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1 Einleitung

Vor etwa 150 Jahren entdeckte der franzdsische Chemiker Louis Pasteur an kristallinen Sal-
zen der Weinsaure, dass es Molekile gibt, die sich wie Bild und Spiegelbild zueinander ver-
halten und nicht durch einfache Drehung zur Deckung gebracht werden kdnnen. Diese be-
sonderen Stereocisomere werden als Enantiomere und das zugrunde liegende Phdnomen als
Chiralitat bezeichnet.

Enantiomere drehen linear polarisiertes Licht in entgegengesetzte Richtungen, unterschei-
den sich ansonsten aber nicht in ihren physikalischen Eigenschaften. Auch ihre chemischen
Eigenschaften und ihre Reaktivitat gegenlber achiralen Verbindungen sind identisch. Ist der
Reaktionspartner des Moleklls seinerseits chiral, kommen die Unterschiede der Enantiome-
re zum Tragen. Da die meisten Bausteine biologischer Makromolekile - Aminosduren, Zucker
und Nukleinsduren - ,optisch aktiv“ sind, besitzen biologische Systeme die Fahigkeit zur ste-
reoselektiven Unterscheidung zwischen chiralen Molekuilen. Ein gutes Beispiel hierflr ist der
Geruch von Limonen. Das (S)-Enantiomer vermittelt bei der Interaktion mit den humanen
Geruchsrezeptoren ein Zitronenaroma, wahrend das (R)-Enantiomer nach Orange riecht. In
Abbildung 1.1 sind die Strukturen der Molekile dargestellt.

A

(S)-Limonen (R)-Limonen

Zitronenaroma Orangenaroma

Abbildung 1.1: Chemische Strukturformeln von (S)- und (R)-Limonen.

Das Prinzip der molekularen Differenzierung zwischen Enantiomeren gilt fir viele biologische
Wechselwirkungen und betrifft auch Medikamente, die auf optisch aktiven Verbindungen ba-
sieren. Meist entfaltet nur eines der beiden Enantiomere die gewtnschte Wirkung, wahrend
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das andere Enantiomer weniger wirksam ist oder gar unerwiinschte Effekte hat, die bis zur
Toxizitat reichen kdnnen. Beispiele hierfir sind das Schmerzmittel Ibuprofen, bei dem das
(S)-Enantiomer mehr als 100fach wirksamer ist als das (R)-Enantiomer, und das Schlafmittel
Contergan®, dessen Wirkstoff (R)-Thalidomid beruhigend wirkt, wahrend das (S)-Enantiomer
teratogen ist und zu Missbildungen fihrt (Nguyen et al., 2006).

Das Wissen um die Wirkungsunterschiede von Enantiomeren flhrte im Jahr 1992 zu einer
Grundsatzerklarung der amerikanischen ,Food and Drug Administration“ (FDA), wodurch die
Zulassungsvorschriften von Wirkstoffen, die als Isomerengemisch vorliegen, verschérft wur-
den (Food and Drug Administration, 1992). Seitdem muss jedes Enantiomer vor der Zulas-
sung einer eingehenden physiologischen Untersuchung unterzogen werden. Diese Entwick-
lung veranlasst die pharmazeutische Industrie in zunehmendem Maf3e dazu, chirale Wirk-
stoffe enantiomerenrein zu gewinnen (Breuer et al., 2004). Auch Vitamine, Agrochemikalien,
Geschmacks- und Geruchsstoffe werden vermehrt enantiomerenrein produziert (Blaser et al.,
2001).

Enzyme sind aufgrund ihrer Enantioselektivitdt geeignet flir die Katalyse asymmetrischer
Synthesen, bei denen eines der beiden Enantiomere in angereicherter oder reiner Form
produziert wird (Hellwich, 2007). Die biokatalytische Produktion chiraler Verbindungen fallt
in das Gebiet der industriellen ,weilBen” Biotechnologie, die definiert ist als ,die industrielle
Produktion von organischen Grund- und Feinchemikalien sowie Wirkstoffen mit Hilfe opti-
mierter Enzyme, Zellen oder Mikroorganismen*® (Fraunhofer-Gesellschaft, 2005). Ein Ziel der
weil3en Biotechnologie ist es, konventionelle chemische Prozesse durch nachhaltige biologi-
sche Prozesse zu ersetzen, die den Verbrauch von fossilen Rohstoffen und die Erzeugung
von toxischen Substanzen vermindern oder vermeiden und daher ressourcenschonend und
Okologisch vertraglich sind (Horvath und Anastas, 2007).



2 Problemstellung und Zielsetzung

Chirale Alkohole stellen wichtige Bausteine fir die Synthese bioaktiver Substanzen wie bei-
spielsweise Agrochemikalien und Pharmazeutika dar. Durch die biokatalytische Reduktion
von prochiralen Ketonen kénnen diese Verbindungen unter milden Reaktionsbedingungen
mit hoher Reinheit erzeugt werden.

Die Synthese chiraler fluorierter Verbindungen besitzt groBe Bedeutung fir medizinische
Anwendungen. Die Einflhrung von Fluorsubstituenten in organische Molekile bewirkt eine
Anderung der physikochemischen Eigenschaften und ihrer Reaktivitat im Vergleich zu dem
nicht-halogenierten Analogon. Beispiele fur fluorierte Arzneimittel sind das Antidepressivum
Befloxaton und der Cyclooxygenase-2-Inhibitor Celecoxib, der zur Behandlung rheumatoider
Arthritis eingesetzt wird (Penning et al., 1997; Rosen et al., 2006). Darlber hinaus gibt es
eine Reihe fluorierter Carboanhydraseinhibitoren, die unter anderem wirksam gegen grau-
en Star sind (Doyon und Jain, 1999). Abbildung 2.1 gibt eine Ubersicht tber die Strukturen
dieser Verbindungen.

Abbildung 2.1: Strukturen fluorierter Medikamente. A) Befloxaton. B) Celecoxib. C) Beispiel
fir einen fluorierten Carboanhydraseinhibitor.

Ein Problem bei der biotechnologischen Produktion fluorierter Alkohole ist, dass Biokata-
lysatoren haufig eine eingeschrankte Enantioselektivitat oder verminderte Aktivitat gegen-
uber fluorierten Verbindungen zeigen. Davon betroffen sind beispielsweise Alkoholdehydro-
genasen aus Thermoanaerobacter- und Lactobacillus-Spezies sowie Lipasen aus Pseudo-
monas-Stammen, die zur Herstellung chiraler Alkohole durch asymmetrische Synthesen be-
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ziehungsweise enantioselektive Hydrolysen eingesetzt werden (Sakai et al., 1998; Rosen
et al., 2006; Havel und Weuster-Botz, 2006).

Bei verschiedenen Cyanobakterien konnte hingegen gezeigt werden, dass sie bei der Re-
duktion halogenierter und auch mehrfach fluorierter Ketone sehr hohe Enantioselektivita-
ten aufweisen (Nakamura et al., 2000; Havel und Weuster-Botz, 2006). Das SiuBwasser-
Cyanobakterium Synechococcus PCC 7942 reduziert beispielsweise das perfluorierte Keton
2',3',4’ 5’ ,6’-Pentafluoracetophenon mit einem Enantiomerenlberschuss Uber 99,8 % zum
korrespondierenden (S)-Alkohol (Havel und Weuster-Botz, 2006).

Da die industrielle Verfligbarkeit von phototrophen Mikroorganismen aufgrund der benétigten
Photobioreaktoren heute und auch in absehbarer Zukunft begrenzt ist, wurde die Oxidoreduk-
tase, die fir die Reduktion von 2°,3’,4’)5’ 6’-Pentafluoracetophenon verantwortlich ist, von Ha-
vel (2006) identifiziert. Die katalytische Aktivitat konnte der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-
Reduktase (KR) zugewiesen werden, die zur Proteinfamilie der Short-Chain-Dehydrogena-
sen/Reduktasen (SDRs) gehdrt und den ersten reduktiven Schritt in der bakteriellen Fettsau-
resynthese katalysiert (Wright, 2004).

Ziel dieser Arbeit ist die heterologe Expression dieser neuen Oxidoreduktase in dem industri-
ellen Plattformorganismus Escherichia coli und die Untersuchung ihrer Eignung fir die Pro-
duktion chiraler Alkohole, die vorzugsweise halogeniert sind. Wichtige Aspekte sind dabei
das Substratspektrum, die Enantioselektivitat und die Stabilitdt des Enzyms. Da noch kei-
ne KR aus Cyanobakterien charakterisiert wurde, sollen auch grundlegende biochemische
Eigenschaften wie der Oligomerisierungsgrad und der Enzymmechanismus bestimmt wer-
den. Um die erhaltenen Ergebnisse einzuordnen, wird die KR im Verlauf der Arbeit mit der
Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (LB-ADH) verglichen. Dieses Enzym wurde
gewahlt, da es industrielle Anwendung findet und sehr gut charakterisiert ist.

Da Cyanobakterien eine der gréBten Gruppierungen der gramnegativen Bakterien darstellen
(Rippka et al., 1979), gibt es eine Vielzahl von nattrlichen Varianten der KR. Ein weiteres
Ziel dieser Arbeit ist daher die Suche nach homologen Enzymen in anderen Cyanobakterien-
stdmmen und deren Charakterisierung flr asymmetrische Synthesen. Da industriell relevan-
te Oxidoreduktasen ein breites Substratspektrum akzeptieren sollten, um méglichst vielseitig
einsetzbar zu sein, wurden die cyanobakteriellen Enzyme hinsichtlich der Reduktion von vier
Modellsubstraten untersucht, die von 6konomischem Interesse sind. Die ausgewahlten Sub-
strate gehéren den Substanzklassen der Acetophenonderivate sowie der -Ketoester an und
unterscheiden sich im sterischen Anspruch und im Grad der Halogenierung. Die betrachteten
Reaktionen sind in Abbildung 2.2 dargestellt.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Reduktion der prochiralen Ketone, die als
Modellsubstrate flir die Charakterisierung cyanobakterieller Ketoreduktasen
ausgewahlt wurden.

2',3',4’ 5’ ,6’-Pentafluoracetophenon wurde als Beispiel fiir die enzymatisch schwer umzu-
setzenden perfluorierten Ketone gewahlt. Der B-Ketoester Ethyl-4-chloracetoacetat ahnelt
den natirlichen Substraten der KR. Der korrespondierende (S)-Alkohol Ethyl-(S)-4-chlor-
3-hydroxybutyrat findet als Intermediat bei der Synthese des Cholesterin senkenden Me-
dikaments Atorvastatin Anwendung (Pereira, 1998). Ethylbenzoylacetat ist ein sterisch an-
spruchsvolles Substrat, das zu Ethyl-(S)-3-hydroxy-3-phenylpropionat reduziert wird und bei
der Synthese des Antidepressivums Fluoxetin eingesetzt wird (Chénevert et al., 1992). Dar-
Uber hinaus wurde 4’-Chloracetophenon als Vertreter der monohalogenierten Acetophenon-
derivate ausgewahlt. Die Halogenderivate des 1-Phenylethanols stellen interessante Baustei-
ne flr chirale Verbindungen dar, da die Alkoholgruppe leicht in andere funktionelle Gruppen
umgewandelt werden kann (Kurbanoglu et al., 2007).



2 Problemstellung und Zielsetzung

Far die Reduktion von Carbonylverbindungen benétigt die KR den Cofaktor Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH), der als Transportmetabolit zur Elektronenubertra-
gung dient (Stapleton und Jaworski, 1984). In Anbetracht der hohen Kosten von NADPH
wirde ein Prozess bei einem stéchiometrischen Einsatz unwirtschaftlich werden. Aus diesem
Grund soll als weitere Zielsetzung auch untersucht werden, welche in situ-Cofaktorregenerie-
rungsmethoden flr die KR geeignet sind. Hierbei wird Ublicherweise zwischen Substrat- und
Enzym-gekoppelten Methoden unterschieden, je nachdem, ob das Syntheseenzym selbst
die Regenerierung mit Hilfe eines Cosubstrates katalysiert oder ob ein zweites Enzym daftir
eingesetzt wird.

Zur Erreichung dieser Zielsetzungen waren folgende Arbeitsschritte geplant:

» Rekombinante Expression der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase aus Syn-
echococcus PCC 7942 in Escherichia coli und Entwicklung eines effizienten Herstel-
lungsverfahrens

» Biochemische Charakterisierung der Oxidoreduktase hinsichtlich:

— Struktur

— Optimalen Reaktionsbedingungen und Stabilitat
— Substratspektrum und Enantioselektivitat

— Enzymmechanismus

+ Vergleichende Charakterisierung homologer Enzyme aus 15 weiteren Cyanobakterien
aus verschiedenen taxonomischen Ordnungen und Habitaten auf der Basis der Reduk-
tion von vier Modellsubstraten

» Untersuchung verschiedener Methoden zur Cofaktorregenerierung:

— Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung

— Enzym-gekoppelte Cofaktorregenerierung
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Nachfolgend werden die fur diese Arbeit bedeutsamen theoretischen Grundlagen naher er-
lautert. Hierbei wird zun&chst ein Uberblick iber den Stand der Technik bei der Verwendung
von Enzymen in der organischen Synthese gegeben. AnschlieBend werden die Eigenschaf-
ten von Cyanobakterien und der in dieser Arbeit untersuchten cyanobakteriellen Oxidoreduk-
tasen dargestellt. Den Abschluss dieses Kapitels bildet eine Ubersicht tiber die méglichen
Verfahren zur Cofaktorregenerierung.

3.1 Enzyme in der organischen Synthese

Die ersten Anwendungen von Enzymen auf dem Gebiet der organischen Synthese liegen
mehr als ein Jahrhundert zuriick (Buchholz et al., 2005). Die Darstellung von (R)-Mandelonitril
aus Blausaure und Benzaldehyd mit Hilfe einer Hydroxynitril-Lyase wurde von Rosenthaler
(1908) beschrieben. Durch die stetige Identifikation und Charakterisierung von neuen Enzy-
men wurde auch ihre Verwendung in organischen Synthesen vorangetrieben. Einen erheb-
lichen Entwicklungsschub erfuhr dieser Bereich durch die Fortschritte in der rekombinanten
DNA-Technologie sowie auf dem Gebiet des ,,Protein Engineering” innerhalb der letzten 20
Jahre (Bommarius et al.,, 1998; Alberghina, 2000). Heutzutage gehdrt die Anwendung von
Enzymen zu den Gebieten der organischen Chemie, die dem gréBten Wachstum unterwor-
fen sind (Holland, 1992; Buchholz et al., 2005). Diese Entwicklung wurde unter anderem
durch eine breitere Akzeptanz biokatalytischer Prozesse bei organischen Chemikern sowie
durch die Betrachtung der Biokatalyse als sichere und umweltfreundliche Technologie gefor-
dert (Buchholz et al., 2005).

3.1.1 Vorteile enzymkatalysierter Reaktionen

Einer der Hauptgriinde fir den zunehmenden Einsatz von Biokatalysatoren in industriellen
Prozessen liegt in der Fahigkeit vieler Enzyme, Reaktionen auBBerst chemo-, regio- und ste-
reoselektiv zu katalysieren (Liese et al., 2000; Buchholz et al., 2005). Hierbei sind Enzyme
haufig nicht an ihr natirliches Substratspektrum gebunden, sondern katalysieren auch die
Umsetzung nicht-natirlicher Substrate mit hoher Selektivitat (Faber, 2004).
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Eine mdgliche Folge der hohen Selektivitat ist die Reduktion der Anzahl an Syntheseschritten
im Vergleich zur korrespondierenden chemischen Katalyse, wodurch ein Prozess effizienter
und aufgrund verminderter Mengen an Abfallstoffen umweltfreundlicher werden kann (Pe-
tersen und Kiener, 1999). So erreichen Enzyme eine hohe Regioselektivitat ohne mit den
Nachteilen der aufwandigen Schutzgruppenchemie konfrontiert zu sein (Bertau, 2002; Naka-
mura et al., 2003a). Die Biokatalyse ermdglicht darlber hinaus Zugang zu Reaktionen, die
schwierig mit den Methoden der klassischen organischen Chemie zu realisieren sind (Peter-
sen und Kiener, 1999). Hierzu z&hlt die EinfGhrung funktioneller Gruppen an Positionen, die
nicht aktiviert sind, wie es unter anderem bei der Hydroxylierung aliphatischer Molekiile der
Fall ist (Faber, 2004).

Enzyme sind ferner sehr effiziente Katalysatoren. Haufig beschleunigen Enzyme Reaktionen
um den Faktor 108-10'0 starker als die korrespondierenden chemischen Katalysatoren. Dar-
dber hinaus ist der molare Anteil der chemischen Katalysatoren, der in der Regel im Bereich
von 0,1 - 1 % liegt, typischerweise um mehrere GréBenordnungen héher als derjenige von
Enzymen, der meist im Bereich von 107 - 10 % anzusiedeln ist (Faber, 2004).

Enzymatisch katalysierte Reaktionen unterscheiden sich von der klassischen chemischen
Katalyse auch dahingehend, dass Enzyme ihre Aktivitdt meist unter milden Bedingungen
entfalten: in einem wassrigen Medium bei Atmosphéarendruck, Temperaturen zwischen 20
und 40°C und einem neutralen pH (Liese et al., 2000; Faber, 2004). Hierdurch werden uner-
wlnschte Nebenreaktionen - wie Isomerisierungen oder Razemisierungen - verhindert, so-
wie Einsparungen im Bereich der Energiekosten erzielt (Faber, 2004; Jeromin und Bertau,
2005). Reaktionen hingegen, die durch Zugabe von Ublichen chemischen Katalysatoren be-
schleunigt werden, laufen meist bei hohem Druck in Kombination mit einer deutlich erhdhten
Temperatur im nicht pH-neutralen Bereich ab. Ferner erfordern chemische Katalysen oftmals
den Einsatz von umweltunvertraglichen Stoffen, wie z.B. Schwermetallkatalysatoren (Liese
et al., 2000; Jeromin und Bertau, 2005). Die Synthese chiraler Verbindungen unter Verwen-
dung des Diphosphinliganden 2,2"-Bis(diphenylphosphino)-1,1"-binaphthyl (BINAP) basiert
beispielsweise auf Ruthenium- oder Rhodiumkomplexen (Fan et al., 2000).

Da die meisten Enzyme unter &hnlichen Bedingungen arbeiten, was im Gegensatz zur groBen
Bandbreite der Reaktionsbedingungen von chemischen Katalysatoren steht, sind Multien-
zymreaktionen im Eintopfverfahren leichter zu realisieren als kombinierte chemische Kata-
lyseschritte. Sequentielle enzymkatalysierte Reaktionen in einem Ansatz ermdglichen den
Verzicht der Aufreinigung von Intermediaten sowie die Verschiebung eines ungiinstigen Re-
aktionsgleichgewichts in Richtung des gewlnschten Produktes (Liese et al., 2000; Faber,
2004).
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3.1.2 Nachteile enzymkatalysierter Reaktionen und Moglichkeiten zu ihrer
Uberwindung

Ein haufig angeflhrter Nachteil von Biokatalysatoren ist ihre eingeschrankte Stabilitat. En-
zyme kbénnen unter anderem bei hohen Temperaturen und extremem pH sowie durch die
Zugabe von organischen Lésemitteln deaktiviert werden (Bommarius und Riebel, 2004).
Bei konsequenter Vermeidung denaturierender Bedingungen kénnen Enzyme jedoch eine
bemerkenswert hohe Stabilitat aufweisen (Faber, 2004). Einzelne Enzyme tolerieren sogar
Temperaturen Gber 100°C sowie betrachtliche Konzentrationen an organischen Lésemitteln
(Adams, 1993; Filho et al., 2003; Gupta und Khare, 2009).

Neben destabilisierenden Effekten sind Enzyme h&ufig auch inhibierenden Einflissen unter-
worfen, die beispielsweise durch Schwermetallionen oder verschiedenste Chemikalien verur-
sacht werden. Hierzu zahlt auch eine etwaige Produkt- oder Eduktinhibierung. Wahrend das
Pha&nomen der Eduktinhibierung durch ein geeignetes Zudosierungsprofil umgangen werden
kann, ist die Produktinhibierung in der Regel ein komplizierteres Problem, das eine sukzes-
sive Entfernung des Produktes aus dem Reaktionsgemisch erfordert. Lésbar ist dies bei-
spielsweise durch die Verwendung eines Zweiphasensystems, wobei die zweite Phase als
Eduktreservoir und in situ-Produktextraktionsmittel dient (Faber, 2004).

Skeptiker enzymatischer Prozesse fuhren ferner haufig an, dass Enzyme teuer sind. Je nach
dem Aufreinigungsgrad der Enzyme und der GréBenordnung des Produktionsprozesses,
kdénnen die Katalysatorkosten stark variieren. Fur viele Reaktionen sind Ganzzellansatze
oder wenig aufgereinigte Enzympréparate ausreichend, was sich in moderaten Preisen fir
den Biokatalysator niederschlagt. In Anbetracht der hohen katalytischen Effizienz vieler En-
zyme im Vergleich zu klassischen chemischen Katalysatoren kann mitunter auch der Einsatz
von teuren Biokatalysatoren 6konomisch sinnvoll sein (Faber, 2004).

Ein weiterer Nachteil enzymkatalysierter Reaktionen ist die limitierte Verflgbarkeit geeigne-
ter Biokatalysatoren. Obwohl die Anzahl der kommerziell erhédltlichen Enzyme stetig steigt
und auch die Breite der méglichen enzymkatalysierten Reaktionen zunimmt, gibt es nicht far
jede gewilinschte Umwandlung eines Substrates in ein bestimmtes Produkt einen passenden
Biokatalysator (Bommarius und Riebel, 2004). In diesem Zusammenhang ist vor allem die
ErschlieBung von Enzymen, die andere als hydrolytische Reaktionen katalysieren, von Inter-
esse (Nusser et al., 2007). Abbildung 3.1 stellt die Anwendung verschiedener Enzymklassen
in der organischen Synthese dar, wobei die Ubermacht der Prozesse deutlich wird, die auf
Reaktionen mit Hydrolasen basieren (Jeromin und Bertau, 2005).
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Abbildung 3.1: Anwendung verschiedener Enzymklassen in der organischen Synthese
(nach Jeromin und Bertau (2005)).

Bei den BemUhungen, geeignete Biokatalysatoren fir eine steigende Zahl an Umsetzungen
zu finden, sollte auch besonderes Augenmerk auf solche Enzyme gelegt werden, die Re-
aktionen katalysieren, die mit konventioneller Synthesechemie schwierig auszufiihren sind.
Hierzu z&hlen beispielsweise die Bildung von Kohlenstoffverknipfungen durch Ligasen sowie
die Erschaffung neuer Chiralitatszentren durch Oxidoreduktasen (Nusser et al., 2007).

Ein weiterer Faktor, der dazu beitragt, dass nicht fir jede gewtinschte Reaktion ein passen-
der Biokatalysator zur Verfligung steht, ist die Tatsache, dass es keine Enzympaare gibt, die
sich wie Spiegelbilder zueinander verhalten (Faber, 2004). Fast alle Enzyme bestehen aus L-
Aminosauren. Ausnahmen hiervon bilden beispielsweise katalytisch aktive Ribonukleinsaure
(RNA)-Molekile, die auch als Ribozyme bezeichnet werden (Lorsch und Szostak, 1994). Da
Chiralitat folglich eine intrinsische Eigenschaft von Enzymen ist, kommt es in der Regel bei
der Umsetzung eines prochiralen Edukts zur Bildung eines optisch aktiven Produkts. Ist das
Edukt hingegen selbst chiral, so werden beide Enantiomere h&ufig mit unterschiedlicher Ge-
schwindigkeit umgesetzt, was eine kinetische Racematspaltung zur Folge hat (Faber, 2004).
Im Falle der chemischen Katalyse gelingt die Herstellung des jeweils anderen Enantiomers
durch die Verwendung der enantiomeren Form des Katalysators. So kann beispielsweise
durch den Einsatz von (R)- oder (S)-BINAP gezielt eines der beiden Enantiomere des ge-
wlnschten Produktes hergestellt werden (Wyatt und Warren, 2007). Dies ist in Abbildung 3.2
exemplarisch fir die Reduktion von a-Methylen-y-butyrolacton gezeigt. Da es jedoch keine
generelle Methode zur Herstellung von Enzymen gibt, die aus D-Aminosauren bestehen,
muss in diesem Fall ein vollig anderes Enzym identifiziert werden, das die gewlnschte Re-
aktion katalysieren kann (Faber, 2004).
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Abbildung 3.2: Reduktion von a-Methylen-y-butyrolacton zu A) (S)-a-Methyl-y-butyrolacton
und B) (R)-a-Methyl-y-butyrolacton unter Verwendung verschiedener Enan-
tiomere von BINAP (nach Wyatt und Warren (2007)).

Ein weiterer Nachteil enzymkatalysierter Reaktionen ist die lange Entwicklungszeit, die ein
biokatalytischer Prozess in Anspruch nimmt. Beispielsweise benétigte der Konzern Lonza fir
die Entwicklung eines biokatalytischen Prozesses zur Herstellung des Nahrungserganzungs-
mittels L-Carnitin einen Zeitraum von 15 Jahren (Bommarius und Riebel, 2004). In Anbetracht
der durchschnittlichen Patentlaufzeit von 20 Jahren ist hierbei der zeitliche Rahmen flir eine
wirtschaftliche Verwertung stark eingeschrankt. Jedoch wird erwartet, dass die Entwicklungs-
zyklen fur biokatalytische Prozesse aufgrund wissenschaftlicher und technischer Fortschritte
kirzer werden (Bommarius und Riebel, 2004).

3.1.3 Identifizierung neuer Enzyme fir den industriellen Einsatz

Trotz der wachsenden Bedeutung der Enzymkatalyse in industriellen Prozessen scheitert die
technische Umsetzung oft an dem Fehlen geeigneter Biokatalysatoren (Schmid et al., 2001;
Bommarius und Riebel, 2004). Bereits charakterisierte Enzyme, die sich mitunter in kom-
merziellen Enzymbibliotheken befinden, kénnen mit Hilfe moderner Methoden der Moleku-
larbiologie und des ,Protein Engineering“ gezielt verandert werden, um beispielsweise eine
Ausweitung der Substratspezifitdt oder eine Erhdhung der Enantioselektivitat zu erreichen
(Demirjian et al., 1999; Arnold, 2001; Bornscheuer und Pohl, 2001). Trotz der betrachtlichen
Erfolge auf den Gebieten des rationalen und evolutiven Proteindesigns (Robertson und Steer,
2004) besteht ein stetiger Bedarf an neuen Enzymen, die das Repertoire an verfigbaren Bio-
katalysatoren erweitern.

Die biologische Vielfalt von Mikroorganismen wird als Hauptquelle fir neue biotechnologische
Produkte und Prozesse angesehen (Bull et al., 1992). Eine gangige Methode zur Identifizie-
rung neuer Enzyme fur eine spezielle Anwendung ist die Durchmusterung von Stammsamm-
lungen nach gewtinschten Enzymaktivitaten (Demirjian et al., 1999). Unter Berlcksichtigung
der taxonomischen Zugehdérigkeit der Bakterien, in denen ein interessantes Enzym identi-
fiziert wurde, lasst sich die Wahrscheinlichkeit erhéhen, ein verwandtes Enzym mit beson-
deren Eigenschaften zu finden (Clausen, 1997). So wurde die Alkoholdehydrogenase aus
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Lactobacillus brevis (LB-ADH) bei der systematischen Suche nach Alkoholdehydrogenase-
Aktivitaten in verschiedenen Lactobacillus-Spezies entdeckt. Anstof3 zu dieser Suche gaben
die vielversprechenden Enzymeigenschaften der Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus
kefir (LK-ADH) (Hummel und Riebel, 2000). Die Ergebnisse der Durchmusterung von Lacto-
bacillus-Kulturen sind auszugsweise in Tabelle 3.1 dargestellt.

Tabelle 3.1: Relative Aktivitat verschiedener Stdmme der Gattung Lactobacillus bei der Re-
duktion von Acetophenon (Hummel und Riebel, 2000).

Stamm Relative Aktivitat?, %
Lactobacillus kefir 100,0
Lactobacillus brevis 106,9
Lactobacillus cellobiosus 1,0
Lactobacillus fermentum 0,2
Lactobacillus viridescens 0,2
Lactobacillus buchneri 0,9

2 in Bezug auf die Aktivitat von Lactobacillus kefir

Die Durchmusterung von Stammsammlungen birgt jedoch auch wesentliche Nachteile in
sich. Zum einen sind primar nur solche Bakterien zugénglich, die in Reinkulturen vorliegen.
In Anbetracht der Tatsache, dass durchschnittlich weniger als ein Prozent der Mikroorganis-
men eines bestimmten Lebensraumes unter Laborbedingungen kultivierbar sind, stellt dieser
Aspekt eine bedeutende Einschrankung dar (Amann et al., 1995). Ferner gestaltet sich eine
systematische Suche aufgrund unterschiedlicher Medienanspriiche und Kultivierungsbedin-
gungen oftmals schwierig, da beide Parameter einen wesentlichen Einfluss auf das Expres-
sionslevel verschiedener Proteine besitzen kénnen (Demirjian et al., 1999).

Die Verfligbarmachung eines gréBeren Anteils an der biologischen Diversitét ist der Ansatz-
punkt von Metagenombanken. Hierbei wird die genetische Vielfalt der mikrobiellen Populati-
on eines Habitates durch die Gesamtheit ihrer Genome reprasentiert (Handelsmann et al.,
1998). Jedoch ist auch diese Methode mit Nachteilen verbunden. Um das vollstandige Ge-
nom eines einzelnen Organismus abzubilden, sind mehrere Tausend Klone nétig (Demirjian
et al., 1999). Bei der Erfassung des gesamten Metagenoms eines Habitates sind demnach
optimierte Hochdurchsatzmethoden unerlasslich. Henne et al. (2000) untersuchten beispiels-
weise Uber eine Million Escherichia coli-Klone einer Boden-Metagenombank, um vier Klone
mit der gewiinschten lipolytischen Aktivitat zu identifizieren.
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Enzyme, nach deren phanotypischer Akitivitat in einer Klonbibliothek gesucht wird, kdnnen
auch aufgrund verschiedenster Ursachen unentdeckt bleiben. Mégliche Griinde hierfir sind
eine schlechte Expression infolge einer unterschiedlichen Codonverwendung des Ursprungs-
organismus im Vergleich zum Expressionsorganismus sowie die Inaktivitdt eines Enzyms
aufgrund fehlender postranslationaler Modifikationen. Daher sollten idealerweise mehrere
parallele Genbibliotheken etabliert werden, die auf verschiedenen industriellen Plattformor-
ganismen beruhen. Ideal wére eine parallele Expression in Escherichia coli-, Bacillus- und
Hefe-Stammen (Demirjian et al., 1999). Dieses Vorgehen erhdht jedoch den experimentellen
Aufwand enorm.

Neben dem direkten Nachweis der gewinschten Enzymaktivitat kdbnnen Metagenombanken
auch auf der Grundlage sequenzbasierter Methoden durchmustert werden. Diese Methoden
nutzen konservierte Sequenzbereiche bereits charakterisierter Enzyme als Vorlage fiir den
Entwurf von Oligonukleotiden, die als Sonden fir eine DNA-DNA-Hybridisierung zur Identi-
fikation der Zielgene verwendet werden (Richardson et al., 2002). Ferner kénnen aus kon-
servierten Sequenzbereichen auch degenerierte Oligonukleotide flir Polymerasekettenreak-
tionen (polymerase chain reaction, PCR) abgeleitet werden. Durch PCR-Amplifikation der
entsprechenden DNA-Abschnitte kénnen diejenigen Klone identifiziert werden, die das Gen
fir ein verwandtes Enzym enthalten (Courtois et al., 2003).

3.1.4 Enzymklassifizierung

Nach der Nomenklatur der International Union of Biochemistry (IUB) werden Enzyme je nach
der von ihnen katalysierten Reaktion in sechs Hauptklassen eingeteilt, die in Tabelle 3.2
dargestellt sind.

Innerhalb dieser sechs Hauptklassen gibt es noch weitere Untergliederungen, die sich in
der vierstelligen Enzyme Commission (EC)-Nummer niederschlagen. Wéahrend die zweite
und dritte Stelle der EC-Nummer die katalysierte Reaktion genauer definieren, entspricht die
letzte Ziffer einer fortlaufenden Nummerierung (IUB, 1992). Der Aufbau der EC-Nummern
wird nachfolgend am Beispiel der Alkoholdehydrogenasen dargestellt, denen die Nummer
EC 1.1.1.1 zugewiesen wurde:

EC 1 Oxidoreduktasen

EC 1.1 Angriffspunkt der Reaktion ist die CH-OH-Gruppe des Donors
EC1.11 mit NAD* oder NADP* als Akzeptor

EC 1.1.1.1  Alkoholdehydrogenasen
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Tabelle 3.2: Einteilung von Enzymen in verschiedene Enzymklassen (IUB, 1992).

Klasse Bezeichnung Aufgabe

1 Oxidoreduktasen Oxidations- und Reduktionsreaktionen: Oxygenierung von
C-H-, C-C- oder C=C-Bindungen oder Entfernung bzw. Ad-
dition von Wasserstoffatomaquivalenten

2 Transferasen Ubertragung funktioneller Gruppen: Aldehyd-, Keto-, Acyl-,
Zucker-, Phosphoryl- oder Methylgruppen

3 Hydrolasen Hydrolyse oder Bildung von Estern, Amiden, Laktonen,
Laktamen, Epoxiden, Nitrilen, Anhydriden oder Glykosiden

4 Lyasen Addition oder Eliminierung kleiner Molekile an C=C-, C=N-
oder C=0O-Bindungen

5 Isomerasen Katalyse von Isomerisierungen wie beispielsweise Razemi-
sierungen oder Epimerisierungen

6 Ligasen Bildung oder Spaltung von kovalenten C-O-, C-S-, C-N-
oder C-C-Bindungen gekoppelt an die Spaltung von Tri-
phosphaten

3.1.5 Asymmetrische Synthese chiraler Alkohole

Der Begriff ,asymmetrische Synthese” bezieht sich auf ,eine Reaktion oder eine Reaktions-
folge, bei der aus einer achiralen - zumeist prochiralen - Verbindung die enantiomeren Pro-
dukte in ungleichen Mengen entstehen” (Hellwich, 2007). Somit ist das Ergebnis einer asym-
metrischen Synthese ein enantiomerenreines oder zumindest enantiomerenangereichertes
Produkt (Hellwich, 2007).

Chirale Alkohole stellen wichtige Bausteine fir die Synthese bioaktiver Substanzen dar. Hier-
zu z&hlen beispielsweise Pharmazeutika, Agrochemikalien sowie Duft- und Aromastoffe (Oh-
kuma et al., 2000). Da die Herstellung chiraler Alkohole mit den Mitteln der klassischen chemi-
schen Synthese problematisch ist, hat sich der Einsatz von Enzymen fir ihre Produktion aus
prochiralen Ketonen etabliert (Stewart, 2001). Die Enzyme aus der Klasse der Oxidoreduk-
tasen mit den EC-Nummern 1.1.1.x katalysieren die Reduktion von Carbonylverbindungen
unter stéchiometrischem Verbrauch von Cofaktoren (Nakamura et al., 2003a). Diese Trans-
portmetabolite dienen der Ubertragung eines Wasserstoffatoms mit Elektronenpaar (,Hydrid-
lon“) auf das Carbonylkohlenstoffatom.
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Der GroBteil der Oxidoreduktasen bendtigt NADH oder NADPH als Cofaktor, wahrend Flavi-
ne, wie z.B. Flavinmononukleotid (FMN) oder Flavinadenindinukleotid (FAD), sowie Pyrrolo-
chinolinchinon (pyrroloquinolin quinone, PQQ) seltener vorkommen (Faber, 2004).

Neben den Unterschieden in der Cofaktor-Praferenz differieren die Enzyme auch in der Ste-
reochemie des Hydridtransfers auf die Carbonylfunktion des Substrates. In den meisten Fal-
len kann die Stereochemie der Reaktion anhand eines einfachen Modells beschrieben wer-
den, das als ,Prelog-Regel“ bekannt und in Abbildung 3.3 dargestellt ist (Prelog, 1964).

A B (:)H
"Prelog"- A
Enzym
B
/ H\O NAD(P)H NAD(P)*
0 <—f=re-Seite (S)-Alkohol
si-Seite =§=> \
groR )|
OH
"Anti-Prelog"-

Enzym @ -

NAD(P)H NAD(P)"
(R)-Alkohol
Abbildung 3.3: Asymmetrische Reduktion von prochiralen Ketonen durch Oxidoreduktasen
nach der Prelog-Regel. A) Hydrid-Transfer von der re- oder der si-Seite

(nach Nakamura et al. (2003a)). B) Reduktion mit Enzymen, die der Prelog-
oder der Anti-Prelog-Regel folgen (nach Faber (2004)).

Die Prelog-Regel beschreibt den Angriff des Nukleophils in Abhangigkeit von dem sterischen
Anspruch der Substituenten an der Carbonylfunktion. Die meisten Enzyme folgen der Prelog-
Regel und katalysieren den Hydridtransfer von der re-Seite des prochiralen Ketons, wodurch
es zur Bildung von (S)-Alkoholen kommt, insofern die Cahn-Ingold-Prelog-Nomenklatur nicht
durch die Einfihrung von Substituenten mit héherer Prioritdt umgedreht wird. Erfolgt der An-
griff jedoch von si-Seite, so enstehen Produkte mit einer Anti-Prelog-Konfiguration, die we-
sentlich seltener anzutreffen ist und bei einfachen Substraten dem (R)-Alkohol entspricht
(Prelog, 1964; Faber, 2004).

Bei der Alkoholdehydrogenase (ADH) aus Thermoanaerobacter brockii wechselt die Stereo-
spezifitdt des Enzyms, wenn die Substituenten an der Carbonylfunktion eine gewisse Gro-
Be Uberschreiten. Die Kristallstruktur dieses Enzyms zeigt, dass zwei hydrophobe Bindeta-
schen vorliegen, von denen eine groBer ist als die andere (Li et al., 1999). Im Falle von
kleinen Substraten wie 2-Butanon passen die Methyl- und Ethyl-Substituenten in der Anti-
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Prelog-Orientierung in die Bindetaschen. Bei der Umsetzung von 2-Heptanon hingegen wur-
de der Ethyl-Substituent durch eine deutlich gréBere Pentyl-Gruppe ersetzt, die eine Prelog-
Orientierung erfordert (Keinan et al., 1986). Flr das verwandte Enzym aus Thermoanaero-
bacter ethanolicus konnte durch eine VergréBerung der kleineren Bindetasche mittels ortsge-
richteter Mutagenese eine Anti-Prelog-Spezifitat fir sterisch anspruchsvollere Substrate wie
beispielsweise Acetophenon erzielt werden (Musa et al., 2009).

Tabelle 3.3 gibt eine Ubersicht (iber die Stereospezifitit, die Cofaktor-Praferenz sowie die
spezifische Enzymaktivitat einiger kommerziell erhaltlicher Alkoholdehydrogenasen. Die spe-
zifische Enzymaktivitat wird tblicherweise in der Einheit Units (U) pro Milligramm Enzym an-
gegeben. Ein Unit ist dabei definiert als diejenige Enzymmenge, die unter den angegebenen
Bedingungen 1 umol Substrat pro Minute umsetzt. Die eigentliche SI-Einheit der Enzymakti-
vitat, die sich jedoch nicht durchgesetzt hat, ist Katal (1 kat = 1 mol s™'). Haufig wird auch die
Wechselzahl kg, €ines Enzyms angegeben, die beschreibt, wie viele Substratmolekiile pro
Sekunde von einem aktiven Zentrum umgesetzt werden (Voet et al., 2002).

Tabelle 3.3: Ubersicht liber die Stereospezifitit, Cofaktor-Praferenz und spezifische (spez.)
Enzymaktivitat verschiedener kommerziell erhaltlicher Alkoholdehydrogenasen
(Hummel, 1997; Faber, 2004).

Alkoholdehydrogenase (ADH) Spezifitat Cofaktor spez. Aktivitat
Hefe-ADH Prelog NADH 300Umg" 2
Pferdeleber-ADH Prelog NADH 1-2Umg' @
Thermoanaerobacter brockii-ADH  Prelog/Anti-Prelog  NADPH ~ 30-90 Umg™' P
Lactobacillus kefir-ADH Anti-Prelog NADPH 760U mg’ ¢
Lactobacillus brevis-ADH Anti-Prelog NADPH 490 Umg' ¢©

Referenzsubstrate: @ Ethanol (Oxidation), P Isopropanol (Oxidation), ¢ Acetophenon (Reduktion)

Eine Betrachtung der spezifischen Enzymaktivitaten in Tabelle 3.3 macht deutlich, dass sie in
der Regel im zwei- bis dreistelligen Bereich liegen. Ein wesentlicher Vorteil der Pferdeleber-
ADH, die eine relativ geringe Enzymaktivitét aufweist, ist ihr breites Substratspektrum, das
auch polyzyklische und heterozyklische Ketone umfasst (Cohen et al., 1976; Lam et al.,
1988).

Bei der Charakterisierung von Enzymen fur die Herstellung chiraler Alkohole ist neben der
spezifischen Aktivitdt und der Stereochemie der katalysierten Reaktion auch der erzielte
Enantiomereniberschuss (enantiomeric excess, ee) eine wichtige GréBe (Gleichung 3.1).
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co= 0 =] 004 (3.1)
nR) T1s)

nk Menge an (R)-Enantiomer, mol
ni) Menge an (S)-Enantiomer, mol

Der prozentuale Enantiomereniberschuss beschreibt das Produktverhélinis der Enantiomere
bei einer asymmetrischen Synthese. Wird nur eines der Enantiomere gebildet, liegt der Enan-
tiomerenlberschuss bei 100 %. Entstehen beide Produkte in &quimolaren Mengen, liegt ein
Racemat vor und der Enantiomereniberschuss entspricht 0 %. Aufreinigungschritte zur Erho-
hung des Anteils eines der beiden Enantiomere sind aufgrund der identischen physikalischen
und chemischen Eigenschaften der Molekile aufwandig. Somit hat der Enantiomereniber-
schuss einen mafgeblichen Einfluss auf die Prozesskosten.

Eine weitere wichtige ProzessgréBe ist der erzielte Umsatz Xg, der sich wie folgt berechnen
lasst:

Xp = "EOTTE 400 9 (3.2)
nEo

ngo Menge an eingesetztem Edukt, mol
ng  Menge an verbliebenem Edukt, mol

3.1.6 Enzymatische Umsetzung schlecht wasserloslicher oder instabiler
Edukte

Ein haufiges Problem bei der Synthese chiraler Alkohole ist die schlechte Wasserlslichkeit
der prochiralen Ketone (Ledn et al., 1998). Aus einer niedrigen Eduktldslichkeit resultiert eine
limitierte Verfigbarkeit des Edukts fir den Biokatalysator, was zu einer verminderten Umset-
zungsgeschwindigkeit fhrt. Dartber hinaus sind viele Edukte und Produkte der Biokatalyse
instabil in wassrigen Medien. Ein Beispiel hierflr ist der B-Ketoester Ethyl-4-chloracetoacetat,
der biokatalytisch zu Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat reduziert werden kann (Nakamura
et al., 2003a). Da diese Verbindung als Intermediat bei der Synthese des Cholesterin sen-
kenden Medikaments Atorvastatin Anwendung findet (Pereira, 1998), ist die hohe Instabilitat
von Ethyl-4-chloracetoacetat in wassrigem Milieu auch von industrieller Bedeutung (Shimizu
et al., 1990).

17



3 Theoretische Grundlagen

Zur Lésung dieser Probleme wurden unterschiedliche Methoden entwickelt, die vom Einsatz
von Léslichkeitsvermittlern wie Cyclodextrinen Uber verschiedene Formen von Zweiphasen-
systemen bis hin zur Verwendung tberkritischer Fluide reichen (Randolph et al., 1985; Zelin-
ski und Kula, 1997; Amidjojo, 2004). Nachfolgend wird detaillierter auf die beiden Methoden
naher eingegangen, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden: Zweiphasensysteme aus Wasser
und organischem Lésemittel beziehungsweise Wasser und ionischer Flissigkeit.

In einem Zweiphasensystem wird eine nicht mit Wasser mischbare Phase, in der sich eine
hohe Eduktkonzentration befindet, mit der wassrigen Phase, die den Biokatalysator enthalt,
in Kontakt gebracht. Hierbei ist ein ausreichender Stofflibergang an der Phasengrenzflache
wichtig, was beispielsweise durch die Erzeugung einer feindispersen Lésemittelphase infolge
eines hohen Leistungseintrags realisiert werden kann. Entsprechend dem Verteilungskoeffi-
zienten stellt sich im Gleichgewicht das Verhéltnis zwischen den Konzentrationen in beiden
Phasen ein. Die nicht mit Wasser mischbare Phase dient dabei nicht nur als Eduktreservoir,
das instabile Substrate vor dem degradierenden Einfluss des wéssrigen Milieus schiitzt, son-
dern auch als in situ-Extraktionsmittel, wodurch beispielsweise eine Produktinhibierung des
Enzyms gemildert oder sogar ganzlich vermieden werden kann. Abbildung 3.4 stellt schema-
tisch das Prinzip von Zweiphasensystemen dar.

organische Phase

Edukt o Produkt

A A

O o O
P e
| o
O O

5 O . OIO

y

Produkt

Enzym

waissrige Phase

Abbildung 3.4: Prinzip eines Zweiphasensystems dargestellt am Beispiel eines Systems
aus Wasser und organischem Ldsemittel.

Zweiphasensystem aus Wasser und organischer Phase

Ein wichtiges Entscheidungskriterium bei der Wahl des organischen Lésemittels ist die Stabi-
litdt des Biokatalysators im resultierenden Zweiphasensystem. Bei der deaktivierenden Wir-
kung von Lésemitteln auf Enzyme und Zellen wird zwischen molekularer Toxizitat und Pha-
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3.1 Enzyme in der organischen Synthese

sentoxizitat unterschieden (Bar, 1986; Vermué et al., 1993). Die molekulare Toxizitat wird
durch Molekulle des organischen Lésemittels verursacht, die in der wassrigen Phase geldst
sind. Der negative Effekt auf Enzyme beruht dabei hauptsachlich auf der Interferenz mit der
Hydrath(lle, von der Proteine umgeben sind (Vermué et al., 1993). Die Phasentoxizitat hinge-
gen wird durch die Interaktion von Proteinen mit der Phasengrenzflache hervorgerufen, wel-
che die Entfaltung von Proteinen aufgrund ihres amphiphilen Charakters férdert (Andersson
und Hahn-Hagerdal, 1990). Wahrend es keine Mdglichkeit gibt, den Effekt der molekularen
Toxizitadt zu umgehen, kann das Auftreten der Phasentoxizitat beispielsweise durch die Ver-
wendung von Membranreaktoren oder Verkapselung unterbunden werden (Westgate et al.,
1998; Wiemann et al., 2009).

Laane et al. (1985) setzten sich mit der Frage auseinander, ob es einen Parameter gibt, an-
hand dessen Vorhersagen Uber die Eignung verschiedener Lésemittel flir die Verwendung in
Multiphasensystemen mdglich sind. Vorgeschlagen wurde der dekadisch logarithmierte Ver-
teilungskoeffizient zwischen 1-Oktanol und Wasser (logP), der ein Maf fiir die Polaritat eines
Lésemittels darstellt. Nach Laane et al. (1987) wirken sich Lésemittel mit einem logP unter 2
sehr negativ auf Biokatalysatoren aus, wahrend Lésemittel mit einem logP zwischen 2 und
4 zu moderaten Enzymaktivitaten filhren. Die besten Ergebnisse bei biokatalytischen Um-
setzungen in Zweiphasensystemen wurden fir Lésemittel mit einem logP Uber 4 vorherge-
sagt. Diese Korrelation wurde der Tatsache zugeschrieben, dass die Lésemittelkonzentration
in der wassrigen Phase mit zunehmender Hydrophobizitat der organischen Phase abnimmt
(Khmelnitsky et al., 1991).

Da in der Literatur einige Beispiele dokumentiert sind, in der die Anwendung des logP-
Konzeptes nicht erfolgreich war, wurden alternative Ansatze zur Vorhersage des toxischen
Effekts von Lésemitteln auf Enzyme entwickelt (Vermué und Tramper, 1995). Bei Oxidoreduk-
tasen existiert die Annahme, dass die Funktionalitat des Ldsemittels einen gréBeren Einfluss
besitzt als dessen Polaritat (Filho et al., 2003).

Zweiphasensystem aus Wasser und ionischer Fliussigkeit

Nicht mit Wasser mischbare ionische Flissigkeiten stellen eine interessante Alternative zu
den klassischen organischen Lésemitteln dar und besitzen erhebliches Potential fir techni-
sche Anwendungen (Cull et al.,, 2000; Rogers und Seddon, 2003; Pfruender et al., 2004;
Brautigam et al., 2007). Der Begriff ionische Flissigkeit bezeichnet synthetisch hergestellte
Salze mit einem Schmelzpunkt unter 100 °C. FUr biokatalytische Prozesse sind jedoch nur sol-
che ionische Flussigkeiten relevant, die bei Raumtemperatur im flissigen Aggregatszustand
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vorliegen. lonische Flissigkeiten besitzen einen sehr geringen Dampfdruck, sind schwer ent-
ztindlich und haben gute Lésemitteleigenschaften (Wasserscheid und Welton, 2003). Sie set-
zen sich aus organischen Kationen und meist anorganischen Anionen zusammen. Durch
Variation der kationischen Grundstrukturen, der Alkyl-Reste der Kationen sowie der verwen-
deten Anionen ergibt sich eine Vielzahl an Kombinationsmdglichkeiten. Da die physikalischen
Eigenschaften der ionischen FlUssigkeiten durch strukturelle Modifikationen beinahe beliebig
verandert werden kdnnen, werden sie auch als Designer-Ldsemittel bezeichnet (Earle und
Seddon, 2000; Rogers und Seddon, 2003).

Das Konzentrationsverhéltnis eines Stoffes zwischen ionischer Flissigkeit und wassriger
Phase im Gleichgewicht wird durch den fir ein gegebenes Stoffsystem charakteristischen
Verteilungskoeffizient D beschrieben. Im Folgenden wird der dekadische Logarithmus des
Verteilungskoeffizienten logD verwendet.

In Abbildung 3.5 sind die Strukturen der lonen dargestellt, die in dieser Arbeit Verwendung
fanden. Da sich Bis(trisfluormethansulfon)imid-Anionen als vorteilhaft in biokatalytischen An-
wendungen erwiesen haben (Brautigam, 2008), wurde nur das Kation der ionischen Fllssig-
keiten variiert.

Kationen Anion
[+
¢ N~~~ 1-Hexyl-1-methyl- [HMPL]*
pyrrolidinium
- ]
N 1-(Ethoxycarbonyl)methyl- [(EO2E)MPL]"
G Ao~ 1-methyl-pyrrolidinium o . o
F \\S N/ F
s 7 Ethyl-dimethyl-(ethoxy INEMM(EO2E)]* X Yo o//%
N - - - F F
JN\/U\O/\ carbonyl)methyl-ammonium F F
+ Bis(trifluormethansulfon)imid
| SN _~_OH  N-(3-Hydroxypropyl)- [(P3OH)PYR]*
P pyridinium [NTFT
S
@“\/\/\/ N-Hexylpyridinium [HPYR]'
=

Abbildung 3.5: Strukturen der Kationen und des Bis(trisfluormethansulfon)imid-Anions der
in dieser Arbeit verwendeten ionischen Flissigkeiten.
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3.1.7 Verwendung isolierter Enzyme oder ganzer Zellen

Die Entscheidung Uber den Einsatz von isolierten Enzymen oder ganzen Zellen in einem
Prozess wird mafBgeblich von den erforderlichen Reaktionsbedingungen und dem herzustel-
lenden Produkt bestimmt (Jeromin und Bertau, 2005). Tabelle 3.4 gibt eine Ubersicht tiber
weitere Faktoren, die einen Einfluss auf die Entscheidungsfindung besitzen.

Tabelle 3.4: Vor- und Nachteile der Verwendung von isolierten Enzymen und ganzen Zellen
zur Produktion chiraler Alkohole (Jeromin und Bertau, 2005; Peters, 1998)

Kriterium Ganze Zellen Isolierte Enzyme
Verflgbarkeit gut haufig eingeschrankt
Katalysatorpreis gering mittel bis hoch (Reinigung)
Reaktionsbedingungen mild mild

Konkurrierende Enzyme ja nein

Stereoselektivitat mittel bis hoch hoch
Nebenproduktbildung haufig weniger oder keine
Reproduzierbarkeit variabel hoch

Stofftransport limitiert durch Zellmembran keine Limitation
Cofaktorregenerierung zellintern erforderlich
Kompatibilitdt mit organi- eventuell cytotoxisch eventuell denaturierend
schen Lésemitteln

Raum-Zeit-Ausbeute gering bis hoch mittel bis hoch
Aufarbeitung erhéhter Aufwand einfach

Die bedeutendsten Vorteile der Ganzzellbiokatalyse gegentiber dem Einsatz isolierter Enzy-
me liegen in der einfachen Katalysatorherstellung ohne die Notwendigkeit einer kosteninten-
siven Aufreinigung und in der Nutzung der intrazelluldren Cofaktorregenerierung.

Wesentliche Vorteile von isolierten Enzymen hingegen sind die hohe Selektivitat sowie die
einfache Kontrollierbarkeit der katalysierten Reaktion. Nebenreaktionen, die durch eines oder
mehrere der zahlreichen Enzyme in der ganzen Zelle vermittelt werden kénnen, werden hier-
durch vermieden. Isolierte Enzyme unterliegen zudem keiner Stofftransportlimitation durch
die Zellmembran. Die Aufarbeitung ist in der Regel beim Einsatz isolierter Enzyme einfacher
als bei Umsetzungen mit ganzen Zellen, bei denen eine Vielzahl der im Reaktionsansatz

vorhandenen Komponenten mit der Reinigungsstrategie interferieren kénnen.
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3.2 Cyanobakterien

Cyanobakterien reprasentieren eine der gréf3ten Gruppierungen der gramnegativen Bakteri-
en (Rippka et al., 1979). Sie sind ubiquitar in terrestrischen, marinen, Brack- und StiBwasser-
Habitaten zu finden (Cox et al., 2005) und werden auch als Cyanophyceen oder Blaualgen
bezeichnet (Nultsch, 1996).

3.2.1 Merkmale von Cyanobakterien

Cyanobakterien sind Prokaryonten, die oxygene Photosynthese betreiben, das heil3t, sie
nutzen Wasser als Elekironendonator und setzen Sauerstoff in Gegenwart von Licht frei
(Nultsch, 1996). Sie leisten einen groBRen Beitrag zur photosynthetisch aktiven Biomasse in
den Ozeanen und gelten aufgrund ihrer Fahigkeit Kohlendioxid tber den Calvin-Zyklus zu
fixieren als wichtige Primérproduzenten von Biomasse (Waterbury et al., 1979).

Die Energiegewinnung der meisten Cyanobakterien erfolgt photoautotroph. Hierflir wird ein
Photosyntheseapparat genutzt, der demjenigen der Pflanzen ahnelt und auf den beiden Pho-
tosystemen PS | und PS Il basiert. Dadurch grenzen sich Cyanobakterien von den Anoxypho-
tobakterien ab, zu denen die roten und griinen Schwefelbakterien zahlen. Anoxyphotobakte-
rien kdnnen aufgrund eines fehlenden Photosystems |l Wasser nicht als Elektronendonator
verwenden und produzieren als Konsequenz keinen Sauerstoff (Fischer, 1989).

Wahrend der Photosynthese nutzen phototrophe Organismen Energie im Bereich des elek-
tromagnetischen Spektrums von 400 bis 700 nm. Die Strahlung in diesem Bereich wird als
~photosynthetisch aktive Strahlung“ (Photosynthetically Active Radiation, PAR) bezeichnet.
In Analogie zu den Pflanzen besitzen Cyanobakterien Chlorophyll a als photosynthetisches
Hauptpigment, das ein Absorptionsmaximum bei 680 nm hat (Waterbury, 2006). Carotinoide
und Phycobiliproteine dienen bei der cyanobakteriellen Photosynthese als akzessorische Pig-
mente. Eine Ausnahme stellt das im Jahre 1996 entdeckte Cyanobakterium Acaryochloris
marina dar. Es ist der einzige charakterisierte phototrophe Organismus mit Chlorophyll d als
primarem photosynthetischen Pigment (Miyashita et al., 2003). Durch den Gebrauch von
Chlorophyll d, das intrazellulér ein Absorptionsmaximum von 715 nm aufweist, erhalt die Ab-
sorption der Zellen eine Rotverschiebung. Dies erlaubt Acaryochloris marina elektromagneti-
sche Strahlung bis 740 nm zu nutzen (Miyashita et al., 1997). Abbildung 3.6 zeigt den struk-
turellen Unterschied zwischen den beiden Chlorophyll-Spezies.
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Chlorophyll a: R = -CH=CH,
Chlorophyll d: R =-CHO

H3C

CHj3 CHj

H;C

Abbildung 3.6: Struktureller Unterschied zwischen Chlorophyll a und d.

Die Photosynthese ist in den Thylakoidmembranen der Cyanobakterien lokalisiert. Eine Aus-
nahme bildet hierbei das Cyanobakterium Gloeobacter violaceus. Dieser Stamm hat sich friih
in der Evolution von den anderen Cyanobakterien abgespalten (Nelissen et al., 1995). Es ist
das einzige Cyanobakterium, das keine Thylakoide besitzt, sondern den gesamten Photo-
syntheseapparat in die Plasmamembran eingelagert hat (Rippka et al., 1979).

Die Anforderungen an die Lichtintensitat sind bei verschiedenen Cyanobakterien sehr unter-
schiedlich. Wahrend manche Arten schwach beleuchtete Hohlen besiedeln, bilden andere
mikrobielle Matten, die dem vollen Sonnenlicht ausgesetzt sind (Waterbury, 2006). Darlber
hinaus besitzen Cyanobakterien die Fahigkeit, sich innerhalb bestimmter Grenzen an ge-
gebene Lichtverhaltnisse anzupassen. Dieser als Photoadaption bezeichnete Prozess wird
unter anderem (ber die Regulierung der Konzentration an Photosynthesepigmenten ge-
steuert (Rubio et al., 2003). Jeder phototrophe Organismus besitzt jedoch eine spezifische
Lichtintensitatsgrenze, bei deren Uberschreitung es zu einer Schadigung des Photosynthe-
seapparates kommt (Barber und Andersson, 1992). Um eine mdgliche Lichtlimitierung oder
-inhibierung zu vermeiden, sollte eine Cyanobakterienkultur idealerweise mit einer Lichtinten-
sitat bestrahlt werden, die ihre spezifische Sattigungsgrenze weder lber- noch unterschreitet
(Pulz, 2001).

Auch wenn die meisten Cyanobakterien obligat photoautotroph sind, gibt es einige Arten,
die auch zu heterotrophem Wachstum féahig sind. Nur bei wenigen Stdammen wurde eine
chemoheterotrophe Nutzung von organischen Verbindungen als alleiniger Energie- und Koh-
lenstoffquelle im Dunkeln beobachtet. Weiter verbreitet ist photoheterotrophes Wachstum,
das die Nutzung einfacher organischer Verbindungen als Kohlenstoffquellen bei einer gleich-
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zeitigen Energiegewinnung durch Photosynthese beschreibt (Rippka et al., 1979). Es gibt
auch Berichte Uber mixotrophe Erndhrungsweisen bei Cyanobakterien. Unter Mixotrophie
versteht man die Aufnahme von organischen Verbindungen, wie beispielsweise Aminosau-
ren, die nicht als alleinige Kohlenstoffquellen dienen kénnen und demnach zusatzlich eine
autotrophe CO,-Fixierung erfordern (Waterbury, 2006).

Cyanobakterien besitzen eine hohe Anpassungsfahigkeit an Umweltbedingungen. Die Befa-
higung vieler Stdmme zur Fixierung elementaren Stickstoffs ermdglicht ihnen beispielsweise
die Besiedelung von Habitaten mit einem niedrigen Gehalt an Stickstoffverbindungen. Das
Enzymsystem, das in der Lage ist, elementaren Stickstoff zu reduzieren und damit biover-
figbar zu machen, wird als Nitrogenase bezeichnet. Die Nitrogenase wird in Anwesenheit
von Sauerstoff inaktiviert. Dies ist bei Organismen, die oxygene Photosynthese betreiben,
problematisch und fihrte zur Entwicklung verschiedener Lésungsstrategien. In einigen fila-
mentésen Cyanobakterien kommt es durch die Ausbildung spezialisierter stickstofffixierender
Zellen, den sogenannten Heterocysten, zu einer raumlichen Trennung von den photosynthe-
tischen Reaktionen, die Sauerstoff produzieren. Einzellige stickstofffixierende Cyanobakteri-
en sowie andere filamentdse Arten trennen diese Prozesse nicht rdumlich, sondern zeitlich.
Die Assimilation des Stickstoffs erfolgt hierbei nur nachts unter Verbauch von Glykogen, das
tagsiber Uber oxygene Photosynthese aufgebaut wird (Waterbury, 2006).

In den von Cyanobakterien bewohnten Habitaten herrschen sehr unterschiedliche Tempera-
turbedingungen. Wahrend die meisten Cyanobakterien mesophil sind und Wachstumsoptima
zwischen 20 und 30°C besitzen, gibt es auch psychrophile Stdmme, die Seen in der Antarktis
bewohnen und nur Temperaturen bis 20 °C tolerieren (Waterbury, 2006; Seaburg et al., 1981).
Andererseits existieren auch thermophile Stdmme in heien Quellen mit Wachstumsoptima
oberhalb von 45°C (Waterbury, 2006; Yamaoka et al., 1978).

3.2.2 Taxonomie

Aufgrund der Tatsache, dass Cyanobakterien friher falschlicherweise den Algen zugeord-
net wurden, fand der ,Internationale Code der Botanischen Nomenklatur® Anwendung, der
Einteilungen auf der Basis morphologischer, entwicklungsbiologischer sowie 6kologischer
Gesichtspunkte vornahm. Problematisch war dieses Vorgehen vor allem hinsichtlich der mor-
phologischen Variabilitét, die Cyanobakterien unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen
zeigen (Waterbury, 2006). Neuere Klassifizierungen von Cyanobakterien unter der Aegis des
.internationalen Codes der Nomenklatur der Bakterien* stlitzen sich daher neben phano-
typischen auch auf genotypische Eigenschaften wie beispielsweise die Sequenz der 16S
ribosomalen Ribonukleinsauren (16S-rRNA) (Nelissen et al., 1996; Steindler et al., 2005).
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Heutzutage existieren verschiedene Ansatze zur Klarung der taxonomischen Zugehdrigkeit
von Cyanobakterien nebeneinander. Die Grundlage von vielen modernen taxonomischen
Einteilungen bildet die Arbeit von Rippka et al. (1979). Hierbei wurde eine Untergliederung
der Cyanobakterien in die finf Ordnungen Chroococcales, Nostocales, Oscillatoriales, Pleu-
rocapsales und Stigonematales vorgenommen.

Die aktuellste Taxonomie, der auch im Verlauf dieser Arbeit gefolgt wurde, stammt vom Na-
tional Center for Biotechnology Information (NCBI). Sie ist in Tabelle 3.5 dargestellt.

Tabelle 3.5: Taxonomie der Cyanobakterien (NCBI, 2009)

Ordnung Gattungen Beispiele

Chroococcales 27 Cyanothece, Synechococcus, Synechocystis
Gloeobacterales 1 Gloeobacter

Nostocales 25 Anabaena, Aphanizomenon, Calothrix, Nostoc
Oscillatoriales 27 Arthrospira, Lyngbya, Microcoleus, Oscillatoria
Pleurocapsales 7 Dermocarpa, Pleurocapsa

Prochlorales 3 Prochloron, Prochlorococcus, Prochloroftrix
Stigonematales 12 Fischerella, Hapalosiphon, Stigonema
uneingeordnet - Acaryochloris

In der NCBI-Taxonomie wurde die von Rippka et al. (1979) eingeflihrte Einteilung um die Ord-
nungen Prochlorales und Gloeobacterales erweitert. Die Prochlorales wurden friher nicht zu
den Cyanobakterien gezahlt, da sie unterschiedliche photosynthetische Pigmente nutzen.
Waéhrend die Phycobiliproteine bei diesen Bakterien fehlen, besitzen sie zusatzlich Chlor-
phyll b (Chisholm et al., 1992). Analysen der 16S-rRNA ergaben jedoch, dass die Prochlo-
rales zu den Cyanobakterien gehéren (Litvaitis, 2002). Ferner wurde aufgrund der auB3er-
gewdhnlichen Eigenschaften von Gloeobacter eine zusatzliche Ordnung geschaffen. Neben
der Abwesenheit von Thylakoiden ist auch die violette Pigmentierung von Gloeobacter viola-
ceus-Zellen, die diesem Cyanobakterium seinen Namen verliehen hat, ungewdhnlich (Rippka
et al., 1979; Bryant et al., 1981). Gloeobacter besitzt ein deutlich niedrigeres Verhaltnis von
Chlorophyll a zu Phycobiliproteinen als andere Cyanobakterien (Nakamura et al., 2003b).

Aus ahnlichen Uberlegungen heraus wird aktuell diskutiert fiir Acaryochloris eine neue Ord-
nung einzurichten, um der Tatsache Rechnung zu tragen, dass es der einzige bekannte Or-
ganismus mit Chlorophyll d als primarem Photosynthesepigment ist (Miyashita et al., 2003).
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3.2.3 Morphologie und Wachstum

Morphologisch betrachtet sind die Cyanobakterien eine der vielseitigsten Gruppierungen im
Reich der Prokaryonten (Waterbury, 2006). Abbildung 3.7 stellt beispielhaft Morphologien
verschiedener Cyanobakterien dar.

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung méglicher Morphologien von Cyanobakterien. Die
GréBenverhaltnisse sind nicht mafBstabsgetreu. A) Verschiedene Morpholo-
gien innerhalb der Ordnung Chroococcales. B) Plattenahnliche Kolonie von
Merismopedia. C) Wendelférmiges Filament von Arthrospira. D) Chalotrix-
Kolonie mit Heterocysten (het) an der Filamentbasis. E) Anabaena mit aus-
gebildeten Heterocysten (het) und Akineten (ak). F) Buschelartige Zusam-
menlagerung von Aphanizomenon-Filamenten. G) Nodularia-Filament mit
Heterocysten (het) und Akineten (ak). H) Lyngbya-Trichom mit umgebender
Scheide. I) Schleimscheide mit vielen Microcoleus-Filamenten. (modifizierte
Abbildung nach Smith (2009)).

Bei einzelligen Cyanobakterien, die als Stabchen oder Kokken vorliegen und sich durch bi-
nare Zellteilung vermehren, kommt es haufig zur Bildung von Kolonien oder tafelférmigen
Platten, die zum Teil mit bloBem Auge sichtbar sind (Fuchs und Schlegel, 2006; Waterbury,
2006). Zusammengehalten werden sie durch Kapseln oder Schleimsubstanzen, die allge-
mein als ,Gallerte” bezeichnet werden (Fuchs und Schlegel, 2006). Abbildungen 3.7 A und B
zeigen Beispiele fir mdgliche Kolonieformen.
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3.2 Cyanobakterien

Neben einzelligen Spezies gibt es auch filamentése Cyanobakterien (Abbildungen 3.7 C - 1).
Cyanobakterielle Filamente werden auch als Trichome bezeichnet und kénnen durch Diffe-
renzierung verschiedene spezialisierte Zelltypen ausbilden. Hierzu z&hlen die zur Stickstoff-
fixierung fahigen Heterocysten, die entweder innerhalb eines Filaments oder terminal ange-
ordnet sein kdnnen (Rippka et al., 1979). Dartber hinaus bilden einige Arten sogenannte
Akineten aus. Diese dickwandigen, nahrstoffreichen Zellen fungieren als Uberdauerungssta-
dien bei Trockenheit, Kalte oder Nahrstoffmangel (Rippka et al., 1979; Waterbury, 2006).
Abbildungen 3.7 E und G zeigen Cyanobakterien der Gattungen Anabaena und Nodularia,
bei denen sowohl Heterocysten als auch Akineten ausgebildet sind. Hauptunterscheidungs-
merkmal dieser Gattungen ist die scheibenartige Form der vegetativen Zellen von Nodula-
ria-Spezies (Rippka et al., 1979). Filamentése Cyanobakterien kénnen auch von Scheiden
umgeben sein, wie Abbildungen 3.7 H und | zeigen. Wahrend Lyngbya-Arten eine feste, aus-
dauernde Scheide um ihr Trichom bilden, zeichnen sich Cyanobakterien der Gattung Micro-
coleus durch ihre viele Filamente enthaltenden Schleimscheiden aus (Rippka et al., 1979).

Cyanobakterien vermehren sich durch bindre oder multiple Zellteilung, Sprossung, Fragmen-
tierung der Trichome oder Ausbildung von Hormogonien. Als Hormogonien werden differen-
zierte, kleinzellige Filamente bezeichnet, die manche Cyanobakterien - vor allem der Ordnun-
gen Nostocales und Stigonematales - unter Stressbedingungen abschniiren. Cyanobakterien
der Ordnung Stigonematales sind unter Umsténden auch zur Ausbildung echter Verzweigun-
gen fahig (Rippka et al., 1979; Waterbury, 2006). Die Wachstumskurve von Cyanobakteri-
en, die in einer Umgebung mit einem begrenzten N&hrstoffangebot wachsen, wobei keine
sonstigen Limitierungen oder Inhibierungen vorliegen, gleicht derjenigen nicht-phototropher
Mikroorganismen im Satzverfahren, die in Abbildung 3.8 dargestellt ist.

Inc
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t

Abbildung 3.8: Idealisierte Wachstumskurve einer Bakterienkultur im Satzverfahren. I: An-
passungsphase, IlI: Ubergangsphase |, Ill: exponentielle Phase, IV: Uber-
gangsphase Il, V: stationdre Phase, VI: Absterbephase.
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Nach einer Anpassungsphase, in der sich die Zellen an die Kultivierungsbedingungen adap-
tieren, folgt die Ubergangsphase |, in der erste Zellteilungen stattfinden. In der anschlieBen-
den exponentiellen Phase wachsen die Zellen mit einer konstanten Wachstumsrate .. Die

spezifische Wachstumsrate ist wie folgt definiert:

1 de,
H dr

Cx

i Wachstumsrate, h
¢, Konzentration der Biotrockenmasse, ggtm L™
t Zeit, h

In der darauffolgenden Ubergangsphase Il, die auch als Substratlimitierungsphase bezeich-
net wird, liegen ein oder mehrere Substrate in limitierender Konzentration vor. Mit einem von
Monod (1942) entwickelten Modell kann die Wachstumrate u in der exponentiellen Phase
und der Ubergangsphase Il als Funktion der Konzentration des limitierenden Substrats S
beschrieben werden (Gleichung 3.4). Dieser vereinfachende formalkinetische Ansatz setzt
voraus, dass die Wachstumsrate ausschlie3lich von einer limitierenden Substratkonzentra-
tion abhangt und alle anderen Prozessvariablen - wie Temperatur, Druck, pH und andere
Substrate - als konstant betrachtet werden kénnen.

cs
= Mmax -, 3.4
= Hmar e = (3.4)

Wnae  Wachstumsrate unter nicht limitierenden Bedingungen, h
Ccs Konzentration des limitierenden Substrates, mol L™

Ky Séttigungskonstante, mol L™

In cyanobakteriellen Kulturen ist die exponentielle Phase in der Regel vergleichsweise kurz,
da mit einer ansteigenden Dichte der Bakteriensuspension die Lichtausbeute pro Zelle auf-
grund einer zunehmenden gegenseitigen Verschattung stetig abnimmt. Der Lichteintrag, der
meist als Photonenflussdichte mit der Einheit LE m? s™' gemessen wird, ist somit das limi-
tierende Substrat in Kulturen phototropher Organismen. Die Einheit Einstein (E) ist definiert
als ein Mol Photonen, wobei die jeweilige Wellenlange unbetrachtet bleibt. Unter zusatzlicher
Beriicksichtigung des Effektes der Photoinhibierung bei hohen Lichtintensitaten gestaltet sich
das empirische Wachstumsmodell fiir Cyanobakterien wie in Gleichung 3.5 dargestellt (Aiba,
1982).
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I
TR — 3.5
o e 1+ 1 89)

K;
[  Lichtintensitat, uE m2 s
Kg Sattigungskonstante, uE m? s
K; Inhibitionskonstante, pE m? s

Da die Lichtintensitat innerhalb eines Photobioreaktors aufgrund von Absorptions- und Ab-
schattungseffekten der Zellsuspension nicht homogen verteilt ist, wird haufig eine integrale
Lichtintensitat (7*) fur die Berechnung der spezifischen Wachstumsrate herangezogen (Mo-
lina Grima et al., 1999; Su et al., 2003; Walter et al., 2003). Ein alternativer Ansatz basiert
auf der Verwendung einer integralen Wachstumsrate. Hierbei wird angenommen, dass die
Wachstumsraten einzelner Zellen zwar von der lokalen Lichtintensitat abhangen, die Kultur
als Ganzes betrachtet jedoch eine Wachstumsrate zeigt, die dem Mittel der individuellen Ra-
ten entspricht (Cornet et al., 1995; Tredici, 1999; Franco-Lara et al., 2006).

3.2.4 Industrieller Einsatz von Cyanobakterien

Die biotechnologische Nutzung von phototrophen Mikroorganismen hat in den letzten Jah-
ren stark zugenommen (Pulz und Gross, 2004). Hierbei richtete sich das Augenmerk hau-
fig auf die bioaktiven Sekundarmetabolite von Cyanobakterien. Die Palette an Naturstoffen,
die durch eine industrielle Massenproduktion von Cyanobakterien zugénglich ist, reicht von
Polysacchariden, Carotinoiden und Antioxidantien bis hin zu antibakteriellen, antiviralen und
pharmazeutisch aktiven Substanzen (Pulz und Gross, 2004; Cohen und Gurevitz, 2006).
Weitere Forschungsprojekte untersuchen die cyanobakterielle Produktion von molekularem
Wasserstoff als Energietrager (Kentemich et al., 1990) sowie Anwendungen im Bereich der
sgrauen” Umweltbiotechnologie. Beispiele hierfir sind die Bioremediation von Schadstoffen
und die Fixierung von Kohlendioxid in Industrieabgasen (Barton et al., 2004; Pulz und Gross,
2004).

Auch auf dem Gebiet der weiBen Biotechnologie haben Cyanobakterien ein gesteigertes Maf3
an Aufmerksamkeit erfahren, da die zellinterne Cofaktorregenerierung Uber Photosynthese
einen eleganten Ansatz fur Ganzzellbiotransformationen darstellt (Nakamura et al., 2000;
Shimoda et al., 2004; Havel und Weuster-Botz, 2006). Vor allem bei der Produktion chiraler
Alkohole aus prochiralen Ketonen wurden in Biotransformationen mit Cyanobakterien sehr
hohe Enantiomerenlberschisse erzielt, wie Tabelle 3.6 zeigt.
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Tabelle 3.6: Enantiomereniberschiisse (ee) bei der Reduktion prochiraler Ketone in Ganz-
zellbiotransformationen mit Cyanobakterien (Havel und Weuster-Botz, 2006)

Prochirales Keton Organismus Bedingung ee, %
6 o Ethyl-4-chlor-  Synechococcus Licht 96,8 (S)
CI\)J\/U\ o™~ acetoacetat PCC 7942 Dunkel 96,2 (S)
o 0 Ethylbenzoyl- Anabaena Licht 99,0 (S)
W 0™ acetat variabilis Dunkel 99,0 (S)
O 4’-Chloraceto- Nostoc Licht 91,0 (S)
@Jk phenon muscorum Dunkel 99,0 (S)
cl
0 2'3.4'5,6- Anabaena Licht > 99,8 (S)
ji;fL Pentafluor- variabilis Dunkel > 99,8 (S)
F F
F acetophenon

Alle untersuchten prochiralen Ketone konnten in Biotransformationen mit unterschiedlichen
Cyanobakterienstimmen mit hohen Enantiomerenlberschiissen zu den korrespondieren-
den (S)-Alkoholen reduziert werden. Besonders hervorzuheben ist hierbei die Umsetzung
von 2',3’,4’ 5’ 6’-Pentafluoracetophenon mit einem exzellenten Enantiomereniberschuss von
> 99,8 %. Dieses Ergebnis ist insofern au3ergewdhnlich, da gangige Enzyme, die asymme-
trische Synthesen oder enantioselektive Hydrolysen katalysieren - wie Dehydrogenasen aus
Thermoanaerobacter- und Lactobacillus-Spezies und Lipasen aus Pseudomonas-Stammen,
haufig geringere Enantiomerentberschisse mit fluorierten Verbindungen erzielen (Havel und
Weuster-Botz, 2006; Sakai et al., 1998).

Grof3technische Anwendungen von Ganzzellbiotransformationen mit Cyanobakterien sind je-
doch momentan und in absehbarer Zukunft nicht durchfiihrbar, da enorme Photobioreakto-
ren bendtigt wirden, die in industriellen Prozessen nicht blich sind. Obwohl die Produktion
chiraler Alkohole mit Cyanobakterien auch im Dunkeln und somit véllig entkoppelt von der
Photosynthese ablaufen kann, ist fiir die Generierung der Biomasse Licht erforderlich (Havel
und Weuster-Botz, 2007).

Ein weiteres Problem bei der industriellen Nutzung von Cyanobakterien ist die geringe Zell-
dichte, die in Photobioreaktoren erreicht wird. Limitierend ist hierbei vor allem der Lichteintrag
in dichte Kulturen. Bei der Verwendung von Reaktortypen, die ein giinstiges Oberflachen- zu
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Volumenverhaltnis besitzen, wie Platten- oder Rohrreaktoren, liegen typische Biomassekon-
zentrationen zwischen 2-8 ggtm L™ (Pulz, 2001). Verglichen mit Hochzelldichte-Kultivierungen
von Escherichia coli, bei denen Biomassekonzentrationen iber 100 ggtm L' erzielt werden,
sind diese Werte dennoch sehr gering (Riesenberg und Guthke, 1999).

Aus diesen Grlnden stellen Oxidoreduktasen aus Cyanobakterien interessante Enzyme fir
die heterologe Expression in einem industriellen Plattformorganismus wie Escherichia coli
dar.
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3.3 Die 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase

Die von Havel (2006) identifizierte Oxidoreduktase, die in Zellen von Synechococcus PCC
7942 fur die asymmetrische Reduktion von 2’,3’,4’ 5’,6’-Pentafluoracetophenon zum korre-
spondierenden (S)-Alkohol verantwortlich ist, tragt die EC-Nummer 1.1.1.100 und wird als
3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase (KR) bezeichnet.

3.3.1 Natirliche Funktion

Die naturliche Funktion der KR liegt in der bakteriellen Fettsauresynthese. Bei Tieren, Pil-
zen und einigen Mycobakterien sind die verschiedenen enzymatischen Funktionen der Fett-
sauresynthese in einem oder zwei Multidomanenproteinen integriert, die als Typ-I-Fettsaure-
synthase (FAS I) bezeichnet werden (Leibundgut et al., 2008). Bei Pflanzen und den meis-
ten Bakterien, darunter auch bei den Cyanobakterien, wird der Fettsdureelongationszyklus
durch eine Reihe von einzelnen Enzymen katalysiert, die in ihrer Gesamtheit unter dem Be-
griff Typ-Il-Fettsduresynthase (FAS Il) zusammengefasst werden (Rock und Cronan, 1996;
Rawsthorne, 2002).

Die genetische Information fir die KR liegt in vielen Bakterien, wie in Escherichia coli und
Bacillus subtilis, in einem Bereich, in dem die Gene fir mehrere an der Fettsaurebiosynthese
beteiligte Enzyme in rdumlicher Nahe zusammengefasst sind (Rawlings und Cronan, 1992;
Morbidoni et al., 1996). Dieser Bereich wird auch als fatty acid biosynthesis (fab)-Cluster und
das darin lokalisierte Gen fur die KR als fabG bezeichnet (Rawlings und Cronan, 1992).
Abbildung 3.9 gibt eine Ubersicht iiber die Reaktionen der bakteriellen Fettsduresynthe-
se. Jedes Enzym im Elongationszyklus interagiert mit dem Acyl-Carrier-Protein (ACP). Da-
durch werden die Reaktionsintermediate, die an die prosthetische Gruppe Phosphopan-
tethein gebunden sind, von einem aktiven Zentrum zum néachsten transportiert. ACP ist je-
doch nicht essentiell fir die enzymatische Aktivitat der KR (Zhang et al., 2003). Die Ma-
lonsaure, die zur Kettenverlangerung bendtigt wird, ist bei ihrem Eintritt in den Elongati-
onszyklus an Coenzym A (CoA) gebunden, das aktivierend auf Fettsauren wirkt. Im Einzel-
nen werden in jedem Zyklus folgende Reaktionsschritte durchlaufen: Nach der Ubertragung
von Malonsaure auf die Malonyl-CoA-ACP-Transacylase (MCAT) katalysiert die 3-Ketoacyl-
ACP-Synthase (KAS) die Kondensation mit einem dort angelagerten Acyl-Rest. Die Reduk-
tion des gebildeten B-Ketoesters zum (R)-3-Hydroxyacyl-ACP erfolgt durch die KR unter
NADPH-Verbrauch. Hieran schlieBt sich die Dehydratisierung durch die 3-Hydroxyacyl-ACP-
Reduktase (DH) und die Reduktion der 2,3-ungesattigten zur gesattigten Fettsaure mit Hilfe
der Enoyl-ACP-Reduktase (ER) an (Wright, 2004; Ren et al., 2000).
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Abbildung 3.9: Bakterielle Fettsduresynthese. Das Acyl-Carrier-Protein (ACP) reicht das
Substrat, das als aktiviertes Malonyl-Coenzym A (CoA) in die Synthese ein-
gefuhrt wird, von Enzym zu Enzym weiter. Folgende Enzyme sind involviert:
MCAT (FabD) - Malonyl-CoA-ACP-Transacylase; KAS (FabH, FabB, FabF)
- 3-Ketoacyl-ACP-Synthase; KR (FabG) - 3-Ketoacyl-ACP-Reduktase; DH
(FabA) - 3-Hydroxyacyl-ACP-Reduktase; ER (Fabl) - Enoyl-ACP-Reduktase
(nach Wright (2004)).

Die genaue Organisation der FAS Il in Pflanzen, die in den Chloroplasten lokalisiert ist (Har-
wood, 1996), und in Cyanobakterien ist noch ungeklart (Brown et al., 2006). Es gibt jedoch
biochemische Anzeichen fur die Bildung von Enzymkomplexen, an denen zumindest eini-
ge Proteine der FAS Il beteiligt sind, sowie fiir eine Assoziation mit der Thylakoidmembran
(Roughan und Ohlrogge, 1996; Slabas und Smith, 1988; Thelen und Ohlrogge, 2002). Sla-
bas und Smith (1988) konnten beispielsweise zeigen, dass 80 % des ACP-Gehalts von Pflan-
zen in der Thylakoidmembran lokalisiert ist. Dariiber hinaus ist die Acetyl-CoA-Carboxylase
(ACCase), die die Carboxylierung von Acetyl-CoA zu Malonyl-CoA katalysiert, das anschlie-
Bend in den Fettsdureelongationszyklus eingespeist wird, Uber nicht-ionische Wechselwir-
kungen an die Thylakoidmembran gebunden (Thelen und Ohlrogge, 2002).
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Auch von Havel (2006) wurde eine Assoziation der cyanobakteriellen KR mit der Membran-
fraktion festgestellt, wobei sich das Enzym wie ein peripheres Membranprotein verhielt. Der
Grund far die beobachtete Membranbindung ist jedoch ungeklart. Abbildung 3.10 gibt eine
Ubersicht Giber die haufigsten Assoziationsformen von Proteinen mit einer Lipiddoppelschicht.

Glykolipid-
anker
Protein-Protein-
Interaktionen
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domanen anker N Interaktionen

Abbildung 3.10: Mdgliche Assoziationsformen von Proteinen mit einer Lipiddoppelschicht
(nach O’Day (2005)).

Integrale Membranproteine sind in der Lipiddoppelschicht fest verankert. Haufig geschieht
dies durch Einlagerung einer oder mehrerer membran-durchspannender Doméanen. Alterna-
tiv wird die Membranbindung auch durch Glykolipid- oder Phospholipidanker vermittelt. Wah-
rend die meisten integralen Membranproteine bioinformatisch anhand der charakteristischen
Transmembrandomanen leicht identifizierbar sind, unterscheiden sich periphere Membran-
proteine haufig in ihrer Zusammensetzung kaum von léslichen Proteinen (Bhardwaj et al.,
2006). Periphere Membranproteine sind nur locker mit der Membran verbunden, beispielswei-
se Uber Protein-Protein-Interaktionen, ionische oder hydrophobe Bindungskrafte. Ein Maf3 fur
die Hydrophobizitat eines Proteins ist der Grand Average of Hydropathicity (GRAVY)-Index
(Kyte und Doolittle, 1982). Ein negativer Wert kennzeichnet ein hydrophiles Protein, wahrend
ein positiver GRAVY-Index auf einen hydrophoben Proteincharakter schlieBen lasst. Proteine
mit einem GRAVY-Index Uber 0,3 werden als stark hydrophob betrachtet (Millar, 2007).
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3.3.2 Struktur

Mehrere Kristallstrukturen von pflanzlichen und bakteriellen 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-
Reduktasen sind verfligbar. Unter anderem wurden die 3D-Strukturen der Enzyme aus Esche-
richia coli, Raps (Brassica napus) und Bacillus anthracis aufgeklart (Price et al., 2001; Fis-
her et al., 2000; Zaccai et al., 2008). Bei diesen Enzymen zeigte das KR-Monomer jeweils
die fur Dinukleotid-bindende Enzyme typische Rossmann-Faltung, die aus einem Paar aus
Bapap-Motiven besteht (Rossmann et al., 1975). Jedes der beiden alternierenden Bof o -
Motive bindet dabei eine Halfte des Dinukleotids. Allen Kristallstrukturen war dartber hinaus
gemeinsam, dass die KR als Tetramer mit einer 222-Symmetrie vorlag und zwei verschie-
dene Dimerisierungsebenen aufwies. Damit kann das Enzym auch als Dimer aus Dimeren
betrachtet werden (Lai und Cronan, 2004).

Die KR gehdrt zur Proteinfamilie der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs). Die
SDRs umfassen Enzyme mit einer groB3en funktionellen Diversitat, die trotz einer meist ge-
ringen Sequenzidentitat (15 - 30 %) gemeinsame Faltungsmuster aufweisen (Kallberg et al.,
2002; Persson et al., 2003). Die von SDRs umgesetzten Substrate reichen von Alkoholen und
Ketonen, Zuckern, Steroiden und aromatischen Verbindungen bis hin zu Xenobiotika (Pers-
son et al., 2003). Wahrend sich die Faltung des N-terminalen Bereiches der Enzyme, der
fur die Bindung der Cofaktoren NADP(H) oder NAD(H) zustandig ist, aufgrund der zugrunde
liegenden Rossmann-Faltung stark &hnelt, ist die 3D-Stuktur des C-terminalen Teils, der an
der Substratbindung beteiligt ist, deutlich diverser (Kallberg et al., 2002).

Die heterogene Familie der SDRs lasst sich auf der Grundlage von Sequenzahnlichkeiten
weiter untergliedern. Die gréBten Gruppierungen bilden die ,klassischen” und ,erweiterten*
SDRs, die sich im Wesentlichen in der Anzahl an Aminosauren (250 bzw. 350) und im Be-
reich der Cofaktorbindestelle unterscheiden (Jornvall et al., 1995). Die KR gehért zu den
klassischen SDRs.

Die katalytische Aktivitat der klassischen SDRs wird durch eine Aminoséauretriade aus Serin
(S), Tyrosin (Y) und Lysin (K) vermittelt, die im Bereich des B5-Stranges und der a5-Helix
lokalisiert ist (Ghosh et al., 1994a; Oppermann et al., 1997). Abbildung 3.11 zeigt den kata-
lytischen Mechanismus der KR.

Da in den meisten SDR-Enzymen zusétzlich ein konserviertes Asparagin (N) in der a4-Helix
vorliegt, das an der Reaktion beteiligt ist, wird hdufig auch von einer katalytischen Tetrade
gesprochen (Filling et al., 2002; Oppermann et al., 2003). In Tabelle 3.7 sind die konser-
vierten Sequenzmotive der klassischen SDRs angegeben, die auch die katalytische Tetrade

umfassen.
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Tyrosin
o HH D NADPH
.. 0 Mg N
(Fettsaurekette) H N
Q O'.. O. R
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(Fettsaurekette)
@)
(ACP)—S
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Abbildung 3.11: Katalytischer Mechanismus der KR (nach Zaccai et al. (2008)).
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Tabelle 3.7: Konservierte Sequenzmotive in der Familie der klassischen SDRs. Die Sequen-
zen sind im Einbuchstabencode (Tabelle 9.2) dargestellt. Kleinbuchstaben re-
prasentieren folgende Aminosauregruppen: a = aromatische, g = geladene, h =
hydrophobe, p = polare, x = beliebige Aminosaure. Alternative Aminosauren an
einer Position sind in Klammern angegeben, wahrend die katalytische Tetrade
fett gedruckt ist (Kallberg et al., 2002; Persson et al., 2003).

Sekundarstruk- Sequenzmotiv Postulierte Funktion

turelement

Bl + al TGxxxGhG Beteiligung an der Cofaktorbindung
B3+ a3 Dhx[gp] Bindung des Adeninrings des Cofaktors
B4 GxhDhhhNNAGh Stabilisierung des zentralen -Faltblatts
a4 hNhxG Teil des aktiven Zentrums

B5 GxhhxhSSh Teil des aktiven Zentrums

oS YX[AS][STIK Teil des aktiven Zentrums

B6 h[KR]h[NS]xhxPGxxxT Strukturelle Funktion

Die Familie der klassischen SDRs kann anhand der Cofaktorspezifitat weiter in Subfamilien
untergliedert werden. Die Einteilung wird anhand weniger Schlisselpositionen vorgenom-

men, die in Tabelle 3.8 dargestellt sind.

Tabelle 3.8: Einteilung der klassischen SDRs in Subfamilien und ihre Haufigkeit in der Pro-
teindatenbank Swiss-Prot (Kallberg et al., 2002; Persson et al., 2003). Die Ami-
nosauren sind im Einbuchstabencode (Tabelle 9.2) angegeben.

Schlisselposition 2

Subfamilie Cofaktor 15 36 37 38 Haufigkeit
cD1d NAD(H) D 25 %
cD1e NAD(H) E 1%
cD2 NAD(H) D/E 1%
cD3 NAD(H) D/E 3%
cP1 NADP(H) K/R 10 %
cP2 NADP(H) K/R 16 %
cP3 NADP(H) K/R K/R 30 %
Unklassifiziert 14 %

2 Die Zahlen beziehen sich auf das Modellenzym 3,20 3-Hydroxysteroiddehydrogenase.
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In NAD(H)-bindenden Enzymen befindet sich haufig eine saure Aminosaure, Aspartat (D)
oder Glutamat (E), am C-terminalen Ende des (2-Stranges oder auch ein bis zwei Ami-
nosaurepositionen dahinter. In der 3c,2053-Hydroxysteroiddehydrogenase, die von Kallberg
et al. (2002) und Persson et al. (2003) als Modellenzym fir die klassischen SDRs verwen-
det wurde, entsprechen diese Aminosauren den Positionen 36 bis 38 (Ghosh et al., 1994b).
NADP(H)-bindende Enzyme weisen in der Regel ein oder zwei basische Aminosauren, Ar-
ginin (R) oder Lysin (K), auf. In den meisten Enzymen befindet sich eine basische Amino-
saure kurz hinter dem B2-Strang, was in der 3a,208-Hydroxysteroiddehydrogenase mit Po-
sition 37 korrespondiert. Die zweite basische Aminoséaure, die mitunter auch alleine fiir die
NADP(H)-Spezifitat verantwortlich ist, liegt innerhalb des TGxxxGhG-Motivs, das an der Co-
faktorbindung beteiligt ist. In der 3c,203-Hydroxysteroiddehydrogenase entspricht das der
Aminosaureposition 15 (Ghosh et al., 1994b).

3.3.3 Enzymmechanismus

Bei der kinetischen Beschreibung einer enzymkatalysierten Reaktion wird im einfachsten Fall
von einer irreversiblen Ein-Substrat-Ein-Produkt-Reaktion ausgegangen:

k1 k2
E+ST=2 ES —E+P

k.4

Abbildung 3.12: Reaktionsschema einer irreversiblen Ein-Substrat-Ein-Produkt-Reaktion.
Das Enzym (E) reagiert mit dem Substrat (S) unter Bildung eines Enzym-
Substrat-Komplexes (ES), der in freies Enzym und unveréndertes Substrat
dissoziieren kann oder in freies Enzym und Produkt (P). Die Konstanten k;
sind die Geschwindigkeitskonstanten der Teilreaktionen.

Leonor Michaelis und Maud Menten (1913) entwickelten ein kinetisches Modell zur Beschrei-
bung dieses Reaktionsmechanismus, das auf folgenden, grundlegenden Annahmen basiert:

 Jeweils ein Enzym- und ein Substratmolekil bilden einen aktivierten Enzym-Substrat-
Komplex (ES).

* Der aktivierte ES-Komplex befindet sich im FlieBgleichgewicht der Gesamtreaktion, d.h.

dES| _

seine Konzentration ist konstant: =

» Die Reaktion verlauft weit entfernt vom thermodynamischen Gleichgewicht, so dass
eine mdgliche Rickreaktion im letzten Reaktionsschritt vernachlassigbar ist. Dies ist
bei der Messung von Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten der Fall: [P] = 0.

» Geschwindigkeitsbestimmend ist die Desorption des Produktes (k»).
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3.3 Die 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase

Unter Berlcksichtigung dieser Annahmen lasst sich fir die Reaktionsgeschwindigkeit v die
in Gleichung 3.6 dargestellte klassische Michaelis-Menten-Kinetik herleiten:

V = Vinax

Ky + 5]

v Reaktionsgeschwindigkeit, mol s

vmae Maximale Reaktionsgeschwindigkeit, mol s
[S]  Substratkonzentration, mol L™

K, Halbsattigungskonzentration, mol L™

Die Halbséttigungskonzentration K, ergibt sich aus den Geschwindigkeitskonstanten der ein-
zelnen Reaktionsschritte und kennzeichnet die Substratkonzentration, bei der die Reaktion
mit halb-maximaler Geschwindigkeit ablauft:

. ko +k_1

K,
m kl

(3.7)

Die bisherigen Uberlegungen besitzen Gilltigkeit fiir Reaktionen, bei denen ein Substrat zu
einem Produkt umgesetzt wird. In der Realitat entspricht dies jedoch eher einem Sonderfall,
da die meisten Enzyme Reaktionen katalysieren, an denen zwei oder mehrere Substrate teil-
nehmen. Auch an der Enzymreaktion der KR sind zwei Substrate beteiligt: das Substrat mit
der zu reduzierenden Carbonylfunktion sowie der Cofaktor NADPH. Somit unterliegt die En-
zymkinetik der KR einem Zweisubstratmechanismus. In der Literatur sind zwei verschiedene
Enzymmechanismen fiir 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktasen beschrieben worden.
FlOr das Enzym aus Streptococcus pneumoniae wurde ein ,random Bi-Bi-Mechanismus* ge-
zeigt, bei dem keine Reihenfolge der Substratbindung vorgegeben ist (Patel et al., 2005). Im
Gegensatz hierzu wurde fir das Enzym aus Plasmodium falciparum ein geordneter Bi-Bi-
Mechanismus mit NADPH als zuerst bindendem Substrat postuliert (Wickramasinghe et al.,
2006). Eine Unterscheidung dieser beiden Mechanismen ist Uber eine Untersuchung der
Produktinhibierung méglich, da die Art der Enzymhemmung eines Produktes in Abhangigkeit
zum vorliegenden Mechanismus steht (Bisswanger, 2000).

Die Enzyminhibierung beschreibt den negativen Effekt auf die Enzymaktivitat, der durch die
Bindung von Liganden an katalytische oder regulatorische Zentren des Proteins hervorge-
rufen wird. Bei der Produktinhibierung handelt es sich um eine reversible Hemmung des
Biokatalysators, die sich in eine kompetitive, unkompetitive und nicht-kompetitive Hemmung
unterteilen lasst.
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A B c
kompetitiv unkompetitiv nicht-kompetitiv
k, Ky K; k; K, k,
E+S(:> ES — E+P E+S = ES — E+P E+ST— ES — E+P
+ Ky k, . + K, +
| I | ) |
kalT k, kalT Ky kalT K, k‘l‘lk k,
Ks
El EIS El+S & EIS

[n i 1]

" ‘\Steige"d N % ‘\steigend N / ‘\steigend
A

1/[S] 1/[8] 1/[8]

Abbildung 3.13: Formen der Enzyminhibierung und das zugehdérige Muster in der doppelt-
reziproken Auftragung. A) Kompetitive Hemmung. B) Unkompetitive Hem-
mung C) Nicht-kompetitive Hemmung.

Abbildung 3.13 gibt eine Ubersicht liber die verschiedenen Hemmtypen und ihr Erschei-
nungsbild in der doppelt-reziproken Darstellung. Bei der Auftragung der reziproken Wer-
te von Substratkonzentration und Reaktionsgeschwindigkeit entsteht eine Gerade, die die
Abszisse bei -1/Ky, und die Ordinate bei 1/vmax schneidet. Die Gleichungen zur Beschrei-
bung der Enzymkinetik in Anwesenheit von Inhibitoren sind von der einfachen Michaelis-
Menten-Gleichung abgeleitet und basieren demnach auf denselben vereinfachenden Annah-
men (Bisswanger, 2000).

Bei der kompetitiven Hemmung, die durch Gleichung 3.8 beschrieben wird, konkurriert der
Inhibitor mit dem Substrat um die Bindungsstelle am aktiven Zentrum. Die apparente Halb-
sattigungskonzentration wird in Gegenwart des Inhibitors erhéht, wahrend die maximale Re-
aktionsgeschwindigkeit unverandert bleibt, da der reversibel gebundene Inhibitor durch die
Zugabe von Substrat verdréangt werden kann. Die kompetitive Hemmung fihrt daher in der
doppelt-reziproken Darstellung zu einer Schar von Geraden, die sich auf der y-Achse schnei-
den, wie Abbildung 3.13 A zeigt.
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N 5
V= mame ) I%]A) [S] (38)

1] Inhibitorkonzentration, mol L™
Kik:%‘ Gleichgewichtskonstante der Inhibitorbindung an das freie Enzym,

mol L

Im Falle der unkompetitiven Hemmung bindet der Inhibitor an den Enzym-Substrat-Komplex,
nicht jedoch an das freie Enzym. In der doppelt reziproken Darstellung erscheint dieser
Hemmtyp als Schar paralleler Geraden (Abbildung 3.13 B). Durch den Inhibitor wird sowohl
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit als auch die Halbsattigungskonzentration verandert.
Gleichung 3.9 gibt den Einfluss eines unkompetitiven Inhibitors auf die enzymatische Umset-

zung wieder:

]
K+ [S](1+ 1)

V = Vmax

Ky, = %“ Gleichgewichtskonstante der Inhibitorbindung an den Enzym-Substrat-

Komplex, mol L™

Eine Substratinhibierung ist eine spezielle Form der unkompetitiven Hemmung, die sich durch
folgende Gleichung beschreiben l&sst (I = S):

[S]

V= Vmax—
K +[5]+

iu

(3.10)

[§]

Eine nicht-kompetitive Hemmung liegt vor, wenn der Hemmestoff sowohl an das freie En-
zym als auch an den Enzym-Substrat-Komplex bindet. Wahrend die maximale Reaktions-
geschwindigkeit herabgesetzt wird, zeigt die Inhibitorbindung keinen Effekt auf die Halbsatti-
gungskonzentration und die Geraden schneiden sich auf der x-Achse, wie Abbildung 3.13 C
zeigt. Gleichung 3.11 beschreibt die Reaktionsgeschwindigkeit in Anwesenheit eines nicht-

kompetitiven Inhibitors:

(3.11)
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Jedoch entspricht die reine nicht-kompetitive Hemmung in der Praxis der Ausnahme. Meist
liegt eine sogenannte ,gemischte Hemmung* vor, bei der auch ein Einfluss auf die apparente
Halbsattigungskonzentration beobachtet wird. Die gemischte Hemmung fihrt in der doppelt-
reziproken Auftragung ebenfalls zu einer Schar von Geraden mit gemeinsamen Schnittpunkt
links von der y-Achse. Im Gegensatz zur reinen nicht-kompetitiven Hemmung, bei der K,
gleich K ist, schneiden sich die Geraden jedoch nicht auf der Abszisse. Ist K;, groBer als
K, liegt der Schnittpunkt Uber der x-Achse, wéahrend er im umgekehrten Fall unter der x-
Achse lokalisiert ist (Gilbert, 2000; Bisswanger, 2000).

Produktinhibitionsexperimente kdnnen ein detailliertes Bild Uber den Enzymmechanismus
von Zweisubstratreaktionen liefern. Im Verlauf einer Zweisubstratreaktion werden die Sub-
strate A und B durch das Enzym zu den Produkten P und Q umgesetzt:

A+BZP+Q (3.12)

Tabelle 3.9 gibt eine Ubersicht tiber die méglichen Inhibitionsmuster, die aus der Zugabe der
Produkte P und Q zu der Enzymreaktion resultieren, wenn die Konzentrationen der Substrate
A und B im nicht-gesattigten Bereich gehalten werden und eines der beiden Substrate variiert

wird.

Tabelle 3.9: Inhibitionsmuster bei einer Produktinhibitionsstudie im nicht-gesattigten Bereich
flr verschiedene Zweisubstratmechanismen (Bisswanger, 2000).

Mechanismus Produkt als variables Substrat A konstantes Substrat A

Inhibitor  konstantes Substrat B variables Substrat B

Geordnet Bi-Bi P nicht-kompetitiv nicht-kompetitiv

Q kompetitiv nicht-kompetitiv
Theorell Chance P nicht-kompetitiv kompetitiv

Q kompetitiv nicht-kompetitiv
Random Bi-Bi P kompetitiv kompetitiv
(Rapid Equilibrium) Q kompetitiv kompetitiv
Ping-Pong Bi-Bi P nicht-kompetitiv kompetitiv

Q kompetitiv nicht-kompetitiv
Iso Ping-Pong Bi-Bi P nicht-kompetitiv kompetitiv
(Isomerisierung) Q nicht-kompetitiv nicht-kompetitiv
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Die kinetische Beschreibung eines Zweisubstratmechanismus wird nachfolgend am Beispiel
des geordneten Bi-Bi-Mechanismus dargestellt. Dies ist der am haufigsten vorliegende En-
zymmechanismus von NAD(P)H-bindenden Oxidoreduktasen (Murray et al., 2006). Im Fall
eines geordneten Ablaufs ist die Bindung des ersten Substrats A notwendig, bevor die Bin-
dung des zweiten Substrats B erfolgen kann. Analog findet die Freisetzung des Produkts
P statt, bevor das Produkt Q und das Enzymmolekil dissoziieren kénnen. Dies wird in der
schematischen Darstellung nach Cleland (1963a,b,c) wie folgt visualisiert:

E EA EAB EQ E
EPQ

Abbildung 3.14: Reaktionsschema des geordneten Bi-Bi-Mechanismus nach Cleland
(1963a,b,c).

Unter Beriicksichtigung des in Abbildung 3.14 dargestellten Reaktionsschemas ergibt sich fir
die Gesamtreaktion die komplexe Geschwindigkeitsgleichung 3.13 (Bisswanger, 2000). Die
Definitionen der kinetischen Parameter sind in Tabelle 3.10 aufgelistet.

Viva([4)(B] - B2

KinKnVa + K Va[A] + Ko V8] + K291 4 KOs ]

V=

(3.13)

KngVilA[P] | KaaV2[BJ[O] | Vi[PI[Q] | V[A][BI[P] | Vi[B][P][Q
%ml;(g][]_F AKZiL][}_i_l[Ki[]_i_ 2[I]<EPM]+1[I<}B[KLH

_l’_

Werden Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten gemessen, so gilt flir die Konzentration der Pro-
dukte [P] = [Q] = 0 und die Geschwindigkeitsgleichung vereinfacht sich flr die Hinreaktion zu:

Vi[A][B]

= 3.14
’ KiAKmB + KmB [A} + KmA [B] + [A] [B] ( )

Analog gilt fur die Rlckreaktion unter den Bedingungen [A] = [B] = 0:
_ VZ[P] [Q] (3_1 5)

KiAKmB + KmQ [P] +I(mP[Q] + [P] [Q]
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3 Theoretische Grundlagen

Tabelle 3.10: Kinetische Parameter des geordneten Bi-Bi-Mechanismus (Bisswanger, 2000).
E, entspricht der Gesamtkonzentration an Enzym.

Parameter Bedeutung Definition
: . : k3ky4[E
Vi Maximalgeschwindigkeit der Hinreaktion KalElo
k3 +ky4
o . : k_1k_3E
V) Maximalgeschwindigkeit der Rickreaktion w
k_14+k_
K Halbsattigungskonzentration des Substrats A _ ksks
A gung Ky (ks + ka)
: ky(k—o+k
K Halbsattigungskonzentration des Substrats B w
ko (ks +kq)
: k_y(k_p+k
Kynp Halbsattigungskonzentration des Produkts P Forlkaths)
k_3(k_1+k_2)
K Halbsattigungskonzentration des Produkts Q _ kerks
"o k_a(k—1 +k_o)
k_
Kia Dissoziationskonstante des Substrats A k—l
1
. k_1+k_
K Dissoziationskonstante des Substrats B %
2
Kip Dissoziationskonstante des Produkts P k3k+ ks
-3
. k.
Kio Dissoziationskonstante des Produkts Q k—4
—4
. . . kikoksk
K, Gleichgewichtskonstante der Reaktion _ 1R
k_1k_ok_3k_4
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3.4 Cofaktorregenerierung

3.4 Cofaktorregenerierung

Bei der Reduktion von Carbonylverbindungen durch NAD(P)H-abhéngige Oxidoreduktasen
werden die Nikotinamid-Cofaktoren im Verlauf der Reaktion oxidiert, indem ein Wasserstoff-
atom mit Elektronenpaar (,Hydrid-lon“) auf das Carbonylkohlenstoffatom des Substrats tber-
tragen wird. In Anbetracht der hohen Kosten von Cofaktoren wiirde ein industrieller Einsatz
von Oxidoreduktasen bei einer stéchiometrischen Zugabe von NADH oder NADPH unwirt-
schaftlich werden. Aus diesem Grund wurden verschiedenste Methoden entwickelt, um Co-
faktoren in situ zu regenerieren (Weuster-Botz, 1999; van der Donk und Zhao, 2003; Faber,
2004).

Die Effizienz eines Regenerierungsprozesses wird anhand der Anzahl der Zyklen bewertet,
die durchlaufen werden, bevor das Cofaktormolekil inaktiviert wird (Faber, 2004). Die maxi-
male Zykluszahl wird in der Regel als ,total turnover number® (TTN) angegeben, die definiert
ist als die Anzahl der gebildeten Mol an Produkt pro Mol verbrauchtem Cofaktor (Chenault
und Whitesides, 1987). Um einen ékonomischen Prozess zu gewahrleisten, sollte ein Co-
faktor je nach Wert des hergestellten Produkts mindestens 10% - 10° Zyklen durchlaufen
(van der Donk und Zhao, 2003). Neben einer hohen maximalen Zykluszahl sind folgende
Entscheidungskriterien bei der Wahl eines geeigneten Regenerierungssystems von Bedeu-
tung (Chenault und Whitesides, 1987; Weuster-Botz, 1999):

Keine Interferenz mit der Synthesereaktion oder der Produktaufarbeitung

» Geringer Kostenaufwand und kommerzielle Verfligbarkeit der benétigten Agenzien

Keine inhibierenden oder deaktivierenden Effekie der Substrate oder Produkte der Re-
generierung

Verschiebung des thermodynamischen Gleichgewichts auf die Seite des Zielprodukts

Neben der chemischen Reduktion der oxidierten Cofaktormolekile durch Zugabe eines redu-
zierenden Agenz wie Natriumdithionit (Na>S»>04) (Jones et al., 1972) existieren auch elektro-
und photochemische Methoden fiir die Cofaktorregenerierung (Jensen und Elving, 1984;
Wienkamp und Steckhan, 1982; Mandler und Willner, 1986; Julliard et al., 1986). Wesent-
liche Nachteile all dieser Methoden sind das Auftreten unerwinschter Nebenreaktionen, die
geringe Regioselektivitat und die niedrigen maximalen Zykluszahlen (TTN < 108). Da en-
zymatische Regenerierungsmethoden vergleichsweise effizient sind, haben sie eine breite
Anwendung gefunden (Faber, 2004).
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In Ganzzellbiotransformationen kann die Cofaktorregenerierung prinzipiell durch den mikrobi-
ellen Stoffwechsel erfolgen. Eine Abschatzung der NADH-Regenerierung durch wachsende
Zellen, die Glukose als Kohlenstoff- und Ammonium als Stickstoffquelle verwenden, ergab
einen Wert von 720 U ggtm™! (Duetz et al., 2001). Folglich kann die intrazelluldre Cofaktor-
regenerierung ab Oxidoreduktaseaktivitaiten von mehreren 100 U ggtm™' zur limitierenden
GréBe werden (Duetz et al., 2001). In diesen Féllen sowie bei der Verwendung von ruhenden
Zellen kann die Einbindung von enzymatischen Regenerierungsmethoden auch in Ganzzell-
ansatzen zu einer erheblichen Steigerung der Effizienz eines Prozesses beitragen (Duetz
et al., 2001; van der Donk und Zhao, 2003).

Bei den enzymatischen Regenerierungsmethoden werden Substrat- und Enzym-gekoppelte
Ansétze unterschieden, die nachfolgend naher dargestellt werden.

3.4.1 Substrat-gekoppelter Ansatz

Beim Substrat-gekoppelten Ansatz erfolgt die Cofaktorregenerierung durch das gleiche En-
zym, das auch die gewtinschte Reduktion der Carbonylverbindung katalysiert. Durch die Zu-
gabe eines mdglichst kostenglinstigen Cosubstrates, wie beispielsweise Isopropanol, wird
die Reduktionsreaktion des Ketons mit der Oxidationsreaktion des Alkohols gekoppelt, wie in
Abbildung 3.15 dargestellt ist.

Substrat Produkt

O OH
)k Enzym 1 /a
R1 R, ; : R] R,

NAD(P)H + H*  NAD(P)*

O \ / OH
R}km Enzym 1 R3}\R4

Nebenprodukt Cosubstrat

Abbildung 3.15: Substrat-gekoppelter Ansatz der Cofaktorregenerierung.

Dieser Ansatz, der unter anderem sehr erfolgreich mit den Alkoholdehydrogenasen aus Pfer-
deleber und Lactobacillus brevis durchgefiihrt wurde (Schubert et al., 2002), birgt jedoch
auch mdgliche Nachteile. Vor allem in Dehydrogenase-katalysierten Reaktionen liegt das
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Reaktionsgleichgewicht hdufig auf der Seite der Reduktionsreaktion (Faber, 2004). Aus die-
sem Grund werden zur Uberwindung thermodynamischer Limitierungen iblicherweise hohe
Konzentrationen an Cosubstrat zugegeben, wodurch das Reaktionsgleichgewicht in Richtung
des gewlinschten Produktes verschoben wird (van der Donk und Zhao, 2003; Faber, 2004).
Der im Uberschuss eingesetzte Alkohol und das daraus gebildete Keton filhren jedoch haufig
zu einer Inhibierung oder Deaktivierung des eingesetzten Enzyms oder erhéhen den Auf-
wand bei der Produktisolierung. Aus diesen Griinden wird in den meisten Prozessen auf

einen Enzym-gekoppelten Ansatz zuriickgegriffen (Faber, 2004).

3.4.2 Herkd6mmlicher Enzym-gekoppelter Ansatz

Beim Enzym-gekoppelten Ansatz, der schematisch in Abbildung 3.16 dargestellt ist, werden
die Reduktion der Carbonylverbindung und die Regenerierung der Cofaktoren durch zwei

unterschiedliche Enzyme katalysiert.

Substrat Produkt

O OH
)J\ Enzym 1 /g\
Rj R2 / \ R] R,

NAD(P)H + H*  NAD(P)*

N/

Enzym 2

Nebenprodukt Cosubstrat

Abbildung 3.16: Enzym-gekoppelter Ansatz der Cofaktorregenerierung.

Enzyme, die im Rahmen einer Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierung Anwendung fin-
den, gehdren beispielsweise zu den Formiatdehydrogenasen (FDH, EC 1.2.1.2), den Gluko-
sedehydrogenasen (GDH, EC 1.1.1.47), den Glukose-6-phosphat-dehydrogenasen (G6PDH,
EC 1.1.1.49) oder den Phosphitdehydrogenasen (PTDH, EC 1.20.1.1) (van der Donk und
Zhao, 2003; Faber, 2004). Abbildung 3.17 zeigt die von den verschiedenen Regenerierungs-
enzymen katalysierten Reaktionen, wahrend typische Beispiele fir diese Enzyme und ihre
Eigenschaften in Tabelle 3.11 aufgelistet sind.
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A
HCOOH /FDH\‘ - CO,
NAD*  NADH + H’
B

OR GDH (R = H)

OH™OH OH™O

R -

HO Q G6PDH(R=P®)  HO Q sto OH

" S - "o HOHMOH
OR<

NAD(P)* NAD(P)H + H*

Cc
O O

I PTDH [
H/}:_)\O- * H0 / \ o HO/II?\O-

© NAD* NADH + H*

O

Abbildung 3.17: Beispiele fir katalysierte Reaktionen bei der Regenerierung von Cofakto-
ren durch A) Formiatdehydrogenasen (FDH), B) Glukosedehydrogenasen
(GDH) und Glukose-6-phosphat-dehydrogenasen (G6PDH) oder C) Phos-
phitdehydrogenasen (PTDH) (Costas et al., 2001; Faber, 2004).

Tabelle 3.11: Beispielhafte Auswahl von Enzymen fir die Enzym-gekoppelte Cofaktorrege-

nerierung und ihre Eigenschaften.

Enzym Organismus Molekular- spezifische Aktivi-

gewicht, kDa  tat, U mg™

Bedingungen

FDH Candida boidinii 2 x 362 NAD*: 6,0 ©

FDH Mycobacterium 2x4448 NAD*: 10,0 ¢
vaccae N10

GDH Bacillus subtilis 4x31,54 NAD*: 368 ©

NADP+: 525 d

G6PDH Leuconostoc 2x52f NAD*: 1542 9
mestenteroides NADP*: 7159

PTDH  Pseudomonas 2x34,5" NAD*: 12,2
stutzeri

30°C,pH 7,5
30°C, pH 7,0-7,5

23°C, pH 7,8
22-25°C, pH 6,5
25°C,pH 7,6
25°C, pH 7,6
30°C, pH 7,3

a Popov und Lamzin (1994); © Slusarczyk et al. (2000); ¢ Tishkov und Popov (2004); 9 Lampel et al. (1986);

€ Ramaley und Vasantha (1983); f Olive und Levy (1971); 9 Lee und Levy (1992); " Costas et al. (2001).
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3.4 Cofaktorregenerierung

Die Verwendung einer Formiatdehydrogenase als Hilfsenzym wird als Goldstandard auf dem
Gebiet der Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierung betrachtet, da hierbei alle Kriterien
einer effizienten Cofaktorregenerierung erflillt werden (Weuster-Botz, 1999; van der Donk
und Zhao, 2003). Formiatdehydrogenasen katalysieren die Oxidation von Formiat zu Koh-
lendioxid, woraus sich wesentliche Vorteile ergeben: Sowohl das kostengtinstige Cosubstrat
als auch das gebildete Nebenprodukt haben keinen schadigenden Einfluss auf Enzyme und
kénnen leicht aus dem Reaktionsansatz entfernt werden. Ferner macht die Bildung von Koh-
lendioxid die Reaktion praktisch irreversibel, woraus eine hohe Triebkraft flir die Cofaktor-
regenerierung resultiert (Weuster-Botz, 1999; van der Donk und Zhao, 2003; Faber, 2004).
Das Formiat/FDH-System ist aus diesen Grinden sehr effizient, weswegen die Formiatdehy-
drogenase aus Candida boidinii groBtechnisch in der Produktion von L-tert-Leucin bei Evo-
nik Industries (ehemalige Degussa AG) eingesetzt wird (Bommarius et al., 1998). Nachteile
der bekannten Formiatdehydrogenasen sind ihre geringe spezifische Enzymaktivitét und ihre
strikte Spezifitat fir NAD* als Cofaktor. Um die Vorteile der Formiatdehydrogenasen auch
bei der Regenerierung von NADPH nutzen zu kénnen, wurden beispielsweise fir die Enzy-
me aus Pseudomonas sp. 101, Saccharomyces cerevisiae und Mycobacterium vaccae N10
Mutanten generiert, die in eingeschranktem MafB3e auch NADP* akzeptieren (Seelbach et al.,
1996; Serov et al., 2002; Gebhardt, 2006). Die D221G-Mutante der Formiatdehydrogenase
aus Mycobacterium vaccae N10 oxidiert NADP* mit einer spezifischen Aktivitét, die im Be-
reich von 10 % der Wildtyp-Aktivitat gegentiber NAD* liegt (Gebhardt, 2006).

Beim Einsatz von Glukosedehydrogenasen oder Glukose-6-phosphat-dehydrogenasen wird
das Reaktionsgleichgewicht auch in Richtung der Synthesereaktion verschoben, da das ge-
bildete Glukonolakton spontan zum Glukonat hydrolysiert, wie Abbildung 3.17 zeigt. Proble-
matisch ist bei diesen Ansatzen, dass das Nebenprodukt hufig die Produktisolierung er-
schwert und dass Glukose-6-phosphat teuer ist (Faber, 2004). Glukosedehydrogenasen sind
nicht fir Ganzzellansatze geeignet, da Glukose bei der Aufnahme in die Zelle phosphory-
liert wird und somit nicht mehr als Substrat zur Verfligung steht. Im Gegensatz dazu ist bei
der Verwendung einer Glukose-6-phosphat-dehydrogenase in Ganzzellbiotransformationen
mit Glukose als billigem Cosubstrat die Glukosetransportrate in die Zellen limitierend (Brau-
tigam, 2008). In jungster Zeit haben Phosphitdehydrogenasen viel Aufmerksamkeit auf sich
gezogen, da das thermodynamische Gleichgewicht der katalysierten Reaktion glinstig liegt,
Cosubstrat und Nebenprodukt nicht schadlich auf Enzyme wirken und nicht mit der Produk-
tisolierung interferieren (Vrtis et al.,, 2002; Johannes et al., 2005; McLachlan et al., 2008).
Diese Enzyme, die in geringem Maf3e auch NADPH regenerieren, sind jedoch noch nicht im
Prozessmafstab bewertet worden (Costas et al., 2001; van der Donk und Zhao, 2003).

49



3 Theoretische Grundlagen

3.4.3 Innovativer Enzym-gekoppelter Ansatz: bifunktionelle Proteine

Ein relativ junges Forschungsgebiet im Bereich der Enzymtechnologie beschéftigt sich mit
der Herstellung artifizieller bi- oder multifunktioneller Enzyme durch Genfusion (Bulow und
Mosbach, 1991; Conrado et al., 2008). Hierbei werden Proteinchimaren aus zwei oder mehre-
ren Enzymen mit unterschiedlicher Funktion erstellt, die durch kurze Verbindungssequenzen
miteinander verknipft sind, wie in Abbildung 3.18 A schematisch dargestellt ist. Die dadurch
bewirkte Colokalisierung lehnt sich an den natirlichen Organisationsstrategien metabolischer
Enzyme an, die durch Komplexbildung oder Generierung multifunktioneller Polypeptidketten
ihre Produktivitat erhdhen (Jorgensen et al., 2005; Conrado et al., 2008).

2 éogo ﬁ.

Tertiar- und Tertiar- Quartar- Tertiar- Quartarstruktur
Quartarstruktur struktur struktur struktur (verkleinert
dargestellt)

Abbildung 3.18: Oligomerisierung von Fusionsproteinen A) Fusion zweier Monomere.
B) Fusion eines Tetramers an ein Monomer C) Fusion eines Tetramers an
ein Dimer (nach Conrado et al. (2008) und Bulow und Mosbach (1991)).

Ist ein oligomeres Protein Bestandteil des Fusionsproteins, so kommt es in der Regel auch
zur Multimerisierung der Proteinchiméaren. Abbildung 3.18 C zeigt, dass dies im Falle von
mehreren oligomeren Proteinen auch zur Ausbildung eines gro3en Proteinnetzwerkes flihren
kann. Da die meisten oligomeren Enzyme ohne eine Assemblierung der Untereinheiten nicht
aktiv sind, ist dieser Prozess durchaus gewilinscht (Conrado et al., 2008). Hierbei kann es
jedoch zu Faltungsproblemen und zur Bildung von unléslichen Aggregaten kommen (Kourtz
et al., 2005).
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Die Konstruktion von Fusionsproteinen ist auch im Hinblick auf Ganzzellbiotransformationen
interessant. Im Vergleich zu den verdinnten Puffersystemen, die Ublicherweise in enzymati-
schen Umsetzungen Verwendung finden, herrschen im Innenraum von Bakterien géanzlich
andere physikochemische Bedingungen. Beispielsweise nehmen Makromolekule 20-30 %
des cytoplasmatischen Volumens in Escherichia coli-Zellen ein (Ellis, 2001a,b). Eine Fol-
ge dieses als ,Macromolecular Crowding" bekannten Phdnomens ist eine um den Faktor 3-4
verlangsamte Diffusion kleiner Molekule in Zellen im Vergleich zu reinem Wasser (Kao et al.,
1993). Aus diesen intrazellularen Gegebenheiten resultiert ein evolutiver Druck in Richtung
der Bildung von Enzymkomplexen und multifunktionellen Enzymen, um von den Vorteilen so-
genannter ,metabolischer Kanéle® zu profitieren (Jargensen et al., 2005; Salles et al., 2007).
Eine unmittelbare Konsequenz von Enzymkomplexen und multifunktionellen Proteinen ist die
raumliche Nahe der Reaktionszentren fir aufeinanderfolgende Reaktionsschritte, wodurch
die Diffusionswege reduziert werden. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit erhdht, dass ein
metabolisches Intermediat weiter umgesetzt wird bevor es fort diffundiert (Jergensen et al.,
2005; Conrado et al., 2008). Darliber hinaus besteht die Annahme, dass es hierbei zur Aus-
bildung eines Mikromilieus kommt, in dem die Konzentration an Reaktionsintermediaten lokal
erhéht ist (Conrado et al., 2008).

Bei der Konstruktion von Fusionsproteinen zwischen zwei Oxidoreduktasen, von denen die
eine die Reduktion der Carbonylverbindung und die andere die Cofaktorregenerierung ka-
talysiert, kdnnte durch den Proximitatseffekt ein effizienter Austausch der benétigten Co-
faktoren bewirkt werden. Bislang gibt es nur eine Veréffentlichung, die ein deratiges Sys-
tem beschreibt. Prachayasittikul et al. (2006) berichten von der erfolgreichen Konstruktion
einer Proteinchiméare aus der Galaktosedehydrogenase aus Pseduomonas fluorescens, die
fir die Regenerierung von NADH eingesetzt wurde, und der Laktatdehydrogenase aus Bacil-
lus stearothermophilus. In einem System, in dem die intrazellulare Diffusionslimitierung durch
Zugabe von 20 % Polyethylenglykol 20.000 nachgeahmt wurde, zeigte das Fusionsprotein ei-
ne um den Faktor 5 gesteigerte Laktatproduktion im Vergleich zu den getrennt vorliegenden
Enzymen (Prachayasittikul et al., 2006).
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4 Material und Methoden

4.1 Allgemeines Material

Alle Materialien, die Ublicherweise in biotechnologischen Arbeiten Verwendung finden, sind
in Anhang A aufgelistet. Hierzu zahlen die verwendeten Gerate (Anhang A.1), Chemikalien
(Anhang A.2), Enzyme (Anhang A.3), Standards und Kits (Anhang A.4), Oligonukleotide (An-
hang A.5), Puffer (Anhang A.6) und Medien (Anhang A.7). Spezielle Materialien, die einer
besonderen Erwahnung bedirfen, sind in Kapitel 4.2 zusammengefasst.

4.2 Spezielles Material

4.2.1 Plasmide
pET21-a(+)
GroBe: 5443 Basenpaare (bp)
Promotor: T7
Resistenz: Ampicillin

Mégliche Affinitatsanker: N-terminal: T7, C-terminal: Hexahistidin (Hisg)
Bezugsquelle: Novagen, Madison, USA

pET21-a(+) MV-FDH D221G

GréBe: 6607 bp

Promotor: T7

Resistenz: Ampicillin

Affinitatsanker: C-terminal: Hisg

Insert: Gen fur die Formiatdehydrogenase aus Mycobacterium vaccae
(MV-FDH), D221G-Mutante, 1206 bp

Bezugsquelle: Lehrstuhl fir Bioverfahrenstechnik (BioVT), Technische Universi-

tat Miinchen
Literatur: Gebhardt (2006)
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pPETM-41
GroBe:
Promotor:
Resistenz:

Mégliche Affinitatsanker:

Proteaseschnittstelle:
Bezugsquelle:

pGEX-4T-1
GroBe:
Promotor:
Resistenz:

Mdégliche Affinitatsanker:

Proteaseschnittstelle:
Bezugsquelle:

5389 bp

T7

Kanamycin

N-terminal: Hisg-Maltose-bindendes Protein (Hisg-MBP)
Tabakatzvirus (fobacco etch virus, TEV)-Protease

European Molecular Biology Laboratory (EMBL), Heidelberg

5969 bp

tac

Ampicillin

N-terminal: Glutathion-S-Transferase (GST)
Thrombin

GE Healthcare, Uppsala, Schweden

4.2.2 Escherichia coli-Stamme

Tabelle 4.1: Verwendete Escherichia coli (E. coli)-Stamme

Stamm Genotyp Herkunft
E. coli BL21-Codon- B F ompT hsdS (rg~ mg~) dem* Tet" gal A(DE3)  Addgene
Plus(DE3)-RIL pRK793 endA Hte [argU ileY leuW Cam'] Amp" pRK793

E. coli BL21(DE3) B F ompT hsdS (rg~ mg~) dem* Tet' gal A(DE3) TUM

pBtac-adh previs endA Hte Amp" pBtac-adhy_ pyrevis

E. coli Tuner(DE3) F- ompT hsdSg (rg~ mg™) gal dem lacY1(DES3) Novagen

E. coli Rosetta 2(DE3) F ompT hsdSg (rg” mg’) gal dem (DE3) pRARE2  Novagen
(Cam")

E. coli IM109(DE3) endA1 recA1 gyrA96 thi hsdR17 (r,~, my*) Promega
relA1 supE44 A- A(lac-proAB) [F’ traD36, proAB,
laql9ZAM15] IDE3

E. coli XL-10 Gold Tet" D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 Stratagene

endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte
[F’ proAB laclfZDM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']
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Der Stamm Escherichia coli BL21-Codon-Plus(DE3)-RIL pRK793 wurde von der gemeinniit-
zigen Organisation Addgene (Cambridge, USA) als Aktivkultur bezogen. Im Plasmid pRK793
(tac-Promotor, Ampicillin-Resistenz) ist das 750 bp groBe Gen flir die S219V-Mutante der
Tabakétzvirus (fobacco etch virus, TEV)-Protease inseriert (Kapust et al., 2001).

Der Stamm Escherichia coli BL21(DE3) pBtac-adhy previs Wurde von Dr. Stefan Brautigam
(Technische Universitat Minchen, TUM) als Aktivkultur bereit gestellt (Brautigam, 2008). Das
zugehorige Plasmid pBtac-adhy previs (tac-Promotor, Ampicillin-Resistenz) stammt vom Insti-
tut fr Biotechnologie des Forschungszentrums Jilich und besitzt das 750 bp grof3e Gen fur
die Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (LB-ADH) (Hummel, 1997).

Waéhrend ultrakompetente Zellen von Escherichia coli XL-10 Gold zur Subklonierung und
Plasmidvermehrung genutzt wurden, wurden die Stdmme Tuner(DE3), Rosetta 2(DE3) und
JM109(DES3) fir Proteinexpressionen verwendet. Der Stamm Escherichia coli Rosetta 2(DE3)
besitzt zusatzlich das Plasmid pRAREZ2, das fir sieben Transfer-Ribonukleinsauren (tRNA)
codiert, die selten in Escherichia coli vorkommen (Novagen, 2003). Damit werden Expressi-
onslimitierungen Uberwunden, die aus einer anderen Codonverwendung im Spenderorganis-
mus der heterolog zu exprimierenden DNA resultieren.

4.2.3 Cyanobakterienstamme

Im Folgenden sind alle verwendeten Cyanobakterienstdmme n&her beschrieben. Alle Bak-
terien wurden als Aktivkulturen bezogen. Es werden nur Eigenschaften und Besonderheiten
erwahnt, die unmittelbar fiir diese Arbeit von Bedeutung waren. Soweit nicht anders angege-
ben, stammen die Informationen von den Herkunftsstammsammlungen Pasteur Culture Col-
lection of Cyanobacteria (PCC) (http://www.pasteur.fr/recherche/banques/PCC/), Ros-
coff Culture of Cyanobacteria (RCC) (http://www.sb-roscoff.fr/Phyto/RCC/) oder der Ge-
nomprojektdatenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).

Far die meisten Cyanobakterien existieren eine Reihe alternativer Stammbezeichnungen.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden nur in der Literatur gebrauchliche Synonyme auf-
gelistet. Insofern eine Kurzbezeichnung fir einen Stamm vorhanden ist, wird diese im weite-
ren Verlauf der Arbeit verwendet. Ferner wird nachfolgend zwischen limnischen (aus StuBwas-
ser stammenden), terrestrischen, euryhalinen (aus Kiistenndhe oder Brackwasser stammen-
den) und marinen Cyanobakterien unterschieden. Bei Stdmmen, die multiple Lebensrdume
besiedeln, wird das pradominante Habitat angegeben. Einige Angehdérige der Gattung Nostoc
kénnen beispielsweise sowohl in StiBwasser als auch in terrestrischen Habitaten vorkommen
(Dodds et al., 1995).
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Acaryochloris marina

Bezugsquelle:

Ordnung:
Morphologie:

Habitat:
Medium:
Besonderheiten:

Anabaena variabilis

Bezugsquelle:

Ordnung:
Morphologie:
Habitat:
Medium:
Besonderheiten:

Max-Volmer-Laboratorium fiir Biophysikalische Chemie, Tech-
nische Universitat Berlin

nicht eingeordnet

einzellig, coccoid bis ellipsoid, @ 1-1,5 um (Miyashita et al.,
2003)

marin

ASN-III

Acaryochloris marina besitzt Chlorophyll d als Hauptpigment
(Miyashita et al., 2003). Der Stamm ist nicht naher klassifiziert,
besitzt jedoch ein fabG-Gen, das zu 100 % dem aus Acaryo-
chloris marina MBIC 11017 entspricht.

Lehrstuhl fur Mikrobiologie, Weihenstephan, Technische Uni-
versitat Minchen

Nostocales

filamentds, & 3-4 um

limnisch

BG-11

Der Stamm ist ein Wildfang und nicht n&her klassifiziert, be-
sitzt jedoch ein fabG-Gen, das zu 100 % dem aus Anabaena
variabilis ATCC 29413 entspricht.

Cyanothece sp. PCC 8801

Bezugsquelle:
Ordnung:
Synonyme:
Kurzbezeichnung:
Morphologie:
Habitat:

Medium:

PCC, Paris, Frankreich

Chroococcales

Synechococcus sp. RF-1, Synechococcus sp. 8801
Cyanothece PCC 8801

einzellige Kokken, @ 3 um, makroskopische Kolonien
limnisch

BG-11
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Gloeobacter violaceus PCC 7421

Bezugsquelle: PCC, Paris, Frankreich

Ordnung: Gloeobacterales

Synonyme: Gloeothece coerulea, Gloeobacter ATCC 29082, Gloeobacter
SAG 7.82

Kurzbezeichung:  Gloeobacter PCC 7421

Morphologie: einzellige Stabchen, @ 1-1,2 um, makroskopische Kolonien

Habitat: terrestrisch

Medium: BG-11

Besonderheiten:  Gloeobacter PCC 7421 besitzt keine Thylakoide und ist sensi-
tiv gegenlber Licht und Bewegung (Rippka et al., 1974; Ana-
nyev et al., 2004).

Lyngbya sp. PCC 8106

Bezugsquelle: PCC, Paris, Frankreich

Ordnung: Oscillatoriales

Synonyme: Lyngbya aestuarii CCY9616
Kurzbezeichnung: Lyngbya PCC 8106

Morphologie: filamentds, @ 9-11 um, Mattenbildung
Habitat: euryhalin

Medium: 50 % ASN-III + 50 % BG-11

Nostoc sp. PCC 7120

Bezugsquelle: PCC, Paris, Frankreich

Ordnung: Nostocales

Synonyme: Nostoc muscorum, Anabaena PCC 7120
Kurzbezeichnung: Nostoc PCC 7120

Morphologie filamentds, & 3-3,5 um

Habitat: limnisch

Medium: BG-11

Nostoc punctiforme PCC 73102

Bezugsquelle: PCC, Paris, Frankreich
Ordnung: Nostocales
Synonyme: Nostoc punctiforme ATCC 29133
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Kurzbezeichung:
Morphologie:
Habitat:
Medium:

Nostoc PCC 73102

filamentds, @ 5-6 um, makroskopische Kolonien
limnisch

BG-11

Prochlorococcus marinus NATL1

Bezugsquelle:
Ordnung:
Synonyme:
Kurzbezeichung :
Morphologie
Habitat:

Medium:
Besonderheiten:

RCC, Roscoff, Frankreich

Prochlorales

Prochlorochoccus RCC 158, FP12
Prochlorococcus NATLA

einzellige Kokken, @ 0,6 um

marin

PCR-Tu,

hohe Kupfersensitivitat (Mann et al., 2002)

Prochlorococcus marinus NATL2

Bezugsquelle:
Ordnung:
Synonyme:
Kurzbezeichung :
Morphologie:
Habitat:

Medium:
Besonderheiten:

RCC, Roscoff, Frankreich

Prochlorales

Prochlorochoccus RCC 314
Prochlorococcus NATL2

einzellige Kokken, @ 0,6 um

marin

PCR-Tu,

hohe Kupfersensitivitat (Mann et al., 2002)

Synechococcus sp. PCC 7002

Bezugsquelle:
Ordnung:
Synonyme:
Kurzbezeichnung:
Morphologie:
Habitat:

Medium:

PCC, Paris, Frankreich

Chroococcales

Agmenellum quadruplicatum strain PR-6, ATCC 2716
Synechococcus PCC 7002

einzellige Kokken, @ 1,2 - 1,5 um

euryhalin

50 % ASN-IIl + 50 % BG-11 + Vitamin B4,
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Synechococcus elongatus PCC 7942

Bezugsquelle: PCC, Paris, Frankreich
Ordnung: Chroococcales
Synonyme: Anacystis nidulans R2, Synechococcus leopoliensis

Kurzbezeichnung: Synechococcus PCC 7942

Morphologie: einzellige Stabchen, @ 1-1,2 um
Habitat: limnisch
Medium: BG-11

Synechococcus sp. RCC 307

Bezugsquelle: RCC, Roscoff, Frankreich

Ordnung: Chroococcales

Synonyme: Synechococcus sp. MINSyn016-15m-01
Kurzbezeichung:  Synechococcus RCC 307

Morphologie: einzellige Kokken, @ 1 um

Habitat: marin

Medium: PCR-Tu,

Synechococcus sp. RCC 555

Bezugsquelle: RCC, Roscoff, Frankreich
Ordnung: Chroococcales

Synonyme: Synechococcus sp. RS9916
Kurzbezeichung:  Synechococcus RCC 555
Morphologie: einzellige Kokken, @ 1-1,5 um
Habitat: marin

Medium: PCR-Tu,

Synechococcus sp. RCC 556

Bezugsquelle: RCC, Roscoff, Frankreich
Ordnung: Chroococcales

Synonyme: Synechococcus sp. RS9917
Kurzbezeichung:  Synechococcus RCC 556
Morphologie: einzellige Kokken, @ 1-1,5 um
Habitat: marin

Medium: PCR-Tus



4.2 Spezielles Material

Synechocystis sp. PCC 6803

Bezugsquelle: PCC, Paris, Frankreich
Ordnung: Chroococcales

Synonyme: Synechocystis ATCC 27184
Kurzbezeichung:  Synechocystis PCC 6803
Morphologie: einzellige Kokken, & 2,3-2,5 um
Habitat: limnisch

Medium: BG-11

Thermosynechococcus elongatus BP-1

Bezugsquelle: Lehrstuhl fur Biochemie der Pflanzen, Ruhr Universitat Bo-
chum
Ordnung: Chroococcales

Kurzbezeichung:  Thermosynechococcus BP-1

Morphologie: einzellige Stédbchen, @ 10 um (Hsueh et al., 2007)
Habitat: limnisch
Medium: BG-11

Besonderheiten:  Der Stamm Thermosynechococcus BP-1 ist thermophil und
besitzt im Medium nach Dyer und Gafford (1961) ein Tempe-
raturoptimum von 57 °C (Yamaoka et al., 1978).

4.2.4 Computerprogramme

» Advanced Protein Secondary Structure Prediction Server 2 (APSSP2): Server fir
die Vorhersage von Sekundarstrukturelementen (a-Helix und B-Faltblatt) in Proteinen

(http://imtech.res.in/raghava/apssp/)

» Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): Programm fiir den Vergleich von Gen-
und Proteinsequenzen mit anderen Sequenzen in 6ffentlichen Datenbanken (http://

blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

» EBI PDBePisa: Server fir die Analyse der Interaktionsebenen und Assemblierung von
multimeren Proteinen (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/pistart.html)

» GENtle: Programm zur Verwaltung und Bearbeitung von Gen- und Proteinsequenzen
und flr die Durchfiihrung von Sequenzvergleichen (http://gentle.magnusmanske.de/)
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Graphical Codon Usage Analyser (GCUA): Programm zur Auswertung der Codon-
verwendung in Spender- und Empfangerorganismus fiir die heterologe Expression von
Genen (http://gcua.schoedl.de/)

Imaged 1.41: Bildbearbeitungs- und Bildverarbeitungsprogramm fir die wissenschaftli-
che Bildanalyse, z.B. von Densitometriegelen (http://rsbweb.nih.gov/ij/)

LabView 6.0: Grafische Programmiersprache fir Mess-, Prif-, Steuer- und Regelan-
wendungen; verwendet fir die Aufzeichnung der Messdaten der Fast Protein Liquid
Chromatography (FPLC)-Anlage

MATLAB R2006b: Vielseitiges Programm zur L6sung mathematischer Aufgaben; ver-
wendet zur Analyse enzymkinetischer Daten

PredictProtein: Server fir die Analyse von Proteinsequenzen, Struktur- und Funkti-
onsvorhersage. Das implementierte Programm Profile Network Prediction Heidelberg
(PROF) wurde zur Vorhersage von Sekundarstrukturelementen benutzt (http://www.

predictprotein.org/).

ProtParam: Programm fUr die Berechnung verschiedener physikalischer und chemi-
scher Proteinparameter, z.B. Molekulargewicht, isoelektrischer Punkt und Extinktions-
koeffizient (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html)

QuikChange® Primer Design Program: Programm zur Erstellung von Oligonukleoti-
den fir die ortsgerichtete Mutagenese (http://www.stratagene.com/sdmdesigner/)

SigmaPlot 8.0: Programm fir die Analyse enzymkinetischer Daten, statistische Tests
sowie fur die Prasentation der Messergebnisse

Swiss-Model: Server fir die Erstellung von Homologie-Modellen von Proteinstrukturen

(http://swissmodel.expasy.org/)

Yet Another Scientific Artificial Reality Application (YASARA): Programm fir die
Modellierung und Simulation von Molekularstrukturen (http://www.yasara.org/)
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4.3 Mikrobiologische Methoden

4.3.1 Messung der optischen Dichte

Die optische Dichte (OD) von Zellsuspensionen wurde mit einem Einstrahlphotometer in Ku-
vetten mit einer Schichtdicke von 10 mm bestimmt. Kulturdichten von Escherichia coli wur-
den bei einer Wellenlange von 600 nm gemessen. Das Wachstum von Cyanobakterien wur-
de durch Messung der optischen Dichte bei 730 nm verfolgt. Bei dieser Wellenlange ist die
Absorption der cyanobakteriellen Pigmente vernachlassigbar (Stomp et al., 2007). Eine Aus-
nahme bildet hierbei Acaryochloris marina, dessen Hauptpigment Chlorophyll d bei 730 nm
eine starke Absorption zeigt (Larkum und Kihl, 2005). Daher wurde die optische Dichte in
diesem Fall bei 760 nm bestimmt.

Tabelle 4.2 bietet eine Ubersicht (iber die verwendeten Wellenlangen sowie die experimen-
tell bestimmten Korrelationsfaktoren zur Ermittlung der Biotrockenmasse (BTM) aus der op-
tischen Dichte. Bei dem Matten-bildenden Cyanobakterium Lyngbya PCC 8106 sowie bei
Stammen, die makroskopische Kolonien bildeten, wurde keine optische Dichte, sondern stets
unmittelbar die Biotrockenmasse bestimmt.

Tabelle 4.2: Wellenldangen zur Messung der optischen Dichte und Korrelationsfaktoren zur
Bestimmung der Biotrockenmasse aus der optischen Dichte (Schichtdicke

10 mm)
Mikroorganismus Wellenlange, Korrelationsfaktor f,,
nm gsTm L
Acaryochloris marina 760 0,496
Anabaena variabilis 730 0,786
Escherichia coli Tuner MBP-KR 600 0,332
Nostoc PCC 7120 730 0,857
Prochlorococcus RCC 158 730 0,560
Thermosynechococcus BP-1 730 0,554
Synechococcus RCC 307 730 0,571
Synechococcus RCC 555 730 0,483
Synechococcus RCC 556 730 0,423
Synechococcus PCC 7002 730 0,433
Synechococcus PCC 7942 730 0,270
Synechocystis PCC 6803 730 0,415
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Die Umrechnung der gemessenen optischen Dichte in die Konzentration der Biotrockenmas-
se erfolgte anhand Gleichung 4.1.
¢y =OD-"f, (4.1)

¢,  Konzentration der Biotrockenmasse, ggtm L™’
OD Optische Dichte bei einer Wellenlange nach Tabelle 4.2, -
f.  Korrelationsfaktor, ggtm L

4.3.2 Bestimmung der Biotrockenmasse

Die direkte Bestimmung der Biotrockenmasse erfolgte gravimetrisch. Zur Sedimentation von
Escherichia coli-Zellen (Tischzentrifuge, 13.000 min™', Raumtemperatur (RT), 5 min) wurden
bei 80°C getrocknete und gewogene 1,5 mL-EppendorfreaktionsgefaBe verwendet. Die Zel-
len wurden einmal mit Phosphate Buffered Saline (PBS, pH 7,3, Tabelle A.17) gewaschen
und erneut pelletiert. Cyanobakterien wurden entweder in 2 mL-Eppendorfreaktionsgefaf3en
oder 10 mL-Reagenzglasern aus Kunststoff zentrifugiert. Zellen von limnischen Cyanobakte-
rien wurden einmal, Zellen mariner Cyanobakterien zweimal mit VE-H,O gewaschen. Nach-
folgend wurde das Sediment bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und ausgewogen. Die Kon-
zentration der Biotrockenmasse wurde anschlieBend nach Gleichung 4.2 berechnet.

c = Myoll ‘_/mleer (42)

Cx Konzentration der Biotrockenmasse, ggtm L™

myo;  Masse des ProbengefalBes mit Zellen nach der Trocknung, g
m..r Masse des leeren Probengefalles, g

1% Volumen der Zellsuspension vor der Sedimentation, L

4.3.3 Stammbhaltung von Cyanobakterien

Cyanobakterien wurden zur Stammhaltung je nach Empfehlung der Stammsammlung entwe-
der auf 1,5 %igem Schragagar oder in FlUssigkulturen bei Raumtemperatur und Laborlicht
kultiviert. Das verwendete Medium richtete sich nach den stammabhé&ngigen Erfordernissen
der Cyanobakterien (Kapitel 4.2.3).

Fir Cryokulturen wurden Zellen der spaten exponentiellen Phase in sterilen Zentrifugenbe-
chern sedimentiert (4528 x g, RT, 5-30 min je nach Stamm). Beim Resuspendieren des Zell-
pellets in mit 50 % VE-H,O verdiinntem Medium wurde eine optische Dichte von 6 eingestellt,
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die bei den in Tabelle 4.2 angegebenen Wellenldngen gemessen wurde. AnschlieBend wur-
den die Zellen in Cryordhrchen Gberfahrt, die in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei
-80°C im Dunkeln gelagert wurden. Zur Reaktivierung der Cryokultur wurde das Cryoréhr-
chen schnell auf Raumtemperatur gebracht und zentrifugiert (4528 x g, RT, 5-30 min je nach
Stamm). AnschlieBend wurde das halbstarke Medium gegen 1 mL frisches Medium ersetzt,
in dem die Zellen resuspendiert wurden. Die Suspension wurde daraufhin 1-2 Tage in vélliger
Dunkelheit bei der jeweiligen Kultivierungstemperatur der Cyanobakterien (Kapitel 4.3.4) mit
leicht angedrehter Schraubkappe gelagert, um Gasaustausch zu gewahrleisten. Anschlie-
Bend konnte die reaktivierte Cryokultur zum Animpfen von Fllssigkulturen oder auch zum
Ausstrich auf einem Schragagar verwendet werden.

4.3.4 Kultivierung von Cyanobakterien

Die Anzucht von Cyanobakterien richtete sich nach dem von Franco-Lara et al. (2006) ent-
wickelten, dreistufigen Kultivierungsprozess. Die Kultivierung erfolgte zunéchst in geriihrten
Erlenmeyerkolben mit einem Arbeitsvolumen von 100 mL, worauf die Anzucht in 250 mL-
Blasensaulen folgte. Den Abschluss bildete die Kultivierung im 20 L-Rihrkesselreaktor. Be-
sonderheiten ergaben sich bei den Cyanobakterien, die von der Roscoff Culture Collection
bezogen worden waren.

Alle Cyanobakterien wurden unter photoautotrophen, nicht-stickstofffixierenden Bedingungen
gezlchtet. Die Beleuchtung erfolgte bei jeder Kultivierungsstufe durch paarweise angeordne-
te Leuchtstoffréhren der Typen Fluora L 77 und SunGilo, die in Kombination das gewlinschte
Tageslichtspektrum sehr gut abbildeten (Havel, 2006). Die Lichtintensitat wurde mit einem
Quantummeter Li-250 A in Kombination mit einem Quantumsensor Li-190 SZ gemessen.
Limnische, terrestrische und euryhaline Cyanobakterien wurden bei 25°C kultiviert. Bei ma-
rinen Stdmmen betrug die Kultivierungstemperatur 20°C, wahrend Thermosynechococcus
BP-1 bei 45°C inkubiert wurde (Folea et al., 2008).

Gerlhrter 100 mL-Erlenmeyerkolben

Zu Beginn wurden die Cyanobakterien in Erlenmeyerkolben mit einem Nominalvolumen von
250 mL kultiviert, die mit 100 mL Medium beflllt waren. Als Inokulum diente ein Impfésen-
abstrich eines Schragagarréhrchens oder 1 mL einer Flussigkultur. Die Zellsuspensionen
wurden mit einem Magnetriihrer bei 200 min™! durchmischt und in einem Kiihlbrutschrank in-
kubiert. Die Verwendung von Streulichtzylindern (& 0,1 m) ermdglichte eine reproduzierbare
und gleichmaBige Beleuchtung, wie in Abbildung 4.1 schematisch dargestellt.
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ojo /ol

— Aluminiumkappe

— Streulichtzylinder

| Schuttelkolben mit
Magnetrihrer

+— Ruhrplatte

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Kultivierung in gerthrten Kolben.

i

Mit Hilfe von Lochblenden, die eine verschiedene Anzahl von Bohrungen mit unterschiedli-

chen Durchmessern besaBBen und auf den Zylindern befestigt wurden, konnten Lichtintensita-

ten zwischen 15 und 100 uE m™ s' eingestellt werden. Die Beleuchtungsstarke berechnete

sich hierbei Uber die optische Porositat x, die das Verhaltnis zwischen der Lochflache und

der gesamten Blendenflache wiedergibt:

ABlende

ALoch

Iy

n-D?
ABlende = T

. d2
Apoch = Z TC 4

K= ALoch

ABlende

I=x"1I

Flache der Blende, m2

Durchmesser des Streulichtzylinders, m
Summe der Lochflachen in der Blende, m?
Durchmesser der Bohrungen, m

optische Porositét, -

Lichtintensitat, tE m?2 s

maximale Lichtintensitat, uE m2 s

Der Einfluss der Beleuchtungsintensitat auf das Wachstum wurde durch Variation zwischen

15 und 100 uE m? s' bestimmt. Um eine méglichst hohe Vergleichbarkeit der Anzuchtbe-

dingungen zu gewéhrleisten, wurden alle Stamme idealerweise bei 100 uE m? s kultiviert.

Hatte die Kultivierung unter diesen Bedingungen aufgrund einer auftretenden Photoinhibition

eine signifikant reduzierte Wachstumsrate zur Folge, so wurden die Wachstumsbedingungen

angepasst.
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250 mL-Blasenséule

FUr die zweite Stufe des Kultivierungsprozesses wurden Blasensaulen mit einem Nominalvo-
lumen von 400 mL und einem Arbeitsvolumen von 250 mL verwendet, die in Abbildung 4.2 A
und B dargestellt sind. Der zugehdérige Profors-Inkubator war von Havel et al. (2008) modifi-
ziert worden, um eine Kultiverung von phototrophen Mikroorganismen in bis zu 16 parallelen
Blasensaulen zu ermdglichen. Abbildung 4.2 C zeigt eine schematische Darstellung des mo-
difizierten parallelen Blasensaulensystems.

Aluminiumkappe

Glaskorper

£ Schraubkappe mit
’ Septum

Standfu

Edelstahlplatte

Sterilfilter (0,22 pm)
Bodenplatte

C Blasensiule Streulichtzylinder Lochblende Leuchtstoffrohre

[

YA

Sterile Begasung durch 0,22 ym Filter Kiihler

Abbildung 4.2: Kultivierung in 250 mL-Blasensdulen. A) Schematische Darstellung der 250
mL-Blasensaule. B) Blasensaule mit einer Kultur von Synechococcus RCC
556. C) Seitlicher Querschnitt durch das parallele Blasensaulensystem (nach
Havel et al. (2008)).
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Als Inokulum fir die Blasenséulen dienten 1,35 - 10 ggty L' Zellen aus geriihrten Kol-
ben. Die Reaktoren wurden tber einen Sterilfilter (0,22 um) mit CO»-angereicherter Reinluft
(5,0 %) begast. Der feuchtigkeitsgeséttigte Zuluftstrom betrug 6-10 L h™'. Die Verwendung
von lasergebohrten Edelstahlplatten (Porendurchmesser 60 um) im Anschluss an den Ste-
rilfilter ermdglichte die Erzeugung von definierten Gasblasen (Altenbach-Rehm et al., 1999).
Durch Septen in den Schraubkappen wurden sterile Kanilen eingefiihrt, die in Kombination
mit einem Dreiwegehahn eine Probenentnahme innerhalb des Inkubators erméglichten. Uber
einen Sterilfilter konnte ferner VE-H,O zugegeben werden, um Verdunstungseffekte auszu-
gleichen.

Analog zur Kultivierung in den geriihrten Kolben wurden mit Streulichtzylindern (@ 0,132 m)
und Lochblenden reproduzierbare Lichtintensitéten in den Reaktoren eingestellt. Die Wachs-
tumsbedingungen in den Blasens&ulen entsprachen jeweils denen aus den gertihrten Kolben.

20 L-Rihrkesselreaktor

Flr den abschlieBenden Kultivierungsschritt im 20 L-Rihrkesselreaktor, der in Abbildung 4.3
dargestellt ist, wurde dieser mit 20 L des geeigneten Mediums befillt und in situ sterili-
siert. Der Wasserverlust im Verlauf der Sterilisation betrug in etwa 0,25 L (Havel, 2006),
was im Rahmen der Inokulation wieder ausgeglichen wurde. Nach dem Abkilhlen des Me-
diums auf die Kultivierungstemperatur des jeweiligen Cyanobakteriums wurde bei Bedarf
10 ug L™ Vitamin By, steril durch eine Anstechvorrichtung ergénzt. AnschlieBend wurde mit
1,35 - 108 ggtm L' Zellen aus den Blasenséulen angeimpft.

Die Kultivierung im Reaktor erfolgte bei einer Begasungsrate von 0,5 L min™' (Borodin et al.,
2002) mit Reinluft bei einer Riihrerdrehzahl von 200 min™', um die Sedimentation der Zellen
zu verhindern. Durch eine Verknipfung der pH-Einheit des Reaktors mit der Gasmischstation
wurde der pH wahrend der Kultivierung Gber den CO,-Gehalt der Zuluft geregelt.

Uber einen Beleuchtungsmantel mit 18 paarweise angeordneten Leuchtstoffréhren, die ein-
zeln zuschaltbar waren, konnte eine symmetrische Beleuchtung mit einer Intensitat zwischen
36 und 528 uE m2 s! erzielt werden. Die Photonenflussdichte wurde nach dem von Franco-
Lara et al. (2006) optimierten Profil variiert: nach einer Anpassungsphase von 96 h bei
36 uE m?2 s, folgten im 24 h-Takt Intensitatssteigerungen auf 300, 436 und 528 uE m2 s™.
Nach einer Inkubation bei 528 uE m? s fiir weitere fiinf Tage war der Kultivierungsprozess
abgeschlossen.
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Abbildung 4.3: 20 L-Rihrkesselreaktor. A) Frontansicht. 1: pH-Sonde, 2: Abluftfilter, 3: Rhr-
kessel, 4: Ernteventil. B) Seitenansicht mit Steuereinheiten. 5: Lichtanlage,
6: Gasmischstation, 6: Sterilisationsmodul, 7: Prozesssteuerungsmodul.

4.3.5 Besonderheiten der Kultivierung mariner Cyanobakterien des
Roscoff-Instituts

Viele marine Cyanobakterien der Gattung Prochlorococcus reagieren bereits im picomolaren
Bereich iiberaus sensitiv auf die Anwesenheit Kupferionen (Cu?*) (Mann et al., 2002). Das
Wachstum der marinen Vetreter der Gattung Synechococcus hingegen wird tendendziell erst
bei 10-fach héheren Kupferkonzentrationen inhibiert. Die Sensitivitat ist jedoch stark stamm-
abhangig und es gibt auch sehr kupferempfindliche Synechococcus-Stamme (Mann et al.,
2002; Brand et al., 1986). Aus diesem Grund wurden alle Cyanobakterien, die von der Roscoff
Culture Collection bezogen wurden, zun&chst in den von der Stammsammlung empfohlenen
T-25 Gewebekulturflaschen aus Polystyrol (Anhang A.1, Tabelle A.7) kultiviert. Hierbei waren
keine Verunreinigungen der Medien durch Kupferionen zu erwarten, die an dem Material
anderer KultivierungsgeféBBe wie Erlenmeyerkolben adsorbiert sein kénnten. Somit wurde
das dreistufige Kultivierungsprotokoll von Franco-Lara et al. (2006) bei diesen Stammen um
eine Vorstufe erweitert.

Far die Herstellung von Medien sowie fir die Kultivierung in GlasgefaBen mussten die ver-
wendeten Glaswaren zunéchst vorbehandelt werden, um das an den Oberflachen adsorbier-
te Kupfer zu entfernen. Zu diesem Zweck wurden die GlasgefaBe Uber Nacht in 1 M Salzsaure

67



4 Material und Methoden

eingelegt und anschlieBend sechsmal mit bidestilliertem Wasser (ddH,O) ausgespllt (Zinser
et al., 2006).

Die Gewebekulturflaschen wurden stets mit 40 mL Medium befiillt und das Uberimpfen in
eine andere Flasche erfolgte hdchstens im Verhaltnis 1:8 (v:v). Die Kultivierungsparameter

wurden von der Stammsammlung vorgegeben und sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst.

Tabelle 4.3: Wachstumsbedingungen der marinen Cyanobakterien aus der Roscoff Culture

Collection (RCC)
Cyanobakterium Wachstumstemperatur Lichtintensitat,
°C uE m2 g
Prochlorococcus NATL1 20 20
Prochlorococcus NATL2 20 20
Synechococcus RCC 307 20 40
Synechococcus RCC 555 20 100
Synechococcus RCC 556 20 100

Da die in Kapitel 4.3.4 beschriebenen Lochblenden nur bei geriihrten Systemen nutzbar sind,
wurde die Lichtintensitat in den unbewegten Gewebekulturflaschen durch die Verwendung
verschiedener Lagen von Polypropylen-Membranen (Anhang A.1, Tabelle A.7) eingestellt.
Abbildung 4.4 gibt die Abhangigkeit der Lichtintensitat von der Anzahl der Stoffschichten
wieder, die auf den Streulichtzylindern fixiert wurden.

100 &
80
60

1y, %

40 °

20 ® e

0

0 2 4 6 8
Anzahl der Membranen, -

Abbildung 4.4: Abhéngigkeit der Lichtintensitdt von der Anzahl der verwendeten
Polypropylen-Membranschichten.
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4.3.6 Stammbhaltung von Escherichia coli

Die kurz- bis mittelfristige Stammbhaltung von Escherichia coli-Zellen erfolgte auf LB-Agar-
Platten mit den entsprechenden Selektionsmarkern, die in der Regel acht Wochen im Kihl-
schrank bei 4°C lagerbar waren. AnschlieBend wurde eine neue Platte durch eine frische
Transformation mit dem jeweiligen Plasmid hergestellt. Von viel verwendeten Stammen wur-
de fUr die langfristige Konservierung eine Zellbank angelegt. Zu diesem Zweck wurden eine
Escherichia coli-Kultur in der exponentiellen Wachstumsphase (ODggg = 0,8) mit 15 % (v/v)
Glycerin versetzt, in sterile 1,5 mL-EppendorfreaktionsgeféB3e Uberfuhrt, in flissigem Stick-
stoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

4.3.7 Zellaufschluss von Escherichia coli

Zellaufschluss mit Glasperlen

Escherichia coli-Zellen wurden mit 50 % (v/v) Glasperlen in der Schwingarmmuhle far 3 min
bei 1800 min" aufgeschlossen. Die Biomassekonzentration der Zellsuspension war abhéngig
vom durchgefiihrten Experiment und wird bei den praparativen Methoden angegeben.

Enzymatischer Zellaufschluss

Die enzymatische Lyse von Escherichia coli-Zellen wurde nach einem Protokoll des Euro-
pean Molecular Biology Laboratory (EMBL) durchgefiihrt (http://wuw.pepcore.embl.de/

protein_purification/extraction_clarification/enzymaticlysis_ecoli.html).

Das bakterielle Zellpellet wurde in Lysepuffer (Anhang A.6, Tabelle A.17) in einem Verhéltnis
von 1 g Feuchtmasse zu 5 mL Lysepuffer resuspendiert. AnschlieBend wurden 1 mM Phenyl-
methylsulfonylfluorid (PMSF), ein Proteaseinhibitor zur Verhinderung von Proteindegradation,
und Lysozym mit einer Endkonzentration von 300 mg L' hinzugegeben. Die Zellsuspension
wurde bei 4°C fir 4 h oder Uber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurde ein DNase-Verdau
durchgefiihrt (1 mg L' DNase I, 5 mM MgCly, 30 min, 4°C).

4.4 Molekularbiologische Methoden

Alle Pufferlésungen, die in den nachfolgend beschriebenen molekularbiologischen Methoden
Verwendung fanden, sind in Tabelle A.17 (Anhang A.6) zusammengefasst.
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4.4.1 Isolation von genomischer DNA aus Cyanobakterien

Protokoll nach Wu et al. (2000)

Die Isolation genomischer DNA aus Cyanobakterien erfolgte nach einem modifizierten Pro-
tokoll von Wu et al. (2000). Zu diesem Zweck wurden 50 mL Zellen einer Cyanobakterien-
kultur in der spaten exponentiellen Phase sedimentiert (4528 x g, 4°C, 5-30 min je nach
Stamm). Die Zellen wurden in 10 mL DNA-Isolationspuffer | resuspendiert und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit 100 uL 10 % (w/v)
N-Laurylsarcosin versetzt und weitere 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach ei-
nem Zentrifugationsschritt (4528 x g, 4°C, 5-30 min je nach Stamm) wurde der Uberstand
verworfen, das Pellet mit 20 mL DNA-Isolationspuffer Il gewaschen und in 2,5 mL DNA-
Isolationspuffer Il resuspendiert. Nach der Zugabe von 125 ulL einer frisch angesetzten Lyso-
zymldsung (12,5 g L") wurde der Ansatz fiir 30 min bei 37 °C im Thermomixer bei 450 min!
geschittelt und nachfolgend mit 30 uL 10 % SDS (w/v) versetzt. Nach einer Lagerung fir
10 min bei Raumtemperatur wurde Proteinase K mit einer Endkonzentration von 50 pug mL™"
hinzugegeben. Die Kombination aus SDS und Proteinase K ist ein wichtiger Faktor flr ei-
ne effektive Zelllyse. Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur fir 60 min sollte die L6-
sung viskos wirken. Es folgte eine 1:1 Phenol-Chloroform-Extraktion, wonach der Ansatz zur
Klarung (iber Nacht bei 4°C gelagert wurde. Der klare Uberstand wurde abgenommen, in
ein 15 mL-Probenrdhrchen Uberfihrt, zunédchst mit einem 2/3 Volumen 5 M NaCl-Lésung
und anschlieBend mit einem Volumen Isopropanol gemischt. Die in sichtbaren Klumpen
ausgefallene DNA wurde mit einer abgeschnittenen sterilen Pipettenspitze in ein 1,5 mL-
EppendorfreaktionsgefalB mit 70 % Ethanol Gberfihrt, anschlieBend sedimentiert (Tischzen-
trifuge, 13.000 min', RT, 5 min) und unter der Sterilbank getrocknet. Die DNA wurde an-
schlieBBend in 50 uL VE-H,O geldst und bei -20°C gelagert. Der Erfolg der DNA-Isolation
wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese Uberpruft.

Protokoll nach Saha et al. (2005)

Bei den Cyanobakterien Lyngbya PCC 8106 und Cyanothece PCC 8801 war die Isolation
nach dem Protokoll von Wu et al. (2000) nicht erfolgreich, weswegen auf ein Protokoll von
Saha et al. (2005) zurlickgegriffen wurde. Hierflr wurden Cyanobkaterien in der spaten ex-
ponentiellen Phase geerntet (4528 x g, 4°C, 5-30 min je nach Stamm) und zweimal mit DNA-
Isolationspuffer 1l gewaschen. Ein Zellpellet, das einem Volumen zwischen 30 und 40 uL
entsprach, wurde in 200 uL DNA-Isolationspuffer IV aufgenommen. Nach Zugabe von 50 uL
frisch angesetzer Lysozymlésung (25 g L!) wurden die Zellen fiir 60 min bei 37°C inkubiert.
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AnschlieBend wurden 50 uL 10 % SDS (w/v) hinzugegeben und der Ansatz wurde gemischt.
Nach 10 Minuten wurden 3 uL Proteinase-K-Lésung (20 g L™') hinzugefiigt. Der Ansatz wurde
nach 60 min bei 60°C mit 300 plL eiskalter 3 M Na-Acetat-Lésung (pH 5,5) durch mehrmali-
ges, sanftes Invertieren neutralisiert und auf Eis gelagert. Das Zelllysat wurde anschlieBend
zentrifugiert (10.000 x g, 4°C, 10 min) und der klare Uberstand wurde in ein steriles Eppen-
dorfreaktionsgefaf tberfiihrt. Nach einer 1:1 Phenol-Chloroform-Extraktion wurde der Uber-
stand sowie die entstandene DNA-haltige Mittelschicht vorsichtig mit einer abgeschnittenen
Pipettenspitze in ein steriles Eppendorfreaktionsgefal3 transferiert. Nach einer sequentiellen
Ruckextraktion mit 300 uL 1:1-Phenol-Chloroform und anschlieBend 300 pL reinem Chloro-
form, wurden wiederum Uberstand und mittlere Phase in ein steriles Eppendorfreaktionsge-
fan Uberflhrt. Die DNA wurde mit -20°C kaltem Ethanol gefallt, pelletiert (15.000 x g, 4°C,
15 min) und mit 70 % Ethanol tGber Nacht bei 4°C gewaschen. Das gewaschene Pellet wurde
unter der Sterilbank getrocknet und in 50 uL sterilem VE-H,O aufgenommen.

4.4.2 lIsolation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Isolation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli erfolgte bei Mengen bis zu 20 pg mit
Hilfe des QlAprep Spin Miniprep Kits und bei Mengen bis 500 ug mit dem QIAGEN Plasmid
Maxi Kit nach den Herstellerangaben.

4.4.3 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) wurde nach der Methode
von Saiki ef al. (1988) in einem Volumen von 50 uL mit folgender Zusammensetzung durchge-
fuhrt: 2 uL genomische oder 50 ng Plasmid-DNA, 20 pmol pro Oligonukleotid, je 0,2 mM der
Desoxynukleotid-Triphosphate (ANTPs), 1 U Phusion™-DNA-Polymerase bzw. 2,5 U Cloned
Pfu- bzw. Tag-Polymerase im jeweiligen Reaktionspuffer des Enzyms. Das Temperaturpro-
gramm richtete sich nach den verwendeten Oligonukleotiden (Anhang A.5) und den Herstel-
lerangaben der Polymerasen.

4.4.4 Reinigung von DNA

DNA-Fragmente mit mehr als 100 Basenpaaren (bp) wurden mit dem QIAquick PCR Pu-
rification Kit entsprechend den Herstellerangaben gereinigt. Fir kleinere Fragmente wurde
der QIAquick Nucleotide Removal Kit verwendet. Zur Reinigung von DNA aus Agarosegelen
wurde der QlAquick Gel Extraction Kit eingesetzt.
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4.4.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde anhand der Absorption bei 260 nm im UV-Spektrometer in
einer Quarzkiivette bestimmt. Eine Absorption Asgp=1 entspricht hierbei einer Konzentration
an doppelstrangiger DNA von 50 mg L. Zur Beurteilung der Reinheit der DNA wurde der
Quotient aus der Absorption bei 260 nm und der Absorption bei 280 nm herangezogen, wobei
ein Wert zwischen 1,8 und 2,0 fiir eine hohe Reinheit sprach (Sambrook et al., 1989).

4.4.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die analytische und praparative Auftrennung von DNA erfolgte in 1 %igen Agarosegelen, die
0,4 ug mL™' Ethidiumbromid enthielten und fiir einen Trennbereich von 0,3-10 Kilobasenpaa-
ren (kb) geeignet waren. Die Elektrophorese wurde in 1 x TAE-Puffer bei einer konstanten
Spannung von 120 V flir 20-45 min durchgeflhrt.

4.4.7 Restriktion und Ligation von DNA

Flr die analytische und die praparative Spaltung von DNA wurden in der Regel 0,5 ng DNA
und 10 U des entsprechenden Restriktionsenzyms eingesetzt. Die Spaltung erfolgte unter
den vorgeschriebenen Reaktionsbedingungen fiir das verwendete Restriktionsenzym bzw.
die Restriktionsenzymkombination. Fir den Verdau von Plasmiden mit Notl wurde entspre-
chend der Herstellerempfehlung die 5-fache Menge an Restriktionsenzym verwendet. Um
die Religation eines geschnittenen Vektors zu verhindern, wurde dieser im Anschluss an
die Restriktion in zwei Durchgangen mit 5 U Antarctic Phosphatase fiir jeweils 1 h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym fiir 5 min bei 65°C deaktiviert und das dephospho-
rylierte Plasmid gereinigt. Zuvor geschnittene und gereinigte DNA-Fragmente wurden unter
Verwendung einer T4-DNA-Ligase mit dem Plasmid ligiert. Fir die Ligation wurde ein dreifa-
cher molarer Uberschuss der zu inserierenden Ziel-DNA eingesetzt. Bei der Klonierung von
Fragmenten unter 100 bp wurde ein 20facher Uberschuss gewahlt. Je 200 ng der Vektor-DNA
wurden mit der entsprechenden Menge an Ziel-DNA und 10 U T4-DNA-Ligase tber Nacht
bei 16°C inkubiert.

4.4.8 Herstellung von kompetenten Escherichia coli-Zellen

Far die Transformation von Escherichia coli JM 109(DE3) wurden kompetente Zellen nach ei-
nem Protokoll von Sambrook et al. (1989) hergestellt. Dazu wurde eine 100 mL-FlUssigkultur
mit einer optischen Dichte ODggp=0,5 mit 4 mL 1 M MgCl, versetzt und 10 min weiter im
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Schiittler (37°C, 250 min'!, 5 cm Exzentrizitat) inkubiert. AnschlieBend wurde die Kultur 1 h
auf Eis gekihlt und 5 min bei 4°C und 4528 x g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 20 mL
CaCl,-L6sung resuspendiert und wiederum 1 h auf Eis inkubiert. Im Anschluss an eine weite-
re Zentrifugation (4525 x g, 4°C, 5 min) wurde das Sediment in 4 mL einer Mischung aus der
CaCl,-Lbésung (85 % (v/v)) und Glycerin (15 % (v/v)) aufgenommen und in 200 uL Portionen
aufgeteilt. Die Zellen wurden entweder direkt im Anschluss mit Plasmid-DNA transformiert
oder in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Die Escherichia coli-Stdamme XL-10 Gold, Tuner(DE3) und Rosetta 2(DE3) wurden in Form
von kompetenten Zellen erworben.

4.4.9 Transformation von kompetenten Escherichia coli-Zellen

Die Transfomation der kommerziell erhaltlichen kompetenten Zellen erfolgte nach dem jewei-
ligen Herstellerprotokoll. Fir die Transformation von Escherichia coli JM 109(DE3) wurden je
200 puL kompetente Zellen mit 50 ng Plasmid-DNA vermischt und 30 min auf Eis inkubiert.
Nach einem anschlieBenden Hitzeschritt fir 1 min bei 42°C wurde der Ansatz wieder auf Eis
abgekuhlt. Nach 2 min auf Eis wurden 800 uL SOC-Medium hinzugegeben und der Ansatz
wurde fir 60 min bei 37°C und 300 min™' im Thermomixer inkubiert. Nach einem Zentrifu-
gationsschritt (Tischzentrifuge, 1000 min'!, RT, 10 min) wurde das Bakterienpellet in 150 pL
SOC-Medium resuspendiert und auf einer LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibioti-
kum ausgestrichen. Die Agarplatte wurde anschlieBend im Brutschrank bei 37 °C tber Nacht
inkubiert.

4.4.10 Kolonie-Polymerasekettenreaktion

Die Kolonie-Polymerasekettenreaktion (Kolonie-PCR) ist eine schnelle Methode zur Evaluie-
rung, ob die gewilinschte Ziel-DNA nach Ligation und Transformation im Vektor vorhanden
ist. Zu diesem Zweck wurden Abstriche von Einzelkolonien auf Agarplatten in 10 uL VE-H,O
suspendiert, 5 min bei 95°C inkubiert und dann direkt in der PCR-Reaktion eingesetzt. Zur
Vermeidung von falsch-positiven Ergebnissen wurden fir die Amplifizierung Oligonukleotide
verwendet, die auf dem Vektor banden und nicht in dem einzufigenden DNA-Fragment. Da
die Ligation mit einem Uberschuss an Ziel-DNA durchgefiihrt wurde, hatten ansonsten auch
Abstriche vom Agar alleine positive PCR-Ergebnisse ergeben kénnen (Dallas-Yang et al.,
1998). Bei der Verwendung von Vektor-Oligonukleotiden gab die Gré3e des PCR-Produkts
Aufschluss Uber den Erfolg der Insertion der Ziel-DNA. Falls kein Einbau stattgefunden hatte,
diente das PCR-Produkt, dessen GrdBe dem Abstand der Bindestellen der Oligonukleotide

73



4 Material und Methoden

auf dem Plasmid entsprach, als interne Positivkontrolle fir die PCR. Befand sich die Ziel-DNA
im Vektor, so war das PCR-Produkt dementsprechend gréBer.

4.4.11 Ortsgerichtete Mutagenese

Der QuikChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit diente zur ortsgerichteten Mutage-
nese einzelner Aminosauren und wurde nach den Herstellerangaben angewendet. Die bend-

tigten Oligonukleotide wurden mit Hilfe des QuikChange® Primer Design Programms erstellt.

4.4.12 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit von der Firma Seglab in Géttingen
durchgeflhrt. Fir Sequenzierungen wurden pro 100 bp Lange des zu sequenzierenden Kon-
struktes 25 ng DNA mit 20 pmol Primer in einem 200 uL-PCR-Gefa3 mit flachem Deckel
gemischt. Bei Plasmiden wurden generell 600 ng DNA eingesetzt. Nach Méglichkeit sollte
ein Gesamtvolumen von 7 ul eingestellt werden.

4.5 Proteinchemische Methoden

4.5.1 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteingemischen wurde die diskontinuierliche Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit Trenn- und Sammelgel benutzt (Laemm-
li, 1970; Fling und Gregerson, 1986). Alle hierflr benétigten Pufferlésungen sind in Tabelle
A.18 (Anhang A.6) zusammengefasst. Es wurden 10 bis 15 %ige Trenngele in Kombinati-
on mit einem 3 %igen Sammelgel verwendet. Die Zusammensetzungen sind in Tabelle 4.4
angegeben.

Die Proteinproben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 5x Laemmlipuffer versetzt.
Unlésliche Fraktionen wurden in 1x Laemmlipuffer aufgenommen. Fir eine vollstdndige De-
naturierung der Proteine wurden die Proben 5 min bei 95°C inkubiert.

Zur Abschétzung des Molekulargewichts der Proteine wurde der Roti®-Mark Standard (14-
212 kDa) eingesetzt, wahrend fir densitometrische Analysen der flr diesen Zweck geeignete
Perfect Protein Marker (10-225 kDa) verwendet wurde. Proteinkonzentrationen konnten durch
das Auftragen verschiedener Volumina des definierten Standards quantifiziert werden. Im
Falle der 50 kDa-Bande entsprach der Auftrag von 1 uL exakt 0,2 ug Protein, im Falle aller
anderen Banden 0,1 pg. Die Gele wurden nach der Coomassie-Farbung digitalisiert und mit
Hilfe des Programms ImageJ ausgewertet.
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Tabelle 4.4: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngelen der SDS-PAGE

Sammelgel Trenngel
5,0 % 10,0% 125% 15,0%

Acrylamid, 40 % 5,0 mL 10,0mL 12,5mL 15,0mL
2x Sammelgelpuffer 20,0 mL - - -

4x Trenngelpuffer - 10,0mL 10,0 mL 10,0 mL
ddH>O 15,0 mL 2000mL 17,5mL 150mL
Gesamtvolumen 40,0mL 40,0 mL 40,0mL 40,0 mL
Polymerisation:

Volumen pro Gel 2,5mL 75mL  75mL  7,5mL
APS, 10 % 100 pL 100 uL 100 uL 100 pL
TEMED 10 pulL 10 pulL 10 pulL 10 pulL

4.5.2 Coomassie-Farbung

Zur Visualisierung von Proteinbanden in Polyacrylamidgelen wurde ein modifiziertes Proto-
koll von Fairbanks et al. (1971) verwendet, dessen Nachweisgrenze bei 50-100 ng Protein
liegt. Die Zusammensetzungen der bendtigten Lésungen sind in Tabelle A.20 (Anhang A.6)
aufgelistet. Nach der Elektrophorese wurden die Gele nacheinander in die drei Fairbanks-
Lésungen A, B und C gelegt, kurz darin aufgekocht und anschlieBBend fiir 5 min geschwenkt.
Um den Entférbeprozess durch Lésung C zu beschleunigen, wurde nach dem Kochen ein
Stick handelsiblicher Kichenrolle in die Farbeschale gelegt, wodurch Uberschissiges Coo-
massie Brilliant Blau R250 aufgenommen wurde.

4.5.3 Silberfarbung

Die Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick (1988) ist sensitiver als die Farbung nach
Fairbanks und kann bei richtiger Handhabung Proteinmengen nachweisen, die im Bereich
von 10 ng liegen. Tabelle A.20 (Anhang A.6) gibt eine Ubersicht liber die benétigten Lésun-
gen. Nach der Elektrophorese wurden die Gele fir 20 min in Silberfixierlésung | und darauf-
hin mindestens 30 min in Silberfixierlésung Il geschwenkt. Im Anschluss an drei 10min(tige
Waschschritte mit ddH,O wurden die Gele fir 30 min in Silberférbelésung eingelegt. Die
Entwicklung wurde durch Zugabe von Entwicklungslésung gestartet und bei ausreichender
Farbung mit Stopplésung beendet.
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4.5.4 Blaue Nativgelelektrophorese

Die Blaue Nativgelelektrophorese wurde von Hermann Schagger urspriinglich zur Isolierung
von mitochondrialen Membranproteinkomplexen entwickelt (Schagger und von Jagow, 1991;
Schagger et al., 1994). Heutzutage wird die Blaue Nativgelelektrophorese generell zur Auf-
trennung und Untersuchung von Proteinkomplexen in ihrer nativen Form verwendet. Der im
Kathodenpuffer enthaltene anionische Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G250 bindet an hy-
drophobe Proteinoberflachen und bewirkt damit eine negative Ladung, die eine Auftrennung
im elektrischen Feld erlaubt. Es wurden 13 %ige und 20 %ige konstante Gele angefertigt, die
jeweils mit einem 4 %igen Sammelgel lberschichtet wurden. Die Zusammensetzungen der
verwendeten Puffer und Gele sind in den Tabellen A.19 (Anhang A.6) und 4.5 aufgelistet.

Tabelle 4.5: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngelen der Blauen Nativgelelektro-
phorese

Sammelgel Trenngel
4,0 % 13,0 % 20,0 %

Acrylamid, 40 % 0,6 mL 4875mL 7,5mL
3x BN-Gelpuffer 2,0 mL 5,0 mL 5,0 mL

Glycerin - 2,4 mL 2,4 mL
ddH-O 3,4 mL 2,725mL 0,1 mL
Gesamtvolumen 6,0 mL 150mL 15,0 mL
Polymerisation:

Volumen pro Gel 2,5mL 7,5mL 7,5mL
APS, 10 % 50 uL 75 uL 75 ulL

TEMED 5ulL 7,5 ulL 7,5 ulL

Der BN-Kathodenpuffer musste vor Gebrauch mehrere Stunden gerthrt und bei Raumtem-
peratur gelagert werden, da der Coomassie-Farbstoff bei niedrigen Temperaturen zur Ag-
gregatbildung neigt (Wittig et al., 2006). Die Blaue Nativgelelektrophorese wurde bei 4°C im
Kihlraum durchgeflhrt. Die Probe sowie geeignete Markerproteine wurden im Verhaltnis 1:2
mit 2x BN-Probenpuffer verdiinnt und aufgetragen. Bis die Proben das Trenngel erreichten,
wurde eine Spannung von 100 V angelegt. AnschlieBend wurde die Trennung bei 300 V und
15 mA fortgesetzt. Nachdem die Lauffront etwa bei der Halfte des Gels angekommen war,
wurde der blaue BN-Kathodenpuffer gegen farbstofffreien BN-Kathodenpuffer ausgetauscht
und die Auftrennung bis zum Gelende weitergefihrt.
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4.5.5 Proteinkonzentrationsbestimmung
BCA-Assay

Die Proteinkonzentrationbestimmung erfolgte mit dem BCA Protein Assay Kit, der fir Protein-
konzentrationen zwischen 20 und 2000 mg L' geeignet ist und nach den Herstellerangaben
angewendet wurde. Der BCA-Assay wurde von Smith et al. (1985) entwickelt und beruht auf
einer Kombination aus Biuret-Assay und Bicinchonins&ure (bicinchoninic acid, BCA). Protei-
ne reduzieren im Alkalischen Cu2* zu Cu*, woraufhin Bicinchoninsdure mit dem einwertigen
Cu* einen intensiv lilafarbenenen Komplex bildet. Dieser Komplex hat ein Absorptionsma-
ximum bei 562 nm und kann photometrisch bei Wellenlangen zwischen 540 und 590 nm
detektiert werden.

UV-Absorption bei 280 nm

Um eine grobe Einschatzung der Proteinkonzentration zu treffen, wurde die UV-Absorption
bei 280 nm gemessen, die hauptsachlich auf der Absorption der Aminosauren Tyrosin und
Tryptophan basiert (Lottspeich und Zorbas, 1998). Somit ist der molare Extinktionskoeffizient e
proteinspezifisch. Die Absorption einer 1 %igen Lésung (w/v) (A! %) liegt bei den meisten
Proteinen im Bereich zwischen Asgg = 0,4 und 1,5 (Lottspeich und Zorbas, 1998). Das Pro-
gramm ProtParam wurde fiir die Berechnung von A' % fiir die zu vermessenden Proteine
herangezogen.

4.6 Proteinreinigungsmethoden

Zur praparativen Trennung von Proteinen stand eine automatisierte Fast Protein Liquid Chro-
matography (FPLC)-Anlage zur Verfigung. Die Signale des Fraktionskollektors sowie des
UV-Spektrophotometers, das die Absorption bei 280 nm verfolgte, wurden mit Hilfe eines
LabView-Programms aufgezeichnet und ausgewertet. Alle Reinigungsschritte wurden bei
4°C im Kihlraum durchgefiihrt. Die verwendeten Puffer sind in Tabelle A.16 (Anhang A.6)
zusammengefasst.

4.6.1 GroBenausschlusschromatographie

Die GréBenausschlusschromatographie wurde zur Proteinreinigung und firr die Bestimmung
des Oligomerisierungsgrades von Proteinen eingesetzt. Fir diese Zwecke wurde eine Hi-
Load 26/60 Superdex 200 Saule mit einem Trennbereich zwischen 10 — 600 kDa verwendet.

Die Saule wurde mit einem Saulenvolumen Gelfiltrationspuffer aquilibriert und mit maximal
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12 mL des Proteingemisches beladen, das mit einer Flussrate von 2 mL min™" aufgetrennt
wurde. Die Kalibrierung der Saule erfolgte mit Markerproteinen im relevanten GréBenbereich
bei einer Konzentration von 1 g L. Die erhaltenen Daten wurden anhand Gleichung 4.7 in
Partitionskoeffizienten K5, umgerechnet.

VeV

K
ay ‘/I—VO

K,, Partitionskoeffizient, -

V,  Elutionsvolumen, mL

Vo Auschlussvolumen, mL (hier: 117 mL)
V,  Bettvolumen, mL (hier: 320 mL)

4.6.2 Anionenaustauschchromatographie

FUr die Anionenaustauschchromatographie wurde eine mit dem schwachen Anionentauscher-
material DEAE52 gepackte Saule mit einem Volumen von 65 mL verwendet, die wahrend der
gesamten Reinigung mit einer Flussrate von 0,5 mL min™' betrieben wurde. Nach der Aquili-
bration mit 5 Sdulenvolumina Niedrigsalzpuffer und dem Probenauftrag wurde die Sdule mit
weiteren 5 Saulenvolumina Niedrigsalzpuffer gesplilt. Die Elution erfolgte Uber einen Gradi-
enten von 0 - 3 M NaCl, der durch die Anderung des Mischungsverhaltnisses von Niedrigsalz-
zu Hochsalzpuffer realisiert wurde: 0 - 20 % Hochsalzpuffer Gber 260 min, anschlieBend 20 -
100 % Hochsalzpuffer Gber 130 min.

4.6.3 Immobilisierte Metallaffinitatschromatographie

Die Affinitdtschromatographie beruht auf der spezifischen und reversiblen Wechselwirkung
eines Zielmolekils mit einem individuellen, matrixgebundenen Bindungspartner. Sie gilt als
Trennmethode mit der gréBten Selektivitat bei der Reinigung von Biomolekilen (Lottspeich,
1998).

Bei Proteinen, die am C- oder N-Terminus einen exponierten Polyhistidin-Affinitatsanker auf-
weisen, ist eine Reinigung Uber Immobilisierte Metallaffinitatschromatographie (IMAC) mdg-
lich. Die rekombinant exprimierten Ketoreduktasen erhielten durch die Klonierung in den Ex-
pressionsvektor pETM-41 neben Maltose-bindendem Protein (MBP) auch einen Hexahisti-
din (Hisg)-Anhang am N-Terminus. Die Tabakéatzvirus (tobacco etch virus, TEV)-Protease
wurde ebenfalls mit Hisg-Affinitatsanker exprimiert, der eine Reinigung tber Immobilisierte
Metallaffinitdtschromatographie erméglichte. Die Unterschiede in der affinititschromatogra-
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phischen Isolation der Ketoreduktasen und der TEV-Protease lagen nur in der Verwendung
unterschiedlicher Puffer: HisTrap-Binde- und Elutionspuffer bzw. TEV-Binde- und Elutionspuf-
fer.

Far die Reinigung wurden HisTrap-S&ulen mit einem Saulenvolumen von 1 oder 5 mL ver-
wendet, deren Matrix aus mit Nickelionen (Ni?*) beladener hochvernetzter Agarose besteht.
Nach der Aquilibration der Saule mit 5 Saulenvolumina Bindepuffer wurde die Probe mit einer
Flussrate von einem Saulenvolumen pro Minute auf die Saule aufgetragen. Der Verlauf der
Proteinkonzentration wurde durch das UV-Signal bei 280 nm verfolgt. Durch das Waschen
mit Bindepuffer wurden nicht gebundene Proteine entfernt bis die Basislinie des UV-Signals
wieder erreicht wurde. Das Vorhandensein von geringen Imidazol-Konzentrationen im Puffer
verhinderte die unerwlinschte Bindung bakterieller Proteine, die aufgrund von Histidin-Resten
eine gewisse Affinitat zur Saulenmatrix besitzen. Die Elution der gebundenen Proteine erfolg-
te Uber einen linearen Imidazolgradienten zwischen 0 % und 100 % Elutionspuffer tGber 20
Saulenvolumina. AnschlieBBend wurde zusatzlich mit 10 Saulenvolumina 100 % Elutionspuf-
fer nachgewaschen. Wéahrend der Elution wurden Fraktionen gesammelt, die je zwei Sau-
lenvolumina entsprachen. Die Fraktionen, die das Zielprotein enthielten, wurden anhand des
UV-Signals ermittelt. War keine eindeutige Identifizierung anhand des UV-Signals méglich,
wurden die Proben mit einer SDS-PAGE analysiert. Die Reinheit der eluierten Proteine wur-
de ebenfalls durch eine SDS-PAGE untersucht, die mit Silber gefarbt wurde.

4.6.4 Affinitatschromatographische Reinigung von Glutathion-S-Transferase-
Fusionsproteinen

Far die Reinigung von Glutathion-S-Transferase (GST)-Fusionsproteinen mittels Affinitats-
chromatographie wurden 1 mL GSTrap-S&ulen verwendet, die mit 5 Saulenvolumina GSTrap-
Bindepuffer bei einer Flussrate von 1 mL min'" dquilibriert wurden. Nach dem Probenauftrag,
der bei einer Flussrate von 0,5 mL min™' erfolgte, wurde mit 1 mL min" Bindepuffer bis zum
Erreichen der Basislinie des UV-Signals gewaschen. Die Elution erfolgte mit 10 Saulenvo-
lumina GSTrap-Elutionspuffer bei einer Flussrate von 1 mL min™'. Die GST-Aktivitat konnte
im Verlauf der Reinigung mit Hilfe des GST - Tag™Assay Kit verfolgt werden, der nach den
Herstellerangaben verwendet wurde.

Nach der proteolytischen Spaltung der Fusionsproteine durch 20 U mL™! Thrombin bei Raum-
temperatur Uber Nacht wurde die Protease mit Hilfe von 1 mL HiTrap Benzamidin-Saulen
aus dem Reaktionsgemisch entfernt. Die Benzamidinsdulen wurden unter Verwendung des
Benzamidin-Binde- und Elutionspuffers mit den gleichen Betriebsparametern wie die GSTrap-
Saulen aquilibiert, beladen und eluiert.
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4.7 Praparative Methoden

4.7.1 Dialyse

Zur Umpufferung sowie zur Ruckfaltung solubilisierter Einschlusskdérper wurde eine Dialyse
durchgeflhrt. Die GréBenausschlussgrenze der Membran entsprach dabei héchstens dem
halben Molekulargewicht der zurlickzuhaltenden Substanz.

Vor dem Gebrauch der Dialyseschlduche wurden diese in 10 mM EDTA-L&sung fir 30 Minu-
ten auf 80°C erhitzt, um Verunreinigungen durch Schwermetallionen zu beseitigen. Daraufhin
wurden die Dialyseschlauche tber Nacht bei Raumtemperatur in frischer EDTA-L6sung in-
kubiert, woran sich ein 30minUtiger Waschschritt in 95 % Ethanol anschloss. Die gereinigten
Membranen wurden in einer Lésung von 5 mM EDTA in 47 % Ethanol bei 4°C aufbewahrt.

Zur Durchfiihrung einer Dialyse wurde der Dialyseschlauch grindlich mit VE-Wasser gewa-
schen, um den Lagerpuffer zu entfernen. Nach dem Beflillen des Dialyseschlauches wurden
beide Offnungen mit Schlauchklemmen verschlossen und es wurde gegen ein Puffervolu-
men von mindestens dem 100fachen Probevolumen dialysiert. Der Pufferaustausch wurde
tber Nacht bei 4°C unter leichtem Ruhren auf einer Rihrplatte vorgenommen.

4.7.2 Adsorptive Entfernung von Triton X-100 aus Proteingemischen

Da Triton X-100 eine kritische Micellarkonzentration von 0,3 mM besitzt (Lasch, 1995) und
Micellen in der GréBenordnung von 10 nM bildet (Helenius und Simons, 1975), ist es nicht
dialysierbar und wurde durch Bio-Beads SM-2 nach einem Protokoll von Holloway (1973)
adsorptiv aus Proteinldsungen enfernt.

Vor dem Gebrauch mussten die Bio-Beads erst durch ein Waschprotokoll aktiviert werden.
Hierbei wurden 25 g Bio-Beads SM-2 mit 0,2 L Methanol fiir 15 min unter Rithren (200 min'",
RT) gewaschen. Das Methanol wurde durch Filtration entfernt und es wurde mit weiteren
0,5 L Methanol und 1 L ddH>,O nachgewaschen. Die Bio-Beads wurden bis zu ihrem Ge-
brauch mit ddH,O Uberschichtet gelagert. Ihre Bindekapazitat lag bei 0,05 g Triton X-100 pro
g Feuchtgewicht.

Fir die Entfernung von Triton X-100 aus Proteingemischen wurde eine der Detergenzmenge
angepasste Menge an Bio-Beads zusammen mit der Probe bei 4°C fiir 2 h bei 200 min’"
gerlhrt und anschlieBend durch Zentrifugation (4528 x g, 4°C, 10 min) entfernt.
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4.7.3 Herstellung der Tabakatzvirus-Protease

Die 27 kDa grof3e Tabakatzvirus (fobacco etch virus, TEV)-Protease besitzt gegenlber ande-
ren gebrduchlichen Proteasen, wie beispielsweise Faktor Xa und Thrombin, drei wesentliche
Vorteile. Zum einen ist die Sequenzspezifitat der TEV-Protease viel stringenter. Sie erkennt
ausschlieBlich Epitope der Form ExxYxQ[GS], wobei die Spaltschnittstelle zwischen den letz-
ten beiden Amiosduren liegt. Das effizienteste Substrat hat die Sequenz ENLYFQS (Parks
et al., 1994). Thrombin und Faktor Xa hingegen sind daflir bekannt, dass sie auch zu unspe-
zifischer Proteolyse an unerwiinschten Positionen flihren kénnen (Jenny et al., 2003). Ferner
ist die TEV-Protease keine Serinprotease, sondern besitzt ein Cystein im katalytischen Zen-
trum (Gorbalenya et al., 1989). Daher kénnen gangige Proteaseinhibitoren, wie beispielswei-
se PMSF, wahrend der Proteinreinigung verwendet werden. Ein weiterer wesentlicher Vorteil
ist die Tatsache, dass die TEV-Protease bei 4°C ein Drittel ihrer Aktivitat bei Raumtemperatur
zeigt. Das macht eine schonende Spaltung der Fusionsproteine bei 4°C Uber Nacht méglich
(Nallamsetty und Waugh, 2007).

Ein wesentlicher Nachteil der TEV-Protease hingegen ist die Instabilitdt des Enzyms durch
Selbstverdau aufgrund einer internen Spaltstelle (Parks et al., 1995). Diese Autoinaktivierung
konnte jedoch in der Mutante S219V um den Faktor 100 reduziert werden, wobei zugleich die
spezifische Aktivitat des Enzyms leicht gesteigert wurde (Kapust et al., 2001). Aus diesem
Grund wurde nicht die Wildtyp-TEV-Protease eingesetzt, sondern die S219V-Mutante, die
nachfolgend aus Griinden der Ubersichtlichkeit als TEV-Protease bezeichnet wird.

Far die Herstellung der TEV-Protease wurden zwei 1 L-Schittelkolben ohne Schikanen mit
200 mL TB-Medium befiillt, mit 100 mg L' Ampicillin und 34 mg L' Chloramphenicol supple-
mentiert und mit 0,25 % (v/v) Zellsuspension aus der Escherichia coli BL21-Codon-Plus(DE3)-
RIL pRK793 Zellbank angeimpft. Die Kulturen wurden in einem Schittelinkubator bei 37 °C,
250 min"' und 5 cm Exzentrizitat Gber Nacht inkubiert. Fiir die anschlieBende Kultivierung
im 4 L-MaBstab wurde ein 7,5 L-Labor-Rihrkesselreaktor vom Typ Labfors mit 3,6 L TB-
Medium beflllt und autoklaviert. Nach dem Abkihlen des Mediums auf die Kultivierungstem-
peratur von 37°C wurden 10 g L™ Glukose, 0,05 % (v/v) Antischaummittel Clerol FBA 265,
100 mg L' Ampicillin und 34 mg L' Chloramphenicol (iber eine sterile Anstechvorrichtung
erganzt. Der Reaktor wurde auf eine optische Dichte ODggg = 0,1 angeimpft. Der pH wurde
wahrend der Kultivierung durch 12,5 % Ammoniak und 28,3 % Phosphorsaure auf 6,8 ge-
regelt. Uber die Rihrerdrehzahl (Start bei 600 min') und die Begasungsrate (4-8 NL min™)
wurde der Sauerstoffpartialdruck (pO,) zwischen 30 und 40 % geregelt. Wahrend des Pro-
zesses wurden Proben entnommen und die optische Dichte sowie der Glukosegehalt be-
stimmt. Die Ermittelung der Glukosekonzentration erfolgte mit Hilfe des Blutzuckermessge-
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rats Accu-Chek (Messbereich 0,1-6,0 g L™"). Bei einer Glukosekonzentration von 0,2 g L™
(ODggo ~16-17) wurde die Kultivierungstemperatur auf die optimale Expressionstemperatur
der TEV-Protease von 30°C gesenkt. Sobald keine Glukose im Medium mehr nachweisbar
war (ODggg ~19), wurde die Proteinexpression mit 1 mM IPTG induziert und die Rihrerdreh-
zahl auf 200 min™" gesenkt, da der pO, einen negativen Einfluss auf die Proteinexpression
der TEV-Protease besitzt (M. Tiemeyer, 2007, persénliche Kommunikation). Die Zellen wur-
den nach 4 h Expression durch Zentrifugation (4528 x g, 10 min, 4°C) geerntet und bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Fir die Reinigung der TEV-Protease wurden die sedimentierten Zellen aufgetaut und in
TEV-Bindepuffer (Anhang A.6, Tabelle A.16) im Verhaltnis von 1 g Feuchtmasse zu 5 mL
Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 1 mM PMSF wurden die Zellen mit Glasper-
len aufgeschlossen. Das Homogenat wurde anschlie3end zentrifugiert (47.808 x g, 30 min,
4°C). Falls der Uberstand sehr viskos war, wurde zusétzlich ein DNase-Verdau durchgefihrt
(1 mg L' DNase I, 5 mM MgCl,, 30 min, RT). Die Reinigung des Zielproteins erfolgte iiber
den Hisg-Anhang mittels Immobilisierter Metallaffinitdtschromatographie. Die Fraktionen mit
TEV-Protease wurden vereinigt und zum Pufferaustausch gegen TEV-Dialysepuffer dialysiert.
Von der umgepufferten TEV-Protease wurde die Absorption bei 280 nm bestimmt. Anschlie-
Bend wurden 10 % (v/v) Glycerin hinzugefiigt, woraufhin die Proteinlésung in 1 mL Portionen
aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert wurde.

4.7.4 Herstellung von cyanobakteriellen Ketoreduktasen in Fusion mit
Maltose-bindendem Protein

Far die I6sliche Produktion cyanobakterieller 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktasen in
Escherichia coli wurde das codierende Gen fabG in den Vektor pETM-41 kloniert, um die Ex-
pression als Fusionprotein mit einem 44 kDa grof3en, N-terminalen Anhang aus Hexahistidin
und Maltose-bindendem Protein (Hisg-MBP) zu erreichen. Alle untersuchten Cyanobakteri-
en waren sequenziert. Die Zugriffsschlissel fur die DNA- und Proteinsequenzen befinden
sich in Anhang C.2. Je nach Condonverwendung im fabG-Gen aus den verschiedenen Spen-
derorganismen wurden flr die Expression Escherichia coli Tuner(DE3) oder Rosetta 2(DE3)
Zellen eingesetzt. Wurden bei der Analyse mit Hilfe des Programmes Graphical Codon Usa-
ge Analyser die in Escherichia coli selten vorkommenden Codons AGG, AGA, AUA, CUA,
CCC, GGA oder CGG haufig oder in rAumlicher N&he zueinander gefunden, wurde Esche-
richia coli Rosetta 2(DE3) gewahlt. Dieser Stamm kann die Expressionslimitierungen durch
das Plasmid pRARE2 ausgleichen (Novagen, 2003).
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FUr die Herstellung von cyanobakteriellen Ketoreduktasen wurde eine 4 mL-Vorkultur im Rea-
genzglas mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte angeimpft und bei 30°C, 250 min™! und
16 mm Exzentrizitat Gber Nacht inkubiert. Flr die Selektion von Zellen, die den pETM-41-
Vektor mit dem inserierten fabG-Gen trugen, wurde mit 34 mg L™! Kanamycin supplementier-
tes TB-Medium eingesetzt. Fand die Expression in Escherichia coli Rosetta 2(DE3) Zellen
statt, wurde zuséatzlich mit 34 mg L' Chloramphenicol ein Selektionsdruck ausgeibt, der den
Verlust des pRARE2-Plasmid verhinderte. Fir die Expressionskultur wurden Schittelkolben
ohne Schikanen zu 20 % des Nominalvolumens mit TB-Medium sowie den geeigneten An-
tibiotika beflllt und im Verhaltnis 1:200 mit der Vorkultur angeimpft. Die Kulturen wurden in
einem Schiittelinkubator bei 37°C , 250 min™' und 3,5 cm Exzentrizitat inkubiert und bei ei-
ner optischen Dichte ODgpg = 0,6 - 0,8 mit 1 mM IPTG induziert. Die Expression erfolgte bei
20°C Uber Nacht. Die Zellen wurden anschlieBend durch Zentrifugation (4528 x g, 10 min,
4°C) geerntet. FUr die Isolation der Ketoreduktasen wurden die Zellen in HisTrap-Bindepuffer
(Anhang A.6, Tabelle A.16) im Verhaltnis von 1 g Feuchtmasse zu 5 mL Puffer resuspen-
diert. Nach der Zugabe von 1 mM PMSF wurden die Zellen unter Verwendung von Glasper-
len aufgeschlossen. Das Homogenat wurde anschlie3end zentrifugiert (47.808 x g, 30 min,
4°C). Falls der Uberstand sehr viskos war, wurde ein DNase-Verdau durchgefiihrt (1 mg L'
DNase I, 5 mM MgCl,, 30 min, RT). Die Reinigung des Zielproteins erfolgte Uber den Hisg-
Anhang mit Hilfe von Immobilisierter Metallaffinitdtschromatographie. Die Fraktionen, die das
Fusionsprotein enthielten, wurden zusammengefuhrt und in Vivaspin Ultrafiltrationseinheiten
(GréBenauschlussgrenze 5 kDa) mindestens um Faktor 10 konzentriert. Der Hisg-MBP-Teil
wurde nachfolgend durch das Hinzufligen von einem Teil (Asgg) TEV-Protease pro 30 Teile
(Aogg) Fusionsprotein bei 4°C Gber Nacht abgespalten. Nach der Spaltung wurden die Enzy-
me von dem Hisg-MBP-Teil und der TEV-Protease, die auch einen Hisg-Affinitdtsanker besitzt,
gereinigt. Hierfir wurde der Verdau mit HisTrap-Bindepuffer auf eine Imidazol-Konzentration
unter 40 mM verdinnt und erneut mittels Immobilisierter Metallaffinitdtschromatographie ge-
reinigt. Die Reinheit der Proteine wurde durch eine 15-%ige SDS-PAGE beurteilt, die mit
Silber gefarbt wurde.

4.7.5 Isolation und Riickfaltung von Einschlusskoérpern

Unter Verwendung des Expressionsvektors pGEX-4T-1 wurden die 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-
Protein)-Reduktasen aus Synechococcus PCC 7942 und Synechococcus RCC 556 als Fu-
sionsproteine mit der 26 kDa Glutathion-S-Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum
exprimiert (Smith und Johnson, 1988). Die Fusionsproteine wurden in Form von Einschluss-
kérpern gereinigt (Rudolph und Lilie, 1996). Alle hierflr benétigten Pufferlésungen sind in
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Tabelle A.21 (Anhang A.6) zusammengefasst.

Fir die Produktion der Einschlusskérper wurde eine 4 mL-Vorkultur (TB-Medium, 100 mg L™
Ampicillin) im Reagenzglas mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte angeimpft und bei
37°C, 250 min™' und 16 mm Exzentrizitit Gber Nacht inkubiert. Fiir die Expressionskultur
wurden Schttelkolben ohne Schikanen zu 20 % des Nominalvolumens mit TB-Medium be-
fallt, mit 100 mg L' Ampicillin supplementiert und mit 0,5 % (v/v) der Vorkultur angeimpft. Die
Kulturen wurden in einem Schiittelinkubator bei 37°C , 250 min™' und 5 cm Exzentrizitét inku-
biert und bei einer optischen Dichte ODggg = 0,6-0,8 mit 1 mM IPTG induziert. Die Expression
erfolgte bei 37 °C fir 3 h. Die Zellen wurden anschlieBend zentrifugiert (4528 x g, 10 min, 4°C)
und enzymatisch aufgeschlossen. Der Zellaufschluss wurde daraufhin mit dem Dispergierge-
rat UltraTurrax® homogenisiert. Um eine Erhitzung der Probe zu verhindern, folgte stets nach
30 s Homogenisierung eine Inkubation fir 30 s auf Eis. Nach Zugabe von einem halben Vo-
lumen 4x Membranextraktionspuffer wurde die Suspension fir 30 min bei 4°C inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert (47.808 x g, 30 min, 4°C). Nach jeweils zwei Waschschritten mit
Waschpuffer | und Il konnten die isolierten Einschlusskérper entweder bei -20°C gelagert
oder sofort weiterverwendet werden.

Die Einschlusskérper wurden in Solubilisierungspuffer gelést, wobei eine Proteinkonzentra-
tion von 1 g L'" eingestellt wurde. Nach der Zugabe von 1 mM PMSF wurde die Lésung
fir 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer weiteren Reduktion der Proteinkonzen-
tration durch Zugabe von Solubilisierungspuffer auf eine finale Konzentration von 0,1 g L'
wurden die Proteine entweder durch eine schnelle Verdiinnung in gerihrtem Waschpuffer Il
(1:200, 15°C, 600 min™') oder durch Dialyse gegen Waschpuffer Il riickgefaltet. Die Protein-
I6sung wurde anschlieBend zentrifugiert (47.808 x g, 30 min, 4°C) und gegebenenfalls mit
Vivaspin Ultrafiltrationseinheiten (GréBenausschlussgrenze 5 kDa) konzentriert.

4.8 Gaschromatographische Analytik

Zur Analytik von Edukten und Produkten der asymmetrischen Synthese chiraler Alkohole
wurde der Gaschromatograph CP-3800 mit unterschiedlichen Trennsaulen eingesetzt (Tabelle
A.3). Injektor- sowie Detektortemperatur betrugen stets 250°C. Der Split wurde vor 0,01 und
nach 0,5 min auf 10 reduziert. Die Quantifizierung erfolgte Uber Kalibrierstandards zwischen
0 und 10 mM und einen methodenabhangigen internen Standard (7,2 mM Acetophenon oder
2-Oktanon) in jeder Probe. Da auf keine der verwendeten chiralen Trennsaulen Wasser auf-
gebracht werden durfte, wurden die Edukte und Produkte mit Ethylacetat aus den wassrigen
Proben extrahiert. Die Methode der Extraktion und der anschlieBenden Phasentrennung war
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abhangig von der Art des Experiments und wird in den jeweiligen Kapiteln beschrieben.

4.8.1 Acetophenon und 1-Phenylethanol

Acetophenon und 1-Phenylethanol wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Saulenstrémung:
Ofentemperatur:

Retentionszeiten:

BGB-174

7,2 mM 2-Oktanon

5 ulL, Split 40

7,0 mL min-! Helium 5.0

80°C, Haltezeit 0 min; mit 1,5°C min™' auf 110°C, Haltezeit 1 min; mit
20°C min™" auf 150°C, Haltezeit 2 min

2-Oktanon: 6,4 min; Acetophenon: 9,4 min; (R)-1-Phenylethanol:
15,3 min; (S)-1-Phenylethanol: 16,2 min

4.8.2 «a-Chloracetophenon und o-Chlor-1-phenylethanol

o-Chloracetophenon und a-Chlor-1-phenylethanol wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Saulenstrémung:
Ofentemperatur:

Retentionszeiten

BGB-174

7,2 mM Acetophenon

5 ulL, Split 40

9,0 mL min-! Helium 5.0

75°C, Haltezeit 0 min; mit 2,5°C min™' auf 140°C, Haltezeit 1 min; mit
15°C min™! auf 150°C, Haltezeit 2 min

Acetophenon: 8,4 min; a-Chloracetophenon: 22,5 min; (R)-a-Chlor-
1-phenylethanol: 22,9 min; (S)-a-Chlor-1-phenylethanol: 23,4 min

4.8.3 4’-Chloracetophenon und 1-(4’-Chlorphenyl)ethanol

4’-Chloracetophenon und 1-(4’-Chlorphenyl)ethanol wurden mit folgender Methode analy-

siert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Saulenstrémung:
Ofentemperatur:
Retentionszeiten

BGB-174

7,2 mM Acetophenon

5 ulL, Split 40

7,0 mL min"! Helium 5.0

75°C, Haltezeit 0 min; mit 2,5°C min"! auf 150°C, Haltezeit 1 min
Acetophenon: 9,2 min; 4’-Chloracetophenon: 19,4 min; (R)-1-
(4’-Chlorphenyl)ethanol: 25,1 min; (S)-1-(4’-Chlorphenyl)ethanol:
25,5 min
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4.8.4 3’-Fluoracetophenon und 1-(3’-Fluorphenyl)ethanol

3’-Fluoracetophenon und 1-(3-Fluorphenyl)ethanol wurden mit folgender Methode analy-

siert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Séulenstrémung:
Ofentemperatur:
Retentionszeiten

BGB-174

7,2 mM 2-Oktanon

5 uL, Split 40

7,0 mL min"! Helium 5.0

75°C, Haltezeit 0 min; mit 2,5°C min™! auf 130°C, Haltezeit 1 min
2-Oktanon: 6,8 min; 3’-Fluoracetophenon: 9,3 min; (R)-1-(3’-Fluor-
phenyl)ethanol: 16,7 min;(S)-1-(3’-Fluorphenyl)ethanol: 17,2 min

4.8.5 4’-Fluoracetophenon und 1-(4’-Fluorphenyl)ethanol

4’-Fluoracetophenon und 1-(4’-Fluorphenyl)ethanol wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Séulenstrémung:
Ofentemperatur:
Retentionszeiten

BGB-174

7,2 mM Acetophenon

5 uL, Split 40

7,0 mL min"! Helium 5.0

75°C, Haltezeit 0 min; mit 2,5°C min™! auf 130°C, Haltezeit 1 min
Acetophenon: 9,2 min; 4’-Fluoracetophenon: 12,4 min; (R)-1-
(4’-Fluorphenyl)ethanol: 16,6 min; (S)-1-(4’-Fluorphenyl)ethanol:
17,0 min

4.8.6 2°,3',4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon und 1-(2’,3’,4’,5’,6’-
Pentafluorphenyl)ethanol

2',3",4’ 5’ ,6’-Pentafluoracetophenon und 1-(2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluorphenyl)ethanol wurden mit

folgender Methode analysiert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Séulenstrémung:
Ofentemperatur:

Retentionszeiten:
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7,2 mM Acetophenon

5 uL, Split 40

5,0 mL min"! Helium 5.0

80°C, Haltezeit 0 min; mit 1°C min" auf 100°C, Haltezeit 2 min; mit
15°C min™' auf 150°C, Haltezeit 2 min

2',3,4’ 5’ 6’-Pentafluoracetophenon: 10,6 min; Acetophenon: 11,9
min; (R)-1-(2’,3",4’,5’,6’-Pentafluorphenyl)ethanol: 20,2 min; (S)-1-
(2°,3’,4’,5,6’-Pentafluorphenyl)ethanol: 21,0 min
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4.8.7 Propiophenon und 1-Phenyl-1-propanol

Propiophenon und 1-Phenyl-1-propanol wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennséaule: BGB-174

Interner Standard: 7,2 mM Acetophenon

Probeninjektion: 5 ulL, Split 40

Séaulenstrémung: 7,0 mL min'! Helium 5.0

Ofentemperatur: 80°C, Haltezeit 0 min; mit 1,5°C min™' auf 112°C, Haltezeit 1 min; mit
20°C min™" auf 150°C, Haltezeit 2 min

Retentionszeiten:  Acetophenon: 9,2 min; Propiophenon: 13,1 min; (R)-1-Phenyl-1-
propanol: 16,9 min; (S)-1-Phenyl-1-propanol: 17,6 min

4.8.8 Ethylacetoacetat und Ethyl-3-hydroxybutyrat

Die Enantiomere des Ethyl-3-hydroxybutyrats lieBen sich nur nach Derivatisierung mit dem
Acylierungsreagenz N-Methyl-bis(trifluoroacetamid) (MBTFA) trennen. Fir die Bestimmung
der Enantiomerentberschlsse wurden die extrahierten Proben mit MBTFA im Verhaltnis 10:1
fir 15 min bei 60°C und 600 min™! derivatisiert und mit folgender Methode analysiert:

Trennséaule: Lipodex E

Interner Standard: 7,2 mM Acetophenon

Probeninjektion: 5 uL, Split 50

Séaulenstrémung: 4,0 mL min'! Helium 5.0

Ofentemperatur: 80°C, Haltezeit 13,5 min

Retentionszeiten Ethyl-(R)-3-hydroxybutyrat (derivatisiert): 2,0 min; Ethyl-(S)-3-
hydroxybutyrat (derivatisiert): 2,9 min; Ethyl-(R,S)-3-hydroxybutyrat
(underivatisiert): 3,7 min; MBTFA: 5,4 min; Ethylacetoacetat:
6,2 min; Acetophenon: 6,8 min

4.8.9 Ethylbenzoylacetat und Ethyl-3-hydroxy-3-phenylpropionat

Ethylbenzoylacetat und Ethyl-3-hydroxy-3-phenylpropionat wurden mit folgender Methode ana-
lysiert:

Trennséaule: Lipodex E

Interner Standard: 7,2 mM Acetophenon

Probeninjektion: 5 uL, Split 50

Saulenstrémung: 3,0 mL min! Helium 5.0

Ofentemperatur: 110°C, Haltezeit 30 min; mit 15°C min™" auf 200°C, Haltezeit 15 min;
mit 15°C min™" auf 110°C, Haltezeit 0 min
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Retentionszeiten

Acetophenon: 1,9 min; Ethylbenzoylacetat: 20,0 min; Ethyl-
(R)-3-hydroxy-3-phenylpropionat: 23,2 min; Ethyl-(S)-3-hydroxy-3-
phenylpropionat: 25,8 min

4.8.10 Ethyl-4-chloracetoacetat und Ethyl-4-chlor-3-hydroxybutyrat

Ethyl-4-chloracetoacetat und Ethyl-4-chlor-3-hydroxybutyrat wurden mit folgender Methode

analysiert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Sé&ulenstrémung:
Ofentemperatur:
Retentionszeiten

Lipodex E

7,2 mM Acetophenon

5 ulL, Split 50

4,0 mL min™" Helium 5.0

105°C, Haltezeit 8 min

Acetophenon: 1,9 min; Ethyl-4-chloracetoacetat: 3,5 min;
Ethyl-(R)-4-chlor-3-hydroxybutyrat: 4,8 min; Ethyl-(S)-4-chlor-3-
hydroxybutyrat: 5,1 min

4.8.11 Ethyl-4,4,4-trichloracetoacetat und Ethyl-4,4,4-trichlor-3-hydroxybutyrat

Ethyl-4,4 4-trichloracetoacetat und Ethyl-4,4,4-trichlor-3-hydroxybutyrat wurden mit folgender

Methode analysiert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Séaulenstrémung:
Ofentemperatur:
Retentionszeiten

Lipodex E

7,2 mM Acetophenon

5 uL, Split 50

4,0 mL min’" Helium 5.0

105°C, Haltezeit 5 min; mit 1°C min' auf 117°C, Haltezeit 1 min
Acetophenon: 1,9 min; Ethyl-4,4,4-trichloracetoacetat: 4,3 min;
Ethyl-(S)-4,4,4-trichlor-3-hydroxybutyrat: 14,3 min; Ethyl-(R)-4,4,4-
trichlor-3-hydroxybutyrat: 14,9 min

4.8.12 Ethyl-4,4,4-trifluoracetoacetat und Ethyl-4,4,4-trifluor-3-hydroxybutyrat

Ethyl-4,4 4-trifluoracetoacetat und Ethyl-4,4,4-trifluor-3-hydroxybutyrat wurden mit folgender

Methode analysiert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
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Saulenstrémung:
Ofentemperatur:
Retentionszeiten

4,0 mL min"' Helium 5.0

90°C, Haltezeit 7 min

Ethyl-4,4,4-fluoracetoacetat: 0,6 min; Ethyl-(R)-4,4,4-trifluor-3-
hydroxybutyrat: 2,5 min; Ethyl-(S)-4,4,4-trifluor-3-hydroxybutyrat:
2,6 min; Acetophenon: 3,8 min

4.8.13 5-Chlor-2-pentanon und 5-Chlor-2-pentanol

Die Enantiomere des 5-Chlor-2-pentanol lieBen sich nur nach Derivatisierung mit MBTFA

trennen. Fur die Bestimmung der Enantiomerentberschiisse wurden die extrahierten Pro-
ben mit MBTFA im Verhéltnis 10:1 fiir 15 min bei 60°C und 600 min™' derivatisiert und mit
folgender Methode analysiert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Séulenstrémung:
Ofentemperatur:
Retentionszeiten

BGB-175

7,2 mM 2-Oktanon

5 ulL, Split 50

5,0 mL min"! Helium 5.0

50°C, Haltezeit 0 min; mit 2°C min™' auf 130°C, Haltezeit 1 min
MBTFA: 5,5 min; 2-Oktanon: 11,1 min; (R)-5-Chlor-2-pentanol (deri-
vatisiert): 15,2 min; 5-Chlor-2-pentanon: 18,0 min; (R,S)-5-Chlor-2-
pentanol (underivatisiert): 18,9 min; (S)-5-Chlor-2-pentanol (deriva-
tisiert): 20,5 min

4.8.14 2-Heptanon und 2-Heptanol

2-Heptanon und 2-Heptanol wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennsaule:
Interner Standard:
Probeninjektion:
Saulenstrémung:
Ofentemperatur:
Retentionszeiten

Lipodex E

7,2 mM 2-Oktanon

5 uL, Split 50

4,0 mL min’" Helium 5.0

36°C, Haltezeit 3 min; mit 4,5°C min™' auf 75°C, Haltezeit 0,5 min
2-Heptanon: 7,4 min; (S)-2-Heptanol: 8,3 min; (R)-2-Heptanol:
8,6 min; 2-Oktanon: 9,2 min

4.8.15 2-Oktanon und 2-Oktanol

2-Oktanon und 2-Oktanol wurden mit folgender Methode analysiert:

Trennséule:

BGB-175
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Interner Standard: 7,2 mM Acetophenon

Probeninjektion: 5 uL, Split 40

Saulenstrémung: 2,5 mL min! Helium 5.0

Ofentemperatur: 50°C, Haltezeit 44 min; mit 6°C auf 150°C, Haltezeit 1 min

Retentionszeiten  2-Oktanon: 30,5 min; (S)-2-Oktanol: 34,0 min; (R)-2-Oktanol:
34,8 min; Acetophenon: 52,6 min

4.8.16 1,1,1-Trifluor-2-propanol

Das Keton 1,1,1-Trifluoraceton war auf der Saule Lipodex E nicht detektierbar, da es sehr friih
eluierte und daher im Lésemittelsignal verschwand. Der zugehdrige Alkohol 1,1,1-Trifluor-2-
propanol wurde mit folgender Methode analysiert:

Trennséaule: Lipodex E

Interner Standard: 7,2 mM Acetophenon

Probeninjektion: 5 uL, Split 40

Séulenstrdémung: 5,0 mL min"' Helium 5.0

Ofentemperatur: 80°C, Haltezeit 0 min; mit 1°C min™' auf 100°C, Haltezeit 2 min

Retentionszeiten (R)-1,1,1-Trifluor-2-propanol: 3,9 min; (S)-1,1,1-Trifluor-2-propanol:
4,2 min; Acetophenon: 12,2 min

4.9 Ganzzellbiotransformationen mit Cyanobakterien

Die Ganzzellbiotransformationen mit Cyanobakterien wurden nach der Methode von Havel
(2006) im 1 mL-MafBstab in gasdicht verschlossenen 1,6 mL-Kurzgewindeflaschchen bei Bio-
massekonzentrationen von 0,3-1,0 ggtm L™ durchgefiihrt. Die Substrate wurden durch ein
Septum in den Schraubkappen injiziert. Die Inkubation erfolgte auf einem Mikrotiterplatten-
schiittler bei 600 min! und einer Exzentrizitat von 3 mm bei der jeweiligen Wachstumstem-
peratur der Cyanobakterien. Der Reaktionsabbruch wurde durch Zugabe von 500 L 36 mM
Acetophenon (in Ethylacetat, -20°C) erwirkt. Die Extraktion der Edukte und Produkte erfolgte
fir 10 min bei einer Schittelfrequenz von 1800 min™' in der Schwingarmmiihle. Eine gute
Phasentrennung konnte erreicht werden, indem die Proben eingefroren und wahrend des
Auftauens sedimentiert (4528 x g, 20°C, 30 min) wurden. Fir die Vermessung der Proben
mit dem Gaschromatographen wurden 100 uL der Extrakte im Verhaltnis 1:5 mit Kaliumcar-
bonat getrocknetem Ethylacetat verdiinnt. Die Proben konnten bis zur Messung bei -20°C in
gasdicht verschlossenen 1,6 mL-Kurzgewindeflaschen gelagert werden.
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4.10 Bestimmung von Léslichkeiten und Verteilungskoeffizienten

4.9.1 Bestimmung der Reaktionskinetik

Bei allen Cyanobakterienstdmmen wurde die Reaktionskinetik der Reduktion von 2’,3’,4°,5°,6’-
Pentafluoracetophenon untersucht. Die kinetischen Untersuchungen fanden bei 0 uEm2s™'
statt (Havel, 2006). Fir die Bestimmung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten bei Sub-
stratkonzentrationen zwischen 0 und 20 mM wurde bei jeder Umsetzung zunachst der lineare
Bereich der Reaktion bestimmt. Fir jede Konzentration wurden mindestens drei Messpunk-
te innerhalb des Linearitatsbereichs genommen. Die Werte fir die maximale Reaktionsge-
schwindigkeit vimax und die Halbséattigungskonzentration K, wurden im Falle einer Michaelis-
Menten-Kinetik (Gleichung 3.6) durch nicht-lineare Regression mit Hilfe der Programme Sig-
maPlot 8.0 oder MATLAB R2006b ermittelt. Lag eine Substratinhibierungskinetik (Gleichung
3.10) vor, wurde zusatzlich die Inhibierungskonstante K;, bestimmt.

4.9.2 Bestimmung der Enantiomerentiberschiisse

Die Bestimmungen der Enantiomereniberschisse fiir die Substrate 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluor-
acetophenon, 4’-Chloracetophenon, Ethyl-4-chloracetoacetat und Ethylbenzoylacetat erfolg-
ten mit jeweils 5 mM Edukt sowohl bei 42 uEm2s™' ohne Glukose als auch bei 0 uEm=2s
mit 20 mM Gilukose (Havel, 2006). Alle Umsetzungen dauerten 48 h.

4.10 Bestimmung von Loslichkeiten und Verteilungskoeffizienten

4.10.1 Bestimmung der Léslichkeit von Ketonen in Puffer

Die Bestimmung der Léslichkeit von Ketonen in Puffer (0,1 M Na-Phosphat, pH 7,0) bei
Raumtemperatur war wichtig, da hierdurch die Einstellung der Eduktkonzentration in enzy-
matischen Umsetzungen leichter gelang. Zu diesem Zweck wurden die hochkonzentrierten,
reinen Ketone bis knapp unter ihre Léslichkeitsgrenze in Puffer vorgeldst.

Zur Bestimmung der maximalen Léslichkeit von Ketonen in Puffer wurde das Keton in groBem
Uberschuss zugegeben, so dass sich ein zweiphasiges System ergab. Dieser Ansatz wurde
bei Raumtemperatur fiir 30 min bei 1800 min™! in der Schwingarmmiihle geschiittelt, um die
Phasen miteinander in Kontakt zu bringen. Nach der Phasentrennung durch Zentrifugation
(4528 x g, RT, 10 min) wurden 100 uL der wassrigen Phase mit 400 uL Ethylacetat extrahiert
(Schwingarmmiihle, 1800 min™', RT, 10 min), worin 36 mM interner Standard der jeweiligen
GC-Methode geldst war. Fir die Analyse mit dem Gaschromatographen wurden 100 uL der
Extrakte im Verhéltnis 1:5 mit Kaliumcarbonat getrocknetem Ethylacetat verdiinnt.
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Wurde die Ldslichkeit eines Ketons unter den Bedingungen der enzymatischen Umsetzungen
untersucht, erfolgte die Inkubation nicht in der Schwingarmmuhle sondern im Thermomixer
bei 30°C und 600 min''. Nach einem Zentrifugationsschritt (4528 x g, 30°C, 10 min) wurden
sofort 100 uL der wassrigen Phase abgenommen, damit sich die Léslichkeit nicht aufgrund
eines AbkUhlungseffektes &nderte. Die nachfolgende Aufarbeitung erfolgte analog zu der Be-
stimmung der Ketonléslichkeit in Puffer.

4.10.2 Bestimmung der Verteilungskoeffizienten von Ketonen und Alkoholen
zwischen ionischer Flussigkeit und n-Hexan sowie ionischer
Flissigkeit und Puffer (logD)

FUr die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten zwischen ionischer Flissigkeit (ionic liquid,
IL) und n-Hexan, die nach einem modifizierten Protokoll von Brautigam (2008) erfolgte, wur-
den Ketone und Alkohole jeweils in einer Konzentration von 100 mM in n-Hexan vorge-
legt und anschlieBend im Verhaltnis 4:1 mit der ionischen Flissigkeit in der Schwingarm-
muihle (1800 min™', RT, 1 h) extrahiert. Nach der Phasentrennung in der Standzentrifuge
(4528 x g, RT, 15 min) erfolgte eine gaschromatographische Analyse der abgereicherten n-
Hexan-Phase. Aus der Differenz der Konzentrationen vor und nach der Extraktion ergibt sich
nach Gleichung 4.8 die Konzentration des Ketons bzw. Alkohols in der ionischen Fllssigkeit.

L= (¢Iil - 1) ) (CHexan,O - CHexan) (48)

CIL Konzentration in der ionischen Flissigkeit nach der Extraktion mit n-Hexan,
mol L™

caexano  Anfangskonzentration in der n-Hexan-Phase, mol L1

CHexan Gleichgewichtskonzentration in der n-Hexan-Phase nach der Extraktion, mol L1

(017 Phasenanteil der ionischen Fllssigkeit, -

Far die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten zwischen ionischer Flussigkeit und Puffer
wurde die ionische Flissigkeit, die wie oben beschrieben mit Keton und Alkohol beladen
worden war, im Verhaltnis 1:4 mit Puffer versetzt und ebenfalls in der Schwingarmmuiih-
le (1800 min™!, RT, 1 h) extrahiert. Nach erneuter Phasentrennung in der Standzentrifuge
(4528 x g, RT, 15 min), wurde die wassrige Phase im Verhéltnis 1:1 mit Ethylacetat (mit
36 mM internem Standard der GC-Methode) extrahiert und gaschromatographisch analy-
siert. Auf der Grundlage der Ergebnisse kann der dekadische Logarithmus der Verteilungs-
koeffizienten logD nach Gleichung 4.9 berechnet werden.
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4.11 Enzymcharakterisierung

CciL — (¢I_Ll - 1) "CPuffer (4.9)
CPuffer

logDyrjpufrer = l0g10
logDyrpusrer dekadischer Logarithmus des Verteilungskoeffizienten einer Substanz zwi-
schen ionischer FlUssigkeit und Puffer, -
CPuffer Gleichgewichtskonzentration im Puffer nach der Extraktion, mol L™

In einem weiteren Extraktionsschritt wurde die ionische Flissigkeit wie oben beschrieben
im Verhéltnis 1:4 mit reinem n-Hexan extrahiert. Nach Analyse der durch die Extraktion der
ionischen Flissigkeit mit Keton und Alkohol angereicherten n-Hexan-Phase kann der loga-
rithmierte Verteilungskoeffizient zwischen der mit Puffer gesattigten ionischen Flissigkeit und
n-Hexan nach Gleichung 4.10 ermittelt werden. Die Bestimmung dieses Verteilungskoeffizi-
enten ist wichtig, da er sich deutlich von dem Verteilungskoeffizienten zwischen reiner ioni-
scher Flussigkeit und n-Hexan unterscheidet (Bréautigam, 2008).

(1L = (@' = 1) cpugger) = (S = 1) " Chexan (4.10)

lOgDIL/Hexan =logio
CHexan

logDy1/hexan  dekadischer Logarithmus des Verteilungskoeffizienten einer Substanz zwi-
schen ionischer Flissigkeit und n-Hexan, -

4.11 Enzymcharakterisierung

4.11.1 Photometrische Messung von Enzymaktivitaten

Bei der Reduktion von Ketonen durch cyanobakterielle Ketoreduktasen wird der Cofaktor
NADPH zu NADP* oxidiert, wahrend durch die eingesetzen Cofaktorregenerierungssenzyme
NADP* zu NADPH reduziert wird. Zur Cofaktorregenerierung wurden die D221G-Mutante
der Formiatdehydrogenase (FDH) aus Mycobacterium vaccae und die Glukose-6-phosphat-
dehydrogenase (G6PDH) aus Leuconostoc mesenteroides verwendet.

Die Anderung der NADPH-Konzentration kann als Zu- bzw. Abnahme der Absorption bei
340 nm in einem Photometer verfolgt werden. Die Bestimmung der Enzymaktivitat von gerei-
nigten Enzymen und Zellextrakten erfolgte bei Raumtemperatur in einer Flachboden-Mikro-
titerplatte.
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Tabelle 4.6 gibt eine Ubersicht lber die Reagenzien, die bei den verschiedenen enzymati-
schen Umsetzungen verwendet wurden. Die Volumina an gereinigtem Enzym beziehungs-
weise Zellextrakt und die eingesetzten Substrat- und Cofaktorkonzentrationen waren vom
jeweiligen Experiment abhangig und sind in den nachfolgenden Kapiteln 4.11.2 und 4.11.3
naher beschrieben.

Tabelle 4.6: Reagenzien flr photometrische Aktivitatstests von Ketoreduktasen (KRs), der
D221G-Mutante der Formiatdehydrogenase (FDH) aus Mycobacterium vaccae
und der Glukose-6-phosphat-dehydrogenase (G6PDH) aus Leuconostoc me-

senteroides.
Reagenz KRs FDH G6PDH
Cofaktor NADPH NADP* NADP+*
Substrat diverse Ketone Na-Formiat Glukose-6-phosphat
Puffer 0,1 M Na-Phosphat 0,1 M Na-Phosphat 0,1 M Na-Phosphat
(pH 7,0) (pH 7,0) (pH 7,0)

Jede Reaktion wurde nach einer Aquilibrierung fiir 5 min durch die Zugabe des Substrates
gestartet. Die spezifische Aktivitat wurde aus den Photometerdaten auf der Grundlage des
Lambert-Beer'schen-Gesetzes ermittelt (Gleichung 4.11).

A — Acnapph "VR _ AAsa9° V- 106
* At-Vi-cp At Envappy "d Vi cp

(4.11)

EA, spezifische Enzymaktivitat, U mg™
Acvaprir  Anderung der NADPH-Konzentration tiber die Zeit, tM min

At
Vr Reaktionsvolumen, pL (hier: 200 uL)
Ve Probenvolumen, uL
cp Proteinkonzentration, mg L™
85w Anderung der Absorption bei 340 nm diber die Zeit, min™!

evappn  Molarer Extinktionskoeffizient von NADPH, 6300 L mol™' cm™
d Schichtdicke, cm (hier: 0,64 cm)

Wird die spezifische Enzymaktivitat von Ganzzellbiokatalysatoren angegeben, wurde zur Be-
rechnung die Proteinkonzentration in Gleichung 4.11 durch die Biotrockenmassekonzentrati-

on ersetzt.
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4.11.2 Bestimmung von Enzymkinetiken

Die Bestimmung von Enzymkinetiken erfolgte durch die Messung von Anfangsreaktionsge-
schwindigkeiten. Da es sich bei den Enzymmechanismen von allen untersuchten Enzymen
um Zweisubstratmechanismen handelte, wurde die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit in An-
satzen gemessen, bei denen entweder das Substrat oder der Cofaktor im Uberschuss vorlag.
Somit konnte die Enzymgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der jeweils anderen Verbindung
mit der klassischen Michaelis-Menten-Kinetik nach Gleichung 3.6 beschrieben werden (Biss-
wanger, 2000). Die Parameterbestimmung erfolgte tber nicht-lineare Regression mit Hilfe der
Programme SigmaPIot 8.0 oder MATLAB R2006b.

Bei der Bestimmung von Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten ist es wichtig, in Proteinkonzen-
trationsbereichen zu messen, in denen die Reaktionsgeschwindigkeit direkt proportional zur
eingesetzten Enzymkonzentration ist. Im Gegensatz zu klassischen Bindungsstudien wird bei
enzymkinetischen Messungen nicht die Konzentration an freiem Liganden sondern die Ge-
samtkonzentration an zugegebenem Substrat [S], beriicksichtigt, die sich auf freies Substrat
[S] und enzymgebundenes Substrat [ES] aufteilt: [S]y = [S] + [ES]. Damit die Menge an en-
zymgebundenem Substrat vernachléssigt werden kann, muss die Vorbedingung [E]o<<[S]o
zutreffen, wobei [E]y die Gesamtkonzentration an Enzym bezeichnet (Bisswanger, 2000). Die
Proportionalitat der Reaktionsgeschwindigkeit zur eingesetzten Enzymkonzentration ist ein
impliziter Beweis fur die Richtigkeit dieser Annahme. Die Reaktionsgeschwindigkeit der Ke-
toreduktasen war bei Proteinkonzentrationen bis 125 mg L™ proportional zur eingesetzten
Enzymkonzentration. Bei der Bestimmung von Enzymkinetiken in nicht aufgereinigten Zell-
aufschlissen wurde der Linearitatsbereich fur jede Zellcharge neu bestimmit.

Ideale Bedingungen flr die Aufnahme einer Enzymkinetik sind Substrat- bzw. Cofaktorkon-
zentrationen im Bereich zwischen 0,2 und 5-Ky,, wobei mehrere Messpunkte ober- und un-
terhalb der Halbsattigungskonzentration liegen sollten (Segel, 1993). In der Regel wurden 10
verschiedene Substrat- bzw. Cofaktorkonzentrationen zur Bestimmung einer Enzymkinetik
verwendet. Die Konzentration der Verbindung, die im Uberschuss zugegeben wurde, ent-
sprach mindestens der 10-fachen Halbsattigungskonzentration.

Tabelle 4.7 gibt eine Ubersicht liber die Zusammensetzung von Ansatzen fiir enzymkinetische
Messungen, bei denen entweder das Substrat oder der Cofaktor im Uberschuss vorlagen.
Alle Konzentrationen wurden dabei in einem Volumen von 200 uL eingestellt.
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Tabelle 4.7: Ubersicht (iber die Zusammensetzung der Proben fiir Enzymkinetiken

Konzentration von  Substrat: Variabel Cofaktor: Variabel
Cofaktor: im Uberschuss Substrat: im Uberschuss

Enzym linearer Bereich linearer Bereich

Substrat 0,2-5 - Ku >10 - Ky

NADPH >10 - Ky 0,2-5- Ky

Puffer 0,1 M Na-Phosphat, pH 7,0 0,1 M Na-Phosphat, pH 7,0
Gesamtvolumen 200 uL 200 uL

Da die Reaktionsgeschwindigkeit bei einem Uberschuss des Substrates oder Cofaktors im
Bereich von 10K, noch eine Abweichung von der Reaktionsgeschwindigkeit bei einem theo-
retischen unendlichen Uberschuss in der GréBenordnung von 10 % zeigt (Bisswanger, 2000),
wurde hierflr ein Korrekturfaktor bestimmt. Dieser Korrekturfaktor gab das Verhaltnis der Re-
aktionsgeschwindigkeit bei einer unendlichen im Vergleich zur eingesetzten Konzentration
wieder und wurde mit der experimentell bei einem Uberschuss von > 10Ky, bestimmten Re-
aktionsgeschwindigkeit multipliziert. Der Korrekturfaktor konnte den Ergebnissen der nicht-
linearen Regression der Kinetik enthommen werden, die mit dem anderen Reaktionspartner
im Uberschuss bestimmt wurde. Dieses Vorgehen ermdglichte eine unmittelbare Vergleich-
barkeit von Messdaten, die bei unterschiedlichen Uberschiissen an Substrat bzw. Cofaktor
(z.B. 10 und 15-Kr,) aufgenommen wurden.

Bei den Cofaktorregenerierungsenzymen wurden die Daten von photometrischen Aktivitats-
tests fir die Bestimmung der Enzymkinetiken herangezogen. Bei den Umsetzungen der Keto-
reduktasen hingegen wurde auf GC-Messungen zuriickgegriffen, die zudem auch Aufschluss
Uber die Enantiomerenlberschisse der gebildeten Produkte gaben. Ferner ist die Absorption
einer NADPH-L&sung im verwendeten Mikrotiterplatten-Photometer nur bis zu einer NADPH-
Konzentration bis 0,5 mM linear. GC-Messungen ermgglichten hingegen den Einsatz belie-
biger NADPH-Konzentrationen, da nicht die Cofaktoren, sondern direkt der Umsatz von den
Ketonen zu den korrespondierenden Alkoholen gemessen wurde. Der lineare Bereich der
Enzymaktivitat wurde zuvor in einem photometrischen Aktivitatstest bei den maximal einsetz-
baren 0,5 mM NADPH bestimmt. Fir héhere NADPH-Konzentrationen wurde ein entspre-
chend kiirzerer linearer Bereich angenommen. Zeigten die GC-Messungen anschlie3end,
dass nicht mehr im linearen Bereich gemessen wurde oder die Signalintensitat nicht hoch
genug war, wurde die Reaktionszeit angepasst. Die Ermittelung optimaler Reaktionszeiten
fir jedes Enzym war folglich ein iterativer Prozess.
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Die Proben fur die GC-Messungen wurden in Eppendorfreaktionsgefal3en (1,5 mL, Safe-

Lock) vorbereitet und fiir 5 min bei 30°C und 600 min™! im Thermomixer &quilibriert. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe des Substrates gestartet und bei 30°C und 600 min™’

inkubiert. Die Dauer der Umsetzung wurde entsprechend des zuvor ermittelten Linearitats-

bereiches gewahlt. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch die Zugabe von 200 pL -20°C

kaltem Ethylacetat (mit internem Standard der GC-Methode), woraufhin die Probe durch-

mischt und sofort in Eis versenkt wurde. Die Proben wurden daraufhin entweder eingefroren

und bei -20°C gelagert oder direkt weiterverwendet. Bei der Aufarbeitung fur die GC-Messung

wurden die gefrorenen Proben auf Eis aufgetaut. Die Eppendorfreaktionsgeféf3e wurden fur
10 min bei 1800 min' in der Schwingarmmiihle geschiittelt. Nach der Phasentrennung durch

Zentrifugation (Tischzentrifuge, 13.000 min', RT, 1 min) wurden 100 uL der Extrakte im Ver-
héltnis 1:5 mit Kaliumcarbonat getrocknetem Ethylacetat verdiinnt und mittels GC analysiert.

Die Enzymkinetik der Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (LB-ADH) mit dem

Substrat 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon wurde in der I6slichen Proteinfraktion von Esche-
richia coli BL21(DE3) pBtac-adhy previs-Zellen bestimmt. Nach einem Zellaufschluss mit Glas-
perlen wurde das Homogenat zentrifugiert (47.808 x g, 4°C, 30 min). Die Enzymaktivitat des
Uberstandes wurde in 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0) bei 30°C unter Zugabe von 1 mM MgCl,,
150 mM 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon und verschiedenen NADPH-Konzentrationen im

Bereich von 0,1 bis 1,6 mM gemessen, da die Halbsattigungskonzentration von NADPH bei

der LB-ADH 0,16 mM entspricht (Hummel, 1997).

4.11.3 Bestimmung des Enzymmechanismus

Far die Bestimmung des Enzymmechanismus der KR aus Synechococcus PCC 7942 wur-
de eine Produktinhibitionsstudie im nicht-geséttigten Bereich durchgefuhrt. Hierbei wurde
die Umsetzung von Ethyl-4-chloracetoacetat zu Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat betrach-
tet, da sowohl Edukt als auch Produkt sehr hohe Léslichkeiten von 205 mM bzw. 759 mM
im wassrigen System aufwiesen. Die Substrate NADPH oder Ethyl-4-chloracetoacetat wur-
den bei einer konstanten Konzentration eines der Produkte (NADP* oder Ethyl-(S)-4-chlor-
3-hydroxybutyrat) variiert. Das andere Substrat wurde dabei bei einer nicht-sattigenden Kon-
zentration im Bereich des K, konstant gehalten. Dieseloe Messreihe wurde jeweils mit 5
verschiedenen Produktkonzentrationen im Bereich zwischen 0 und 50 mM Ethyl-(S)-4-chlor-
3-hydroxybutyrat bzw. 0 und 16 mM NADP* wiederholt. Die Daten wurden in der doppelt-
reziproken Auftragung analysiert und anhand der Position des Geradenschnittpunkts im kar-
tesischen Koordinatensystem den verschiedenen Inhibitionstypen (kompetitiv, nicht-kompetitiv
bzw. gemischt oder unkompetitiv) zugewiesen.
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4.11.4 Bestimmung der Dissoziationskonstante von NADPH mittels
Fluoreszenzverstarkung

Die Bindung von NADPH an die KR aus Synechococcus PCC 7942 wurde mit Hilfe von
Fluoreszenzverstarkung gemessen. Die Fluoreszenzverstarkung basiert auf einem Energie-
transfer von Tryptophanresten auf an die KR gebundene NADPH-Molekiile. Wird Tryptophan
bei 280 nm angeregt, hat das von der Aminosdure emittierte Licht im Bereich von 340 nm sei-
nerseits einen anregenden Effekt auf gebundenes NADPH. Diese Anregung kann durch eine
verstarkte Emission bei 450 nm detektiert werden (Sharma et al., 2003; Lackowicz, 2006).
Die Messungen wurden bei 30°C in Fluoreszenzmikrotiterplatten durchgeftihrt. Hierflr wur-
den NADPH-L&ésungen (5 oder 20 mM) in 1 uL Aliquots zu 200 uL 0,1 M Phosphatpuffer
(pH 7,0) gegeben, wobei die Verdiinnung < 5 % gehalten wurde. Die Proben wurden jeweils
mit einer Excitationswellenldnge von 280 nm angeregt, woraufhin die Emission bei 450 nm
gemessen wurde. Dieser Vorgang wurde mit einer Proteinlésung bei einer KR-Konzentration
von 1,29 uM wiederholt. Die erhaltenen Fluoreszenzdaten wurden um den inneren Filtereffekt
nach einer Formel von Lackowicz (2006) korrigiert:

Aext+Aem

Fe=F-10"7" (4.12)

Fc  korrigierte Fluoreszenz, -

F gemessene Fluoreszenz, -

A, Absorption bei der Excitationswellenlange (hier: 280 nm)
A.n Absorption bei der Emissionswellenlange (hier: 450 nm)

Die Fluoreszenzverstarkung konnte mit Gleichung 4.13 beschrieben werden, aus der sich die
Dissoziationskonstante K4 fir NADPH ableiten lief3.

[NADPH)|

AFe = AFcppy—————— 4.1
€~ SOk 4+ [INADPH)| (4.13)
AF¢ Fluoreszenzdifferenz zwischen den Proben mit und ohne Protein, -
AFCmax Maximale Fluoreszenzdifferenz zwischen den Proben mit und ohne Protein, -
K, Dissoziationskonstante von NADPH, mM

[NADPH] NADPH-Konzentration, mM

98



4.11 Enzymcharakterisierung

4.11.5 Bestimmung des pH- und Temperaturoptimums und Identifikation von
Aktivatoren und Inhibitoren

Die Untersuchung des Einflusses von pH, Temperatur und potenziellen Inhibitoren auf Ketore-
duktasen erfolgte mit 2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon im Uberschuss (150 mM) bei einer
NADPH-Konzentration von 0,5 mM Uber einen Zeitraum von 30 min. Alle Proben wurden mit
dem Gaschromatographen analysiert. Das Abstoppen der Reaktion wurde durch Extraktion
mit -20 °C kaltem Ethylacetat (mit 36 mM Acetophenon) im Verhaltnis 1:1 bewirkt. Die Proben
wurden fiir 10 min bei 1800 min™' in der Schwingarmmiihle geschiittelt. Nach der Phasen-
trennung (Tischzentrifuge, 13.000 min™', RT, 1 min) wurden 100 uL der Extrakte im Verhaltnis
1:5 mit Kaliumcarbonat getrocknetem Ethylacetat verdiinnt.

Bestimmung des pH-Optimums

Der Einfluss des pH auf die Enzymaktivitat wurde in den folgenden Systemen bei einer Puf-
ferkonzentration von 50 mM untersucht: Na-Citrat (pH 4 bis 6), MES (pH 5,5 bis 6,5), Na-
Phosphat (pH 6,5 bis 8), MOPS (pH 6,5 bis 8), Tricin (pH 7,5 bis 9) und Tris-HCI (pH 8,5 bis
10). Die Proben wurden bei 30°C und 600! im Thermomixer inkubiert.

Bestimmung des Temperaturoptimums

Far die Bestimmung des Temperaturoptimums wurde ein 50 mM Na-Phosphatpuffer verwen-
det, da er einen sehr niedrigen Temperaturkoeffizienten aufweist. Die Anderung des negati-
ven dekadischen Logarithmus der Sauredissoziationskonstante (pK,) mit der Temperatur ist
bei Phosphatpuffern sehr gering: ApK,/AT = —0,0028 (Perrin und Dempsey, 1974). Die Inku-
bation der Proben erfolgte aufgrund der guten Warmeulbertragung in 0,5 mL PCR-GefaBen
im PCR-Gradientencycler. Ein zusatzliches Datenset an Negativkontrollen stellte sicher, dass
bei erhéhten Temperaturen keine spontane Zersetzung des Substrates auftrat. Die Verwen-
dung des PCR-Geréates schrankte das mogliche Probenvolumen auf 100 uL ein.

Die Aktivierungsenergie wurde mit Hilfe der Arrhenius-Gleichung berechnet, welche die Tem-
peraturabhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit beschreibt:

Eq

k= Ao (4.14)

k Geschwindigkeitskonstante, s

A Arrhenius-Faktor, s

E, Aktivierungsenergie, J mol™

R  allgemeine Gaskonstante, 8,314472 J mol' K
T  absolute Temperatur, K
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4 Material und Methoden

Aus den temperaturabhangigen Geschwindigkeitskonstanten wird die Aktivierungsenergie
durch Auftragen von In k gegen den reziproken Wert der absoluten Temperatur ermittelt:
Ex 1

Ink=Inky——"— 415
nk=lnky— - (4.15)

Aus den Steigungen der Geraden durch die linearen Bereiche der Kurve lassen sich die
Aktivierungsenergien der enzymatischen Reaktion und der Enzyminaktivierung berechnen.

4.11.6 Bestimmung der Enzymstabilitat

Die Experimente zur Bestimmung der pH- und Temperaturstabilitat der KR erfolgten analog
zu den Untersuchungen des pH- bzw. Temperaturoptimums.

Die Bestimmung der Stabilitat in Gegenwart von organischen Lésemitteln und ionischen Flis-
sigkeiten wurde in Rotilabo®-Probenréhrchen mit einem Durchmesser von 15 mm in einem
Gesamtvolumen von 4 mL durchgefiihrt. Der Volumenanteil der Lésungmittelphase wurde
auf 25, 50 und 75 % eingestellt. lonische FlUssigkeiten wurden nur bei einem Volumenanteil
von 75 % des Gesamtansatzes untersucht. Die Reaktionsgefa3e wurden bei Raumtempera-
tur ohne Vermischen der Phasen inkubiert, um die molekulare Toxizitat der zweiten Phase
zu untersuchen. In regelmaBigen Abstanden wurde die Restaktivitat der KR in der wassrigen
Phase bestimmt.

Die Halbwertszeit des Enzyms lasst sich Uber die Inaktivierungskonstante bestimmen, die
sich aus Gleichung 4.16 ergibt.

A=Ag-e ki (4.16)

A Enzymaktivitdt zum Zeitpunkt t, U mg™’
Ao Enzymaktivitat zum Zeitpunkt t=0, U mg™
k;  Inaktivierungskonstante, h™!

t Zeit, h

Durch Auftragen des natirlichen Logarithmus der Aktivitat gegen die Zeit erhalt man die Inak-
tivierungskonstante k; als Steigung. Die Halbwertszeit wird nach Gleichung 4.17 berechnet.

_In2

T I

(4.17)

T Halbwertszeit, h
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4.12 Statistik

4.11.7 Ganzzellbiotransformationen im 1,4 mL-MaBstab

Als ReaktionsgefaRe fiir Ganzzellbiotransformationen im 1,4 mL-MafBstab dienten Rotilabo®-
Probenréhrchen mit einem Durchmesser von 15 mm und einem Nominalvolumen von 4 mL.
Die Ansatze wurden von Kreuzmagnetrihrern, die von einer Mehrfachrihrplatte angetrieben
wurden, mit 350 min™' durchmischt. lonische Fliissigkeiten wurden gegebenenfalls mit einem
Phasenanteil von 20 % eingesetzt. Alle Biotransformationen wurden im Lésemittelabzug bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Um Verluste durch Verdampfung zu vermeiden, wurden die
Reaktionsgefal3e mit Deckeln verschlossen.

4.12 Statistik

Der t-Test fur verbundene Stichproben wurde verwendet, um zu bewerten, ob die unterschied-
liche Behandlung einer Probe einen signifikanten Effekt bewirkte. Hierbei wurde stets ein Si-
gnifikanzniveau P < 0,05 gewahlt. Die Berechnung erfolgte mit dem Programm SigmaPlot 8.0.

Der Korrelationskoeffizient nach Pearson ist ein dimensionsloses Maf3 fir den Grad des li-
nearen Zusammenhangs zwischen zwei intervallskalierten Merkmalen (Ludwig-Mayerhofer,
2006). Bei einer vollstandigen positiven oder negativen Korrelation nimmt der Pearson-Koeffi-
zient r Werte von +1 beziehungsweise -1 an. Er wird wie folgt berechnet:

711 Z?:l (xi —x_) (J’i _)7)
r=
\/,ll er'l:l(xl' '_C>2\/,1, er'lzl(yi .)7)2

(4.18)

x;,yi Werte der Variablen
%,y Mittelwerte der Variablen

Der Pearson-Koeffizient r ist folglich die Kovarianz der beiden Variablen, dividiert durch das
Produkt der Standardabweichungen der beiden Variablen (Ludwig-Mayerhofer, 2006). Die
Berechnung erfolgte mit Excel.
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5 Charakterisierung der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-
Protein)-Reduktase aus Synechococcus PCC 7942

5.1 Bereitstellung der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-
Reduktase

Die heterologe Expression der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase (KR) aus Syn-
echococcus PCC 7942 in Escherichia coli wurde in mehreren Expressionssystemen unter-
sucht, die im Wesentlichen auf verschiedenen Vektoren beruhten und unterschiedliche Pro-
teinreinigungsmethoden erforderten. Das Ziel hierbei war die Entwicklung eines effizienten
Herstellungsverfahrens fur das Enzym, um es fur eine biochemische Charakterisierung in ei-
ner hohen Reinheit und in ausreichender Menge verfligbar zu machen. Da nachfolgend auch
homologe Ketoreduktasen aus anderen Cyanobakterienstdmmen exprimiert, gereinigt und
charakterisiert werden sollten, waren ein geringer methodischer Aufwand sowie eine leichte
Ubertragbarkeit auf andere Proteine weitere Gutekriterien fiir ein geeignetes Herstellungs-
verfahren.

5.1.1 Expression und Reinigung ohne Affinitatsanker

Die Produktion der KR ohne Zuhilfenahme eines Affinitadtsankers wurde durch die Klonierung
des 750 bp langen fabG-Gens in den Vektor pET21-a(+) und die Expression in Escherichia
coli JM 109(DER) realisiert. Da das Genom von Synechococcus PCC 7942 sequenziert ist,
war die genetische Information einfach zugénglich. Der Datenbank-Zugriffsschlissel befindet
sich in Tabelle C.2 (Anhang C). Das exprimierte Protein besal3 249 Aminosauren und ein be-
rechnetes Molekulargewicht (molecular weight, MW) fir das KR-Monomer von 25,5 kDa, was
gut mit dem experimentell durch SDS-PAGE ermittelten Wert von 26 kDa Ubereinstimmte.
Abbildung 5.1 A zeigt das Ergebnis einer Expression Uber 6 h bei 37°C, die mit 2 mM IPTG
induziert wurde, im Vergleich zu einer nicht induzierten Kontrolle. Die densitometrische Ana-
lyse der Banden ergab, dass 17 % des Enzyms I6slich exprimiert wurden, wahrend sich 83 %
der KR nach dem Zellaufschluss in der unléslichen Fraktion befanden. Die l6slich exprimierte
Menge entsprach einem Anteil von 1,5 % am I8slichen Gesamtproteingehalt der Zellen.
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5.1 Bereitstellung der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase
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Abbildung 5.1: A) SDS-PAGE (10 % Trenngel, Coomassie-Farbung) nach Expression der
KR (6 h, 37°C, 2 mM IPTG) und Zellaufschluss. Bahnen: M: Roti®-Mark Stan-
dard; 1: unldsliche Fraktion, induziert; 2: unlésliche Fraktion, nicht induzier-
te Kontrolle; 3: I6sliche Fraktion, nicht induzierte Kontrolle; 4: 16sliche Frak-
tion, induziert. B) SDS-PAGE (15 %-Trenngel) zur Analyse der Membran-
extraktion. Bahnen: M: Roti®-Mark Standard; 1: unlésliche Fraktion nach der
Membranextraktion; 2: 16sliche Fraktion nach der Membranextraktion.

Eine mégliche Ursache fir den hohen Anteil an unléslichem Protein konnte in der Bildung von
Aggregaten aus fehlerhaft oder unvollstandig gefalteten Proteinen liegen, die als Einschluss-
kérper bezeichnet werden. Das nicht-ionische Detergenz Triton X-100 wird Ublicherweise in
Konzentrationen bis zu 2 % wahrend der Isolation von Einschlusskdrpern eingesetzt, um
Membranbestandteile und membrangebundene Proteine zu entfernen (Middelberg, 2002).
Eine Behandlung der unldslichen Fraktion der induzierten Zellen mit 1,5 % Triton X-100, de-
ren Ergebnis in Abbildung 5.1 B dargestellt ist, solubilisierte die KR nahezu vollstandig aus
der Membran. Dieses Resultat zeigt, dass die Unléslichkeit der KR nicht an der Bildung von
Einschlusskdrpern, sondern an einer Membranassoziation des Proteins lag. Folglich inter-
agiert die KR, bei der eine Membranbindung in den Zellen von Synechococcus PCC 7942
nachgewiesen werden konnte (Havel, 2006), auch mit Escherichia coli-Membranen.

Im Rahmen einer Expressionsoptimierung wurde die Temperatur zwischen 20 und 37 °C, die
IPTG-Konzentration im Bereich von 0,25 bis 2 mM sowie die Expressionsdauer zwischen 2
und 16 h variiert. Als optimal erwies sich eine Expression bei 37°C und 1 mM IPTG Uber einen
Zeitraum von 6 h (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Variation der Parameter hatte nur einen Ein-
fluss auf die absolut gebildete Enzymmenge, nicht aber auf das Verhéltnis zwischen ldslich
und membrangebunden exprimiertem Protein, das laut der densitometrischen Analyse stets
im Bereich von 15 % zu 85 % lag. Da das membrangebundene Enzym die gleiche Aktivi-
tat wie das lésliche Protein zeigte, spiegelte die volumetrische Enzymaktivitat das zugrunde
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5 Charakterisierung der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase aus S. PCC 7942

liegende Expressionsverhaltnis in den Fraktionen wider. Abbildung 5.2 verdeutlicht diesen
Zusammenhang exemplarisch flr verschiedene Expressionstemperaturen.
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Abbildung 5.2: Abhangigkeit der volumetrischen (vol.) Enzymaktivitat der I6slichen (H) und
unléslichen () Zellaufschlussfraktion von der Expressionstemperatur. Bei
allen Zellsuspensionen wurde vor dem Aufschluss auf eine optische Dichte
ODggg = 1 eingestellt. Die Zahlenwerte im Diagramm geben die prozentuale
Verteilung der Gesamtenzymaktivitat an.

Far die Isolierung der KR aus Zellen von Synechococcus PCC 7942 hatte Havel (2006) eine
Reinigungsstrategie entwickelt, die auf den Methoden der GréBenausschluss- und Anionen-
austauschchromatographie basierte. Dieses Reinigungsverfahren lie3 sich prinzipiell auch
bei Escherichia coli-Zellen anwenden. Die Freisetzung der KR von der Membran, die bei dem
urspringlichen Protokoll durch Ultraschall erfolgte, wurde durch Zugabe von Triton X-100 be-
wirkt. Das Detergenz wurde anschlieBend adsorptiv mit SM-2 Bio-Beads aus dem Protein-
gemisch entfernt. Durch die Solubilisierung des membrangebundenen Proteins konnte der
Anteil der KR am léslichen Gesamtproteingehalt von 1,5 auf 9 % gesteigert werden. Der
Reinigungsverlust bei der Freisetzung von der Membran betrug ca. 12 %.

Am Ende der Proteinreinigung lag die KR-Ausbeute bei 0,1 mg ggtm™', wobei die Reinheit
des Zielproteins unterhalb von 50 % anzusiedeln war. Diese Werte verdeutlichen, dass die
Reinigungsstrategie, die von Havel (2006) fir analytische Zwecke genutzt wurde, nicht fir
den praparativen Einsatz geeignet war. Das Hauptproblem bei der Ubertragung in den pra-
parativen MafB3stab war die Verwendung der Gré3enausschlusschromatographie zu Beginn
der Reinigung. Diese Trennmethode findet normalerweise in der Feinreinigung von Proteinen
Anwendung, da nur geringe Volumina auf die Saule aufgebracht werden kdnnen. Dariber
hinaus erfolgt keine Konzentrierung, sondern eine Verdinnung des Zielproteins, da es sich
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5.1 Bereitstellung der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase

um eine nicht-adsorptive, isokratische Trennmethode handelt, bei der die Zusammensetzung
des Laufpuffers keinen Einfluss auf die Retention des Zielproteins hat. Aus diesen Griinden
sind chromatographische Methoden, die auf einer spezifischen Wechselwirkung des Zielmo-
lekils mit der Saulenmatrix beruhen und eine Gradientenelution erméglichen, flr die primare
Reinigung von Proteinen besser geeignet.

Da bei der Freisetzung der KR aus der Escherichia coli-Membran gleich zu Beginn der Rei-
nigung relativ hohe Verluste auftraten, war es bei der Entwicklung einer alternativen Rei-
nigungsstrategie auch winschenswert, die Anlagerung an die Membran von vornherein zu
unterbinden. Durch die Konstruktion von Fusionsproteinen zwischen einem léslichen und ei-
nem membrangebundenen Protein kann die Membranassoziation durch den Islichen Fusi-
onspartner verhindert werden (Gilardi et al., 2002; Shimoji et al., 1998).

Vor diesem Hintergrund bestand die Erwartung, durch die Wahl eines Fusionspartners, der
gleichzeitig eine affinitdtschromatographische Reinigung erméglichte, die Vorteile einer 16sli-

chen Expression und einer leistungsstarken Trennmethode miteinander verbinden zu kénnen.

5.1.2 Expression und Reinigung in Fusion mit Maltose-bindendem Protein

Das Maltose-bindende Protein (MBP) gehért mit einem Molekulargewicht von 44 kDa zu den
gréBten gebrauchlichen Fusionspartnern (Arnau et al., 2006). Durch die Klonierung der KR
in den Vektor pETM-41 erhielt das Enzym einen Hisg-MBP-Anhang am N-Terminus, der die
Membranassoziation der KR wie geplant verhinderte. Das exprimierte Fusionsprotein hatte
einen Anteil von 20 % am léslichen Gesamtprotein der Zelle. Das Temperaturoptimum der
Expression befand sich bei 20°C. Hierbei lagen 77 % des Proteins I6slich und 23 % als
Einschlusskérper vor, die sich auch als solche isolieren lieBen (Ergebnisse nicht gezeigt).
Bei einer Expression bei 37°C hingegen formten 54 % des gebildeten Proteins unlésliche
Aggregate.

Die Reinigung tber das am Maltose-bindenden Protein verankerte Hexahistidin und die nach-
folgende Spaltung des Fusionsproteins mit der TEV-Protease, die ebenfalls mit einem Hisg-
Anhang versehen war, flihrte zu einer Proteinpréparation der KR, die homogen in der Silber-
farbung erschien. Unter Bericksichtigung der Detektionsgrenze der Silberfarbung von 10 ng
entsprach dieses Ergebnis einer Reinheit Gber 99,8 %.

Abbildung 5.3 stellt einen typischen Reinigungsverlauf der KR dar. Die Spaltung durch die
TEV-Protease muss fiir jedes Protein optimiert werden und war in diesem Ansatz bei einem
60:1 Verhaltnis von Fusionsprotein zu TEV-Protease noch unvollstédndig. Eine vollstandige
Abspaltung des Hisg-MBP-Ankers wurde bei einem Verhaltnis von 30:1 erzielt. Unter opti-
mierten Bedingungen lag die Ausbeute der KR im Bereich von 3,9-6,0 mg getm ™"
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Abbildung 5.3: SDS-PAGE (12,5 % Trenngel, Coomassie-Farbung) zur Analyse der Hisg-
MBP-KR-Reinigung. Bahnen: M: Roti®-Mark Standard; 1: gereinigtes Hisg-
MBP-KR-Fusionsprotein; 2: nach TEV-Verdau; 3: nach Umpufferung; 4: nach
Entfernung des Hisg-MBP-Anteils und der Hisg-TEV-Protease.

Eine Ubertragung dieses Herstellungsverfahrens auf homologe Ketoreduktasen ist durch die
Verwendung des gleichen Affinitdtsankers einfach. Jedoch hat das zugrunde liegende Ex-
pressionssystem zwei Limitierungen: Zum einen darf das zu klonierende Gen keine inter-
ne Schnittstelle fir das Restriktionsenzym Ncol besitzen. Die Verwendung von Ncol ist un-
umganglich bei der Insertion des Gens in den pETM-41-Vektor, da ansonsten eine multiple
Stopp-Codon-Kassette aktiviert bliebe, welche die Proteinexpression nach dem MBP-Teil be-
enden wirde. Zum anderen sollte die Aminosauresequenz des zu reinigenden Enzyms keine
Schnittstelle fir die TEV-Protease aufweisen. Aus diesen Griinden wurde noch eine alterna-
tive Reinigungsstrategie entwickelt.

5.1.3 Riuckfaltung aus Einschlusskorpern

Unter Verwendung des Expressionsvektors pGEX-4T-1 wurde die KR als Fusionsprotein
mit der 26 kDa groBen Glutathion-S-Transferase (GST) aus Schistosoma japonicum am N-
Terminus exprimiert (Smith und Johnson, 1988). Die Membranbindung der KR wurde auch
durch diesen Affinitdtsanker aufgehoben. Obwohl beide Fusionspartner enzymatisch aktiv
waren, band das Fusionsprotein wéhrend der affinitdtschromatographischen Reinigung nicht
an das auf der S&ulenmatrix immobilisierte Glutathion (Ergebnisse nicht gezeigt). Dieses
Verhalten deutete auf eine sterische Hinderung der Glutathion-S-Transferase hin.

Da GST-Fusionsproteine stark zur Bildung von Einschlusskérpern neigen (Hartman et al.,
1992), konnte die Reinigung auch auf Basis der Isolation und Rickfaltung von Einschluss-
kérpern durchgeflihrt werden.
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5.1 Bereitstellung der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase

Bei einer Expressionstemperatur von 37°C bildeten 75 % des GST-KR-Fusionsproteins un-
I6sliche Aggregate. Die Solubilisierung der Einschlusskdrper wurde durch die Zugabe des
starken Denaturierungsmittels Guanidiniumchlorid (GdmCI) erreicht. Die Ruckfaltung, die
durch die Entfernung der chaotropen Substanzen zustande kommt, wird gewdéhnlich durch
Dialyse oder schnelle Verdiinnung bewirkt. Im Rahmen einer Optimierung der Rickfaltungs-
bedingungen wurde die langsame Entfernung der chaotropen Agenzien durch Dialyse mit
der Methode der schnellen Verdinnung verglichen. Dartber hinaus wurde die Auswirkung
verschiedener niedermolekularer Additive auf den Erfolg der Renaturierung untersucht. Die

Auswahl der Additive erfolgte anhand einer Publikation von Rudolph und Lilie (1996).
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0,10 0,10
£ 008 008 2
> 0,06 . 006 2
- 004 004 2
5 s
2 0,02 0,02 =
= [] <
0,00 = [ 0,00
Verdinnung Dialyse a b ¢ d e f

Additive, -

Abbildung 5.4: A) Vergleich der Enzymaktivitadt des GST-KR-Fusionsproteins mit
2',3,4’,5',6’-Pentafluoracetophenon als Substrat nach der Ruckfaltung
durch schnelle Verdinnung () und Dialyse (H). Beide Datensatze wurden
auf eine aquivalente Menge an eingesetztem Einschlusskérper-Solubilisat
bezogen. B) Abhangigkeit der Rickfaltung von der Anwesenheit niedermo-
lekularer Additive. a: ohne Additive, b: 0,5 M L-Arginin; ¢: 1 M Tris; d: 0,5 M
GdmCl; e: 20 % Gilycerin; f: 1 mM NADPH. Dieses Experiment wurde mit
der Methode der schnellen Verdiinnung durchgefihrt.

Abbildung 5.4 A zeigt, dass die Dialyse ein besseres Ergebnis erzielte als die schnelle Ver-
dinnung. Das léslich exprimierte GST-KR-Fusionsprotein besal3 eine Ketonreduktionsaktivi-
tat gegeniiber 2,3',4’,5°,6’-Pentafluoracetophenon von 0,18 U mg™'. Nach der Dialyse wurde
eine Aktivitat von 0,08 U mgsoubiisat | gemessen, was einer Ausbeute an korrekt gefaltetem
Protein von 44 % entsprach. Aus Abbildung 5.4 B wird ersichtlich, dass kein Additiv einen
signifikant positiven Effekt auf die Rlckfaltung hatte (t-Test fur verbundene Stichproben).
Waéhrend der natirliche Ligand NADPH und Glycerin keinerlei Einfluss auf die Renaturierung
der KR besal3en, behinderten Arginin, Guanidiniumchlorid und Tris den Faltungsprozess.
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5 Charakterisierung der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase aus S. PCC 7942

Nach der Ruckfaltung und der Spaltung des Fusionsproteins durch Thrombin konnten das
freie GST-Protein und die verwendete Protease problemlos durch Affinitatschromatographie
entfernt werden. Die Reinheit der KR lag nach einer abschlieBenden GréBenausschlusschro-
matographie zur Feinreinigung bei ca. 97,0 %, wobei eine Ausbeute von 0,5 - 0,7 mg ggTm™
erzielt wurde. Da die Reinigung nicht mit Hilfe des Affinitdtsankers, sondern auf der Basis der
Isolation und Riickfaltung von Einschlusskdrpern durchgefiihrt wurde, missten die Faltungs-
bedingungen bei einer Reingung homologer Proteine unter Umstanden angepasst werden.

5.1.4 Vergleich der Herstellungsverfahren

In Tabelle 5.1 werden die verschiedenen Verfahren zur Produktion der KR verglichen.

Tabelle 5.1: Vergleich der untersuchten Herstellungsverfahren fir die KR.

Expression Ausbeute, Reinheit, zeitlicher Ubertrag-
mg getm”’ % Aufwand  barkeit
Ohne Affinitatsanker 0,1 <50,0 hoch mittel
Als MBP-Fusionsprotein 3,9 - 6,0 >99,8 gering hoch
Als GST-Fusionsprotein 0,5-0,7 ~ 97,0 mittel mittel

Die Expression und Reinigung der KR in Fusion mit Maltose-bindendem Protein erfillte al-
le Kriterien fur ein effizientes Herstellungsverfahren. Das Protein lag in hoher Reinheit vor,
wobei gleichzeitig eine sehr gute Ausbeute erzielt wurde. Darlber hinaus ist die Affinitats-
chromatographie nicht zeitaufwandig und lasst sich bei Verwendung des gleichen Affini-
tatsankers einfach auf andere Proteine Ubertragen. Im Gegensatz hierzu war die Expres-
sion und Reinigung ohne Affinitdtsanker am wenigsten fir die Produktion der KR geeignet.
Neben den Aspekten der geringen Reinheit und Ausbeute ist die praparative GréBenaus-
schlusschromatographie aufgrund groBer Saulenvolumina und niedriger Flussraten langwie-
rig und die Anionenaustauschchromatographie misste fir jedes Protein angepasst werden,
da der isoelektrische Punkt einen wichtigen Einfluss bei dieser Methode besitzt. Die Reini-
gung der KR in Form von Einschlusskérpern aus GST-Fusionsproteinen nahm eine Mittel-
stellung ein. Da hierbei alle Kriterien schlechter erfillt wurden als bei der Verwendung des
MBP-Fusionsproteins, wurde dieses Herstellungsverfahren nur als Riickfallposition fir Gene
bzw. Proteine betrachtet, die eine Ncol- oder TEV-Schnittstelle aufweisen.
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5.1.5 Diskussion

Die KR aus Synechococcus PCC 7942 war bei ihrer heterologen Expression in Escherichia
coli gréBtenteils membrangebunden. Bei Cyanobakterien und Pflanzen wird zwar eine As-
soziation der Fettsduresynthase Il mit der Thylakoidmembran vermutet (Slabas und Smith,
1988; Roughan und Ohlrogge, 1996; Thelen und Ohlrogge, 2002). Escherichia coli-Zellen be-
sitzen jedoch keine Thylakoide und die Proteine der Fettsauresynthase Il sind im Cytoplasma
lokalisiert (Vagelos, 1971; Jackowski et al., 1985), was eine Membranbindung aufgrund einer
Protein-Protein-Interaktion unwahrscheinlich macht. Eine Assoziationsform peripherer Mem-
branproteine, die sowohl mit der cyanobakteriellen Thylakoidmembran als auch mit Membra-
nen aus Escherichia coli méglich wére, ist die Bindung tber hydrophobe Wechselwirkungen.
Die KR hat einen auBBergewéhnlich hohen GRAVY-Index von + 0,457 und folglich einen stark
hydrophoben Charakter. Barrios-Llerena et al. (2006) fanden bei einer Untersuchung des
Proteoms des verwandten Stammes Synechocystis PCC 6803 als héchsten GRAVY-Index
+ 0,474. Die KR aus Escherichia coli hingegen besitzt einen GRAVY-Index von + 0,100 und
ist demnach weit weniger hydrophob, was die Unterschiede in der Lokalisation der beiden
Proteine erklaren kénnte.

Sowohl die Fusion der KR an das Maltose-bindende Protein als auch an die Glutation-S-
Transferase konnten die beobachtete Membranbindung aufheben. Dieses Ergebnis stimmt
mit einer Veroffentlichung von Klein et al. (1992) Uberein, in der die Reinigung der KR aus
dem lanzettblattrigen Kécherblimchen (Cuphea lanceolata) beschrieben ist. Hierbei war das
Enzym ebenfalls als GST-Fusionsprotein gereinigt worden, ohne dass eine Membranasso-
ziation erwahnt wurde.

Bei der Expression und Reinigung der KR mit Hisg-MPB-Anker wurde eine Ausbeute von
3,9-6,0 mg gsrm erzielt. Bezogen auf das eingesetzte Kulturvolumen von Escherichia coli
entsprach dies einer volumetrischen Ausbeute von 10 - 15 mg L. Dieser Wert war deut-
lich héher als die von Wickramasinghe et al. (2006) beschriebene Ausbeute der ebenfalls
in Escherichia coli exprimierten homologen KR aus Plasmodium falciparum. Dieses Protein
war auch affinitdtschromatographisch Gber einen Hisio-Anker gereinigt worden, wobei eine
volumetrische Ausbeute von 0,5 mg L™ erzielt wurde.

Die KR konnte auch durch die Isolation und Rickfaltung von Einschlusskérpern aus GST-
KR-Fusionsproteinen gewonnen werden. Bei der Renaturierung von Einschlusskérpern kon-
kurrieren die Prozesse der Fehlfaltung und Aggregation mit der korrekten Faltung des Ziel-
proteins (Buchner und Rudolph, 1991; Rudolph und Lilie, 1996). Bei der Riickfaltung durch
Dialyse werden die Proteine Uber langere Zeitraume mittleren Konzentrationen an chaotro-
pen Agenzien ausgesetzt, was die Bildung von Faltungsintermediaten férdert. Neigen die-
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se Intermediate zur Aggregation, so ist die Methode der schnellen Verdiinnung, bei der die
Konzentration der denaturierenden Substanzen schlagartig reduziert wird, die bessere Wahl
(Rudolph und Lilie, 1996). Im Falle des GST-KR-Fusionsproteins scheinen die ungefalteten
Proteine starker zu aggregieren als die Faltungsintermediate, da die Dialyse deutlich bes-
sere Ergebnisse erzielte. Die Ruckfaltungsausbeute von 44 % ist vergleichbar mit der Aus-
beute von 51 % bei einem Fusionprotein zwischen der Glutathion-S-Transferase und einem
Penicillin-bindenden Protein aus Streptococcus pneumoniae (Zhao et al., 1999). Hierbei war
das Fusionsprotein ebenfalls durch Dialyse ohne Zugabe von Additiven rlickgefaltet worden.

5.2 Struktur

Die raumliche Struktur bedingt die Wirkungsweise eines Proteins. Eines der Schllsselpro-
bleme der heutigen Proteintechnologie ist der Briickenschlag zwischen einer Proteinsequenz
und der zugehdrigen Funktion. Die Struktur der KR wurde daher mit verschiedenen Methoden
untersucht, um Informationen tber die Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur des Enzyms

zu erhalten.

5.2.1 Sekundarstruktur

Die Identifizierung von Sekundarstrukturelementen erfolgte mit den Programmen APSSP2
und Predict Protein (PROF), die beide auf neuronalen Netzwerken basieren (Raghava, 2002;
Rost und Sander, 1993). Da die Zuweisung von Aminosauren an den Randern von Sekundar-
strukturelementen hdufig nicht eindeutig ist, wurden nur diejenigen Elemente Gbernommen,
die eine mittlere Vorhersagewahrscheinlichkeit P = 0,7 (1 = hoch, 0 = niedrig) besaBen. Die
Positionen dieser Sekundérstrukturelemente sind in Abbildung 5.5 dargestellt.

Die beiden verwendeten Programme stimmten in ihrer Vorhersage gut Uberein und ermittel-
ten 7 a-Helices und 7 B-Strange, wobei die a4-Helix durch einen kurzen, weniger geordne-
ten Bereich unterbrochen ist. Grof3e Unterschiede ergaben sich nur in der Region zwischen
Aspartat (D) 194 und Alanin (A) 200. Das Programm APSSP2 erkannte hier eine weitere
o-Helix, wahrend Predict Protein (PROF) eine flexible Schleife vorhersagte.

Durch die Lokalisierung der Sekundérstrukturelemente konnten die konservierten Sequenz-
motive der klassischen Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs) nach Kallberg et al.
(2002) und Persson et al. (2003) zugewiesen werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 dar-
gestellt. Dadurch gelang auch die Identifizierung der katalytischen Tetrade, die sich aus den
Aminoséauren Asparagin (N) 117, Serin (S) 145, Tyrosin (Y) 158 und Lysin (K) 162 zusam-

mensetzt.

110



5.2 Struktur

B1 al p2 a2
——}—q ); ﬁ
001 MTALPLTDRIALVTGASRGIGRAIALELAAAGAKVAVNYASSAGAADEVV 050
B3 a3 B4
D — { ) )
051 AATIAAAGGEAFAVKADVSQESEVEALFAAVIERWGRLDVLVNNAGITRDT 100
o4 B5
— I~ D .
101 LLLRMKRDDWQSVLDLNLGGVFLCSRAAAKIMLKQRSGRIINIASVVGEM 150
a5 6
— ) -B—F € b
151 GNPGQANYSAAKAGVIGLTKTVAKELASRGITVNAVAPGFIATDMTSELA 200
a6 o7 B7
——  p— D - —

201 AEKLLEVIPLGRYGEAAEVAGVVRFLAADPAAAYITGQVINIDGGLVMA 249

Abbildung 5.5: Sekundarstrukturelemente der KR. Die Proteinsequenz ist im Einbuchsta-
bencode dargestellt (Tabelle 9.2). Die roten Pfeile markieren B-Strénge, die
blauen Rohren a-Helices, die eine mittlere Vorhersagewahrscheinlichkeit
P = 0,7 in den Programmen APSSP2 und Predict Protein (PROF) besalen.
Die Helix, die nicht eindeutig von beiden Programmen vorhergesagt wurde,
wird durch eine nicht ausgeflllte Rdhre dargestellt. Die katalytische Tetrade
ist grin markiert.

Tabelle 5.2: Auspragungen der konservierten Sequenzmotive der klassischen Short-Chain-
Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs) in der Aminoséauresequenz der KR. Die
Motive sind im Einbuchstabencode dargestellt (Tabelle 9.2). Aminoséauren der
katalytischen Tetrade sind fett gedruckt. Von den Motiven abweichende Amino-
sauren sind unterstrichen.

Sekundéarstruk- Sequenzmotiv Auspragung in der KR
turelement

B1+ al TGxxxGhG TGASRGIG

B3+ a3 Dhx[gp] DVSQ

B4 GxhDhhhNNAGh GRLDVLVNNAGI

o4 hNhxG LNLGG

B5 GxhhxhSSh GRIINIASV

as YX[AS][STIK YSAAK

Bo6 h[KR]h[NS]xhxPGxxxT ITVNAVAPGFIAT
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Wahrend die Sequenzmotive der klassischen SDRs im N-terminalen Bereich des Proteins zu
100 % mit der Aminosauresequenz der KR Ubereinstimmten, ergaben sich bei den Motiven
in der Region zwischen dem B5- und B6-Strang einzelne Abweichungen. Eine Betrachtung
der Schliisselpositionen der Subfamilien der klassischen SDRs zeigte, dass die KR weder
eine saure noch eine basische Aminosdure am Ende des 2-Stranges hat. Im TGxxxGhG-
Motiv hingegen befindet sich ein basisches Arginin (R). Aus diesem Grund konnte die KR der
Subfamilie cP1 zugewiesen werden, die NADPH-bindende Enzyme umfasst.

5.2.2 Tertiarstruktur

Die Erstellung eines Homologiemodells gab Aufschluss Uber die Tertiarstruktur der KR. Das
Ziel der Homologiemodellierung ist der Aufbau eines dreidimensionalen Modells fir ein Pro-
tein mit unbekannter Struktur aufgrund der Sequenzéhnlichkeit zu Proteinen, von denen eine
Réntgenkristall- oder Kernmagnetresonanz (Nuclear Magnetic Resonance, NMR)-Struktur
bestimmt wurde. Fir die Identifizierung von geeigneten Strukturvorlagen wurde das BLAST-
Programm des Swiss-Model-Servers verwendet. Hierbei wurden die Réntgenkristallstruktu-
ren 1edoA (Auflésung 2,3 A) und 2uvdG (Auflésung 2,4 A), die zu den homologen Proteinen
der KR aus Raps (Brassica napus) und Bacillus anthracis gehéren, als ideale Matritzen er-
mittelt. Die Proteine zeigten Sequenzidentitaten mit der KR aus Synechococcus PCC 7942
von 62 % bzw. 57 %.

Abbildung 5.6: Ubereinandergelegte Homologiemodelle der KR aus Synechococcus PCC
7942. Das Modell mit 1edoA als Matritze ist in Rot mit blauer katalytischer
Tetrade, das Modell mit 2uvdg als Matritze in Orange mit grauer katalytischer
Tetrade dargestellt.
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5.2 Struktur

Die erhaltenen Homologiemodelle sind in Abbildung 5.6 dargestellt. Der mittlere Abstand der
Atomkoordinaten von den Koordinaten der Referenzstruktur (Root Mean Square Deviation,
RMSD) ist ein MaB firr die Gute eines Homologiemodells. Beide Modelle hatten eine globa-
le RMSD von 0,79 A und zeigten die fiir Nukleotid-bindende Enzyme typische Rossmann-
Faltung mit einem zentralen B-Faltblatt, das auf zwei Seiten von a-Helices flankiert wird.
Untereinander unterschieden sich die Homologiemodelle haupts&chlich im Bereich zwischen
Aspartat 194 und Glutamat 202, der in Abbildung 5.6 in der linken oberen Ecke zu sehen ist.
Analog zu den Vorhersagediskrepanzen, die es bei der Sekundarstrukturanalyse flr diesen
Bereich gab, wurde von dem Homologiemodell an die Struktur von 1edoA eine a-Helix pos-
tuliert, wahrend das Modell mit 2uvdG als Matritze eine flexible Schleife annahm. Das aktive
Zentrum kam in beiden Modellen annahernd zur Deckung. Fir die weiteren Betrachtungen
der Proteinstruktur wurde aufgrund der héheren Sequenzidentitat das Modell mit 1edoA als

Matritze verwendet.

5.2.3 Quartarstruktur

Der Oligomerisierungsgrad des Enzyms wurde mit den Methoden der GréBenausschluss-
chromatographie und der Blauen Nativgelelektrophorese untersucht. Die Ergebnisse der Gré-
Benausschlusschromatographie sind in Abbildung 5.7 dargestellt.

A B
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0,06 Catalase 5.4 %
S oos Aldolase 52 '%
E 50 2
E 0,04 Rinderserumalbumin | 4 g (—:‘,’
D,L 0,03 KR —> Albumin (Huhn) | 4 6 o)
“ 0,02 4.4 §
Lysozym| ' &
0,01 (Huhn) [ 42 &
0,00 4,0
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Abbildung 5.7: Ergebnisse der GréBenausschlusschromatographie. A) KR-Aktivitat in den
Proteinfraktionen nach der Trennung. Dargestellt ist die Konzentration an
gebildetem (S)-2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluorphenylethanol ((S)-PFE). B) Kalibrati-
on der Saule. Die Partitionskoeffizienten K, von Standardproteinen (@) und
der KR (O) sind gegen den Logarithmus des Molekulargewichts aufgetragen.
Standardproteine: Catalase, 232 kDa; Aldolase, 158 kDa; Rinderserumalbu-
min, 66 kDa; Albumin (Huhn), 43 kDa und Lysozym (Huhn) 14 kDa.
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Abbildung 5.7 A zeigt die Verteilung der Enzymaktivitat in den aufgetrennten Proteinproben.
Die gebildete Menge an (S)-Alkohol konstatierte ein singulares Aktivitatsmaximum bei Frakti-
on 23, was einem Elutionsvolumen Ve von 240 mL und einem Partitionskoeffizienten K, von
0,61 entsprach. Das apparente Molekulargewicht wurde anhand von Standardproteinen er-
mittelt und lag bei 53 kDa, was gut mit dem Molekulargewicht eines Homodimers von 51 kDa
Ubereinstimmte. Da die Gréf3enausschlusschromatographie den Oligomerisierungsgrad von
Proteinen nicht unter Gleichgewichtsbedingungen analysiert und alle bekannten homologen
Enzyme als Tetramer vorliegen (Chang et al., 2009), wurde die KR weiter mit Hilfe der Blauen
Nativgelelektrophorese untersucht. Hierbei wurde Fraktion 23 der GréBenausschlusschroma-
tographie nach einer Lagerung von 6 h und 28 h bei 4°C aufgetragen.

6h 28h M

MW, kDa
Tetramer — $
| — 66
, — 52
Dimer — %
— 43

Abbildung 5.8: Blaue Nativgelelektrophorese (13 % Trenngel) von Proteinfraktion 23 nach
einer Lagerung von 6 h und 28 h bei 4°C. Als Markerproteine dienten Rin-
derserumalbumin (66 kDa), a-Amylase (52 kDa) und Albumin (43 kDa).

Abbildung 5.8 zeigt, dass die KR 6 h nach der Gré3enausschlusschromatographie zu 85 %
als Dimer und zu 15 % als Tetramer vorlag. Weitere 22 h spater stieg der Anteil des Tetra-
mers auf 73 %, was auf eine langsame Assoziation von Dimeren zu Tetrameren in Lésung
hindeutet.

Um das Oligomer unter Gleichgewichtsbedingungen zu betrachten, wurde das Molekularge-
wicht der KR in einer Blauen Nativgelelektrophorese untersucht, ohne vorher eine Gré3en-
ausschlusschromatographie durchgefihrt zu haben. In diesem Experiment wurde eindeutig
ein Homotetramer detektiert - wie Abbildung 5.9 zeigt. Das berechnete Molekulargewicht des
Homotetramers von 102 kDa korrespondierte fast exakt mit der Gré3e der einzigen sichtba-
ren Bande in den KR-Proben von 103 kDa. Dariber hinaus zeigte sich das Tetramer um den
Faktor 1,26 aktiver als das Dimer, das von der Gelfiltrationssaule eluierte (Ergebnisse nicht
gezeigt).
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Abbildung 5.9: A) Blaue Nativgelelektrophorese (20 % Trenngel) ohne vorangegangene

GrdéBenausschlusschromatographie. Als Molekulargewichtsmarker dienten
folgende Proteine: Apoferritin, 443 kDa; B-Amylase, 200 kDa; Alkoholdehy-
drogenase (Hefe), 150 kDa, Rinderserumalbumin, 66 kDa; Carboanhydra-
se 29 kDa. In den Bahnen 6 und 7 wurden 5 bzw. 10 ug KR aufgetragen.
B) Ermittelung des Molekulargewichts der KR (O) anhand der Laufweite der
Standardproteine (@).

Abbildung 5.10: Modellierte Quartarstruktur der KR. Die Homologiemodelle des KR-Mono-

mers wurden mit Hilfe des Programms YASARA in die Kristallstruktur des
homologen Proteins aus Raps (1edoA), die vom EBI PDBePisa-Server aus-
gegeben wurde, eingepasst. Die einzelnen Monomere sind in Rot bzw. Blau
dargestellt, wahrend die aktiven Zentren griin markiert sind.
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Zusammenfassend zeigten die Experimente, dass die KR unter Gleichgewichtsbedingungen
als Homotetramer vorliegt. Wahrend der GréBenausschlusschromatographie dissoziierte das
Tetramer in zwei aktive Dimere, die anschlieBend langsam wieder zum Tetramer assemblier-

ten. Die modellierte Quartérstruktur der KR ist in Abbildung 5.10 dargestellt.

5.2.4 Diskussion

Die Positionen der identifizierten Sekundarstrukturelemente entsprachen sehr gut der Vertei-
lung der Sekundarstrukturen in den homologen Proteinen aus Plasmodium falciparum, Raps
und Escherichia coli, die ebenfalls ein zentrales -Faltblatt aus 7 B-Stréngen besitzen (Wick-
ramasinghe et al., 2006; Fisher et al., 2000; Price et al., 2001). In den Réntgenstrukturen der
drei homologen Proteine wurden jedoch 8 statt 7 a-Helices identifiziert. Die achte Helix lag
dabei im Bereich zwischen Aspartat 194 und Alanin 200, fiir den sich die Vorhersagen der in
dieser Arbeit verwendeten Programme unterschieden. Beim Protein aus Plasmodium falcipa-
rum wurde diese a-Helix, die eine gewisse Flexibilitat aufwies, als ,ungeordnet” bezeichnet
(Wickramasinghe et al., 2006). Es wird angenommen, dass dieser Bereich als beweglicher
Deckel fungiert, der das aktive Zentrum aufgrund einer konformationellen Anderung nach der
Bindung des Substrates abdeckt (White et al., 2005). Da die Homologiemodellierung gerade
in flexiblen Bereichen schwierig ist, differierten auch die beiden erstellten Homologiemodelle
an dieser Stelle am starksten (Marti-Renom et al., 2000).

Die Analyse der konservierten Sequenzmotive der klassischen SDRs ergab, dass bei der KR
abweichende Aminosauren in den drei C-terminalen Motiven vorliegen. Ein Vergleich mit den
Sequenzen der homologen Proteine aus Escherichia coli und Raps zeigte jedoch, dass sich
hier an allen drei Positionen ebenfalls Aminosauren befinden, die von den Sequenzmotiven
abweichen (Price et al., 2001; Fisher et al., 2000). Daher scheinen die von Kallberg et al.
(2002) und Persson et al. (2003) identifizierten Sequenzmotive an manchen Stellen zu eng
spezifiziert zu sein.

Bei der Homologiemodellierung wurden Rdntgenkristallstrukturen von Proteinen verwendet,
die Sequenzidentitédten von 62 und 57 % mit der KR aus Synechococcus PCC 7942 aufwei-
sen. Die mittlere Genauigkeit von Homologiemodellen, die auf Sequenzidentitaten von Uber
50 % basieren, ist mit derjenigen von Rdéntgenkristallstrukturen mit niedriger Auflésung (3
A) vergleichbar. Derartige Homologiemodelle sind auch fiir die Konstruktion ortsgerichteter
Mutanten sowie fiir die Visualisierung der Anlagerung von kleinen Liganden geeignet (Marti-
Renom et al., 2000).
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Die Bestimmung des Oligomerisierungsgrades der KR zeigte, dass das Enzym als Homo-
tetramer vorlag, das wéhrend der GréBenausschlusschromatographie in zwei aktive Dimere
dissoziierte. Das Tetramer war um den Faktor 1,26 aktiver als das Dimer. Strukturelle Stu-
dien des homologen Proteins aus Plasmodium falciparum kamen zu ahnlichen Ergebnissen
(Wickramasinghe et al., 2006): Die Gré3enausschlusschromatographie bestimmte den Prote-
inkomplex ebenfalls zu klein. Das ermittelte Molekulargewicht lag hierbei leicht Gber dem des
Dimers. Eine analytische Ultrazentrifugation, bei der das Oligomer unter Gleichgewichtsbe-
dingungen betrachtet wurde, zeigte in Analogie zur Blauen Nativgelelektrophorese eindeutig

ein Homotetramer.
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5.3 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Im folgenden Kapitel sind die Ergebnisse der Optimierung der Reaktionsbedingungen der KR
dargestellt. Als Substrat wurde hierbei 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon verwendet.

5.3.1 Temperaturoptimum

Die Temperaturabhangigkeit der KR-Aktivitat wurde im Bereich zwischen 10°C und 70°C un-

tersucht.
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Abbildung 5.11: Bestimmung des Temperaturoptimums und der Aktivierungsenergien.
A) Abhangigkeit der spezifischen (spez.) Enzymaktivitdt von der Re-
aktionstemperatur. Die Verbindungslinie dient nur als visuelle Hilfe.
B) Arrhenius-Darstellung flr die Bestimmung der Aktivierungsenergien der
Reduktionsreaktion und der Enzyminaktivierung, die aus den Steigun-
gen der Regressionsgeraden ermittelt wurden. Reduktion: In (spez. Akti-
vitat) = 18,69 - 5943,27/T (r=0,9951); Inaktivierung: In (spez. Aktivitat) =
23071,41/T - 70,86 (r°=0,9933).

Abbildung 5.11 zeigt die Bestimmung des Temperaturoptimums und der Aktivierungsenergi-
en fur die Reduktion von 2°,3',4’,5,6’-Pentafluoracetophenon und die temperaturabhangige
Enzyminaktivierung. Das Enzym war zwischen 10°C und 65°C aktiv mit einem Optimum bei
44°C. Die Aktivierungsenergien der Reduktionsreaktion und der Enzyminaktivierung wurden
Uber die Arrheniusgleichung (Gleichung 4.14 bzw. 4.15) berechnet. Sie betragen Ea (Reduk-
tion) = 49,42 kJ mol"! und Ea (Inaktivierung) = 191,83 kJ mol ™.
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5.3 Optimierung der Reaktionsbedingungen

5.3.2 pH-Optimum

Die Aktivitat der KR als Funktion des pH wurde im Bereich zwischen pH 4 und pH 10 un-
tersucht. Da neben dem pH auch die verwendete Puffersubstanz von Bedeutung ist, wurden
nach Mdglichkeit mehrere Puffersysteme mit einer hinreichenden Pufferkapazitat bei einem
gegebenen pH verwendet.
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Abbildung 5.12: A) pH-Abhé&ngigkeit der KR-Aktivitdt. Verwendete Puffersysteme:
Na-Citrat (@), MES (©), Na-Phosphat (v), MOPS (v), Tricin (M), Tris-
HCI (). Alle Aktivitdten sind prozentual zum Maximum angegeben. Die
Verbindungslinien dienen nur als visuelle Hilfe. B) Einfluss der Molaritat
des Tricin-Puffers (pH 8) auf die Enzymaktivitat.

Aus Abbildung 5.12 A wird ersichtlich, dass die Aktivitat der KR zwischen pH 4 und pH 10
nicht unter 50 % sank. Es zeigte sich ein breites pH-Optimum im Bereich zwischen pH 7
und pH 9 bei Verwendung der zwitterionischen Puffer MOPS und Tricin. Das Aktivitatsma-
ximum wurde bei pH 8 in Tricinpuffer detektiert. Abbildung 5.12 B zeigt, dass die Variation
der Puffermolaritat des optimalen Tricinpuffers (pH 8) zwischen 25 mM und 200 mM keinen
signifikanten Effekt auf die Ketonreduktion hatte (t-Test flir verbundene Stichproben). Die Zu-
gabe von NaCl bis zu einer Konzentration von 500 mM wirkte sich ebenfalls nicht auf die
Enzymaktivitat der KR aus (Ergebnisse nicht gezeigt).
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5.3.3 Identifikation von Aktivatoren und Inhibitoren

Abbildung 5.13 zeigt den Einfluss verschiedener Metallionen auf die KR-Aktivitat. Die Zugabe
der Metallionen in einer Konzentration von 1 mM hatte in keinem Fall einen Effekt, wahrend
sowohl zwei- als auch dreiwertige Eisenionen bei einer Konzentration von 10 mM einen stark
inhibierenden Einfluss hatten. Die KR wurde von keinem lon aktiviert.
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Abbildung 5.13: Einfluss verschiedener Metallionen in Konzentrationen von 1 mM () und
10 mM () auf die KR-Aktivitat. Dargestellt sind die Mittelwerte aus Drei-
fachbestimmungen in Bezug auf eine unbehandelte Kontrolle ((J). *: statis-
tisch signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (P < 0,05, t-Test
flr verbundene Stichproben).

Aus Abbildung 5.14 wird ersichtlich, welchen Einfluss verschiedene Chemikalien, die im Um-
gang mit Proteinen von Bedeutung sind, auf die KR haben. Die beiden reduzierenden Agen-
zien Dithiothreitol und B-Mercaptoethanol wirkten sich negativ auf die KR-Aktivitat aus. Re-
duktionsmittel werden haufig in Aufschlusspuffern eingesetzt, um die Thiolgruppen der frei-
gesetzten Proteine vor Oxidation zu schiutzen (Cleland, 1964). Da die KR nur einen Cystein-
rest besitzt, der laut des Homologiemodells in das Innere des KR-Monomers ragt (Ergeb-
nisse nicht gezeigt), war die Bildung von unerwinschten intra- oder intermolekularen Disul-
fidbricken nicht zu erwarten. Dieses Ergebnis ist fir die Verwendung der KR in Kombination
mit anderen Enzymen wichtig, falls diese ein reduzierendes Milieu fur die Erhaltung ihrer En-
zymaktivitat bendtigen. Die Zugabe des Metallchelatbildners EDTA hatte keinen Einfluss. Die-
ses Ergebnis stand im Einklang mit der Beobachtung, dass die KR keine Aktivitatssteigerung
in Gegenwart von Metallionen zeigte, da EDTA durch das Enzym komplexierte Metallionen
entfernt hatte. Auch der Proteaseinhibitor PMSF verminderte die Enzymaktivitat nicht.
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Abbildung 5.14: Einfluss verschiedener Chemikalien in Konzentrationen von 1 mM (H) und
10 mM (0) auf die KR-Aktivitat (3-ME: B-Mercaptoethanol, DTT: Dithioth-
reitol). Dargestellt sind die Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen in Bezug
auf eine unbehandelte Kontrolle ((J). =: statistisch signifikant im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (P < 0,05, t-Test fUr verbundene Stichproben).

5.3.4 Diskussion

Die KR aus Synechococcus PCC 7942 zeigte hinsichtlich des Temperatur- und pH-Optimums
ahnliche Eigenschaften wie das homologe Enzym aus Escherichia coli, fir das ebenfalls
Reaktionsbedingungen von 45°C und pH 8 optimal waren (Sun et al., 2008).

Die berechnete Aktivierungsenergie Ex von 49,42 kJ mol™ fiir die Reduktion von 2°,3’,4’5’ 6’
Pentafluoracetophenon lag in dem fir enzymkatalysierte Reaktionen erwarteten Bereich zwi-
schen 10 und 60 kJ mol™ (Belitz et al., 2007). Auch die Aktivierungsenergie der thermischen
Inaktivierung lag mit 191,83 kJ mol™' erwartungsgeméan zwischen 150 und 800 kJ mol™ (Lee
und Zocher, 1996).

Die KR zeigte die hdchsten Enzymaktivitédten in zwitterionischen Puffern, die sich haufig po-
sitiv auf Proteine auswirken (Lottspeich und Zorbas, 1998). Da die Zugabe von 500 mM NacCl
keinen negativen Effekt auf die Aktivitdt der KR hatte, kann das Enzym als salztolerant be-
zeichnet werden (Boucaud und Billard, 1985; Priebe und Jager, 1978). Die TEV-Protease ist
beispielsweise bei dieser Salzkonzentration nur noch halb so aktiv wie in einem Puffer ohne
NaCl (Waugh, 2009).

Toleranz gegentiber hohen Temperaturen und Aktivitat in einem breiten pH-Bereich sind wich-
tige Eigenschaften von Enzymen fir industrielle Anwendungen. Fur die Alkoholdehydrogen-
ase aus Lactobacillus brevis (LB-ADH), die im technischen Maf3stab eingesetzt wird, wurde
ein Temperaturoptimum von 55°C publiziert (Hummel, 1997). Da die Lage des Temperaturop-
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timums stark von der Dauer der betrachteten Reaktion abhangt und bei langerer Inkubation
eine Verschiebung zu niedrigeren Temperaturen erfahrt, ist die Temperaturstabilitdt besser
zum Vergleich von Enzymen geeignet als das Temperaturoptimum (Cousins, 1976).

Die LB-ADH hat eine geringere pH-Toleranz als die KR. Die LB-ADH ist im sauren und neu-
tralen pH-Bereich sehr aktiv mit einem Optimum zwischen pH 6,0 und 6,5, wenn NADPH
als Cofaktor und Acetophenon als Substrat verwendet wird. Fir die Reduktion mit NADH als
Cofaktor liegt das Optimum bei pH 5,5. Im Alkalischen fallt die Enzymaktivitat der LB-ADH
dramatisch ab. Bei pH 8 betragt die Restaktivitat der LB-ADH mit NADPH als Cofaktor we-
niger als 20 %, wahrend mit NADH gar keine Umsetzung mehr erfolgt (Machielsen et al.,
2009). Im Vergleich dazu sank die Aktivitat der KR zwischen pH 4 und 10 nicht unter 50 %.
Im Gegensatz zur LB-ADH, die zweiwertige Magnesium- oder Manganionen zur Entfaltung
der Enzymaktivitat bendétigt (Hummel, 1997), zeigte die KR keine Abhangigkeit von Metallio-
nen. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Literatur (Chang et al., 2009). Es wurde ein
inhibierender Effekt von zwei- und dreiwertigem Eisen bei Konzentrationen von 10 mM festge-
stellt. Dies kénnte daran liegen, dass Eisenionen an Tyrosinreste binden und ein Tyrosin an
der katalytischen Tetrade der KR beteiligt ist (Miura et al., 2001; Follmann, 2004).

5.4 Enzymstabilitat

Die Enzymstabilitat ist fur eine spatere Prozessentwicklung ein wichtiger Parameter. Insbe-
sondere unter 6konomischen Gesichtspunkten ist der Katalysatorverbrauch haufig limitie-
rend. Da das von der KR umgesetzte 2',3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon ein sehr hydropho-
bes Substrat ist, wurde neben der Temperatur-, pH- und Lagerstabilitédt auch die Stabilitat in
verschiedenen Zweiphasensystemen untersucht.

5.4.1 Temperaturstabilitat

Eine Erhéhung der Reaktionstemperatur flihrt nicht nur zu einer Steigerung der Umsatzge-
schwindigkeit, die sich durch die Arrhenius-Gleichung (Gleichung 4.14) beschreiben |asst,
sondern auch zu einer Verringerung der Stabilitat. Tabelle 5.3 zeigt die Halbwertszeiten der
KR bei verschiedenen Temperaturen.

Tabelle 5.3: Halbwertszeit 7 der KR bei verschiedenen Temperaturen (pH 7,0 £+ 0,1).

Temperatur: 4°C 20°C 25°C 30°C 40°C 44°C 50°C
Halbwertszeit —: >3000h 39,8h 309h 265h 173h 85h 7,0h
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5.4 Enzymstabilitat

Eine Uberlagerung von Temperatur- und pH-Effekten wurde durch die Verwendung eines
50 mM Phosphatpuffers, dessen pH bei 25°C auf 7,0 eingestellt wurde, weitestgehend ver-
mieden. Die temperaturabhangie pH-Anderung des Puffers betrug im untersuchten Tempe-
raturbereich maximal 0,1.

Die KR wies eine sehr hohe Stabilitat bei 4°C auf. Bei der Standardtemperatur von 30°C war
die Halbwertszeit dreimal langer als bei einer Temperatur von 44 °C, die sich als optimal fir
die Reduktion von 2’,3’,4’5’,6’-Pentafluoracetophenon erwiesen hatte.

5.4.2 Lagerstabilitat

Obwohl die KR eine hohe Stabilitat bei 4°C aufwies, war es wiinschenswert, eine langfristi-
ge Lagermdglichkeit fir das Protein zu finden. Das Enzym zeigte einen Aktivitatsverlust von
59 % nach einmaligem Einfrieren bei -20°C. Durch das Schockgefrieren in flissigem Stick-
stoff reduzierte sich die Enzymaktivitat um 14 %, wenn kein Glycerin hinzugeflgt wurde, und
um 8 % bei einer Glycerinkonzentration von 40 % (v/v). Das eingefrorene Enzym war bei
-80°C mindestens fir 3 Monate lagerbar ohne einen zusatzlichen Aktivitatsverlust durch die
Lagerung zu erleiden (Ergebnisse nicht gezeigt).

5.4.3 pH-Stabilitat

Die Stabilitat der KR wurde zwischen pH 4 und pH 10 bei 25°C in 50 mM Phosphatpuffer
untersucht. Das Enzym zeigte sich Uber den gesamten pH-Bereich stabil mit einem Optimum
bei pH 6. Aus Abbildung 5.15 wird darUber hinaus ersichtlich, dass die Halbwertszeit selbst
bei pH 10 noch 47 % der Halbwertszeit bei pH 6 betrug.
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Abbildung 5.15: pH-Stabilitat der KR. Dargestellt ist die Abhangigkeit der Halbwertszeit ©
vom pH bei 25°C.
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5.4.4 Stabilitat in Gegenwart organischer Losemittel

Zur Untersuchung, ob die Funktionalitét oder die Polaritat von organischen Lésemitteln einen
deutlicheren Einfluss auf die Stabilitédt der KR besitzt, wurden L&semittel mit unterschiedli-
chem logP verwendet, die zudem verschiedenen Substanzklassen angehérten. Ethylacetat
wurde als représentatives Beispiel fur Ester, Methyl-tert-butylether (MTBE) fUr Ether sowie
Hexan und Cyclohexan fur unverzweigte und zyklische Alkane eingesetzt. Gemessen wurde
die molekulare Toxizitat der Losemittel bei unvermischten Phasen.
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Abbildung 5.16: Stabilitadt der KR in biphasischen Systemen mit unterschiedlichem logP des
organischen Lésemittels: Ethylacetat (logP = 0,7); MTBE (logP = 1,0); Cy-
clohexan (logP = 2,7); Hexan (logP = 3,5). Dargestellt ist die Halbwertszeit

T bei Raumtemperatur. Das Verhéltnis von organischer zu wassriger Phase
wurde variiert: 25:75 (l), 50:50 (OJ) oder 75:25 (O)

In Abbildung 5.16 ist deutlich erkennbar, dass der logP im Falle der KR kein gutes Kriteri-
um fir die Wahl eines organischen Ldsemittels darstellt. Obwohl das logP-Konzept davon
ausgeht, dass die Toxizitat von Lésemitteln mit der Konzentration in der wassrigen Phase
korreliert, die mit zunehmender Hydrophobizitat der organischen Phase abnimmt (Khmelnits-
ky et al., 1991), war der relativ gut mit Wasser mischbare Ether MTBE das beste Lésemittel
in Verwendung mit der KR. Folglich besitzt die Funktionalitat des Losemittels einen gréBeren
Einfluss als die Polaritat.
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5.4 Enzymstabilitat

5.4.5 Stabilitat in Gegenwart ionischer Flussigkeiten

lonische Flissigkeiten wurden als Alternative zu den klassischen organischen Ldsemitteln
untersucht, wobei ebenfalls die molekulare Toxizitat ohne Vermischen der Phasen betrachtet
wurde.
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Abbildung 5.17: Stabilitdt der KR im wassrigen System (H) im Vergleich zu den biphasi-
schen Systemen mit dem besten organischen Lésemittel MTBE (organi-
sches Losemittel : wassrige Phase = 72:25, 0) bzw. flnf verschiedenen
ionischen Flussigkeiten (ionische Fliissigkeit:wassrige Phase = 75:25, (J).
Dargestellt ist die Halbwertszeit T bei Raumtemperatur.

Auch das vertréglichste Losemittel MTBE wirkte sich bei einem Verhélinis von 75 % organi-
scher zu 25 % wassriger Phase sehr negativ auf die Stabilitat der KR im Vergleich zum reinen
wassrigen System aus, wie Abbildung 5.17 zeigt. Bei einem gleichen Phasenverhéltnis war
die KR in Anwesenheit von vier der flinf untersuchten ionischen FlUssigkeiten stabiler als in
Gegenwart des besten organischen Lésemittels MTBE. Dartber hinaus hatten [HPYR][NTF]
und [HMPL][NTF] keinen negativen Effekt auf die Enzymstabilitat im Vergleich zum rein wéass-
rigen System.
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5.4.6 Diskussion

Tabelle 5.4 zeigt einen Vergleich zwischen der Temperaturstabilitédt der KR und der LB-ADH.

Tabelle 5.4: Temperaturstabilitat der KR im Vergleich zur LB-ADH. Angegeben sind die Halb-
wertszeiten t, die jeweils bei pH 7,0 in Phosphatpuffer gemessen wurden (Filho,
2007).

Temperatur, °C Halbwertszeit 7, h

KR LB-ADH
4 > 3000 > 5000
20 39,8 167,0
25 30,9 23,0
30 26,5 7,6
40 17,3 0,4
50 7,0 -

Wahrend die LB-ADH bei niedrigen Temperaturen langere Halbwertszeiten aufweist, ist die
KR bei Temperaturen ab 25°C das wesentlich stabilere Enzym. FUr die LB-ADH wurde ein
Temperaturoptimum von 55°C fur die Reduktion von Acetophenon angegeben (Hummel,
1997). Die Stabilitdtsdaten zeigen jedoch, dass diese Bestimmung auf einer sehr kurzen
Messzeit beruhen muss, da die LB-ADH oberhalb von 50°C nicht stabil ist. Die langsamere
Umsetzung von 2’,3’,4’ 5’,6’-Pentafluoracetophenon durch die KR wurde hingegen (ber einen
Zeitraum von 30 min betrachtet, wobei ein Temperaturoptimum von 44 °C bestimmt wurde. Bei
dieser Temperatur hatte die KR eine Halbwertszeit von 8,4 h.

Auch von den Alkoholdehydrogenasen aus Hefe und Pferdeleber ist bekannt, dass sie eben-
so wie die LB-ADH unstabil bei Temperaturen tUber 30°C sind (Keinan et al., 1986). Eine
Ausnahme bildet die Alkoholdehydrogenase aus dem thermophilen Bakterium Thermoanae-
robium brockii, die stabil bis zu einer Temperatur von 85°C ist (Lamed et al., 1981).

Die hohe Temperaturstabilitdt der KR erscheint ungewdhlich fir ein Enzym aus einem me-
sophilen Bakterium, das bei Temperaturen im Bereich von 25°C kultiviert wird. Die heutige
Wissenschaft geht allerdings davon aus, dass alle mesophilen Bakterien von thermophilen
Vorgangern abstammen. Aus diesem Grund wird Thermostabilitdt mehr als ein primitives als
ein durch Adaption erworbenes Charakteristikum betrachtet (VOIkl et al., 1994; Daniel, 1996).
Auch im Hinblick auf die pH-Stabilitat zeigte die KR bessere Eigenschaften als die LB-ADH,
die nur in einem sehr engen pH-Bereich um pH 7,0 stabil ist. Bereits bei pH 6,0 und pH 8,5
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5.4 Enzymstabilitat

betragt die Halbwertszeit der LB-ADH jeweils weniger als 10 % der Halbwertszeit bei pH 7,0
(Filho, 2007). Die Stabilitat der KR hingegen sank im gleichen pH-Bereich nicht unter 80 %
der maximalen Enzymstabilitét bei pH 6,0.

Die Sensibilitdt gegenuber organischen Lésemitteln ist verbreitet unter Oxidoreduktasen. Die
Formiatdehydrogenase aus Candida boidinii und die Alkoholdehydrogenase aus Hefe wei-
sen beispielsweise eine geringe Stabilitat in Anwesenheit von organischen Lésemitteln auf
(Hummel, 1997; Gréger et al., 2003). Die LB-ADH und die Pferdeleber-ADH sind hingegen
vergleichsweise stabil in Zweiphasensystemen aus Wasser und verschiedenen organischen
Lésemitteln (Filho et al., 2003). Auch fiir diese beiden Enzyme wurde MTBE als ideales L6-
semittel identifiziert. Hildebrand und Ltz (2007) konnten zeigen, dass die Halbwertszeit der
LB-ADH in einem Zweiphasensystem aus 50 % MTBE und 50 % Puffer doppelt so lang ist
wie in Puffer allein.

lonische Flissigkeiten waren flir Zweiphasensysteme in Verwendung mit der KR besser ge-
eignet als organische Lésemittel. In vier der flinf untersuchten ionischen FlUssigkeiten zeigte
sich die KR stabiler als in Gegenwart des besten organischen Lésemittels MTBE. Besonders
hervorgetan haben sich dabei [HPYR][NTF] und [HMPL][NTF], die keinen negativen Effekt
auf die Enzymstabilitat hatten. Die ionische Flissigkeit [[P3OH)PYR][NTF], die sich in Unter-
suchungen von Brautigam (2008) als wenig geeignet fiir Ganzzellbiotransformationen gezeigt
hatte, destabilisierte die KR am starksten. Auch die Ergebnisse der anderen ionischen Fliis-
sigkeiten stimmten qualitativ mit den Beobachtungen bei den Ganzzellbiotransformationen
Uberein (Brautigam, 2008): [HMPL][NTF] war besser geeinget als [(EO2E)MPL][NTF] und
[((NEMM)EO2E][NTF], die &hnliche Ergebnisse erzielten. In der Studie von Brautigam (2008)
war [HPYR][NTF] nicht untersucht worden. Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass
die schadigende Wirkung von ionischen Flissigkeiten auf Ganzzellbiokatalysatoren mit der
denaturierenden Wirkung auf Proteine korreliert.
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5.5 Substratspektrum

Bei der Untersuchung des Substratspektrums der KR wurde die Enzymaktivitat unter Stan-
dardbedingungen (30°C, 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7) mit frisch gereinigten Proteinprapara-

tionen gemessen.

Zu den untersuchten Substraten zéhlen Acetophenon und Acetophenonderivate, verschiede-
ne B-Ketoester sowie Alkanone und Alkanonderivate. Der erzielte Enantiomereniberschuss
wurde mittels chiraler GC-Analytik bestimmt. Konnte einer der beiden Alkohole nicht de-
tektiert werden, wurde die Detektionsgrenze der jeweiligen GC-Methode benutzt, um den

Mindest-Enantiomerenliberschuss zu ermitteln.

Die angegebenen Werte flr die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vinax und die Halbsatti-
gungskonzentration Ky, der einzelnen Substrate sind die Ergebnisse von Enzymkinetiken, bei
denen NADPH im Uberschuss (> 10-Ky) zugegeben wurde. Zusatzlich wurden die relativen
Aktivitaten der KR bezogen auf Acetophenon berechnet, da dieses Keton in der Literatur als
Standard-Referenzsubstrat flir Oxidoreduktasen gilt (Niefind et al., 2000).

Die Halbsattigungskonzentration von NADPH wurde mit 2°,3°,4°,5’,6’-Pentafluoracetophenon
im Uberschuss bestimmt. Der K, (NADPH) betrug 0,40 + 0,03 mM. Die zugehérige Kinetik
ist in Abbildung 5.18 dargestellt. NADH wurde von der KR nicht als Cofaktor akzeptiert.
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Abbildung 5.18: Abhédngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der KR von der NADPH-
Konzentration. Die Linie ist das Ergebnis einer nicht-linearen Regression
nach einer Michaelis-Menten-Kinetik (Gleichung 3.6).
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5.5.1 Acetophenon und Acetophenonderivate

Bei der Reduktion von Acetophenon und dessen Derivaten folgte das Enzym der Prelog-
Regel, wonach die Hydrid-Ubertragung von der re-Seite her erfolgte und es zur Bildung von
(S)-Alkoholen kam (Prelog, 1964). Im Fall des a-Chloracetophenons verandert das Halogen-
atom die Prioritat der Substituenten. Daher ist das Prelog-Produkt hierbei der (R)-Alkohol.
Tabelle 5.5 gibt eine Ubersicht iber die kinetischen Parameter und die erzielten Enantiome-

renliberschisse.

Das Referenzsubstrat Acetophenon wurde mit einer spezifischen Aktivitat von 0,13 U mg’
nur langsam umgesetzt. Die Einflhrung eines einzelnen Halogenatoms am Benzolring hatte
nur im Falle eines Chloratoms in para-Position einen leicht positiven Effekt auf die Enzym-
aktivitat. Das para-Monofluor-Derivat hingegen wurde mit 0,08 U mg™' am langsamsten re-
duziert, wahrend das perfluorierte Acetophenon das beste Substrat fir die KR war. Die hohe
Anzahl an Halogenatomen am Benzolring steigerte die relative Enzymaktivitat um Faktor 30.
Der Austausch des Methylsubstituenten an der «-Position der Ketogruppe durch den gréBe-
ren Ethylrest im Propiophenon hatte nur eine moderate Aktivitétssteigerung zur Folge. Das
o-Chloracetophenon hingegen, das an dieser Stelle ein zusatzliches Chloratom aufweist,
wurde mit 2,45 U mg™' bedeutend schneller umgesetzt als das Referenzsubstrat.

Wahrend mit den nicht halogenierten Substraten und 2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon
exzellente Enantiomerenliberschisse (> 99,0 %) erzielt wurden, reduzierte die KR jedes
Monohalogen-Derivat mit relativ niedriger Enantioselektivitéat (77,8 % - 87,6 %).

Far jedes Substrat kann durch die Optimierung der Reaktionsbedingungen noch eine deut-
liche Aktivitatssteigerung erreicht werden. Im Falle des 2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon
war die spezifische Enzymaktivitat unter optimalen Bedinungen (44 °C, Tricin-Puffer, pH 8,0)
mit 8,57 & 0,49 U mg™' mehr als doppelt so hoch wie die Aktivitat unter Standardreaktionsbe-
dingungen. Basierend auf der Ausbeute der heterolog in Escherichia coli Tuner(DE3) expri-
mierten und gereinigten KR entspricht dieser Wert einer Aktivitat des Ganzzellbiokatalysators
von 34 - 51 U ggtm™', wenn mégliche Einfliisse des Hisg-MBP-Affinitdtsankers unberiicksich-
tigt bleiben.
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Tabelle 5.5: Kinetische Parameter und Enantioselektivitat der KR bei der Reduktion von Ace-

tophenon und dessen Derivaten.

Substrat Vmax rel. Aktivitat? Km ee
(Umg™) (%) (mM) (%)
Acetophenon 0,13 £ 0,01 100 469+76 >99,0(S)P
o]
o-Chloracetophenon 2,45 + 0,09 1885 2,7+04 87,6+0,5(R)
o]
@)’L/CI
4’-Chloracetophenon 0,15+ 0,00 115 143+15 795+25(S)
0
C|’©)k
3’-Fluoracetophenon 0,13 £ 0,00 100 74+12 799+0,8(S)
0
F
4’-Fluoracetophenon 0,08 + 0,00 62 123+ 0,2 77,8+ 1,4(S)
0
o
2',3,4'5,6- 3,983 + 0,14 3023 5,7+ 0,9 > 99,8 (S)P
Pentafluoracetophenon
F O
F
F F
F
Propiophenon 0,16 + 0,01 123 6,0+ 1,2 > 99,4(S)P

QL

Arelative Aktivitat in Bezug auf die spezifische Aktivitat gegeniiber Acetophenon

b(Fx’)-Enantiomer nicht detektierbar
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Bei einer Betrachtung der Halbsattigungskonzentrationen der Ketone féllt auf, dass man-
che Werte im Bereich oder sogar Uber der Léslichkeitsgrenze der Substrate in 0,1 M Phos-
phatpuffer (pH 7) lagen (Anhang C, Tabelle C.1). Beispielsweise ist Acetophenon bis zu
36,8 mMin 0,1 M Phosphatpuffer I6slich, wahrend die ermittelte Halbsattigungskonzentration
46,9 + 7,6 mM betrug. Da die L&slichkeiten bei Raumtemperatur und nicht bei 30 °C bestimmt
wurden, kdnnte die Ursache in der Temperaturerhéhung liegen. Da die Raumtemperatur des
Labors im Bereich von 28°C lag, war ein alleiniger Temperatureffekt jedoch unwahrschein-
lich. Aus diesem Grund wurde auch der Einfluss weiterer Komponenten der enzymatischen
Umsetzung auf die Ketonléslichkeit untersucht. Rinderserumalbumin (bovine serum albumin,
BSA) wurde zuséatzlich als Vergleichsprotein fir die KR verwendet.
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Abbildung 5.19: Einfluss verschiedener Komponenten des Aktivitatsassays auf die Léslich-
keit von Acetophenon. A) Léslichkeit von Acetophenon in 0,1 M Phosphat-
puffer bei 30°C in Gegenwart verschiedener Zusatze. BSA: Rinderserum-
albumin. B) Emulgierende Wirkung der KR.

Abbildung 5.19 A zeigt, dass die Léslichkeit von Acetophenon bei 30 °C ebenfalls knapp unter
40 mM lag und sich somit kaum von der L&slichkeit bei Raumtemperatur unterschied. Der Zu-
satz von 60 mg L' KR erhohte die Léslichkeit von Acetophenon um Faktor 2, wahrend 4 mM
NADPH nur einen geringen und 60 mg L" Rinderserumalbumin keinen Einfluss zeigten.

Aus Abbildung 5.19 B wird ersichtlich, dass die Zugabe der KR nicht nur eine Erhéhung
der Léslichkeit zur Folge hatte, sondern auch emulgierend wirkte. Als Emulgatoren werden
grenzflachenaktive Substanzen bezeichnet, die zwei oder mehr nicht miteinander mischbare
FlUssigkeiten zu einem fein verteilten Gemisch vermengen und Uber einen gewissen Zeit-
raum stabilisieren kénnen (Tahajodi et al., 2008). Acetophenon, das eine héhere Dichte als
Wasser besitzt, lagerte sich nach 30-minltigem Vermischen der Phasen im Thermomixer
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bei 600 min"' und anschlieBender Zentrifugation in den Anséatzen als spharische Losemit-
telphase am Boden des Probenflaschchens ab. Im Ansatz mit der KR hingegen war auch
nach der Zentrifugation eine feine Verteilung des Acetophenons in der wassrigen Phase zu
beobachten. Der Vergleich mit dem Rinderserumalbumin zeigte, dass die emulgierende Wir-
kung keine generelle Eigenschaft von Proteinen ist. Voraussetzung hierfir ist die Prasenz
von hydrophoben Bereichen in Proteinen (Toren et al., 2002). Wahrend Rinderserumalbumin
hydrophil ist und einen GRAVY-Index von -0,433 besitzt, zeigt die KR mit dem GRAVY-Index
von + 0,457 einen deutlich hydrophoberen Charakter.

5.5.2 pB-Ketoester

Das natlrliche Substrat der KR, 3-Ketoacyl-ACP, gehért zur Substanzklasse der 3-Ketoester.
Abbildung 5.20 zeigt einen Vergleich zwischen 3-Ketoacyl-ACP und Ethylacetoacetat als Bei-
spiel fur einen in dieser Arbeit untersuchten 3-Ketoester.

H H
O O
R sACP /U\/U\o/\
3-Ketoacyl-ACP Ethylacetoacetat

Abbildung 5.20: Vergleich der Strukturen von 3-Ketoacyl-ACP und Ethylacetoacetat. Der
Pfeil markiert, welche Ketogruppe vom Hydrid-lon angegriffen wird.

Die untersuchten B-Ketoester wurden im Durchschnitt schneller umgesetzt als das Aceto-
phenon und dessen Derivate. Reduziert wurde jeweils nur die Ketogruppe in B-Stellung zur
Esterbindung. Tabelle 5.4 gibt eine Ubersicht iiber die enzymkinetischen Parameter und die
erzielten Enantiomerentberschisse.

Die KR zeigte vor allem hohe Aktivitaten gegenlber den halogenierten Varianten des Ethyl-
acetoacetats. Das Substrat Ethyl-4-chloracetoacetat wurde mit einer spezifischen Aktivitat
von 38,29 U mg™' am schnellsten reduziert. Basierend auf der Ausbeute der gereinigten KR
entspricht dies einer Aktivitat des Ganzzellbiokatalysators von 153 - 230 U ggtm™'. Das En-
zym tolerierte auch die Einfihrung mehrerer Halogensubstituenten an dieser Position, wobei
die Trichlor-Verbindung besser akzeptiert wurde als das korrespondierende Trifluor-Molekdil.
Auch das sterisch anspruchsvolle Substrat Ethylbenzoylacetat wurde von der KR umgesetzt.
Alle untersuchten B-Ketoester wurden von der KR mit guten bis exzellenten Enantiomeren-
Uberschissen Uber 94,0 % reduziert.

132



5.5 Substratspektrum

Tabelle 5.6: Kinetische Parameter und Enantioselektivitdt der KR bei der Reduktion von
B-Ketoestern.

Substrat Vmax rel. Aktivitat? Km ee
(Umg™) (%) (mM) (%)
Ethylacetoacetat 0,25 + 0,06 192 11,9 + 4,7 > 99,7 (R)°
O ©
o™
Ethyl-4-chloracetoacetat 38,29 + 2,15 29454 8,3+1,2 99,8 £ 0,4 (S)
0 O
Cl o7
Ethyl-4,4,4-trichlor- 19,25 + 1,57 14808 50,6 + 10,4 94,0+ 0,8(S)
acetoacetat
0O ©
CN ~
ClI gy g
Ethyl-4,4,4-trifluor- 1,44 4+ 0,26 1108 262,8 +82,4 99,3+ 0,2 (S)
acetoacetat
0O O
F ~
F % g
Ethylbenzoylacetat 1,16 = 0,04 892 1,9+0,2 > 99,7 (S)ID

O O

@JUO/\

8relative Aktivitat in Bezug auf die spezifische Aktivitat gegeniiber Acetophenon

b(.‘?)-Enantiomer nicht detektierbar; ¢(S)-Enantiomer nicht detektierbar

Bei der Betrachtung der gebildeten Produkte wird deutlich, dass sich die Reduktion von -
Ketoestern durch die KR nicht anhand der Prelog-Regel beschreiben lasst. Wiirde die Prelog-
Regel zur Anwendung kommen, hatten die Produkte, die bei der Reduktion des Ethylaceto-
acetats und dessen Halogenderivaten gebildet wurden, jeweils im anderen Enantiomer vor-
liegen missen, da die Ethoxycarbonylgruppe ein gréBerer Rest ist als die einzelne Methyl-
gruppe mit oder ohne Halogensubstituenten. Es lag jedoch auch nicht immer das Anti-Prelog-
Produkt vor, da vom Ethylbenzoylacetat das (S)-Enantiomer gebildet wurde.

Es scheint vielmehr, dass die -Ketoester im aktiven Zentrum des Enzyms wie das natirliche
Substrat anhand der Esterbindung koordiniert wurden. Die natirliche Funktion der KR liegt

133



5 Charakterisierung der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktase aus S. PCC 7942

im Elongationszyklus der Fettsaurebiosynthese. Hierbei kommt die Esterbindung der an ACP
veresterten Fettsaure stets im aktiven Zentrum des Enzyms zu liegen, wéahrend die wach-
sende Fettsdurekette nach auBBen ragt (Wright, 2004). Daher Gberlagerte die Prasenz einer
zusatzlichen funktionellen Gruppe, die vom Enzym erkannt wurde, den rein sterischen Ef-
fekt, der von der Prelog-Regel betrachtet wird. Bei dem Substrat Ethylbenzoylacetat ist der
Benzolring sterisch anspruchsvoller als die Ethoxycarbonylgruppe, weswegen hier die Koor-
dination anhand der Esterbindung und die Prelog-Regel zusammentreffen. Abbildung 5.21
verdeutlicht diesen Zusammenhang.

R, R,

CH, o) o
A

CH,CI RT Ry A 0™

ccl,

CF,

Abbildung 5.21: Substituenten an der zu reduzierenden Ketogruppe der verschiedenen
B-Ketoester.

5.5.3 Alkanone und Alkanonderivate

Tabelle 5.7 gibt eine Ubersicht (iber die enzymkinetischen Parameter und die erzielten Enan-
tiomerenUberschusse bei der Reduktion von Alkanonen und Alkanonderivaten.

Bei der Umsetzung der dargebotenen Alkanone nahm die Enzymaktivitat der KR mit einem
steigenden sterischen Anspruch der Substrate zu. Wahrend bei den kurzkettigen Alkanonen
Aceton und 2-Butanon gar kein Umsatz messbar war, wurden 2-Heptanon und 2-Oktanon
langsam zu den korrespondierenden Alkoholen reduziert. Aufgrund der niedrigen Enzymaki-
vitaten von 0,02 U mg™' gelang die Bestimmung der Halbséattigungskonzentrationen fiir diese
beiden Substrate nicht. Das sterisch anspruchsvolle Diisobutylketon, das aufgrund der Mo-
lektlsymmetrie zu einem achiralen Alkohol reduziert wurde, war das beste Substrat in der
Gruppe der unhalogenierten Alkanone. Obwohl es nur ein C-Atom mehr besitzt als das 2-
Oktanon, wurde es 43 mal schneller umgesetzt. In Analogie zu den B-Ketoestern erhdhte
die Einfihrung von Halogensubstituenten die Aktivitat der KR deutlich. Das -Hydroxyketon
4-Hydroxy-4-Methyl-2-Pentanon wurde von der KR nicht als Substrat akzeptiert.
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5.5 Substratspektrum

Tabelle 5.7: Kinetische Parameter und Enantioselektivitat der KR bei der Reduktion von Al-
kanonen und Alkanonderivaten.

Substrat Vmax rel. Aktivitat? Km ee
(Umg™) (%) (mM) (%)
Aceton 0,00 0 - achiral

>:o

1,1,1-Trifluoraceton 1,083 £ 0,10 792 89,2+ 17,8 47,7 +1,7(S)

'I'I
-

-

>;O

2-Butanon 0,00 0 - -

%o

4-Hydroxy-4-Methyl-2- 0,00 0 - -
Pentanon
O Ho

<

5-Chlor-2-Pentanon 0,27 + 0,04 208 56+1,7 97,1+0,8(S)

-

Cl

2-Heptanon 0,02 + 0,00 15 n.b.b (> 33,0 (S))°

:

2-Oktanon 0,02 + 0,00 15 n.b.b 28,1 £5,9 (S)

?

Diisobutylketon 0,86 + 0,08 662 27,5+ 43 achiral

:

relative Aktivitdt in Bezug auf die spezifische Aktivitat gegenliber Acetophenon
bn.b. = nicht bestimmt

Caufgrund niedriger Umsatze nicht genauer bestimmbar
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Bei der Reduktion der Alkanone folgte die KR wiederum der Prelog-Regel, weshalb es zur Bil-
dung von (S)-Alkoholen kam. Der Uberschuss des (S)-Alkohols bei der Reduktion von 1,1,1-
Trifluoraceton und 5-Chlor-2-Pentanon bestatigt, dass die Anderung der Enantioselektivitat
der KR bei der Reduktion von p-Ketoestern nicht an einem sterischen Effekt lag. Sowohl der
Trifluormethyl- als auch der Chlorpropylsubstituent ist kleiner als die Ethoxycarbonylgruppe
des Ethylacetoacetats. Ware die GréBe der Substituenten ausschlaggebend flr die Stereo-
chemie des gebildeten Produkts, wie es bei der Alkoholdehydrogenase aus Thermoanae-
robacter brockii der Fall ist (Keinan et al., 1986), hatten 1,1,1-Trifluoraceton und 5-Chlor-2-
Pentanon zum Anti-Prelog-Produkt und somit zum (R)-Alkohol reduziert werden missen.

5.5.4 Diskussion

Die Analyse des Substratspektrums ergab, dass die KR eine Vielzahl von prochiralen Verbin-
dungen reduzieren kann. Vor allem halogenierte und sterisch anspruchsvolle Ketone wurden
gut akzeptiert, wobei Enzymaktivitaten bis zu 38,29 U mg™' (153 - 230 U ggtm™') erreicht
wurden. Damit lag die KR im Aktivitadtsbereich der Alkoholdehydrogenase aus Thermoanae-
robacter brockii mit 30 - 90 U mg™" (Hummel, 1997).

Die Ergebnisse, die bei der Reduktion von halogenierten Acetophenonderivaten erhalten
wurden, sind konsistent mit den Daten, die fliir Ganzzellbiotransformationen mit Zellen von
Synechococcus PCC 7942 publiziert worden sind (Nakamura ef al.,, 2000; Nakamura und
Yamanaka, 2002a): Die Aktivitat gegenliber dem perfluorierten Acetophenon war wesentlich
héher als die gegenlber den para- und meta-substituierten Monofluor-Derivaten. Dartber
hinaus wurde das an der para-Position chlorierte Molekul schneller umgesetzt als das fluo-
rierte Pendant. Die Einfihrung eines Halogenatoms an der «-Position erh6hte die Aktivitat,
reduzierte jedoch die Enantioselektivitat.

Die Stereochemie der katalysierten Reaktionen lief3 sich zwar bei Ketonen anhand der Prelog-
Regel vorhersagen, nicht jedoch im Falle von B-Ketoestern. Die bestimmten Enantioselekti-
vitaten stehen in Ubereinstimmung mit der Literatur:

Sun et al. (2008) zeigten, dass das homologe Enzym aus Escherichia coli Ethylacetoacetat
mit einer Wechselzahl kg, = 0,075 s und einer Halbsattigungskonzentration Ky, = 127 mM
zum (R)-Alkohol umsetzt. Die KR aus Synechococcus PCC 7942 setzte Ethylacetoacetat
mit einer Wechselzahl kig = 0,11 s71 ebenfalls zum (R)-Alkohol um. Unter zusétzlicher Be-
rucksichtigung der deutlich geringeren Halbsattigungskonzentration Ky, = 11,9 mM war die
cyanobakterielle KR der effizientere Katalysator bei dieser Reaktion.

Die KR reduzierte Ethyl-4-chloracetoacetat ebenso wie die homologen Enzyme aus Bacillus
subtilis und Escherichia coli zum (S)-Alkohol (Yamamoto et al., 2003). Hierbei waren die
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5.5 Substratspektrum

erzielten Enantiomereniberschiisse, die bei 98,0 bzw. 93,1 % (S) lagen, geringer als der
Enantiomereniberschuss der KR, der einen Wert von 99,8 % (S) hatte.

In Tabelle 5.8 wird das Substratspektrum der KR mit dem der LB-ADH verglichen, insofern
Aktivitatsdaten fir beide Enzyme vorlagen. Die Aktivitat der LB-ADH gegentiber 2°,3',4°,5’,6’-
Pentafluoracetophenon wurde zusatzlich bestimmt.

Tabelle 5.8: Auszugsweiser Vergleich der Substratspektren der KR und der LB-ADH (Hum-
mel und Riebel, 2000).

Substrat rel. Aktivitat?, %
KR LB-ADH
Acetophenon 100P° 100°
Propiophenon 123 17
2',3,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon 3023 0,11
4’-Chloracetophenon 115 203
Ethylacetoacetat 192 109
Ethyl-4-chloracetoacetat 29454 93
Ethyl-444-trifluoracetoacetat 1108 15
Ethylbenzoylacetat 892 35
4-Hydroxy-4-Methyl-2-Pentanon 0 0

relative Aktivitat in Bezug auf die spezifische Aktivitat gegeniiber Acetophenon

bentspricht 0,13 U mg™'; Centspricht 490 U mg™' (Hummel, 1997)

Nimmt man die Aktivitat beider Enzyme gegenuber Acetophenon als Referenz, so verhiel-
ten sich die LB-ADH und die KR sehr unterschiedlich. Im Vergleich zu Acetophenon wurden
aromatische Verbindungen mit gréBeren Seitenketten wie Propiophenon und Ethylbenzoyl-
acetat langsamer durch die LB-ADH umgesetzt. Im Gegensatz dazu zeigte die KR eine
gesteigerte Aktivitat gegenlber sterisch anspruchsvollen Substraten. Die KR reduzierte die
untersuchten B-Ketoester mit deutlich héherer Geschwindigkeit als Acetophenon, wéhrend
die LB-ADH gleiche oder geringere Aktivitaten aufwies. Vergleicht man die Enzymaktivita-
ten beider Oxidoreduktasen gegeniber 2’,3’,4’ 5’ 6’-Pentafluoracetophenon, so setzte die
KR dieses Substrat unter Standardbedingungen siebenmal schneller um als die LB-ADH
(3,93 + 0,14 U mg™" versus 0,56 + 0,08 U mg™"), wobei ein signifikant héherer Enantiomeren-
Uberschuss erreicht wurde ( > 99,8 (S) versus 43,3 % (S)). 4-Hydroxy-4-Methyl-2-Pentanon

wurde von beiden Enzymen nicht umgesetzt.
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Diese Daten zeigen, dass die KR fir die Reduktion von Carbonylverbindungen geeignet ist,
die von gebrauchlichen Oxidoreduktasen wie der LB-ADH nur schlecht akzeptiert werden.
Somit kénnte die KR dazu beitragen, die Licken in der Landschaft der biokatalytischen Her-
stellung chiraler Alkohole zu fillen, die es bislang aufgrund des Fehlens geeigneter Biokata-
lysatoren gibt.

Die Fahigkeit mancher Proteine als hochmolekulare Bioemulgatoren und L&slichkeitsvermitt-
ler zu agieren, zog bislang vor allem das Interesse der Nahrungsmittel- und Kosmetikindustrie
auf sich (Toren et al., 2002). Milchproteine werden beispielsweise im Rahmen der Lebens-
mittelproduktion als Emulgatoren eingesetzt (Tahajodi et al., 2008), aber auch bei anderen
Proteinen wurden emulgierende und l6slichkeitsvermittelnde Eigenschaften nachgewiesen.
Der Iéslichkeitsvermittelnde Effekt von 60 mg L' KR, durch den sich die Acetophenonkon-
zentration in der wassrigen Phase verdoppelte, war vergleichsweise gering. Das Protein AInA
aus Acinetobacter radioresistens erhdhte bei einem Einsatz von 40 mg L™ die Léslichkeit des
polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffs Phenanthren um den Faktor 28,5 (Toren
et al., 2002).

5.6 Enzymmechanismus

Bei der Untersuchung des Enzymmechanismus der KR wurde die Umsetzung von Ethyl-4-
chloracetoacetat zu Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat betrachtet, da sowohl Edukt als auch
Produkt sehr hohe Léslichkeiten von 205 bzw. 759 mM im wassrigen System aufwiesen.
Dartber hinaus wurde das kommerziell erhaltliche Ethylacetoacetat von Sun et al. (2008)
als Ersatz fir 3-Ketoacyl-ACP, das schwer zugangliche naturliche Substrat der KR, vorge-
schlagen, um damit enzymkinetische Messungen durchzufiihren. Das Halogenderivat Ethyl-
4-chloracetoacetat wurde in dieser Arbeit verwendet, da es von der KR aus Synechococcus
PCC 7942 schneller umgesetzt wurde. Die Reaktion ist in Abbildung 5.22 dargestellt.

o O

KR OH O
CI\)I\)LO/\ ‘ﬁ) CI\/k)J\O/\

NADPH + H* NADP*
Ethyl-4-chloracetoacetat Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat

Abbildung 5.22: Betrachtetes Reaktionssystem bei der Aufklarung des Enzymmechanismus
der KR.

Alle Inhibitionskonstanten und kinetischen Parameter, die nachfolgend angegeben sind, wur-
den jeweils gleichzeitig anhand eines Datensatzes bestimmt.
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5.6 Enzymmechanismus

5.6.1 Produktinhibitionsstudie

Eine Produktinhibitionsstudie im nicht-gesattigten Bereich sollte Aufschluss Uber den vor-
liegenden Zweisubstratmechanismus geben. Die KR-Aktivitat wurde in Anwesenheit der Pro-
dukte NADP* und Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat gemessen. Die Konzentration von Ethyl-
4-chloracetoacetat oder NADPH wurde variiert, wahrend das jeweils andere Substrat im Be-
reich der Halbsattigungskonzentration konstant gehalten wurde.
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Abbildung 5.23: Ergebnisse der Produktinhibitionsstudie. Die Geraden basieren auf linearen
Regressionsanalysen. A) NADPH variiert in Anwesenheit von NADP*(e 0
mM, 02 mM, v 4 mM,v 8 mM, B 16 mM). Ethyl-4-chloracetoacetat war
konstant bei 3,6 mM. B) NADPH variiert in Anwesenheit von Ethyl-(S)-4-
chlor-3-hydroxybutyrat (@ 0 mM, 0 12,5 mM, v 25 mM, v 50 mM). Ethyl-
4-chloracetoacetat war konstant bei 4 mM. C) Ethyl-4-chloracetoacetat va-
riiert in Anwesenheit von NADP* (@ 0 mM, 02 mM, v 4 mM, v 8 mM, B
16 mM). NADPH war konstant bei 0,5 mM. D) Ethyl-4-chloracetoacetat va-
riiert in Anwesenheit von Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat (¢ 0 mM, 0 12,5
mM, v 25 mM, v 50 mM). NADPH war konstant bei 0,4 mM.
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Abbildung 5.23 A zeigt, dass NADP* ein kompetitiver Inhibitor fir NADPH war, da sich die Ge-
raden auf der Y-Achse schnitten. Alle anderen Paarungen wiesen einen Geradenschnittpunkt
im zweiten Quadranten des kartesischen Koordinatensystems auf (Abbildung 5.23 B-D), was
fr ein gemischtes (nicht-kompetitives) Inhibitionsverhalten stand. Dieses Inhibitionsmuster
ist charakteristisch fir einen geordneten Bi-Bi-Mechanismus mit NADPH als erstem binden-
den Substrat (Bisswanger, 2000).

Die Daten der Produktinhibitionsstudie wurden zur Bestimmung der Inhibitionskonstanten
nach Gleichungen 3.8 und 3.11 fir die kompetitive bzw. gemischte Hemmung verwendet.Die
Ergebnisse der nicht-linearen Regressionen zur Parameteranpassung sind in Abbildung 5.24
dargestellt. Tabelle 5.9 gibt eine Ubersicht tiber die Inhibitionskonstanten.

Tabelle 5.9: Ermittelte Inhibitionskonstanten der Produkthemmung.

Variables Substrat Produkt Hemmtyp Kix, mM Ki,, mM
NADPH NADP* kompetitiv. 6,00 + 1,18 -
NADPH Ethyl-(S)-4-chlor-  gemischt 46,57 + 19,89 210,36 + 98,09

3-hydroxybutyrat

Ethyl-4- NADP+ gemischt 8,30 + 2,96 68,32 + 59,17
chloracetoacetat

Ethyl-4- Ethyl-(S)-4-chlor-  gemischt 94,05 + 53,91 114,54 + 70,57
chloracetoacetat 3-hydroxybutyrat

Wahrend die Bestimmung der Inhibitionskonstante der kompetitiven Hemmung K, sehr gut
gelang, war die Auswertung der gemischten Inhibitionen, bei denen auch der unkompetitive
Anteil Kj, betrachtet wurde, aufgrund des zusétzlichen Parameters bei der gleichen Daten-
menge weniger genau. Bei den gemischten Hemmtypen war der Wert von Kj stets kleiner
als der von Kj,, was mit dem Geradenschnittpunkt im 2. Quadranten Ubereinstimmt.
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Abbildung 5.24: Bestimmung  der Inhibitionskonstanten  der  Produkthemmung.

Dargestellt ist die Abhangigkeit der spezifischen (spez.) Aktivitat der
KR von der Konzentration eines Substrats in Gegenwart verschiedener
Produktkonzentrationen. Die Flachen sind das Ergebnis nicht-linearer Re-
gressionsanalysen nach Gleichungen 3.8 (A) und. 3.11 (B - D) A) Inhibitor
NADP* mit NADPH als variablem Substrat. B) Inhibitor Ethyl-(S)-4-chlor-
3-hydroxybutyrat mit NADPH als variablem Substrat. C) Inhibitor NADP*
mit Ethyl-4-chloracetoacetat als variablem Substrat. D) Inhibitor Ethyl-

(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat mit Ethyl-4-chloracetoacetat als variablem
Substrat.
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5.6.2 Bestimmung der enzymkinetischen Parameter

Da die Bestimmung der enzymkinetischen Parameter fiir den geordneten Bi-Bi-Mechanismus

auf der Messung von Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten basierte, konnten die Gleichungen

3.14 und 3.15 zur Beschreibung der Hin- bzw. Riickreaktion verwendet werden.

Die Maximalgeschwindigkeit der Riickreaktion betrug mit 0,15 U mg™ nur 0,4 % der Ma-
ximalgeschwindigkeit der Hinreaktion. Daher war beispielsweise bei Konzentrationen von
1 mM NADP*und 10 mM Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat eine Inkubationszeit von 200 min
erforderlich, um mittels Gaschromatographie messbare Signale zu erhalten. Dies war inso-
fern problematisch, da weder NADPH noch Ethyl-4-chloracetoacetat stabil bei pH 7,0 in wass-
riger Lésung sind (Wu et al., 1986; Shimizu et al., 1990). Aufgrund der daraus resultierenden
hohen Messungenauigkeit wurde die Rlckreaktion nicht betrachtet.

Insgesamt wurden 59 Reaktionsgeschwindigkeiten, die bei verschiedenen Substrat- und Co
faktorkonzentrationen ohne Anwesenheit von Inhibitoren bestimmt worden waren, fir die Pa
rameterbestimmung der Hinreaktion (Gleichung 3.14) verwendet. NADPH wurde in Konzen
trationen bis 4 mM (12,5 - Ka), Ethyl-4-chloracetoacetat bis 37,5 mM (5,4 - K,5) eingesetzt

Das Ergebnis der nicht-linearen Regression ist in Abbildung 5.25 dargestellt. Die erhaltenen
kinetischen Parameter sind in Tabelle 5.10 zusammengefasst.

A
w
o

w
o

15

Spez. Aktivitat, U mg

Abbildung 5.25: Abhangigkeit der spezifischen (spez.) Aktivitat der KR von den Konzentra

tionen an Ethyl-4-chloracetoacetat und NADPH. Die Flache ist das Ergeb-
nis einer nicht-linearen Regressionsanalyse nach Gleichung 3.14.
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Tabelle 5.10: Ermittelte kinetische Parameter des geordneten Bi-Bi-Mechanismus der KR.

Parameter

Vmax 36,79 + 2,11 mM
Kma (NADPH) 0,33 4+ 0,09 mM
Kmg (Ethyl-4-chloracetoacetat) 6,94 + 1,34 mM
Kia (NADPH) 1,04 £+ 0,35 mM

5.6.3 NADPH-Dissoziationskonstante

Der Parameter Kia des geordneten Bi-Bi-Mechanismus entspricht der Dissoziationskonstan-
te Kg von NADPH. Zur Uberpriifung des Modells wurde diese Konstante zusatzlich in einem
Fluoreszenzverstarkungsexperiment bestimmt. Hierbei wurde der Fluoreszenzresonanzener-
gietransfer (FRET) von Tryptophan auf gebundenes NADPH gemessen. Das Ergebnis ist in
Abbildung 5.26 dargestellt.
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Abbildung 5.26: Bestimmung der Dissoziationskonstante von NADPH durch Fluoreszenz-
verstarkung. Die Line ist das Ergebnis einer nicht-linearen Regression nach
Gleichung 4.13.

Die aus der nicht-linearen Regression abgeleitete Dissoziationskonstante von NADPH hatte

einen Wert von K4 = 1,01 4+ 0,23 mM. Diese Konstante stimmte sehr gut mit dem durch das
enzymkinetische Modell vorhergesagten Wert fir Kip = 1,04 + 0,35 mM Uberein.
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5.6.4 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass die KR aus Synechococcus PCC 7942 einem geordneten
Bi-Bi-Mechanismus mit NADPH als zuerst bindendem Substrat folgt. Alle enzymkinetischen
Parameter waren mit einem maximalen relativen Fehler von 34 % gut bestimmbar. Dieser
Zweisubstratmechanismus wurde auch fir das homologe Enzym aus Plasmodium falciparum
beschrieben (Wickramasinghe et al., 2006) und ist der am haufigsten vorliegende Mechanis-
mus von NAD(P)H-bindenden Oxidoreduktasen (Murray et al., 2006).

Bei einer Betrachtung der bestimmten Konstanten der Produktinhibition wird deutlich, dass
sowohl NADP* als auch Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat nur eine schwache Hemmwirkung
hatten. Die Inhibitionskonstanten lagen eine Zehnerpotenz Uiber den Halbséattigungskonzen-
trationen der korrespondierenden Edukte. Der relative Fehler der Inhibitionskonstanten be-
trug bis zu 87 %. Ein Vergleich mit Literaturdaten zeigt jedoch, dass die Genauigkeit in der
gleichen GréBenordnung liegt wie die von Parametern, die aus vergleichbaren Datensatzen
fir andere Enzyme ermittelt wurden (z.B. Velasco-Garcia et al. (2000)).

Die enzymkinetischen Daten kénnen ferner dazu genutzt werden, optimale Reaktionsbedin-
gungen fir den Einsatz der KR im technischen MaB3stab zu identifizieren. Das Ziel hierbei ist
das Erreichen hoher Produktkonzentrationen mit hohem Enantiomereniberschuss in einer
kurzen Reaktionszeit. Eine Betrachtung des kinetischen Modells zeigt, dass bei einer Verwen-
dung des isolierten Enzyms fir asymmetrische Synthesen eine NADPH-Konzentration Uber
1 mM aufrecht erhalten werden sollte, um eine hohe Reaktionsgeschwindigkeit zu gewahr-
leisten. Dies sollte durch eine Cofaktorregenerierungsmethode realisiert werden, die zum
einen kompatibel mit der Synthesereaktion ist und zum anderen ein glnstiges thermodyna-
misches Gleichgewicht besitzt, um eine mdglichst vollstandige Umsetzung zum Produkt zu
ermoglichen. Ideal wéare beispielsweise der Einsatz einer NADPH-akzeptierenden Mutante
einer Formiatdehydrogenase. Obwohl die Produktinhibition der KR vergleichsweise schwach
ausgepragt ist, ware der Einsatz einer zweiten Phase als in situ-Extraktionsmittel denkbar,
um die Verlangsamung der Reaktionsgeschwindigkeit, die bei einer Konzentration an Ethyl-
(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat von 50 mM im Bereich von 30 % liegt, zu verhindern. Die zweite
Phase wiirde zudem das instabile Edukt Ethyl-4-chloracetoacetat vor der Degradierung durch
das wassrige Milieu schitzen (Shimizu et al., 1990).

144



6 Eignung der 3-Ketoacyl-(Acyl-Carrier-Protein)-
Reduktasen aus anderen Cyanobakterien fir
asymmetrische Synthesen

Das folgende Kapitel beschaftigt sich mit der Untersuchung der Eignung von 3-Ketoacyl-
(Acyl-Carrier-Protein)-Reduktasen aus anderen Cyanobakterienstimmen als Synechococ-
cus PCC 7942 fur asymmetrische Synthesen chiraler Alkohole.

Die Auswahl der Cyanobakterien richtete sich nach verschiedenen Gesichtspunkten. Zu-
nachst sollte das Genom des Cyanobakteriums sequenziert sein, um mit einfachen Methoden
an die genetische Information fir die zugehérige KR zu gelangen. Da es mehr als 50 sequen-
zierte Cyanobakterienstamme gibt, deren KR eine Sequenzahnlichkeit von tber 70 % zu der
KR aus Synechococcus PCC 7942 aufweist (BLAST-Search, Stand Juli 2009), konnten to-
xinbildende Stdmme aufgrund der schwierigen Handhabung in dieser Arbeit ausgeklammert
werden. Ein weiteres Auswahlkriterium war eine mdglichst hohe biologische Diversitat unter
den Stammen. Es ist gelungen, Cyanobakterien aus funf der sieben taxonomischen Ordnun-
gen (Chroococcales, Gloeobacterales, Nostocales, Oscillatoriales und Prochlorales) und zu-
séatzlich den unklassifizierten Stamm Acaryochloris marina in dieser Studie zu vereinen. Von
Vertretern der fehlenden Ordnungen Pleurocapsales und Stigonematales gab es noch keine
abgeschlossenen Genomprojekte. Wahrend die Genome von Chroococcidiopsis thermalis
PCC 7203 und Dermocarpa sp. 0006, die zu den Pleurocapsales gehéren, in Bearbeitung
sind, wurde noch bei keinem Vetreter der Stigonematales mit der Sequenzierung des Ge-
noms begonnen (NCBI Genomprojekt Datenbank, Stand Juli 2009). Unter den ausgewéhlten
Cyanobakterien befanden sich ferner Stdmme aus limnischen, terrestrischen, euryhalinen
und marinen Habitaten. Alle Cyanobakterien waren mesophil bis auf den thermophilen Orga-
nismus Thermosynechococcus BP-1.

Bei der Suche nach KR-Varianten, die flir asymmetrische Synthesen geeignet sind, waren vor
allem Enzyme mit héherer spezifischer Aktivitat bei gleicher oder héherer Enantioselektivitét
im Vergleich zum Ausgangsenzym aus Synechococcus PCC 7942 interessant. Da industriell
relevante Oxidoreduktasen darlber hinaus ein breites Substratspekirum akzeptieren sollten,
um moglichst vielseitig einsetzbar zu sein, wurden die KRs hinsichtlich der Reduktion von
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6 Eignung der KRs aus anderen Cyanobakterien flir asymmetrische Synthesen

vier Modellsubstraten untersucht, die von 6konomischem Interesse sind (Abbildung 6.1).

F O F OH
F KR F
F F N F F
F NADPH + H*  NADP”* F
2'.3',4' 5' 6'-Pentafluoraceto- (S)-1-(2',3',4',5',6'-Pentafluor-
phenon phenyl)ethanol
O O KR OH O
Ethyl-4-chloracetoacetat NADPH + H*  NADP"  Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat
O O OH O

©/k/mo/\ KR\\ _ O/K)%/\

NADPH + H* NADP*

Ethylbenzoylacetat Ethyl-(S)-3-hydroxy-3-phenyl-
propionat
() KR OH
C|/©)‘\ NADPH + H* NADP* CI/Ej/K
4'-Chloracetophenon (S)-1-(4'-Chlorphenyl)ethanol

Abbildung 6.1: Schematische Darstellung der Reduktion der Ketone, die als Modellsubstrate
fir die Charakterisierung cyanobakterieller KRs ausgewahlt wurden.

Die verwendeten Modellsubstrate entstammten dem zu diesem Zeitpunkt bekannten Sub-
stratspektrum der KR und wurden aus verschiedenen Grinden ausgesucht: 2’,3',4’,5',6’-
Pentafluoracetophenon wurde als Beispiel flr die enzymatisch schwer umzusetzenden per-
fluorierten Ketone gewahlt. Die KR aus Synechococcus PCC 7942 hob sich durch den schnel-
len und enantioselektiven Umsatz dieses Ketons positiv von anderen Enzymen wie der LB-
ADH ab. Daher wurden weitere cyanobakterielle KRs auch mafBgeblich anhand dieser Um-
setzung bewertet. Ethyl-4-chloracetoacetat dhnelt den natirlichen Substraten der KR, wes-
wegen zu erwarten war, dass dieses Substrat von allen untersuchten Enzymen akzeptiert
wird. Damit konnte das Substrat gleichzeitig als experimentelle Positivkontrolle fir ein funk-
tionell exprimiertes und gereinigtes Protein dienen. Der korrespondierende (S)-Alkohol Ethyl-
(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat findet als Intermediat bei der Synthese des Cholesterin senken-
den Medikaments Atorvastatin Anwendung (Pereira, 1998). Ethylbenzoylacetat reprasentier-
te das sterisch anspruchsvollste Substrat der KR, das bekannt war. Das Produkt Ethyl-(S)-3-
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6.1 Anzucht von Cyanobakterien

hydroxy-3-phenylpropionat wird bei der Synthese des Antidepressivums Fluoxetin eingesetzt
(Chénevert et al., 1992). Ferner wurde 4’-Chloracetophenon als Vertreter der monohaloge-
nierten Acetophenone ausgewéahlt, die im Vergleich zum perfluorierten Acetophenonderivat
von der KR aus Synechococcus PCC 7942 langsamer und mit einem niedrigen Enantio-
merenUberschuss im Bereich von 80 % umgesetzt worden waren. Die Halogenderivate des
1-Phenylethanols stellen interessante Synthesebausteine dar, da die Alkoholgruppe leicht in
andere funktionelle Gruppen umgewandelt werden kann (Kurbanoglu et al., 2007).

Bei der Suche nach KR-Varianten mit hoher Enzymaktivitdt und Enantioselektivitat waren
zwei Vorgehensweisen denkbar. Ein méglicher Weg flhrte Uber die direkte Isolierung der ge-
netischen Information fiir die KR aus den Cyanobakterien, um die Gene heterolog in Escheri-
chia coli zu exprimieren und die gereinigten Enzyme miteinander zu vergleichen. Die Alterna-
tive war die phanotypische Durchmusterung der Cyanobakterien nach hohen Umsetzungs-
geschwindigkeiten und Enantiomerenlberschiissen auf der Grundlage von Ganzzellbiotrans-
formationen, die mit den Cyanobakterienzellen selbst durchgefihrt werden. Um von diesen
Werten auf die zugrunde liegenden Enzymaktivitdten schlieBen zu kénnen, musste jedoch
eine Grundannahme der Durchmusterung von Stammsammlungen zutreffen: die Prasenz
eines vergleichbaren Expressionslevels des Zielproteins in den betrachteten Organismen.
Ein bedeutender Vorteil der zweiten Vorgehensweise im Vergleich zur Klonierung, Expres-
sion und Reinigung jedes einzelnen Enzyms ist, dass in der gleichen Zeit wesentlich mehr
Cyanobakterien untersucht werden kdnnen. Daher wurde zunachst evaluiert, ob Ganzzell-
biotransformationen Riickschlisse auf die Enzymeigenschaften der KR zulassen. Auf der
Grundlage dieser Ergebnisse wurde entschieden, ob alle oder nur ausgewahlte Ketoredukta-
sen heterolog in Escherichia coli exprimiert werden sollten.

6.1 Anzucht von Cyanobakterien

Far die vergleichende Untersuchung der Cyanobakterien anhand von Ganzzellbiotransfor-
mationen und die Isolierung der DNA musste Biomasse generiert werden. Die angegebenen
Lichtintensitaten beziehen sich stets auf alle Kultivierungsstufen bis auf den 20 L-Rihrkessel-
reaktor, bei dem das von Franco-Lara et al. (2006) optimierte Lichtprofil verwendet wurde.

6.1.1 Limnische, euryhaline und terrestrische Cyanobakterien

Die limnischen und euryhalinen Cyanobakterien wurden bei 25°C und einer Lichtintensitat
von 100 uE m? s kultiviert. Eine Ausnahme stellte der thermophile Stamm Thermosyn-
echococcus BP-1 dar, der bei 45°C inkubiert wurde.
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Bei dem terrestrischen Cyanobakterium Gloeobacter PCC 7421 trat ab einer Beleuchtungs-
starke von 15 uE m2 s' eine Photoinhibition auf. Bei einer Lichtintensitit von 50 uE m?2 s
wurde jegliches Wachstum eingestellt, was sich auch durch das vollstdndige Ausbleichen der
Kulturen aufgrund der Schadigung der Photosynthesezentren zeigte (Ergebnisse nicht ge-
zeigt). Da mit den verwendeten Lichtsystemen keine geringere Intensitat als 15 pE m2 s
einstellbar war, wurde dieser Stamm bei Raumtemperatur und Laborlicht (~ 5 uE m2 1) mit
einem Tag-Nacht-Zyklus kultiviert. Da die Blasensdulen nicht unter Laborlicht betrieben wer-
den konnten, wurde hierbei die minimale Lichtintensitat von 15 uE m=2 s verwendet.
Tabelle 6.1 gibt eine Ubersicht (iber die maximalen Wachstumsraten der Cyanobakterien in
den verschiedenen Kultivierungsstufen. Da die Kultivierungssysteme aufeinander aufbauten,
wurde in dem Fall, dass ein Cyanobakterium in einem System nicht kultiviert werden konnte,
der gréBere Mafstab nicht untersucht.

Tabelle 6.1: Maximale Wachstumsraten umax limnischer, euryhaliner und terrestrischer Cya-
nobakterien in den verschiedenen Kultivierungsstufen. k.W.: kein Wachstum.

Pmax, h

100 mL 250 mL 20L
Cyanobakterium Erlenmeyerkolben Blasensaule Riihrkesselreaktor
Anabaena variabilis 0,06 0,08 0,08
Cyanothece PCC 8801 0,022 k.W.
Gloeobacter PCC 7421 0,012 k.W.
Lyngbya PCC 8106 0,012 k.W.
Nostoc PCC 7120 0,04 0,06 0,06
Nostoc PCC 73102 0,06 0,07 0,07
Synechocystis PCC 6803 0,05 0,09 0,09
Synechococcus PCC 7942 0,03 0,04 0,04
Synechococcus PCC 7002 0,03 0,04 0,04
Thermosynechococcus BP-1 0,07 k.W.

a Die Kultur wurde nicht mit einem Magnetriihrer durchmischt.

Neben dem Cyanobakterium Synechococcus PCC 7942, fir dessen Anzucht das verwen-
dete Kultivierungsverfahren von Franco-Lara et al. (2006) optimiert worden war, konnten flnf
weitere Stdmme im 20 L-MafBstab kultiviert werden. Dabei waren die maximalen Wachstums-
raten in den Blasensaulen und im Ruhrkesselreaktor h6her als in den gerthrten Erlenmeyer-
kolben. Dies ist vor allem auf den héheren CO,-Eintrag durch die Begasung zurtickzuflhren.
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6.1 Anzucht von Cyanobakterien

Die Stamme Cyanothece PCC 8801, Gloeobacter PCC 7421 und Lyngbya PCC 8106 zeig-
ten die niedrigsten Wachstumsraten. Sie wurden in Erlenmeyerkolben kultiviert, in denen das
Medium nicht mit einem Ruhrfisch durchmischt werden konnte. Die ersten beiden Stamme
bildeten makroskopische Kolonien, die in gerihrten Erlenmeyerkolben durch den Magnet-
rihrer zerrieben wurden. Der dadurch bewirkte Zellstress reduzierte die Wachstumsraten um
mehr als 50 % (Ergebnisse nicht gezeigt). Die Kultivierung des Matten-bildenden Cyanobak-
teriums Lyngbya PCC 8106 war in gertihrten Systemen nicht durchflihrbar, da der Rihrer die
gebildeten Matten zerriss. Dies fuhrte zu einer vollstandigen Einstellung des Wachstums.
Thermosynechococcus BP-1 zeigte ebenso wie die drei Stimme, die in nicht-gerlihrten Er-
lenmeyerkolben kultiviert wurden, kein Wachstum in Blasens&ulen.

6.1.2 Marine Cyanobakterien

Alle marinen Cyanobakterien wurden bei 20°C kultiviert. Die Beleuchtungsstarken far die
Stdmme aus der Roscoff Culture Collection wurden von der Stammsammlung vorgegeben
(Tabelle 4.3). Fir den Stamm Acaryochloris marina, der nicht vom Roscoff-Institut bezogen
wurde, wurde eine optimale Lichtintensitat von 20 uE m™ s bestimmt.

In Tabelle 6.2 sind die maximalen Wachstumsraten der marinen Cyanobakterien zusammen-
gestellt. Bei den Stammen aus der Roscoff Culture Collection wurde zusatzlich die Wachstums-
rate in Gewebekulturflaschen aus Polystyrol gemessen, da marine Stdmme oft sensitiv auf
Kupferionen reagieren, die an Glasoberflachen adsorbiert sein kbnnen (Mann et al., 2002).

Tabelle 6.2: Maximale Wachstumsraten umax mariner Cyanobakterien in den verschiedenen
Kultivierungsstufen. k.W.: kein Wachstum.

Hmax, 1
40 mL 100 mL 250 mL 2L
Gewebekultur- Erlenmeyer- Blasen- Riihrkessel-

Cyanobakterium flasche kolben saule reaktor
Acaryochloris marina 0,02 k.W.
Prochlorococcus NATL1 0,02 0,02 k.W.
Prochlorococcus NATL2 0,02 k.W.
Synechococcus RCC 307 0,04 0,03 k.W.
Synechococcus RCC 555 0,05 0,04 k.W.
Synechococcus RCC 556 0,03 0,04 0,04 0,022

a Kultivierungstemperatur 25°C
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Von den marinen Cyanobakterien konnte nur Synechococcus RCC 556 in Blasensaulen und
im 20 L-Rihrkesselreaktor nach dem von Franco-Lara et al. (2006) entwickelten Protokoll
kultiviert werden. Im 20 L-Reaktor war aufgrund der eingeschrankten Kihlleistung des Sys-
tems nur eine Kultivierung bei 25°C anstelle von 20°C mdglich. Die Temperaturanderung
schlug sich in einer um 50 % reduzierten Wachstumsrate im Vergleich zur Blasenséule nie-
der. Bei den anderen beiden marinen Synechococcus-Stammen RCC 307 und RCC 555
war die maximale Wachstumsrate in den gerihrten Erlenmeyerkolben geringer als in den
Gewebekulturflaschen, wahrend bei Prochlorococcus NATL2 kein Wachstum zu verzeichnen
war. Diese Ergebnisse deuteten daraufhin, dass durch das Waschprotokoll nach Zinser et al.
(2006) nicht alle Kupferionen aus den Erlenmeyerkolben entfernt wurden.

Da die Bauteile der Blasensaulen bis auf den Glaskérper nicht in 1 M Salzsaure eingelegt
werden konnten, ist die Kupfersensitivitdt der Stdmme auch der wahrscheinlichste Grund
dafiir, dass alle marinen Cyanobakterien bis auf Synechococcus RCC 556 kein Wachstum in
den Blasenséulen zeigten. Synechococcus RCC 556 scheint demnach eine gré3ere Toleranz
gegentber freien Kupferionen zu besitzen als die anderen untersuchten Stdmme.

6.1.3 Diskussion

Das in dieser Arbeit verwendete Kultivierungsverfahren war von Franco-Lara et al. (2006) fur
die Anzucht von Synechococcus PCC 7942 optimiert worden. Es konnte in vollem Umfang
auf insgesamt sechs weitere Cyanobakterienstimme aus den Ordnungen Chroococcales
und Nostocales Ubertragen werden. Abstriche mussten vor allem bei Kolonie- und Matten-
bildenden Cyanobakterien sowie den kupfersensitiven marinen Stdammen gemacht werden.
Kalkhaltige Felsen sind das natlrliche Habitat des terrestrischen Cyanobakteriums Gloeo-
bacter PCC 7421 (Rippka et al., 1974). Dieser Stamm wird Ublicherweise bei einer Lichtstarke
zwischen 5 und 10 uE m™ s kultiviert und dabei weder geschiittelt noch begast, da die
Zellen extrem empfindlich auf Licht und Bewegung reagieren (Rippka et al., 1974; Belkin
et al., 1987; Ananyev et al., 2004). Die Kultivierungsbedingungen, die in dieser Arbeit als
optimal identifiziert wurden, stimmten mit diesen Erkenntnissen Uberein.

Cyanobakterien der Gattung Lyngbya bilden in der Natur Biofilme am Boden von Gewassern
und werden in der Regel in ganzlich unbewegten oder nur begasten Systemen kultiviert,
damit die gebildeten Matten nicht zerstért werden (Burja et al., 2002; Rossi et al., 1997). Bei
Lyngbya-Kulturen wirkt sich nur eine Oberflachenbegasung positiv auf die Wachstumsrate
aus, nicht aber eine Begasung durch das Kulturmedium (Burja et al., 2002). Dies kénnte der
Grund dafir sein, dass Lyngbya PCC 8106 kein Wachstum in Blasenséaulen zeigte.

Die Cyanobakterien Cyanothece PCC 8801 und Thermosynechococcus BP-1 wuchsen eben-
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falls nicht in Blasensaulen. Fiur Cyanothece PCC 8801 wurde in der Literatur bislang keine
Kultivierung in Blasensaulen beschrieben. Im Falle von Thermosynechococcus BP-1 gibt es
Berichte Gber Kultivierungen, bei denen CO,-angereicherte Luft durch das Medium geleitet
wurde (lwai et al., 2004; Yang et al., 2007). Da in den Verdffentlichungen keine Aussagen tber
das Kultivierungssystem und den Gasdurchsatz getroffen wurden, ist kein Vergleich méglich.

Tabelle 6.3: Vergleich der maximalen Wachstumsraten umax mit Literaturwerten. Angegeben
wurde jeweils die hdchste bestimmte Wachstumsrate - unabhangig davon, in
welcher Kultivierungsstufe sie erreicht wurde. Wurden die Literaturwerte unter
anderen Kultivierungsbedingungen (Medium, Lichtintensitdt oder Temperatur)

bestimmt, sind die Unterschiede zu dieser Arbeit aufgelistet.

Pmax, h™!
Cyanobakterium diese Arbeit Literatur Referenz Unterschiede
Anabaena variabilis 0,08 0,08 Havel (2006) -
Acaryochloris marina 0,02 0,02 Swingley et al. 30°C, Medium
(2005)
Cyanothece PCC 8801 0,02 0,02 Rojek et al. 28°C, Medium,
(1994) 35 uEm? s
Gloeobacter PCC 7421 0,01 0,01 Ananyev et al. -
(2004)
Nostoc PCC 7120 0,06 0,05 Zhao et al. 28°C,
(2007) 80 uEm? s
Nostoc PCC 73102 0,07 0,05 Summers 28°C, Medium,
et al. (1995) 60 hEm?2 s
Prochlorococcus NATL1 0,02 0,01 Partensky 18°C, Medium
et al. (1993)
Prochlorococcus NATL2 0,02 0,02 Moore et al. 23°C, Medium
(2007)
Synechocystis PCC 6803 0,09 0,05 Inoue et al. 60 puEm?2s’
(2001)
Synechococcus PCC 7942 0,04 0,04 Havel (2006) -
Synechococcus PCC 7002 0,04 0,07 Sakamoto 22°C, Medium,
et al. (1998) 250 PEm? s
Thermosynechococcus 0,07 0,06 lwai et al 30puEm?2s’
BP-1 (2004)
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In Tabelle 6.3 wird ein Vergleich zwischen den in dieser Arbeit bestimmten Wachstumsraten
und Werten aus der Literatur gezogen. Uber die Stamme Synechococcus RCC 307, 555 und
556 sowie Lyngbya PCC 8106 gibt es kaum Literatur und auch keine publizierten Vergleichs-
werte flr Reinkulturen. In allen anderen Fallen wurden jeweils die Wachstumsraten heran-
gezogen, die unter den ahnlichsten Bedingungen bestimmt worden waren. Vor allem bei den
marinen Stdmmen gab es groBe Unterschiede in den verwendeten Medien, die im Gegen-
satz zu dem in dieser Arbeit verwendeten artifiziellen Meerwassermedium haufig auf echtem
Meerwasser basierten. Daher kénnen die angegebenen Wachstumsraten nur als Richtwerte
dienen.

Aus Tabelle 6.3 wird ersichtlich, dass alle Cyanobakterienstdmme mit vergleichbaren oder
héheren Wachstumsraten kultiviert werden konnten als sie in der Literatur beschrieben sind.
Die héheren Wachstumsraten sind in der Regel auf die héhere Beleuchtungsstérke in die-
ser Arbeit zurtickzufihren. Eine Ausnahme stellt das extrem lichttolerante Cyanobakterium
Synechococcus PCC 7002 dar (Nomura et al., 2006), das bei 250 uE m? s und 22°C fast
doppelt so schnell wachst wie bei 100 LE m? s™' und 25°C. Die Wachstumsraten, die von
Havel (2006) bei der Kultivierung von Synechococcus PCC 7942 und Anabaena variabilis im
gleichen 20 L-Rihrkesselreaktor gemessen worden waren, konnten reproduziert werden.

6.2 Ganzzellbiotransformationen mit Cyanobakterien

Im Rahmen von Ganzzellbiotransformationen mit den verschiedenen Cyanobakterienstam-
men wurde die maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei der Reduktion von 2°,3’,4’,5’,6’-Penta-
fluoracetophenon und der Enantiomerentberschuss fur jedes der vier Modellsubstrate (Ethyl-
4-chloracetoacetat, Ethylbenzoylacetat, 4’-Chloracetophenon und 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluorace-
tophenon) bestimmt.

6.2.1 Geschwindigkeit der Reduktion von 2’,3’,4’,5°,6’-Pentafluoracetophenon

Zur Bestimmung der maximalen Geschwindigkeit, mit der ein Cyanobakterium 2’,3’,4’,5’,6’-
Pentafluoracetophenon umsetzt, wurden die Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten bei verschie-
denen Substratkonzentrationen gemessen. Die Reaktionen fanden aufgrund der besseren
Vergleichbarkeit im Dunkeln (0 uE m s'') statt. Die Biomasse stammte jeweils aus dem
gréBten MaBstab, der in der Kultivierung erreicht wurde, den 20 L-Rihrkesselreaktor aus-
genommen. Abbildung 6.2 zeigt exemplarisch die erhaltenen Verlaufe von vier der 16 unter-
suchten Stdmme.
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Abbildung 6.2: Bestimmung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit mit 2°,3',4’,5’,6’-
Pentafluoracetophenon als Substrat. Dargestellt ist die spezifische Aktivitat
bezogen auf die Biotrockenmasse in Abhangigkeit von der Substratkonzen-
tration. A) Michaelis-Menten-Kinetiken der Umsetzungen durch Synecho-
coccus PCC 7002 (H) und RCC 307 ((J). Die Linien sind die Ergebnisse von
nicht-linearen Regressionen nach Gleichung 3.6. B) Substratinhibierungs-
kinetiken der Umsetzungen durch Prochlorococcus NATL2 (@) und Acaryo-
chloris marina (©). Die Linien sind die Ergebnisse von nicht-linearen Regres-
sionen nach Gleichung 3.10.

Wahrend sich die Reaktionen der meisten Cyanobakterien mit einer Michaelis-Menten-Kinetik
beschreiben lieBen, zeigten die Stdmme Prochlorococcus NATL1, Acaryochloris marina, Ana-
baena variabilis und Synechocystis PCC 6803 eine Substratinhibierungskinetik. Die Ergeb-
nisse der Ganzzellbiotransformationen waren mit verschiedenen Zellchargen reproduzierbar
(Ergebnisse nicht gezeigt). Der extrem empfindliche Stamm Prochlorococcus NATL2 konnte
aus Cryokulturen nicht wieder reaktiviert werden, so dass dieser Versuch nicht durchgeflhrt
werden konnte. Fir dieses Cyanobakterium misste demnach das Einfrierprotokoll modifi-
ziert werden. Alle kinetischen Parameter der Ganzzellbiotransformationen sind in Tabelle B.1
(Anhang B) zusammengefasst.

Abbildung 6.3 gibt eine Ubersicht iiber die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten. Die Cya-
nobakterien werden im Folgenden stets nach ihren taxonomischen Ordnungen sortiert, damit
die Ergebnisse nah verwandter Stdmme und Enzyme besser verglichen werden kénnen. In-
nerhalb der Ordnung Chroococcales sind zuerst die limnischen Cyanobakterien aufgetragen,
worauf die marinen und euryhalinen Synechococcus-Stamme folgen.
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Abbildung 6.3: Maximale Reaktionsgeschwindigkeiten (vmax) bei der Reduktion von
2',3',4’,5',6’-Pentafluoracetophenon in Ganzzellbiotransformationen mit ver-
schiedenen Cyanobakterien im Vergleich zu Synechococcus PCC 7942 ((J).
Die Umsetzungen folgten entweder die einer Michaelis-Menten- () oder ei-
ner Substratinhibierungskinetik (). Synechococcus PCC 7942 zeigte eine
Michaelis-Menten-Kinetik. n.b.: nicht bestimmt. Die taxonomische Ordnung
der einzelnen Cyanobakterien ist angegeben.

Von den untersuchten Cyanobakterien zeigte nur Anabaena variabilis eine héhere maximale
Reaktionsgeschwindigkeit als Synechococcus PCC 7942 (Vmax = 4,25 4+ 0,54 Umg™ ver-
sus 1,62 + 0,15 U mg™'). Das Ergebnis von Prochlorococcus NATL1 war mit Vimay = 2,02 +
0,90 U mg! nicht signifikant unterschiedlich. Bemerkenswert war, dass die Umsetzungen der
Cyanobakterien, die abgesehen von Synechococcus PCC 7942 die h6chsten Geschwindig-
keiten zeigten, alle einer Substratinhibierungskinetik folgten.

Die Frage, ob das Expressionslevel der KR in Cyanobakterien gleich oder zumindest ahnlich
ist, wurde am Beispiel der Enzyme aus Anabaena variabilis und Nostoc PCC 7120 unter-
sucht. Dieses Paar war flir eine Bewertung der Aussagekraft der Ganzzellbiotransformatio-
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6.2 Ganzzellbiotransformationen mit Cyanobakterien

nen aus zwei Grinden besonders interessant. Zum einen waren die Stdmme unter exakt
gleichen Bedingungen kultiviert worden und gehdéren zur gleichen taxonomischen Ordnung.
Zum anderen zeigten die Ganzzellbiotransformationen mit diesen Cyanobakterien sehr unter-
schiedliche Ergebnisse (Abbildung 6.4 A), obwohl beide Stdmme nah miteinander verwandt
sind und die Enzyme nur in vier Aminosauren differieren. Abbildung 6.4 B veranschaulicht die
Lage der unterschiedlichen Aminos&auren im Homologiemodell.
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Abbildung 6.4: A) Vergleich der Kinetiken von Ganzzellbiotransformationen mit Anabaena
variabilis (O) und Nostoc PCC 7120 @). Dargestellt ist die spezifische Aktivi-
tat bezogen auf die Biotrockenmasse in Abhangigkeit von der Substratkon-
zentration. Die Linien sind die Ergebnisse von nicht-linearen Regressionen
nach Gleichung 3.6 bzw. 3.10. B) Homologiemodell der KR aus Nostoc PCC
7120. Die Aminosauren des aktiven Zentrums sind in Rot dargestellt. Die
Unterschiede zur KR aus Anabaena variabilis sind grin markiert.

Die vier abweichenden Aminosauren befinden sich auf der Oberflache des KR-Monomers
und sind dem aktiven Zentrum abgewandt. Alle Aminosaureaustausche sind dartber hinaus
konservativ, das heif3t der jeweilige Austausch erfolgte durch eine biochemisch &hnliche Sei-
tengruppe. Aus der Enzymstruktur erschlief3t sich demnach nicht, warum diese Aminosauren
einen Aktivitatsunterschied um den Faktor 18 bedingen sollten, der in den Ganzzellbiotrans-
formationen festgestellt wurde.

Aus diesem Grund wurden die fabG-Gene aus Anabaena variabilis und Nostoc PCC 7120
in den Vektor pETM-41 kloniert und in Escherichia coli als MBP-Fusionsproteine tberexpri-
miert. Die Enzymkinetiken der gereinigten Proteine mit 2',3',4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon
als Substrat sind in Abbildung 6.5 dargestellt. NADPH wurde im Uberschuss zugegeben.
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Abbildung 6.5: Vergleich der Enzymkinetiken der KRs aus Anabaena variabilis (O) und No-
stoc PCC 7120 @ mit 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon als Substrat. Die
NADPH-Konzentration betrug 4 mM. Die Linien sind die Ergebnisse von
nicht-linearen Regressionen nach Gleichung 3.6.

Tabelle 6.4 zeigt, dass sich die kinetischen Parameter der KR aus Anabaena variabilis nicht
mafgeblich von denen der KR aus Nostoc PCC 7120 unterschieden. Somit erlaubten die ma-
ximalen Reaktionsgeschwindigkeiten der Ganzellbiotransformationen keinerlei Ruckschlisse
auf die spezifische Aktivitat der zugehdrigen Enzyme.

Tabelle 6.4: Kinetische Parameter der KRs aus Anabaena variabilis und Nostoc PCC 7120
bei der Umsetzung von 2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon (PFAP)

KR aus Vmax, Umg™' K, (PFAP), MM K., (NADPH), mM
Anabaena variabilis 0,16 £ 0,01 7,76 £ 0,90 0,19 £ 0,04
Nostoc PCC 7120 0,17 + 0,00 6,89 + 0,59 0,24 + 0,05

In Abbildung 6.5 ist dartber hinaus zu erkennen, dass die KR aus Anabaena variabilis auch
bei weit héheren Substratkonzentrationen als 20 mM 2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon,
was der Maximalkonzentration in den Ganzzellbiotransformationen entsprach, keinerlei Sub-
stratinhibierung zeigte. Eine mdgliche Erklarung hierfir war, dass der Riickgang der Reak-
tionsgeschwindigkeit in den Ganzzellbiotransformationen nicht an einer Substratinhibierung
der KR lag, sondern an einer verminderten Verflgbarkeit von NADPH, das aus den Zellen
austreten konnte, nachdem die Zellmembran durch das hydrophobe Substrat zerstért wurde.
Somit ware die Inhibierung ein Anzeichen fliir eine héhere Sensitivitat der Zellen gegentber
2,34’ ,5,6’-Pentafluoracetophenon.
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6.2 Ganzzellbiotransformationen mit Cyanobakterien

Um diese Hypothese zu untermauern, wurden weitere Ganzellbiotransformationen mit Zel-
len von Anabaena variabilis durchgeflhrt, wobei allen Ansatzen 0,25 mM NADPH zugesetzt
wurde. Da NADPH die dauBBere Hille gramnegativer Bakterien nicht Gberwinden kann (Hassan
und Fridovich, 1979), konnte der Cofaktor nur in Zellen gelangen, deren Membran geschadigt

ist.
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Abbildung 6.6: Kinetiken von Ganzzellbiotransformationen mit Anabaena variabilis mit (@)
und ohne (O Zugabe von 0,25 mM NADPH. Dargestellt ist die spezifische
Aktivitat bezogen auf die Biotrockenmasse in Abhangigkeit von der Substrat-
konzentration. Die Linien sind die Ergebnisse von nicht-linearen Regressio-
nen nach Gleichung 3.10.

Aus Abbildung 6.6 wird ersichtlich, dass NADPH bei beginnender Inhibierung in die permeabi-
lisierten Zellen gelangte und die Reaktion beschleunigte. Durch die Zugabe von NADPH wur-
de die beobachtete Inhibierung abgeschwacht. Die Inhibitionskonstante K;, von 2°,3',4’,5’,6’-
Pentafluoracetophenon erhéhte sich dabei von 5,81 + 1,27 mM auf 23,6 + 8,6 mM.

6.2.2 Enantiomereniiberschiisse

Neben der spezifischen Aktivitat ist auch die Enantioselektivitat ein wesentlicher Faktor bei
der Bewertung einer Oxidoreduktase. Wirde der in Ganzzellbiotransformationen gemessene
Enantiomerenliberschuss mit dem der KR des Cyanobakteriums korrelieren, lieBe sich die
Anzahl an interessanten Enzymvarianten relativ einfach eingrenzen.

Das Substrat 2°,3',4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon war fur eine Klassifizierung der Ketoreduk-
tasen auf der Grundlage der Enantioselektivitat nicht geeignet, da kein Cyanobakterium eine
messbare Menge an (R)-Alkohol produzierte (Ergebnisse nicht gezeigt).
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6 Eignung der KRs aus anderen Cyanobakterien flir asymmetrische Synthesen

Bei den Substraten 4’-Chloracetophenon, Ethylbenzoylacetat und Ethyl-4-chloracetoacetat
unterschieden sich die Cyanobakterien hingegen stark in den erzielten Enantiomereniiber-
schussen. In Abbildung 6.7 sind exemplarisch die Ergebnisse fir Ethyl-4-chloracetoacetat
bei Umsetzungen im Dunkeln (0 uE m™ s7') und im Hellen (42 uE m™ s'!) dargestellt.
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Abbildung 6.7: Enantiomerenitberschiisse (ee) bei Ganzzellbiotransformationen im Dun-
keln (0 kE m2 s, M) und im Hellen (42 uE m?2 s”!, @) mit 5 mM Ethyl-4-
chloracetoacetat als Substrat. Die Ergebnisse fir Synechococcus PCC 7942
und Anabaena variabilis enstammen der Arbeit von Havel (2006) und waren
bei 26 LE m? s in Einfachbestimmungen gemessen worden. x: statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Enantiomerenlberschissen im Hel-
len und im Dunkeln (P < 0,05, t-Test fUr verbundene Stichproben). n.b.: nicht
bestimmt.
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6.2 Ganzzellbiotransformationen mit Cyanobakterien

Wahrend die Beleuchtung der Kulturen bei den meisten Cyanobakterien keinen Effekt zeigte,
wirkte sich das Licht bei Synechocystis PCC 6803 und Synechococcus PCC 7002 signi-
fikant auf den Enantiomereniberschuss der Zellen aus. Licht ist keine physikalische Gro-
Be, die den Enantiomereniiberschuss eines Enzyms beeinflusst, es kann jedoch zur Ande-
rung des Expressionslevels von Proteinen flihren. Daher deutete dieses Ergebnis daraufhin,
dass es zumindest in manchen Cyanobakterien konkurrierende Enzyme gibt, die Ethyl-4-
chloracetoacetat zum (R)-Enantiomer reduzieren kénnen.

Bei den Stdmmen Nostoc PCC 73102 und Acaryochloris marina wurde phénotypisch ein
Uberschuss des (R)-Alkohols festgestellt. Da homologe Enzyme iblicherweise die gleiche
Stereospezifitat besitzen, legte auch dieses Ergebnis den Schluss nahe, dass Konkurrenz-
enzyme vorhanden sind.

Bei Lyngbya PCC 8106 fand im Hellen fast gar keine Umsetzung von Ethyl-4-chloracetoacetat
statt, weshalb kein Enantiomerentberschuss bestimmt werden konnte.

Ein GegenUlberstellung der Enantiomerenlberschisse, die von Anabaena variabilis und No-
stoc PCC 7120 in den Ganzzellbiotransformationen gebildet wurden, zeigt, dass auch diese
Ergebnisse trotz der nahen Verwandtschaft der Stamme und der hohen Ahnlichkeit der zuge-
hérigen KRs sehr unterschiedlich waren. Daher wurde die Enantioselektivitdt der heterolog
exprimierten und gereinigten Enzyme gegenlber Ethyl-4-chloracetoacetat untersucht.

100
80 ]
< 60 ] .
)
O 40
20 IH
0
Anabaena Nostoc
variabilis PCC 7120

Abbildung 6.8: Vergleich der Enantiomereniberschisse (ee), die bei Ganzellbiotransfor-
mationen mit Anabaena variabilis und Nostoc PCC 7120 im Dunkeln
(0 tEm?2s', M) und im Hellen (42 uE m?2 s™!, ) bestimmt worden waren,
mit den Enantiomereniiberschissen der gereinigten Enzyme ((J). Das Sub-
strat war jeweils Ethyl-4-chloracetoacetat.
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6 Eignung der KRs aus anderen Cyanobakterien flir asymmetrische Synthesen

Abbildung 6.8 zeigt, dass die Ergebnisse der gereinigten Enzyme &hnlich waren und nicht
mit den Werten korrelierten, die in Ganzzellbiotransformationen bestimmt worden waren. Bei
Anabaena variabilis lag der tatséachliche Wert mehr als 20 % unter und bei Nostoc PCC 7120
mehr als 25 % Uber den Enantiomereniiberschiissen, die in den Ganzzellbiotransformationen
im Hellen und im Dunkeln vorhergesagt worden waren.

Die Ergebnisse, die mit den Substraten 4’-Chloracetophenon und Ethylbenzoylacetat in Ganz-
zellbiotransformationen erzielt wurden, lieBen ebenfalls keinen Riickschluss auf die Enzymei-
genschaften der KR zu und deuteten auch auf die Prasenz von konkurrierenden Enzymen
hin (Ergebnisse nicht gezeigt). Folglich konnte keines der vier Modellsubstrate in Ganzzell-
biotransformationen als Indikator fir die Enantioselektivitéat der KR dienen.

6.2.3 Diskussion

Lipide und Fettsduren spielen eine bedeutende Rolle in der Stresstoleranz von Cyanobak-
terien, die auf eine Vielzahl von Umwelteinfliissen mit einer Modulation ihrer Membranzu-
sammensetzung reagieren (Singh et al., 2002). Zu diesen Stressfaktoren zahlen beispiels-
weise Austrocknung (Singh et al., 2002), Kalte (Los und Murata, 1999), Licht (Huang et al.,
2002) und osmotischer Stress (Kanesaki et al., 2002). Die Akklimatisierung an umweltbeding-
te Stressfaktoren geht auch immer mit einer Regulation von zahlreichen induzierbaren Genen
einher (Kanesaki et al., 2002). Da die KR eine wichtige Rolle bei der de novo-Synthese von
Lipiden spielt, ist auch das zugrunde liegende Gen fabG bei unterschiedlichen Umweltein-
flissen unterschiedlich stark exprimiert. Fir Synechocystis PCC 6803 konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass die Induktion von hyperosmotischem Stress durch Zugabe von 0,5 M
Sorbitol das Transkriptionslevel von fabG um den Faktor 32,7 erhdhte (Paithoonrangsarid
et al., 2004). Dartber hinaus wurde von Huang et al. (2002) gezeigt, dass eine Erhéhung der
Lichtintensitat von 25 uE m2 s auf 200 uE m s™' die Transkription von fabG um den Faktor
5,2 erhdhte.

Aus diesen Daten ergibt sich, dass gerade gestresste Zellen ein hdheres Expressionslevel
der KR besitzen und demnach in Ganzzellbiotransformationen besser abschneiden sollten
als Kulturen, die weniger Zellstress empfinden. Dieser Zusammenhang konnte in dieser Ar-
beit bestatigt werden. Die Membranen der Zellen, die eine Substratinhibierungskinetik zeig-
ten, wurden durch das hydrophobe 2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon starker angegriffen.
Da die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten der Zellen mit einer Substratinhibierungski-
netik im Durchschnitt deutlich Gber denen mit einer Michaelis-Menten-Kinetik lagen, scheint
der Angriff auf die Membran eine Erhéhung des Expressionslevels der KR zu bewirken.
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6.3 Vergleichende Charakterisierung von 15 cyanobakteriellen Ketoreduktasen

Ein méglicher Grund fir die Sensitivitatsunterschiede der Zellen gegeniber 2°,3’,4’,5',6'-
Pentafluoracetophenon kdnnte darin liegen, dass sich die extrazellularen polymeren Substan-
zen (EPS), die von Cyanobakterienzellen gebildet werden, auch bei nah verwandten Arten
stark in Menge und Zusammensetzung unterscheiden und somit unterschiedlichen Schutz
fur die Zellen bieten (Nicolaus et al., 1999).

Auch Havel und Weuster-Botz (2006) und Nakamura und Yamanaka (2002b) zeigten, dass
der erzielte Enantiomerenlberschuss in Ganzzellbiotransformationen bei manchen Cyano-
bakterien von Licht beinflusst werden kann. Synechococcus PCC 7942 reduzierte das Sub-
strat o, a-Difluoracetophenon bei einer schwachen Beleuchtung von 13,4 pE m2 s mit ei-
nem Enantiomerenltberschuss von 70 % zum korrespondierenden R-Alkohol, wahrend die
Reaktion im Dunkeln nur einen Enantiomerenltberschuss von unter 30 % (R) aufwies (Na-
kamura und Yamanaka, 2002b). Diese Ergebnisse deuteten ebenfalls auf die Anwesenheit
konkurrierender Enzyme mit entgegengesetzer Enantioselektivitat hin.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse der Ganzzellbiotransformationen, dass die Durch-
musterung von Cyanobakterien nach einer hohen KR-Aktivitat nur eine eingeschrankte Aus-
sagekraft besitzt, da das zugrunde liegende Gen fabG von einer Vielzahl an Umwelteinflis-
sen reguliert wird. Da auch die Enantiomerenlberschiisse von Ganzzellbiotransformationen
keine Rilckschlisse auf die Enzymeigenschaften der KR zulassen, wurde jedes fabG-Gen
der untersuchten Cyanobakterienstdmme kloniert, um einen direkten Vergleich der heterolog
in Escherichia coli exprimierten und gereinigten Enzyme zu ermdglichen.

6.3 Vergleichende Charakterisierung von 15 cyanobakteriellen
Ketoreduktasen

Im Folgenden werden die Ketoreduktasen aus den 15 untersuchten Cyanobakterienstdmmen
naher charakterisiert und mit dem Ausgangsenzym aus Synechococcus PCC 7942 vergli-
chen. Ein globaler Sequenzvergleich aller Proteine befindet sich in Anhang C.3. Alle kine-
tischen Parameter sind das Ergebnis von Enzymkinetiken, die unter Standardbedingungen
(30°C, 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,0) aufgenommen und mittels nicht-linearer Regression
nach Gleichung 3.6 ausgewertet wurden.
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6.3.1 Klonierung und Expression cyanobakterieller Ketoreduktasen

Bis auf das Enzym aus Synechococcus RCC 556 wurden alle cyanobakteriellen Ketoreduk-
tasen als Hisg-MBP-Fusionsproteine exprimiert und gereinigt. Eine interne Ncol-Schnittstelle
im fabG-Gen von Synechococcus RCC 556 verhinderte dessen Einbau in den pETM-41-
Vektor, da diese Schnittstelle unumgéanglich fir die Expression mit Hisg-MBP-Affinitadtsanker
ist. Dieses Enzym wurde daher als GST-Fusionsprotein exprimiert und auf der Grundlage
der Isolation und Ruckfaltung von Einschlusskodrpern gereinigt. Das Enzym fiel nach der Ab-
spaltung des GST-Teils aus und konnte nach einer erneuten Denaturierung und Rickfaltung

I6slich und aktiv mit einer Ausbeute von 0,4 mg gstm™' erhalten werden.
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Abbildung 6.9: Vergleich der Expression und Reinigung der 14 Ketoreduktasen, die als Hisg-
MBP-Fusionsprotein exprimiert wurden, mit den Ergebnissen der KR aus
Synechococcus PCC 7942 ([, O). Dargestellt ist der Anteil am Idslichen
Gesamtproteingehalt @) und die Ausbeute der KR, die in Escherichia coli
Tuner(DE3) (O) oder Rosetta 2(DE3)(H) exprimiert wurde. Die KR aus Syn-
echococcus PCC 7942 war in Escherichia coli Tuner(DE3) exprimiert wor-
den.
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6.3 Vergleichende Charakterisierung von 15 cyanobakteriellen Ketoreduktasen

Die Expressions- und Reinigungsbedingungen der Hisg-MBP-Fusionsproteine richteten sich
bei allen Enzymen nach den Konditionen, die fir die KR aus Synechococcus PCC 7942 opti-
mal waren. In Abbildung 6.9 ist zu erkennen, dass der Anteil am |6slichen Gesamtprotein der
Zellen zwischen 2,1 % und 23,1 % variierte, wahrend die erzielten Ausbeuten an gereinigter
KR nach Abspaltung und Entfernung des Affinitdtsankers zwischen 0,5 und 7,4 mg ggm’™
lagen. Die Halfte der Enzyme musste in Escherichia coli Rosetta 2(DE3) exprimiert werden,
um Limitierungen aufgrund einer unterschiedlichen Codonverwendung in den fabG-Genen
zu vermeiden.

Die Proteine erschienen nach der ersten Affinititschromatographie homogen in einer mit
Coomassie gefarbten SDS-PAGE, was einer Reinheit Uber 97 % entsprach. Verunreinigun-
gen, die unter Umstanden bei der Spaltung durch eine nicht ganz homogene Praparation der
TEV-Protease eingebracht wurden, wurden nach der zweiten Affinititschromatographie in ei-
ner mit Silber gefarbten SDS-PAGE bestimmt und in die Berechnung der Proteinkonzentration
mit einbezogen. Die gereinigte TEV-Protease zeigte keinerlei Oxidoreduktase-Aktivitat.

Die Ausbeute der KR wurde wesentlich von der Menge an léslich exprimiertem Protein be-
stimmt und davon, wie gut das jeweilige Hisg-MBP-Fusionsprotein von der TEV-Protease
geschnitten wurde. Je nach Protein kann das optimale Verhéltnis zwischen Protease und
Fusionsprotein zwischen 1:100 und 1:5 variieren (Waugh, 2009). Das Verhéltnis von 1:30,
das fur die KR aus Synechococcus PCC 7942 optimal war, spaltete nicht jeden Hisg-MBP-
Affinitdtsanker vollstandig ab. Der unprozessierte Proteinanteil wurde dann bei der zweiten
Affinitdtschromatographie zusammen mit der TEV-Protease und den abgespaltenen Hisg-
MBP-Affinitdtsankern aus dem Proteingemisch entfernt. Da jedes Enzym in einer ausreichen-
den Menge flir eine biochemische Charakterisierung produziert werden konnte, war eine Op-
timierung des Produktionsverfahrens nicht zwingend erforderlich. Durch eine Optimierung der
Expressions- und Reinigungsbedingungen kdnnten jedoch die Ausbeuten einzelner Enzyme
deutlich erhéht werden.

6.3.2 Bestimmung der Halbsattigungskonzentration von NADPH

Far einen Vergleich der Reduktion der vier Modellsubstrate durch die cyanobakteriellen Ke-
toreduktasen musste zun&chst fur jedes Enzym die Halbsattigungskonzentration fir NADPH
bestimmt werden. Damit sollte sichergestellt werden, dass die Umsetzung der verschiede-
nen Substrate in Anwesenheit einer sattigenden Konzentration von NADPH erfolgen konnte.
Abbildung 6.10 gibt eine Ubersicht (iber die erhaltenen Halbsattigungskonzentrationen.
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Abbildung 6.10: Bestimmte Halbséttigungskonzentrationen Ky, (NADPH) fur die cyanobak-
teriellen Ketoreduktasen () im Vergleich zu dem Enzym aus Synechococ-
cus PCC 7942 (). n.b.: nicht bestimmt.

Die niedrigsten Halbsattigungskonzentrationen zeigten die Enzyme aus Cyanobakterien der
Ordnung Nostocales. Die KR aus Gloeobacter PCC 7421 wies mit 1,40 + 0,10 mM den
héchsten Kn, fir NADPH auf. Dieses Enzym hat eine einzigartige Mutation im TGxxxGhG-
Motiv der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen, das an der Cofaktor-Bindung beteiligt
ist (Kallberg et al., 2002). Wahrend alle anderen untersuchten Ketoreduktasen die Sequenz
TGASRGIG aufweisen, zeigt die KR aus Gloeobacter PCC 7421 das Motiv TGAGRGIG.
Aufgrund von niedrigen Enzymaktivitdten der Ketoreduktasen aus beiden Prochlorococcus-
Stdmmen und der hohen Instabilitat von NADPH gelang die Bestimmung von Ky, (NADPH)
nicht. Da die Halbsattigungskonzentrationen aller anderen Ketoreduktasen einen Mittelwert
von 0,42 mM und einen Median von 0,40 mM besaf3en, wurden die Reaktionsgeschwindig-
keiten dieser beiden Enzyme bei 4 mM NADPH gemessen. Die Halbsattigungskonzentration
der KR aus Gloeobacter wurde aufgrund der Mutation nicht in die Berechnung einbezogen.
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6.3 Vergleichende Charakterisierung von 15 cyanobakteriellen Ketoreduktasen

6.3.3 Reduktion von 2°,3’,4’,5°,6’-Pentafluoracetophenon

Die cyanobakteriellen Ketoreduktasen wurden hinsichtlich ihrer Eignung zur Reduktion von
2',3',4’ 5’ ,6’-Pentafluoracetophenon untersucht. In Abbildung 6.11 sind die maximalen spezifi-
schen Enzymaktivitaten sowie die erzielten Enantiomereniberschiisse dargestellt. Die Halb-
sattigungskonzentrationen sind in Anhang B.2 aufgelistet.
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Abbildung 6.11: Maximale spezifische Enzymaktivitdten (Vmax, O) und Enantiomerenlber-
schiisse (ee, ¥) der untersuchten Ketoreduktasen mit 2°,3’,4’',5’,6’-Penta-
fluoracetophenon als Substrat im Vergleich zur Enzymaktivitat ((J) und dem
Enantiomereniiberschuss (v) der KR aus Synechococcus PCC 7942.

Jede untersuchte KR konnte 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon zum korrespondierenden
(S)-Alkohol reduzieren. Wahrend sich die maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten um meh-
rere GréBenordnungen unterschieden, differierten die Enzyme nicht in den erzielten Enantio-
mereniberschiissen (ee > 99 % (S)). Nur bei der KR aus Cyanothece PCC 8801 konnte eine
sehr geringe Konzentration an gebildetem (R)-Alkohol gemessen werden, woraus ein Enan-
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6 Eignung der KRs aus anderen Cyanobakterien flir asymmetrische Synthesen

tiomerenlberschuss von 98,56 + 0,34 % (S) resultierte. Lediglich eines der untersuchten
Enzyme katalysierte die Reduktion von 2,3’,4°,5’,6’-Pentafluoracetophenon schneller als das
Ausgangsenzym. Die KR aus Synechococcus RCC 307 setzte das Substrat mit einer spezifi-
schen Aktivitat von 6,13 + 0,19 U mg™" um, was einer Steigerung um 60,0 % gegeniiber den
3,93 + 0,14 U mg™! der KR aus Synechococcus PCC 7942 entsprach.

6.3.4 Reduktion von Ethyl-4-chloracetoacetat

Abbildung 6.12 gibt eine Ubersicht iiber die maximalen spezifischen Enzymaktivitaten sowie
die erzielten Enantiomerenlberschusse der Ketoreduktasen bei der Reduktion von Ethyl-4-
chloracetoacetat. Die Halbsattigungskonzentrationen sind in Anhang B.3 zusammengestellt.
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Abbildung 6.12: Maximale spezifische Enzymaktivititen (vmax, ) und Enantiomeren-
Uberschisse (ee, ¥) der untersuchten Ketoreduktasen mit Ethyl-4-
chloracetoacetat als Substrat im Vergleich zur Enzymaktivitat ((J) und dem
Enantiomereniberschuss (v) der KR aus Synechococcus PCC 7942.
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6.3 Vergleichende Charakterisierung von 15 cyanobakteriellen Ketoreduktasen

Ebenso wie 2',3',4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon wurde Ethyl-4-chloracetoacetat von jedem
Enzym als Substrat akzeptiert. Im Gegensatz zum Acetophenonderivat wurde der 3-Ketoester
jedoch mit unterschiedlichen Enantiomereniberschiissen des (S)-Alkohols umgesetzt. Fiinf
der 15 untersuchten KR-Varianten zeigten eine schnellere Umsetzung als die KR aus Syn-
echococcus PCC 7942. Die héchsten Reaktionsgeschwindigkeiten besaf3en die Enzyme aus
Cyanothece PCC 8801 (Vmax = 256,10 + 15,49 U mg™') und Nostoc PCC 73102 (Vmax =
140,88 + 9,03 U mg"), wobei relativ niedrige Enantiomereniiberschiisse von 87,3 % (S)
beziehungsweise 70,9 % (S) erzielt wurden. Generell korrelierten Enzymaktivitdt und En-
antioselektivitat jedoch nicht miteinander. Der Korrelations-Koeffizient nach Pearson fiir die
Annahme eines linearen Zusammenhangs beider Merkmale lag bei r = -0,0027.

Die Ketoreduktasen aus den marinen Synechococcus-Stammen RCC 307, 555 und 556
setzten Ethyl-4-chloracetoacetat sehr schnell und mit exzellenter Enantioselektivitat um. Bei
dem Enzym aus Synechococcus RCC 307 konnte mit einer spezifischen Enzymaktivitat von
110,07 + 9,83 U mg™' eine um 188 % gesteigerte Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zur
KR aus Synechococcus PCC 7942 bei ahnlicher Enantioselektivitat (99,8 4+ 0,4 % (S) versus
98,8 + 0,1 % (S)) gemessen werden.

6.3.5 Reduktion von Ethylbenzoylacetat

In Abbildung 6.13 ist zu erkennen, dass sich die untersuchten Ketoreduktasen bei der Re-
duktion des sterisch anspruchsvollen B-Ketoesters Ethylbenzoylacetat nicht in den erziel-
ten Enantiomereniiberschiissen unterschieden (ee > 99 % (S)). In keinem Fall konnte der
(R)-Alkohol detektiert werden. Das Enzym aus Synechocystis PCC 6803 setzte dieses Sub-
strat nicht um, wahrend die Ketoreduktasen aus Synechococcus RCC 556, Prochlorococcus
NATL1 und NATL2 sowie Acaryochloris marina die Reduktion so langsam katalysierten, dass
die Enantiomerenlberschisse nicht hinreichend genau bestimmbar waren. Nach 16 h Um-
setzung war die Menge an gebildetem (S)-Alkohol so gering, dass sich unter Berlcksichti-
gung der Detektionsgrenze der GC-Messung nur Enantiomerentiberschiisse von mindestens
70 % (S) berechnen lieBen. Auch eine Konzentrierung der Proteine brachte kaum Verbesse-
rung, was darauf hindeuten kénnte, dass diese Enzyme bei 30°C weniger stabil sind als
die KR aus Synechococcus PCC 7942, die eine Halbwertszeit von 26,5 h hatte. Neben der
Temperatur kdnnte auch das Substrat selbst destabilisierend auf die Proteine gewirkt haben.
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Abbildung 6.13: Maximale spezifische Enzymaktivitdten (Vmax, O) und Enantiomerenlber-
schusse (ee, ¥) der untersuchten Ketoreduktasen mit Ethylbenzoylacetat
als Substrat im Vergleich zur Enzymaktivitat ((J) und dem Enantiomeren-
Uberschuss (V) der KR aus Synechococcus PCC 7942. & = Enantiomeren-
Uberschuss aufgrund niedriger Aktivitat nicht hinreichend gut bestimmbar.

Es konnten sieben Enzyme identifiziert werden, die Ethylbenzoylacetat schneller reduzierten
als die KR aus Synechococcus PCC 7942. Hierzu zahlten alle drei Enzyme aus der Ordnung
Nostocales sowie Cyanothece PCC 8801, Synechococcus RCC 307 und Gloeobacter PCC
7421. Bei den beiden schnellsten Enzymen aus Cyanothece PCC 8801 und Synechococcus
RCC 307 konnten mit spezifischen Enzymaktivitaten von 8,12 + 0,70 U mg'1 beziehungs-
weise 4,91 4+ 0,27 U mg™ Aktivitatssteigerungen um 600 % und 323 % im Vergleich zum
Ausgangsenzym festgestellt werden. Die zugehdérigen Halbséattigungskonzentrationen sind in
Anhang B.4 aufgelistet.

168



6.3 Vergleichende Charakterisierung von 15 cyanobakteriellen Ketoreduktasen

6.3.6 Reduktion von 4’-Chloracetophenon

Ahnlich wie bei der Umsetzung von Ethyl-4-chloracetoacetat unterschieden sich die cya-
nobakteriellen Ketoreduktasen bei der Reduktion von 4’-Chloracetophenon deutlich in den
Enantiomerenlberschiissen. Abbildung 6.12 zeigt, dass keine KR einen Enantiomereniiber-
schuss Uber 99,0 % erzielte. Das enantioselektivste Enzym war das aus Synechococcus
PCC 7002 mit einem Enantiomereniberschuss von 97,9 + 0,4 % (S). Die KR aus Synecho-
cystis PCC 6803 setzte das Substrat nicht um, wahrend die Aktivitat bei den Enzymen aus

den Prochlorococcus-Stammen erneut am niedrigsten war.
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Abbildung 6.14: Maximale spezifische Enzymaktivitaten (vmax, &) und Enantiomerentber-
schisse (ee, ¥) der untersuchten Ketoreduktasen mit 4’-Chloracetophenon
als Substrat im Vergleich zur Enzymaktivitat (CJ) und dem Enantiomeren-
Uberschuss (V) der KR aus Synechococcus PCC 7942. & = Enantiomeren-
Uberschuss aufgrund niedriger Aktivitét nicht hinreichend gut bestimmbar.
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6 Eignung der KRs aus anderen Cyanobakterien flir asymmetrische Synthesen

4’-Chloracetophenon wurde von den Enzymen aus Cyanothece PCC 8801 und Synecho-
coccus RCC 307 um 187 % beziehungsweise 53 % schneller umgesetzt als durch die KR
aus Synechococcus PCC 7942. Wahrend das Enzym aus Synechococcus RCC 307 mit
0,23 + 0,00 U mg' eine geringere spezifische Enzymaktivitat aufwies als die KR aus Cyano-
thece PCC 8801, die das Keton mit 0,43 4+ 0,03 U mg™' reduzierte, war die Enantioselektivitat
des Synechococcus-Enzyms deutlich héher (94,4 % (S) versus 84,8 % (S)). Beide Enzyme
waren enantioselektiver als die KR aus Synechococcus PCC 7942. Generell gab es eine
leicht positive Korrelation zwischen Aktivitat und Enantioselektivitdt (Pearson-Koeffizient r =
0,1975). Die Halbséttigungskonzentrationen sind in Anhang B.3 zusammengestellt.

6.3.7 Gegeniuberstellung der besten Enzyme

Abbildung 6.15 zeigt einen Vergleich der Ketoreduktasen, die bei Reduktion der vier Modell-
substrate besonders gute Ergebnisse gezeigt hatten. Die spezifischen Aktivitadten der Enzy-
me aus Synechococcus RCC 307 und Cyanothece PCC 8801 lagen bei allen Substraten
unter den héchsten drei Werten.
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Abbildung 6.15: Vergleich der spezifischen Enzymaktivitdten und erzielten Enantiomeren-
Uberschiisse (ee) der Enzyme aus Synechococcus PCC 7942 (), Syn-
echococcus RCC 307 (M) und Cyanothece PCC 8801 (O).

170



6.3 Vergleichende Charakterisierung von 15 cyanobakteriellen Ketoreduktasen

Die KR aus Synechococcus RCC 307 zeigte gegendber allen vier Modellsubstraten eine ho-
here Aktivitat als das Ausgangsenzym bei gleicher oder besserer Enantioselektivitat. Lediglich
der Enantiomereniberschuss des Ethyl-4-chlor-3-hydroxybutyrats war mit 98,8 + 0,1 % (S)
niedriger als der Enantiomerenlberschuss von 99,8 + 0,4 % (S), der von der KR aus Syn-
echococcus PCC 7942 produziert wurde. Das Expressionslevel der KR aus dem marinen
Synechococcus-Stamm RCC 307 war mit einem Anteil von 17,3 % am l&slichen Gesamtpro-
teingehalt der Escherichia coli-Zellen geringer als das der KR aus dem limnischen Synecho-
coccus PCC 7942, das bei 20,0 % lag. Bezogen auf den Ganzzellbiokatalysator ergibt sich
aus diesen Werten eine Erhéhung der maximalen Enzymaktivitat von 153 - 230 U ggrm™' fir
die Umsetzung von Ethyl-4-chloracetoacetat durch die KR aus Synechococcus PCC 7942
auf 381 - 572 U ggtm! fiir Zellen, in denen die KR aus Synechococcus RCC 307 vorliegt.
Die KR aus Cyanothece PCC 8801 zeigte mit Abstand die héchste Aktivitéat gegenliber den -
Ketoestern Ethyl-4-chloracetoacetat und Ethylbenzoylacetat. Auch 4’-Chloracetophenon wur-
de von dieser KR-Variante am schnellsten reduziert, wahrend die Aktivitat mit 2’,3’,4’,5’,6’-
Pentafluoracetophenon als Substrat niedriger war als die der Enzyme aus beiden Synecho-
coccus-Stammen. Unter Beriicksichtigung des Expressionslevels der KR, das mit 22,3 %
tber dem des Ausgangsenzyms aus Synechococcus PCC 7942 lag, ergibt sich eine maxi-
male Aktivitat bezogen auf die Biotrockenmasse von 1141 - 1716 U ggmy™' fiir die Reduktion
von Ethyl-4-chloracetoacetat. Die Enantioselektivitat der KR aus Cyanothece PCC 8801 war
insgesamt geringer als die der anderen beiden Enzyme. Nur bei der Reduktion des Ethylben-
zoylacetats wurde kein (R)-Alkohol detektiert.

Im Vergleich zu den Enzymen aus Cyanothece PCC 8801 und Synechococcus RCC 307
zeigte die KR aus Thermosynechococcus BP-1 bei der Standardtemperatur von 30°C nied-
rigere Enzymaktivitaten, die jeweils im Mittelfeld der 15 KRs lagen. Jedoch gilt, dass die
Aktivitat von Enzymen aus thermophilen Organismen haufig vergleichbar ist mit der Aktivi-
tat homologer Enzyme aus mesophilen Organismen bei ihren jeweiligen Temperaturoptima
(Danson et al., 1996). Infolge der Arrhenius-Beziehung sind die thermoaktiven Enzyme bei
moderaten Temperaturen demnach oft weniger aktiv als ihre mesophilen Pendants. Um kein
gutes Enzym zu Ubersehen, wurde das Temperaturoptimum der KR aus dem thermophi-
len Cyanobakterium Thermosynechococcus BP-1 bestimmt. Das Enzym zeigte ein Optimum
von 50°C bei der Reduktion von Ethyl-4-chloracetoacetat (Ergebnisse nicht gezeigt). Dabei
erhdhte sich die spezifische Aktivitat von 12,54 + 1,03 U mg™" auf 38,12 + 3,02 U mg™'. Un-
ter der Annahme, dass sich die Reaktionsgeschwindigkeit bei den anderen Modellsubstraten
auch um Faktor 3 erhéht, ware die Aktivitéat der KR aus Thermosynechococcus BP-1 bei 50°C
dennoch bei jedem Substrat geringer als die der KR aus Synechococcus RCC 307 bei 30°C.
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6.3.8 Identifikation von Aktivitats-bestimmenden Aminosauren

Da die spezifischen Enzymaktivitaten der cyanobakteriellen KRs bei allen vier Modellsubstra-
ten um mehrere GréBenordnungen differierten, wurde versucht, anhand von Sequenzverglei-
chen Aminosauren oder Proteinbereiche zu identifizieren, die fir die Aktivitatsunterschiede
verantwortlich sind. Hierbei wurde in den 150 Aminos&uren des C-terminalen Bereiches, in
dem die Substratbindung stattfindet, zwischen der a4-Helix und dem B7-Strang nach Posi-
tionen gesucht, in denen sich besonders aktive Enzyme von den weniger aktiven Enzymen
unterscheiden. Die Nummerierung der Aminosauren bezieht sich nachfolgend stets auf die
KR aus Synechococcus PCC 7942.

Bei einer Betrachtung der spezifischen Enzymaktivitaten fiel auf, dass die Aktivitat der Enzy-
me gegentber den Substraten Ethyl-4-chloracetoacetat, Ethylbenzoylacetat und 4’-Chloraceto-
phenon in hohem MaBe korrelierte, wahrend das fir das Substrat 2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluor-
acetophenon nicht zutraf. Tabelle 6.5 gibt eine Ubersicht iber die Korrelationskoeffizienten
nach Pearson flr die Aktivitaten aller 16 Enzyme gegentber den vier Modellsubstraten.

Tabelle 6.5: Korrelationskoeffizienten nach Pearson fir die Enzymaktivitaten aller Ketoreduk-
tasen gegeniber den Modellsubstraten

23,4’ 5 ,6'-Penta- Ethyl-4-chlor- Ethylbenzoyl- 4’-Chloraceto-

fluoracetophenon  acetoacetat acetat phenon
2',3,4’,5",6’-Penta- 1,00
fluoracetophenon
Ethyl-4-chlor- 0,30 1,00
acetoacetat
Ethylbenzoyl- 0,43 0,87 1,00
acetat
4’-Chloraceto- 0,51 0,81 0,93 1,00
phenon

Waéhrend kein Sequenzmotiv identifiziert werden konnte, das fir eine hohe Enzymaktivi-
tat gegeniber Ethyl-4-chloracetoacetat, Ethylbenzoylacetat und 4’-Chloracetophenon verant-
wortlich ist, konnte ein Bereich lokalisiert werden, in dem sich die Enzyme, die 2',3’,4’,5’,6'-

Pentafluoracetophenon gut umsetzen kénnen, von den anderen abheben.
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Die KRs aus Synechococcus RCC 307 und PCC 7924 reduzierten 2°,3',4’,5,6’-Pentafluor-
acetophenon mit spezifischen Aktivitaten von 6,13 U mg™" und 3,93 U mg™' am schnellsten,
wahrend beispielsweise die Aktivitat des ansonsten sehr aktiven Enzyms aus Cyanothece
PCC 8801 mit diesem Substrat abfiel (0,91 U mg™').

Die KRs aus Synechococcus RCC 307 und PCC 7924 unterscheiden sich am meisten von
allen anderen Enzymen in dem Bereich, der schon bei der Sekundarstrukturvorhersage und
der Homologiemodellierung als flexibel erkannt wurde und das aktive Zentrum bei der Sub-
stratbindung wie ein Deckel verschliet (White et al., 2005). Abbildung 6.16 A zeigt einen
Sequenzvergleich aller Ketoreduktasen in diesem Bereich.

A
Synechococcus PCC 7942 PGFIATDMTS ELA-AERLLE VIPL
CyanothecePCC 8801 ....T..... DIRK-S.EIIK F...
Synechocystis PCC 6803 .. ....... E N.N—-..PI.Q F...
Thermosynechococcus BP-1 ... ... E..A ..R—-..DI.K F...
Synechococcus RCC 307 . ........ KD..—-..A..NA...
Synechococcus RCC 555 . ........ K D.D-..GI.AA...
Synechococcus RCC 556 . ........ K D.D-.DGI.A A...
SynechococcusPCC7002 ... .T....E G.-E.DEI.K Y...
Gloeobacter PCC 7421 ... ....... A.E-L.PI.A QV..
Anabaena variabilis . ......... N.R-S.GI.Q Y...
NostocPCC7120 .......... N.R-S.GI.Q Y...
Nostoc PCC 73102 ... .T..... D.NNP.DI.K Y...
LyngbyaPCC8106 ....E....K D.RNT.EI.K F...
Prochlorococcus NATL1 ....S....K D.D-S.SI.S A...
Prochlorococcus NATL2 ... .S....K D.N-S.SI.S A...
Acaryochloris marina . ........ E G.G-S.EIIK F...

Abbildung 6.16: A) Sequenzvergleich aller KRs zwischen den Aminoséauren 188 und 210 im
Einbuchstabencode (Tabelle 9.2). Sequenzunterschiede sind im Einbuch-
stabencode eingetragen, wahrend Sequenzidentitaten als Punkte markiert
sind. Die Aminos&urepositionen, die in Interaktion mit der wachsenden Fett-
saurekette treten, sind farbig hinterlegt. Leucin 246 befindet sich aufBerhalb
des Sequenzabschnittes. B) Homologiemodell der KR aus Synechococcus
PCC 7942. Das aktive Zentrum ist in Rot dargestellt, wahrend die Amino-
sduren, die in Interaktion mit der wachsenden Fettsaurekette treten, gelb
markiert sind. Das Leucin an Position 204 ist griin dargestellt.

Price et al. (2001) konnten fUr die homologe KR aus Raps zeigen, von welchen Aminosauren
die wachsende Fettsdurekette bei der nativen Reaktion der KR koordiniert wird. Die korre-
spondierenden Aminosauren in der KR aus Synechococcus PCC 7942 sind unter anderem
Phenylalanin (F) 190, Methionin (M) 195, Leucin (L) 204 und Leucin 246. Abbildung 6.16 B
stellt die Lage der Aminosauren im Homologiemodell dar. Der Kanal, der ausgehend vom ak-
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tiven Zentrum gebildet wird, ist zu erkennen. Durch eine Konformationsanderung infolge der
Substratbindung klappt der flexible Deckel Gber den Kanal, in dem sich das Substrat befindet
(Fisher et al., 2000), woraus sich der Einfluss dieser Region auf die Enzymaktivitat ergibt.
Neben der héchsten Sequenzahnlichkeit zwischen den Enzymen aus Synechococcus RCC
307 und Synechococcus PCC 7942 in diesem flexiblen Bereich besitzen auch nur diese bei-
den Enzyme ein Leucin an Position 204 anstelle des Isoleucins, das alle anderen Ketoreduk-
tasen aufweisen (Abbildung 6.16 A). Da Leucin einen ahnlichen sterischen Anspruch hat wie
Isoleucin, jedoch eine deutlich héhere Neigung zur Ausbildung von a-Helices aufweist (Lyu
et al., 1991), liegt der Aktivitatseinfluss wahrscheinlich an der gesamten Konformation des
Deckels und nicht nur an der einzelnen Aminosaure.

Bei dem homologen Enzym aus Escherichia coli konnte in Zellen des Stammes JM 109
nach 24 h Umsetzung bei einer Biomassekonzentration von 2 ggty L' und einer Substrat-
konzentration von 150 mM kein Umsatz von 2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon gemessen
werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Die KR aus Escherichia coli besitzt ebenfalls ein Isoleucin
an Position 204, wobei direkt vor dem Isoleucin drei weitere Aminosduren inseriert sind, die
in jeder cyanobakteriellen KR fehlen (Fisher et al., 2000). Diese Unterschiede kénnten da-
fur verantwortlich sein, dass die KR aus Escherichia coli 2',3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon

nicht umsetzt.

6.3.9 Identifikation von Selektivitats-bestimmenden Aminosauren

Waéhrend alle cyanobakteriellen Ketoreduktasen bei der Reduktion der Substrate 2°,3',4’,5°,6'-
Pentafluoracetophenon und Ethylbenzoylacetat exzellente Enantiomereniberschiisse zeig-
ten, differierte die Enantioselektivitat bei Ethyl-4-chloracetoacetat und 4’-Chloracetophenon
stark. Daher wurde ebenfalls anhand von Sequenzvergleichen versucht, Aminosduren zu
identifizieren, die die Selektivitat der KR bestimmen.

Bei der Umsetzung von Ethyl-4-chloracetoacetat besal3 die Aminosaureposition 147 einen
groBBen Einfluss auf die Enantioselektivitat. In Abbildung 6.17 A ist der Enantiomerenlber-
schuss der Enzyme mit Ethyl-4-chloracetoacetat als Substrat in absteigender Reihenfolge
aufgetragen. Wahrend alle Enzyme mit hohem Enantiomereniiberschuss ein Valin an Positi-
on 147 besitzen, nehmen die Proteine mit einem polaren Serinrest eine Mittelstellung ein. Bei
allen wenig selektiven Enzymen findet sich ein Alanin, das einen viel geringeren Platzbedarf
hat als das bedeutend gréBere Valin. Die Heterogenitat der Enantioselektivitat bei den En-
zymen mit Alanin an Position 147 zeigt jedoch, dass es noch weitere Aminosaurepositionen
geben muss, die einen Einfluss besitzen. Abbildung 6.17 B verdeutlicht, dass die Lage der
Aminosaure 147 einen Selektivitatseinfluss plausibel macht.
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Abbildung 6.17: A) Abhangigkeit des Enantiomerenilberschusses (ee) bei der Redukti-
on von Ethyl-4-chloracetoacetat von der Aminosaure an Position 147.
Die Enzyme sind nach absteigendem Enantiomerenlberschuss geordnet.
[3: valin, O: Serin, B: Alanin. B) Lage der Aminosaureposition 147 im Ho-
mologiemodell. Das aktive Zentrum ist in Rot dargestellt, wahrend Position
147 grin markiert ist.

Bei der Reduktion von 4’-Chloracetophenon konnte ein Einfluss der Aminosaureposition 168
auf die Enantioselektivitat festgestellt werden, der jedoch weniger deutlich war als derjenige
der Aminos&ureposition 147 bei Ethyl-4-chloracetoacetat. Abbildung 6.18 zeigt, dass sich das
sterisch groBe Phenylalanin an Position 168 vorteilhaft auf die Enantioselektivitat auswirkte
im Vergleich zum kleineren Leucin. Das Phenylalanin an Position 168 ist in zahlreichen ho-
mologen Proteinen konserviert (Fisher et al., 2000). Hierzu zahlen auch die Enzyme aus

Escherichia coli und Raps. Die Konservierung dieser Aminosdureposition unterstreicht ihre
strukturelle Bedeutung.
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Abbildung 6.18: A) Abhangigkeit des Enantiomerenlberschusses bei der Reduktion von 4’-
Chloracetophenon von der Aminosaure an Position 168. Die Enzyme sind
nach absteigendem Enantiomerenliberschuss geordnet. 3. Phenylalanin,
l: Leucin. B) Lage der Aminosaureposition 168 im Homologiemodell. Das
aktive Zentrum ist in Rot dargestellt. Position ist 168 griin markiert.

6.4 Diskussion

Bei der Suche nach cyanobakteriellen KR-Varianten, die fir die asymmetrische Synthese
chiraler Alkohole geeignet sind, konnten zwei Enzyme identifiziert werden, die bei der Umset-
zung der vier Modellsubstrate 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon, Ethyl-4-chloracetoacetat,
Ethylbenzoylacetat und 4’-Chloracetophenon durchschnittlich héhere Aktivitaten erzielten als
die KR aus Synechococcus PCC 7942. Die beiden besten KRs stammen aus dem mari-
nen Cyanobakterium Synechococcus RCC 307 und dem limnischen Cyanobakterium Cya-

nothece PCC 8801, die ebenso wie Synechococcus PCC 7942 zur Ordnung Chroococcales
gehdren.
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6.4 Diskussion

Waéhrend die Enzyme aus Cyanobakterien der Ordnung Nostocales bei der Reduktion von
B-Ketoestern ebenfalls gute Ergebnisse erzielten, waren sie fir die Umsetzung der Aceto-
phenonderivate 4’-Chloracetophenon und 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon nicht geeignet.
Die KRs aus den Prochlorococcus-Stammen sowie aus Synechocystis PCC 6803 waren ins-
gesamt am wenigsten brauchbar fir die Produktion chiraler Alkohole.

Durch Sequenzvergleiche ist es gelungen, Aminosduren zu identifizieren, die fir Unterschie-
de in der Aktivitat gegentber 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon und der Enantioselektivitat
gegenlber Ethyl-4-chloracetoacetat und 4’-Chloracetophenon verantwortlich sein kénnten.
Diese Ergebnisse bilden eine mégliche Grundlage fir ein rationales Proteindesign. So kénn-
te die Enantioselektivitat des Enzyms aus Cyanothece PCC 8801 bei der Reduktion von
Ethyl-4-chloracetoacetat durch die Mutation des Serins an Position 147 in ein Valin erhéht
werden. Am gleichen Enzym kdnnte untersucht werden, ob ein Austausch des Isoleucins
an Position 204 gegen ein Leucin einen Aktivitats-steigernden Effekt gegenlber 2°,3’,4’,5’,6’-
Pentafluoracetophenon zur Folge hat. Hat die einzelne Mutation keine Auswirkung, kénnte
der gesamte Bereich zwischen Aminosdure 197 und 207 nach dem Vorbild der KR aus Syn-
echococcus PCC 307 gestaltet werden, die von den untersuchten Enzymen die schnellste
Umsetzung von 2’,3’,4’,5’,6’-Pentafluoracetophenon katalysierte.

Methodische Alternativen zu dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Vergleich natlrlicher KR-
Varianten zur Identifizierung interessanter Enzyme fiir die asymmetrische Synthese chiraler
Alkohole waren die Veranderung des Ausgangsenzyms aus Synechococcus PCC 7942 durch
ungerichtete Mutagenese oder die Suche nach homologen Enyzmen in Metagenombanken
gewesen.

Der Vorteil des Vergleichs natlrlicher Enzymvarianten gegentber der Verdnderung der KR
aus Synechococcus PCC 7942 durch ungerichtete Mutagenese liegt darin, dass alle natrli-
chen KRs funktionell aktiv sind, auch wenn sie eine betrachtliche Anzahl an Aminosaureaus-
tauschen aufweisen. Die Aminosauresequenz der KR aus Synechococcus PCC 7942 zeigt
beispielsweise Ubereinstimmungen mit den Sequenzen der Enzyme aus Cyanothece PCC
8801 und Synechococcus RCC 307 von 70 bzw. 76 %. Die zufallsbasierte Mutagenese hin-
gegen, die unter anderem durch eine fehlerbehaftete PCR (error prone PCR) bewirkt werden
kann, generiert haufig eine hohe Anzahl inaktiver Mutanten (You und Arnold, 1996). Ubliche
Mutationsraten der fehlerbehafteten PCR liegen bei 1-5 Mutationen pro Gen, wodurch alle
generierten Sequenzvarianten ferner sehr nah an der Proteinsequenz des Ausgangsenzyms
liegen und daher eine vergleichsweise geringe Diversitat abdecken (Kourist et al., 2009).
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Bei der Nutzung von Metagenombanken zur Identifizierung neuer Enzyme ist neben der phé-
notypischen Durchmusterung nach der gewtnschten Enzymaktivitat auch die DNA-basierte
Suche nach homologen Enzymen auf der Grundlage konservierter Sequenzbereiche még-
lich. Da jede cyanobakterielle KR die Fahigkeit zur Reduktion von 2°,3’,4’,5’,6’-Pentafluor-
acetophenon besaf3, das homologe Enzym aus Escherichia coli mit einer Sequenzidentitat
von 50 % zur KR aus Synechococcus PCC 7942 2°,3’,4’ 5',6’-Pentafluoracetophenon jedoch
nicht umsetzen konnte, ist die Umsetzung des perfluorierten Acetophenonderivats vermutlich
ein Merkmal, in dem sich cyanobakterielle KRs von anderen KRs abheben. Daher erscheint
die Suche nach entfernt verwandten Enzymen in Metagenombanken in diesem Zusammen-
hang nicht sinnvoll. Eine Ausnahme kénnten hierbei die Metagenome aus Gewasserproben
darstellen, die auch die genetische Information bislang unkultivierter oder nicht sequenzierter
Cyanobakterien abbilden.
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7 Cofaktorregenerierung

Das folgende Kapitel widmet sich der Entwicklung einer geeigneten Methode zur Cofaktorre-
generierung fiir KRs aus Cyanobakterien am Beispiel der KR aus Synechococcus PCC 7942.

7.1 Cofaktorregenerierung mit Cosubstraten

Zunachst wurde die Realisierbarkeit einer Substrat-gekoppelten Cofaktorregenerierung mit
der KR aus Synechococcus PCC 7942 untersucht. Hierflir wurden Isopropanol sowie alle
2-Alkanole mit Kettenldngen von C4 bis C8 als Cosubstrate eingesetzt. Bei keinem der Alko-
hole konnte eine Oxidationsreaktion zum korrespondierenden Keton gemessen werden. Da
sich die Alkanone ihrerseits als schlechte Substrate fir die KR erwiesen haben, wurde ferner
untersucht, inwieweit das Enzym Alkohole oxidieren kann, deren zugehdérige Ketone gut von
der KR umgesetzt wurden. Jedoch zeigte die KR auch gegenlber den beispielhaft ausge-
wahlten Alkoholen (R,S)-1-(2°,3’,4’,5,6’-Pentafluorphenyl)ethanol und Ethyl-(R,S)-4-chlor-3-
hydroxybutyrat nur Aktivitaten von 0,07 U mg™' beziehungsweise 0,15 U mg™'. Somit lagen
die Geschwindigkeiten der Oxidationsreaktionen im Bereich von 1-2 % der Reduktionsreak-
tionen, wodurch sich die KR als ungeeignet fiir eine Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerie-

rung erwies.

7.2 Anderung der Cofaktorspezifitit

Die Analyse des Substratspektrums hatte gezeigt, dass die KR nur in Gegenwart von NADPH
aktiv ist. Der Cofaktor NADH, der betrachtlich stabiler und glnstiger ist als das phosphory-
lierte Molekdl, wurde nicht akzeptiert. Da es ferner viermal mehr Regenerierungsenzyme fir
NADH als fiir NADPH gibt (Faber, 2004), war eine Anderung der Cofaktorspezifitat fiir einen
Einsatz in Enzym-gekoppelten Cofaktorregenerierungssystemen erstrebenswert.

Persson et al. (2003) beschreiben, dass die Cofaktorpraferenz innerhalb der Enzymfamilie
der Short-Chain-Dehydrogenasen/Reduktasen (SDRs) hauptséchlich von der Aminosaure-
position am Ende des p2-Stranges determiniert wird, die bei NADH-bindenden Enzymen
von einem Aspartat oder Glutamat besetzt ist. Diese Schllisselposition entspricht in dem
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Modellenzym fiir die klassischen SDRs 3a,208-Hydroxysteroiddehydrogenase der Amino-
saure 36 (Tabelle 3.8) (Persson et al., 2003; Ghosh et al., 1994b).

Persson et al. (2003) postulierten fir alle klassischen SDRs, dass die Einflihrung einer sauren
Aminosaure an dieser Position alleine eine Anderung der Cofaktorspezifitdt von NADPH zu
NADH bewirken sollte - unabhangig davon, ob sich eine basische Aminosaure (Arginin (R)
oder Lysin (K)) im TGxxxGhG-Motiv befindet. Das Arginin im Motiv TGASRGIG der KR ist
unter anderem an der NADPH-Bindung beteiligt.

Die analoge Aminoséaure zur Position 36 der 3,203-Hydroxysteroiddehydrogenase ist das
Tyrosin an Position 39 in der KR, das mittels ortsgerichteter Mutagenese gegen Aspartat
ausgetauscht wurde. Diese KR-Mutante zeigte zwar keine Enzymaktivitat mit NADPH als
Cofaktor, aber auch NADH wurde nicht akzeptiert. Folglich sind noch andere Aminosauren
wesentlich an der Diskriminierung zwischen NADH und NADPH beteiligt.

7.3 Fusion mit der D221G-Mutante der Formiatdehydrogenase
aus Mycobacterium vaccae

Die Fusion der KR an ein Enzym, das zur Reduktion von NADP* geeignet ist, stellt eine
Alternative zu den klassischen Methoden der Cofaktorregenerierung dar. Im Folgenden sind
die Ergebnisse der Fusion an die 44 kDa gro3e D221G-Mutante der Formiatdehydrogenase
(FDH) aus Mycobacterium vaccae dargestellt. Alle Fusionsproteine wurden in Escherichia
coli Tuner(DE3)-Zellen exprimiert. Soweit nicht anders angegeben wurde die KR-Aktivitat mit
Ethyl-4-chloracetoacetat als Substrat bestimmt.

7.3.1 Aktivitat der bifunktionellen Enzyme

Die Fusionierung der KR an das Regenerierungsenzym kann sowohl N- als auch C-terminal
erfolgen. Es wurden beide méglichen Proteinchimaren erstellt, wobei sich zwischen den En-
zymen jeweils eine Verbindungssequenz von drei Aminosauren befand. Da die von Geb-
hardt (2006) erstellte D221G-Mutante eine Leserahmenverschiebung im Bereich des Stopp-
Codons aufwies, die den in 3’-Richtung liegenden Hisg-Affinitatsanker zur Expression brach-
te, musste das Stopp-Codon hierbei nicht mutagenisiert, sondern die KR nur im richtigen
Leserahmen angehangt werden. Bei dem Konstrukt mit der KR am N-Terminus wurde das
Stopp-Codon durch ortsgerichtete Mutagenese entfernt.

Wahrend die Variante mit der KR am N- und der FDH am C-Terminus (KR-FDH) keinerlei
FDH-Aktivitat und nur sehr geringe Ketonreduktionsaktivitat zeigte, waren bei dem Konstrukt
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mit der anderen Orientierung (FDH-KR) beide Teile enzymatisch aktiv. Es konnte ein deutli-
cher Einfluss der Expressionstemperatur auf die Aktivitdt des FDH-KR-Fusionsproteins fest-
gestellt werden. Bei einer Temperatur von 37 °C konnte nur bei dem KR-Anteil enzymatische
Aktivitat nachgewiesen werden, wahrend bei 20°C beide Doméanen der Chimére funktionell
aktiv waren. Jedoch aggregierten 83 % des exprimierten Proteins zu Einschlusskérpern. Be-
zogen auf die Biotrockenmasse bedingte das l6slich exprimierte Fusionsprotein eine FDH-
Aktivitat von 1,43 + 0,31 U ggtm™' und eine KR-Aktivitat von 101,30 + 20,33 U ggtm™".

Von der Aktivitat der D221G-Mutante ist bekannt, dass sie im Bereich von 10 % der Aktivitat
der Wildtyp-FDH liegt (Gebhardt, 2006). Fiir das Wildtypenzym aus Mycobacterium vaccae
wurde eine Aktivitat von 10,<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>