCTGCTGGAAAGACGCCCGGAA
GTCAAAGGTCGTTTTCCGGTGCGTACCGAGGCGCCGAAGACCCAAGGTGCGCCTTTGGCGGTCGCACA
AGCAGGCGGTCGTCCAATGAGAGTGTTGTATGGCAGTAACATGGGTGGTTGCAGAGATATCGCGTTGA
GTTTGGCACAGCAAGCGGGCGCGCGTGGTTTTGCAGCGACCGTGGCAGAGTTGGATGAACAGGTCGGC
CAACCATGGCTGACGGACGGTCCTGTGGTGATCGTTACGAGTACCTACAACGGCACGCCGCCAGATAA
CGCGGCACGTTTCGCGAAGTGGCTGGAGACCGCGCCGGCAGGTGTCTGCGCAGGCGTTCGCCACGLCGG
TGCTGGGTTGCGGTAATACGCAGTGGCACCAAACCTTCCAAAAATTCCCTAAGACGATTGCGAGTGGC
CTGGCGGCGCTGGGTGGTACCGCGTTGTTGGATGAGGGTACGGCGGATGCGGCGGGTGACTATGAAGC
GGCAGTGGAGGGCTGGACCGCGGCACTGTGGCCAGCACTGGAGGCGGCATTCGGCGGCGCGGCAGGTG
CAGCGGTTATTGGTTCCGCAGAGGCGGCAGCGGAGGCGCCTGCAGTGAAGGTTGAAGTGGTGAACTTC
GCAGGCGCGGCGACGGGTGCGGCACCGCGCACCGGCACCCGTTTGGATCAAGGCGCGCAATTGTCCCG
TATTCGTGTCAACCGTGAACTGCTGTCCCCAGGTGCGCAGGGTAGTACCAGACATATCGAGATTCCAC
TGCCTGCGGGTACCTCCTACGCAGCGGGTGACCACTTGGCAGTTTTCCCTGTTAATCCACCGGCGCTG
GTTGCGGCGGCAGCAGCGCGTTGTGGTCTGGCACCAGAAACCCAGGTTCTGCTGACCGCGCTGCACCC
GGACGCAGCGAGTGAAGCGGGTCTGCCGTTCGGTGTTCCGGTGTCCGTGGGTGAATTGTTGGCGGAGC
ACGTGGATCTGGCGGGCCCGGTGACGCGTAGAGACCTGAGAGCGTGGGCGCAGGCGGCACAATGTCCG
CCGGATCGCGCGAGAATCGCGGGCTGGTTGAGTGACTTCCCGAGTGCGGTGGCAGAAGCGAAGCCGAG
AATGGAGGATTTGCTGGCACAGGTGCCGAGTGTTCAGCTGGACCTGGCGGCACTGCTGACGGTGAGAC
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CGGCGTTGAAGCCTCGCTATTACTCCATTAGTAGTAGTCCTCTGATGAGTCCGGATGCGTGCGCACTG
ACGGTGGGTGTCCACCAGTTCACGACCGCAGACGGTGTGCGTCACGATGGTCTGTGTAGTAGTTATTT
GGTCAGTTGTGGCGAGGATGCGCCTGTTCGTGTGCTGGTGAAAGACACCGGCAGTACCTTTCATCTGC
CGGCGGACCCAGCGGTTCCTCTGATCCTGGTCGGTCCGGGCACCGGTTTGGCGCCGTTGAGAGGCTTT
ATTCAAGAGAGACATGCGCTGCGTGCACAAGGCCGTGCGACCGGCCCAGTGCTGCTGTTTTTCGGCTG
CCGTGATGATGGTGATTATTTGTATCGCGAGGAGCTGGAAGCGTATCGTGACGAAGGTACCCTGAGTT
TGCTGGCGGTTGGTTTCAGTAGAAGACCGGGCACCCCTCGTACCTATGTTCAAGATCTGCTGCGTACC
CACGGCGATGCAGTTAGAGAGCAGGTGGCAGCGGGCGCAAGTATTTTGATTTGCGGTAACGCAAGAAC
GATGGCGCCAGACGTTCATGCGGCGTTTCTGGAGTTGCTGGGTGCAGGCGCAGTTGCAGAACTGGAAG
CGGGCGGTCGCTATCTGCAAGATGTTTGGGCGAGTTCCTAA

Proteinsequenz (N‘-short-CYP102K1)
MPSSAAPALHRPVPGPKPYPVVGNLPELHNAEGLVAAVDALHAKHGEFFAFQVGGKRAYFCSDADIIS
EMCAAPDVFAKLVEGRGGLGNLAEKSVGSALFTASDNDPLWHQAHRILAPAFGATALKNYYGRIVEVA
DDLLDHLDRLAPGESFLATDLMTRMTFEAISYAAFNRRYGAIDSPALPAFVEAMNVVLTDAMAEPKRL
LPEVFYHEARKTRAAADKIMLEEVETIIAERRFAMAAGAPVPTDLLOVMLTTPDRVTGQKLPDDNIRG
QLIVLLIAGHETTSGMLAYALYHLWKYPETMEKLIAEVDEVLGRDFSYKPTYEDVGRLAYTQRVLKEA
LRLCPPVPMFPRYVTRDATVGNGRYDLKAGERIFVSLSAMOKNPRFWGADALVFRPERFGPEEEKHHH
PHAYHPFGMGARSCIGFQFALVEARKMVLARFIQRFTARPKDPHYVLCHKQALTVKPDHLDMLLERRPE
VKGRFPVRTEAPKTQGAPLAVAQAGGRPMRVLYGSNMGGCRDIALSLAQQAGARGFAATVAELDEQVG
QPWLTDGPVVIVTSTYNGTPPDNAARFAKWLETAPAGVCAGVRHAVLGCGNTQWHQTFQKEFPKTIASG
LAALGGTALLDEGTADAAGDYEAAVEGWTAALWPALEAAFGGAAGAAVIGSAEAAAEAPAVKVEVVNFE
AGAATGAAPRTGTRLDQGAQLSRIRVNRELLSPGAQGSTRHIEIPLPAGTSYAAGDHLAVFPVNPPAL
VAAAAARCGLAPETQVLLTALHPDAASEAGLPFGVPVSVGELLAEHVDLAGPVTRRDLRAWAQAAQCP
PDRARIAGWLSDFPSAVAEAKPRMEDLLAQVPSVQLDLAALLTVRPALKPRYYSISSSPLMSPDACAL
TVGVHQFTTADGVRHDGLCSSYLVSCGEDAPVRVLVKDTGSTFHLPADPAVPLILVGPGTGLAPLRGF
TIQERHALRAQGRATGPVLLFFGCRDDGDYLYREELEAYRDEGTLSLLAVGFSRRPGTPRTYVQDLLRT
HGDAVREQVAAGASILICGNARTMAPDVHAAFLELLGAGAVAELEAGGRYLQDVWASS

Hamdomane von N‘-short-CYP102K1 aus Azorhizobium caulinodans:

Codon-optimierte Gensequenz der Himdomane des 5‘-verkiirzten Originalgens AZC_3520

ATGCCTAGTAGTGCAGCGCCTGCGCTGCACAGACCGGTGCCGGGCCCTAAACCGTATCCGGTTGTGGG
TAATCTGCCAGAATTGCATAACGCGGAGGGTCTGGTCGCGGCGGTCGATGCGCTGCATGCAAAGCATG
GTGAGTTCTTCGCATTTCAGGTGGGTGGCAAGCGTGCGTATTTCTGCTCCGACGCGGACATTATCTCC
GAGATGTGCGCGGCACCTGACGTGTTCGCGAAGCTGGTCGAAGGTCGTGGCGGCTTGGGCAACCTGGC
AGAAAAATCCGTGGGTAGTGCACTGTTCACCGCGAGTGACAATGACCCGCTGTGGCATCAAGCGCACC
GTATCCTGGCGCCGGCGTTTGGCGCGACGGCATTGAAAAACTACTACGGTCGCATCGTTGAGGTGGCA
GATGACTTGCTGGATCACCTGGATAGACTGGCGCCTGGCGAAAGTTTTCTGGCGACCGATCTGATGAC
CCGCATGACGTTCGAGGCGATTAGTTATGCAGCGTTTAACAGACGTTATGGCGCGATTGATAGTCCTG
CGTTGCCTGCGTTCGTGGAAGCAATGAACGTTGTGCTGACCGACGCGATGGCAGAGCCTAAAAGACTG
CTGCCGGAGGTTTTTTACCATGAAGCACGTAAGACCCGCGCAGCGGCGGATAAAATTATGCTGGAGGA
GGTTGAAACCATTATTGCAGAGCGTCGCTTCGCGATGGCGGCGGGCGCACCGGTCCCTACCGACCTGC
TGCAGGTGATGTTGACCACCCCTGACCGTGTTACCGGCCAAAAGCTGCCTGACGACAACATCCGTGGC
CAGCTGATTGTCTTGCTGATTGCAGGCCACGAGACGACGTCCGGTATGCTGGCGTACGCGCTGTACCA
CCTGTGGAAGTACCCAGAGACCATGGAAAAATTGATTGCAGAGGTGGACGAGGTCTTGGGCCGTGATT
TTAGTTATAAGCCGACGTACGAGGATGTGGGCCGTCTGGCATATACGCAACGCGTGCTGAAGGAGGCG
CTGCGTCTGTGCCCGCCAGTTCCGATGTTCCCACGTTACGTCACCCGTGACGCAACGGTGGGTAACGG
TCGTTATGATCTGAAGGCGGGTGAACGCATCTTCGTGTCCCTGTCCGCAATGCAGAAGAACCCGCGTT
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TTTGGGGTGCGGACGCGCTGGTCTTTCGTCCGGAGAGATTCGGTCCTGAGGAAGAGAAACACCATCAC
CCGCATGCATATCATCCGTTCGGTATGGGTGCGCGCTCCTGTATCGGTTTTCAATTTGCGCTGGTGGA
GGCGAAGATGGTCTTGGCGCGCTTTATCCAACGCTTTACGGCGCGTCCAAAGGATCCGCACTATGTTT
TGTGCCATAAACAAGCATTGACCGTCAAACCAGATCATTTGGACATGCTGCTGGAAAGACGCCCGGAA
GTCAAAGGTCGTTTTCCGGTGCGTACCGAGGCGCCGAAGACCCAAGGTGCGTAA

Proteinsequenz (N‘-short-CYP102K1-HD)
MPSSAAPALHRPVPGPKPYPVVGNLPELHNAEGLVAAVDALHAKHGEFFAFQVGGKRAYFCSDADIIS
EMCAAPDVFAKLVEGRGGLGNLAEKSVGSALFTASDNDPLWHQAHRILAPAFGATALKNYYGRIVEVA
DDLLDHLDRLAPGESFLATDLMTRMTFEATISYAAFNRRYGAIDSPALPAFVEAMNVVLTDAMAE PKRL
LPEVFYHEARKTRAAADKIMLEEVETIIAERRFAMAAGAPVPTDLLOQVMLTTPDRVTGQKLPDDNIRG
QLIVLLIAGHETTSGMLAYALYHLWKYPETMEKLIAEVDEVLGRDFSYKPTYEDVGRLAYTQRVLKEA
LRLCPPVPMFPRYVTRDATVGNGRYDLKAGERIFVSLSAMQKNPRFWGADALVFRPERFGPEEEKHHH
PHAYHPFGMGARSCIGFQFALVEAKMVLARFIQRFTARPKDPHYVLCHKQALTVKPDHLDMLLERRPE
VKGRFPVRTEAPKTQGA

CYP102y,, aus Nakamurella multipartia:

Codon-optimierte Gensequenz des annotierten Originalgens Namu_2602

ATGACCGACAAGGCGATCCCGCATCCGAAAGCGTTGCCTATTATCGGTAATGCGCTGGTCAGTATTAA
CCCTGCGACCGCGTTCACGGACCTGCAGAGACTGGCGGATGAGCTGGGTCCGATTTACGCGCTGGACA
TGCCGGGCTACCATGATCAAGTGGTTCTGACCGGTCCTGACCTGTTCGGTGAGGCATGTGACGACAGT
CGCTTCGACAAGTCCCCTGCGCAGCGTCTGAGAGCGGTGTTGGGCGACGGCCTGTTTACGGCATTCAC
GGACTCCAGAGCGTGGCAGAGAGGCCATCGTATTATCGCGCCTGCGTTTACGGGCGCGGCGATTAGTA
GACTGTATCCGAGTATTGTGGACCCTATTCAGCAGTTGGCAGAACGTCTGGTTCGTATGGAACCGGGT
TCCGATGTGGACGTGCCTACGCTGACCAGTGCGATGACGCTGGACGTTGTGGGTTTGTGCTTGTTTAG
TTATCGCTTCGGTAACGTGTATACCAATACGCCTACCCCGTTTTTGCAGGCGCTGGATCGCGCGCTGA
CCCTGCTGGCGGAAGGTGCAGGCAAAAAGGATCTGTATGCGGTGATGCATCCTCGCGCAACCCGCGAC
CTGAGAGAGAGTGCGGAAGTCCTGATTTCCTTTGTCGATGATTTTGTGAAGAGACGTCGCAGTATGCC
GGATGGTAACGCACCTGACGACCTGCTGCAACACATGCTGACGGCGGCAGACCCAGATACCGGCGAGA
GACTGTCCGACATCGAGGTCCGTCAACAGACCCTGACCCTGTTGATCGCGGGTCACGAAACCACCTCC
GGTACGCTGGCGTTCGCATTGCATCATTTGGCGGCGCAGCCGCAGGTTCAAGATTGGGCGCGCGAGCA
GGTGGACGAGGTGTTGGGTTCCGACCGCTCCGTGTTGCCTACGATGGAGCAGGTTGGTCAGCTGGATC
GTATTCATCAAATCGTTGATGAGACCTTGAGACTGCATCCGACCGCACCGGTTTTGTTGCGTCACCCT
CGCCGCGCAACGACCATCGGTGGCGGCTACCACCTGGATGCAGGTGCGACGATCCTGATTCCGCTGCC
AAAAGTCCACATTGACCCGGCAATCTGGGGTCCAGACGCGGAGGTTTTCCGCCCTCGTCGCTGGGAAA
GTGTGGGTCAGTTGCCGGCAGGTGCATATCAACCGTTTGGTGTTGGCGTGCGTGGTTGCATCGGTCGT
CTGTTTGCGCTGGCGGAGGCGAGAGCGACGCTGGCGGTTTTGCTGCACAGATTCGAGATCAGAGACCC
ACACCCGGCACCGCTGACGATCGCGCTGCACATTACGCTGAAACCTCAGAACGTCACCCTGCGCTTTC
TGGCAAGACCGGGTGTTAGTGCAGGCACCGCGGCGGCGACCGCAAGTCCGGCAGATGTGAGACCGGCG
GATGGCAGAACCGGTACCGATATGCCAGGTGCAACCGCAGCGGGCTCCGTTGCGGCAGGTTCCGTCCA
GCCACCTCCGAACTCCGATGGTCATCAACAAAGACTGGTGGTGGCAGCGTCCTCCGACGGCGGTACGG
CGCGCCATTTGGGTTACGACTTGGCGCATGAAGCGGTTGACGCGGGCGATGCGGCGGACGGTGTTGAA
TTGAATGCATTGGTTGATCGTTTGCCAGTTGATCGTCCACTGGTGGTTATCACCGCGAGTTACAACGG
TCAGCCGGCGGCAGGCGCGCGTGATTTTGTCTCCTGGCTGAGTGCGGCGCCGGATGGCGCAGCGCATG
GCGTGCGCTTCGCAGTCTTCGGTTGCGGTGATCACAACTGGCCGACCACGTACCAGGCGGTTCCTGCG
CTGATTGATCGTGAATTGGTGCGCATCGGCGGCGAGCGTTTGATCGATCGCGGTGAAGGTGACAGTAG
TGGTGATCTGGATGGCGCGTTCACCCGTTGGAGTCGTAGTCTGTGGCAAGCACTGGACGCGGGTCGTC
CAGGTCCTCCGCGTGAGACCCGTAATCCGGTTGGTCGTTATGTTGCGAGTGAGGTCGGTCGCGCGAGT
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GCGGACGGCCCGGCGGACGCGTTTGGCATGGGCGAGGCGTGGGTTCGTAGTGTCACGGAACTGACCAG
ACGTCCGCCTGATCTGGGTAGTGACCTGGCAGACATCCCTGATGCGGGTCCAGGCGCAGACGGTGAGA
GAGTTACCATGCATCTGGATGTGGAGTTGGACCCTGCGGTCTCCTACCGCCCGGGTGACCACCTGCTG
GTGCTGCCGCAAAACCGTCAGACCATTATCTGGCGTGCGGCGAGAACCTTGAAGTTCGACCCTTCCTT
GGTGGTGGAACTGCATGCGACCACGACCGTTGAGACGGGCGTGCCGCTGGGTCAGCCGACGATGATGT
ACGATCTGCTGGCAGGCTACTGTGACCTGCGTGCACCTGCAACCCGTCGTGGCATCGATATCCTGGCG
GCACATGTCGATCGCGACCCTGCGAGAGCGGCGTTGCTGGCGCTGACCGCGGACGACGATGCATTCGC
GGGTGGTGTTTTGGCACGTCGCGTCTCCCTGCTGGATTTGGCAACCGAGTACCCTCCGGACCAACCTA
TTCCTCCGGCATTGGTGGTCGAGGCGTTTCCGATGTTGAAGCCGCGTCCATACAGTATTTCCAGTGCA
CCTATCGGTGAGCCGAACAGAGTTGGTATTACCGTCGGCCTGGTCTCCGGCCAAGCGCTGTCCGGCCA
CGGCCGTTACTACGGTGTGACGAGTAGTTACCTGGTCACGTTGGGTGCAGGTTTGAGAATCCTGGCGC
GTGTGGCAGATCCAGGCCCGCAATTTCATCCGCCTGCGGACCCGCGTACGCCGCTGGTGATGGTGTGC
GCGGGCACCGGCGTGGCGCCGTTTCGCGGCTTTCTGCAAGAGCGTGCAGCAGAAAGAGCAATCGGTCG
CCCGGTCGGCCCAACCTTGCTGTTTCGTGGTTGCCGCCACCCTGACTTGGATAGAATTTACGGTCGTG
AACTGGATACCTGGGCAGGCCAGGGCTGGCTGGACTTGTATGAAGCATACAGTCGCCCAGATGGCGGT
AGTGGTAGATACGTTCAGCAGGCAGTTCGCGACCATGGTGCGGATGTTCTGGACCTGCTGGACCGTGA
TGCAGTTGTGTATGTTTGCGGTAACCGTCACACGATGGCACCTGAAGTCTCCAGTACCATTGCAGCAT
TGCACGCGGATCGTACCGGTGAGGCGGGCGAACCGTGGATCAGTGAACTGGCAGCAGCAGGCCGTTAC
GTCGAAGACAATTGGGGCGCGGGCTAA

Proteinsequenz (CYP102y,,.)
MTDKAIPHPKALPIIGNALVSINPATAFTDLQRLADELGPIYALDMPGYHDQVVLTGPDLFGEACDDS
RFDKSPAQRLRAVLGDGLFTAFTDSRAWQRGHRITAPAFTGAAISRLYPSIVDPIQQLAERLVRMEPG
SDVDVPTLTSAMTLDVVGLCLESYRFGNVYTNTPTPFLOQATLDRALTLLAEGAGKKDLYAVMHPRATRD
LRESAEVLISEFVDDFVKRRRSMPDGNAPDDLLOHMLTAADPDTGERLSDIEVRQOTLTLLIAGHETTS
GTLAFALHHLAAQPOVODWAREQVDEVLGSDRSVLPTMEQVGQLDRIHQIVDETLRLHPTAPVLLRHP
RRATTIGGGYHLDAGATILIPLPKVHIDPATIWGPDAEVFRPRRWESVGQLPAGAYQPFGVGVRGCIGR
LFALAEARATLAVLLHRFEIRDPHPAPLTIALHITLKPONVTLRFLARPGVSAGTAAATASPADVRPA
DGRTGTDMPGATAAGSVAAGSVQPPPNSDGHQQORLVVAASSDGGTARHLGYDLAHEAVDAGDAADGVE
LNALVDRLPVDRPLVVITASYNGOPAAGARDFVSWLSAAPDGAAHGVRFAVFGCGDHNWPTTYQAVPA
LIDRELVRIGGERLIDRGEGDSSGDLDGAFTRWSRSLWOQALDAGRPGPPRETRNPVGRYVASEVGRAS
ADGPADAFGMGEAWVRSVTELTRRPPDLGSDLADIPDAGPGADGERVTMHLDVELDPAVSYRPGDHLL
VLPONRQTITWRAARTLKFDPSLVVELHATTTVETGVPLGQPTMMYDLLAGYCDLRAPATRRGIDILA
AHVDRDPARAALLALTADDDAFAGGVLARRVSLLDLATEYPPDQPTIPPALVVEAFPMLKPRPYSISSA
PIGEPNRVGITVGLVSGQALSGHGRYYGVTSSYLVTLGAGLRILARVADPGPQFHPPADPRTPLVMVC
AGTGVAPFRGFLQERAAERAIGRPVGPTLLFRGCRHPDLDRIYGRELDTWAGQGWLDLYEAYSRPDGG
SGRYVQQAVRDHGADVLDLLDRDAVVYVCGNRHTMAPEVSSTIAALHADRTGEAGEPWISELAAAGRY
VEDNWGAG
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7.2 Sequenzalignments

Sequenzalignment der Volllangensequenz von CYP102A1, CYP102K1 und N'-short-CYP102K1

Es sei darauf hingewiesen, dass jeweils nicht Methionin sondern die darauffolgende Aminosaure als

Startaminosaure angesehen wurde. Schlisselpositionen fiir die NADPH-Bindung sind gelb markiert.

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

105
LKNLPLLNTD
VGNLPELHNA
VGNLPELHNA

R I

155
ESREFDKNLS
AAPDVFAKLV
AAPDVFAKLV

R
205
QQOAMKGYHAM
ATALKNYYGR
ATALKNYYGR

N

255
FNYRENSFEFYR
FNRRYGAIDS
FNRRYGAIDS

115
KPVQALMKIA
EGLVAAVDAL
EGLVAAVDAL

R I
165
-—-——-QALKEFV
EGRGGLGNLA
EGRGGLGNLA

R
215
MVDIAVQLVQ
IVEVADDLLD
IVEVADDLLD

I
265
DOPHPFITSM
PALPAFVEAM
PALPAFVEAM

125
DEL-GEIFKF
HAKHGEFFAF
HAKHGEFFAF

R I
175
RDFAGDGLET
EKSVGSALFT
EKSVGSALFT

R
225
KWERLN-ADE
HLDRLA-PGE
HLDRLA-PGE

R E—
275
VRALDEAMNK
NVVLTDAMAE
NVVLTDAMAE

PSSAAPALHR
PSSAAPALHR

-

135
EAPGRVTRYL
QVGGKRAYEC
QVGGKRAYFC

R I
185
SWTHEKNWKK
ASDNDPLWHQ
ASDNDPLWHQ

R
235
HIEVPEDMTR
SFLATDLMTR
SFLATDLMTR

R
285
LORANPDDPA
PKRLLPEVFEFY

PKRLLPEVFEY

95
EMPQPKTFGE
PVPGPKPYPV
PVPGPKPYPV

e

145
SSQRLIKEAC
SDADIISEMC
SDADIISEMC

R I
195
AHNILLPSFS
AHRILAPAFG
AHRILAPAFG

R
245
LTLDTIGLCG
MTFEAISYAA
MTFEAISYAA

R
295
YDENKRQFQE
HEAR-KTRAA

HEAR-KTRAA
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CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102Al1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

T
305 315
DIKVMNDLVD KITIADR---K
ADKIMLEEVE TIIAERRFAM
ADKIMLEEVE TIIAERRFAM

B I
355 365
IRYQIITFLI AGHETTSGLL
IRGQLIVLLI AGHETTSGML
IRGQLIVLLI AGHETTSGML

B I
405 415
PVPSYKQVKQ LKYVGMVLNE
YKPTYEDVGR LAYTQRVLKE
YKPTYEDVGR LAYTQRVLKE

R T
455 465
GDELMVLIPQ LHRDKTIWGD
GERIFVSLSA MOKNPREWGA
GERIFVSLSA MOKNPREWGA

N I I I
505 515
RACIGQQFAL HEATLVLGMM
RSCIGFQFAL VEAKMVLARF
RSCIGFQFAL VEAKMVLARF

555 565
KAKSK-—---- ———-- KIPLG
LLERR-——== ————- PEVKG
LLERR--=-=-=- —-——-- PEVKG

\ [ !

605 615

GSNMGTAEGT ARDLADIAMS
GSNMGGCRDI ALSLAQQAGA
GSNMGGCRDI ALSLAQQAGA

e

325
ASGEQS-DDL
AAGAPVPTDL
AAGAPVPTDL

R IO
375
SFALYFLVKN
AYALYHLWKY
AYALYHLWKY

N
425
ALRLWPTAPA
ALRLCPPVPM
ALRLCPPVPM

e

475
DVEEFRPERF
DALVFRPERF
DALVFRPERF

R I
525
LKHEDFEDHT
IQRFTARPKD
IQRFTARPKD

R
575
GIPSPSTEQS
RFPVRTEAPK

RFPVRTEAPK

B I
625
KGFAPQVATL
RGFAATVAEL
RGFAATVAEL

e

335
LTHMLNGKDP
LOVMLTTPDR
LOVMLTTPDR

R IO
385
PHVLQKAAEE
PETMEKLIAE
PETMEKLIAE

N
435
FSLYAKEDTV
FPRYVTRDAT
FPRYVTRDAT

e

485
E--NPSAIPQ
GPEEEKHHHP
GPEEEKHHHP

R I
535
-NYELDIKET
PHYVLCHKQA
PHYVLCHKQA

R
585
AKKVRKKAEN
TQGAPLAVAQ
TQGAPLAVAQ

B I
635
DSHAGN-LPR
DEQVGQPWLT
DEQVGQPWLT

e

345
ETGEPLDDEN
VTGQKLPDDN
VTGQKLPDDN

R IO
395
AARVLVD---
VDEVLGRDEFE'S
VDEVLGRDFE'S

N
445
LG-GEYPLEK
VGNGRYDLKA
VGNGRYDLKA

e

495
HAFKPFGNGQ
HAYHPFGMGA
HAYHPFGMGA

R I
545
LTLKPEGFVV
LTVKPDHLDM
LTVKPDHLDM

R
595
AHNTPLLVLY
AGGRPMRVLY
AGGRPMRVLY

B I
645
EGAVLIVTAS
DGPVVIVTST
DGPVVIVTST
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CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102Al1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102Al1
CYP102K1

N'-short-CYP102K1

e

655
YNGHPPDNAK
YNGTPPDNAA
YNGTPPDNAA

R IO
705
IDETLAAKGA
IASGLAALGG
IASGLAALGG

R PN
755
--LDIENSED
AVIGSAEAAA
AVIGSAEAAA

ELLSPG---A
ELLSPG---A

R I
855
FGLDASQQIR
CGLAPETQVL
CGLAPETQVL

R I
905
LRAMAAKTVC
LRAWAQAAQC
LRAWAQAAQC

N I
955
AC--EMKFSE
SV--QLDLAA
SV--QLDLAA

e

665
QFVDWLDQAS
RFAKWLETAP
RFAKWLETAP

R IO
715
ENIADRGEAD
TALLDEGTAD
TALLDEGTAD

R PN
765
NKSTLSLQFV
EAPAVKVEVV
EAPAVKVEVV

el

815
R-STRHLEIE
QGSTRHIEIP
QGSTRHIEIP

R I
865
LEAEE---EK
LTALHPDAAS
LTALHPDAAS

R I
915
PPHKVELEA-
PPDRARIAG-

PPDRARIAG-

N I
965
FIALLPSIRP
LLTVRPALKP

LLTVRPALKP

e

675
A-DEVKGVRY
A-GVCAGVRH
A-GVCAGVRH

R IO
725
ASDDFEGTYE
AAGDYEAAVE
AAGDYEAAVE

R PN
775
DSAADMPLAK
NEFAGAATGAA
NEFAGAATGAA

N

825
LPKEASYQEG
LPAGTSYAAG
LPAGTSYAAG

R I
875
LAHLPLAKTV
EAGLPFGVPV
EAGLPFGVPV

R I
925
-—-—-LLEKQA

975
RYYSISSSPR
RYYSISSSPL
RYYSISSSPL

e

685
SVFGCGDKNW
AVLGCGNTQW
AVLGCGNTQW

R IO
735
EWREHMWSDV
GWTAALWPAL
GWTAALWPAL

R PN
785
MHGAFSTNVV
PRTGTRLDQG
PRTGTRLDQG

N

835
DHLGVIPRNY
DHLAVFPVNP
DHLAVEFPVNP

R I
885
SVEELL-QYV
SVGELLAEHV
SVGELLAEHV

R I
935
YKEQVLAKRL
FPSAVAEAKP
FPSAVAEAKP

B I
985
VDEKQASITV
MSPDACALTV
MSPDACALTV

e

695
ATTYQKVPAF
HQTFQKFPKT
HQTFQKFPKT

EAAFGGAAGA
EAAFGGAAGA

R PN
795
ASKELQQPGS
AQLSRIRVNR
AQLSRIRVNR

N

845
EGIVNRVTAR
PALVAAAAAR
PALVAAAAAR

R I
895
ELQODPVTRTOQ
DLAGPVTRRD
DLAGPVTRRD

R I
945
TMLELLEKYP
RMEDLLAQVP
RMEDLLAQVP

B I
995
SVVSGEAWSG
GVHQFTTADG
GVHQFTTADG
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CYP102Al1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102Al1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
CYP102K1
N'-short-CYP102K1

e
1005
YGEYKGIASN
~VRHDGLCSS
~VRHDGLCSS

R I
1055
VAPFRGEVQA
LAPLRGFIQE
LAPLRGFIQE

R I
1105
IITLHTA-FS
TLSLLAVGE'S
TLSLLAVGFES

e
1155
APAVEATLMK
APDVHAAFLE
APDVHAAFLE

e
1015
YLAELQEGDT
YLVSCGEDAP
YLVSCGEDAP

R I
1065
RKQLKEQGQS
RHALRAQGRA
RHALRAQGRA

R I
1115
RMPNQPKTYV
RRPGTPRTYV
RRPGTPRTYV

e
1165
SYAD-VHQVS

e
1025
ITCFISTPQS
VRVLVKDTGS
VRVLVKDTGS

R I
1075
LGEAHLYFGC
TGPVLLFEGC
TGPVLLFEGC

R I
1125
QHVMEQDGKK
QODLLRTHGDA
ODLLRTHGDA

e
1175
EADARLWLQQ

e
1035
EFTLPKDPET
TFHLPADPAV
TFHLPADPAV

R I
1085
RSPHEDYLYQ
RD-DGDYLYR
RD-DGDYLYR

R I
1135
LIELLDQGAH
VREQVAAGAS
VREQVAAGAS

e
1185
LEEKGRYAKD
LEAGGRYLQD
LEAGGRYLQD

Sequenzalignment der Himdomanen von CYP102A1 und N'-short-CYP102K1

e
1045
PLIMVGPGTG
PLILVGPGTG
PLILVGPGTG

R I
1095
EELENAQSEG
EELEAYRDEG
EELEAYRDEG

R I
1145
FYICGDGSQOM
ILICGNARTM
ILICGNARTM

1195
VWAG-.
VWASS.
VWASS.

Es sei darauf hingewiesen, dass jeweils nicht Methionin sondern die darauffolgende Aminosaure als

Startaminosaure angesehen wurde. Schliisselpositionen im aktiven Zentrum sind gelb markiert.

CYP102A1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
N'-short-CYP102K1

R I
15

R I
25

——————— TIK EMPQPKTFGE LKNLPLLNTD

PSSAAPALHR PVPGPKPYPV VGNLPELHNA

N
55

N
65

N
75

EAPGRVTRYL SSQRLIKEAC DESRFDKNLS

QVGGKRAYFC SDADIISEMC AAPDVFAKLV

R I

35
KPVQALMKIA
EGLVAAVDAL

N
85
-—-——-QALKFV
EGRGGLGNLA

R I

45
DEL-GEIFKF
HAKHGEFFAF

N
95
RDFAGDGLET
EKSVGSALET
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CYP102A1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
N'-short-CYP102K1

CYP102A1
N'-short-CYP102K1

e

105
SWTHEKNWKK
ASDNDPLWHQ

e

155
HIEVPEDMTR
SFLATDLMTR

el

205
LQRANPDDPA
PKRLLPEVFY

e

255
LTHMLNGKDP
LQVMLTTPDR

e

305
PHVLQKAAEE
PETMEKLIAE

e

355
FSLYAKEDTV
FPRYVTRDAT

e

405
E--NPSAIPQ
GPEEEKHHHP

N I
455
-NYELDIKET

PHYVLCHKQA

e

115
AHNILLPSFS
AHRILAPAFG

e

165
LTLDTIGLCG
MTFEAISYAA

el

215
YDENKRQFQE
HEAR-KTRAA

e

265
ETGEPLDDEN
VTGQKLPDDN

e

315
AARVLVD---
VDEVLGRDFS

e

365
LG-GEYPLEK
VGNGRYDLKA

e

415
HAFKPFGNGQ
HAYHPFGMGA

B I
465
LTLKPEGEVV
LTVKPDHLDM

e

125
QQAMKGYHAM
ATALKNYYGR

e

175
FNYRFNSFYR
FNRRYGAIDS

el

225
DIKVMNDLVD
ADKIMLEEVE

e

275
IRYQIITFLI
IRGQLIVLLI

e

325
PVPSYKQVKQ
YKPTYEDVGR

e

375
GDELMVLIPQ
GERIFVSLSA

e

425
RACIGQQFAL
RSCIGFQFAL

475
KAKSK
LLERR

e

135
MVDIAVQLVQ
IVEVADDLLD

e

185
DQPHPFITSM
PALPAFVEAM

el

235
KIIADR---K
TIIAERRFAM

e

285
AGHETTSGLL
AGHETTSGML

e

335
LKYVGMVLNE
LAYTQRVLKE

e

385
LHRDKTIWGD
MOKNPRFWGA

e

435
HEATLVLGMM
VEAKMVLARF

e

145
KWERLN-ADE
HLDRLA-PGE

e

195
VRALDEAMNK
NVVLTDAMAE

el

245
ASGEQS-DDL
AAGAPVPTDL

e

295
SFALYFLVKN
AYALYHLWKY

e

345
ALRLWPTAPA
ALRLCPPVPM

e

395
DVEEFRPERF
DALVFRPERF

e
445
LKHFDFEDHT

IQRFTARPKD
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7.3 Vektorkarten
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Abbildung 7.1: Der als Gr6Benstandard fiir Agarosegele genutzte DNA-Marker ,GeneRuler™ 1 kb DNA-

Ladder” von Fermentas.

7.5 Proteinmarker

kDa
—~170 -
—~130 -

—~100 -

— - T

- ~35 -
|- ~25 —

- ~15 —

Gel

Blot

Abbildung 7.2: Der als GroRenstandard fiir die SDS-PAGE genutzte Proteinmarker “PageRuler Prestained

Protein Ladder” von Fermentas.
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7.6 GC-Kalibriergeraden
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Abbildung 7.3: Kalibriergerade der Undecansaurestammlosung.
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Abbildung 7.4: Kalibriergerade der Dodecansdaurestamml6sung.
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Abbildung 7.5: Kalibriergerade der Tridecansdurestammlésung.
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Abbildung 7.6: Kalibriergerade der Tetradecansaurestammlésung.
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Abbildung 7.7: Kalibriergerade der Pentadecansdaurestammldsung.
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Abbildung 7.8: Kalibriergerade der 12-Tridecensdurestammlésung.
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7.7 Tabellen und Chromatogramme zu Proteinaufreinigungen

Tabelle 7.1: Aufreinigungstabelle der Ferredoxin-Aufreinigungen liber HisTrap™ HP-Saule

Probe Volumen Cerotein Gesamtprotein Reinheit Anteil am
[mL] [mg/mL] [mg] [%] Gesamtprotein [%]
Zellfreier Extrakt (Fdx 1) 32,5 7,0 227,9 - 100
Fdx 1 (aufgereinigt) 3,9 1,2 4,7 30 2,1
Zellfreier Extrakt (Fdx 2) 23,0 8,8 203,4 - 100
Fdx 2 (aufgereinigt) 7,9 4,6 36,3 70 17,8
Zellfreier Extrakt (Fdx 3) 38,0 9,0 375,0 - 100
Fdx 3 (aufgereinigt) 7,9 7,6 60,0 100 16,0
Zellfreier Extrakt (Fdx 4) 23,0 20,9 480,0 - 100
Fdx 4 (aufgereinigt) 3,9 2,6 10,1 75 2,1
Zellfreier Extrakt (Fdx 8) 28,5 13,5 385,9 - 100
Fdx 8 (aufgereinigt) 3,9 2,5 9,8 95 2,4

Tabelle 7.2: Aufreinigungstabelle der Ferredoxinreduktase-Aufreinigungen iiber HisTrap™ HP-Saule

Probe Volumen Cprotein Gesamtprotein Reinheit Anteil am
[mL] [mg/mL] [mg] [%] Gesamtprotein [%]
Zellfreier Extrakt (FdR 5) 36,0 14,2 494,0 - 100
FdR 5 (aufgereinigt) 3,9 21,3 83,1 75 16,8
Zellfreier Extrakt (FdR 6) 20,5 12,2 249,4 - 100
FdR 6 (aufgereinigt) 7,9 4,3 34,0 100 13,6
Zellfreier Extrakt (FdR 7) 38,0 26,4 1.004,2 - 100
FdR 7 (aufgereinigt) 7,9 54,3 429,0 80 42,7
Zellfreier Extrakt (FAR 9) 29,0 n. b. n. b. - 100
FdR 9 (aufgereinigt) 7,8 20,4 159,1 90 n. b.

Fur die nachfolgenden Chromatogramme gilt folgende Beschriftung:

Blau: Absorption bei 280 nm (UV-Signal); Rot: Leitfdahigkeit; Hellgriin: Konzentration Puffer B;
Orange: Fraktionen; Braun: Logbuch und/oder Druck (nur FdR 7); Hellblau: Absorption bei 455 nm
(nur Fdx 8 und Fldx-s.-e.); Dunkelgrin: Absorption bei 420 nm (nur CYP102K1). Der Elutionspeak des

jeweiligen Zielproteins ist durch einen schwarzen Pfeil gekennzeichnet.
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Abbildung 7.9: Chromatogramm der Aufreinigung von Fdx 1 iiber IMAC.
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Abbildung 7.10: Chromatogramm der Aufreinigung von Fdx 2 liber IMAC.
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Abbildung 7.12: Chromatogramm der Aufreinigung von Fdx 4 liber IMAC.
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Abbildung 7.16: Chromatogramm der Aufreinigung von FdR 7 iiber IMAC.
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Abbildung 7.17: Chromatogramm der Aufreinigung von FdR 9 iiber IMAC. Oben: Beladung und Waschen;
unten: Elution durch Imidazolgradient.
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Abbildung 7.18: Chromatogramm der Aufreinigung von Fldx-s.-e. iiber IMAC.
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Abbildung 7.19: Chromatogramm der Aufreinigung von CYP102K1 iiber IMAC.
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Abbildung 7.20: Chromatogramm der Aufreinigung von N‘-short-CYP102K1 iiber IMAC.
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7.8 Gaschromatogramme und Massenspektren
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Abbildung 7.21: Gaschromatogramme der durch CYP102K1 umgesetzten Substrate.
Dodecansdure; (c) Tridecansdure; (d) Tetradecansdure; (e) Pentadecansaure; (f)
Substratpeak (S) ist rot-umrandet, die Produktpeaks (P) sind griin-umrandet.
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Abbildung 7.22: GC-MS-Analyse (in Diisseldorf) des in Abbildung 3.38 gezeigten Umsatzes von Tridecansdure
durch CYP102K1. (a): Die derivatisierten Fettsdureprodukte weisen charakteristische Spaltmuster auf. (b):

Massenspektren der derivatisierten Fettsdureprodukte und chemische Formeln der zugehdorigen
Hydroxyfettsduren.
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Abbildung 7.23: Massenspektren der Produktpeaks aus den GC-MS-Analysen der umgesetzten Substrate. (a)
Undecansdure; (b) Dodecansdure; (c) Tetradecansaure; (d) Pentadecansdure; (e) 12-Tridecensdure. Alle
Spektren basieren auf mit BSTFA derivatisierten Formen der in den Abbildungen dargestellten Strukturen.
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Abbildung 7.24: GC-MS-Analyse einer CalB-katalysierten Reaktion von Pimelinsdure mit Pentanol. Oben:
Charakteristisches Chromatogramm der Analyse. Schwarz: Chloroform mit Derivatisierungsreagenz (BSTFA).
Pink: Probe eines Reaktionsansatzes mit dem Substrat Pimelinsdure (S; rot-umrandet) sowie den Produkten
Pimelinsduremonopentylester (P1) und Pimelinsduredipentylester (P2) (jeweils griin-umrandet). Es konnte
kein Peak fiir Pentanol detektiert werden. Unten: Massenspektrum von zweifach derivatisiertem
Pimelinsdauremonopentylester.
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Abbildung 7.25: GC-MS-Analyse einer CalB-katalysierten Reaktion von Succinylsdure mit Octanol. Oben:
Charakteristisches Chromatogramm der Analyse. Schwarz: Chloroform mit Derivatisierungsreagenz (BSTFA).
Pink: Probe eines Reaktionsansatzes mit den Substraten Succinylsdure Octanol (S1) und Succinylsdure (S2;
rot-umrandet) sowie den Produkten Succinylsduremonooctylester (P1) und Succinylsduredioctylester (P2)
(jeweils griin-umrandet). Besonders stark ausgepragte Octanol-Peaks konnten als halbe Peaks bei einer
Retentionszeit von ca. 9 min detektiert werden. Unten: Massenspektrum von zweifach derivatisiertem
Succinylsduremonooctylester.
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Abbildung 7.26: Gaschromatogramm zur Bestimmung der Reinheit des aufgereinigten
Succinylsduremonooctylesters (Mitte) im Vergleich zu einer Injektion von Chloroform mit
Derivatisierungsreagenz (oben) und einer weiteren Probe, die aus einem anderen Versuch stammt, aber vor
der Succinylsauremonooctylesterprobe injiziert wurde und mit der gleichen Methode vermessen wurde
(unten). Substrate: Octanol (S1) und Succinylsdure (S2) (jeweils rot-umrandet); Produkte:
Succinylsduremono- (P1) und Succinylsduredioctylester (P2) (jeweils griin-umrandet).

(a)
% Base Peak 7355336,
100] 7 . Inten, el Inten,

501 185 HOJ\/\/\/mOH

s 1
M J 9 1" T
IS ll.]l b nin | o

173

I LR P kit
500 70 1000 1250 1500 1750 200 50 200 750 3000 250 300 a0
% Base Peal 4305105660
100 4 y 193 miz Abs, Inten, el. Inten,
101 J\/\/\/L
N NANy 0 NN\
50 213
8
” g
m
o TSI [ Im L1 | L 184 10 23 27 o 22 331 kK]
500 750 1000 1250 1500 1750 200 250 2500 2750 0 250 300 750
()
% Base Peak 1473417918
™z 8760 Abs.ien. 3 ifen. 0
1004 1
OH
1
. J\/T
4“ 5
o AR . I J L %q s Bip M w12 hg w2 Zﬁ . u b
@ % e 0 @ 0 1 Mo 120 1% 140 1% 180 10 180 1 20 )
% Base Peak 101/7,585635
101 Abs, Inten. , Inten, 3
100
5 . /\/\/\/\,,J\/T‘\/\/\/\/
43 19
1
; |I| || I % L | ‘ W 1s e tes 2P il A 2 %8 2% 43
500 750 1000 1250 1500 1750 200 250 2500 2750 3000 3250 3500 3750

Abbildung 7.27: Massenspektren von mittels GC-MS analysierten und identifizierten Substanzen, die fiir die
Lipase-katalysierte Synthese potentieller CYP102K1- bzw. N‘-short-CYP102K1-Substrate relevant sind. (a)
Pimelinsdure; (b) Pimelinsduredipentylester; (c) Succinylsdure; (d) Succinylsduredioctylester. Alle Spektren
basieren auf mit BSTFA derivatisierten Formen der in den Abbildungen dargestellten Strukturen.



