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Einleitung 1

1 Einleitung

Schitzungsweise 10 — 15 % der erwachsenen Bevolkerung in westlichen Industrienationen sind
Triger von Gallensteinen. Wihrend die meisten Trédger ein Leben lang ohne Symptome bleiben,
filhren Gallensteine in 20 — 40 % der Fille zu einer Gallenkolik, womit Gallensteinerkrankun-
gen den Hauptanteil der stationdren Krankenhauseinweisungen infolge gastrointestinaler Be-
schwerden stellen und allein in den USA jihrliche Kosten von 6,5 Mrd. Dollar verursachen. Die
Therapie der Wahl ist in den meisten Féllen die operative Entfernung der Gallenblase (Shaffer,

2006; Lee & Kim, 2009).

Aus der traditionellen Chinesischen Medizin ist ein Arzneimittel bekannt, das eine nicht-in-
vasive Behandlung von Gallensteinen ermdglicht. Schon in der Tang-Dynastie fand Birengalle
als Therapeutikum fiir Gelbsucht im Xinxiu Bencao (657 n.Chr.) Erwidhnung, dem ersten be-
hordlich erstellten Arzneibuch der Welt. Weitere Arzneibiicher aus der Song-, und Ming-Dy-
nastie (10. — 13. und 14. — 17. Jahrhundert) empfehlen die Einnahme von Bérengalle bei Gelb-
sucht, abdominaler Distension und Oberbauchbeschwerden — alles Beschwerden, die durch Er-
krankungen der Leber und des Gallentrakts hervorgerufen werden konnen, einschlieBlich durch

Gallensteine (Lindley & Carey, 1987; Li et al., 1995).

Die hohe Nachfrage nach Birengalle fiihrte dazu, dass Biren als Folge ihrer Bejagung zu
einer bedrohten Spezies wurden. Auch die Ziichtung von Béren in Biarenfarmen, um ihre Galle
iiber einen Katheter direkt aus der Gallenblase zu gewinnen, kann deren Bedarf nicht decken,
so dass es seit Beginn des 20. Jahrhunderts Bestrebungen gibt, einen Ersatz fiir diesen Natur-
stoff zu finden. Analysen iiber die Zusammensetzung der Galle bei Vertebraten ergeben, dass
Gallensalze eines ihrer Hauptbestandteile darstellen. Bei den meisten Spezies dominieren die
beiden Gallensalze Cholsdure und Chenodesoxycholséure, jedoch findet sich speziell bei Biren

im groen Umfang ein Epimer der Chenodesoxycholsdure, welches die Bezeichnung Ursodes-
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oxycholsidure triagt. Diese Bezeichnung leitet sich von dem Wort ,.ursus* ab, dem lateinischen

Begriff fiir ,,Bar** (Ekdahl & Sjovall, 1958; Hagey et al., 1993; Feng et al., 2009).
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Ursodesoxycholsidure (UDCA) ist ein Wirkstoff, der breite Anwendung bei einer Vielzahl von
Indikationen findet. Der weltweite jahrliche Bedarf betrug 2009 schitzungsweise 200 Tonnen
(Feng et al., 2009). Erstmals 1955 wurde UDCA durch japanische Forscher synthetisiert. Ihre
industrielle Herstellung erfolgt seitdem auf chemischen Weg, in einem siebenstufigen Prozess,
der in den vergangenen Jahrzehnten zunehmend rationalisiert und optimiert wurde. Aufgrund
der komplexen Stereochemie dieses Stoffes wurden seit den 1980er Jahren enzymatische Schrit-
te bei dessen Herstellung vorgeschlagen und erforscht (Sutherland et al., 1982b; Carrea et al.,

1992). Kommerzielle Anwendung finden diese Schritte bislang jedoch nicht.

Die vorgeschlagenen Synthesewege lassen sich in zwei Hauptwege einteilen. IThre Gemein-
samkeit haben sie in ihrer Ausgangssubstanz Cholsidure (CA), die sich aus Schlachtabfillen
gewinnen lisst, und in ihrem Endprodukt der enzymatischen Schritte, der 12-Keto-Ursodes-
oxycholsdure (12-Keto-UDCA), die sich anschlieend in einem chemischen Schritt zu UDCA

umwandeln lasst.

Die Forschungsarbeiten beschrinkten sich bis auf wenige Ausnahmen bislang auf den einen,
rein enzymatischen Syntheseweg von CA zu 12-Keto-UDCA (Medici et al., 2002; Fossati et al.,
2006; Monti et al., 2009). Monti et al. (2009) gelang es hierbei, in einem Verfahren mit fiinf
beteiligten Enzymen, 12,5 mM CA in einem Prozessschritt vollstindig zu 12-Keto-UDCA um-
zusetzen. Jedoch wurden samtliche dieser Arbeiten zumindest teilweise mit Enzymen durch-
gefiihrt, die aus Wildtyp-Organismen isoliert wurden, darunter schwer zu kultivierende, obligat
anaerobe Organismen wie etwa Clostridien. Braun (2011) setzte am Lehrstuhl fiir Bioverfah-
renstechnik der TU Miinchen als erstes ausschlieBlich in Escherichia coli (E. coli) rekombinant
exprimierte Enzyme ein. Ihm gelang mit Hilfe eines rekombinanten Ganzzellbiokatalysators die
Umsetzung von iiber 100 mM CA zum Intermediat 12-Keto-Chenodesoxycholsédure (12-Keto-

CDCA).
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OH
Chenodesoxycholséure Ursodesoxycholsgure

120-HSDH Wolff-Kishner
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Abbildung 2.1: Synthesewege fiir Ursodesoxycholsdure (UDCA). A: Chemischer Syntheseweg fiir UDCA, B:
chemo-enzymatische Synthesewege nach Sutherland & Macdonald (1982a), C: chemo-enzymatischer Synthese-
weg nach Carrea et al. (1992).

Das Interesse dieser Arbeit lag auf dem zweiten, chemo-enzymatischen Syntheseweg von
CA zu 12-Keto-UDCA. Bei diesem wird CA zunéchst chemisch zu Dehydrocholsdure (DHCA)
oxidiert und anschlieBend mit Hilfe zweier enzymatischer Schritte, katalysiert durch eine 3«x-
Hydroxysteroiddehydrogenase (3-HSDH) und eine 7(3-Hydroxysteroiddehydrogenase (73-
HSDH), zu 12-Keto-UDCA reduziert. Dieser Weg wurde als erstes von Carrea et al. (1992) vor-
geschlagen, dem die vollstindige Umsetzung von 12,5 mM DHCA zu 12-Keto-UDCA gelang,
jedoch kamen wiederum aus Wildtyp-Organismen isolierte Enzyme zum Einsatz. Die Synthe-

sewege fiir UDCA sind in Abbildung 2.1 zusammengefasst.

Am Institut fiir Technische Biologie (ITB) der Universitit Stuttgart gelang erstmals die Iso-
lation und rekombinante Expression einer 73-HSDH (Liu et al., 2010). Zusammen mit einer

seit kurz vor der Jahrtausendwende rekombinant vorliegenden 3x-HSDH (Mobus & Maser,
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1998) sind damit die Voraussetzungen gegeben, einen auf rekombinant exprimierten Enzymen

basierten Herstellungsprozess von 12-Keto-UDCA aus DHCA zu entwickeln.

Erste Arbeiten von Braun et al. (2012) zeigten, dass eine vollstindige einstufige Umsetzung
von 70 mM DHCA zum Intermediat 3,12-Diketo-Ursodesoxycholsdure (3,12-Diketo-UDCA)
unter Verwendung eines rekombinanten E. coli-Ganzzellbiokatalysators moglich ist. Aller-
dings konnten bei der zweistufigen Umsetzung von 50 mM DHCA zu 12-Keto-UDCA kein
vollstindiger Umsatz erzielt werden, obwohl 18,5 ggry L™ des Ganzzellbiokatalysators ein-
gesetzt wurden. Dennoch wurde gezeigt, dass eine Umsetzung von DHCA zu 12-Keto-UDCA
innerhalb eines Prozessschritts mit einem rekombinanten Ganzzellbiokatalysator prinzipiell zu

erreichen ist.

Das Ziel dieser Forschungsarbeit ist nun, auf Basis dieser Vorarbeiten, einen moglichst effizi-
enten, auf IndustriemaBstibe skalierbaren und wettbewerbsfihigen Satzprozess zur Herstellung
von 12-Keto-UDCA aus DHCA auf Grundlage rekombinanter E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren
zu entwickeln. Ein Satzprozess verfiigt durch die einfache Prozessfiihrung iiber den Vorteil der
einfachen Ubertragbarkeit und Skalierbarkeit. E. coli wurde als Wirtsorganismus gewihlt, da
dieser iiber passive und aktive Transportmechanismen fiir Gallensalze verfiigt und denen ge-
geniiber hohe Toleranzen aufweist (Thanassi et al., 1997). Zudem sind vielféltige Techniken
zur genetischen Manipulation von E. coli bekannt (Sambrook & Russell, 2001). Fiir die Prozes-
sentwicklung spielt nicht nur die Raum-Zeit-Ausbeute eine Rolle, sondern auch das fiir einen
wirtschaftlichen Prozess wichtige Verhiltnis zwischen Produkt- und Biokatalysatormenge (Pol-
lard & Woodley, 2007). Hierbei sollen auf Enzym-, Stamm-, Kultivierung- und Prozessebene

Fortschritte erzielt werden.

Auf der Enzymebene stehen bislang nur NADPH-abhéngige Varianten der 73-HSDH zur
Verfiigung, wihrend die zur Verfiigung stehende 3c-HSDH NADH-abhingig ist (Braun et al.,
2012). Hier sollen mittels Protein-Engineering NADH-abhéngige 7(3-HSDH-Mutanten erzeugt
werden, wodurch auf den Kofaktor NADP(H) verzichtet werden kann, was zu einer einfacheren

Kofaktorregenerierung fiihren kann.

Weiterhin sollen verschiedene Strategien zur Ganzzellbiokatalyse mit rekombinanten E. coli
untersucht werden, bei denen Enzyme mit unterschiedlichen Kofaktorspezifititen, verschiedene

Kofaktorregenerierungsenzyme und die Verwendung eines oder zweier Ganzzellbiokatalysato-
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ren betrachtet werden. Hierbei muss fiir jeden Fall zunichst eine Stammentwicklung erfolgen
und alle Ganzzellbiokatalysestrategien mit optimierten Stimmen vergleichend evaluiert wer-

den. Am Ende erfolgt die Auswahl der besten Ganzzellbiokatalysestrategie.

Die ausgewihlte Ganzzellbiokatalysestrategie soll anschlieBend einer Optimierung unter-
zogen werden. Hierbei sollen Biokatalysatorherstellung (Fermentation), Lagerung und die
Durchfiihrung der Biokatalysereaktion durchleuchtet werden. Ziel ist es, einen schnellen, ef-

fizienten, robusten und skalierbaren Prozess bei minimalem Biokatalysatoreinsatz zu finden.

Um das Reaktionssystem besser zu verstehen, soll zudem ein mechanistisches kinetisches
Modell der multienzymatischen Reaktion erstellt werden. Hierzu miissen enzymkinetische
Parameter bestimmt und das Gesamtmodell validiert werden. Die Analyse des Modells soll
das Wissen iiber den Reaktionsprozess erweitern und Aufschliisse iiber weitere Optimie-

rungsmoglichkeiten geben.

Anhand dieser definierten Ziele wird folgender Arbeitsplan aufgestellt:

Protein-Engineering der 7(3-HSDH

o Herstellung einer NADH-abhingigen 7(3-HSDH-Mutante mittels rationalem Prote-
in-Design

o Gerichtete Evolution der 73-HSDH zur Generierung besserer NADH-abhéngiger
Mutanten

Evaluationen verschiedener Ganzzellbiokatalysestrategien mit rekombinanten E. coli
o Ausarbeitung verschiedener Systeme
o Stammentwicklung und erste Optimierung

o Vergleichende Evaluation der Systeme

Untersuchung und Optimierung der Ganzzellbiokatalyse hinsichtlich
o Kultivierung
o Lagerung

o Biokatalyseprozess

Mechanistische Modellierung der multienzymatischen Reaktion

O

Erstellung einer geeigneten Modellarchitektur

o

Bestimmung von Modellparametern

O

Validierung des Prozessmodells

(@)

Analyse des Prozessmodells



Theoretische Grundlagen 7

3 Theoretische Grundlagen

3.1 Biokatalytische Prozesse in der organischen Synthese

Biotechnologische Prozesse werden bereits seit dem Altertum fiir die Herstellung von Lebens-
mitteln angewandt. Mit der Entwicklung der modernen Naturwissenschaft im 18. und 19. Jahr-
hundert wurden biotechnologische Prozesse auch Gegenstand einer wissenschaftlichen Wahr-
nehmung (Buchholz et al., 2012). Die erste biokatalytische asymmetrische Reaktion wurde
1858 von Louis Pasteur beschrieben, dem eine kinetische Racematspaltung von DL-Diammo-
niumtartrat mit Penicillium glaucum gelang (Pasteur, 1858). Im Jahre 1898 erkannte Emil Fi-
scher die besondere Chemo-, Regio- und Stereoselektivitidt von Enzymen (Fischer, 1898), und
im selben Jahr gelang Arthur Croft-Hill die erste enzymatische Synthese, bei der er Hefeextrakt
zu einer Glucoselosung gab und im Anschluss Isomaltose erhielt (Sumner & Somers, 1953). In
den 1930er Jahren wurden bereits Enzyme in der industriellen Produktion eingesetzt (Wenda
et al., 2011). Mit der Identifikation immer weiterer Biokatalysatoren und den Fortschritten auf
dem Gebiet der rekombinanten DNA-Technologie und des Protein-Engineerings erfuhr die in-
dustrielle Biokatalyse einen weiteren Aufschwung in der zweiten Hélfte des 20. Jahrhunderts
und der tiberwiegende Grofteil kommerziell verfiigbarer Enzyme ist mittlerweile rekombinan-

ten Ursprungs (Liese et al., 2006; Aehle, 2007; Buchholz et al., 2012).

3.1.1 Enzymatische Prozesse in der Gegenwart

In der heutigen Zeit wird die Biokatalyse sowohl in der Akademia als auch in der Industrie
als ein vielversprechender Ansatz fiir die Entwicklung nachhaltiger Verfahren fiir die chemi-
sche Industrie gesehen (Fahrenkamp-Uppenbrink, 2002). Bereits 2003 wurden 22 von 38 asym-
metrischen Synthesen im GroBmaBstab mit Biokatalysatoren durchgefiihrt (Blaser & Schmidt,

2004), wihrend bereits tiber 500 kommerziell erhiltliche Produkte durch enzymatische Verfah-
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Lyasen, 5 % Isomerasen, 1 %

~—_Ligasen, 0 %
Oxidoreduktasen, 25 %

\Transferasen, 4%

Abbildung 3.1: Einsatz verschiedener Enzymklassen in der organischen Synthese nach Jeromin & Bertau (2005).

Hydrolasen, 65 %

ren hergestellt wurden (Johannes & Zhao, 2006). Entsprechend der Bedeutung enzymatischer
Verfahren fiir die chemische Industrie entwickelte sich auch das Marktvolumen fiir industrielle
Enzyme von 1,6 Mrd. USD in 1998 auf 5,1 Mrd. USD in 2009 mit weiterhin steigender Tendenz
(Sanchez & Demain, 2011).

Enzyme werden gemif der International Union of Biochemistry (IUB) in sechs Klassen un-
terteilt: Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen und Ligasen (Webb,
1992). Im industriellen Einsatz sind hierbei Hydrolasen am stidrksten vertreten, wihrend Oxi-

doreduktasen mit 25 % an zweiter Stelle folgen (vgl. Abbildung 3.1).

3.1.2 Vorteile enzymatischer Synthesen

Ein wichtiger Grund fiir den Einsatz von Enzymen ist die hohe Chemo-, Regio- und Stereo-
selektivitidt der von ihnen katalysierten Reaktionen. Dadurch konnen unerwiinschte Nebenpro-
dukte weitgehend vermieden werden, so dass diese nicht aufwindig abgetrennt werden miissen
und insgesamt hohere Ausbeuten zu erzielen sind (Schulze & Wubbolts, 1999; Rozzell, 1999;
Schmid et al., 2001). Durch ihre hohe Selektivitit kann zudem auf das bei der chemischen Syn-
these hédufig durchgefiihrte Einfiigen und Entfernen von Schutzgruppen verzichtet werden, was
die Anzahl benétigter Prozessschritte verringert und dadurch mit einer Effizienzsteigerung des
gesamten Syntheseprozesses einhergeht (Schmid et al., 2001; Ishige et al., 2005). Trotz ihrer
Selektivitdt sind Enzyme nicht auf ein bestimmtes Substrat beschrinkt, sondern verfiigen iiber
eine natiirliche Promiskuitidt wodurch sie bereits in ihrer natiirlichen Umgebung mehrere Sub-

strate umsetzen konnen. Allerdings konnen Enzyme auch nicht-natiirliche Substrate akzeptie-
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ren oder sogar nicht-natiirliche Reaktionen katalysieren (Schoemaker et al., 2003; Purkarthofer
et al., 2006; Khersonsky & Tawfik, 2010). Enzyme kénnen auch Reaktionen an nicht-aktivier-
ten Positionen katalysieren, die fiir eine chemische Umsetzung nicht oder nur sehr schwer zu

erzielen sind (Rozzell, 1999; Schoemaker et al., 2003).

Enzyme sind dariiber hinaus duBerst effiziente Katalysatoren, die die Reaktionsgeschwindig-
keit gegeniiber der nicht-katalysierten Reaktion typischerweise um Faktor 108 — 10! beschleu-
nigen und somit chemische Katalysatoren deutlich iibertreffen. Somit kann eine enzymkataly-
sierte Reaktion mit deutlich geringerem Katalysatoranteil durchgefiihrt werden. Wéhrend che-
mische Katalysatoren in der Regel mit einen molaren Anteil von 0,1 — 1 % eingesetzt werden,
liegt dieser Wert bei enzymkatalysierten Reaktionen im Bereich von 1073 — 10 % (Wolfenden

& Snider, 2001; Faber, 2011).

Anders als chemische Reaktionen werden enzymatische Umsetzungen in der Regel bei mil-
den Bedingungen, moderaten Temperaturen (20 — 40 °C), neutralem pH (pH 5 — 8), wissriger
Losung und Atmosphirendruck durchgefiihrt. Dies verringert zum einen den Energieeinsatz
im Prozess, zum anderen minimiert es das Risiko unerwiinschter Nebenreaktionen, was beson-
ders bei labilen Produkten von Bedeutung ist (Panke et al., 2004; Ishige et al., 2005; Illanes
et al., 2012). Hiufig ist durch den Verzicht auf gefdhrliche Reaktanden auch die Sicherheit bei
enzymatischen Prozessen erhoht (Nakamura et al., 2003). Ein weiterer Aspekt ist, dass Enzy-
me biologisch abbaubar sind und umweltfreundlich entsorgt werden konnen, im Gegensatz zu

chemischen Katalysatoren, die hidufig Schwermetalle enthalten (Rozzell, 1999).

Ein weiterer Vorteil ist, dass Enzyme unter dhnlichen Reaktionsbedingungen aktiv sind, wo-
durch diese miteinander kompatibel sind. Somit konnen auch mehrstufige Reaktionskaskaden
in einem einzigen Prozessschritt durchgefiihrt werden, indem mehrere Enzyme miteinander

kombiniert werden, was die Effizient des Syntheseprozesses weiter steigert (Faber, 2011).

3.1.3 Nachteile enzymatischer Synthesen

Trotz der vielen Vorteile, die Enzyme gegeniiber chemischen Katalysatoren aufweisen, werden
ihnen auch Nachteile entgegengehalten. Ein Aspekt ist die limitierte Verfiigbarkeit von Enzy-

men, so dass nicht fiir jede gewiinschte Reaktion ein geeigneter Biokatalysator zur Verfiigung
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steht (Faber, 2011). In diesem Zusammenhang ist es wichtig, dass das Arsenal an bekannten
Biokatalysatoren bestdndig erweitert wird, zum Beispiel durch Durchmusterung von Stamm-
sammlungen, Metagenom- und Datenbankanalysen oder durch Protein-Engineering (Fessner
et al., 1999; Ferrer et al., 2010; Behrens et al., 2011; Eriksen et al., 2014). Ein weiterer Aspekt
ist, dass es keine Enzympaare gibt, die wie Bild und Spiegelbild zueinander passen. Da die
intrinsische Chiralitdt der Enzyme nicht umkehrbar ist, kann die stereochemische Selektivitit
einer enzymkatalysierten Reaktion nicht einfach durch den Einsatz des anderen Enantiomers
umgekehrt werden, wie es etwa bei chemischen Katalysatoren moglich ist (Wyatt & Warren,
2007; Faber, 2011). Jedoch existieren auch Ausnahmen wie katalytisch aktive RNA-Molekiile,
sogenannte Ribozyme (Lorsch & Szostak, 1994). Trotzdem bleibt dem Anwender oft nichts
anderes librig, als neue Enzyme zu identifizieren oder die Stereoselektivitit des Enzyms durch

Protein-Engineering umzukehren (May et al., 2000; Faber, 2011).

Weiterhin wird oft beméngelt, dass Enzyme nur unter mildem Bedingungen stabil sind, und
empfindlich auf hohe Temperaturen, Salzgehalte oder extremen pH reagieren und durch diese
inaktiviert werden (Faber, 2011). Hierbei konnen gezielte Durchmusterungen von Extremophi-
len helfen, deren Enzyme durch die Umwelt dieser Organismen entsprechend angepasste Tole-
ranzen aufweisen. So sind sowohl Enzyme bekannt, die ihre Funktion auch bei iiber 100 °C
beibehalten, als auch welche, die selbst im gefrorenen Zustand aktiv sind (Schuster et al.,
1990; Adams, 1993; Phillips, 1996). Auch mit Methoden des Protein-Engineerings konnen
Prozessstabilititen erhoht und Temperatur- und pH-Optima von Enzymen verdndert werden

(Schoemaker et al., 2003).

Eine weitere Limitation ist, dass Enzyme in der Regel ihre maximale Aktivitédt in wissrigen
Losungen entfalten, wihrend organische Losungsmittel denaturierend wirken konnen (Laane
et al., 1987; Schmid et al., 2001). Dies ist vor allem dann ein Nachteil, wenn das umzuset-
zende Substrat nur eine geringe Loslichkeit in Wasser aufweist (Ledn er al., 1998; Wenda
etal.,2011). Allerdings sind auch Enzyme bekannt, die in nicht-wéssrigen Losungsmitteln oder
Losungen mit hohem Anteil an organischen Losungsmitteln eingesetzt werden konnen. Hier
konnten Durchmusterungen von Organismen mit hoher Toleranz fiir organische Losungsmittel
oder wiederum Protein-Engineering helfen (Gupta & Khare, 2009; Wenda et al., 2011). Der

Wechsel des Losungsmittels kann zudem auch als Chance begriffen werden, da manche En-
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zyme dadurch verinderte Chemo-, Regio- und Stereoselektivititen erhalten konnen (Klibanov,

2001).

Héufig ist bei Enzymen zudem eine Substrat- oder Produktinhibition zu beobachten. Wihrend
sich eine Substratinhibition leicht liber ein Substratzudosierungsverfahren umgehen lisst, ist die
Uberwindung der Produktinhibition eine groBere Herausforderung (Faber, 2011). Hier konnte
der Einsatz von Zwei-Phasen-Systemen hilfreich sein, wobei die zweite Phase sowohl als Sub-
stratreservoir als auch als in situ Extraktionsmittel fiir das Produkt dienen kann (Dennewald

etal.,2011).

Viele Enzymreaktionen sind zudem auf Kofaktoren angewiesen, die bei der Umsetzung sto-
chiometrisch verbraucht werden. Diese sind oft chemisch instabil und zudem sehr teuer, so
dass diese regeneriert werden miissen. Auf diesem Feld gab es in den vergangenen Jahrzehn-
ten betrichtliche Fortschritte, so dass diese Herausforderung fiir einige Kofaktoren bereits als
bewiltigt angesehen werden kann (Bommarius & Riebel-Bommarius, 2004; van der Donk &
Zhao, 2003). Trotzdem wird noch der Grofteil industrieller Enzymreaktionen mit Hydrolasen

durchgefiihrt, die keine Kofaktoren benotigen (vgl. Abbildung 3.1).

3.1.4 Dehydrogenasen/Reduktasen

Dehydrogenasen/Reduktasen bilden eine Untergruppe der Oxidoreduktasen, welche die Uber-
tragung von Reduktionsédquivalenten zwischen zwei Redoxsystemen katalysieren. Die von der
IUB unter EC 1.1.1.x klassifizierten Dehydrogenasen/Reduktasen katalysieren die Oxidation
von Alkoholen zu Ketonen bzw. Aldehyden und die jeweilige Riickreaktion unter Transfer
eines Hydridions. Dabei bendtigen sie den Kofaktor Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)
(NAD(P) bzw. NAD(P)H) (Webb, 1992; Nakamura et al., 2003). Die Reaktionen sind in der
Regel chemo-, regio- und enantioselektiv, wodurch mit ihnen racemische Gemische sekundirer
Alkohole aufgetrennt werden konnen, indem ein Enantiomer schneller umgesetzt wird als das

andere (vgl. Abbildung 3.2).

Unterteilt werden Dehydrogenasen/Reduktasen basierend auf der Lénge ihrer monomeren
Aminosduresequenz. Langkettige Dehydrogenasen/Reduktasen (long chain dehydrogenase/

reductase, LDR) besitzen eine Sequenzlinge von mehr als 350 Aminosduren
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Abbildung 3.2: A zeigt schematisch die durch Dehydrogenasen/Reduktasen katalysierten Reaktionen. B zeigt das
Prinzip der Racematspaltung mittels Dehydrogenasen/Reduktasen.

und sind von Metallionen abhdngig (v.a. Eisen und Zink). Mittelkettige Dehy-
drogenasen/Reduktasen  (medium  chain  dehydrogenase/reductase, ~ MDR)  besit-
zen eine ungefdhre Lidnge von 350 Aminosduren und sind zinkabhingig. Zu ih-
nen gehoren unter anderem die Pferdeleber-Alkoholdehydrogenase der Klasse
I (Persson et al, 2008). Kurzkettige Dehydrogenasen/Reduktasen (short chain
dehydrogenase/reductase, SDR) besitzen hingegen eine Sequenzlinge von 250-350 Amino-

sduren und verfiigen nicht iiber ein Metallion (Oppermann et al., 2003).

SDR besitzen trotz der im paarweisen Vergleich typischerweise geringen Sequenzidentititen
von 20-30 % ein gemeinsames «/(3-Faltungsmuster, das eine Rossmann-Faltung beinhaltet.
Diese besteht aus drei oder mehr parallelen 3-Stringen, die mit «-Helices verbunden sind und
besitzt die Fihigkeit, Nukleotide zu binden (Rao & Rossmann, 1973; Rossmann et al., 1975;
Oppermann et al., 2003; Kallberg et al., 2010). Funktional verfiigen SDR iiber eine groe Di-
versitit und setzen Substrate wie Alkohole, Ketone, Zucker, Steroide und aromatische Verbin-
dungen um. Dariiber hinaus existieren Vertreter, die der Gruppe der Isomerasen oder Lyasen
zugeordnet werden, oder solche, die keine bekannte enzymatische Aktivitit aufweisen (Pers-

son, 2003; Persson et al., 2008).

Die SDR-Superfamilie ldsst sich nochmals in verschiedene Unterfamilien einteilen, wobei
HKlassisch* und ,,Erweitert* die grofiten Unterfamilien bilden und sich im Wesentlichen in ih-

rer Lange (250 bzw. 350 Aminosduren) und ihrer Kofaktorbindetasche unterscheiden (Jornvall
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Tabelle 3.1: Konservierte Sequenzmotive bei klassischen SDR nach Kallberg et al. (2002) und Persson (2003).
Aminosduren sind als Einbuchstabencode angegeben, Kleinbuchstaben stehen fiir aromatisch (a), geladen (g),
hydrophob (h), polar (p) und beliebig (x). Alternative Aminoséduren an einer Position sind in eckigen Klammern
gestellt, die Aminoséuren der katalytischen Tetrade sind fett markiert.

Sekundiirstruk- Sequenzmotiv Postulierte Funktion

turelement

B+ oy TGxxxGhG Strukturgebend fiir Kofaktorbindung
B3+ a3 Dhx[gp] Bindung des Adeninrings des Kofaktors
B4 GxhDhhhNNAGh Stabilisierung des zentralen 3-Faltblatts
o4 hNhxG Teil des aktiven Zentrums

Bs GxhhxhSSh Teil des aktiven Zentrums

x5 Yx[AS][STIK Teil des aktiven Zentrums

Be h[KR]Jh[NS]xhxPGxxxT Strukturgebend

et al., 1995). Die klassischen SDR weisen konservierte Sequenzmotive auf (vgl. Tabelle 3.1),
von denen das Nukleotidbindungsmotiv TGxxxGhG im N-terminalen Bereich hervorzuheben
ist, welches eine wichtige strukturgebende Funktion bei der Kofaktorbindung ausiibt (Jornvall
et al., 1981; Oppermann et al., 1997; Jornvall et al., 1999; Filling et al., 2002). Weitere Unter-

familien der SDR sind ,,Intermediate”, ,,Divergent”, ,,Complex' und , Atypical*

Das aktive Zentrum der klassischen SDR wird durch eine katalytische Triade aus den Ami-
nosduren Serin, Tyrosin und Lysin im Bereich des [35-Strangs und der os-Helix bestimmt
(Ghosh et al., 1994a; Oppermann et al., 1997), die bei den meisten Vertretern noch um ein
konserviertes Aspartat an der oy-Helix erweitert wird, weshalb auch oft von einer katalytischen
Tetrade gesprochen wird (Filling et al., 2002; Oppermann et al., 2003). Der Katalysemechanis-
mus ist exemplarisch an der 7a-HSDH aus E. coli in Abbildung 3.3 dargestellt (Tanaka et al.,
1996b).

Weiterhin unterscheiden sich klassische SDR im Bereich der Kofaktorbindetasche, die die
Kofaktorspezifitit des Enzyms determiniert. Bet NADH-akzeptierenden Enzymen befindet sich
am C-terminalen Ende des 3,-Strangs meist eine saure Aminosdure Aspartat oder Glutamat,
wihrend bei NADPH-bindenden SDR an dieser Position oft eine kleine aliphatische Ami-
nosdure lokalisiert ist, gefolgt von einer basischen Aminosédure Arginin oder Lysin. Weiterhin
verfiigen NADPH-abhingige Enzyme oft iiber eine weitere basische Aminosdure innerhalb des

TGxxxGhG-Motivs (Ghosh et al., 1994b; Persson, 2003).
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Abbildung 3.3: Katalytischer Mechanismus der 7a-HSDH nach Tanaka et al. (1996b).



Theoretische Grundlagen 15

3.1.5 Kofaktorregenerierung

Bei der enzymatischen Umsetzung mit NAD(P)H-abhiingigen Oxidoreduktasen erfolgt die
Ubertragung eines Hydridions vom Nicotinamid-Kofaktor auf das Substrat bzw. in umgekehrter
Richtung. Dabei wird der benotigte Kofaktor in stochiometrischer Weise verbraucht. Aufgrund
der hohen Kosten fiir Nicotinamid-Kofaktoren wére ein industrieller Prozess bei stochiometri-
scher Zugabe unwirtschaftlich, weshalb diverse Methoden zur in situ-Regeneration von Kofak-

toren entwickelt wurden (van der Donk & Zhao, 2003; Wichmann & Vasic-Racki, 2005).

Ausschlaggebend fiir den Regenerierungsprozess ist die Anzahl der Regenerationszyklen, die
ein Kofaktor bis zu seiner Inaktivierung durchlaufen kann, welche als total turnover number
(TTN) angegeben wird (Chenault & Whitesides, 1987). Um einen 6konomischen Prozess zu
erhalten sollte die TTN mindestens 10> — 10° mol mol! betragen (van der Donk & Zhao, 2003).

Mogliche Regenerierungsstrategien sind eine chemische (Jones et al., 1972; Bhaduri et al.,
1998; Wagenknecht et al., 2003), elektrochemische (Dominguez et al., 1993; De Lacey
et al., 2000) oder photochemische (Julliard & Le Petit, 1982; Nakamura & Yamanaka, 2002)
Reduktion der Kofaktoren, deren Nachteile jedoch ihre geringe Selektivitit, geringe TTN
(< 10° mol mol™') und ihre limitierte Kompatibilitit zu biologischen Systemen darstellen
(Wichmann & Vasic-Racki, 2005). Alternativen dazu wiren der Einsatz von metabolisch ak-
tiven Ganzzellbiokatalysatoren, bei denen der Zellmetabolismus zur Kofaktorregeneration ge-
nutzt werden kann (Duetz ef al., 2001; Julsing et al., 2012), oder enzymatische Regenerierungs-
methoden, bei denen man zwischen substrat- und enzymgekoppelten Ansitzen unterscheidet,

die in Abbildung 3.4 schematisch dargestellt sind.

Bei dem substratgekoppelten Ansatz erfolgt die Kofaktorregenerierung durch dasselbe En-
zym, welches die gewiinschte Redoxreaktion katalysiert. Mittels Zugabe eines giinstigen Ko-
substrats wird die Reduktion bzw. Oxidation des Substrats mit der Oxidation bzw. Reduktion
des Kosubstrats gekoppelt (Kroutil et al., 2004). Dieser Ansatz wird beispielsweise mit Alko-
holdehydrogenasen durchgefiihrt (Schubert et al., 2002), jedoch hat dieser Ansatz den intrinsi-
schen Nachteil, dass das Reaktionsgleichgewicht in der Regel auf der Seite der Reduktionsre-
aktion liegt (Faber, 2011). Bei dem enzymgekoppelten Ansatz hingegen werden die Reduktion

bzw. Oxidation des Substrats und die Regeneration des Kofaktors durch zwei verschiedene En-
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A JL Enzym 1 ;Oi
R; R, R; R,
Substrat Produkt
NAD(PH  NAD(P)
R3 R, Enzym 1 R; R,
Koprodukt Kosubstrat
B i Enzym 1 ;oi
R} R, R R,
Substrat Produkt
NAD(PH  NAD(P)*
Koprodukt v Kosubstrat

Enzym 2

Abbildung 3.4: Enzymatische Kofaktorregenerierungsstrategien. A zeigt den substratgekoppelten Ansatz. B zeigt
den enzymgekoppelten Ansatz.

zyme katalysiert (van der Donk & Zhao, 2003). Einige hidufig verwendete Enzyme sollen im

Folgenden diskutiert werden:

Formiatdehydrogenasen (FDH)

Als Goldstandard der enzymgekoppelten Regenerierung von NADH gilt die Verwendung der
FDH (EC 1.2.1.2), welche die Oxidation von Formiat zu CO, katalysiert (van der Donk &
Zhao, 2003; Weckbecker et al., 2010). Thr Vorteil besteht sowohl in der Verwendung des ko-
stengiinstigen Kosubstrats Formiat, als auch in dem gebildetem Nebenprodukt CO,, welches
als Gas aus dem Reaktionsansatz entweicht und somit zu einer praktisch irreversiblen Um-
setzung des Formiats fiihrt. Dadurch verschiebt sich das thermodynamische Gleichgewicht in
Richtung des reduzierten Produktes (Shaked & Whitesides, 1980; van der Donk & Zhao, 2003).
Nachteile von FDH bestehen in ihrer geringen spezifischen Enzymaktivitit (6 — 10 U mg™') und
ihrer strikten Spezifitit fiir NAD als Kofaktor (Kato et al., 1979; Slusarczyk et al., 2000; van der
Donk & Zhao, 2003). Diese Nachteile wurden versucht, durch Protein-Engineering zu umgehen

(Tishkov et al., 1999; Tishkov & Popov, 2006; Holsch & Weuster-Botz, 2010). Prominente
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Vertreter sind FDH aus Candida boidinii (Schiitte et al., 1976) und Mycobacterium vaccae
(Karzanov et al., 1991).

Glucosedehydrogenasen (GDH)

GDH (EC 1.1.1.47) katalysieren die Oxidation von (3-D-Glucose zu D-Glucono-1,5-Lacton,
welches anschlieend spontan und quasi irreversibel zu Gluconsiure hydrolysiert, wodurch das
thermodynamische Gleichgewicht ebenfalls in Richtung des reduzierten Produktes verscho-
ben wird (Weckbecker et al., 2010). Der Vorteil der GDH besteht in ihrer Akzeptanz sowohl
von NAD als auch von NADP sowie in ihrer hohen spezifischen Enzymaktivitdt von 375 —
5500 mg'] (Mitamura et al., 1989, 1990; Hilt et al., 1991; Nagao et al., 1992). Eine Limitation
fiir die Verwendung von GDH in Ganzzellbiokatalysatoren ist, dass Glucose bei der Aufnahme
durch E. coli liber das Phosphotransferasesystem zu Glucose-6-Phosphat phosphoryliert wird,
weswegen zum Teil versucht wird, den Glucose-Transport iiber die Zellmembran durch die Ko-
expression eines Glucose-Facilitators oder eine Perforation der Zellen zu verbessern (Schewe
et al., 2008; Richter et al., 2010). Hiufig verwendet werden GDH aus Bacillus subtilis (Ramaley

& Vasantha, 1983) und Bacillus megaterium (Mitamura et al., 1989).

Weitere Kofaktorregenerierungsenzyme

Abgesehen von den beiden genannten Enzymen gibt es noch einige weitere Kofaktorregenerie-
rungssysteme. Einsatz finden unter anderem noch Alkoholdehydrogenasen (ADH, EC 1.1.1.1
und 1.1.1.2), Glucose-6-Phosphatdehydrogenasen (G6PDH, EC 1.1.1.49), Phosphitdehydro-
genasen (PTDH, EC 1.20.1.1) und Hydrogenasen (EC 1.12.7.2) (Wong et al., 1981; Keinan
et al., 1986; Drewke & Ciriacy, 1988; Bryant & Adams, 1989; Vrtis et al., 2001).

3.1.6 Protein-Engineering

Viele Enzyme zeigen im industriellen Einsatz gewisse Limitationen auf, weshalb es Bestrebun-
gen gibt, durch Veridnderung ihrer Aminoséduresequenz, bestimmte Eigenschaften zu verbessern.
Mit diesem als Protein-Engineering bezeichneten Ansatz lassen sich Enzyme in ihrer Aktivitét,

Stabilitdt und Enantioselektivitit verbessern oder letztes auch umkehren, Regioselektivititen
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verdandern, Inhibitionen verringern, Substratspektren erweitern oder auch ginzlich neue En-
zymreaktionen kreieren (Reetz & Jaeger, 1999; Bottcher & Bornscheuer, 2010; Bornscheuer
et al., 2012). Die Vorgehensweise erfolgt hierbei in 3 Schritten: 1. Festlegen auf eine Enginee-
ring-Strategie, 2. Verdnderung des Enzyms gemif der Strategie, 3. Evaluation und Auswahl
der Mutanten (Kazlauskas & Bornscheuer, 2009). Die unterschiedlichen Strategien sollen im

Folgenden vorgestellt werden.

Rationales Protein-Design

Das rationale Protein-Design stellt einen wissensbasierten Ansatz dar, mit dem Proteineigen-
schaften mit einigen wenigen, gezielten Anderungen in der Aminosiuresequenz verindert
werden. Hierbei wird das Verhalten von Enzymen modellbasiert zunédchst auf molekularer
Ebene beschrieben, um in einen zweiten Schritt Verdnderungen vorzuschlagen, die zu den
gewiinschten, verbesserten Eigenschaften fiihren sollen (Kazlauskas, 2000). Grundlage hierfiir
ist die Kenntnis iiber die Struktur und den Mechanismus des entsprechenden Enzyms. Expe-
rimentell aufgeklirte Proteinstrukturen konnen aus Datenbanken wie der Protein Data Bank
bezogen werden (Berman, 2000), in der im Mirz 2014 bereits iiber 98500 Strukturen gelistet
sind. Auch wenn keine experimentell aufgeklérte Struktur vom Enzym vorhanden ist, existie-
ren bioinformatische Methoden wie die Homologie-Modellierung (Blundell et al., 1987; Sali
& Blundell, 1993) oder die de novo Vorhersage (Simons et al., 1997; Zhang et al., 2003; Br-
adley et al., 2005), um an eine Enzymstruktur zu gelangen. Mittlerweile existieren zudem voll
automatisierte Server wie ROBETTA oder I-TASSER, die sich einer Kombination der beiden
Methoden bedienen und nach Eingabe einer gesuchten Aminosiuresequenz ein fertig berech-

netes Strukturmodell ausgeben (Raman et al., 2009; Zhang, 2009).

Zufallsmutagenese und gerichtete Evolution

Ein anderer, nicht wissensbasierter Ansatz, ist die gerichtete Evolution, bei der zunéchst eine Bi-
bliothek zufillig verdnderter Enzyme generiert wird, um anschlieBend verbesserte Mutanten mit
einem Durchmusterungsverfahren zu identifizieren und selektieren (Bornscheuer & Pohl, 2001;
Kaur & Sharma, 2006). Die Zufallsmutagenesen konnen hierbei unter anderem iiber fehlerbe-

haftete PCR, DNA shuffling oder in situ durch Verwendung von Mutator-Stimmen durchgefiihrt
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werden (Leung et al., 1989; Cadwell & Joyce, 1992; Stemmer, 1994; Camps et al., 2003). Die
Selektion erfolgt anschlieBend nach bestimmten, vorher definierten Kriterien. Durch mehrmali-
ges Durchlaufen dieses Prozesses konnen immer wieder verbesserte Enzymvarianten gefunden
werden (Carballeira et al., 2009). Voraussetzung fiir ein solches Verfahren ist jedoch ein effi-
zientes Hochdurchsatzverfahren, mit dem gro3e Bibliotheken durchmustert werden konnen. So
existieren bei zwei Zufallsmutationen in einem Protein mit einer Linge von 200 Aminosduren

bereits 7,2 - 10° mogliche Kombinationen (Bornscheuer et al., 2012).

Kombinierte Methoden

Wihrend beim rationalen Protein-Design die benétigten Informationen oft nicht zur Verfiigung
stehen und die Modellierung sehr rechenintensiv sein kann, héngt die Durchfiihrung einer ge-
richteten Evolution von der Verfiigbarkeit geeigneter Hochdurchsatz-Durchmusterungsverfah-
ren ab (Behrens et al., 2011). Kombinierte Methoden konnen hierbei durch Verwendung wis-
sens- und zufallsbasierter Ansitze die Einschrinkungen beider Ansitze mildern. Eine Moglich-
keit wire, die Zufallsmutagenese auf wenige oder eine Position zu beschrinken, so kann eine
Zufallsmutation positionsspezifisch durch Sattigungsmutagenese eingefiigt werden (Kirsch &
Joly, 1998; Zheng et al., 2004). Um BibliotheksgroB3en klein zu halten, konnen bei einer ite-
rativen Siattigungsmutagenese (ISM) zuniéchst einige wenige Positionen fiir eine Mutagenese
definiert werden. Anschlieend wird zunichst eine einzelne Position mutiert, die Bibliothek
durchmustert, die beste Mutante selektiert und danach diese Prozedur iterativ fiir die weiteren

Positionen durchlaufen (Reetz et al., 2009).

3.1.7 Isolierte Enzyme oder Ganzzellbiokatalysatoren

Biokatalyseprozesse lassen sich grundsitzlich mit isolierten Enzymen in verschiedenen Aufrei-
nigungsgraden oder Ganzzellbiokatalysatoren in Form von Wildtyp- oder rekombinanten Or-
ganismen (sogenannte ,,Designer Cells*) durchfiihren, wobei beide Ansitze jeweils Vor- und
Nachteile haben (Hollmann et al., 2011). In einer Analyse von 134 industriellen Prozessen aus
dem Jahr 2002 wurden in rund 60 % der angegebenen Félle ganze Zellen verwendet, wihrend

die iibrigen Prozesse mit isolierten Enzymen durchgefiihrt wurden (Straathof ef al., 2002).
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Vorteil von isolierten Enzymen ist ihre hohe Produktivitit, einfache Produktaufarbeitung und
hohe Selektivitit, da keine storenden Nebenaktivititen durch andere Zellenzyme vermittelt wer-
den, sofern die Enzyme in aufgereinigter Form eingesetzt werden (Faber, 2011). Allerdings ist
die Herstellung isolierter Enzyme kostenintensiv. So sind Enzyme bereits als Rohextrakt dop-
pelt so teuer wie ganze Zellen, wihrend sich bei einer kompletten Aufreinigung die Kosten mehr
als verzehnfachen (Tufvesson et al., 2011). Wesentlich einfacher und kostengiinstiger lassen
sich ganze Zellen herstellen, allerdings konnen diese durch zelleigene Enzyme Nebenreaktio-
nen katalysieren oder das Substrat sogar metabolisieren. Dieses Problem lisst sich verringern,
indem das gewiinschte Enzym rekombinant iiberexprimiert wird und somit die Nebenreaktionen
tiberdecken kann. Trotzdem miissen im ungiinstigsten Fall die verantwortlichen Gene identifi-
ziert und ausgeschaltet werden. Aufgrund des hoheren Risikos der Nebenproduktbildung kann
die Produktaufarbeitung bei ganzen Zellen demnach komplizierter sein (Woodley, 2006; Holl-

mann et al., 2011).

Wird fiir den Prozess eine Kofaktorregenerierung bendtigt, miissen bei Einsatz isolierter
Enzyme zusitzliche Kofaktorregenerierungsmethoden angewandt werden. Aus diesem Grund
werden in einem solchen Fall generell Ganzzellbiokatalysatoren bevorzugt, da hierbei von der
zellinternen Kofaktorregenerierung profitiert wird, die zusétzlich noch durch rekombinant ein-
gebrachte Enzyme verstirkt werden kann (Buckland ez al., 2000; Bertau, 2002; Groger et al.,
2006). Auch bieten ganze Zellen bei multienzymatischen Synthesen den Vorteil, dass alle En-
zyme gleichzeitig in einer Zelle vorhanden sind und somit nur ein Kultivierungsprozess not-
wendig ist, wohingegen bei isolierten Enzymen jedes Enzym einzeln hergestellt werden muss

(Carballeira et al., 2009).

Eine Limitation bei ganzen Zellen kann jedoch der Stofftransport iiber die Zellmembran sein.
Dies ist vor allem dann der Fall, wenn nicht-natiirliche Substrate eingesetzt werden und keine
Transportmechanismen vorliegen. Mogliche Strategien sind hierbei die Perforation der Mem-
bran, die Koexpression von Facilitatoren oder auch die Verankerung des gewiinschten Enzyms
an der Auflenmembran, z.B. durch Autodisplay (Schewe et al., 2008; Richter et al., 2010; Jose
etal.,2012).

Ein weiterer Faktor ist die Entwicklungsdauer, die beide Prozesse erfordern. Wihrend Pro-

zesse mit kommerziell erhiltlichen Enzymen und Wildtyp-Organismen schnell zu implemen-
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Tabelle 3.2: Gegeniiberstellung der Vor- und Nachteile von isolierten Enzymen und Ganzzellbiokatalysatoren.

Kriterium Isolierte Enzyme Ganzzellbiokatalysator

Preis mittel — hoch niedrig

Nebenreaktionen keine moglich,
ggf. genetische Modifikationen not-
wendig

Stofftransport keine Limitation moglich,

ggf. Perforation, Koexpression von
Facilitator, Expression an Aufen-
membran

Kofaktorregenerierung zusitzlich erforderlich zellintern,
ggf. Unterstiitzung durch
zusitzliche Enzyme

Multienzymprozesse gesonderte Expression und Aufrei- Koexpression sidmtlicher Enzyme

nigung jedes einzelnen Enzyms in einer Zelle
Produktaufarbeitung einfach moglicherweise aufwindig
Entwicklungsdauer kurz — mittel mittel — lang

tieren sind, benotigen rekombinante Designer Cells einen lingeren Entwicklungszeitraum. Aus
dem Grund werden Herstellungsprozesse in ihrer Frithphase oft mit isolierten Enzymen durch-
gefiihrt, wihrend der kostenbedingte Umstieg auf rekombinante Zellen in einer spiteren Phase
erfolgt. Allerdings ist dabei zu erwiégen, inwiefern der Produktaufarbeitungsprozess durch diese
Umstellung beeintrichtigt wird (Pollard & Woodley, 2007). Die jeweiligen Vor- und Nachteile

sind noch einmal in Tabelle 3.2 gegeniibergestellt.

3.1.8 Escherichia coli als Ganzzellbiokatalysator

Eine Suche im Web of Knowledge (http://wokinfo.com) nach Fachartikeln mit ,,whole cell
biocatalyst bzw. ,,whole cell biocatalysis* im Titel ergab insgesamt 99 Treffer fiir den Zeitraum
Januar 2010 — Mirz 2014. In 70 % der Fille kamen rekombinante Biokatalysatoren zum Einsatz,
hiufigstgenannter Organismus war mit 40 Nennungen Escherichia coli, deutlich vor dem mit
acht Nennungen an zweiter Stelle liegenden Pichia pastoris. Samtliche E. coli waren dabei

rekombinant.

E. coli ist ein gramnegatives, fakultativ anaerobes Bakterium, welches 1885 von Theodor

Escherich entdeckt wurde (Lederberg & Bloom, 2000). Als Modellorganismus ist er in Labo-
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ratorien bekannt und etabliert und er besitzt die Fihigkeit, schnell auf giinstigen Substraten zu
wachsen und dabei hohe Zelldichten zu erreichen (Terpe, 2006). So lésst sich E. coli auf Mi-
nimalmedien zu Zelldichten von tiber 100 ggrm L-! kultivieren (Jung et al., 1988; Riesenberg
etal., 1991). AuBerdem ist E. coli als Modellorganismus sehr gut charakterisiert. Fiir die hetero-
loge Expression existieren eine Vielzahl etablierter Expressionssysteme, die beispielsweise auf
dem Lactose-Promotor (lac/tac), dem T7-Promotor, dem Arabinose-Promotor (araBAD) oder
dem Rhamnose-Promotor (rhaPpsp) basieren (Polisky et al., 1976; Studier & Moffatt, 1986;
Egan & Schleif, 1993; Guzman et al., 1995), sowie fiir Proteinexpression optimierte Stimme
(Sgrensen & Mortensen, 2005). Zudem wurde sein Genom bereits 1997 entschliisselt (Blattner,
1997), so dass sich in Kombination mit etablierten Werkzeugen der Genommodifikation ein-
zelne Gene gezielt und einfach ausschalten lassen (Hamilton et al., 1989; Datsenko & Wanner,
2000; Zhong et al., 2003). Dies alles macht E. coli zu einer populédren Plattform fiir Designer
Cells.

3.2 Enzymkinetik

3.2.1 Das Michaelis-Menten-Modell

Die einfachste enzymkatalysierte Reaktion ist die, bei der ein Substrat zu einem Produkt umge-
setzt wird (uni-uni). Nachfolgend gezeigt ist ein einfaches Modell zur Beschreibung einer sol-
chen Reaktion, bei dem die Annahme getroffen wird, dass Substrat (S) und Enzym (E) zunéchst
zu einem Enzym-Substrat-Komplex (ES) assoziieren und anschlieBend dieser Komplex entwe-
der wieder zu Enzym und Substrat dissoziieren kann, oder aber das Substrat umgesetzt wird,
und der Komplex zu Enzym und Produkt (P) dissoziiert. Eine zweite Annahme ist, dass die

Reaktion irreversibel ist, und keine Riickreaktion erfolgt.

k; k,
E+S T ES E+P
-1

Ausgehend davon lésst sich die Michaelis-Menten-Gleichung herleiten:

V:Vmax'm 3.1
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Dabei ist v die Reaktionsgeschwindigkeit in mol s1, Ve die maximale Reaktionsgeschwin-
digkeit in mol s1, § die Substratkonzentration in mol L'! und K,, die Michaelis-Konstante in
mol L1, die sich wie folgt aus den Geschwindigkeitskonstanten der Teilreaktionen berechnen

lasst:

B ko +k_1

K
m ki

(3.2)

Die Michaelis-Konstante wird auch als Halbséttigungskonstante bezeichnet, da bei dieser Sub-
stratkonzentration die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird (Michaelis &

Menten, 1913; Briggs & Haldane, 1925; Segel, 1993).

3.2.2 Enzyminhibition

Wihrend die Enzymaktivitit durch Faktoren wie lonenstidrke, Temperatur, pH und andere ver-
mindert werden kann, gibt es auch die Moglichkeit einer reversiblen oder irreversiblen, nega-
tiven Beeinflussung der Enzymaktivitit durch spezifische Interaktionen bestimmter Liganden
(Inhibitoren) mit definierten Zentren des Enzyms, was als Enzyminhibition bezeichnet wird
(Bisswanger, 2008). Im Falle einer reversiblen Inhibition konnen grundsétzlich drei Arten un-

terschieden werden: kompetitiv, nicht-kompetitiv und unkompetitiv.

Bei der kompetitiven Enzyminhibition interagiert der Ligand mit der Substratbindestelle und
verhindert damit das Andocken eines Substratmolekiils und somit die Ausbildung eines Enzym-
Substrat-Komplexes. Bei einer klassischen nicht-kompetitiven Enzyminhibition binden Substrat
und Inhibitor an unterschiedlichen Zentren und beeinflussen dabei weder die Bindung noch die
Dissoziation des jeweils anderen Liganden, jedoch ist der terndre Komplex aus Substrat, Enzym
und Inhibitor inaktiv, so dass keine Reaktion katalysiert wird. Bei einer klassischen unkompeti-
tiven Enzyminhibition bindet der Inhibitor reversibel an den bindren Enzym-Substrat-Komplex
und bildet mit diesem einen inaktiven terniren Dead-End-Komplex, der erst durch Dissoziation
des Inhibitors wieder aktiv wird. Dabei bindet der Inhibitor ausschlieBlich an den Enzym-Sub-
strat-Komplex, nicht jedoch an das freie Enzym (Segel, 1993). Die Schemata sind in Abbildung
3.5 gezeigt.
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Abbildung 3.5: Schemata und doppelt reziproke Auftragung der Sittigungskinetiken verschiedener Inhibitionsty-
pen. A: Kompetitive Inhibition, B: Nicht-kompetitive Inhibition, C: Unkompetitive Inhibition.

Die Geschwindigkeitsgleichungen der Enzymreaktionen werden in einem solchen Fall um

einen Inhibitionsterm erweitert. Fiir die kompetitive Inhibition ergibt sich folgende Gleichung:

K, (1+KL> +S

fiir die nicht-kompetitive Inhibition:

S

V = Vimax "

Km<1+KLiC>+S<1+

und fiir die unkompetitive Inhibition:

1
Kiy

(3.3)

(3.4)

(3.5)
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Hierbei steht 7 fiir die Konzentration des Inhibitors, K. fiir die Inhibitionskonstante der kompe-
titiven Inhibition und Kj, fiir die Inhibitionskonstante der unkompetitiven Inhibition. Die Inhi-

bitionskonstanten entsprechen dabei gleichzeitig der Dissoziationskonstanten des Inhibitors.

Bei der nicht-kompetitiven Inhibition existiert der ideale Fall, bei dem sich die Bindungen

des Inhibitors und des Substrats nicht gegenseitig beeinflussen und somit folgendes gilt:

ki = ks 3.6)
k i =k_s (3.7
Kic AN 7] (38)

Dieser Sonderfall wird oft als eigentliche nicht-kompetitive Inhibition bezeichnet, wo hinge-
gen die librigen Fille zur Abgrenzung oft als gemischte Inhibition bezeichnet werden (Bisswan-

ger, 2008).

In Abbildung 3.5 sind die Auswirkungen einer zunehmenden Inhibitorkonzentration auf die
linearisierte, doppelt reziproke Darstellung der jeweiligen Kinetiken nach Lineweaver & Burk
(1934) zu sehen. Bei einer kompetitiven Inhibition erhoht sich die Steigung der Geraden, wobei
der Schnittpunkt zur Ordinate erhalten bleibt, bei einer idealen nicht-kompetitiven Inhibition
nimmt die Steigung ebenfalls zu, wihrend der Schnittpunkt zur Abszisse konstant bleibt, bei
einer unkompetitiven Inhibition bleibt hingegen die Steigung der Geraden konstant, jedoch ver-
schieben sich diese parallel in y-Richtung. Durch die Anwesenheit von Inhibitoren, konnen sich
bei der Kinetikmessung die kinetischen Konstanten scheinbar verdndern. Die Zusammenhinge

zwischen Inhibitorkonzentration und den scheinbaren Halbsittigungskonstanten (K, ;) und

Tabelle 3.3: Einfluss des Inhibitors auf scheinbare Halbsittigungskonstanten (K, 45p) und maximale Reaktionsge-
schwindigkeiten (Vuax,app)-

Inhibitionsmechanismus Ko, app Vmax,app
kompetitiv K (1 + KLM) Vmax
nicht-kompetitiv, ideal K Vmax/ ( 1+ ﬁu
nicht-kompetitiv, allgemein K }I%’Ig; Vimax/ (1+ KLM

iu

unkompetitiv Kn/ (1 + KL) Vanax/ (14 KLm
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maximalen Reaktionsgeschwindigkeiten (vinax,app) sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst (Segel,

1993; Cornish-Bowden, 2012).

3.2.3 Substrat- und Produktinhibition

Enzyme konnen nicht nur durch spezielle Inhibitoren gehemmt werden, sondern auch durch ih-
re natiirlichen Substrate oder Produkte. Schitzungsweise 20 % der Enzyme werden durch einen
Uberschuss ihres natiirlichen Substrats inhibiert, was eine regulatorische Funktion im Organis-
mus einnimmt (Reed et al., 2010). Im Fall einer uni-uni-Reaktion bindet hierbei ein zusitzliches
Substratmolekiil an den Enzym-Substrat-Komplex und bildet hierdurch einen inaktiven ternidren
Komplex aus. Bei einer Produktinhibition hingegen wirkt das natiirliche Produkt hemmend auf
die Reaktion. Selbst wenn eine irreversible Reaktion angenommen wird, kann trotzdem ein
Produktmolekiil an das freie Enzym binden und somit das Anlagern eines Substratmolekiils

verhindern (Bisswanger, 2008). Beide Schemata sind in Abbildung 3.6 gezeigt.

A B
k1 2 k1 2
E+S ——ES —— E+P E+S ——=ES —— E+P
+ -1 -1 +
P S
EP ES,

Abbildung 3.6: Schemata von Produktinhibition (A) und Substratinhibition (B).

Wie sich gut aus den Schemata erkennen ldsst, handelt es sich bei einer Substratinhibition
um eine unkompetitive Inhibition, wihrend die Produktinhibition eine kompetitive ist. Die Ge-

schwindigkeitsgleichungen sind fiir eine Produktinhibition:

S
V = Vmax » (3.9
und fiir eine Substratinhibition:
S
(3.10)

V = Vmax * <

K, +S 1+K%,>
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Dabei entsprechen diese den Gleichungen 3.3 bzw. 3.5. Eine Besonderheit bei der Substratinhi-
bition ist, dass die Reaktionsgeschwindigkeit mit zunehmender Substratkonzentration aufgrund
der Inhibition nicht gegen viax konvergiert, sondern nach einem zwischenzeitlichen Maximum
(Vopt) wieder abnimmt. Dieses zwischenzeitliche Maximum wird bei einer optimalen Substrat-

konzentration (Sop) erreicht, die sich wie folgt berechnen ldsst:

Sopt = VK- Ky (3.11)

3.2.4 Mechanismen von Zwei-Substrat-Zwei-Produkt-Enzymreaktionen

Bisher wurden Enzymmechanismen betrachtet, bei denen ein Substrat zu einem Produkt um-
gesetzt wird, und die als irreversibel angenommen werden. Tatsdchlich sind enzymkatalysierte
Reaktionen grundsitzlich reversibel und oft werden mehrere Substrate zu mehreren Produk-
ten umgesetzt. Im Folgenden sollen Enzymreaktionen von zwei Substraten zu zwei Produkten,

sogenannte bi-bi-Reaktionen genauer betrachtet werden.

Fiir solche Reaktionen existieren einige verschiedene mogliche Mechanismen. Einer davon
ist der random bi-bi-Mechanismus, bei dem die Substrate in zufilliger Reihenfolge an das En-
zym binden konnen. Nach der Umsetzung dissoziieren die Produkte ebenfalls in zufélliger Rei-
henfolge vom terndren Zentralkomplex. Ein solcher Mechanismus tritt unter anderem hiufig
bei Kinasen auf. Bei Dehydrogenasen lisst sich hingegen hiufig ein ordered bi-bi-Mechanis-
mus beobachten, bei dem die beiden Substrate in einer fest definierten Reihenfolge an das En-
zym binden. Nach der Umsetzung wird das Molekiil, das als zweites gebunden hat, zuerst vom
terndren Zentralkomplex freigesetzt, wihrend das zuerst gebundene Molekiil als letztes vom
Enzym dissoziiert. Ein Spezialfall des ordered bi-bi-Mechanismus ist der Theorell-Chance-Me-
chanismus, bei dem der ternédre Zentralkomplex derart schnell zerféllt, dass dieser quasi nicht
vorhanden ist und somit fiir die Geschwindigkeitsgleichung vernachlidssigt werden kann. Die-
ser Fall findet sich oft bei Alkoholdehydrogenasen. Ein weiterer Mechanismus, bei dem kein
ternirer Zentralkomplex gebildet wird, ist der ping-pong bi-bi-Mechanismus, bei dem es zu ei-
ner alternierenden Bindung der Substrate und Freisetzung der Produkte kommt. Dabei nimmt
das Enzym eine reaktive Gruppe vom ersten Substrat auf, nach Ablosen des ersten Produkts

kann das zweite Substrat an das aktivierte Enzym binden und wiederum die reaktive Gruppe
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Abbildung 3.7: Schemata verschiedener Enzymmechanismen bei der Zwei-Substrat-Zwei-Produkt-Reaktion. A:
random bi-bi-Mechanismus, B: ordered bi-bi-Mechanismus, C: Theorell-Chance-Mechanismus, D: ping-pong bi-
bi-Mechanismus.

aufnehmen. Ein solcher Mechanismus tritt beispielsweise bei Aminotransferasen auf (Theorell
& Chance, 1951; Cleland, 1963a,b,c; Bisswanger, 2008). Die Schemata dieser Mechanismen
sind in Abbildung 3.7 gezeigt.

3.2.5 King-Altman-Verfahren zur Herleitung komplexer Geschwindigkeitsgleichungen

Bei Reaktionen mit mehreren Substraten und Produkten kann die Herleitung einer Geschwin-
digkeitsgleichung iiber Differenzialgleichungen ein schwer zu 16sendes Unterfangen werden.
King & Altman (1956) stellten eine einfache Methode vor, die am Beispiel eines ordered bi-bi-

Mechanismus erldutert werden soll, welches aus Bisswanger (2008) entnommen wurde.

Als erstes wird ein Polygon mit Doppelpfeilen als Kanten gezeichnet, dessen Ecken jeweils
einer Enzymform entsprechen. Die zugehorigen Geschwindigkeitskonstanten werden dabei zu

den Pfeilen hinzugefiigt und gegebenenfalls mit eintretenden Liganden multipliziert.
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Anschlieend werden alle moglichen Schemata gezeichnet, mit denen sich sdmtliche Ecken des
Polygons mit Linien verbinden lassen konnen, ohne dass dabei eine geschlossene Figur entsteht.
Dabei verfiigen die Schemata iiber (n — 1) Linien, wobei n die Anzahl der Linien des Polygons

darstellt. Fiir den ordered bi-bi-Mechanismus existieren hierbei vier Figuren.

Fiir jede einzelne Enzymform wird nun folgender Prozess durchlaufen: die Enzymform wird
in die vier Schemata eingetragen, anschlieBend werden die Pfeile an den Linien eingezeichnet,
die in Richtung dieser Enzymform zeigen, zusitzlich werden die Geschwindigkeitskonstanten
eingezeichnet. Unter jedes Schema wird das Produkt der eingetragenen Geschwindigkeitskon-

stanten geschrieben. Fiir die freie Enzymform ergibt sich hierbei folgendes Schema:

E ~—F E E ~—/— E~—7—

k.1 k—1
k-2’ k+4’ ‘k+2 [B] k+4’
Ks[P]

k.1k oK 3[P] KoK 3K 4[B] K-1K+3K 4 K-1K oK+4

Die relative Menge der jeweiligen Enzymform, in dem Fall des freien Enzyms ([E]/[E]o), wird

nun definiert als:

% _ N”g"E (3.12)
0

wobei [E] fiir die Konzentration des freien Enzyms steht und [E] fiir die Summe der Konzen-

tration aller Enzymformen. Numg ist der spezifische Zahlerterm fiir das freie Enzym und bildet
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sich aus der Summe der unter die vier Schemata geschriebenen Produkte der Geschwindigkeits-

konstanten:

Nump =k_1k_2k_3 [P] +kiok i3k [B] +k_1kizkiqa+k_1k_okyiq (3.13)

Die Zihlerterme der anderen drei Enzymformen lassen sich entsprechend analog ermitteln und

sind wie folgt:

Numpgp = ki1k_2k_3 [A] [P] —I—k72k73k74[P] [Q] +ki1kizkig [A] +ki1k_2kiq [A] (3.14)

Numpgap = ki1ky2k_3[A][B][P] + kyok_3k_4[B][P][Q] + k—1k_3k_4[P|[Q] + ks 1k 2k 4[A][B]
(3.15)

Numgg = ky1k 2k 3[A][B] +kiok 3k 4[B][Q] +k_1ki3k_4[Q] +k_1k 2k 4]Q] (3.16)

Der Nennerterm D ist bei allen Enzymformen gleich und besteht aus der Summe der

Zihlerterme:

D = Numg + Numgs + Numgap +NumEQ (3.17)

Die Geschwindigkeitsgleichung der Reaktion hat denselben Nenner D wie die Gleichun-
gen der Enzymformen, der Zihler setzt sich aus der Differenz zwischen dem Produkt
des Zihlerkoeffizienten Num; und samtlicher Substrate einerseits und dem Produkt des
Zihlerkoeffizienten Num, und sidmtlicher Produkte andererseits zusammen, wobei Num,
das Produkt sdmtlicher Geschwindigkeitskonstanten der Hinreaktion und Num, das Produkt

samtlicher Geschwindigkeitskonstanten der Riickreaktion darstellt:

, = Numi[A][B] — Numy[P][Q] _ ky1kioko3ks4[A][B] — k- 1k_ok_sk_a[P][Q] (3.18)
D D '
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Nachdem der Nenner in seine Konzentrationsglieder geordnet wurde, konnen die Geschwindig-
keitskonstanten in Koeffizientenform ausgedriickt werden (Coef, fiir den Koeffizienten von A

usw.). Somit erhilt man folgende Geschwindigkeitsgleichung:

Num, [A][B] — Numy[P][Q]

_ 3.19
Y Const + Coefs[A] + Coe fg[B] + Coefp|P] 4+ Coe fo|Q] + Coefap[A][B] + 3-19)
Coefspl|A][P] + Coefpg[B][Q] + Coe fpo|P][Q] + Coe fapp|A][B][P] +
Coe fppo|B][P][Q]
mit:
Numy = kyikyokyskia Coefap = kirkio(kiz+kia)
Numy, = k 1k 2k 3k 4 Coefap = kyirk_ok_3
Const = k_1kyq (k,Q + k+3) CoefBQ = kiokizk_4
Coefy = kytkya(k_o+ki3) Coefpg = k_zk_4(k_1+k_2)
Coefp = kiakiszkyia Coefapp = kitkiok—3
Coefp = k_1k_2k_3 Coefppg = kyok 3k 4
Coefg = k_tk_4(k_2+ki3)

Mit Hilfe der Definitionen fiir kinetische Konstanten nach Cleland (1963a), die in Tabelle 3.5

angegeben sind, lédsst sich die Geschwindigkeitsgleichung auch wie folgt darstellen:

ViV [A][B] - Y2 [P][0]
g [P)+ Yot (0] + Vi [A][B] +
% [AI[B[P] + -  [BI[PI[Q]

(3.20)
KiaKnpVa + KnpVa|A] + KiuaVa [B] + =24

T2 [A][P]+ X2 [B][0] + 2L [Pl[Q]

‘]
Kino
K
+

Bei genauerer Betrachtung der beiden Darstellungsformen ist zu erkennen, dass acht Ge-
schwindigkeitskonstanten in Gleichung 3.19 elf Geschwindigkeitskonstanten Gleichung 3.20
gegeniiberstehen, demzufolge miissen drei dieser Geschwindigkeitskonstanten abhingig sein.
Folgende zwei Abhingigkeiten lassen sich hierbei aus den Haldane-Beziehungen ableiten (Cle-

land, 1982):

Vi KmPI(iq

= 3.21
“ VKoK 2
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Tabelle 3.5: Definitionen der kinetischen Konstanten im ordered bi-bi-Mechanismus nach Cleland (1963a).

_ Numy _ kizkia _ Numy _ k_1k _

Vl T Coefap — kiztkia V2 - Coefpo T k_ytk_y I(m -
Kop— Coefa _ kialkotkys) Kop— S0l _ koi(kothis)

mB Coefap k+2(k+3+k+4) mP CO@fPQ k_3(k_1+k_3)

. __ const _ k.1 __ Coefrg _ k_1tk_ e . —
Kia = Coefy — ki Kip = Coefppg ~— k42 ki
K., — Const _ kig K, — Numy _ kyikiokiskeg

q Coe k,4 eq Num2 k,lk,2k73k,4

Q

kiski4

Coefag — kii(kypathksg)

k_1k_p

I(mQ =

Coefpg — k_a(k_1+k—)

kyztkig
k_3

o _ () KiKng
“ Vo ) KnaKip

Eine weitere wurde von Straathof & Hejnen (1996) gezeigt:

Kina Vi (1 N K ) . KmPKiq

=14 —
Kiq Va K; KipKino

(3.22)

(3.23)

Das King-Altman-Verfahren ist jedoch nicht das einzige Verfahren, um komplexe Geschwin-

digkeitsgleichungen herzuleiten. So existieren unter anderem Methoden, die auf der Graphen-

theorie beruhen als auch automatisierte Methoden (Fromm, 1970; Indge & Childs, 1976).

3.2.6 Substratinhibition im ordered bi-bi-Enzymmechanismus

Im ordered bi-bi-Mechanismus existieren drei mogliche Mechanismen fiir Substratinhibition:

EB-Substratinhibition, EAj-Substratinhibition und EBQ-Substratinhibition (Segel, 1993).

Bei der EB-Substratinhibition bindet ein Molekiil des zweitbindenden Substrats (B) an das

freie Enzym und bildet mit diesem einen dead-end-EB-Komplex aus. Die Geschwindigkeits-

gleichung fiir die Hinreaktion ist wie folgt:

[A][B]

V = Vmax " i3]

KiaKn (1418 ) + Kna [B) (14 ) + Kounla] + [A] 8]

(3.24)
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Abbildung 3.8: Schemata und Lineweaver-Burk-Plots verschiedener Substratinhibitionstypen im ordered bi-bi-
Mechanismus. A: kompetitive EB-Inhibition, B: kompetitive EA,-Inhibition, C: unkompetitive EBQ-Inhibition.
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Bei der EA,-Substratinhibition bindet ein zusitzliches A-Molekiil an den bindren EA-Kom-
plex und bildet mit diesem einen terndren dead-end-EA;-Komplex. Die Hinreaktion hat folgen-

de Geschwindigkeitsgleichung:

A][B]
KiaKons + K B + K [4] (14 1) + (4] B]

V= Vyuax " (3.25)

Bei der EBQ-Substratinhibition bindet nach der Umsetzung der Substrate und nach Disso-
ziation des Produkts [P] ein B-Molekiil an den binidren EQ-Komplex bevor das Produkt Q dis-
soziiert und bildet mit diesem einen dead-end-EBQ-Komplex aus. Hier gibt es in der Literatur
unterschiedliche Angaben zur Geschwindigkeitsgleichung. Wihrend in Segel (1993) explizit
konstatiert wird, dass keine Geschwindigkeitsgleichung fiir diesen Mechanismus existiert, ist
in Cornish-Bowden (2012) eine Geschwindigkeitsgleichung fiir die Hinreaktion angegeben, die

folgende Form hat:

[A][B]
KiaKnp + Ka [B] + Ks[A] + [4][B] (1+ )

V= "Vmax" (3.26)

Die Schemata dieser drei Substratinhibitionsmechanismen sind in Abbildung 3.8 gezeigt.
Die EB-Substratinhibition ist eine kompetitive Inhibition, da B mit A um die Bindestelle am
freien Enzym konkurriert. Ebenfalls kompetitiv ist die EA,-Substratinhibition, da das zwei-
te A-Molekiil mit B um die Bindestelle am EA konkurriert. Wird das inhibierende Substrat
bei unterschiedlichen Konzentrationen konstant gehalten, wihrend das nichtinhibierende Sub-
strat variiert wird, zeigen beide Mechanismen ein dhnliches Muster im Lineweaver-Burk-Plot.
Bei niedrigen Konzentrationen des inhibierenden Substrates verringern sich die Steigungen der
Geraden mit zunehmender Konzentration des inhibierenden Substrats, wiahrend sich simtliche
Geraden in einem Punkt im zweiten Quadranten schneiden; bei hohen Konzentrationen des in-
hibierenden Substrats werden die Steigungen der Geraden wieder grofler und der Schnittpunkt
verschiebt sich auf die Ordinate (vgl. Abbildung 3.8). Die EBQ-Substratinhibition ist hingegen
eine unkompetitive Inhibition. Bei niedrigen Konzentrationen des inhibierenden Substrats ver-

halten sich die Geraden im Lineweaver-Burk-Plot wie bei den anderen beiden Mechanismen,
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bei hohen Konzentrationen des inhibierenden Substrats bleibt die Steigung der Geraden jedoch

konstant, diese verschieben sich allerdings parallel in y-Richtung (Segel, 1993).

3.2.7 Enzymkinetische Modelle als Prozessmodelle

Mit der zunehmenden Bedeutung von Biokatalysatoren in der chemischen Industrie finden auf
der anderen Seite zunehmend Prinzipien der chemischen Reaktionstechnik Anwendung bei der
Entwicklung biokatalytischer Prozesse (Hogan & Woodley, 2000). Bereits in den 1990er Jahren
wurden Modelle enzymatischer Prozesse bei der Verfahrensentwicklung genutzt, und mittler-
weile wird eine solche Herangehensweise auch in der Industrie als Routinevorgang gesehen.
Mathematische Modelle konnen hierbei genutzt werden, um optimale Betriebsbedingungen zu
finden und die Produktivitdten zu erhohen (Ikemi et al., 1990; Kragl et al., 1996; Vasic-Racki
et al., 2003). Dabei konnen enzymatische Modelle mit physikalischen, wie dem Gaseintrag ins
Reaktionsmedium, oder chemischen Modellen, wie dem Zerfall von Reaktanden, kombiniert

werden (Hogan & Woodley, 2000; Van Hecke et al., 2009).

Héaufig werden Michaelis-Menten-Modelle verwendet, um Enzymreaktionen zu beschrei-
ben, bei denen die kinetischen Parameter durch Messungen der Anfangsreaktionsgeschwin-
digkeit einzeln bestimmt werden (Hogan & Woodley, 2000; Vasic-Racki et al., 2003; Findrik
et al., 2005; Findrik & Vasi¢-Racki, 2007). Dabei ist das Michaelis-Menten-Modell als flexi-
ble Nédherung an den tatsdchlichen Mechanismus zu betrachten, das zuséatzlich durch Terme
fiir Substrat- und Produktinhibition erweitert werden kann, wodurch sehr akkurate Vorhersagen
getroffen werden konnen, die sogar mechanistische Modelle iibertreffen konnen (Vasic-Racki
et al., 2003). Mit einer solchen Vorgehensweise wurden bereits Prozesse mit bis zu fiinf betei-

ligten Enzymen modelliert (Vasic-Racki et al., 2003).

Eine Alternative ist der mechanistische Ansatz, bei dem Geschwindigkeitsgleichungen ver-
wendet werden, die auf dem jeweiligen Enzymmechanismus beruhen und auch Riickreaktionen
zulassen (Schmidt et al., 2010; Braun et al., 2011; Groher & Hoelsch, 2012). Hierbei werden
die Parameter vorwiegend simultan durch Verlaufskurvenanalyse bestimmt (Cornish-Bowden,
1972; Orsi & Tipton, 1979; Duggleby, 2001). Dieser Ansatz setzt jedoch Kenntnis iiber den
Enzymmechanismus voraus, der gegebenenfalls zunichst experimentell bestimmt werden muss

(Groher & Hoelsch, 2012). Alternativ dazu kann die Identifikation auch anhand experimenteller
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Daten mit Hilfe eines Satzes verschiedener Modellkandidaten erfolgen (Bardow & Marquardt,

2004; Brendel et al., 2006; Michalik et al., 2007).

3.3 Synthese von Ursodesoxycholsiaure (UDCA)

3.3.1 Struktur und Bedeutung von Gallensalzen

Die Galle ist eine Korperfliissigkeit, die in der Leber produziert wird. Sie besteht hauptsdchlich
aus Wasser (82 %), in dem die Elektrolyte Natrium (130-165 mM), Chlorid (90-120 mM) und
Hydrogencarbonat (30 mM) geldst sind. Der funktionelle Anteil der Gallenfliissigkeit besteht
aus Gallensalzen (12 %), die synonym auch als Gallensduren bezeichnet werden (Loffler &
Petrides, 1998). Ihre gelbliche bis griinliche Farbung erhilt sie durch Anteile an Bilirubin und
Biliverdin. Zusitzlich finden sich Anteile an Alkalischer Phosphatase, Lecithin und anderen
Phospholipiden, Cholesterin und weiteren Lebermetaboliten (Loffler & Petrides, 1998; Begley
et al., 2005). Bei den meisten Wirbeltieren, darunter dem Menschen, wird die Gallenfliissigkeit
in der Gallenblase gespeichert. In den Zwolffingerdarm sekretiert, erfiillen Gallensalze ihre
Hauptaufgabe in der Fettverdauung, indem sie Lipide und andere lipophile Stoffe emulgieren.
Ein groBer Anteil der Gallensalze wird anschliefend im Darm resorbiert und erneut der Galle
zugefiigt, womit diese dem enterohepatischen Kreislauf unterliegen (Silbernagl & Agamemnon,

2003; Ridlon et al., 2006).

Abbildung 3.9: Allgemeine Struktur von Steroiden. Die 4 Ringe werden mit den Buchstaben A-D bezeichnet, die
Kohlenstoffatome sind durchnummeriert.
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Gallensalze gehoren zu der Stoffgruppe der Steroide, welche wiederum zu der Stoffklasse der
Lipide zédhlen. Samtliche Steroide bestehen aus einem Grundgeriist aus Cyclopentanoperhydro-
phenanthren (Steran). Sie weisen allgemein eine starre Molekiilgestalt auf und sind in Folge
dessen gut kristallisierbar. In ihrer Nomenklatur werden ihre vier Kohlenstoffringe mit A, B, C
und D bezeichnet, wihrend die Kohlenstoffatome durchnummeriert sind (vgl. Abbildung 3.9).
Die Position der Substituenten am Sterangeriist werden abhéngig von ihrer Position entspre-
chend der Darstellung in Abbildung 3.9 benannt. Dabei befinden sich Substituenten unterhalb
der Zeichenebene in a-Konfiguration und oberhalb der Zeichenebene in (3-Konfiguration (Fie-

ser, 1950a).

Charakteristisch fiir Gallensalze sind 1 — 3 Hydroxylierungen an den Positionen C3, C7 und
C12, meist in x-Konfiguration, sowie eine 5 Kohlenstoffatome umfassende Acyl-Seitenkette an
C17, was die im Vergleich zu anderen Steroiden hohe Loslichkeit von Gallensalzen bedingt (Be-
gley et al., 2005). Durch ihren Aufbau erhalten Gallensalze grenzflichenaktive Eigenschaften,
wobei die Acylgruppe und die Hydroxylgruppen in «x-Konfiguration unterhalb der Zeichenebe-
ne den hydrophilen Teil und die hydrophoben Methylgruppen an C18 und C19 auf der 3-Seite
den hydrophoben Bereich ausmachen (Helenius & Simons, 1975; Hofmann & Mysels, 1988).
In wissrigen Losungen bilden sie deshalb Micellen aus 4 — 50 Molekiilen, wenn eine kritische

Konzentration (critical micellar concentration, CMC) iiberschritten wird (Begley et al., 2005).

Eine Unterteilung der Gallensalze erfolgt weiterhin anhand ihrer Biosynthese. Dabei wer-

den in der Leber aus Cholesterol synthetisierte Gallensalze als primére Gallensalze bezeichnet,

T OH
Cholséure Chenodesoxycholsaure Ursodesoxycholséure

“, H 2, H
“, 0 -,

0

0 o "0
Dehydrocholsaure 12-Keto-Chenodesoxycholsaure 12-Keto-Ursodesoxycholsaure

Abbildung 3.10: Auswabhl einiger fiir diese Forschungsarbeit wichtige Gallensalze.
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wihrend im Darm durch mikrobielle Umwandlung entstandene sekundére Gallensalze genannt
werden (Hofmann, 1999). In der menschlichen Galle kommen vor allem die priméren Gallen-
salze Cholsdure (CA) und Chenodesoxycholsdure (CDCA) vor, die iiberwiegend als Glycin-
oder Taurin-Konjugate vorliegen (Bortolini ef al., 1997). Die N-Acylamidierung erfolgt dabei
in der Leber und fiihrt zu einer Verringerung des pKg (Hofmann & Roda, 1984; Hofmann &
Mysels, 1992; Ridlon et al., 2006). Eine Ubersicht wichtiger Gallensalze ist in Abbildung 3.10

zu sehen.

3.3.2 Ursodesoxycholsidure als Pharmazeutikum

Wihrend Ursodesoxycholsdure (UDCA) bei Biren als priméres Gallensalz gebildet wird, zéhlt
sie beim Menschen zu den sekundidren Gallensalzen. Sie ist ein Epimer der Chenodesoxy-
cholsdure (CDCA) und verfiigt iiber zwei Hydroxylierungen an C3 (in «-Konfiguration) und
C7 (in 3-Konfiguration). Da sie als Pharmazeutikum im Gegensatz zu CDCA nahezu frei von
unerwiinschten Arzneimittelwirkungen ist (Gleeson et al., 1990), wird sie vor allem zur me-
dikamentdsen Auflosung von Cholesterol-Gallensteinen verwendet (Stiehl et al., 1978; Salen
et al., 1980; Igimi & Carey, 1981). Weiterhin erfihrt UDCA Anwendung in der Behandlung
von primir sklerosierender Cholangitis (Beuers et al., 1992), primirer bildrer Zirrhose (Nguyen
et al., 2010), akuter viraler Hepatitis (Galsky et al., 1999), bei der Privention von Darmkrebs
(Khare et al., 2003; Im & Martinez, 2004) und zur Verringerung von Abstoungsreaktionen
nach Lebertransplantationen (Friman ef al., 1992). Kommerziell erhiltlich ist UDCA u.a. unter

den Markennamen Cholofalk®, Ursochol® und Cholit-Ursan®.

3.3.3 Gewinnung und chemische Darstellung von Ursodesoxycholsiure

Neben der bereits angesprochenen Moglichkeit der natiirlichen Gewinnung wird UDCA seit
Jahrzehnten chemisch mit CA als Ausgangsstoff dargestellt. Die Synthese umfasst einen sie-
benstufigen Prozess, bei dem in den ersten fiinf Schritten die 12x-Hydroxygruppe entfernt und
somit das Zwischenprodukt CDCA erhalten wird (Fieser & Rajagopalan, 1950b; Hofmann,
1963), anschlieBend erfolgt in zwei Schritten die Epimerisierung der 7x-Hydroxygruppe in die
[3-Konfiguration, so dass UDCA gebildet wird (Fieser et al., 1952; Samuelsson, 1960). Die

grofle Anzahl an Schritten ist bedingt durch die schwierige Stereochemie der Synthese und re-
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Abbildung 3.11: Chemische Darstellung von Ursodesoxycholsdure nach Hofmann (1963).

sultiert in geringen Gesamtausbeuten von lediglich 30 % (Carrea et al., 1992). Der chemische

Syntheseweg ist in Abbildung 3.11 gezeigt.

3.3.4 Mikrobielle Umwandlung von Gallensalzen

Sekretierte Gallensalze konnen im Darm durch Mikroorganismen umgewandelt werden. Als
Griinde fiir eine solche Umwandlung gelten zum einen der erzielbare Energiegewinn (Sherrod
& Hylemon, 1977; Ridlon et al., 2006), zum anderen eine moglichen Detoxifikation der zell-
membranschidigenden Gallensalze (De Boever et al., 2000; De Smet et al., 1995; Albalak et al.,
1996). Die Dekonjugation der Peptidbindung an C24 ist eine hdaufige Umwandlung (Lundeen &
Savage, 1990; Christiaens et al., 1992; Grill et al., 1995), weiterhin kénnen die Hydroxygrup-
pen an C3, C7 und C12 zu Ketogruppen oxidiert werden (Ridlon et al., 2006), die wiederum von

anderen Organismen zu Hydroxygruppen in «- oder (3-Konfiguration reduziert werden kdnnen
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(Hirano & Masuda, 1982; Batta et al., 1985, 1991). Weiterhin kann eine Dehydroxylierung an
C7 erfolgen (Doerner et al., 1997; Wells & Hylemon, 2000).

3.3.5 Mikrobielle Hydroxysteroiddehydrogenasen

Die Oxidation und Epimerisierung der C3-, C7-, und C12-Hydroxygruppen an Gallensalzen
werden von mikrobiellen Hydroxysteroiddehydrogenasen (HSDH) katalysiert. Diese gehdren
zur Gruppe der Oxidoreduktasen und sind in der Natur weit verbreitet (Ridlon et al., 2006).

Einige wichtige HSDH werden im Folgenden vorgestellt.

3a-Hydroxysteroiddehydrogenasen (3a-HSDH)

3x-HSDH (EC 1.1.1.50 und EC 1.1.1.213) katalysieren die Oxidation der 3x-Hydroxygruppe
am Steroidgrundgeriist sowie deren Riickreaktion und nutzen in der Regel NADH als Kofaktor.
Mikrobielle Vertreter wurden u. a. in Clostridium perfringens (Macdonald et al., 1976), Pepto-
streptococcus productus (Edenharder et al., 1989a) und Comamonas testosteroni (Talalay et al.,
1952) gefunden. Allgemein konnte gezeigt werden, dass Dihydroxygallensiduren bessere Sub-
strate fiir 3c-HSDH darstellen als Trihydroxygallensduren (Macdonald et al., 1983; Edenharder
et al., 1989a).

Die in dieser Arbeit verwendete 3x-HSDH aus Comamonas testosteroni wurde bereits Kine-
tisch charakterisiert (Oppermann & Maser, 1996; Maser et al., 2000), rekombinant exprimiert

und deren Struktur im bindren Komplex mit NAD aufgeklirt (Grimm et al., 2000).

73-Hydroxysteroiddehydrogenasen (73-HSDH)

73-HSDH (EC 1.1.1.201) katalysieren die Oxidation der 7(3-Hydroxygruppe am Steroidgrund-
geriist sowie deren Riickreaktion. Sie nutzen in der Regel NADPH als Kofaktor, wobei auch
NADH-abhédngige Varianten bekannt sind. NADPH-abhingige Vertreter wurden u. a. in Pepto-
streptococcus productus (Hirano & Masuda, 1982; Edenharder et al., 1989a) und Clostridium
species 25.11.c. (Edenharder et al., 1989b) gefunden. Ein NADH-abhédngiger Vertreter wurde
in Xanthomonas maltophilia entdeckt (Pedrini et al., 2006). Drei NADPH-abhiingige Vertre-

ter aus Collinsella aerofaciens, Clostridium absonum und Ruminococcus gnavus N53 wurden
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bislang rekombinant exprimiert und kinetisch charakterisiert (Liu et al., 2010; Ferrandi et al.,
2012; Lee et al., 2013). In der vorliegenden Arbeit wird mit der 73-HSDH aus Collinsella

aerofaciens gearbeitet.

7 «-Hydroxysteroiddehydrogenasen (7x-HSDH)

7x-HSDH (EC 1.1.1.159) katalysieren die Oxidation der 7-Hydroxygruppe am Steroidgrund-
geriist sowie deren Riickreaktion und nutzen mit wenigen Ausnahmen NADPH als Kofaktor.
Weit verbreitet sind sie unter Bacteroiden und Clostridien, aber auch in E. coli und Ruminococ-
cus sp. finden sich Exemplare (Macdonald et al., 1976; Yoshimoto et al., 1991; Bennett et al.,
2003). Von der NADH-abhédngigen Variante aus E. coli wurde von Tanaka et al. (1996b) ei-
ne Kristallstruktur im bindren Komplex mit NAD bzw. im terndren Komplex mit NADH und
7-Oxoglyco-Chenodesoxycholsidure aufgeklart. Dabei konnte auch ihr katalytischer Mechanis-

mus identifiziert werden (Tanaka et al., 1996b).

3.3.6 Moglichkeiten der enzymatischen Synthese von Ursodesoxycholsiure

Aufgrund der hohen Anforderung an die Stereo- und Regioselektivitit bei der Synthese von
UDCA wurden bereits vor Jahrzehnten enzymatische Schritte unter Verwendung mikrobieller
HSDH vorgeschlagen. Diese Synthesewege lassen sich ausgehend von Cholsdure als Substrat

in zwel Gruppen zusammenfassen. Beide Reaktionswege sind in Abbildung 3.12 gezeigt.

Ein moglicher Syntheseweg beinhaltet drei enzymatische Schritte: die Oxidation der 7«-Hy-
droxygruppe zur Ketogruppe durch eine 7x-HSDH, die Oxidation der 12x-Hydroxygruppe zur
Ketogruppe durch eine 12ac-HSDH und die Reduktion der 7-Ketogruppe zur 7(3-Hydroxygrup-
pe durch eine 7(3-HSDH (Sutherland & Macdonald, 1982a; Sutherland e? al., 1982b; Macdonald
et al., 1982; Bortolini et al., 1997). Als Zwischenprodukt wird 12-Keto-Ursodesoxycholsdure
(12-Keto-UDCA) erhalten, die durch eine chemische Wolff-Kishner-Reduktion zur UDCA um-
gewandelt werden kann (Wolff, 1912; Huang, 1946, 1949). Dieser Syntheseweg wurde in vorhe-
rigen Arbeiten bereits eingehend untersucht. Bovara et al. (1996) untersuchte diese Umsetzung
mit isolierten Enzymen in zwei konsekutiven Schritten, einem Reduktionsschritt mit 7oc-HSDH

und 12x-HSDH und einem Oxidationsschritt mit 73-HSDH. Die Epimerisierung der 7o-Hy-
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Abbildung 3.12: Chemo-Enzymatische Synthesewege fiir Ursodesoxycholsdure. A: Synthesewege nach Suther-
land & Macdonald (1982a), B: Syntheseweg nach Carrea et al. (1992).

droxygruppe durch Xanthomonas maltophilia wurde von Medici et al. (2002) gezeigt. Mit der
Oxidation der 12x-Hydroxygruppe beschiftigten sich unter anderem Fossati ez al. (2006), und
am Lehrstuhl fiir Bioverfahrenstechnik der TU Miinchen gelang Michael Braun mit Hilfe eines
rekombinanten Ganzzellbiokatalysators die vollstindige Umsetzung von 102 mM Cholsdure
zu 12-Keto-Chenodesoxycholsidure innerhalb von 96 h im LitermaBstab (Braun, 2011). Wei-
terhin wurde durch Monti et al. (2009) versucht, samtliche Reaktionsschritte simultan in einer
Multi-Enzym-Kaskade durchzufiihren. Dabei konnten 12,5 mM Cholsdure innerhalb von 5 h

vollstdandig zu 12-Keto-UDCA umgesetzt werden.

Ein zweiter Weg wurde von von Carrea et al. (1992) vorgeschlagen. Dabei wird die
Cholsdure zunichst in einem chemischen Verfahren zu Dehydrocholsidure (DHCA) oxidiert,
wobei sdmtliche drei Hydroxygruppen zu Ketogruppen umgewandelt werden. Anschlieend er-

folgen zwei enzymatische Reduktionsschritte an C3 und C7 mit einer 3x-HSDH und einer 73-
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HSDH zu 12-Keto-UDCA, das wiederum durch eine Wolff-Kishner-Reduktion in UDCA um-
gewandelt werden kann. Carrea et al. (1992) konnte mit isolierten Enzymen 12,5 mM DHCA
innerhalb von 15 h vollstiandig zu 12-Keto-UDCA umsetzen. Am Lehrstuhl fiir Bioverfahrens-
technik untersuchte Braun et al. (2012) die einstufige Reduktion mit einer 7(3-HSDH und konnte
mit einem rekombinanten Ganzzellbiokatalysator 70 mM innerhalb von 1 h vollstidndig zum In-
termediat 3,12-Diketo-Ursodesoxycholsdure umsetzen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
eine zweistufige Umsetzung von DHCA zu 12-Keto-UDCA mit rekombinanten Biokatalysato-

ren grundsitzlich moglich ist.

3.3.7 Zweistufige Reduktion von Dehydrocholsiure zu 12-Keto-Ursodesoxycholsiure

Glucose/ GDH/ Glucono-1,5-
Formiat FDH Lacton / CO,

HO™

OH
X 12-Keto-UDCA
?\

o™

0
7,12-Diketo-UDCA

Abbildung 3.13: Schema der zweistufigen Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA unter Beteiligung eines
bispezifischen Kofaktorregenerationsenzyms.

Aus biotechnologischer Sicht, bildet die zweistufige Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA
das Kernstiick dieses Synthesewegs. An ihm sind die beiden Hydroxysteroiddehydrogenasen

3x-HSDH und 73-HSDH beteiligt, die die Umsetzungen am Gallensalz katalysieren. Wihrend
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der Umsetzung werden Nicotinamid-Kofaktoren verbraucht, die fiir einen wirtschaftlichen Pro-
zess in situ regeneriert werden miissen. Sowohl Carrea et al. (1992) als auch Braun et al. (2012)
setzten eine NADH-abhingige 3x-HSDH und eine NADPH-abhiingige 7(3-HSDH ein, was be-
deutet, dass zwei verschiedene Kofaktoren regeneriert werden miissen. Dies kann durch Ver-
wendung zweier verschiedener Regenerationsenzyme realisiert werden oder durch die Verwen-
dung eines Enzyms, das beide Kofaktoren regenerieren kann. Bei Carrea ef al. (1992) wurde
eine bispezifische GDH aus B. megaterium gewdihlt, wihrend bei Braun et al. (2012) eine mo-

difizierte, bispezifische FDH aus M. vaccae verwendet wurde.

Insgesamt existieren zwei Wege, um von DHCA zu 12-Keto-UDCA zu gelangen. Je nach
Reihenfolge der Reduktionen kann dies entweder iiber das Intermediat 3,12-Diketo-UDCA
oder das Intermediat 7,12-Diketo-UDCA fiihren (vgl. Abbildung 3.13). Vorarbeiten haben ge-
zeigt, dass beide Wege tatsichlich existieren und zudem simultan beschritten werden (Braun
et al.,2012), so dass fiir beide HSDH zwei miteinander konkurrierende Substrate vorliegen, die
DHCA und das jeweilige Intermediat. Be1 Verwendung eines bispezifischen Regenerationsen-

zyms konkurrieren zusitzlich die beiden Kofaktoren NAD und NADP miteinander.
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4 Material und Methoden

4.1 Allgemeines Material

Die tiblicherweise fiir biotechnologische Arbeiten verwendeten Materialien sind in Anhang A
aufgelistet. Diese untergliedern sich in Gerdte (Anhang A.1), Chemikalien (Anhang A.2), Enzy-
me (Anhang A.3), Sonstige Verbrauchsmaterialien (Anhang A.4), Standards und Kits (Anhang
A.5), Oligonukleotide (Anhang A.6) sowie Medien und Puffer (Anhang A.7). Spezielle Mate-

rialien, die einer besonderen Erwihnung bediirfen, sind in Abschnitt 4.2 aufgefiihrt.

4.2 Spezielles Material

4.2.1 Basisvektoren

Fiir die Expression von Proteinen wurden die Basisvektoren pET2la(+), pET22b(+),
pET28a(+), pCOLADuet-1 verwendet (Novagen, Madison, USA). Der Vektor pCOLADuet-
1 lag in einer modifizierten Version vor, bei der das Gen fiir die Kanamycinresistenz ge-
gen ein Chloramphenicolresistenzgen ausgetauscht wurde. Die modifizierte Variante wird als

pCOLA(mod) bezeichnet.

4.2.2 Vektorkonstrukte

Vektorkonstrukte, die in dieser Arbeit verwendet wurden, folgen einer systematischen Nomen-
klatur, hierbei steht ,,p* fiir Plasmid, ,,F* fiir FDH, ,,G* fiir GDH, ,,3* fiir 30«c-HSDH, ,, 7 fiir
73-HSDH, ,r* fiir eine eingefiigte ribosomale Bindestelle (rbs) und ,,T fiir einen eingefiigten
T7-Promotor mit rbs. Weiterhin bezeichnen in Klammern gesetzte Buchstaben hinter den En-

zymsymbolen die jeweils eingesetzte Enzymvariante. Beispielsweise steht ,,(w)* fiir Wildtyp-
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Enzym, ,,(G)* im Falle der FDH fiir die D221G-Mutante und ,,(A)* bzw. ,,(S)* bei der 7f3-
HSDH fiir die G39A- bzw. G39S-Mutante. Die Anhénge ,,-A“, ,.-K* und ,,-C* bezeichnen hier-
bei das Plasmidriickgrat und dessen Selektionsmarker, ,-A* steht fiir einen pET21a(+)- oder
pET22b(+)-Vektor mit Ampicillinresistenz, ,,-K* fiir einen pET28a(+)- Vektor mit Kanamycin-
resistenz und ,,-C* fiir einen pCOLA(mod)-Vektor mit Chloramphenicolresistenz. Die Anord-
nung der Symbole in der Bezeichnung entspricht der Anordnung der Elemente in der Expres-
sionskassette des Plasmids. Diese Nomenklatur gilt sowohl fiir zu Beginn der Arbeit bereits
vorliegende als auch fiir wihrend dieser Forschungsarbeit hergestellte Vektorkonstrukte. Die zu
Beginn der Arbeit vorliegenden Vektorkonstrukte sind im Folgenden aufgelistet und zudem im

Tabelle 4.1 zusammengefasst:

p7(w)-A: pET22b(+)-Vektor, in den die 7(3-HSDH (Wildtyp) aus Collinsella aerofaciens ATCC
25986 iiber die Schnittstellen Ndel und Hindlll einkloniert wurde (Braun, 2011).

p7(A)-A: pET22b(+)-Vektor, in den die 73-HSDH (G39A) aus Collinsella aerofaciens ATCC
25986 iiber die Schnittstellen Ndel und Hindlll einkloniert wurde (Braun, 2011).

p7(S)-A: pET22b(+)-Vektor, in den die 73-HSDH (G39S) aus Collinsella aerofaciens ATCC
25986 iiber die Schnittstellen Ndel und HindlIll einkloniert wurde (Braun, 2011).

p7(w)-C: pCOLA(mod)-Vektor, in den die 73-HSDH (Wildtyp) aus Collinsella aerofaciens
ATCC 25986 iiber die Schnittstellen Ndel und HindIll einkloniert wurde (Braun, 2011).

p3-A: pET22b(+)-Vektor, in das den 3x-HSDH aus Comamonas testosteroni tiber die Schnitt-
stellen Ndel und Hindlll einkloniert wurde (Braun, 2011).

p3-C: pCOLA(mod)-Vektor, in das den 3x-HSDH aus Comamonas testosteroni iiber die
Schnittstellen Ndel und HindIIl einkloniert wurde (Braun, 2011).

PF(G)-A: pET22b(+)-Vektor, in den die FDH (D221G) aus Mycobacterium vaccae N10 iiber
die Schnittstellen Ndel und EcoRI einkloniert wurde. Durch Basendeletion an Position 1202 ist

zudem ein C-terminaler His-Tag aktiviert (Holsch, 2009).

p7(W)rF(G)-A: p7(w)-A-Vektor, in den die FDH (D221G) aus Mycobacterium vaccae N10

iiber die Schnittstellen Hindlll und Notl einkloniert wurde (Braun, 2011).
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PF(G)r7(w)-A: pF(G)-A, in den die 73-HSDH (Wildtyp) aus Collinsella aerofaciens ATCC

25986 iiber die Schnittstellen EcoRI und Hindlll einkloniert wurde. Der C-terminale His-Tag

an der FDH wurde durch die Insertion der 7(3-HSDH deaktiviert (Braun, 2011).

Tabelle 4.1: Zu Beginn der Arbeit vorliegende Vektorkonstrukte

Bezeichnung Gene Basisvektor
p7(w)-A 7B3-HSDHwj1a1yp pET22b(+)
p7(w)-C 7B3-HSDHwj1aryp pCOLA(mod)
p7(A)-A 7 B-HSDH(;39A pET22b(+)
p7(S)-A 7R3-HSDHg39s pET22b(+)
p3-A 3x-HSDH pET22b(+)
p3-C 3x-HSDH pCOLA(mod)
pF(G)-A FDHp»16 pET21a(+)
pF(G)r7(W)—A FDHD221G, 7 B_HSDHWildtyp pETZ 1 a(+)
p7(W)rF(G)-A 7B-HSDHyj14typ, FDHp2216 pET22b(+)

4.2.3 Bakterienstimme

Stamm

Escherichia coli DH5x

Escherichia coli BL21(DE3)

Escherichia coli BL49

Escherichia coli BLLiu

Escherichia coli NovaBlue(DE3) endAl  hsdR17(rgi2~

Escherichia coli NB13

Genotyp

F~ endAl gInV44

recAl relAl gyrA96

deoR nupG P80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,

hsdR17(rx " mg ™), A-

F~ ompT gal dcm lon hsdSp(rpg mp~) A(DE3 [lacl

lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

F~ ompT gal dem lon hsdSp(rpg mp~) A(DE3 [lacl
lacUVS5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) hdhA::KanR

F~ ompT gal dcm lon hsdSp(rpg mp~) A(DE3 [lacl

lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) AhdhA

recAl gyrA96

AM15::Tn10(TcR)]
endAl hsdR17(rg12™~

recAl gyrA96

mgi2")  supE44  thi-1
[ proATBT laclgZ

mgi2")  supE44  thi-1
[ proATBT laclgZ

AM15::Tn10(Tc®)] hdhA::KanR
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4.3 Mikrobiologische Methoden

4.3.1 Kultivierung von Escherichia coli im Schiittelkolben

Fiir die Expression rekombinanter Proteine wurden zunichst 5 mL. LB-Medium mit Zugabe
des entsprechenden Antibiotikums mit einer Bakterienkolonie oder einer Kryokultur inoku-
liert und anschlieend iiber Nacht bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. Am nichsten Tag wurden
100-200 mL TB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum mit 1-5 mL der Ubernachtkultur
inokuliert und bei 37 °C, 250 rpm inkubiert. Bei Erreichen einer ODggy von 0,6-0,8 wurde die
Expression des rekombinanten Proteins durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die Kultur

bei 25 °C, 160 rpm weitere 21 h inkubiert.

4.3.2 Kultivierung von Escherichia coli im 7,5 L Riihrkesselreaktor

Die Kultivierung von Ganzzellbiokatalysatoren im Litermalstab erfolgte in einem Riihrkessel-
reaktor (V = 7,5 L) der Firma Infors AG (Infors 3, Bottmingen, Schweiz). Der Reaktor war
mit Sonden fiir Temperatur, pH und pO; ausgestattet, so dass diese Parameter von einer Steue-
rungseinheit online abgelesen und gegebenenfalls geregelt werden konnten. Temperiert wurde
der Reaktor iiber einen an die Steuerungseinheit angeschlossenen Doppelmantel. Die Bega-
sung erfolgte tiber ein Tauchrohr und die Durchmischung erfolgte durch drei Sechsblatt-Schei-
benriihrer, die iiber einen Motor am Deckel des Reaktors angetrieben wurden. Zudem konnte
tiber Zulaufpumpen Substrat und Base (Ammoniumhydroxidlosung, 25 % (w/v) ) in den Reak-

tor zugegeben werden.

Vorkultur

Fiir die Kultivierung im 7,5 L Riihrkesselreaktor wurden insgesamt zwei Vorkulturstufen ange-
setzt. Die erste Vorkultur erfolgte in einem Reagenzglas mit 5 mL LB-Medium mit entsprechen-
dem Antibiotikum. Diese wurde morgens mit 100 puL einer Kryokultur angeimpft und 6-10 h
bei 30 °C und 200 rpm inkubiert, bis eine sichtbare Triibung auftritt. Anschlieend wurden 500-

1000 uL der ersten Vorkultur in einen mit 200 mL Minimalmedium nach Wilms et al. (2001)
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gefiillten 1 L-Enghals-Erlenmeyerkolben {iiberfiihrt, welcher iiber Nacht bei 37 °C, 250 rpm

(Exzentrizitit 5 cm) inkubiert wurde.

Satzphase

Fiir die Riihrkesselkultivierung wurde ein mit 2,8-3,8 L Minimalmedium und 1,5 mL
Antischaummittel (Antifoam 204, Sigma-Aldrich, Miinchen) befiillter, sterilisierter
Riihrkesselreaktor verwendet, dessen Sonden vor Beginn der Kultivierung nach géngigem
Verfahren kalibriert wurden. Dieser wurde mit Satzglucose (Endkonzentration 2 g L~!) und
entsprechendem Antibiotikum versetzt und anschlieend mit 200 mL der zweiten Vorkulturstu-
fe inokuliert. Begast wurde zu Beginn mit 2 L min~! Druckluft und die Riihrerdrehzahl betrug
am Anfang der Kultivierung 200 rpm. Bei Unterschreiten eines Schwellenwerts von 30 % pO;
wurde die Riihrerdrehzahl inkrementell um 5 rpm bis zu einem theoretischen Maximalwert
von 1100 rpm erhoht. Der pH wurde einseitig durch Basenzugabe (25 % Ammoniumhydroxid,
w/v) auf 7,0 geregelt, wihrend die Temperatur auf 37 °C gehalten wurde. Nach Verbrauch der
Satzglucose, was durch plotzlichen Anstieg des pO, festgestellt werden konnte, erfolgte der

Ubergang zur substratlimitierten Zulaufphase.

Substratlimitierte Wachstumsphase

Zu Beginn der Zulaufphase wurde die Begasung mit Druckluft auf 5 L min~! erhoht, die Tempe-
ratur auf 30 °C verringert und der Schwellenwert fiir die inkrementelle Riihrerdrehzahlerhohung
auf 20 % pO; verringert. Die Zudosierung des Substratzulaufs erfolgte anhand Gleichung 4.1
(Jenzsch et al., 2006), basierend auf einer festgelegten Wachstumsrate von p = 0,15 h'!. Das
Zulaufmedium enthielt 500 g L'! Glucose und 99 g L' Diammoniumhydrogenphosphat. Der

Biomassenertrag wurde mit 0,45 ggtm gGlc'1 angenommen.

K- Vo cxo
F(t)="————.¢M 4.1)
(1) Yxs-cs

mit: F Zulaufvolumenstrom, L h™!

u eingestellte Wachstumsrate, h™!
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Vo  Medienvolumen zu Beginn der Zulaufphase, L.

cxo Biotrockenmassekonzentration zu Beginn der Zulaufphase, g L~!
Yx s Biomasseertragskoeffizient, ggry gcchl

cs  Glucosekonzentration im Zulaufmedium, g L™!

t Prozesszeit nach Beginn der Zulaufphase, h

Die Dauer der substratlimitierten Wachstumsphase betrug 19 h. Eine Stunde vor Ende dieser
Phase wurde die Temperatur auf 20 °C verringert, weiterhin wurden 3 mL L~! Spurenele-
mentlosung und 2 mL L~! Magnesiumsulfatlosung (1 M) zugegeben, jeweils bezogen auf V.
Wurde Ampicillin als Selektionsantibiotikum verwendet, wurden zudem jeweils zu Beginn und

1 h vor Ende der substratlimiterten Wachstumsphase 50 mg L~! Ampicillin zugegeben.

Expressionsphase

Nach Beendigung der substratlimiterten Wachstumsphase erfolgte zu Beginn der Expressions-
phase die Zugabe von 0,5 mM IPTG (bezogen auf V(). Die Temperatur wurde auf 20 °C ge-
halten und die eingestellte Wachstumsrate auf u = 0,06 h'! verringert. Nach 18 h wurde der
Zulaufvolumenstrom auf den zuletzt eingestellten Wert konstant gehalten, da ansonsten eine
Sauerstoffsittigung von pO, > 20 % nicht gewihrleistet werden konnte. Eine weitere Zugabe
von 3 mL L~! Spurenelementlosung, 2 mL L~! Magnesiumsulfatlosung (1 M) und gegebenen-
falls 50 mg L~' Ampicillin erfolgte 8 h nach Beginn der Expressionsphase. Die Zellen wurden
24 h nach Beginn der Expressionsphase geerntet, gegebenenfalls mit 30 % Glycerin (v/v) ver-

setzt und bei -20 °C gelagert.

4.3.3 Kultivierung von Escherichia coli im 75 L Riihrkesselreaktor

Fiir die préiparative Herstellung von Dehydrogenasen und Ganzzellbiokatalysatoren wurden
Kultivierungen im 75 L Riihrkesselbioreaktor durchgefiihrt. Diese erfolgten in einem SIP- und
CIP-fahigem Edelstahlreaktor der Firma Bioengineering (Bioengineering AG, Wald, Schweiz),
welcher tiber Sonden fiir die Online-Verfolgung von Temperatur, pH und pO,, eine Abgasanaly-
tik zur Online-Erfassung von O, und CO,, automatische Antischaumzudosierung, und eine fest

verbaute Riihrerwelle mit 2 Sechsblatt-Scheibenriihrern verfiigte. Temperiert wurde der Reaktor
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iber einen Doppelmantel; die Begasung erfolgte iiber eine ringférmige Begasungseinheit unter-
halb der Riihrblitter. Uber Zulaufpumpen konnten Substrat, Base, Sdure und Antischaummittel

zudosiert werden.

Die Prozessfiihrung im 75 L-Bioreaktor erfolgte — abgesehen vom Mafistab — in gleicher
Weise wie unter Abschnitt 4.3.2 beschrieben. Im Folgenden werden lediglich die maf3stabsbe-

dingten Abweichungen erwihnt.

Mediumzelldichtekultivierung zur Herstellung von Dehydrogenasen

Zu Beginn der Satzphase wurden 30-35 L Minimalmedium mit 1,6 L Vorkultur aus der Vor-
kulturstufe II inokuliert. Die Satzglucosekonzentration war gegeniiber der Kultivierung im La-
borbioreaktor auf 5 g L~! erhoht. In der substratlimitierten Wachstumsphase wurde der Zu-
laufvolumenstrom so eingestellt, dass eine Wachstumsrate von 0,13 h~! erreicht wurde. Hier-
bei hatte das Zulaufmedium eine Zusammensetzung von 400 bzw. 500 g L~! Glucose und
99 ¢ L~! Diammoniumhydrogenphosphat. Der Ubergang zur Expressionsphase erfolgte 17 h
nach Beginn der substratlimitierten Wachstumsphase durch Zugabe von 0,2 mM IPTG. Die in
der Expressionsphase zunichst exponentielle Zudosierung des Zulaufmediums wurde 13-16 h
nach Beginn der Expressionsphase auf dem zuletzt eingestellten Wert konstant gehalten. Die
Zellernte erfolgte wie in den Kultivierungen im Laborbioreaktor 24 h nach Beginn der Expres-

sionsphase.

Hochzelldichtekultivierung zur Herstellung von Ganzzellbiokatalysatoren

Die Hochzelldichtekultivierung des Ganzzellbiokatalysators erfolgte analog zur Mediumzell-
dichtekultivierung. Zu Beginn der Satzphase wurden 35 L Minimalmedium mit einer Satzglu-
cosekonzentration von 10 g L~! mit 1,6 L Vorkultur aus der Vorkulturstufe II inokuliert. In der
substratlimitierten Wachstumsphase wurde der Zulaufvolumenstrom auf eine konstante Wachs-
tumsrate auf 0,13 h~! eingestellt. Hierbei hatte das Zulaufmedium eine Zusammensetzung von
500 g L~! Glucose und 99 g L~! Diammoniumhydrogenphosphat. Der Ubergang zur Expres-
sionsphase erfolgte 14 h nach Beginn der substratlimitierten Wachstumsphase durch Zugabe

von 0,5 mM IPTG. Der Zulaufvolumenstrom wurde zu Beginn der Expressionsphase auf 67 %
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des zuletzt in der substratlimiterten Wachstumsphase eingestellten Werts konstant gehalten. Die

Zellernte erfolgte erneut 24 h nach Beginn der Expressionsphase.

4.3.4 Kultivierung von Escherichia coli-Bibliotheken in Deep Well-Platten

Fiir die Kultivierung von E. coli-Bibliotheken in Deep Well-Platten wurde zunichst eine Vorkul-
tur in sterilen Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen angesetzt. Hierzu werden jeweils 150 puL
Vorkulturmedium (TB-Medium versetzt mit 5 % (v/v) DMSO) in die Vertiefungen gegeben.
Anschlieend wurden die Vertiefungen mit Kolonien von Agarplatten mit Hilfe von sterilen
Zahnstochern inokuliert. Abschliefend wurden die Mikrotiterplatten mit sterilen, atmungsakti-
ven Verschlussfolien (Breathe-Easy, Diversified Biotech, USA) versiegelt und bei 37 °C iiber
Nacht bei 200-250 rpm inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Mikrotiterplatten als Stamm-

platten steril bei -80 °C gelagert.

Die Proteinexpression erfolgte in sterilen Deep Well-Platten mit 96 Vertiefungen bei 2,2 mL
Vertiefungsvolumen und quadratischen Vertiefungséffnungen. Hierzu wurden jeweils 600 pL
steriles TB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum in die Vertiefungen {iberfiihrt, anschlie-
Bend wurden die Vertiefungen mit je 10 uL Vorkultur aus der Stammplatte inokuliert. Die Deep
Well-Platten wurden mit sterilen, atmungsaktiven Verschlussfolien versiegelt und bei 37 °C fiir
9 h bei 200-250 rpm inkubiert. Nach 9 h Inkubation wurden die Kulturen mit jeweils 100 uL.
Induktionslosung versetzt. AnschlieBend wurden die DeepWell-Platten mit sterilen, atmungs-
aktiven Verschlussfolien versiegelt und bei 30 °C fiir weitere 21 h bei 200-250 rpm inkubiert.
Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (30 min, 3000 g). Die Zellpellets wurden bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.3.5 Stammbhaltung

Die kurz- und mittelfristige Stammhaltung von E. coli erfolgte auf LB-Agarplatten mit entspre-
chenden Selektionsantibiotika bei 4 °C. Fiir eine langfristige Stammhaltung wurden Kryokultu-
ren hergestellt, indem E. coli-Kulturen in LB-Medium angezogen wurden und in der exponen-
ziellen Wachstumsphase (OD < 0,8) mit 20 % sterilem Glycerin (v/v) versetzt und in sterilen

1,5 mL-Reaktionsgefiien bei -80 °C gelagert wurden.
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4.3.6 Zellaufschluss von Escherichia coli in der Schwingmiihle

Der Zellaufschluss von E. coli in der Schwingmiihle erfolgte in 2 mL-Reaktionsgefd3en. Hier-
zu wurden jeweils 1 mL Glasperlen (Durchmesser 0,25-0,5 mm, Carl Roth, Karlsruhe) und
1 mL der aufzuschlieBenden Bakteriensuspension in das Reaktionsgefall gegeben, welches an-
schlieBend in eine Schwingmiihle (MM 200, Retsch, Haan) eingespannt und 6 min bei 30 Hz
geschiittelt wurde. Anschlieend wurden die Gefidlle 10 min bei 4 °C und 17880 g in einer
Tischzentrifuge (Biofuge Stratos, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) zentrifugiert. Der

Uberstand konnte fiir weitere Anwendungen verwendet werden.

4.3.7 Zellaufschluss von Escherichia coli im Hochdruckhomogenisator

Zellen aus Kultivierungen im 75 L-Bioreaktor wurden mit einem Hochdruckhomogenisator
(Ariete, GEA Niro Soavi, Liibeck) aufgeschlossen. Hierzu wurde die Zellsuspension zunéchst
in einen mit 50 L Kaliumphosphatpuffer (20 mM, pH 7,4) befiillten und auf 4 °C gekiihlten
200 L-Edelstahltank tiberfiihrt. Der Aufschluss erfolgte bei einem Druck von 950 bar und einem
Volumenstrom von 300-350 L h—!, welcher nach 15-20 min auf 150 L h~! gedrosselt wurde.
Die Zellbriihe wurde nach der ersten Passage in einem zweiten, auf 4 °C gekiihlten 200 L-Edel-
stahltank gesammelt, auf unter 20 °C gekiihlt und in einen dritten, mit 50 L Kaliumphosphatpuf-
fer befiillten und auf 4 °C gekiihlten 200 L-Edelstahltank iiberfiihrt. Anschliefend wurde eine
zweite Passage durch den Hochdruckhomogenisators nach obiger Beschreibung durchgefiihrt.
Diese Vorgehensweise sollte gewéhrleisten, dass die Temperatur der Zellbrithe wihrend das
Aufschlusses 35 °C nicht tibersteigt, da eine Passage durch den Hochdruckhomogenisator zu

einer Erwdrmung des Mediums um 10-15 °C fiihrte.

Im Anschluss an den Zellaufschluss wurde in einem ersten Schritt Zelldebris mit einem Tel-
lerseparator (CSA 08, GEA Westfalia, Oelde) abgetrennt. Dieser wurde bei einem Volumen-
strom von 100 L h™!, einem Gegendruck von 0-3 bar und einem Teilentleerungsintervall des
Feststoffauswurfes von 999 s betrieben. Die geklirte Zellbrithe wurde in 10 L-Plastikkanister

aliquotiert und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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4.3.8 Zellaufschluss von Escherichia coli mit Lysozym

Fiir den enzymatischen Zellaufschluss mit Lysozym wurden in Deep Well-Platten pelletierte
Zellen in 600 uL Aufschlusspuffer (50 mM KPi, 10 mM MgCl,, 70000 U mL~! Lysozym,
50 U mL~!' DNAsel) resuspendiert und fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die
Zelldebris durch Zentrifugation (30 min, 3000 g, 4 °C) in einer Standzentrifuge (Rotixa 50 RS,

Hettich, Tuttlingen) abgetrennt. Der Uberstand wurde fiir weitere Untersuchungen verwendet.

4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Isolation von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmid-DNA wurde mit dem GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-
Aldrich, Miinchen) durchgefiihrt. Hierzu wurden 5 mL einer LB-Ubernachtkultur von E. coli
nach Herstellerangaben behandelt. Zur Elution der isolierten Plasmid-DNA wurden 100 pL auf

70 °C temperiertes, steriles, doppelt destilliertes Wasser verwendet.

4.4.2 Polymerasekettenreaktion

Polymerasekettenreaktionen (PCR) zur priparativen Amplifikation von DNA-Fragmenten wur-
den nach der Methode von Saiki ef al. (1988) durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz bestand aus
1-2,5 uL Templat-DNA, je 0,5 uM Oligonukleotid, je 0,2 mM der Desoxyribonukleotid-Tri-
phosphate (ANTPs) sowie 0,02 U uL~! Phusion DNA-Polymerase. Das Temperaturprogramm
fiir die DNA-Amplifikation richtete sich nach den Angaben des Polymerasenherstellers und den

Schmelztemperaturen der Oligonukleotide.

4.4.3 Analytische und priparative Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die Trennung von DNA-Molekiilen wurden Agarosegele mit einer Konzentration von 1 %
Agarose (w/v) verwendet. Dabei wurde 1 g Agarose in 100 mL 1x TAE-Puffer durch Aufkochen
gelost, mit 5 uL Ethidiumbromid (> 98 %) oder alternativ 5 uL Roti®-GelStain (Carl Roth,

Karlsruhe) versetzt und anschlieBend in eine Gelkammer (C.B.S. Scientific, San Diego, USA)
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gegossen. Die aufzutrennende DNA wurde vor dem Auftragen mit 5x-Agarose-Gelladepuffer
nach Sambrook & Russell (2001) versetzt und auf das Gel aufgetragen. Als Lingenstandard
diente eine 100 bp DNA-Leiter extended (Carl Roth, Karlsruhe). Die Elektrophorese erfolgte in

1x TAE-Puffer bei einer konstanten Spannung von 120 V.

4.4.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten mittels Gelextraktion

Fiir die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde der GenElute™ Gel Ex-
traction Kit (Sigma-Aldrich, Miinchen) verwendet. Hierzu wurde nach Herstellerangaben ver-
fahren. Zur Elution der isolierten DNA-Fragmente wurden 50 pL. auf 70 °C temperiertes, steri-

les, doppelt destilliertes Wasser verwendet.

4.4.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten mittels PCR Clean-Up Kit

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten mit dem GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-
Aldrich, Miinchen) erfolgte nach Herstellerangaben. Zur Elution der aufgereinigten DNA-Frag-

mente wurden 50 puL auf 70 °C temperiertes, steriles, doppelt destilliertes Wasser verwendet.

4.4.6 Restriktion mit Endonukleasen

Fiir die Restriktion von DNA wurden 40—45 pL der zu schneidenden DNA mit 10-20 U der
jeweiligen Restriktionsenzyme versetzt und in dem vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuf-
fer mit entsprechenden Zusitzen fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Frag-
mente entweder durch Agarosegelelektrophorese mit anschlieBender Gelextraktion oder unter

Verwendung des PCR Clean-Up Kits aufgereinigt.

4.4.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten wurden zuvor bereits restringierte und aufgereinigte
DNA-Fragmente verwendet. Die Ligation erfolgte unter Verwendung von 12 puLL geschnittener
Vektor-DNA, 4 uL. geschnittener Insert-DNA, 20 U mL! T4-DNA-Ligase (New England Biol-

abs, Frankfurt) unter Zusatz von 0,5 mM ATP in dem vom Hersteller dafiir vorgesehenen Puffer
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bei 16 °C. Alternativ wurde die Ligation mit dem Quick Ligation™ Kit (New England Biolabs,
Frankfurt) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dabei wurden 6 pL. geschnittene Vektor-DNA

und 3 pL geschnittene Insert-DNA verwendet.

4.4.8 Positionsgerichtete Mutagenese

Positionsgerichtete Mutagenesen an Plasmid-DNA wurden wahlweise mit einer Metho-
de nach Sanchis er al. (2008) oder Liu & Naismith (2008) durchgefiihrt. Sollte eine
Sattigungsmutagenese durchgefiihrt werden, wurden Primer mit degenerierten Codons verwen-

det.

Im Falle der Methode nach Sanchis et al. (2008) bestand der Reaktionsansatz aus 0,4 pL. Tem-
plat-DNA, je 0,1 uM Oligonukleotid, je 0,2 mM der dNTPs sowie 0,02 U uL_l Phusion Hot
Start DNA-Polymerase. Das Temperaturprogramm fiir die DNA-Amplifikation richtete sich
nach der publizierten Methode und wurde lediglich entsprechend den Angaben des Polyme-

rasenherstellers und den Schmelztemperaturen der Oligonukleotide angepasst.

Bei der Methode nach Liu & Naismith (2008) bestand der Reaktionsansatz aus 0,2 uL. Tem-
plat-DNA, je 1 uM Oligonukleotid, je 0,2 mM der dNTPs sowie 0,02 U uL.~! Phusion Hot Start
DNA-Polymerase. Das Temperaturprogramm fiir die DNA-Amplifikation richtete sich nach der
publizierten Methode und wurde lediglich entsprechend den Angaben des Polymerasenherstel-

lers und den Schmelztemperaturen der Oligonukleotide angepasst.

Im Anschluss an die Mutagenese-PCR wurde die parentale DNA restringiert, indem zweimal
hintereinander jeweils 0,5 U uL™! Dpnl zugegeben und im Anschluss 1 h bei 37 °C inkubiert

wurde.

4.4.9 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter Zellen

Fiir die Herstellung von chemisch kompetenten E. coli-Zellen wurde eine 100 mL-LB-
Fliissigkultur im exponentiellen Wachstumsstadium (OD 0,5) in 50 mL-Reaktionsgefifle
tiberfiihrt und durch Zentrifugation (3220 g, 4 °C, 10 min) pelletiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand verworfen, das Zellpellet in 40 mL eisgekiihltem TFB1-Medium resuspendiert und

15 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut durch Zentrifugation (3220 g, 4 °C,
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10 min) pelletiert, der Uberstand verworfen, die Zellen mit 4 mL eisgekiihltem TFB2-Medium
resuspendiert und weitere 15 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden 200 uL-Aliquots in

sterile 1,5 mL-Reaktionsgefidfle gegeben und bei -80 °C eingefroren.

Fiir die Transformation wurde jeweils ein Aliquot aufgetaut, mit 1-10 uL DNA-Ldsung ver-
setzt und 45 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (42 °C, 1:30 min) im Thermomixer
(RiO, QUANTIFOIL Instruments, Jena) wurden die Zellen erneut 1-2 min auf Eis gehalten. An-
schliefend wurden 600 pL steriles LB-Medium zugegeben und im Thermomixer weitere 45 min
bei 37 °C und 600 rpm inkubiert. Nach einer milden Zentrifugation (3000 rpm, 1 min) wurde
der Uberstand bis auf 50100 uL verworfen, das Pellet im verbliebenen Uberstand resuspendiert
und auf entsprechende Agar-Platten ausplattiert. Diese wurden anschlieBend im Brutschrank bei

37 °C iiber Nacht inkubiert.

4.4.10 Herstellung und Transformation elektrokompetenter Zellen

Fiir die Herstellung von elektrokompetenten E. coli-Zellen wurde eine 200 mL-LB-
Fliissigkultur im exponentiellen Wachstumsstadium (OD 0,5) in eisgekiihlte 50 mL-Reaktions-
gefdle tiberfiihrt, 20 min auf Eis inkubiert und durch Zentrifugation (4000 g, 4 °C, 15 min)
pelletiert. Die Zellen wurden anschlieend dreifach gewaschen, indem das Pellet nachfolgend
in 200 mL, 100 mL und 8 mL eisgekiihlter 10 %-iger Glycerinlosung (v/v) resuspendiert und
erneut durch Zentrifugation (6000 g, 4 °C, 15 min) pelletiert wurden. Im Anschluss wurden
die Zellen auf ein Gesamtvolumen von 0,4-0,8 mL mit eisgekiihltem 10 %-igem (v/v) Glyce-
rin resuspendiert und in Aliquots a 20 pL in eisgekiihlten, sterilen 1,5 mL-Reaktionsgefden

abgefiillt und bei -80 °C eingefroren.

Fiir die Transformation wurden die Zellen mit 2-10 pL entsalzter DNA-LOsung versetzt und
in Elektroporationskiivetten mit 1-2 mm Elektrodenabstand nach Herstellerprotokoll des Elek-
troporators (Gene Pulser Xcell™, Bio-Rad, Miinchen.) elektroporiert. Anschliefend wurden
sofort 1 mL LB-Medium zu den Zellen gegeben, die Suspension in sterile 1,5 mL-Reaktions-
gefidBe tiberfiihrt und 60 min bei 37 °C und 600 rpm im Thermomixer (RiO, QUANTIFOIL
Instruments, Jena) inkubiert. Nach einer milden Zentrifugation (3000 rpm, 1 min) wurde der

Uberstand bis auf 50-100 pL verworfen, das Pellet im verbliebenen Uberstand resuspendiert
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und auf entsprechende Agar-Platten ausplattiert. Diese wurden anschlieend im Brutschrank

bei 37 °C tiber Nacht inkubiert.

4.4.11 Kolonie-Polymerasekettenreaktion

Priparative Kolonie-Polymerasekettenreaktionen (Kolonie-PCR) wurden durchgefiihrt, um das
Gen fiir die Glucosedehydrogenase aus Bacillus subtilis zu isolieren. Die Vorgehensweise ent-
spricht der in Abschnitt 4.4.2 angegebenen, mit der Abwandlung, dass anstelle von Templat-
DNA ein Bakterienabstrich von einer auf Agarplatten kultivierten Einzelkolonie zum Reak-

tionsansatz zugegeben wurde.

Analytische Kolonie-PCR dienten zur Kontrolle einer korrekt erfolgten Ligation. Auch hier-
bei diente ein Abstrich einer einzelnen Bakterienkolonie als Templat. Primer fiir die Kolonie-
PCR wurden so gewihlt, dass diese an der Ziel-DNA mit zur Insertionsstelle flankierenden Re-
gionen hybridisieren, so dass anhand der Lange des Amplifikats abgeschitzt werden kann, ob
die Insertion erfolgreich war. Der Reaktionsansatz bestand aus je 0,5 uM Oligonukleotid, je
0,2 mM der dNTPs sowie 0,05 U uL~!' Tag DNA-Polymerase. Das Temperaturprogramm fiir
die DNA-Amplifikation richtete sich nach den Angaben des Polymerasenherstellers und den

Schmelztemperaturen der Oligonukleotide.

4.4.12 Spezifische Ausschaltung chromosomaler Gene

Die spezifische Ausschaltung der chromosomalen 7-HSDH in E. coli erfolgte mit Hilfe des
Kits TargeTron™ Gene Knockout System von Sigma Aldrich (Miinchen). Das fiir die Ausschal-
tung benotigte Plasmid pMB13 lag zu Beginn der Arbeit bereits vor und dessen Herstellung ist
in Braun (2011) beschrieben. Dieses Plasmid wurde in chemisch kompetente E. coli transfor-
miert und das Ausschalten des Zielgens nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Durch Selektion
auf LB-Agarplatten mit Kanamycin sowie Kolonie-PCR konnte das erfolgreiche Ausschalten
nachgewiesen werden. Um das im Bakterium verbliebene Plasmid zu entfernen, wurde eine
Uber-Nacht-Kultur der Zellen in LB-Medium mit Kanamycin (50 mg L!) und Novobiocin
(62 mg L) bei 37 °C angesetzt. AnschlieBend wurde die Kultur auf LB-Agarplatten mit Ka-

namycin ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das Vorhandensein des zu entfer-
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nenden Plasmids wurde untersucht, indem einzelne Kolonien auf Chloramphenicol-Sensitivitit
untersucht werden. Dies erfolgte in paralleler Uber-Nacht-Kultivierung bei 37 °C in LB-Medi-

um, einmal unter Zugabe von 33 mg L' Chloramphenicol, einmal ohne dessen Zugabe.

4.4.13 Sequenzierung von DNA

DNA-Sequenzierungen wurden entweder bei GATC Biotech (Konstanz) oder Eurofins MWG
Operon (Ebersberg) durchgefiihrt. Die Vorbereitung der Proben entsprachen den jeweiligen An-

gaben des Dienstleisters.

4.5 Proteinchemische Methoden

4.5.1 Aufreinigung von Proteinen im mL-MaBstab

Die Aufreinigung der Proteine im mL-MafBstab erfolgte nach dem Prinzip der Immobilisierten
Metallaffinitdatschromatographie (IMAC). Das Trennprinzip beruht auf der spezifischen Wech-
selwirkung matrixgebundener Metallliganden mit Histidinresten am aufzureinigenden Zielpro-
tein. Zu diesem Zweck wird bei der Expression des Zielproteins ein Hisg-Anker entweder N-

oder C-terminal fusioniert.

Fiir die Aufreinigung an der Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)-Anlage wurden
HisTrap-Siulen (1 mL oder 5 mL Siulenvolumen) verwendet, deren Agarosematrix mit Ni%*-
Ionen beladen war. Die Flussraten der mobilen Phase wurden jeweils auf ein Sdulenvolumen
(CV) pro Minute eingestellt. Die Proteinkonzentration im Eluatstrom konnte hierbei iiber die
UV-Extinktion bei 280 nm verfolgt werden. Zunichst wurden die Sdaulen mit mindestens 5 CV
Bindepuffer dquilibriert, anschlieBend erfolgte die Auftragung der Proben. Danach erfolgte das
Waschen der Sdule mit Bindepuffer zur Entfernung nicht spezifisch bindender Fremdproteine.
Das Waschen wurde so lange durchgefiihrt, bis wieder eine Basislinie des UV-Signals erreicht
wurde. Die Elution des Zielproteins wurde durch einen von 0 % auf 100 % iiber 20 min li-
near ansteigenden Elutionspuffergradienten erreicht, wobei Eluatfraktionen von jeweils 2 CV
gesammelt wurden. Die Fraktionen, die das Zielprotein enthalten, konnen iiber das UV-Signal

identifiziert werden. Anschlielend wurde die Sdule nochmal mit 10 CV Elutionspuffer nach-
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gewaschen. Die das Zielprotein enthaltenden Fraktionen wurden anschlieend iiber Vivaspin
Zentrifugalkonzentratoren (AusschlussgroBe 10 kDa) aufkonzentriert und durch dreimaliges
Auffiillen und Aufkonzentrieren mit dem Zielpuffer umgepuffert. Der Zielpuffer entsprach in

der Regel dem fiir die weitere Verwendung des Proteins benotigten Reaktionspuffer.

Fir die Aufreinigung mit Zentrifugaleinheiten wurden HisPur™Ni-NTA Resin Spin
Columns (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) mit einem Bettvolumen von 3 mL ver-
wendet. Die Vorgehensweise entsprach dabei den Herstellerangaben. Die Aufkonzentrierung

und Umpufferung entsprach der zuvor beschriebenen Durchfiihrung.

4.5.2 Aufreinigung von Proteinen im L-MaBstab

Die Aufreinigung von Proteinen im L-Malstab erfolgte ebenfalls auf Basis der IMAC. Hierfiir
wurde eine Chromatographie-Saule mit 600 mL-Volumen und einem Durchmesser von 50 mm
verwendet, die mit Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare Life Science, Uppsala, Schweden)

befiillt wurde.

Vor dem Packen wurde das in 20 % Ethanol gelagerte Sdulenmaterial durch dreimaliges
Dekantieren, Wiederauffiillen mit Wasser, Aufschlammen und Sedimentieren gewaschen. An-
schliefend wurde das aufgeschlimmte Medium in die leere Sdule gegeben und die Séule bei
einer maximalen Flussrate von 150 mL min™! und einem maximalen Druck von 1,5 bar ge-
packt. Die fertig gepackte Sdule wurde danach mit 5 CV Bindepuffer bei einem maximalen

Druck von 1,2 bar dquilibriert.

Die aufzutragende Probe wurde nach dem Auftauen zunéchst mit 500 mM NaCl versetzt und
mit 1 M NaOH auf pH 7,4 eingestellt. Anschlie3end erfolgte eine Querstromfiltration mit zwei
Sartocon® Slice Hydrosart® Filterkassetten (0,2 um AusschlussgroBe, je 0,1 m? Filterfliche,
Sartorius Stedim Biotech, Gottingen) mit in Reihe geschaltetem Sterilfilter (0,2 um Ausschluss-
grofe), um die Probe zu kldren. Die Proben wurden danach mit einem maximalen Druck von
1,2 bar entgegen der Elutionsrichtung auf die Sdule aufgetragen. Anschlieend wurde die Sidule
in Elutionsrichtung mit Bindepuffer gewaschen, bis das UV-Signal des Eluatstroms wieder ei-
ne Basislinie anzeigt. Die Elution des Proteins erfolgte iiber einen von 0 % bis 100 % iiber

180 min linear ansteigenden Elutionspuffergradienten, wobei Fraktionen von jeweils 2 L gesam-
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melt wurden. Durch das UV-Signal des Detektors konnten die Fraktionen identifiziert werden,
die das Zielprotein enthalten. Diese Fraktionen wurden im Anschluss mittels Querstromfiltra-
tion mit zwei Sartocon® Slice Hydrosart® Filterkassetten (10 kDa AusschlussgroBe, je 0,1 m?
Filterfliche, Sartorius Stedim Biotech, Gottingen) zunéchst aufkonzentriert und anschlieBend

durch Diafiltration mit 5-10-fachem Austauschvolumen an Zielpuffer umgepuffert.

4.5.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die analytische Auftrennung von Proteingemischen erfolgte mittels einer diskontinuierlichen
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit 12,5 %-igem Trenn-
und 3 %-igem Sammelgel (Laemmli, 1970; Fling & Gregerson, 1986). Fiir das Trenngel wurde
17,5 mL destilliertes Wasser mit 10 mL Trenngelpuffer (4x) und 12,5 mL Acrylamid (40 %)
vermischt und die Polymerisation mit 100 pL. Ammoniumpersulfat (APS, 10 %) und 10 pL
Tetramethylethylendiamin (TEMED) gestartet. Die Zusammensetzung des Sammelgels besteht
aus 15 mL destilliertem Wasser, 20 mL Sammelgelpuffer (2x), 5 mL Acrylamid (40 %), 100 uL.
APS und 10 pL TEMED.

Proteinproben wurden vor dem Auftragen mit Laemmli-Puffer versetzt und 5 min bei 95 °C
inkubiert, um die Proteine zu denaturieren. AnschlieBend wurden diese auf das Gel aufgetragen,
als GroBenstandard diente Roti® -Mark Standard (14-212 kDa, Carl Roth, Karlsruhe). Die Elek-
trophorese erfolgte in einer Elektrophoresekammer (PEQLAB, Erlangen) mit Rotiphorese®
SDS-PAGE (Carl Roth, Karlsruhe) als Laufmittel bei einer konstanten Stromstirke von 30 mA
pro Gel. Zur Firbung der Proteinbanden wurde Roti®-Blue-Firbelosung (Carl Roth, Karlsruhe)

gemil Herstellerangaben verwendet.

4.5.4 Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsiure-Assay (BCA-Assay)

Gesamtproteinkonzentrationen wurden mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific, Rockford, USA) nach Herstellerangaben gemessen. Als Proteinstandard diente ein

im Kit enthaltener Standard aus Bovinem Serumalbumin (BSA).
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4.5.5 Bestimmung von Enzymaktivititen im Mikrotiterplattenphotometer

Enzymaktivititsbestimmungen wurden im Mikrotiterplattenphotometer mit einem Probenvolu-
men von 250 pL bei 30 °C durchgefiihrt, bei der die Anderung der NAD(P)H-Konzentration
(€340 = 6,22 mL umol™! cm™!) bei einer Wellenlinge von A= 340 nm verfolgt wurde. Die Ak-
tivitdten wurden hierbei durch lineare Regression im linear verlaufenden Teil der Reaktion er-
mittelt. Dabei wurde die zu untersuchenden Probe mit Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0)
entsprechend verdiinnt und mit Substrat und Kofaktor versetzt. Die Endkonzentrationen an Sub-
strat und Kofaktor waren fiir 73-HSDH 10 mM DHCA und 100 uM NADPH, fiir 3x-HSDH
10 mM DHCA und 100 uM NADH, fiir FDH 100 mM Natriumformiat und 250 uM NAD(P)
und fiir GDH 200 mM Glucose und 1000 uM NAD(P). Samtliche Substrate und Kofaktoren
waren in Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0) gelost. Samtliche Messungen wurden im

Dreifachansatz durchgefiihrt, anschliefend wurde der Mittelwert ermittelt.

Bei der Bestimmung der Artificial Units (AU) fiir die mechanistische Modellierung der mul-
tienzymatischen Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA wurde das Protokoll zur Enzymak-
tivitdtsbestimmung modifiziert. Hierbei diente als Reaktionspuffer ein Kaliumphosphatpuffer
(100 mM, pH 7,0), dem 20 % (v/v) Glycerin, 0,6 % (w/v) BSA und 0,006 % (v/v) Antifoam 204
(Sigma-Aldrich, Miinchen) beigemengt wurde. Die Konzentrationen an Substrat und Kofaktor
war 500 uM DHCA und 200 uM NADH fiir 3x-HSDH, 500 uM DHCA und 200 uM NADPH
fiir 73-HSDH sowie 200 mM Glucose und 1000 uM NAD fiir GDH. Die Enzyme wurden
in Verdiinnungen eingesetzt, bei denen die gemessene anfingliche Extinktionsverdnderung bei
der GDH im Bereich 0,0005 — 0,0020 s} und bei den HSDH 0,00025 — 0,00100 s°! betrug.
Samtliche Messungen wurden im Achtfachansatz durchgefiihrt, anschlieBend wurde der 25 %
gestutzte Mittelwert ermittelt. Ein AU wird hierbei als die Menge an aktivem Enzym definiert,
die unter diesen genannten Reaktionsbedingungen die Umsetzung von 1 umol Substrat bzw.

Kofaktor innerhalb von 1 min katalysiert.

4.5.6 Bestimmung von Enzymkinetiken und Enzymmechanismen

Die Bestimmung von Enzymkinetiken der 73-HSDH erfolgte mit nach Abschnitt 4.5.1 aufge-

reinigten Enzymen. Dabei entsprach die Vorgehensweise im Wesentlichen der unter Abschnitt
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4.5.5 beschriebenen, allerdings wurden hierbei die Konzentrationen an Substrat und Kofak-
tor variiert. Fiir die Bestimmung von DHCA-Kinetiken NADPH-abhingiger 73-HSDH wur-
de eine konstante NADPH-Konzentration von 100 uM eingesetzt, wihrend eine geometrische
7:10-Verdiinnungsreihe der DHCA mit einer Maximalkonzentration von 7 mM und einer Mi-
nimalkonzentration von 5,6 uM DHCA verwendet wurde. Bei NADH-abhingigen Mutanten
wurde ein verringertes Reaktionsvolumen von 100 pL. verwendet. Dabei betrug die konstante
NADH-Konzentration 500 uM, wihrend eine geometrische 6:10-Verdiinnungsreihe mit einer
Maximalkonzentration von 10 mM und einer Minimalkonzentration von 36 uM DHCA einge-
setzt wurde. NADPH-Kinetiken wurden ebenfalls bei 100 uL. Reaktionsvolumen und bei ei-
ner konstanten DHCA-Konzentration von 0,5 mM aufgezeichnet, wihrend eine geometrische
7:10-Verdiinnungsreihe von maximal 500 uM und minimal 2,4 uM NADPH verwendet wur-
de. Bei NADH-Kinetiken wurden erneut 100 uLL Reaktionsvolumen verwendet. Hierbei wurden
konstant 10 mM DHCA und eine geometrische 7:10-Verdiinnungsreihe von NADH mit einer
Maximalkonzentration von 500 uM und einer Minimalkonzentration von 2,4 uM eingesetzt.
Samtliche Kinetikmessungen mit NADPH wurden im Dreifach-, mit NADH im Vierfachansatz
durchgefiihrt. Die Ermittlung der kinetischen Parameter erfolgte durch nichtlineare Regression
mit MATLAB, dabei wurde das Michaelis-Menten-Modell, wahlweise mit der Erweiterung fiir

Substratinhibition, verwendet.

Fir die Bestimmung von Enzymmechanismen der 3x-HSDH und 73-HSDH wurden
Enzyme verwendet, die wie unter Abschnitt 4.5.2 aufgereinigt wurden. Hierbei wurden
Sattigungskinetiken fiir die jeweiligen Kofaktoren bei verschiedenen konstanten DHCA-Kon-
zentrationen aufgezeichnet. Anders als zuvor beschrieben, waren alle Enzyme und Reaktanden
in Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,0) gelost. Fiir die Kofaktoren wurden geometrische
Verdiinnungsreihen mit jeweiliger 7:10-Verdiinnung verwendet, bei der die Maximalkonzen-
tration 500 uM und die Minimalkonzentration 2,4 uM betrigt. Die konstanten DHCA-Kon-
zentrationen waren fiir die 3c-HSDH 100 puM, 200 uM, 300 uM, 600 uM und 1250 pM; fiir
die 73-HSDH waren es 100 uM, 150 uM, 200 uM, 300 uM, 400 uM und 1000 uM. Samtliche
Messungen wurden im Dreifachansatz durchgefiihrt. Fiir jede DHCA-Konzentration wurde eine
NAD(P)H-Kinetik ermittelt, bei der die kinetischen Parameter K,;, und vy,,x durch nichtlineare
Regression mit Hilfe von MATLAB abgeschitzt wurden. Die kinetischen Kurven der Messun-

gen bei verschiedenen DHCA-Konzentrationen wurden anschlieend in der doppelt reziproken
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Darstellung (Lineweaver & Burk, 1934) gemeinsam aufgetragen, um anhand deren Musters den

Mechanismus des Enzyms zu bestimmen.

4.5.7 Aufzeichnung von Verlaufskurven fiir die mechanistische Modellierung

Verlaufskurven fiir die mechanistische Modellierung der multienzymatischen Reduktion von
DHCA zu 12-Keto-UDCA wurden fiir jedes Enzym gesondert aufgezeichnet. Die Reaktio-
nen fanden in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen statt. Als Reaktionspuffer diente ein Kali-
umphosphatpuffer (100 mM, pH 7,0), dem 20 % (v/v) Glycerin, 0,6 % (w/v) BSA und 0,006 %
(v/v) Antifoam 204 (Sigma-Aldrich, Miinchen) beigemengt wurde. Fiir die GDH wurden fiir
NAD und NADP jeweils 18 verschiedene Reaktionsbedingungen untersucht, die in Tabelle 4.3
aufgelistet sind, fiir die beiden HSDH wurden jeweils 40 verschiedene Reaktionsbedingungen
untersucht, die in Tabelle 4.4 aufgelistet sind. Die eingesetzten Mengen an Enzym wurden, wie
im Abschnitt 4.5.5 beschrieben, parallel zur Verlaufskurvenaufzeichnung auf derselben Mikro-
titerplatte ermittelt. Die Messungen wurden iiber einen Zeitraum von 25 min mit einer Ab-
tastzeit von 15 s durchgefiihrt. Die Messungen fiir die 3«x-HSDH und 7(3-HSDH erfolgten als

Duplikatansitze, die der GDH als Triplikatansitze.

Tabelle 4.3: Reaktionsbedingungen fiir die Aufzeichnung von GDH-Verlaufskurven. Reaktionen wurden sowohl
mit NAD als auch mit NADP als Kofaktor durchgefiihrt.

Ansatz NADP), mM  Glucose, mM Ansatz NADP), mM  Glucose, mM

1 0,01 1 10 0,3 3

2 0,01 10 11 0,3 30
3 0,01 100 12 0,3 300
4 0,03 3 13 1 1

5 0,03 30 14 1 10
6 0,03 300 15 1 100
7 0,1 1 16 3 3

8 0,1 10 17 3 30
9 0,1 100 18 3 300
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Tabelle 4.4: Reaktionsbedingungen fiir die Aufzeichnung von HSDH-Verlaufskurven. Fiir die 3c-HSDH wurden
als Kofaktoren NAD und NADH und als Gallensalze DHCA und 7,12-Diketo-UDCA eingesetzt, fiir die 73-HSDH
als Kofaktoren NADP und NADPH sowie als Gallensalze DHCA und 3,12-Diketo-UDCA.

Ansatz  NADP)H,mM NADP),mM DHCA, mM 3,12-Diketo-UDCA/
7,12-Diketo-UDCA, mM

1 0 0,025 0 0,1
2 0 0,025 0 3
3 0 0,25 0 0,1
4 0 0,25 0 3
5 0 0,1 0 0,3
6 0 0,1 0 1
7 0,025 0 0,1 0
8 0,025 0 3 0
9 0,25 0 0,1 0
10 0,25 0 3 0
11 0,1 0 0,3 0
12 0,1 0 1 0
13 0,025 0,025 0 0,1
14 0,25 0,025 0 0,1
15 0,025 0,25 0 3
16 0,25 0,25 0 3
17 0,1 0,1 0 0,3
18 0,025 0,025 0,1 0
19 0,025 0,25 0,1 0
20 0,25 0,025 3 0
21 0,25 0,25 3 0
22 0,1 0,1 0,3 0
23 0 0,025 0,3 0,1
24 0 0,025 3 0.1
25 0 0,25 0,3 3
26 0 0,25 3 3
27 0 0,1 1 0,3
28 0,025 0 0,1 0,3
29 0,025 0 0,1 3
30 0,25 0 3 0,3
31 0,25 0 3 3
32 0,1 0 0,3 1
33 0,025 0,025 0,1 0,1
34 0,025 0,25 0,1 3
35 0,25 0,025 0,1 3
36 0,25 0,25 0,1 0,1
37 0,025 0,025 3 3
38 0,025 0,25 3 0,1
39 0,25 0,025 3 0,1
40 0,25 0,25 3 3
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4.6 Analytische Methoden

4.6.1 Bestimmung der optischen Dichte von Bakteriensuspensionen

Die optische Dichte von E. coli-Suspensionen wurde in einem Kiivettenphotometer in Kiivetten
mit 1 cm Schichtdicke bei einer Wellenldnge von A = 600 nm gemessen. Die Bakteriensus-
pension wurde gegebenenfalls mit entsprechendem Medium oder Puffer verdiinnt, so dass die

gemessene Extinktion 0,5 nicht iiberstieg.

4.6.2 Bestimmung der Biotrockenmassenkonzentration von Bakteriensuspensionen

Die Bestimmung der Biotrockenmassenkonzentration erfolgte gravimetrisch, sofern nicht an-
ders angegeben. Hierzu wurde 1 mL der entsprechenden Bakteriensuspension in vorgetrock-
nete und vorgewogene 1,5 mL-Reaktionsgefile gegeben, anschlieBend wurden die Zellen in
einer Tischzentrifuge bei 13000 rpm 10 min bei Raumtemperatur pelletiert und der Uberstand
verworfen. Danach wurden die Gefil3e bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und erneut gewo-

gen. Die Biotrockenmassenkonzentration konnte anschlieend mittels Gleichung 4.2 berechnet

werden.
Myoll — Mieer
cx = — “4.2)
mit
cx Biotrockenmassenkonzentration, gg7 L1

my,o;; Masse des mit Probenmaterial gefiillten Reaktionsgefidf3es nach der Trocknung, g
m..r Masse des leeren Reaktionsgefalles nach der Trocknung, g

\% Volumen der Zellsuspension vor der Sedimentation, L

4.6.3 Photometrische Bestimmung von Kofaktorkonzentrationen

Konzentrationen von NAD(P) und NADP(H) wurden photometrisch in einem

Kiivettenphotometer nach dem Lambert-Beer’schen-Gesetz bestimmt. Hierzu wurde eine
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Quarzkiivette (Hellma Analytics, Miillheim) mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet,
die mit 1 mL Probe gefiillt war. Die Bestimmung der NAD(P)-Konzentration wurde bei
einer Wellenldnge von A = 259 nm durchgefiihrt, wobei der molare Extinktionskoeffizient
€259 ym = 16,9 mL prnol'1 cm’! betrug. Die Konzentrationen von NAD(P)H wurden bei einer
Wellenldnge von A = 340 nm bestimmt, hierbei betrug der molare Extinktionskoeffizient

€340 nm = 0,22 mL pmol'1 cml.

4.6.4 Hochauflosende Fliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die qualitative und quantitative Analytik von Gallensalzen erfolgte durch eine Auftrennung der
Substanzen mittels HPLC. Hierzu wurde das HPLC-System Finnigan Surveyor Plus (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, USA) mit einer Umkehrphasen-Chromatographiesiule des Typs
Hibar® 125-4 RP-18e (5 um) (Merck, Darmstadt) verwendet. Als mobile Phase diente ein Lauf-
mittelgemisch aus phosphorsauren Wasser (pH 2,6) und Acetonitril, wobei fiir die Auftrennung
ein Laufmittelgradient verwendet wurde. Die Flussrate der mobilen Phase betriigt 1 mL min™!
und es wurden jeweils 20 uL. Probe injiziert. Detektiert werden die Gallensalze mittels UV-Ex-

tinktion bei A = 200 nm. Kalibriert wurde die Methode mit Referenzsubstanzen nach gidngigen

Methoden. Das Gradientenprofil war wie folgt:

0-3 min: konstanter Anteil an Acetonitril von 35 % (v/v), 3—7 min: lineare Zunahme des Ace-
tonitrilanteils auf 39 % (v/v), 7-8 min: lineare Zunahme des Acetonitrilanteils auf 70 % (v/v),
8-9,5 min: konstanter Anteil an Acetonitril von 70 % (v/v), 9,5-10,5 min: lineare Abnahme des

Acetonitrilanteils auf 35 % (v/v), 10,5-14 min: konstanter Anteil an Acetonitril von 35 % (v/v).

4.6.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie (engl. fluorescence-activated cell sorting, FACS) wurde verwendet,
um die Zellintegritdt von Ganzzellbiokatalysatoren zu untersuchen. Hierzu wurden die Zel-
len mit PBS auf eine Partikeldichte von ca. 10° mL™!' verdiinnt, was bei einer Flussrate von
1 mL s™' 1000 Signalen s™! entspricht. Diese Zellen wurden mit 0,75 mM des Farbstoffs bis-
(1,3-Dibutylbarbitursidure)-Trimethinoxonol (Dibacy[3]) versetzt, welcher depolarisierte Zell-

membranen iiberwindet und durch Bindung an intrazelluldre Proteine und Membranen eine ge-
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steigerte Fluoreszenz erzeugt. Durch Auftragung der Dibac,[3]-vermittelten Fluoreszenz gegen
die Lichtstreuung der Partikel, welche ein Indikator fiir die Partikelgrofe ist, konnten Hinweise

auf die Zellintegritit bezogen werden (Suller & Lloyd, 1999; Langemann et al., 2010).

4.7 Stereoselektive Reduktion von Dehydrocholsiaure

4.7.1 Satz-Reduktion im 2 mL-MafBstab

Satz-Reduktionen im 2 mL-MalBstab wurden fiir die mechanistische Modellierung der multi-
enzymatischen Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA als Validierungsexperimente durch-
gefiihrt. Hierzu wurden Deep Well-Platten mit quadratischen Vertiefungsoffnungen und V-
formigen Boden mit einem Nennvolumen von 2,0 mL pro Vertiefung verwendet. Zur Durch-
mischung wurden die Deep-Well-Platte auf einem Laborschiittler bei 500 rpm geschiittelt. Um
Temperaturkonstanz zu gewéihrleisten, befand sich der gesamte Aufbau in einem auf 30 °C tem-
perierten Inkubationsschrank. Die Reaktionsgemische, bestehend aus DHCA, NAD, NADP, 3~
HSDH, 73-HSDH und GDH lagen in Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7,0) mit Zusatz von
0,6 % ((w)/v) BSA vor und wurden direkt in den Vertiefungen angesetzt. Gestartet wurde die
Reaktion durch Zugabe von Glucoselosung und anschlieBendem dreimaligen Invertieren der
Deep-Well-Platte. Verwendet wurden Enzyme, die gemall Abschnitt 4.5.2 aufgereinigt wurden.
Die Probenahme erfolgte halbstiindlich durch Entnahme von 100 pLL Reaktionsansatz, welcher
direkt mit 900 uL Methanol (77 %, v/v) versetzt wurde. Die mit Methanol versetzten Proben
wurden anschlieBend durch Vortexen vermischt und 10 min bei 13000 rpm in einer Tischzentri-
fuge bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde danach mittels HPLC analysiert.

Samtliche Reaktionen wurden im Dreifachansatz durchgefiihrt.

4.7.2 Satz-Reduktion im 20 mL-Mafstab

Stereoselektive Reduktionen von DHCA im 20 mL-MaBstab erfolgten in Enghals-Schraubver-
schlussflaschen (DURAN Group, Wertheim/Main) mit einem Nennvolumen von 50 mL, einem
Innendurchmesser von 41 mm und einem GL32-Schraubverschlussgewinde. Fiir die Durchmi-

schung sorgte ein kreuzformiger Magnetriihrer bei 450 rpm, der von einer Mehrfachriihrplatte
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(Variomag Multipoint, Thermo Scientific, Waltham, USA) angetrieben wurde. Um Tempera-
turkonstanz zu gewdhrleisten, befand sich der gesamte Aufbau in einem temperierten Inkuba-
tionsschrank. Fiir die Reaktionsansitze wurde das Substrat DHCA zunéchst mit dquimolarer
Menge an NaOH vorgelost. Der Reaktionsansatz, bestehend aus DHCA, Kosubstrat (Glucose
oder Formiat), und gegebenenfalls weiteren Zusitzen wie NAD(P), Glycerin, MgCl, wurde vor
Beginn der Reaktion zusammengemischt. Als Puffer diente Kaliumphosphat (50 mM) und der
pH wurde wahlweise mit Natronlauge, Phosphorsédure oder Ameisenséure (jeweils 5 M) auf den
gewiinschten Wert eingestellt. Gestartet wurde die Reaktion durch die Zugabe von Ganzzell-
biokatalysatoren. Wihrend der Reaktion wurde der pH in 30-miniitigen Abstinden mit einem
Hand-pH-Meter (pH-Tester Checker®, Carl Roth, Karlsruhe) gemessen und gegebenenfalls mit
Natronlauge, Phosphorsidure oder Ameisensidure (jeweils 5 M) auf den Ausgangswert einge-
stellt. Die Probenahme erfolgte in Abstinden von 30 oder 60 Minuten, indem 300 uL. Reak-
tionsansatz entnommen und mit 700 uL. Methanol (> 99,9 %) vermischt wurden. Anschliefend
wurde das Proben-Methanol-Gemisch 3:10 mit 70 %-igem Methanol (v/v) verdiinnt und 10 min
bei 13000 rpm in einer Tischzentrifuge bei Raumtemperatur zentrifugiert. Vom Uberstand wur-
de eine Probe entnommen und 1:10 mit Methanol (70 %, v/v) verdiinnt, in Probengliser gegeben

und mittels HPLC analysiert. Simtliche Reaktionen erfolgten im Dreifachansatz.

Fiir die Versuche in Kapitel 6 kamen, soweit nicht anders erwihnt, jeweils OD 20 Zellen,
100 mM DHCA und 500 — 750 mM Natriumformiat bzw. 500 mM Glucose zum Einsatz. Der
pH betrug 6,5 und wurde im weiteren Verlauf der Biotransformation nicht geregelt. Die Versu-
che in Kapitel 7 wurden, soweit nicht anders erwihnt, mit 70 mM DHCA, 350 mM Glucose,
10 mM MgCl,, 50 uM NADP, 10 uM NAD bei pH 7,0 durchgefiihrt, wobei der pH manuell
geregelt wurde. Abweichend davon kamen in Abschnitt 7.4 200 mM Glucose, 5 mM MgCl,

und zusitzlich 4 % (v/v) Glycerin zum Einsatz.

4.7.3 Satz-Reduktion im 1 LL-MaBstab

Stereoselektive Reduktionen von DHCA im 1 L-MaBstab erfolgten in einem 1,5 L
Riihrkesselreaktor der Firma Infors AG (Infors 3, Bottmingen, Schweiz) ohne
Stromungsbrecher. Der Reaktor war mit Sonden fiir Temperatur und pH ausgestattet, so

dass diese Parameter von einer Steuerungseinheit online abgelesen und gegebenenfalls ge-
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regelt werden konnten. Temperiert wurde der Reaktor iiber einen an die Steuerungseinheit
angeschlossenen Doppelmantel und die Durchmischung erfolgte durch zwei Sechsblatt-
Scheibenriihrer bei 500 — 1000 rpm, die iiber einen Motor am Deckel des Reaktors ange-
triecben wurden. Zudem konnte iiber Zulaufpumpen Séure (Phosphorsidure, 5 M) oder Base
(Natronlauge, 5 M) zur pH-Regulation in den Reaktor zugegeben werden. Das Substrat DHCA
wurde entweder in dquimolarer Natronlauge vorgelost oder direkt als freie Sidure in Pulverform
zugegeben. Samtliche weitere Bestandteile wurden ebenfalls entweder als Feststoff oder als
Stammlosung zugegeben. Nach Auffiillen auf das entsprechende Volumen und der Einstel-
lung des gewiinschten pH wurde die Reaktion mittels Zugabe von Ganzzellbiokatalysatoren
gestartet. Die Probenahme erfolgte im Abstand von 30 oder 60 min wie unter Abschnitt 4.7.2

beschrieben.

4.7.4 Praparative Darstellung von Monoketo- und Diketo-Gallensalzen

Fiir die mechanistische Modellierung der multienzymatischen Reduktion von DHCA zu 12-
Keto-UDCA wurden die Gallensalze 3,12-Diketo-UDCA, 7,12-Diketo-UDCCA und 12-Keto-
UDCA in Mengen benotigt, die nicht kommerziell zu beziehen waren. Aus dem Grund mussten
diese selber synthetisiert werden. Die préaparative Darstellung von Monoketo- und Diketo-Gal-
lensalzen erfolgte im L-MaBstab mit gleichen Aufbau wie unter Abschnitt 4.7.3 beschrieben,
allerdings wurden isolierte Enzyme anstelle von Ganzzellbiokatalysatoren verwendet, die nach
Abschnitt 4.5.2 aufgereinigt wurden. Die Reaktionsgemische bestanden aus 70 mM DHCA,
200 mM Glucose, 1 mM MgCl, und 50 mM Kaliumphosphat. Die Temperatur wurde auf 30 °C
und der pH auf 7,0 geregelt. Fiir die Darstellung von 3,12-Diketo-UDCA wurde zudem 20 uM
NADP, 2,2 kU L’! 73-HSDH sowie 1,2 kU L' GDH zugesetzt; fiir die Darstellung von 7,12-
diketo-UDCA bestand der Zusatz aus 100 uM NAD, 1,8 kU L' 3-HSDH und 1,6 kU L!
GDH. Bei der Darstellung von 12-Keto-UDCA wurden je 100 uM NAD und NADP, 1,8 kU !
3x-HSDH, 2,3 kU L’ 73-HSDH sowie 2,1 kU L] (NAD) GDH zugegeben. Die Probenahme
erfolgte wie unter Abschnitt 4.7.2 beschrieben. Der Fortschritt der Reaktion wurde wihrend des
Prozesses mittels HPLC verfolgt. Der Abbruch erfolgte 1 h nachdem keine anderen Gallensalze
als das gewiinschte Produkt nachzuweisen waren. Das Gallensalz wurde anschlieend, wie im

folgenden Abschnitt beschrieben, isoliert.
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4.7.5 Isolation von Gallensalzen durch Siureprizipitation

Die Isolation von Gallensalzen beruht auf der geringen Loslichkeit von Gallensalzen in ih-
rer protonierten Form bei saurem pH. Hierzu wird ein Gemisch mit gelosten Gallensalzen im
geriihrten Zustand mit Salzsaure (6 M) tropfchenweise auf pH < 2,0 titriert. Die gelosten Gal-
lensalze fallen hierbei nahezu vollstindig als Feststoff aus. Dieser wurde anschlieBend mit Hilfe
eines Biichnertrichters mit eingesetztem Filterpapier (& 150 mm, Riickhaltebereich > 4 um)
von der restlichen Losung getrennt. Bei Bedarf konnte das Gallensalz gewaschen werden, in-
dem es in Reinstwasser gegeben und durch Titration mit Natronlauge (5 M) auf pH 8 — 9 gelost,
mit dem Biichnertrichter filtriert und anschlieBend wieder durch Siureprézipitation isoliert wur-
de. Fiir die Darstellung von 7,12-Diketo-UDCA und 12-Keto-UDCA erfolgte ein zweimaliger
Waschvorgang, fiir die Darstellung von 3,12-Diketo-UDCA erfolgte der Waschvorgang einmal.

Anschlieend wurde das isolierte Gallensalz bei 60 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

4.8 Statistische und computerbasierte Methoden

4.8.1 Bioinformatische Methoden

Sequenzanalysen von DNA-Sequenzen wie das Auffinden von Restriktionsschnittstellen, Er-
stellung paarweiser Sequenzalignments, simulierte PCR, Restriktionsverdau und Ligation wur-
den mit den Programmen SerialCloner (Serial Basics, Paris, Frankreich) und ApE (The Uni-
versity of Utah, Salt Lake City, USA) durchgefiihrt. Datenbanksuchen von DNA- und Ami-
nosduresequenzen wurden mit dem Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, http:
//blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) durchgefiihrt (Altschul et al., 1990). Fiir die Ho-
mologie-Modellierung von Proteinstrukturen wurden zunichst Alignments mit HHpred erstellt
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred#, Soding 2005; Soding et al. 2005 ), die Er-
zeugung der Tertidrstruktur erfolgte mit dem Tool MODELLER (UCSF, San Fancisco, USA,
Sali & Blundell 1993). Fiir Proteinstrukturvisualisierung und -alignment wurde das Programm

Chimera verwendet (UCSEF, San Fancisco, USA, Pettersen et al. 2004).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred#
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4.8.2 Statistische Versuchsplanung

Fiir die empirische Modellierung der Ganzzellbiokatalyse wurden Bedingungen der Einzel-
versuche nach dem Prinzip der statistischen Versuchsplanung ausgewihlt. Hintergrund dessen
war, dass die Einfliisse mehrerer Faktoren in einer Versuchsreihe simultan untersucht und so-
mit simultan variiert werden sollten. In der vorliegenden Arbeit wurden Full Factorial Desi-
gns, Fractional Factorial Designs und dreidimensionale Central Composite Designs des Typs

circumscribed gewdhlt (Montgomery, 2009).

Fiir eine Durchmusterung verschiedener Reaktionszusitze in Abschnitt 6.1.4 wurde ein 284
Fractional Factorial Design verwendet, womit sich mit wenigen Experimenten viele Ein-
flussfaktoren untersuchen lassen. Die Codierung ist in Tabelle 4.5 gezeigt, die Bedeutung der

jeweiligen Codierung in Tabelle 4.6.

Ein Central Composite Designs des Typs circumscribed wurde fiir die Erstellung empiri-
scher Modelle genutzt, da es eine gute Modellierung des gesamten Designraums ermoglicht
(Box & Wilson, 1951). Bei diesem Design liegt ein Datenpunkt im Zentrum des Designraums.
Zusitzlich liegen acht Datenpunkte an dessen Ecken (Factorial Points). Der Abstand dieser
Factorial Points vom Zentrum betrdgt =1 Einheit fiir jeden Faktor. Dariiber hinaus sind sechs
weitere Datenpunkte vom Zentrum aus gesehen in den axialen Richtungen au3erhalb des Desi-
gnraums angeordnet (star points), wobei der Abstand zwischen Zentrum und star points o
betrdagt. Diese bilden die Mittelpunkte der Grenzflaichen des Modellraums. Der Wert o ist
hierbei abhiingig von der Anzahl an Faktoren (k) und wird iiber die Gleichung 4.3 ermittelt
(Montgomery, 2009).

o = 2k/4 (4.3)

Fiir das empirische Modell in Abschnitt 7.4 wurden drei unabhédngige Einflussgrof3en unter-
sucht, wodurch sich ein Wert von o = 1,682 ergibt. Die Codierung der Reaktionsansétze ist in

Tabelle 4.7 angegeben.

Weitere statistische Versuchsdesigns sind in den entsprechenden Ergebnisabschnitten be-

schrieben.
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Tabelle 4.5: Versuchsplan zur Untersuchung des Einflusses der Substanzen Glucose, Glycerin, Ammoniumchlorid
(NH,CI), Natriumsulfat (Na,SO,), Magnesiumchlorid (MgCl,), Spurenelementldsung (TES), IPTG und Citrat auf
die Ganzzelbiotransformation.

Ansatz Glucose Glycerin NHyCl Na,SO; MgCl, TES IPTG Citrat

A B C D E F G H
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1 -1 1 1 1
3 -1 1 -1 -1 1 -1 1 1
4 1 1 -1 -1 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1 1 1 1 -1
6 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1
7 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1
8 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1
10 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1
11 -1 1 -1 1 -1 1 1 -1
12 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1
13 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1
15 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1
16 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabelle 4.6: Codierung und reale Werte der Faktoren Glucose, Glycerin, Ammoniumchlorid (NH,CI), Natrium-
sulfat (Na,SO,), Magnesiumchlorid (MgCl,), Spurenelementlosung (TES), IPTG und Citrat

Substanz Codierung

-1 1
Glucose 0gLT 3gL7!
Glycerin 0 % (viv) 8,7 % (vIv)
NH,CI 0 mM 60 mM
Nast4 0 mM 35 mM
MgCl, 0 mM 1 mM
TES 0% (vlv) 0,15 % (v/v)
IPTG 0 mM 0,5 mM

Citrat 0gL™! 3gL!
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Tabelle 4.7: Versuchsplan fiir die Erstellung des empirischen Prozessmodells mit den natiirlichen Variablen ODg,
NAD-Konzentration und NADP-Konzentration und den codierten Variablen xi, x, und x3.

codierte Variablen natiirliche Variablen
Ansatz X1 b)) X3 ODgo0, — NAD, uM NADP, ytM
1 -1 -1 -1 2,0 40,0 7,5
2 -1 -1 1 2,0 40,0 10,0
3 -1 1 -1 2,0 60,0 7,5
4 -1 1 1 2,0 60,0 10,0
5 1 -1 -1 3,0 40,0 7,5
6 1 -1 1 3,0 40,0 10,0
7 1 1 -1 3,0 60,0 7,5
8 1 1 1 3,0 60,0 10,0
9 -a 0 0 1,7 50,0 8,7
10 a 0 0 33 50,0 8,7
11 0 -a 0 2,5 33,2 8,7
12 0 a 0 2,5 66,8 8,7
13 0 0 -a 2,5 50,0 6,6
14 0 0 o 2,5 50,0 10,8
15 0 0 0 2,5 50,0 8,7

4.8.3 Parameteridentifikation von statistischen Polynommodellen

Fiir die empirische Modellierung der Ganzzellbiokatalyse wurde ein statistisches Polynommo-

dell folgender Form verwendet:

k k k
n="Po+ Y Bixi+ Y. Bii+ Y. Y Bijxix; (4.4)
j=1 j=1 2

i< j=

Hierbei beschreibt 1 eine Antwortgrofle, die von diversen unabhéingigen Prozessparametern (x;)
beeinflusst wird. Die einzelnen Parameter [3; beschreiben hierbei die Art und GroBe des Ein-
flusses. Vorteil solcher quadratischer Polynommodelle ist, dass diese sehr flexibel sind und sich
an eine Vielzahl von Funktionen annidhern konnen (Carley et al., 2004). Die Werte der ein-
zelnen Modellparameter wurden zunéchst durch nichtlineare Regression mit dem Programm
MATLAB (MathWorks, Natick, USA) ermittelt, anschlieBend wurden iterativ die Parameter
mit dem geringsten Signifikanzwert (p-Wert) aus dem Modell entfernt, bis durch Entfernung
weiterer Modellparameter keine Erhohung des korrigierten Bestimmtheitsmalles (I?) des Ge-

samtmodells mehr erzielt werden konnte.
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4.8.4 Herleitung mechanistischer Modelle

Fiir die mechanistische Modellierung der multienzymatischen Reduktion von DHCA zu 12-Ke-
to-UDCA mussten Geschwindigkeitsgleichungen, die nicht in der Literatur zu finden sind, her-
geleitet werden. Die Herleitung der Geschwindigkeitsgleichung erfolgte mit dem in Abschnitt
3.2.5 beschriebenen King-Altman-Verfahren. Hierfiir wurde das Internetprogramm BioKin
King Altman (http://biokin.com/king-altman/index.html, Biokin Ltd., Watertown,
USA) verwendet. Dabei muss der jeweilige Enzymmechanismus durch die Eingabe aller
vorhandenen Einzelreaktionen zunéchst spezifiziert werden, anschlieend generiert das Pro-
gramm die entsprechende Geschwindigkeitsgleichung, die durch Geschwindigkeitskonstanten
(ky1,k_1...) definiert ist (Cornish-Bowden, 1977). Die entsprechenden kinetischen Parame-
ter (V1,Kna...) konnen anschlieBend gemil3 der Cleland-Definition ermittelt werden (Cleland,
1963a), so dass durch Substitution der Geschwindigkeitskonstanten die Geschwindigkeitsglei-

chung durch kinetische Konstanten dargestellt werden konnte.

4.8.5 Parameteridentifikation von mechanistischen Modellen

Die Parameter der mechanistischen Modelle wurden fiir jedes Enzym unabhiingig durch Ver-
laufskurvenanalyse abgeschitzt. Hierfiir wurde jeweils ein geméll Abschnitt 4.5.7 aufgezeich-
neter Verlaufskurvensatz verwendet. Um eine schnellere Datenverarbeitung zu ermoglichen,
wurde jede Verlaufskurve auf 11 Datenpunkte reduziert, wobei das Zeitintervall zwischen
den einzelnen Datenpunkten sich an der Geschwindigkeit der jeweiligen Reaktion orientierte.
Grundsitzlich wurden die Zeitintervalle so gewdhlt, dass sich iiber die gesamten 11 Datenpunk-
te hinweg eine Reaktion beobachten lieB3. Ansitze, bei denen sich keine Reaktion beobachten
lieBen, wurden fiir die Parameteridentifikation ausgelassen. Dies betraf bei der 3a-HSDH die
Ansitze 14, 16 und 17 sowie bei der 73-HSDH die Ansitze 13, 14, 16 und 17. Bei der GDH

wurden keine Ansitze ausgelassen.


http://biokin.com/king-altman/index.html
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Weiterhin tritt bei enzymatischen Reaktionen manchmal eine Verzégerungsphase zu Beginn
der Reaktion auf. Da das Modell eine solche Phase nicht vorsieht, wurde dieser Effekt heraus-

gerechnet. Fiir den Fall dass:

E, —Ej
h—1

Es—E;
13—

4.5)

mit: E; gemessene Extinktion am Datenpunkt i, —

t;  Messzeit am Datenpunkt i, s

wurden fiir alle Datenpunkte D; (i > 2) neue Messzeiten ¢ angenommen, so dass folgendes gilt:

E, —E;
ti=ti—(h—11)- [ 1— 4.6
i (—11) < E3—E2> (4.6)

Damit werden fiir den Fall, dass eine Verzogerungsphase vorliegt, simtliche Datenpunkte au3er
dem Datenpunkt zum Zeitpunkt = 0O (¢;) an der Zeitachse vorverschoben, so dass die Stei-
gung zwischen den ersten beiden Datenpunkten nicht kleiner ist als die Steigung zwischen den

darauffolgenden beiden Datenpunkten.

Fiir das simultane Abschitzen aller Parameter unter sdmtlichen Reaktionsbedingungen wur-
de das Programm PottersWheel (Maiwald & Timmer, 2008) in einer MATLAB-Umgebung
verwendet. Die Abschitzung erfolgte im logarithmischen Suchraum, als Suchalgorithmus wur-
de ein Levenberg-Marquardt-Algorithmus verwendet und als Integrator RADAUS (Maiwald &
Timmer, 2008). Die zu minimierende Zielfunktion ist eine gewichtete y?=Funktion der folgen-

den Form:

N : A2
2 _ (YModetr (i) — YExp (i) 47
0 -
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bei der N die Anzahl aller Datenpunkte, yy,qe1 (i) die vorhergesagten Modellwerte, yg., (i)
die experimentellen Messwerte und G,%xp (i) deren Varianz ist. Die Standardabweichungen der

einzelnen Datenpunkte wurde hierbei iiber folgendes Fehlermodell abgeschiitzt:

Oap () = 0,0005 40,05 - (max (y (j)) — min (¥ (j))) (48)

bei der Oy, (/) die Standardabweichung der Datenpunkte einer Verlaufskurve j, max (y (j)) der
maximale und min (y (j)) der minimale y-Wert aller Datenpunkte der Verlaufskurve j darstellen.
Dabei setzt sich das Fehlermodell aus einem konstanten Term und einem variablen, von dem
Dynamikumfang der Messung abhéngigen, Term zusammen. Der konstante Term soll die Mes-
sungenauigkeit darstellen. Der variable Term soll hingegen Fehler abbilden, die beim Ansetzen
der Reaktion entstehen. Der Grund, warum diese Bewertungsfunktion einer nicht-gewichteten
least square-Zielfunktion vorgezogen wurde, ist, dass bei einer nicht-gewichteten least square-
Zielfunktion Reaktionen mit groBeren Konzentrationsveridnderungen stirker gewichtet werden

wiirden als Reaktionen mit geringen Konzentrationsverdanderungen.

Fiir jedes Enzym wurde eine Sequenz von 100 Einzelanpassungen durchgefiihrt, bei der die
Startwerte der Parameter innerhalb eines Intervalls zufallsgeneriert wurden. Die jeweiligen In-
tervalle sind in Tabelle 4.9 angegeben. Gegeniiber der Verwendung eines genetischen Algo-
rithmus hatte diese Vorgehensweise die Vorteile, dass der Levenberg-Marquardt-Algorithmus
eine dramatische Verkiirzung der Rechenzeit ermoglichte (ca. 1 h anstatt ca. 1 d pro Sequenz)
und dass Minima genauer bestimmt wurden (Maiwald & Timmer, 2008). Programmbedingt
ergab sich auBBerdem der Vorteil, dass bei der Verwendung eines Levenberg-Marquardt-Algo-
rithmus die abgeschitzten Parameterwerte, im Gegensatz zur Verwendung eines stochastischen
Algorithmus, nicht auf ein vorher zu definierendes Intervall begrenzt waren. Der Vorteil einer

stochastischen Abtastung wurde hierbei durch die Zufallsgenerierung der Startwerte erreicht.

Nach Beendigung der Anpassungssequenz wurden die abgeschitzten Parameter der 50 %
besten Schitzungen (geringste x2) analysiert, indem die Verteilung der Parameterwerte, die Hi-
stogramme der Start- und Endwerte sowie die paarweisen Korrelationen der Parameterwerte
betrachtet wurden. Dabei sollte die Bestimmbarkeit der jeweiligen Parameter evaluiert werden.

Parameter, deren Endwerte unabhéngig von ihren Startwerten eine scharfe Verteilung aufwei-
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Tabelle 4.9: Intervalle der zufallsgenerierten Parameterstartwerte fiir die mechanistische Modellierung von 3x-
HSDH, 73-HSDH und GDH.

73-HSDH Min Max 3x-HSDH Min Max
kit,s TmMTAU! 1 10000 kii,s TmM TAUT 10 10000
k_y,s7 ' AU! 0,001 1000 k_y,s7 ' AU! 0,01 100
k_z/k+27mM O,l 10 k_z/k+2,mM 0,1 10
ki3, s ' AU! 0,1 10000 ki3/k_3,mM 0,1 10
k_z,s ' mM~ AU} 0,1 10000

kiq,s 'V AU! 0,01 1000 kiq,s VAU 0,01 100
k_g,s~ ' mM~t AU! 0,01 1000 k_g,s ' mM~t AU 0,03 300
k_s/kys,mM 0,1 100 k_s/kys,mM 0,01 10
GDH (NAD) Min Max GDH (NADP) Min Max
V1,U AU! 1 1,2 V1,U AU ! 1 1,3
KmA,mM 0,001 0,1 KmA,mM 0,001 0,1
Kia,mM 0,001 100 Kia,mM 0,001 100
KmB,mM 1 100 KmB,mM 1 100
Kig,mM 0,001 100 Kig,mM 0,001 100

sen, gelten als bestimmbar, wihrend Parameter mit breiten Endwertverteilungen, die hdufig mit
den Startwertverteilungen korrelieren oder ins Unendliche abdriften, als unbestimmbar gelten.
Die Betrachtung von paarweisen Korrelationen kann zur Identifikation von Parameterpaaren
fiihren, die zwar einzeln unbestimmbar, aber paarweise bestimmbar sind, z.B. als Quotient oder
Produkt. Im Falle des Vorliegens von unbestimmbaren Parametern musste das Modell entspre-
chend modifiziert werden, so dass sidmtliche im Modell enthaltenen Parameter bestimmbar wa-
ren. Die Konfidenzintervalle der Einzelparameter wurden im Anschluss auf Basis der Hesse-

Matrix berechnet (Marsili-Libelli et al., 2003).

4.8.6 Simulation und Konfidenzintervallbestimmung von mechanistischen

Prozessmodellen

Die Simulation von Reaktionsverldufen wurde ebenfalls mit dem Programm PottersWheel
durchgefiihrt. Hierbei wurden die ermittelten kinetischen Parameter der Einzelenzymmodelle
in ein kombiniertes Prozessmodell iibertragen. Somit konnten Prozessverldufe bei unterschied-

lichen Startbedingungen an Substraten, Produkten und Kofaktoren berechnet werden.

Die 95 %-Konfidenzintervalle der Reaktionsverldufe wurden durch Bootstrapping ermittelt.
Hierzu wurden neue Enzymparametersitze simuliert, wobei sdmtliche Enzymparameter durch
zufallsgenerierte Werte ersetzt wurden, bei denen die Verteilungen der simulierten Werte ei-

ner Normalverteilung um die jeweils ermittelten Parameterwerte entsprachen, deren Breite sich
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aus den jeweiligen ermittelten Konfidenzintervallen ergaben. Insgesamt wurden fiir jede Reak-
tionsbedingung 10000 Parametersitze generiert und damit Simulationen der Reaktionsverldufe
durchgefiihrt. Die simulierten Gallensalzkonzentrationen iiber die Zeit wurden in eine Matrix
ibertragen und der GréBe nach sortiert, so dass sich die 95 %-Intervalle direkt aus den Daten

auslesen lieB3en.
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5 Anderung der Kofaktorspezifit:it der 73-
Hydroxysteroiddehydrogenase (73-HSDH)

5.1 Erstellung einer NADH-abhangiger Mutante durch rationales

Protein-Design

Die verwendeten Syntheseenzyme 3-HSDH und 7(3-HSDH weisen unterschiedliche Kofaktor-
spezifititen auf: wihrend die 3c-HSDH NADH benétigt, bevorzugt die vorliegende 73-HSDH
NADPH als Kofaktor. Aufgrund der einfacheren Kofaktorregenerierung ist es jedoch zu be-
vorzugen, wenn beide Enzyme die gleiche Spezifitit hitten. Da NADH-Regenerierung durch
die native NAD-AKktivitit der FDH besser durchzufiihren ist und NAD zudem kostengiinstiger
als NADP ist (Weckbecker et al., 2010), soll durch Protein-Engineering versucht werden, die
Kofaktorspezifitit der 73-HSDH zu NADH zu dndern.

5.1.1 Identifizierung der kofaktordeterminierenden Aminosaureposition

Die Enzymfamilie der SDR ist in der Literatur gut beschrieben und diverse Quellen berichten,
dass die Kofaktorspezifitit hauptsidchlich von nur wenigen Aminosadurepositionen abhingig ist.
Der entscheidende Aminosédurerest in NADH-abhéngigen Vertretern ist ein Aspartat am Ende
des zweiten [3-Strangs (Tanaka er al., 1996a; Kallberg et al., 2002; Persson, 2003), wihrend
NADPH-abhingige Enzyme an dieser Position zumeist einen kleinen aliphatischen Rest auf-
weisen. Durch multiples Sequenzalignment der NADH-abhingigen HSDH 3x/203-HSDH aus
Streptomyces exfoliatus (Marekov et al., 1990), 7a-HSDH aus E. coli (Yoshimoto et al., 1991),
33/173-HSDH aus C. testosteroni (Abalain et al., 1993) und 3-HSDH aus C. testosteroni
(Mobus & Maser, 1998) sowie der NADPH-abhéngigen Enzyme 12x-HSDH aus Clostridium
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30/20B-hsdh ———-—=—-————- NDLSGKTV 06
7o0-hsdh —————- VENSDNLRLDGKCA 12
38/178-hsdh ———-——————- TNRLQGKVA 07
3o-hsdh -MMGFDVRHHHPDKRRQDMS 19
120-hsdh = ———————————— MIFDGKVA 08
76-hsdh  ————————- MNLREKYGEWG 09

30/20B8-hsdh IITGG--ARGLGAEAARQAV 26

7o-hsdh IITGAG--AGIGKEIAITFA 32
3B/17-hsdh LVTGG--ASGVGLEVVKLLL 27
3a-hsdh IIVISGCATGIGAATRKVLE 39
12a-hsdh IITGGGKAKSIGYGIAVAYA 28
7B-hsdh LILGAT--EGVGKAFCEKIA 29

30/20B8-hsdh AAGARVVLADVLDEEGAATA 46

7o-hsdh TAGASVVVSDINADAANHVV 52
3B/17B-hsdh GEGAKVAFSDINEAAGQQLA 47
3a-hsdh AAGHQIVGIDIRDAEVIADL 59
12a-hsdh KEGANLVLTGRNEQKLLDAK 48
7R3-hsdh AGGMNVVMVGRREEKLNVLA 49

Abbildung 5.1: Struktur der Kofaktorbindetasche der 7(3-HSDH und multiples Sequenzalignment verschiedener
HSDH. Links ist die die Kofaktor-Bindetasche der 7(3-HSDH mit NAD gezeigt. Die Aminosdurereste G39, R40,
R41 und K44 sind hierbei gelb markiert. Rechts ist ein multiples Sequenzalignment der NADH-abhéngigen Enzy-
me 30/203-HSDH aus Streptomyces exfoliatus, 76a-HSDH aus E. coli, 33/173-HSDH aus C. testosteroni und 3oc-
HSDH aus C. testosteroni und der NADPH-abhidngigen Enzyme 120-HSDH aus Clostridium group P, Strain C48-
50 und 7(3-HSDH aus C. aerofaciens gezeigt. Die kofaktordeterminierende Position ist gelb hinterlegt, wihrend
die zu mutierenden Positionen rot markiert sind.

group P, Strain C48-50 (Braun, 2011) und 7(3-HSDH aus C. aerofaciens (Liu et al., 2010) konn-
te G39 als entsprechende Position in der 73-HSDH identifiziert werden (vgl. Abbildung 5.1).

5.1.2 Herstellung und Charakterisierung der NADH-abhingigen Einfachmutante

Nach Identifikation der entsprechenden Aminosédureposition wurde durch ortsgerichtete Mu-
tagenese eine G39D-Mutante der 73-HSDH erstellt, und deren Erfolg durch Sequenzierung
bestitigt. Das Protein wurde mit N-terminalem His-Tag exprimiert und iiber IMAC aufgereinigt.
Ein erster Aktivititsassay zeigte nur sehr geringe NADPH-Aktivitiit (0,040 & 0,005 U mg™! bei
10 mM DHCA, 0,5 mM NADPH und pH 8,0). Dafiir war eine deutliche NADH-AKktivitit zu

beobachten.

AnschlieBend wurde diese Mutante kinetisch charakterisiert. Als Vergleich wurden die drei
vorliegenden NADPH-abhingigen 7(3-HSDH-Enzyme — Wildtyp, G39A-Mutante und G39S-
Mutante — ebenfalls mit N-terminalem His-Tag exprimiert, aufgereinigt und charakterisiert

(Braun, 2011).
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GD o

— - G3%A - G39S — -G39D

Abbildung 5.2: Kinetikmessungen der NADPH-abhéngigen 7(3-HSDH-Varianten und der NADH-abhiéngigen
7B-HSDH (G39D). Dabei sind die DHCA- bzw. NADH-Konzentrationen gegen die spezifische Enzymaktivitit
(EA) aufgetragen. Gezeigt sind die DHCA-Kinetiken des Wildtyps (links oben), der G39A-Mutante (links mit-
tig), der G39S-Mutante (links unten) und der G39D-Mutante (rechts oben), die NADH-Kinetik der G39D-Mutante
(rechts mittig) und die Uberlagerung simtlicher DHCA-Kinetiken (rechts unten). Dargestellt sind Messdaten und
nach Gleichung 3.1 bzw. 3.10 angepasste Kinetikkurven. Die Reaktionen wurden im 250 uL-MaBstab (NADPH-
abhingige 73-HSDH) bzw. 100 uL-MaBstab (NADH-abhingige 7(3-HSDH) in Mikrotiterplatten bei 30 °C und
pH 8,0 durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den
Abschnitten 4.5.5 und 4.5.6. Die Standardabweichung der Dreifachmessungen sind mit Fehlerindikatoren gekenn-
zeichnet.
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Tabelle 5.1: Kinetische Konstanten der NADPH-abhéngigen 7[3-HSDH-Varianten und der NADH-abhzngigen 73-
HSDH (G39D). Fiir die G39D-Mutante ist ein vy, bei 0,5 mM NADH angegeben. Nicht bestimmbare Parameter
sind mit ,,n.b.”“ gekennzeichnet.

Mutante  Vmax, Umg?  Kppuca, BM  Kipaca, mM Ky, Nap@)n, BM

WT 204 £+ 0,7 11,7 £ 1,5 0,5 £ 03 12,1 £ 1,2
G39A 21,2 £ 0,7 25 £ 29 4,5 £ 0,6 223 £ 23
G39S 16,5 + 0,6 57T £ 6 80 £ 1.3 15,1 £ 1,5
G39D 2,35 £ 0,07 420 £ 50 - n.b.

In Abbildung 5.2 sind die DHCA-Kinetikkurven der vier Enzymvarianten gezeigt und
zusitzlich die NADH-Kinetikkurve der G39D-Mutante. Die NADPH-Kurven der anderen En-
zymvarianten wurden auch aufgezeichnet, sind jedoch nicht gezeigt. Dariiber hinaus ist ein
Vergleich der ermittelten DHCA-Kinetiken der vier Enzymvarianten zu sehen. Die ermittelten

kinetischen Parameter sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst.

Wie schon von Braun (2011) durch Messungen mit Zelllysat gezeigt, weisen samtliche
NADPH-abhéngigen Enzymvarianten eine deutliche Substratinhibierung durch DHCA auf, die
in der Reihenfolge Wildtyp, G39A, G39S abnimmt. Die G39D-Mutante hingegen zeigt keine
Substratinhibierung, allerdings ist deren vy, deutlich geringer als der der NADPH-abhéingigen
Varianten (2,35 + 0,07 gegeniiber 16,5 — 21,2 U mg‘l). Die NADH-Kinetik der G39D-Mu-
tante zeigt jedoch, dass die spezifische Aktivitdt mit zunehmender NADH-Konzentration bis
0,5 mM quasi linear zunimmt, was bedeutet, dass der Ky, fiir NADH sehr grof8 und dessen
Bestimmung im Rahmen der gewihlten, photometrischen Messmethode unmdoglich ist, da die
hierzu bendtigten Kofaktorkonzentrationen auerhalb des messbaren Bereichs liegen. Dies be-
deutet ebenfalls, dass der ermittelte vi,ax kein absoluter viy,x sondern einer fiir die Messung mit
0,5 mM NADH darstellt. Der hohe Ky, fiir NADH deutet auf eine geringe Bindeaffinitédt von
NADH hin, was die Abwesenheit einer Substratinhibition erklart. Eine Hypothese zum Me-
chanismus der Substratinhibition ist, dass es sich um eine EBQ-Inhibition handelt, bei dem ein
oxidiertes Substrat an den bindren Komplex aus Enzym und oxidiertem Kofaktor bindet und da-
durch einen dead-end-Komplex ausbildet. Solche Mechanismen sind an Dehydrogenasen schon
beschrieben, und ebenfalls, dass sich die Substratinhibition durch eine Destabilisierung des En-
zym-Kofaktor-Komplexes verringern ldsst, da hierdurch auch der ternére, dead-end-Komplex
destabilisiert wird (Eszes et al., 1996; Gangloftf et al., 2001; Braun, 2011). Die geringe Affinitit
zu NADH fiihrt jedoch vermutlich auch zur geringen spezifischen Enzymaktivitit, so dass diese

im weiteren Verlauf der Arbeit weiter erhoht werden soll.
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5.2 Gerichtete Evolution der NADH-abhangigen 7(3-
Hydroxysteroiddehydrogenase (73-HSDH)

5.2.1 Herstellung des Wirtsstamms fiir die Mutantenbibliothek

Die weitere Mutagenese soll nach dem Prinzip der iterativen Séttigungsmutagenese erfolgen
(Reetz et al., 2009). Fiir die Herstellung einer Mutantenbibliothek wird hierzu ein E. coli-
Wirtsstamm benotigt, der iiber eine hohe Transformationseffizienz verfiigt und gleichzeitig gut
fiir eine Durchmusterung mit Zelllysat geeignet ist. Da E. coli iiber eine genomisch codierte
7x-HSDH verfiigt, welche in der Durchmusterung eine Nebenreaktion katalysiert und somit
Messdaten verfdlschen kann, muss auf einen Wirtsstamm zuriickgegriffen werden, bei dem
dieses Gen ausgeschaltet ist. Die beiden vorhandenen Knockout-Stimme BL49 und BLLiu
sind jedoch beides E. coli-BL21(DE3)-Derivate, die iiber eine geringe Transformationseffizi-
enz verfiigen. Somit musste zunéchst ein geeigneter Wirtsstamm hergestellt werden, indem die

genomische 7a-HSDH ausgeschaltet wird.

Als Ausgangsstamm fiir den Knockout wurde E. coli NovaBlue(DE3) gewihlt, einem K-
12-Derivat mit hoher Transformationseffizienz. Gleichzeitig ermoglicht die DE3-Kassette eine
Expression von Fremdprotein mit dem T7-Expressionssystem, wodurch sich dieser von E. co-
li DH5x unterscheidet. Die erfolgreiche Ausschaltung des Gens fiir die 7a-HSDH und das
anschlieBende Ausschleusen des Knockout-Plasmids wurden durch Kultivierung auf entspre-
chenden Selektionsantibiotika, PCR und Sequenzierung bestitigt. Dieser Stamm tragt die Be-

zeichnung E. coli NB13.

5.2.2 Auswahl der zu mutierenden Positionen

Zu den konservierten Bereichen in NADPH-bindenden SDR zihlen vor allem basische Ami-
nosdurereste in der Kofaktorbindetasche, welche die NADP(H)-Bindung durch Siure-Base-In-
teraktion mit der 2’-Phosphatgruppe an der Adenosinribose des NADP(H) stabilisieren (Carugo
& Argos, 1997a,b; Woodyer et al., 2003). Allen voran ist die zur Position 39 benachbarte Po-
sition 40 zu betrachten, an der sich bet NADPH-bindenden SDR in der Regel ein Arginin oder
ein Lysin befindet (Bellamacina, 1996; Kallberg et al., 2002; Persson, 2003).
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Bei der 7(3-HSDH befindet sich an der zur G39 benachbarten Position mit R40 ebenfalls eine
basische Aminosdure. Zusitzlich wurden mit R41 und K44 zwei weitere basische Aminosduren
in unmittelbare Nihe zur Bindetasche identifiziert. Diese drei Positionen wurden als Zielposi-
tionen fiir die iterative Sittigungsmutagenese festgelegt. Die rdumliche Anordnung dieser drei

erwihnten Aminosdureresten ist in Abbildung 5.1 dargestellt.

5.2.3 Durchfiihrung der gerichteten Evolution

Die gerichtete Evolution wurde in drei Mutageneserunden durchgefiihrt, bei der jeweils eine Po-
sition mutiert wurde. Die Mutante jeder Runde, die bei der Durchmusterung die hochste NADH-
Aktivitit zeigte, wurde zur Identifikation der Mutation sequenziert und diente bei der darauffol-
genden Runde als Ausgangsmutante. Die Mutagenese erfolgte ausgehend von 7(3-HSDH G39D
(D) zunichst an Position R40. Die hierbei beste Mutante war 7(3-HSDH G39D R40F (DF). Da-
nach erfolgte die Mutagenese an der Position R41 mit 73-HSDH G39D R40F R41K (DFK) als
beste Mutante und zum Schluss an der Position K44 mit 73-HSDH G39D R40F R41K K44G

(DFKG) als beste Mutante. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst.

Tabelle 5.2: Gerichtete Evolution der 7(3-HSDH. Aufgelistet ist die jeweils mutierte Position, der Ami-
nosdureaustausch der Mutante mit der hochsten Enzymaktivitit sowie deren Kurzbezeichnung.

Runde Position Mutation Bezeichnung
1 G39 G39D D
2 R40 G39D R40F DF
3 R41 G39D R40F R41K DFK
4 K44 G39D R40F R41K K44G DFKG

5.2.4 Vergleichende Charakterisierung der NADH-abhéingigen Mutanten

Die jeweils besten Mutanten jeder Mutageneserunde wurden zusammen mit dem Wildtyp-En-
zym mit N-terminalem His-Tag exprimiert und mittels Affinitdtschromatographie aufgereinigt.
Anschlieend wurden diese auf NADPH-AKktivitit untersucht und hinsichtlich ihrer Aktivitat
mit NADH kinetisch charakterisiert. Die Daten fiir die G39D-Mutante sind bereits in Abschnitt

5.1.2 gezeigt und werden hier lediglich aus Griinden der Vollstiandigkeit aufgefiihrt.

Bei der Analyse der NADPH-AKktivitit zeigte sich, dass neben dem Wildtyp-Enzym
(12,2+09U0 mg'1 bei 0,5 mM NADPH, 10 mM DHCA und pH 8,0) lediglich bei der G39D-
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Abbildung 5.3: NADH-Kinetiken der NADH-abhéngigen 7(3-HSDH-Varianten und des NADPH-abhingigen
Wildtyp-Enzyms. Gezeigt sind die Kinetikmessungen des Wildtyps (links oben), der D-Mutante (rechts oben),
der DF-Mutante (links mittig), der DFK-Mutante (rechts mittig) und der DFKG-Mutante (links unten) sowie die
Uberlagerung si@mtlicher Kinetikkurven (rechts unten). Dargestellt sind Messdaten und nach Gleichung 3.1 an-
gepasste Kinetikkurven. Die Reaktionen wurden im 100 pL-Mafstab in Mikrotiterplatten bei 30 °C und pH 8,0
durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnit-
ten 4.5.5 und 4.5.6. Die Standardabweichung der Dreifachmessungen sind mit Fehlerindikatoren gekennzeichnet.
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Abbildung 5.4: DHCA-Kinetiken der NADH-abhéngigen 7(3-HSDH-Varianten und des NADPH-abhingigen
Wildtyp-Enzyms. Gezeigt sind die Kinetikmessungen des Wildtyps (links oben), der D-Mutante (rechts oben),
der DF-Mutante (links mittig), der DFK-Mutante (rechts mittig) und der DFKG-Mutante (links unten) sowie die
Uberlagerung simtlicher Kinetikkurven (rechts unten). Dargestellt sind Messdaten und nach Gleichung 3.1 an-
gepasste Kinetikkurven. Die Reaktionen wurden im 100 pL-MaBstab in Mikrotiterplatten bei 30 °C und pH 8,0
durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnit-
ten 4.5.5 und 4.5.6. Die Standardabweichung der Dreifachmessungen sind mit Fehlerindikatoren gekennzeichnet.
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Mutante noch NADPH-AKktivitit nachgewiesen wurde (0,040 + 0,005 U mg'l), was darauf hin-
deutet, dass durch die weiteren Mutationen die Bindeaffinitdt von NADPH weiterhin verringert
wurde bzw. komplett verloren ging (vgl. Tabelle 5.3). Hierbei liel sich auch bei dem Wild-
typ-Enzym eine geringe NADH-Aktivitit erkennen. Die Ergebnisse fiir die Charakterisierung
mit variierten NADH-Konzentrationen sind in Abbildung 5.3 und mit variierten DHCA-Kon-
zentrationen in Abbildung 5.4 gezeigt und die ermittelten kinetischen Parameter in Tabelle 5.3

zusammengefasst.

Tabelle 5.3: Kinetische Konstanten und spezifische Enzymaktivitit mit NADPH der NADH-abhingigen 7[3-
HSDH-Varianten und des Wildtyp-Enzyms. die angegebenen v sind hierbei vy, fiir DHCA bei 0,5 mM NADH.

Mutante Ky, pHCA, MM Vpax pHCA, U mg! EAnapph, U mgT
WT 0,92 + 0,10 0,394 + 0,012 12,2 £ 0,9

D 0,42 + 0,05 2,35 + 0,07 0,040 £ 0,005
DF 0,42 + 0,06 3,70 + 0,13 <0,01
DFK 0,29 + 0,05 591 + 0,23 <0,01
DFKG 0,38 + 0,05 5,72 &+ 0,19 < 0,01

Aus den NADH-Kinetiken ldsst sich erkennen, dass bei samtlichten 7[3-Varianten die Zunah-
me der Aktivitédt bis 0,5 mM NADH quasi linear verlduft, so dass kein K, bestimmt werden
kann. Wie bereits beschrieben, deutet dies auf eine geringe NADH-Bindeaffinitit hin. Beim
Vergleich der einzelnen Enzymvarianten ist jedoch zu erkennen, dass die Steigungen der Kur-
ven deutliche Unterschiede zeigen. Wie zu erwarten, ist die Steigung beim Wildtyp-Enzym am

geringsten. Die hochste Steigung kann hingegen bei der DFK-Mutante beobachtet werden.

Die DHCA-Kinetiken zeigen hingegen ein anderes Bild und bei jeder Enzymvariante konnten
sowohl Ky, als auch vy« ermittelt werden. Hervorzuheben ist, dass bei keiner Enzymvariante
eine Substratinhibierung durch DHCA festgestellt werden kann. Die Werte fiir v« korrelieren
erwartungsgemal mit den Steigungen bei der NADH-Kinetik. Hierbei weist der Wildtyp erneut
die geringste Aktivitit auf (vpax = 0,394 £+ 0,012 U mg'l) und die DFK-Mutante die hochste
Aktivitit (Vipax = 5,91 £ 0,23 U mg™).

5.3 Diskussion

Ziel des Protein-Engineerings war, 73-HSDH-Mutanten mit NADH-Aktivitét herzustellen, die
sich fiir den Einsatz in der Ganzzellreduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA eignen. Aufgrund
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der limiterten Durchmusterungskapazitit wurde, um BibliotheksgréBen klein zu halten, auf eine
semirationale Vorgehensweise zuriickgegriffen (vgl. Abschnitt 3.1.6). Hierzu wurden zu muta-
genisierende Positionen identifiziert und anschlieBend iterativ in mehreren Runden mutiert. Be-
reits durch den ersten zielgerichteten Aminosdureaustausch G39D ist es dabei gelungen, eine
Mutante zu erzeugen, die eine um Faktor 60 hohere NADH- als NADPH-Aktivitit aufweist und
somit NADH als Kofaktor bevorzugt. Gegeniiber dem Wildtyp-Enzym ist die NADH-AKktivitét

um Faktor 6 erhoht wihrend die NADPH-Aktivitidt um Faktor 300 verringert ist.

In der nichsten Runde wurde die Mutante D39G R40F erhalten, die gegeniiber der Ein-
fachmutante eine um 60 % hohere spezifische Enzymaktivitdt aufweist. Bei dieser Mutante
wurde der basische Argininrest durch einen aromatischen Phenylalaninrest ersetzt. Das Arginin
ist hierbei eine in NADPH-abhéngigen Enzymen konservierte Aminosédure, wihrend NADH-
abhingige Enzyme an dieser Stelle einen unpolaren Rest, hdufig Leucin oder Isoleucin tragen.
Wihrend Arginin durch seine positive Ladung mit dem 2’-Phosphatrest an der Adenosinribo-
se von NADP(H) interagiert, besteht die Wechselwirkung des aliphatischen Restes bei NADH-
abhingigen Enzymen hingegen in der hydrophoben Interaktion mit der A-Seite des Adenins
am NAD(H) (Carugo & Argos, 1997a). Das Phenyalanin, das bei der DF-Mutante eingefiigt
wurde, erfiillt hier diese Funktion und eventuell kann zusitzlich eine 7t-7t-Interaktion zwischen

den Aromaten eine stabilisierende Rolle spielen.

Bei der darauffolgenden Runde wurde die Mutante D39G R40F R41K erhalten, die ge-
geniiber der Doppelmutante iiber eine nochmals um 60 % hohere spezifische Enzymaktivitit
verfiigt. Da hierbei die eine basische Aminosidure Arginin durch eine andere basische Ami-
nosdure Lysin ersetzt wurde, muss diese Verbesserung eine andere mechanistische Ursache als
bei der Doppelmutante haben. Denkbar wiren hier sterische Griinde, die eventuell eine bessere
Ausrichtung des Phenyalanin- und des Aspartat-Restes ermoglichen. Bei der vierten Mutage-

neserunde wurde hingegen keine Mutante mit hoher spezifischer Enzymaktivitit mehr erreicht.

Hinsichtlich der Verwendung in der Biokatalyse ist jedoch noch ein anderer Aspekt von Be-
lang, und zwar, dass keine der Mutanten eine Substratinhibierung durch DHCA zeigt, was im
Gegensatz zu den NADPH-abhiingigen Enzymvarianten steht und bei den industriell eingesetz-
ten Substratkonzentrationen ein wichtiger Faktor ist. So ist beispielsweise bei 0,5 mM NADH

der vimax der DFK-Mutante bereits bei knapp 50 % der spezifischen Enzymaktivitit des Wild-
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typs bei 0,5 mM NADPH und 10 mM DHCA. Da dieser prozentuale Wert mit zunehmender
DHCA-Konzentration mutmaBlich noch ansteigt, ist die Verwendbarkeit der DFK-Mutante in
der Biokatalyse zumindest denkbar. Auch muss erwogen werden, ob die geringere Enzymak-
tivitdt der HSDH nicht durch Kostenvorteile beim Verzicht auf NADP(H) und der einfacheren

Kofaktorregenerierung kompensiert wird.






Evaluation verschiedener Strategien zur Ganzzellbiokatalyse 93

6 Evaluation verschiedener Strategien zur

Ganzzellbiokatalyse

Ein erster Schritt zur Etablierung eines Ganzzellbiokatalyseprozesses zur Reduktion von DHCA
zu 12-Keto-UDCA ist die Entwicklung eines geeigneten Ganzzellbiokatalysators. In den nach-
folgenden Abschnitten sollen hierzu verschiedene Strategien untersucht und miteinander ver-
glichen werden. Hierbei liegt der Fokus auf der Verwendung verschiedener Kofaktorregenerie-
rungssysteme, der Verwendung eines einzigen oder zweier unterschiedlicher Ganzzellbiokata-

lysatoren sowie der Verwendung von modifizierten Enzymen mit verdanderter Kofaktorspezifitit.

6.1 Ein-Zell-System mit bispezifischer Formiatdehydrogenase (FDH)

Die Strategie des Ein-Zell-Systems mit bispezifischer FDH basiert auf ersten Vorarbeiten von
Braun (2011). Hierbei werden sdamtliche benotigten Enzyme in einem Ganzzellbiokatalysa-
tor iiberexprimiert. Als Kofaktorregenerierungssystem dient eine modifizierte FDH, die sowohl
NAD als auch NADP akzeptiert und somit beide Syntheseenzyme, 3-HSDH und 7(3-HSDH,

bedient.

6.1.1 Stammentwicklung

Fiir die Entwicklung geeigneter Stimme liegen zu Beginn der Arbeiten die Enzyme FDH, 3o-
HSDH und 73-HSDH rekombinant vor. Bei der FDH handelt es sich hierbei um die D221G-
Mutante einer FDH aus M. vaccae N10, die sowohl NAD als auch NADP akzeptiert (Holsch,
2009). Die 3x-HSDH ist ein aus C. testosteroni isoliertes Wildtyp-Enzym, wihrend die 7(3-
HSDH aus C. aerofaciens sowohl als Wildtyp-Enzym als auch als modifizierte Versionen G39A
und G39S vorliegt, die beide im Vergleich zum Wildtyp-Enzym eine verringerte Substratinhi-
bition durch DHCA aufweisen (vgl. Abschnitt 5.1.2).
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Abbildung 6.1: Vektorkonstrukte fiir das Ein-Zell-System mit bispezifischer FDH. Gezeigt sind Grundvarianten
der Vektoren, deren Bezeichnung je nach verwendeter Variante der Enzyme noch entsprechend der in Abschnitt
4.2.2 eingefiihrten Nomenklatur weiter spezifiziert werden.

In Braun (2011) ist bereits ein Ganzzellbiokatalysator beschrieben, der die drei verwendeten
Enzyme FDHpy;1G, 3&-HSDH und 73-HSDHy iiberexprimiert. Hierbei wird der Wirtsstamm
E. coli BL49 verwendet, bei dem das genomisch codierte Gen fiir eine 7«x-HSDH ausgeschaltet
wurde, und welcher als Wirtsstamm fiir simtliche anderen in diesem Abschnitt beschriebenen
Ganzzellbiokatalysatoren dient. Weiterhin sind die drei exprimierten Enzyme beim Ganzzell-
biokatalysator von Braun (2011) auf zwei Plasmide verteilt: einem pET21a-basierten Plasmid,
welches die Gene fiir die FDH und die 73-HSDH enthilt (pF(G)r7(w)-A, vgl. Abbildung 6.1)
sowie einem pCOLA (mod)-basiertem Plasmid, welches das Gen fiir die 3x-HSDH trigt (p3-C,
vgl. Abbildung 6.1).

In der vorliegenden Forschungsarbeit wurden weitere Stamme hergestellt, welche auf ver-
schiedenen Plasmidgeriisten beruhen, die sich im Allgemeinen in Ein-Plasmid-Systeme und
Zwei-Plasmid-Systeme einteilen lassen. Zu den Ein-Plasmid-Systemen zihlt die pFr7r3-A-Fa-
milie, bei der eine FDH direkt downstream zum T7-Promotor angeordnet ist. Darauf folgen die
Gene fiir 73-HSDH und 3x-HSDH, beide ohne zusitzlichen T7-Promotor, sondern lediglich
mit jeweils einer vor dem Gen eingefiigten ribosomalen Bindestelle (rbs). Die pFr7T3-A-Fa-
milie unterscheidet sich von der vorherigen dahingehend, dass vor dem Gen fiir die 3a-HSDH

ein zusétzlicher T7-Promotor eingefiigt wurde, wéahrend die pFr3T7-A-Familie gegeniiber der
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Tabelle 6.1: Ganzzellbiokatalysatoren fiir das Ein-Zell-System mit bispezifischer FDH.

Ein-Plasmid-Systeme Zwei-Plasmid-Systeme
Wirtsstamm Plasmid Wirtsstamm Plasmid 1 Plasmid 2
. coli BL4A9  pF(G)r7(w)r3-A . coli BL49  pF(G)r7(w)-A p3-C
. coli BL49  pF(G)r7(A)r3-A . coli BL49  pF(G)r7(A)-A  p3-C
. coli BL49  pF(G)r7(S)r3-A . coli BL49  pF(G)r7(S)-A  p3-C
. coli BL49  pF(G)r7(w)T3-A . coli BL49  pF(G)r3-A p7(w)-C
. coli BL49  pF(G)r7(S)T3-A . coli BL49  pF(G)r3-A p7(A)-C
. coli BL49  pF(G)r3T7(w)-A . coli BL49  pF(G)r3-A p7(S)-C
. coli BL49  pF(G)r3T7(A)-A
. coli BL49  pF(G)r3T7(S)-A

SIS S
SECHCECN NS

pFr7T3-A-Familie iiber eine vertauschte Anordnung von 3x-HSDH und 7(3-HSDH verfiigt.
Bei den Zwei-Plasmid-Systemen existiert zum einen die Variante, bei der ein pFr3-A-Plasmid
mit einem Plasmid aus der p7-C-Familie kombiniert wird. Hierbei ist beim pET21a-basierten
Plasmid pFr3-A das Gen fiir die FDH direkt downstream zum T7-Promotor angeordnet, auf
welches eine 3a-HSDH mit eingefiigter rbs folgt. Das pCOLA(mod) basierte Plasmid p7-C
verfiigt lediglich iiber eine 7(3-HSDH in der T7-Expressionskassette. Dem gegeniiber ist bei
dem zweiten Zwei-Plasmid-System, pFr7-A und p3-C, die Lokalisation der beiden HSDH ver-
tauscht. Zu letzterem zéhlt auch der von Braun (2011) beschriebene Ganzzellbiokatalysator. Die

Expressionskassetten der entsprechenden Vektorkonstrukte sind in Abbildung 6.1 dargestellt.

Von ,,Plasmidfamilie wird gesprochen, da im Falle der 73-HSDH die eingangs erwihnten
drei Enzymvarianten zum Einsatz kamen. Die insgesamt 14 hergestellten Stimme sind in Ta-
belle 6.1 aufgelistet. Die Nomenklatur der Plasmide entspricht der in Abschnitt 4.2.2 beschrie-

benen.

6.1.2 Vergleich der Ganzzellbiokatalysatoren in Schiittelkolbenexpression

Die in Abschnitt 6.1.1 beschriebenen Ganzzellbiokatalysatoren wurden in Schiittelkolben kul-
tiviert und in Ganzzellbiotransformationsansitzen im 20 mL-Mafstab miteinander verglichen.
In Abbildung 6.2 sind die 12-Keto-UDCA-Anteile am Gesamtgallensalz nach 5 h Biotransfor-
mation bei Verwendung der jeweiligen Stimme dargestellt. Die hochsten Ausbeuten konnten
hierbei mit den Stammen E. coli BL49 pF(G)r7(A)r3-A (48 %) und E. coli BLA9 pF(G)r7(S)r3-

A (38 %) erzielt werden, wihrend mit keinem der anderen Stamme mehr als 12 % 12-Keto-
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Abbildung 6.2: Vergleich verschiedener Stimme des Ein-Zell-Systems mit monospezifischer FDH. Dargestellt
sind die 12-Keto-UDCA-Anteile am Gesamtgallensalz nach 5 h Biotransformation. Die Reaktionen wurden im
20 mL-MaBstab bei 25 °C und einem Anfangs-pH von 6,5 in einem Satzverfahren ohne pH-Regelung durch-
gefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in Abschnitt 4.7.2.
Standardabweichungen der Dreifachansitze sind mit Fehlerindikatoren gekennzeichnet.

UDCA-Anteil erreicht werden konnte. Mit dem Stamm E. coli BL49 pF(G)r3T7(A)-A wurde

fortan weitergearbeitet.

6.1.3 Optimierung der Riihrkesselkultivierung

Im Rahmen der Prozessentwicklung ist es notwendig, den Ganzzellbiokatalysator unter gut
kontrollierbaren und skalierbaren Bedingungen im Litermalstab herzustellen. Hierzu ist eine
Kultivierung im Riihrkesselreaktor erforderlich. Ausgehend von den Arbeiten von Braun (2011)
wurden drei verschiedene Kultivierungsbedingungen untersucht. Die grundsétzliche Vorgehens-
weise ist in Abschnitt 4.3.2 beschrieben. Bei diesen drei Ansétzen sollten zum einen die Dauer
der Expressionsphase und zum anderen die Expressionstemperatur untersucht werden. Hierbei

wurde die Expressionstemperatur sukzessiv verringert (30 °C, 25 °C, 20 °C), wihrend gleich-

Tabelle 6.2: Vergleich von finaler Biotrockenmassekonzentration (BTM), 73-HSDH-AKktivitit, 3a-HSDH-Akti-
vitdt und FDH-Aktivitit bei unterschiedlichen Expressionstemperaturen und Expressionsdauer.

Temperatur, Dauer, BTM, 73-HSDH, 3«x-HSDH, FDH,

°C h germ L' Ugprm! Ugprm! Ugprm™
30 7 3941 17+1 14+1 2,51+0,3
25 10 42+5 12+1 15+1 5,8+0,2

20 30 4445 310£50 59+3 17,4£0,5
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zeitig eine Verldngerung der Expressionsdauer (7 h, 10 h, 30 h) erfolgte. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 6.2 zusammengestellt.

Wie aus den Daten ersichtlich, erfolgte mit Absenkung der Temperatur auf 20 °C und
Verlidngerung der Expressionsdauer auf 30 h eine Steigerung der spezifischen Enzymaktivititen
um die Faktoren 18 (73-HSDH), 4 (3x-HSDH) und 7 (FDH) gegeniiber dem Referenzprozess

bei 30 °C und 7 h Expressionsdauer bei vergleichbaren Biomasseausbeuten.

6.1.4 Optimierung der Biotransformation

Fiir die Identifikation von vorteilhaften Zusitzen fiir die Biotransformationsreaktion wurde ein
Durchmusterungsversuch durchgefiihrt, bei dem die Substanzen Glucose, Glycerin, Ammoni-
umchlorid, Natriumsulfat, Magnesiumchlorid, Spurenenlementlosung (TES) nach Wilms ef al.
(2001), IPTG und Citrat auf ihren Einfluss auf die Biotransformation untersucht wurden. Dies
geschah mit Hilfe statistischer Versuchsplanung, bei der ein 28~* Fractional Factorial design
zum Einsatz kam. Das Versuchsdesign ist in Tabelle 4.5 angegeben, die Bedeutung der jeweili-

gen Codierung kann Tabelle 4.6 entnommen werden.

Die erzielten Gesamtumsitze nach 24 h sind in Abbildung 6.3 gezeigt, wobei Gesamtumsatz

den Anteil der insgesamt reduzierten Ketogruppen an C3 und C7 der DHCA bezeichnet. Durch

60%
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Abbildung 6.3: Erzielte Gesamtumsitze nach 24 h Biotransformation beim Durchmusterungsversuch nach vor-
teilhaften Zusitzen fiir die Biotransformation. Die Reaktionen wurden im 20 mL-Malstab bei 25 °C und einem
Anfangs-pH von 6,5 in einem Satzverfahren ohne pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbe-
dingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.2 und 4.8.2. Standardabweichungen der
Dreifachansitze sind mit Fehlerindikatoren gekennzeichnet.
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Tabelle 6.3: Regressionskoeffizienten der Einflussgrofen Glucose (A), Glycerin (B), Ammoniumchlorid (C), Na-
triumsulfat (D), Magnesiumchlorid (E), Spurenenlementlosung (F), IPTG (G) und Citrat (H), sowie deren Interak-
tionen fiir Biotransformationen nach 24 h.

Variable Koeffizient p-Wert Variable Koeffizient p-Wert
0 0,418 < 0,001 AB + EF + CG + DH 0,001 0,833
A 0,003 0,683 AC + DF + BG + EH -0,002 0,745
B 0,028 < 0,001 AD + CF + EG + BH 0,000 0,959
C 0,007 0,315 AE + BF + DG + CH 0,009 0,183
D -0,005 0,482 AF + CD + BE + GH -0,004 0,516
E 0,017 0,014 AG + BC + DE + FH -0,008 0,240
F 0,006 0,400 AH + BD + CE + FG 0,004 0,544
G -0,005 0,477
H 0,010 0,166

Tabelle 6.4: Versuchsaufbau mit simultan variierten Glycerin- und Magnesiumchlorid-Konzentrationen. Die An-
ordnung der Datenpunkte entspricht einem Central Composite Design mit 2 Faktoren.

Ansatz Glycerin, % (v/v) MgCl,, mM 12-Keto-UDCA -Anteil
nach 24 h, %
1 17 15,00 51 £ 9%
2 17 45,00 60 £+ 15 %
3 35 15,00 57T £ 5%
4 35 45,00 43+ 4%
5 14 30,00 24 + 4 %
6 38 30,00 49 + 4%
7 26 8,79 55 + 16 %
8 26 51,21 66 + 16 %
9 26 30,00 62 +£5%
10 0 0,00 24 + 4 %

lineare Regression konnten die Einfliisse jedes der Parameter ermittelt werden, die bestimmten
Regressionskoeffizienten sind in Tabelle 6.3 aufgefiihrt. Anhand dieser Regressionskoeffizien-
ten lédsst sicht erkennen, dass im untersuchten Konzentrationsbereich nur zwei der untersuchten
Parameter, Glycerin und MgCl,, mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 einen Effekt auf

die Biotransformation erkennen lassen.

Beide Einflussgrolen wurden anschlieBend in einer weiteren Versuchsreihe erneut unter-
sucht. Hierbei wurden die Konzentrationen an Glycerin (14 — 38 %, v/v) und MgCl, (9 —-51 mM)
simultan variiert, wobei die Versuchsanordnung einem Central Composite Design entspricht.
Als Referenz diente ein Ansatz ohne Zugabe von Glycerin und MgCl,. Sidmtliche Reaktionen
wurden hierbei mit einer Zelldichte von OD 30 durchgefiihrt. Die einzelnen Reaktionsbedin-
gungen und die 12-Keto-UDCA-Anteile nach 24 h Umsetzung sind in Tabelle 6.4 aufgezeigt.

Zwar konnte aufgrund der hohen Standardabweichung kein zuverldssiges Regressionsmodell
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erstellt werden, allerdings ldsst sich aus den Daten erkennen, dass bei Einsatz von 26 % (v/v)
Glycerin und 51 mM MgCl, (Ansatz 8) die hochste Produktkonzentration nach 24 h erzielt
werden konnte, wohingegen die geringsten Produktkonzentrationen im Referenzansatz ohne

Glycerin und MgCl, gemessen wurden.

6.1.5 Biotransformation im LitermaBstab

Auf Basis der bisherigen Ergebnisse sollte die Biotransformation im 1 L-Maf}stab in einem
Riihrkesselreaktor durchgefiihrt werden, da hierbei eine pH-Regelung durchfiihrbar ist und so-
mit reproduzierbarere Ergebnisse zu erzielen sind. Auf Basis weiterer Vorversuche (Daten nicht
gezeigt), konnte abgeschitzt werden, dass mit diesem Ganzzellbiokatalysator unter den zuvor
ermittelten Bedingungen 70 mM DHCA innerhalb von 24 h zu > 99 % zum Produkt 12-Keto-
UDCA umgesetzt werden konnen. Fiir die Biotransformation wurde eine Zelldichte von OD 30,
70 mM DHCA, 500 mM Natriumformiat, 26 % (v/v) Glycerin und 50 mM MgCl, eingesetzt.
Die Reaktion fand in einem 50 mM KPi-Puffer bei 25 °C statt, die pH-Regelung erfolgte mit
Salzsdure (6 %, w/v) auf pH 6,5. Die im Reaktionsansatz vorliegenden Enzymaktivititen waren

fiir die 3«-HSDH 0,31 40,02 U mL~!, fiir die 73-HSDH 0,26 +0,01 U mL~! sowie fiir die
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Abbildung 6.4: Ganzzellbiotransformation mit dem Stamm E. coli BL49 p7(G)r7(A)r3-A im 1L-MaBstab. Die
Reaktion wurde bei 25 °C und pH 6,5 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu
Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.3 und 6.1.5. Gezeigt ist in A
der zeitliche Verlauf der Gallensalzkonzentrationen wihrend der Biotransformation sowie in B die im Reaktions-
ansatz vorliegenden Enzymaktivititen.
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FDH 0,55+ 0,02 U mL~! mit NAD als Kofaktor bzw. 0,124 0,01 U mL~' mit NADP als
Kofaktor und sind in Abbildung 6.4 B gezeigt.

Der Verlauf der Biotransformationsreaktion ist in Abbildung 6.4 A dargestellt. Nach 21 h
konnten 99,4 % 12-Keto-UDCA und 0,6 % 3,12-Diketo-UDCA nachgewiesen werden. Somit
ist dieser Stamm in der Lage, innerhalb von 24 h 70 mM DHCA zu > 99 % zu 12-Keto-UDCA

umzusetzen, wenn eine Zelldichte von OD 30 eingesetzt wird.

6.2 Ein-Zell-System mit monospezifischer Formiatdehydrogenase (FDH)

Der in Abschnitt 6.1 beschriebene Ansatz beruht auf der Verwendung einer NADH-abhéngigen
3x-HSDH, einer NADPH-abhingigen 7(3-HSDH und einer modifizierten FDH, die sowohl
NADH als auch NADPH regeneriert. Dabei verfiigt die modifizierte FDH {iber eine geringe-

re Enzymaktivitit als eine unmodifizierte FDH, die lediglich NAD als Kofaktor akzeptiert.

In diesem Abschnitt soll eine andere Herangehensweise untersucht werden, bei der eine un-
modifizierte FDH, eine NADH-abhingige 3&x-HSDH und eine modifizierte, NADH-akzeptie-
rende 73-HSDH verwendet wird. Hintergrund der Uberlegung ist, dass hierbei eine schnellere
Kofaktorregenerierung ermoglicht wird, was moglicherweise einen positiven Einfluss auf die

Gesamtreaktion ausiibt.

6.2.1 Stammentwicklung

Fiir die Stammentwicklung wurde anstelle einer NADPH-abhéngigen 73-HSDH auf die zum
Zeitpunkt dieser Arbeiten einzig verfiigbare NADH-abhingige 73-HSDH, die G39D-Mutante,

T7-Promotor
—
pF(W)r7(D)r3-A — I FoH ] 76-HSDH HERH 8o-HSDH |HT7-Terminator | ——
wt G39D wt

T7-Promotor T7-Promotor

pF(w)r3T7(D)-A —@3-{ FoH |[HES 30-HSDH ’-I-;[:-ISDH HT7Terminator}—
wt w

t G39D

Abbildung 6.5: Vektorkonstrukte fiir das Ein-Zell-System mit monospezifischer FDH.



Evaluation verschiedener Strategien zur Ganzzellbiokatalyse 101

100% § -

80% f - -
=
2 m 12-Keto-UDCA
R e S
i¥ m3,12-Diketo-UDCA
& 1
Sant || N N @7,12-Diketo-UDCA
S ODHCA

20% 4| -~ - BN

pF(W)r7(D)r3-A pF(w)r3T7(D)-A DF(G)r7(A)r3-A

Abbildung 6.6: Vergleich der Ganzzellbiokatalysatoren mit NADH-abhingiger 73-HSDH (pF(w)r7(D)r3-A und
pF(W)r3T7(D)-A) mit dem Referenzstamm E. coli BL49 pF(G)r7(A)r3-A, dem besten Stamm aus Abschnitt 6.1.
Die Reaktionen wurden im 20 mL-MaBstab bei 25 °C und einem Anfangs-pH von 6,5 in einem Satzverfahren
ohne pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden
sich in Abschnitt 4.7.2. Gezeigt sind die Gallensalzanteile nach 24 h Biotransformation. Standardabweichungen
der Dreifachansitze sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.

zuriickgegriffen (vgl. Abschitt 5.1). Die D221G-Mutante der FDH wurde durch das Wildtypen-
zym ersetzt. Zwei Vektorkonstrukte wurden hergestellt, pF(w)r7(D)r3-A und pF(w)r3T7(D)-A.
Ersteres Konstrukt basiert auf dem letztendlich im Abschnitt 6.1 verwendeten Expressions-
vektor, bei zweiterem wurde die modifizierte 73-HSDH zur Erhohung der Enzymexpression
mit einem vorangeschaltetem T7-Promotor versehen, da diese 73-HSDH-Mutante eine deut-
lich niedrigere spezifische Enzymaktivitit als die NADPH-abhidngigen 7(3-HSDH-Varianten

aufweist (vgl. Abbildung 6.5). Beide Vektorkonstrukte wurden in E. coli BL49 transformiert.

Die Stamme mit NADH-abhingiger 73-HSDH wurden im Schiittelkolben kultiviert und un-
ter den gleichen, wie in Abschnitt 6.1.2 beschriebenen, Bedingungen in Ganzzellbiotransfor-

mationen eingesetzt.

In Abbildung 6.6 ist eine Gegeniiberstellung der beiden Staimme mit NADH-abhiéngiger 73-
HSDH mit dem Stamm E. coli BL49 pF(G)r7(A)r3-A nach 24 h Biotransformation zu se-
hen. Hierbei ldsst sich erkennen, dass mit dem Stamm pF(w)r3T7(D)-A mit 48 + 3 % 12-
Keto-UDCA deutlich mehr Produkt gebildet werden kann als mit dem Stamm pF(w)r7(D)r3-A
(14 + 2 % 12-Keto-UDCA). Bei beiden Ansidtzen akkumuliert zudem das Intermediat 7,12-
Diketo-UDCA stark, was auf eine deutlich schnellere 3x-HSDH-Reaktion als 7(3-HSDH-Re-

aktion hindeutet. Unter diesem Gesichtspunkt ldsst sich die hohere Produktkonzentration mit
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dem Stamm pF(w)r3T7(D)-A vermutlich mit einer hoheren 73-HSDH-Expression erkliren,
was die oben erorterte Uberlegung zur Erhohung der 73-HSDH-Expression bestitigen wiirde.
Im Vergleich zum Referenzstamm pF(G)r7(A)r3-A zeigt der neue Stamm pF(w)r3T7(D)-A kei-

ne wesentlichen Unterschiede in den Gallensalzkonzentrationen nach 24 h.

6.2.2 Biotransformation im LitermaBstab

Der Stamm E. coli BLA9 pF(w)r3T7(D)-A wurde anschlieend im Riihrkesselreaktor kulti-
viert und eine Biotransformation im 1 L-MaBstab in einem Riihrkesselreaktor durchgefiihrt.
Die Reaktionsbedingungen entsprechen den in Abschnitt 6.1.5 beschriebenen, nur dass 100 mM

DHCA und Ammoniumformiat anstelle von Natriumformiat eingesetzt wurde.

Der Verlauf der Biotransformationsreaktion ist in Abbildung 6.7 dargestellt. Nach 11 h wurde
die Reaktion abgebrochen, da zu dem Zeitpunkt keine wesentliche Anderung der Gallensalz-
konzentrationen mehr zu beobachten war. Zum Abbruchszeitpunkt lagen 65 mM DHCA und
35 mM 7,12-Diketo-UDCA im Reaktionsansatz vor, somit konnte kein vollstindiger Umsatz
erzielt werden. Die Tatsache, dass 100 mM DHCA eingesetzt wurde, anstatt 70 mM DHCA,

wie im Abschnitt 6.1.5, ldsst erwarten, dass hierbei eine stirkere Substratinhibition erfolgte.
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Abbildung 6.7: Ganzzellbiotransformation mit dem Stamm E. coli BL49 p7(w)r3T7(D)-A im 1 L-MafBstab. Die
Reaktion wurde bei 25 °C und pH 6,5 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu
Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.3 und 6.1.5. Gezeigt ist der
zeitliche Verlauf der Gallensalzkonzentrationen wéhrend der Biotransformation.
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6.2.3 Diskussion

Die Biotransformation mit dem Stamm E. coli BL49 pF(w)r3T7(D)-A zeigte sowohl im Mil-
liliter- als auch im Liter-MaBstab vielversprechende Ergebnisse und die Resultate schienen
dquivalent zu denen des Stammes E. coli BL49 pF(G)r7(A)R3-A mit NADPH-spezifischer
73-HSDH zu sein. Trotzdem wurde auf eine Weiterverfolgung dieses Ansatzes verzichtet. Ein
Grund dafiir war, dass dieser Stamm mit NADH-abhingiger 73-HSDH zwar als dqivalent aber
nicht als signifikant besser eingestuft wurde. Ein anderer Grund war, dass zu dem Zeitpunkt ab-
sehbar war, dass weitere NADH-abhingige 7(3-HSDH-Mutanten mit hoherer spezifischer Enzy-
maktivitit verfiigbar sein werden. Aus dem Grund wurden die Arbeiten an einem Ganzzellbio-
katalysator mit monospezifischer FDH und NADH-abhingiger 7(3-HSDH zuriickgestellt, bis

bessere Enzymmutanten zur Verfiigung standen.

6.3 Zwei-Zell-System mit zwei verschiedenen Formiatdehydrogenasen

(FDH)

( NADH _———— DHCA NADPH \
CO, <~ | 3,12-Diketo-UDCA <— —>CO,
FDH-1 30-HSDH 76-HSDH FDH-2
, > 7,12-Diketo-UDCA ——
Formiat —1 ~— Formiat
K NAD ~~—> 12-Keto-UDCA NADP }

Abbildung 6.8: Schema des Zwei-Zell-Systems mit zwei verschiedenen FDH.

Die bisher beschriebenen Ansitze zur Ganzzell-Reduktion von DHCA basieren auf Ganz-
zellbiokatalysatoren, die alle drei bendtigten Enzyme exprimieren. Die Idee des hier vorgestellt
Ansatzes ist, die Ganzzell-Reduktion mit zwei verschiedenen Ganzzellbiokatalysatoren durch-
zufiihren, die jeweils nur eine der beiden HSDH exprimieren. Beide Ganzzellbiokatalysatoren
werden dabei zusammen in den Reaktionsansatz gegeben, wobei jeder Stamm nur die Redukti-
on einer Keto-Gruppe am Gallensalz katalysiert. Ein Schema dieses Ansatzes ist in Abbildung
6.8 gezeigt. Durch diesen Ansatz werden eine einfachere Stammentwicklung sowie mehr Ein-

flussmoglichkeiten bei der Prozessfiihrung der Biokatalyse ermoglicht.
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Abbildung 6.9: Vektorkonstrukte fiir die einstufige Reduktion mit der 3x-HSDH.
6.3.1 Stammentwicklung

Fiir diesen Ansatz ist die Entwicklung zweier Stimme erforderlich, die jeweils entweder 3o~
HSDH oder 7(3-HSDH exprimieren. Durch die Auftrennung der beiden HSDH auf verschiede-
ne Staimme konnen hierbei unterschiedliche Enzyme fiir die Kofaktorregenerierung verwendet
werden. Im Falle der 73-HSDH wird weiterhin die NADP-akzeptierende FDH (D221G) ver-
wendet; fiir die 3x-HSDH soll hingegen die Wildtyp-FDH verwendet werden, da diese hohere

spezifische Enzymaktivititen mit NAD aufweist.

Eine Stammentwicklung fiir Ganzzellbiokatalysatoren, die FDH und 73-HSDH exprimieren,
wurde bereits von Braun (2011) durchgefiihrt und soll in dieser Arbeit nicht wiederholt werden.
Der fiir die weiteren Arbeiten verwendete Stamm E. coli BL49 pF(G)r7(A)-A unterscheidet
sich von dem von Braun (2011) verwendeten Stamm lediglich darin, dass die aktivere G39A-

Mutante der 7(3-HSDH anstelle des Wildtyp-Enzyms eingesetzt wird.

Fiir die Entwicklung des Ganzzellbiokatalysators mit FDH und 3x-HSDH wurden die drei
Expressionsvektoren pF(w)r3-A, p3rF(w)-A und pF(w)T3-A hergestellt (vgl. Abbildung 6.9)
und in E. coli BL49 transformiert. Zusitzlich diente der Stamm E. coli BL49 pF(G)r3-A als
Referenz, der die D221G-Mutante der FDH enthiilt.

6.3.2 Vergleich der Ganzzellbiokatalysatoren in Schiittelkolbenexpression

Die oben genannten Stimme wurden in Schiittelkolben kultiviert und in Ganzzellbiokatalyse-
ansitzen eingesetzt. In Abbildung 6.10A sind die Gallensalzanteile nach 24 h Biotransformation

gezeigt. Mit dem Stamm pF(G)r3-A mit der FDH (D221G) konnte nur 37 1 % Umsatz erzielt
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Abbildung 6.10: Vergleich der Ganzzellbiokatalysatoren fiir die einstufige Reduktions mit der 3x-HSDH. A:
DHCA- (weiBf) und 7,12-Diketo-UDCA-Konzentrationen (schwarz) nach 24 h Biotransformation, B: Verlauf der
Biotransformation mit den Stimmen pF(w)r3-A und p3rF(w)-A in den ersten 5 h. Die Reaktionen wurden im
20 mL-MaBstab bei 25 °C und einem Anfangs-pH von 6,5 in einem Satzverfahren ohne pH-Regelung durch-
gefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in Abschnitt 4.7.2.
Standardabweichungen der Dreifachansitze sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.

werden, wihrend mit den Stimmen mit der Wildtyp-FDH mindestens 89 & 1 % Umsatz erreicht
wurde. Von den beiden Stimmen pF(w)r3-A und p3rF(w)-A, mit denen nach 24 h > 99 % Um-
satz erzielt wurde, sind in Abbildung 6.10B zudem die zeitlichen Verldufe der Biotransforma-
tion in den ersten 5 h gezeigt. Hierbei lésst sich erkennen, dass mit pF(w)r3-A bereits nach 2 h
> 99 % Umsatz erzielt wurde, wihrend der Umsatz beim Stamm p3rF(w)-A nach 5 h noch bei

98 % liegt. Somit wurde der Stamm E. coli BL49 pF(w)r3-A fiir weitere Arbeiten verwendet.

6.3.3 Optimierung der Biotransformation

Fiir die weiteren Arbeiten wurden die Stimme E. coli BL49 pF(w)r3-A und E. coli BL49
pF(G)r7(A)-A im Riihrkesselreaktor kultiviert. Weiterhin wurde untersucht, ob die Substitu-
tion von Natriumformiat durch Ammoniumformiat sowie die Verwendung von Ameisensiure
anstelle von Salzsdure zur pH-Regulation einen Einfluss auf die Biotransformation hat. Die Idee
zur Verwendung von Ameisensdure beruht auf der Annahme, dass hierdurch durch die FDH-

Aktivitit verbrauchtes Formiat dem System wieder zugefiihrt wird.

Fiir die Reaktionsansidtze wurden jeweils OD 15 von jedem Stamm eingesetzt, so dass die
Gesamtbiokatalysatormenge wie in den Abschnitten zuvor OD 30 betrug. Es wurden fiinf ver-

schiedene Ansitze untersucht, jeweils ein Ansatz mit 500 mM Natriumformiat bzw. Ammoni-
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Abbildung 6.11: Vergleich von Biotransformationen mit verschiedenen Formiatformen und der Effekt einer pH-
Kontrolle mit unterschiedlichen Sduren. Die Reaktionen wurden im 20 mL-Mafstab bei 25 °C und einem Anfangs-
pH von 6,5 in einem Satzverfahren wahlweise mit oder ohne pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu
Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in Abschnitt 4.7.2. Gezeigt sind Gallensalzanteile
nach 24 h Biotransformation. Standardabweichungen der Dreifachansétze sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.

umformiat ohne pH-Kontrolle, dazu zwei Ansidtze mit 500 mM Natriumformiat, die wéahrend
der ersten 7 h der Biotransformation in Abstinden von 30 min manuell mit Salzsdure bzw.
Ameisensdure auf pH 6,5 eingestellt wurden. Hinzu kommt ein Ansatz mit 500 mM Ammoni-
umformiat, der mit Ameisensdure wie oben beschrieben auf pH 6,5 geregelt wurde. Weiterhin
wurden jeweils 70 mM DHCA, 26 % Glycerin und 50 mM MgCl, eingesetzt. Die Gallensalz-

anteile nach 24 h Biotransformation sind in Abbildung 6.11 gezeigt.

Beim Vergleich der Ergebnisse ist bei den Ansitzen mit Natriumformiat als Kosubstrat zu
sehen, dass sich die 12-Keto-UDCA-Anteile nach 24 h durch pH-Regelung von 79 % auf 97 %
(Salzsdure) bzw. 96 % (Ameisensdure) steigern lassen, wihrend hierbei die Art der verwendeten
Saure keinen Einfluss zeigt. Durch die Substitution von Natriumformiat durch Ammoniumfor-
miat konnte jedoch der 12-Keto-UDCA-Anteil nach 24 h auf 91 % (ohne pH-Regelung) bzw.
> 99 % (Regelung mit Ameisensdure) gesteigert werden. Somit zeigen die Verwendung von
Ammmoniumformiat und die Regelung des pH positive Einfliisse auf die Biotransformation,

wohingegen die Art der verwendeten Sdure keine Rolle zu spielen scheint.

6.3.4 Biotransformation im LitermaBstab

Auf Basis der obigen Ergebnisse sollte mit dem Zwei-Zell-System ebenfalls eine Biotransfor-

mation im 1 L-Malstab bei 25 °C in einem Riihrkesselreaktor im Satzverfahren durchgefiihrt
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Abbildung 6.12: Biotransformation mit zwei verschiedenen Biokatalysatoren bei Einsatz von 90 mM DHCA im
1 L-Mafstab. Die Reaktion wurde bei 25 °C und pH 6,5 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt.
Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.3 und
6.3.4. Dargestellt sind in A die Gallensalzkonzentrationen im Reaktionsmedium zu unterschiedlichen Prozesszei-
ten, sowie in B die im Reaktionsansatz vorliegenden Enzymaktivitéten.

werden. Dabei wurden jeweils OD 15 der Stimme E. coli BL49 pF(w)r3-A und E. coli BL49
pF(G)r7(A)-A, 90 mM DHCA, 500 mM Ammoniumformiat, 50 mM MgCl, in 50 mM KPi-
Puffer eingesetzt, die pH-Regelung erfolgte mit Ameisensdure auf pH 6,5. Die eingesetzte
Menge an DHCA basiert auf Ergebnissen von Vorversuchen (Daten nicht gezeigt), mit denen
abgeschitzt wurde, dass diese Menge innerhalb von 24 h zu > 99 % zu 12-Keto-UDCA um-
gesetzt werden kann. Die Aktivititen der in den Ganzzellbiokatalysatoren vorliegenden pro-
zessrelevanten Enzyme waren: FDHyapp: 0,40 U mL~!, FDHyap: 2,8 U mL~!, 73-HSDH:
20U mL~!, 3a-HSDH: 0,63 U mL~! (vgl. Abbildung 6.12 B). Der Verlauf der Gallensalzan-
teile tiber die Zeit ist in Abbildung 6.12 A dargestellt.

Insgesamt lisst sich erkennen, dass nach 20 h > 99,4 % 12-Keto-UDCA gebildet wurde. Im
Vergleich zum Ein-Zell-System mit dem Stamm E coli BL49 pF(G)r7(A)r3-A wurde bei Ein-
satz der gleichen Gesamtzelldichte von OD 30 nach einer vergleichbaren Zeit (20 h gegeniiber
21 h) ein vollstandiger Umsatz erzielt, allerdings wurde im Zweizellansatz 29 % mehr Substrat
eingesetzt (90 mM gegeniiber 70 mM), so dass die Produktbildungsrate dementsprechend hoher

liegt.
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6.4 Ein-Zell-System mit Glucosedehydrogenase (GDH)

Die bisherigen Ansitze basieren auf einer FDH als Kofaktorregenerierungsenzym. Als Alter-
native soll der Einsatz einer GDH untersucht werden. Diese verfiigt im Vergleich zur FDH
tiber deutlich hohere Enzymaktivititen. Allerdings ist die mit der GDH-Reaktion verbundene
Bildung von Gluconséure und die dadurch bedingte Ansduerung des Reaktionsansatzes proble-

matisch fiir die Prozessfiihrung.

6.4.1 Stammentwicklung

T7-Promotor T7-Promotor
p3T7(A)rG-A —LEH 3e-sDH |- {E-{76-HSDHHER  GDH  |H{T7-Terminator}—
T7-Promotor T7-Promotor

p7(A)T3rG-A —LE§-{7p-HSDH]-E- 3e-HSOH HEJH ™ GOH_ |-{T7-Terminator}—

Abbildung 6.13: Vektorkonstrukte fiir das Ein-Zell-System mit GDH.

Als erster Schritt fiir die Herstellung GDH-basierter Stimme wurde dieses Enzym aus B. sub-
tilis kloniert. Die Vorgehensweise ist in Abschnitt 4.4 beschrieben. Durch Sequenzierung wurde

die Klonierung der korrekten Gensequenz bestitigt.

Der niéchste Schritt war die Herstellung der beiden Expressionsvektoren p3T7(A)rG-A und
p7(A)T3rG-A (vgl. Abbildung 6.13). Da die GDH eine um 1-2 Grofenordnungen hohere spe-
zifische Enzymaktivitit als die FDH aufweist (Weckbecker et al., 2010), wurden bei den neu
konstruierten Plasmiden die beiden HSDH jeweils hinter T7-Promotoren angeordnet, wihrend
die GDH keinen vorangestellten zusétzlichen Promotor aufweist. Auf die Weise wurde versucht,
die Expression der beiden HSDH zu erhohen. Eine damit verbundene Verringerung der GDH-
Expression wurde angesichts deren hoher spezifischer Enzymaktivitit als tolerierbar eingestuft.

Die Expressionsvektoren wurden anschliefend in E. coli BL49 transformiert.

6.4.2 Vergleich der Ganzzellbiokatalysatoren in Schiittelkolbenexpression

Beide Stimme wurden in Schiittelkolben kultiviert und in Ganzzellbiotransformationsreaktio-

nen eingesetzt. Da keine pH-Regelung erfolgte, wurde aufgrund des zu erwartenden pH-Abfalls
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Abbildung 6.14: Vergleich beider Stimme des Ein-Zell-System mit GDH. Gezeigt sind die Gallensalzanteile nach
24 h Biotransformation. Die Reaktionen wurden im 20 mL-MaBstab bei 25 °C und einem Anfangs-pH von 7,3 in
einem Satzverfahren ohne pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchs-
durchfiihrung finden sich in Abschnitt 4.7.2. Die Standardabweichungen der Dreifachansétze sind durch Fehlerin-
dikatoren dargestellt.

ein anfianglicher pH von 7,3 gewihlt (anstatt pH 6,5). Die Gallensalzanteile nach 24 h Biotrans-

formation sind in Abbildung 6.14 dargestellt.

Die Ergebnisse der Ganzzellbiotransformation zeigen, dass mit dem Stamm p7(A)T3rG-A
mit 68 + 19 % 12-Keto-UDCA wesentlich mehr Produkt nach 24 h gebildet wurde als mit
dem Stamm p3T7(A)rG-A (46 + 6 % 12-Keto-UDCA). Damit wurde mit diesem Stamm in der
Schiittelkolbenexpression deutlich mehr Produkt nach 24 h gebildet als mit allen FDH-Stammen
(maximal 48 % 12-Keto-UDCA).

6.4.3 Biotransformation im LitermaBstab

Fiir einen Vergleich mit den FDH-Stimmen wurde der Stamm E. coli BL49 p7(A)T3rG-A im
Riihrkesselreaktor kultiviert und ohne weitere Optimierung in einer Biotransformation im 1 L-
MaBstab bei 25 °C im Satzverfahren eingesetzt. Dabei wurde wie zuvor eine Zelldichte von
OD 30 verwendet, auBerdem 100 mM DHCA, 500 mM Glucose, 10 mM MgCl,, 50 mM
KPi-Puffer (pH 6,5). Die pH-Regelung auf pH 6,5 erfolgte mit Natronlauge (5 M). Die Ak-
tivitdten der in den Ganzzellbiokatalysatoren vorliegenden prozessrelevanten Enzyme waren:
GDHpupp: 9,4 U mL™!, GDHyup: 9,9 U mL~!, 78-HSDH: 3,7 U mL~!, 3a-HSDH: 1,5 U
mL~! (vgl. Abbildung 6.15 B). Der Verlauf der Gallensalzanteile iiber die Zeit ist in Abbildung
6.15 A dargestellt.



110 Evaluation verschiedener Strategien zur Ganzzellbiokatalyse

T T T 12
A s T L —— A — B S — B
| | | |
wl s S0 L
E |
: N L -
S 60 f -l e i) 5
5 S64---——- .
5 40 ? - E i i E
N T - - e - - - - - - - E
g O I (] : : & 4 I
x O Q I D | u=J
CU ‘ ”é”f ***** iy S 2 - -
SN Q 8
0@ ; Q o0 o B 0o 0
0 1 2 Zeit h 3 4 5 m3a-HSDH  B7B-HSDH
#12-Keto-UDCA  [3,12-Diketo-UDCA A 7,12-Diketo-UDCA ODHCA DGDH (NAD) O GDH (NADP)

Abbildung 6.15: Biotransformation mit dem GDH-Stamm E. coli BL49 p7(A)T3rG-A bei Einsatz von 100 mM
DHCA im 1 L-Mafstab. Die Reaktion wurde bei 25 °C und pH 6,5 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung
durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnit-
ten 4.7.3 und 6.4.3. Dargestellt sind in A die Gallensalzkonzentrationen im Reaktionsmedium zu unterschiedlichen
Prozesszeiten, sowie in B die im Reaktionsansatz vorliegenden Enzymaktivitéten.

Wie zu erkennen ist, sind die 100 mM DHCA bereits nach 4,5 h zu > 99 % zum Produkt 12-
Keto-UDCA umgesetzt. Bei gleichen Biokatalysatorkonzentrationen schafft dieser Stamm im
Vergleich zu den FDH-Stdmmen die Umsetzung von 10-40 % mehr Substrat innerhalb eines

Drittels der Zeit.

6.5 Diskussion

In diesem Kapitel wurden vier verschiedene Ansétze zur Ganzzellreduktion von DHCA zu 12-
Keto-UDCA untersucht. Mit drei von den vier Ansétzen ist es im 1 L-Maf}stab gelungen, min-
destens 70 mM DHCA zu > 99 % innerhalb von maximal 21 h zum Produkt 12-Keto-UDCA
umzusetzen. Die Reaktionsverldufe dieser drei Ansitze sind in Abbildung 6.16 noch einmal

gegeniibergestellt.

Der Ein-Zell-Ansatz mit bispezifischer FDH (70 mM DHCA innerhalb von 21 h) und der
Zwei-Zell-Ansatz mit zwei verschiedenen FDH (90 mM innerhalb von 20 h) erzielten ver-

gleichbare Ergebnisse, mit einem geringen Vorteil auf Seiten des Zwei-Zell-Ansatzes.

Insgesamt ist die Entscheidung, ob ein Ein-Zell- oder ein Zwei-Zell-System favorisiert wird,

eine Abwidgung der jeweiligen Vor- und Nachteile. Zu den Vorteilen des Ein-Zell-Ansatzes
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Abbildung 6.16: Vergleich der Biotransformationen im 1 L-MaBstab und der im Reaktionsansatz vorliegenden
Enzymaktivitidten mit unterschiedlichen Ansitzen. Gezeigt sind Ein-Zell-System mit bispezifischer FDH (A und
D), Zwei-Zell-System mit zwei verschiedenen FDH (B und E) sowie Ein-Zell-System mit GDH (C und F). Die
Reaktionen wurden bei 25 °C und pH 6,5 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben
zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.3, 6.1.5, 6.3.4 und 6.4.3.

gehort, dass hierbei nur ein Biokatalysator hergestellt werden muss, was die Anzahl der erfor-
derlichen Fermentationen verringert. Weiterhin ist beim Ein-Zell-Ansatz theoretisch eine Zell-
wandbarriere weniger vom Substrat zu iiberwinden, welcher oftmals retardierende Effekte auf
das Eindringen und Austreten von Substraten und Produkten bei Ganzzellbiokatalyeprozessen

zugeschrieben wird (Chen, 2007).

Die Vorteile des Zwei-Zell-Ansatzes sind hingegen, dass zum einen maflgeschneiderte Ko-
faktorregenerierungsenzyme verwendet werden konnen, insbesondere wenn unterschiedliche

Kofaktoren von den Syntheseenzymen benotigt werden. Weiterhin ist die Stammentwicklung
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einfacher, da im Zwei-Zell-System die Expression von nur zwei Enzymen aufeinander abge-
stimmt werden miissen. Diese Vorteile ldsst sich auch an den insgesamt hoheren Enzymak-
tivitditen des Zwei-Zell-Ansatzes erkennen. Diese Effekte scheinen in diesem Fall den Nach-
teil einer zusitzlichen Zellwand aufzuwiegen, da im Falle des Zwei-Zell-Systems keine ver-
langsamte Biotransformation festgestellt wurde. Ein weiterer Vorteil des Zwei-Zell-Ansatzes
ist, dass unterschiedliche Mengen des jeweiligen Ganzzellbiokatalysators eingesetzt werden
konnen, um Unterschiede in den Geschwindigkeiten der Einzelreaktionen auszugleichen. Die-
ser Aspekt wurde allerdings in dieser Arbeit nicht ndher untersucht, da in dem vorliegendem
Beispiel keines der beiden Zwischenprodukte iiberméfig akkumuliert und somit keine Notwen-

digkeit der Anpassung der Biokatalysatorzusammensetzung bestand.

Weiterhin wurden in diesem Kapitel zwei hidufig verwendete Enzyme zur Regenerierung von
Nicotinamid-Kofaktoren verglichen: zum einen FDH (Shaked & Whitesides, 1980; Bommari-
us et al., 1998; Kratzer et al., 2008) und zum anderen GDH (Eguchi et al., 1992; Yun et al.,
2003; Zhang et al., 2009). Bei der Festlegung, welches der Enzyme favorisiert wird, spielen
neben der spezifischen Enzymaktivitit eine Reihe weiterer Faktoren eine Rolle. Zum einen die
Auswirkung der Kofaktorregenerierung auf den pH: wihrend die GDH Gluconsiure produziert
und somit zu einem Abfall des pH im Reaktionsansatz fiihrt, bewirkt das Entweichen von CO,,
welches von der FDH gebildet wird, ein Ansteigen des pH im Reaktionsansatz. Beides ist je-
doch nur von Belang, sofern keine pH-Regelung erfolgt. Ein weiterer wichtiger Faktor ist die
Stabilitdt der Enzyme in Gegenwart simtlicher Reaktanden und Produkte, was fiir jeden Einzel-
fall gepriift werden muss (Fu, 2013). Eine weitere Uberlegung, die speziell bei der Verwendung
von Fusionsproteinen von Belang sein kann, ist, ob das jeweilige Enzym nur in seiner polyme-
ren oder auch in der monomeren Form aktiv ist (Holsch, 2009). Wichtig ist auch, ob NADH,
NADPH oder sogar beide Kofaktoren regeneriert werden sollen. Die FDH besitzt lediglich eine
native Aktivitit fiir NAD, jedoch existieren modifizierte Varianten, die beide Kofaktoren mit
jeweils verringerter Enzymaktivitit akzeptieren (Tishkov & Popov, 2006; Holsch & Weuster-
Botz, 2010). Die GDH, hingegen, regeneriert NAD und NADP gleichermallen gut, wodurch sie
besonders dann geeignet ist, wenn beide Kofaktoren regeneriert werden sollen. Im vorliegenden
Fall konnte dadurch auf die Verwendung modifizierter HSDH mit gednderter Kofaktorspezifitit

verzichtet werden.
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In den Experimenten dieses Kapitels konnten mit dem Ein-Zell-Ansatz mit GDH die besten
Ergebnisse erzielt werden (100 mM DHCA innerhalb von 4,5 h). Verglichen mit dem Ein-Zell-
Ansatz mit bispezifischer FDH wurden 43 % mehr DHCA innerhalb von nur 21 % der Prozess-
zeit zu 12-Keto-UDCA umgewandelt. Der Vorteil dieses Ansatzes ist in dem Fall auf die deut-
lich héheren spezifischen Enzymaktivititen der GDH (375 U mg ™!, Hilt et al., 1991) gegeniiber
der modifizierten FDH (1.0 U mg_1 fiir NADP, Holsch & Weuster-Botz, 2010) zuriickzufiihren.
Ahnliche Beobachtungen wurden von Yamamoto et al. (2005) berichtet. Aufgrund der hohen
spezifischen Enzymaktivitidt der GDH konnten deren Expression verringert und dadurch die der
beiden HSDH erhoht werden, wihrend die GDH trotzdem mit ausreichender Aktivitéit expri-
miert wird. Dadurch konnten mit dem GDH-System insgesamt hohere Enzymaktivititen erzielt
werden, was der Grund fiir den deutlichen Vorteil dieses Ansatzes sein diirfte. Fiir die weiteren
Arbeiten bedeutet dies, dass ausschlieBlich der Ein-Zell-Ansatz mit GDH zur Kofaktorregene-

rierung weiterverfolgt wird.
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7 Optimierung der Ganzzellbiokatalyse

Auf Basis der Ergebnisse des vorangegangenen Kapitels erfolgt in diesem Kapitel eine genaue-
re Charakterisierung der Ganzzellbiotransformation des Ein-Zell-Systems mit GDH. Hierbei
werden vor allem Kultivierungsbedingungen, Reaktionsbedingungen der Ganzzellbiokatalyse

sowie die Stabilitdt der Ganzzellbiokatalysatoren ndher untersucht.

7.1 Vergleich von Stammen und Kultivierungsbedingungen

7.1.1 Klonierung

Basierend auf dem Expressionsvektor p7(A)T3rG-A (vgl. Abschnitt 6.4.1) wurden zwei wei-
tere Expressionsvektoren p7(A)T3rG-K und p7(A)T3TG-A kloniert. Der Vektor p7(A)T3rG-K
verfiigt iiber die identische Expressionskassette wie der zuvor beschriebene Vektor p7(A)T3rG-
A, unterscheidet sich jedoch im Plasmidriickgrat, welches auf einem pET28a(+) basiert und
somit iiber einen Kanamycinresistenz-Selektionsmarker verfiigt. Das Plasmid p7(A)T3TG-A
verfiigt im Unterschied zu p7(A)T3rG-A iiber einen zusétzlichen, dem Gen fiir die GDH vor-
angeschaltenen T7-Promotor, wodurch hohere Expressionlevel der GDH zu erwarten sind. Die

Expressionskassetten beider neuen Vektoren sind in Abbildung 7.1 dargestellt.

Das Plasmid p7(A)T3TG-A wurde wie alle vorher genannten Expressionsvektoren in E. coli
BLA49 transformiert. Da E. coli BLA9 iiber eine genomisch codierte Kanamycinresistenz verfiigt,
musste fiir den Expressionsvektor p7(A)T3rG-K der Wirtsstamm E. coli BLLiu gewihlt wer-
den, welcher keine genomisch codierten Antibiotikaresistenzen aufweist und bei dem es sich

ebenfalls um ein BL21(DE3)-Derivat mit ausgeschaltetem 7x-HSDH-Gen handelt.



116 Optimierung der Ganzzellbiokatalyse

T7-Promotor T7-Promotor

p7(A)T3rG-A —I3-{7p-HSDHH{E{ o-HSDHHEH  6DH  H{T7-Terminator}—
T7-Promotor T7-Promotor

p7(A)T3rG-K —i3-{7p-HSDHH{E o-HSDHHEH  6bH  H{T7-Terminator}—
T7-Promotor T7-Promotor T7-Promotor

p7(A)T3TG-A — - 7B-HSDH - 30-HSDH GDH |HT7-Terminator}—

Abbildung 7.1: Vektorkonstrukte.

7.1.2 Vergleich unterschiedlicher Stamme

Alle drei Stimme wurden gemifl Abschnitt 4.3.2 im Riihrkesselreaktor kultiviert. Die hier-
bei erzielten Zelldichten, Biotrockenmassekonzentrationen und spezifischen Enzymaktivititen
sind in Tabelle 7.1 aufgefiihrt. Im Vergleich der drei Stamme ist zu sehen, dass mit allen drei
vergleichbare Zelldichten und Biomassekonzentrationen erzielt wurden. Die Aktivitidt der 3oc-
HSDH ist bei dem Stamm p7(A)T3rG-A mit 147 + 3 U gBTM’l am hochstens und bei dem
Stamm p7(A)T3TG-A mit 69 4 1 U ggry ! am niedrigsten, wihrend der Stamm p7(A)T3rG-
K mit 102 + 5 U ggra " in der Mitte liegt. Bei der Aktivitit der 73-HSDH liegt der Stamm
p7(A)T3rG-A mit 296 + 5 U ggry ' etwas niedriger als die anderen beiden Stimme (477—
490 U gBTM’l). Bei den Aktivititen der GDH sind die Werte der Stimme p7(A)T3rG-A und
p7(A)T3rG-K nahezu identisch, wihrend der Stamm p7(A)T3TG-A mit dem zusitzlichen T7-
Promotor vor der GDH die in etwa dreifache GDH-Aktivitit aufweist. Insgesamt betrachtet sind

mit Ausnahme der GDH-AKktivitit bei dem Stamm p7(A)T3TG-A sdmtliche Kennzahlen dieser

drei Stamme duBerst dhnlich.

Die Biokatalysatoren wurden ebenfalls in Biotransformationsreaktionen im 1 L-Mafstab im

Riihrkesselreaktor miteinander verglichen. Dabei wurden jeweils eine Zelldichte von OD 2,

Tabelle 7.1: Vergleich unterschiedlicher Ganzzellbiokatalysatoren in der Riihrkesselkultivierung.

Stamm
p7(A)T3rG-A p7(A)T3rG-K p7(A)T3TG-A
oD, - 77+ 1 69 £ 2 62+ 1
BTM,gpry L' 40 42 33+£2 37+1
3-HSDH, U gpr), ! 147 +3 10245 69 + 1
7B-HSDH,U ggry ! 296 + 5 477 + 21 490 + 40
GDH (NAD), U g7y~ 569 + 10 640 + 40 1830 + 100

GDH (NADP), U ggry ! 595 £23 569 £5 1950 £+ 60
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Abbildung 7.2: Vergleich der Biotransformation mit unterschiedlichen GDH-Stdmmen im Riihrkesselreaktor. Ge-
zeigt ist A: der Stamm E. coli BL49 p7(A)T3rG-A, B: der Stamm E. coli BLLiu p7(A)T3rG-K sowie C: der
Stamm E. coli BL49 p7(A)T3TG-A. Die Reaktionen wurden im 1 L-Mafstab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satz-
verfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung
finden sich in den Abschnitten 4.7.3 und 7.1.2.

70 mM DHCA, 350 mM Glucose, 50 uyM NAD, 10 uM NADP und 10 mM MgCl, einge-
setzt. Der pH wurde auf 7,0 durch Zugabe von Natronlauge (5 M) geregelt. Die Verldufe der
Biotransformationen sind in Abbildung 7.2 zu sehen. Wie aus den Diagrammen zu erkennen
ist, sind die Verldufe der Substrat- und Produktkonzentrationen (DHCA und 12-Keto-UDCA)
bei allen drei Stimmen nahezu identisch. Bei den Stimmen p7(A)T3rG-A und p7(A)T3rG-
K sind die Umsetzungen nach 5,5 h, beim Stamm p7(A)T3TG-A nach 6,0 h vollstindig. Die
Verldufe der Intermediate 3,12- und 7,12-Diketo-UDCA sind bei den Staimmen p7(A)T3rG-A
und p7(A)T3rG-K nahezu parallel, wihrend beim Stamm p7(A)T3TG-K eine Akkumulation
der 3,12-Diketo-UDCA erfolgt, die vermutlich mit der geringen Aktivitit der 3x-HSDH zu-
sammenhingt (vgl. Tabelle 7.2).

In der Gesamtbetrachtung lidsst sich konstatieren, dass sich die Stimme E. coli BL49
p7(A)T3rG-A und E. coli BLLiu p7(A)T3rG-K kaum voneinander unterscheiden, was zu er-
warten ist, da beide Stimme iiber die identische Expressionskassette verfiigen und sich dariiber
hinaus nur in der Art des Knockouts im Wirtsstamm und dem Selektionsmarker unterscheiden.
Der Stamm E. coli B149 p7(A)T3TG-A zeigt hingegen geringe Unterschiede zu den zwei zuvor
genannten. Aufgrund des parallelen Verlaufs der Intermediate wéhrend der Biotransformation

sind jedoch die beiden erstgenannten Stimme zu bevorzugen. Die Frage, welcher Selektions-
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marker — ob Ampicillin oder Kanamycin — zu bevorzugen ist, ist abhéngig von den Prozessen
des jeweiligen Zellherstellers und kann abhingig vom Zulieferer unterschiedlich bewertet wer-
den. Da beide Stimme in ihren Kernparametern dquivalent sind, wird deswegen im weiteren

Verlauf mit beiden Stimmen weitergearbeitet.

7.1.3 Vergleich von Kultivierungsbedingungen

Fiir eine industrielle Umsetzung der Biotransformation ist die Robustheit eines Prozesses ein
wichtiger Faktor. Deswegen soll untersucht werden, wie sich Modifikationen in der Riihrkessel-
kultivierung auf die Leistung der Ganzzellbiokatalysatoren auswirken. Am Beispiel des Stam-
mes E. coli BL49 p7(A)T3rG-A wurden deswegen Reaktionsbedinungen variiert und deren
Auswirkungen auf die Kennzahlen des Stammes untersucht. Als Referenz dient das in Ab-
schnitt 4.3.2 beschriebene Protokoll mit einer Expressionstemperatur von 20 °C (Kultivierung
A), diese Daten sind bereits in Abschnitt 7.1.2 gezeigt. In der ersten Variation wurde die Ex-
pressionstemperatur auf 30 °C erhoht, da eine aktive Kiihlung des Reaktors im industriellen
MaBstab sehr energieintensiv ist (Kultivierung B). Eine zweite Variation war die Verldngerung
der exponentiellen Wachstumsphase um 4 h, wodurch die Induktion der Proteinexpression bei
einer planméfBigen Biomassekonzentration von 28 gprys L1 statt 16 EBTM L1 erfolgt (Kul-
tivierung C). Bei der dritten Variation wurde die Kultivierung in einem 75 L Edelstahlreaktor
gemal Abschnitt 4.3.3 durchgefiihrt, bei dem diverse Prozessparameter mal3stabsbedingt an-
gepasst werden mussten, die Glucosekonzentration in der Satzphase verfiinffacht wurde, und
zusitzlich Uberdruck zur Gewihrleistung eines ausreichenden Sauerstoffeintrags angelegt wur-
de (Kultivierung D). Eine Ubersicht iiber die Kultivierungsbedingungen, die erzielten Zelldich-
ten, Biotrockenmassekonzentrationen und spezifische Enzymaktivitdten ist in Tabelle 7.2 ge-

zeigt.

Im Vergleich der vier Kultivierungen ist zu sehen, dass beiden Kultivierungen A und B,
bei dem das gleiche Zulaufsprotokoll angewandt wurde, vergleichbare Biomassekonzentratio-
nen erzielt wurden, auch wenn die optische Dichte bei Kultivierung B geringfiigig geringer
ausféllt. Durch Verlingerung der Zulaufphase bei Kultivierung C kann die Biomassekonzen-
tration im Vergleich zur Referenzkultivierung A von 40 + 2 auf 49 £+ 1 ggt™m L! und die

optische Dichte von 77 £ 1 auf 94 + 1 gesteigert werden. Die héchsten Biomassekonzentratio-
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Tabelle 7.2: Vergleich unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen fiir E. coli BLA9 p7(A)T3rG-A. Gezeigt sind
die jeweiligen Prozessparameter Anfangsvolumen (V), Satzglucosekonzentration (cs ), angelegter Uberdruck
(Ap), eingestellte Wachstumsrate in der substratlimitierten Wachstumsphase (uset), Induktionszeitpunkt nach Be-
ginn der Zulaufphase (tidukion), planméBige Biomassekonzentration zum Zeitpunkt der Induktion (cx mduktion)
sowie Expressiontemperatur (TExpresison). Weiterhin sind die jeweils erzielten Zelldichten, Biotrockenmassenkon-
zentrationen und Enzymaktivititen zum Erntezeitpunkt gezeigt.

Kultivierung

A B C D
Vo, L 3 3 3 32
cs0, g L 2 2 2 10
Ap, bar 0 0 0 1
[T 0,15 015 0,15 0,13
tInduktions h 19 19 23 19
CX,Induktions 88T™M L' 16 16 28 40
TExpresisons °C 20 30 20 20
oD, - 77+ 1 60 + 1 94+ 1 133 £1
BTM,ggry L' 40+ 2 39+2 49 £+ 1 68+3
3x-HSDH, U gzr), ! 147 £3 68 + 1 189 £24 105+ 11
78-HSDH,U gzr, ! 296 £ 5 3317 299415 419+9
GDH (NAD), U ggry ! 569 £ 10 491 £20 647+£20 5117
GDH (NADP), Uggry, ' 595423 437+ 14 706427 456+ 32

nen (68 + 3 ggT™m L) und Zelldichten (OD 133 + 1) wurden bei der Kultivierung D erzielt,
die als Hochzelldichtekultivierung konzipiert war. Die spezifischen Enzymaktivitidten aller drei

Enzyme ist zwischen den Fermentationen hingegen recht dhnlich.

Die Biokatalysatoren der einzelnen Kultivierungen wurden ebenfalls in Biotransformations-
reaktionen im 1 L-MaBstab im Riihrkesselreaktor miteinander verglichen. Die Reaktionsbedin-
gungen sind identisch mit denen in Abschnitt 7.1.2. Die Verlaufe der Biotransformationen sind
in Abbildung 7.3 zu sehen. Wie aus den Diagrammen zu erkennen ist, sind die Verldufe der
Gallensalzkonzentrationen unter Verwendung der Zellen der vier verschiedenen Kultivierun-
gen nahezu identisch. Die Umsetzungen bei den Kultivierungen A, B und C sind nach 5,5 h
vollstdandig, bei der Hochzelldichtekultivierung D nach 6,5 h. Da bei der Biotransformation
immer die gleiche Biomassekonzentration eingesetzt wurde, ist die Hochzelldichtekultivierung
trotz der leicht verldngerten Prozesszeiten bei der Biotransformation die favorisierte Metho-
de fiir die Zellherstellung, da hierbei 70 % hohere Biotrockenmassenkonzentrationen erzielt
werden. Wichtiger noch als diese Erkenntnis ist, dass der untersuchte Ganzzellbiokatalysator
duBerst robust auf verdnderte Kultivierungsbedingungen wie Expressionstemperatur, Zulauf-
protokoll, Zeitpunkt der Induktion, Uberdruck und nicht zuletzt Reaktorgeometrie und MaB-

stab der Kultivierung reagiert. Diese Erkenntnis nihrt die Hoffnung, dass eine Maf3stabsver-
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Abbildung 7.3: Vergleich der Biotransformation mit E. coli BL49 p7(A)T3rG-A nach unterschiedlichen Kulti-
vierungsbedingungen bei der Biokatalysatorherstellung. Gezeigt ist A: Kultivierung im 7,5 L-Reaktor nach Stan-
dardbedingung, B: Kultivierung im 7,5 L-Reaktor mit erhohter Expressionstemperatur von 30 °C, C: Kultivierung
im 7,5 L-Reaktor mit verldngerter Wachstumsphase und D: Hochzelldichtekultivierung im 75 L-Reaktor. Die Re-
aktionen wurden im 1 L-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt.
Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.3 und
7.1.2.

groBerung in den industriellen Kubikmetermafstab ohne groere Komplikationen realisierbar

ist.

7.2 Lagerung von Ganzzellbiokatalysatoren

Im zu entwickelnden Industrieprozess sollen die Schritte Biokatalysatorherstellung (Fermen-
tation) und Biokatalysereaktion in zwei getrennten Prozessschritten durchgefiihrt werden. Der
Vorteil dieses Ansatzes ist, dass dadurch beide Schritte in unterschiedlichen Anlagen und an
unterschiedlichen Orten durchgefiihrt werden konnen. Da bei der Biokatalysatorherstellung
wesentlich hohere Biomassekonzentrationen erreicht werden als fiir die Biokatalyse bendtigt

wird, kann nach einmaliger Biokatalysatorherstellung die Biokatalysereaktion mit der gleichen
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Zellcharge mehrmals durchgefiihrt werden, was die Reproduzierbarkeit der Biokatalyse ver-
bessert. Hierdurch bedingt sich die Frage, auf welche Art Ganzzellbiokatalysatoren iiber einen

moglichst langen Zeitraum stabil gelagert werden konnen.

7.2.1 Lagerstabilitit

Eine Einflussgrofle auf die Stabilitdt enzymatischer Biokatalysatoren ist die Lagertemperatur.
Deswegen wurde die Stabilitét bei -20 °C (Gefrierraumtemperatur), 4 °C (Kiihlraumtemperatur)
und 30 °C (Prozesstemperatur / Raumtemperatur) untersucht. Zusitzlich wurde ein Szenario
untersucht, bei dem die Zellen zunéchst 8 Tage bei 4 °C und anschlieBend bei -20 °C gelagert
werden. Dies soll simulieren, dass die Zellen an einem Ort hergestellt und per Kiihltransport an
den Zielort geliefert werden, wo diese anschlieBend bei -20 °C gelagert werden. Hierzu wurden
Zellen des Stammes E. coli BL49 p7(A)T3rG-A bei den oben genannten Bedingungen gelagert.
Mit diesen Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 44 Tagen (bei 4 °C und 30 °C gelagerte
Zellen) bzw. 100 Tagen (bei -20 °C gelagerte Zellen) Biotransformationen durchgefiihrt, bei

denen OD 5 an Zellen eingesetzt wurden.

Die Ergebnisse dieser Messreihen sind in Abbildung 7.4 gezeigt. Aus der Darstellung ldsst
sich entnehmen, dass sich mit den bei -20 °C gelagerten Zellen iiber 100 Tage hinweg konstant
ca. 50 — 60 % 12-Keto-UDCA-Anteil nach 1 h Biotransformation erzielen lidsst. Mit den bei
30 °C gelagerten Zellen lasst sich anfangs knapp 80 % 12-Keto-UDCA-Anteil nach 1 h erzielen,
dieser Wert fillt innerhalb von 44 Tagen auf 45 — 55 %. Die bei 4 °C gelagerten Zellen erzielen
zu Beginn der Messreihe lediglich 2,5 % 12-Keto-UDCA-Anteil nach 1 h, dieser Wert steigt
mit zunehmender Lagerdauer allerdings kontinuierlich und stabilisiert sich nach 32 Tagen bei
65 —75 %. Werden die bei 4 °C gelagerten Zellen jedoch nach 8 Tagen bei -20 °C eingefroren,
so ldsst sich tiber die restliche Dauer der Messreihe ein stabiler 12-Keto-UDCA-Anteil von

70 — 80 % erzielen.

Der scheinbar paradoxe Aktivititsverlauf der bei 4 °C gelagerten Zellen wurde in einer
zweiten Messreihe mit dem Stamm E. coli BLLiu p7(A)T3rG-K erneut untersucht und lief3
sich reproduzieren (Daten nicht gezeigt). Eine FACS-Analyse sollte in dieser Messreihe Auf-
schluss iiber die Ursache dieses Verhaltens geben. Hierzu wurden Zellen nach unterschied-

licher Lagerdauer bei unterschiedlichen Lagertemperaturen mit dem Farbstoff bis-(1,3-Dibu-
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Abbildung 7.4: Untersuchung der Lagerstabilitit des Ganzzellbiokatalysators E. coli BL49 p7(A)T3rG-A. Gezeigt
sind die 12-Keto-UDCA-Anteile nach 1 h Biotransformation. Untersucht wurden die Lagerung bei -20 °C, 4 °C,
30 °C sowie 8 Tage bei 4 °C und anschliefend bei -20 °C. In A: sind die Messreihen der bei -20 °C, 4 °C und 30 °C
gelagerten Zellen gezeigt, in B: die Messreihen der bei -20 °C und der 8 Tage bei 4 °C und anschlieend bei -20 °C
gelagerten Zellen. Die Reaktionen wurden im 20 mL-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-
Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfithrung finden sich in den
Abschnitten 4.7.2 und 7.2.1. Standardabweichungen der Dreifachansitze sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.

tylbarbitursdure)-Trimethinoxonol (Dibacy[3]) versetzt, welcher depolarisierte Zellmembranen
tiberwindet und durch Bindung an intrazelluédre Proteine und Membranen eine gesteigerte Fluo-
reszenz erzeugt (Suller & Lloyd, 1999). Bei den gemessenen Partikeln wurde die Dibacy[3]-
vermittelte Fluoreszenz gegen deren Lichtstreuung, welche ein Indikator fiir die PartikelgrofBe
ist, aufgetragen, woraus Erkenntnisse auf die Zellintegritit gezogen werden konnen (Lange-

mann et al., 2010). Die Messdaten sind in Abbildung 7.5 gezeigt.

Als Referenz fiir die gelagerten Zellen dient eine Messung 3 h nach der Zellernte, bei der
die Zellsuspension nach der Ernte in fliissiger Form auf Eis gehalten wurde. Hierbei wird ange-
nommen, dass die Zellen zu diesem Zeitpunkt noch intakt sind. Die Position der Zellpopulation
auf dem FACS-Plot wurde mit einem Oval markiert. Bei den bei -20 °C gelagerten Zellen kann
sowohl nach 1 d Lagerung (1 Frost-Tau-Zyklus) als auch nach 12 d Lagerung (2 Frost-Tau-Zy-
klen) eine Verschiebung der Population hin zu einer hoheren Fluoreszenz beobachtet werden,
was auf eine teilweise Depolarisation der Zellmembran hindeutet, die mutmalBlich aufgrund ei-
ner Zellmembranschiddigung durch das Einfrieren und Auftauen verursacht wird. Das gleiche
Muster ldsst sich bei 1 d Lagerung bei 25 °C beobachten, wihrend die Population nach 12 d

Lagerung bei 25 °C ein Muster aufweist, das denen von lysierten Zellen dhnelt (personliche
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Abbildung 7.5: FACS-Analyse von Ganzzellbiokatalysatoren bei verschiedenen Lagerbedingungen und -dauern.
Aufgetragen sind jeweils die Lichtstreuung der Partikel (FSC) gegen die Fluoreszenz (FL1), die Anzahl der gemes-
senen Partikel ist durch Farbcodierung gekennzeichnet. Gezeigt sind FACS-Daten von Ganzzellbiokatalysatoren
3 h nach der Zellernte (mitte links), nach 1 d Lagerung bei -20 °C und einem Frost-Tau-Zyklus (oben mitte), nach
12 d Lagerung bei -20 °C und zwei Frost-Tau-Zyklen (oben rechts), nach 1 d Lagerung bei 4 °C (mitte mitte), nach
12 d Lagerung bei 4 °C (mitte rechts), nach 1 d Lagerung bei 25 °C (mitte unten) sowie nach 12 d Lagerung bei

25 °C (rechts unten).
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Mitteilung Ilka Siihrer). Hierbei ist zu vermuten, dass die Zellschddigung durch natiirliches Ab-
sterben verursacht wird, da den Zellen wihrend der Lagerung weder Substrat noch Sauerstoff
zugefiihrt wird. Bei den bei 4 °C gelagerten Zellen lésst sich hingegen nach 1 d Lagerung kaum
ein Unterschied zur Referenzprobe ausmachen, nach 12 d hingegen ist eine Fluoreszenzsteige-

rung zu sehen, die womdglich ebenfalls durch natiirliches Absterben verursacht wird.

Anhand dieser FACS-Daten lédsst sich vermuten, dass die anfinglich geringe Aktivitét der
bei 4 °C gelagerten Zellen durch eine Retardierung des Stofftransports iiber die Zellmembran
verursacht wird. Wihrend die Zellmembran der bei -20 °C gelagerten Zellen durch Einfrieren
und Auftauen geschiadigt wird, wird dieser Effekt bei den bei 25 °C gelagerten Zellen mut-
maBlich durch das natiirliche Absterben verursacht. Zwar erfolgt ein Absterben der Zellen auch
bei 4 °C, aber durch die niedrige Temperatur erfolgt dieser Prozess mit einer deutlich langsa-
meren Geschwindigkeit. Dies wiirde auch erkldren, warum zunichst bei 4 °C gelagerte Zellen
nach einem Frost-Tau-Zyklus schlagartig ihre volle Aktivitit entfalten. Generell wurde eben-
falls beobachtet, dass die fliissig gelagerten Zellen hohere maximale Aktivititen erreichen als
eingefrorene Zellen. Moglicherweise erfolgt wihrend der ersten Stunden der Lagerung noch
eine weitere Enzymexpression, dieser Umstand wurde jedoch nicht untersucht. Hinsichtlich der
Stabilitét ist jedoch die Lagerung der Zellen bei -20 °C zu bevorzugen, da hierbei innerhalb
von 100 Tagen kein Aktivititsverlust erkennbar war. Das Szenario, dass Zellen zunéchst 8 d
bei 4 °C und anschlieend bei -20 °C gelagert werden, scheint von allen untersuchten Bedin-
gungen das vorteilhafteste zu sein, da somit der Vorteil einer anfanglichen Fliissiglagerung mit
dem Stabilitidtsvorteil bei einer -20 °C-Lagerung kombiniert wird, jedoch ist ein Einfrieren der
Zellen als ,,Aktivierungsschritt fiir eine konstante hohe Zellaktivitéit unerlédsslich. Ein Vorteil
dieses Szenarios ist auch, dass dieses einen typischen Ablauf von Zellproduktion, Transport und

Lagerung widerspiegelt, so dass es sehr einfach in der Praxis umzusetzen ist.

7.2.2 Einfluss der Lagerform

Weiterhin wurde untersucht, in welcher Form die Zellen bei -20 °C gelagert werden sollen.
Hierbei ging es in einer ersten Messreihe um die Frage, ob die Anwesenheit des Fermentations-
mediums die Lagerstabilitit oder die anschlieBende Biotransformation beeinflusst. Hierzu wur-

de ein Teil der Zellen nach der Ernte durch Zentrifugation pelletiert und in Kaliumphosphat-
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Puffer (50 mM, pH 7,0) resuspendiert und anschlieend bei -20 °C gelagert. Auch sollte die
Rolle von Glycerin untersucht werden, welches als Zusatz im technischen Maf3stab das Auftau-
en der Zellsuspension durch Herabsetzen des Gefrierpunkts beschleunigen kann. Da Glycerin
jedoch die Ausbildung von Eiskristallen behindert und dadurch die Zellmembran schiitzt, ist es
unter Berticksichtigung der in Abschnitt 7.2.1 diskutierten Ergebnisse ebenfalls von Interesse,
ob dessen Zugabe die Aktivitit der Zellen negativ beeinflusst. In einer zweiten Messreihe wurde
untersucht, ob Zellen in aufkonzentrierter Form als Pellet gelagert werden konnen und ob durch

die Verwerfung des Uberstands Aktivitit verloren geht.

Fiir die erste Messreihe wurden Zellen des Stamms E. coli BL49 p7(A)T3rG-A verwendet.
Untersucht wurden die Lagerformen: in Fermentationslosung (A), in Fermentationslosung bei
Zugabe von 25 % (v/v) Glycerin (B), in Kaliumphosphatpuftfer (C) und in Kaliumphosphatpuf-
fer bei Zugabe von 25 % (v/v) Glycerin (D). Die Biotransformationsansitze enthielten OD 7
an Zellen. Fiir die zweite Messreihe wurden Zellen des Stamms E. coli BLLiu p7(A)T3rG-
K eingesetzt, hierbei wurden die Lagerformen: in Fermentationslosung (E), als Zellpellet (F)
sowie Fermentationslosung vom Uberstand nach der Pelletierung (G) untersucht, was als Kon-
trolle diente, ob Enzyme aus den Zellen entweichen. Fiir letztes wurde das gleiche Volumen
an Uberstand wie auch bei der Zellsuspension (E) in den Biotransformationsansatz gegeben.
Hier wurden OD 2 an Zellen eingesetzt. In Abbildung 7.6 sind die Gallensalzanteile der ersten
Messreihe nach 1 h Biotransformation und die der zweiten Messreihe nach 3 h Biotransforma-

tion gezeigt.

Anhand der ersten Messreihe ldsst sich erkennen, dass bei Lagerung in Fermentationslosung
der Zusatz von Glycerin keinen Einfluss auf die Biotransformationsleistung des Ganzzellbio-
katalysators zeigt. Bei den in Kaliumphosphatpuffer gelagerten Zellen wurde nach 1 h hin-
gegen weniger Gallensalz umgesetzt, wobei der Zusatz von Glycerin sogar einen negativen
Einfluss auszuiiben scheint. Das Ergebnis zeigt, dass die Lagerung in Fermentationslosung auf
die Biotransformation keinen negativen Effekt hat. Dies ist auch hinsichtlich des Downstream
Processings nach der Zellherstellung von Vorteil, dass dadurch auf einen Umpufferungsschritt
verzichtet werden kann. Die Zugabe von Glycerin scheint zumindest bei der Lagerung in Fer-
mentationslosung keinen Einfluss auf die Aktivitidt der Biokatalysatoren zu haben und ist da-

durch eine Option zur Verkiirzung der Auftauzeit, sofern die Zellen bei -20 °C gelagert werden.
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Abbildung 7.6: Untersuchung von Ganzzellbiokatalysatoren bei verschiedenen Lagerformen. Links gezeigt sind
die Gallensalzanteile der ersten Messreihe nach 1 h Biotransformation bei Einsatz einer Zelldichte von OD 7.
Hierbei handelt es sich um die Lagerformen A: in Fermentationslosung, B: in Fermentationslosung bei Zugabe
von 25 % (v/v) Glycerin, C: in Kaliumphosphatpuffer und D: in Kaliumphosphatpuffer bei Zugabe von 25 % (v/v)
Glycerin. Rechts gezeigt die Gallensalzanteile der zweiten Messreihe nach 3 h Biotransformation bei Einsatz einer
Zelldichte von OD 2. Hierbei handelt es sich um die Lagerformen: E: in Fermentationslosung, F: als Zellpellet
und G: Fermentationslosung vom Uberstand nach der Pelletierung (Kontrollprobe). Die Reaktionen wurden im
20 mL-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben
zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.2 und 7.2.2. Standardab-
weichungen der Dreifachansitze sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.

In der zweiten Messreihe wurde mit Zellen, die als Pellet gelagert wurden, mehr Umsatz
erzielt, als mit in Fermentationslosung gelagerten Zellen. Eine generelle Aussage, dass als Pel-
let gelagerte Zellen aktiver sind, ldsst sich jedoch aus dieser Beobachtung nicht schlieen, da
hier eine etwaige zusitzliche Beschidigung der Zellmembran beim resuspendieren des Pellets
nach dem Auftauen nicht ausgeschlossen werden kann. Die Uberstandsprobe hingegen zeigt
fast keine Aktivitdt. Somit kann geschlussfolgert werden, dass das Aufkonzentrieren der Ganz-
zellbiokatalysatoren nach der Fermentation in keinem signifikanten Verlust an Aktivitét resul-
tiert. Zwar bedeutet die Aufkonzentrierung der Zellen nach der Kultivierung einen weiteren
Prozessschritt, jedoch kann hierdurch Volumen der Biokatalysatoren eingespart werden, was
die Lagerung und den Transport der Biokatalysatoren erleichtert. Ob eine Aufkonzentrierung
zu favorisieren ist, ist also anhand dieser Gesichtspunkte und deren wirtschaftlicher Bedeutung

abzuwigen.
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7.2.3 Frost-Tau-Stabilitit

Eine weiterer zu untersuchender Aspekt ist die Stabilitit der Ganzzellbiokatalysatoren nach
multiplen Frost-Tau-Zyklen. Dies ist fiir den Fall von Bedeutung, dass die Zellen wihrend
Transport und Lagerung aufgrund von Unwigbarkeiten auftauen. Auch fiir den Fall, dass Zellen
nach der Herstellung nicht in den exakt bendtigten GebindegroBen konfektioniert werden, kann
es wichtig sein, ob bereits aufgetaute Zellen ohne Aktivititsverlust wieder eingefroren werden

konnen.

Hierzu wurden Zellen des Stamms E. coli BL49 p7(A)T3rG-A insgesamt zehn Frost-Tau-Zy-
klen unterworfen, wobei nach jedem Auftauen Biotransformationsreaktionen mit diesen Zellen
durchgefiihrt wurden, bei denen OD 10 an Zellen zum Einsatz kamen. Anschlieend wurden
die Zellen erneut bei -20 °C eingefroren. Die Gallensalzanteile der Biotransformationsansitze
nach 0,5 h Biotransformation sind in Abbildung 7.7 gezeigt. Anhand dieser Daten lésst sich er-
kennen, dass die Gallensalzanteile nach 0,5 h iiber die gesamten zehn Zyklen hinweg innerhalb
statistischer Schwankungen konstant bleiben. Nachdem bereits in Abschnitt 7.2.1 gezeigt wur-
de, dass eine durch das Einfrieren verursachte Schidigung der Zellmembran keine negativen

Auswirkungen auf die Aktivitidt der Ganzzellbiokatalysatoren ausiibt, konnte in dieser Messrei-
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Abbildung 7.7: Untersuchung der Frost-Tau-Stabilitit des Ganzzellbiokatalysators E. coli BL49 p7(A)T3rG-A.
Gezeigt sind die Gallensalzanteile nach 0,5 h Biotransformation bei Einsatz einer Zelldichte von OD 10. Die Re-
aktionen wurden im 20 mL-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt.
Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.2 und
7.2.3. Standardabweichungen der Dreifachansitze sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.
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he auch keine Schidigung der intrazellulir vorliegenden prozessrelevanten Enzyme festgestellt
werden. Somit ldsst sich kein Aktivitdtsverlust der Ganzzellbiokatalysatoren nach zehn Frost-

Tau-Zyklen feststellen.

7.3 Charakterisierung der Ganzzellbiokatalyse

Die vorangegangenen zwei Abschnitte beschéftigten sich mit der Entwicklung eines geeigneten
Ganzzellbiokatalysator-Stammes und dessen Kultivierung und Lagerung. Als nichstes soll der

darauffolgende Prozessschritt, die Durchfiihrung der Biokatalyse, genauer untersucht werden.

7.3.1 Einfluss der Kofaktorzugabe

Wie bereits in Abschnitt 6.4 gezeigt, lassen sich im 1 L-Maf3stab 100 mM DHCA bei Verwen-
dung einer Zelldichte von OD 30 innerhalb von 4,5 h vollstindig zu 12-Keto-UDCA reduzieren.
Als ersten Schritt zur Optimierung des Prozesses wurde untersucht, ob die Biokatalysatormenge
fiir die Umsetzung verringert werden kann und ob der Zusatz an Kofaktoren die Biotransforma-
tion beschleunigt. Hierzu wurden drei Ansitze im 20 mL-MaBstab durchgefiihrt, jeweils unter
Zugabe von OD 15 an Zellen, 100 mM DHCA, 500 mM Glucose und 10 mM MgCl, bei pH 7,0.
In Ansatz A erfolgte keine Zugabe von Kofaktoren, bei Ansatz B wurden 50 uM NAD zugesetzt
und in Ansatz C erfolgte ein Zusatz von jeweils 50 uM NAD und NADP. Die Reaktionsverldufe
sind in Abbildung 7.8 gezeigt.

Im Ansatz A, ohne Zugabe von Kofaktoren, war die Umsetzung nach 8 h bei einem 12-Keto-
UDCA-Anteil von 97 % beendet. Hierbei erfolgt zwischenzeitlich eine starke Akkumulation
des Intermediats der 73-HSDH (3,12-Diketo-UDCA) auf bis zu 54 % Gallensalzanteil. Durch
die Zugabe von NAD, dem Kofaktor fiir die 3ac-HSDH, erfolgte in Ansatz B eine beschleunigte
Umsetzung, die bereits nach 2,5 h bei einem 12-Keto-UDCA-Anteil von 98 % beendet war.
Hierbei akkumuliert das Intermediat der 3cc-HSDH (7,12-Diketo-UDCA) stirker und erreicht
Anteile von bis zu 45 %. Wird zusitzlich zu NAD noch NADP zugesetzt, ldsst sich in Ansatz
C eine weitere Beschleunigung der Reaktion sehen, erkennbar an den 12-Keto-UDCA-Antei-
len bei 1 h und 1,5 h. Desweiteren akkumuliert wieder das Intermediat der 73-HSDH (3,12-

Diketo-UDCA) stirker und erreicht bis zu 40 % Gallensalzanteil. Aus dieser Messreihe lasst
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Abbildung 7.8: Vergleich der Biotransformation mit E. coli BL49 p7(A)T3rG-A bei Zugabe von Kofaktoren. Ge-
zeigt ist A: ohne Zugabe von Kofaktoren, B: Zugabe von 50 uM NAD, C: Zugabe von je 50 uM NAD und NADP.
Die Reaktionen wurden im 20 mL-Mafstab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durch-
gefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten
4.7.2 und 7.3.1. Standardabweichungen der Dreifachansitze sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.

sich erkennen, dass die Biotransformationsreaktion durch Zugabe von Kofaktoren beschleunigt
werden kann, was ein Hinweis darauf ist, dass die Zellmembran der Ganzzellbiokatalysatoren
beschidigt, und somit fiir diese Molekiile durchlédssig wird. Zudem lésst sich durch Zugabe
des spezifischen Kofaktors fiir die jeweilige HSDH deren Reaktionsgeschwindigkeit selektiv

steuern.

Eine weitere Beobachtung bei dieser Messreihe war, dass sdmtliche Biotransformations-
ansitze ungefdhr zum Zeitpunkt der Beendigung einen festen Aggregatzustand angenommen
haben und erst nach mehreren Stunden wieder fliissig wurden, was auch schon in friiheren
Messreihen im 20 mL-MaBstab beobachtet wurde. Diesem Umstand ist geschuldet, dass bei
Ansatz C keine 2,5 h-Probe entnommen werden konnte, sondern erst wieder nach 7 h. Das Ver-
festigen der Reaktionsansitze konnte nur in 20 mL-Ansétzen beobachtet werden, nicht jedoch
in 1 L-Ansitzen. Als Ursache wird ein Ausfallen des Produktes 12-Keto-UDCA vermutet. Da
die Loslichkeit von 12-Keto-UDCA stark pH-abhiingig ist, konnte die bessere pH-Regelung im
1 L-MaBstab ein Verfestigen des Reaktionsansatzes verhindert haben. In den 20 mL-Ansétzen
scheint das ausfallende Produkt mit weiteren Bestandteilen des Reaktionsansatzes zu intera-

gieren, was zunichst zu einer Zunahme der Viskositit und schlieBlich zu einem Verfestigen
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des gesamten Reaktionsansatzes fiihrt. Auch die Mainahme, den pH auf 7,0 anzuheben konnte

diesem Phinomen nicht begegnen.

7.3.2 Einfluss der Temperatur

In einer weiteren Messreihe wurde untersucht, welche Temperatur optimal fiir die Biotrans-
formation ist. Hierzu wurden im 20 mL-Mafstab Reaktionen bei 25 °C, 30 °C und 35 °C
durchgefiihrt, die jeweils mit OD 15 an Zellen, 100 mM DHCA, 500 mM Glucose, 25 uM
NAD und 10 mM MgCl, bei pH 7,0 durchgefiihrt wurden. Die Reaktionsverldufe sind in Ab-
bildung 7.9 gezeigt. Hierbei konnten bei 30 °C mit 91 £ 11 % die hochsten 12-Keto-UDCA-
Anteile nach 5 h gemessen werden. Zwar ist der Unterschied zum Ansatz bei 35 °C nicht si-
gnifikant (87 £ 11 % 12-Keto-UDCA-Anteil), jedoch spricht sowohl die hohere gemessene
Produktkonzentration als auch die groere Ndhe zur Raumtemperatur fiir eine Durchfiihrung

der Biotransformation bei 30 °C.
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Abbildung 7.9: Vergleich der Biotransformation mit E. coli BL49 p7(A)T3rG-A bei unterschiedlichen Tempera-
turen. Gezeigt sind Umsetzungen bei 25 °C, 30 °C und 35 °C. Die Reaktionen wurden im 20 mL-Mafstab bei
pH 7.0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und
Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.2 und 7.3.2. Standardabweichungen der Dreifachansitze
sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.
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7.3.3 Einfluss von Substratkonzentration, Zellkonzentration und Kofaktoren

Um dem in Abschnitt 7.3.1 beschriebenen Verfestigen der Reaktionsansidtze zum Ende der
Biotransformation zu begegnen, wurde die eingesetzte Substratkonzentration von 100 mM auf
70 mM verringert. Fiir die Untersuchung, welchen Effekt diese Malnahme auf die Reaktions-
geschwindigkeit hat, wurde als Referenzansatz der Ansatz bei 30 °C aus der Messreihe in Ab-
schnitt 7.3.2 definiert. Zwei Ansitze wurden durchgefiihrt, bei denen nicht nur die DHCA-
Konzentration sondern auch die Biokatalysator- und Glucosekonzentration um denselben Fak-
tor auf OD 10,5 bzw. 350 mM Glucose verringert wurde. Bei Ansatz A wurde zusitzlich die
NAD-Konzentration auf 17,5 uM verringert, wihrend bei Ansatz B die NAD-Konzentration bei
25 uM belassen wurde. Weiterhin wurde in den Ansitzen C, D, E und F untersucht, inwieweit
sich die eingesetzte Biokatalysatormenge weiter verringern ldsst und wie die dadurch bedingte
Verlangsamung der Reaktion durch Zugabe von Kofaktoren kompensiert werden kann. Die je-
weils eingesetzten Mengen an Zellen und Kofaktoren sind in Tabelle 7.3 aufgelistet. Die iibrigen

Reaktionsbedingungen sind bei samtlichen Ansétzen identisch.

Die Reaktionsverldufe samtlicher Ansitze sind in Abbildung 7.10 gezeigt. Im Vergleich der
beiden Ansitze A und B mit dem Referenzansatz aus Abschnitt 7.3.2 zeigt sich, dass bei beiden
Ansitzen mit verringerter Substrat-, Zell- und Kosubstrat-Konzentration schnellere Reaktionen
zu beobachten sind, als bei dem Referenzansatz. Wihrend die Reaktion bei Ansatz A nach 5 h
und bei Ansatz B nach 4 h mit jeweils einem 12-Keto-UDCA-Anteil von > 99 % beendet war,
waren es beim Referenzansatz nach 5 h lediglich 92 % 12-Keto-UDCA-Anteil. Auch konnte
weder bei Ansatz A noch bei Ansatz B ein Verfestigen des Reaktionsansatzes beobachtet wer-
den. In den Ansitzen C und D wurde die Zellkonzentration auf OD 7 bzw. OD 3,5 verringert und
es lasst sich eine dadurch bedingte Verlangsamung der Reaktion erkennen, doch wihrend bei
Ansatz C nach 24 h dennoch > 99 % 12-Keto-UDCA-Anteil erreicht wurden, konnte bei An-
satz D nach 24 h lediglich 56 % 12-Keto-UDCA-Anteil erzielt werden. Werden, wie bei Ansatz

Tabelle 7.3: Ubersicht iiber die Versuchsansitze in Abschnitt 7.3.3

Ansatz
A B C D E F
oD, - 10,5 10,5 7,0 35 35 2,0

NAD, pM 17,5 25 25 25 25 50
NADP, yM - - - - 10 10
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Abbildung 7.10: Vergleich der Biotransformation mit E. coli BL49 p7(A)T3rG-A bei Zugabe verschiedener Bio-
masse- und Kofaktorkonzentrationen. Gezeigt sind Biotransformationen in Gegenwart von A: OD 10,5 Zellen,
17,5 uM NAD; B: OD 10,5 Zellen, 25 pM NAD; C: OD 7 Zellen, 25 uM NAD; D: OD 3,5 Zellen, 25 uM NAD;
E: OD 3,5 Zellen, 25 uM NAD, 10 uM NADP; F: OD 2 Zellen, 50 uM NAD, 10 uM NADP. Die Reaktionen
wurden im 20 mL-Mafstab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere
Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.2 und 7.3.1.
Standardabweichungen der Dreifachansitze sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.

E, jedoch zusitzlich 10 uM NADP hinzugefiigt, so ldsst sich auch bei OD 3,5 nach 24 h > 99 %
12-Keto-UDCA-Anteil erreichen. Noch einen Schritt weiter geht Ansatz F, bei dem gegeniiber
Ansatz E die Zelldichte nochmal auf OD 2 verringert, die NAD-Konzentration hingegen auf
50 uM verdoppelt wurde. Hierdurch konnte die Reaktion sogar noch beschleunigt werden, so
dass bereits nach 7 h 98 % 12-Keto-UDCA-Anteil erreicht wurde. Insgesamt ldsst sich erken-
nen, dass die Konzentrationen an Biokatalysator, NAD und NADP gro3e Auswirkungen auf
den Verlauf der Biotransformation haben. Da diese Faktoren zudem miteinander wechselwir-
ken, ist eine Modellierung dieser Effekte fiir ein besseres Verstindnis des Reaktionssystems

unumgénglich.
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7.3.4 Skalierbarkeit der Biotransformation

Wihrend dieses Forschungsprojektes wurden Biotransformationen sowohl im 1 L- als auch
im 20 mL-MaBstab durchgefiihrt. Hierbei stellt sich zwangsldufig die Frage nach der
Ubertragbarkeit der Ergebnisse zwischen beiden MaBstiben. Dieser Aspekt soll anhand zwei-
er bereits gezeigter Ansitze, Stamm A aus Abschnitt 7.1.2 und Ansatz F aus Abschnitt 7.3.3
erortert werden. Beide Biotransformationen wurden mit dem Stamm E. coli BL49 p7(A)T3rG-
A durchgefiihrt, die Reaktionsbedingungen waren jeweils OD 2 an Zellen, 70 mM DHCA,
350 mM Glucose, 10 mM MgCl,, 50 uM NAD und 10 uM NADP bei pH 7,0 und 30 °C. Die

Verldufe der beiden Biotransformationen sind nochmal in Abbildung 7.11 gegeniibergestellt.

Anhand der Daten ist zu erkennen, dass beide Verldufe einander sehr dhnlich sind. Bei bei-
den Ansitzen sind die Verldufe der beiden Intermediate 3,12-Diketo-UDCA und 7,12-Dike-
to-UDCA nahezu parallel und die maximale Akkumulation beider Intermediate bei beiden
Ansitzen belduft sich auf 21 — 26 % Gallensalzanteil. Zudem zeigt der Verlauf der 12-Keto-
UDCA in beiden Fillen die gleiche sigmoidale Form. Ein geringer Unterschied ist jedoch in
der Dauer der Biotransformation zu erkennen. Wihrend die Reaktion im 1 L-Ma@stab bereits
nach 5,5 h beendet ist, bendtigt der Ansatz im 20 mL-MaBstab 7 h. Eine Erklidrung fiir die-
se Abweichung konnte die bessere pH-Regelung im Riihrkesselreaktor sein, da der pH in den

20 mL-Ansétzen nur alle 30 min manuell eingestellt wurde. Abgesehen von der Reaktionsdauer
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Abbildung 7.11: Vergleich der Biotransformation mit E. coli BL49 p7(A)T3rG-A im 1 L- und 20 mL-MaBstab.
Gezeigt ist A: 1 L-Mafistab und B: 20 mL-Maf@stab. Die Reaktionen wurden bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satz-
verfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung
finden sich in Abschnitten 4.7.2, 4.7.3 und 7.3.4. Standardabweichungen der Dreifachansétze im 20 mL-MaBstab
sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.
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sind beide Verldufe nahezu identisch und es existiert kein Grund anzunehmen, dass im 20 mL-
MaBstab ermittelte vorteilhafte Reaktionsbedingungen nicht den gleichen positiven Effekt auf

Biotransformationen im 1 L-Maf3stab haben.

7.3.5 Einfluss von Glycerin und Magnesiumchlorid

In Abschnitt 6.1.4 wurde fiir die Biokatalyse mit FDH-Stammen gezeigt, dass die Zugabe von
Glycerin und MgCl, positive Effekte auf die Biotransformation hat. Folglich wurde der Ein-
fluss dieser beiden Substanzen auf die Biotransformation mit dem GDH-Stamm E. coli BLLiu
p7(A)T3rG-K untersucht. Ausgehend von dem Standardansatz mit OD 4 an Zellen, 70 mM
DHCA, 350 mM Glucose, 10 mM MgCl,, 50 uM NAD und 10 uM NADP wurde in einer er-
sten Messreihe 0, 2, 4, 8 und 16 % (v/v) Glycerin zugesetzt und in einer zweiten Messreihe die
MgCl,-Konzentration von 10 mM schrittweise auf 5, 2, 1 und O mM verringert. Die jeweiligen

12-Keto-UDCA-Konzentrationen nach 2 h Biotransformation sind in Abbildung 7.12A gezeigt.

In der Messreihe mit Glycerinzusatz, ldsst sich erkennen, dass der maximale 12-Keto-UDCA-
Anteil bei Zusatz von 4 % (v/v) Glycerin erreicht wurde (44,5 + 1,3 %), was eine geringfiigige
Steigerung gegeniiber dem Standardansatz (39,6 £ 2,1 %) bedeutet. Wird hingegen zu viel
Glycerin zugesetzt, so verkehrt sich dieser positive Effekt ins Negative, wodurch bei 16 % (v/v)

Glycerin lediglich 26,1 + 0,6 % 12-Keto-UDCA nach 2 h erzielt wurden.

Wurde hingegen die MgCl,-Konzentration verringert, so konnten bei sidmtlichen Ansitzen
mit geringerer MgCl,-Konzentration deutlich hohere 12-Keto-UDCA-Anteile erreicht werden
als im Referenzansatz mit 10 mM MgCl,. Die hochsten 12-Keto-UDCA-Anteile wurden hier-
bei bei Zugabe von 5 mM MgCl, mit 70,0 & 2,4 % erzielt. Bei dieser Messreihe wurde zudem
beobachtet, dass nach Beendigung der Reaktion die Ansitze mit zunehmender MgCl,-Konzen-
tration eine zunehmende Triibung aufweisen. Um diesen Effekt zu Untersuchen, wurden die
Ansitze dieser Messreihe im 1 L-Malstab bei verringerter Zelldichte von OD 2 wiederholt und
16 h iiber Nacht laufen gelassen. AnschlieBend wurde der Feststoff in der Suspension durch Fil-
tration isoliert und nach dem Trocknen gravimetrisch bestimmt. Die isolierten Feststoffmengen
bei den jeweiligen MgCl,-Konzentrationen sind in Abbildung 7.12B gezeigt. Es ist zu sehen,
dass die Menge an isolierten Feststoff von 0 mM MgCl, (1 g Feststoff) bis 5 mM MgCl, (20 g)

zunimmt, dariiber hinaus allerdings konstant bleibt. Durch HPLC-Analyse konnte der Fest-
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Abbildung 7.12: Vergleich der Biotransformation mit E. coli BLLiu p7(A)T3rG-K mit unterschiedlichen Glyce-
rin- und MgCl,-Konzentrationen. Gezeigt ist A: 12-Keto-UDCA-Anteile nach 2 h Biotransformation bei verschie-
denen Glycerin- bzw. MgCl,-Konzentrationen. B: Isolierte Masse an Feststoff nach 16 h-Biotransformation bei
unterschiedlichen MgCl,-Konzentrationen. Die Reaktionen wurden im 20 mL-MaBstab (A) bzw. im 1 L-MaBstab
(B) bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktions-
bedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.2 und 7.3.5. Standardabweichungen
der Dreifachansitze im 20 mL-MaBstab sind durch Fehlerindikatoren dargestellt.

stoff als 12-Keto-UDCA identifiziert werden. Da 70 mM 12-Keto-UDCA 28 g L'! entsprechen,
liegt somit bei 20 g Feststoff schitzungsweise 70 % des Produkts nach der Biotransformation
als Prézipitat vor. Es ldsst sich also zusammenfassen, dass die maximale Reaktionsgeschwin-
digkeit bei 5 mM MgCl, erzielt wurde. Gleichzeitig scheint MgCl, jedoch die Loslichkeit des
Produkts 12-Keto-UDCA zu beeinflussen. In wie weit ein Ausfallen des Produkts die folgenden

Prozessschritte beeinflusst, muss geklirt werden, ist jedoch nicht Teil dieser Forschungsarbeit.

7.4 Empirische Modellierung der Biokatalyse

Wie im Abschnitt 7.3 gezeigt, sind die Anteile an Zellmasse, NAD und NADP entscheidende
Einflussfaktoren auf den Verlauf der Biotransformation, deren Auswirkungen zueinander kom-
plexer Natur ist. Um die Auswirkungen dieser drei Komponenten im Zusammenspiel besser zu

verstehen, soll ein empirisches Modell mit diesen drei Variablen erstellt werden.

7.4.1 Modellerstellung und Parameterbestimmung

Fiir die Modellierung wurde als Versuchsplan ein Central Composite Design mit den Einflussva-
riablen Zelldichte, NAD und NADP gewihlt. Die genaue Vorgehensweise ist in den Abschnitten

4.8.2 und 4.8.3 beschrieben. Die Biotransformationen wurden mit dem Stamm E. coli BLLiu
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Tabelle 7.4: Umsiitze der Reaktionsansitze fiir die empirische Modellierung der Ganzzellreaktion. Aufgelistet sind
die Reaktionsbedingungen, die Umsitze der 3c-HSDH bzw. der 7(3-HSDH nach jeweils 3 h und 8 h Biotransfor-
mation sowie die 12-Keto-UDCA-Anteile der Ansitze nach 8 h Biotransformation. Die Reaktionen wurden im
20 mL-Malistab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben
zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.2 und 7.4.1. Ergebnisse
sind als Mittelwert &= Standardabweichung der Dreifachansitze dargestellt.

Ansatz 0D, NAD, NADP, Umsatz nach 3 h, % Umsatz nach 8 h, % Anteil
- uM M 3x-HSDH 73-HSDH 3x-HSDH 73-HSDH 12-Keto-UDCA
1 2,0 40,0 75 652 + 25 65,1 + 1,1 99,3 +£ 0,7 98,4 + 2,0 97,8 + 2,8
2 2,0 40,0 10,0 649 + 0,7 720 + 1,5 99,5 + 0,3 99,9 + 0.1 994 + 0,3
3 2,0 60,0 75 76,8 + 47 586 £ 0,1 100,0 £ 0,0 99,2 £ 0,1 99,2 £+ 0,1
4 2,0 60,0 10,0 723 +£ 97 638 £ 1,0 982 + 32 98,1 + 23 96,3 + 5,5
5 3,0 40,0 7,5 89,5 £ 19 942 +£ 13 1000 £ 0,0 100,0 = 0,0 100,0 £+ 0,0
6 3,0 40,0 10,0 89,5 £ 62 99,6 £ 0,3 99,6 + 0.1 100,0 + 0,0 99,6 + 0.1
7 3,0 60,0 7,5 99,6 + 0,7 85,8 £ 20 100,0 £ 0,0 99,7 £+ 0,2 99,7 £ 0,2
8 3,0 60,0 10,0 94,7 + 74 928 £ 1,8 999 + 0,1 99,7 +£ 0,3 99,6 + 0,2
9 1,7 50,0 8,7 53,7 + 1,6 564 + 0,5 73,0 £ 1,6 755 + 13 51,8 +£ 0,2
10 33 50,0 8,7 999 +£ 0,2 992 +£ 0,5 99,9 + 0,3 99,5 + 0,5 99,3 + 0,2
11 2,5 332 8,7 67,5 + 23 874 £ 1,8 99,6 £ 0,1 100,0 + 0,0 99,6 + 0.1
12 2,5 66,8 8,7 82,3 £ 9,5 67,5 £ 4,1 100,0 = 0,0 99,5 £ 0,7 99,5 +£ 0,7
13 2,5 50,0 6,6 67,0 £ 22 67,7 £ 1,3 99,6 + 0.1 99,9 + 0.1 99,5 + 0,0
14 2,5 50,0 10,8 74,6 £ 6,1 81,3 £ 72 996 £+ 0,1 100,0 £+ 0,0 99,6 + 0,1
15 2,5 50,0 8,7 76,3 £ 11,7 77,0 £ 09 983 £ 2,7 99,7 +£ 0,5 98,0 + 24

Tabelle 7.5: Ermittelte Modellparameter bei der empirischen Modellierung der Ganzzellbiotransformation. Auf-
gelistet sind die Parameter der konstanten Terme (fy), der linearen Terme (B;, B2, B3) fiir OD, NAD und NADP,
der Interaktionsterme (B2, Bi3, B23) und der quadratischen Terme (B11, B2, B33). Nicht-signifikante Parameter
sind mit ,— dargestellt

Parameterwert
Koeffizient Modell 36c-HSDH Modell 73-HSDH

Bo 75,5417 76,5624
Bi 12,5754 13,535
B 4,3374 -4,6526
B3 - 3,4655
Bi2 - -
Bi3 - -
B23 - -
Bi1 1,8841 0,9203
B 1,2224 0,7979
B33 - -0,2609
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p7(A)T3rG-K durchgefiihrt, wobei die eingesetzte Zelldichte zwischen 1,7 — 3,3 variiert wur-
de, die NAD-Konzentration zwischen 33,2 — 66,8 uM und die NADP-Konzentration zwischen
6,6 — 10,8 uM. Fiir eine bessere Differenzierung der Einzelreaktionen wurde jeweils ein Modell
fiir den Umsatz der 3a-HSDH und eines fiir die 73-HSDH nach 3 h Biotransformation erstellt.
Als Modellgleichung diente jeweils ein Polynom 2. Ordnung. Die jeweiligen Reaktionsbedin-
gungen, Umsitze der beiden Enzyme nach 3 h und die 12-Keto-UDCA-Konzentrationen nach

8 h sind in Tabelle 7.4 gezeigt.

Mit diesen Daten wurden Modellparameter fiir beide Modelle ermittelt. Nach Ausschluss
nicht-signifikanter Parameter bleiben beim Modell fiir die 3x-HSDH fiinf und beim Modell der
73-HSDH sieben Koeffizienten iibrig. Diese sind in Tabelle 7.5 gezeigt. Insgesamt weist das
Modell der 3a-HSDH mit einem BestimmtheitsmaB (R?) von 91,90 % und einem korrigierten
Bestimmtheitsmaf (1_32) von 88,66 % einen guten, das Modell der 73-HSDH mit einem R? von
98,48 % und einem R* von 97,33 % sogar einen sehr guten Wert auf. Eine grafische Darstellung

der Modelle ist in Abbildung 7.13 zu sehen.

Insgesamt ldsst sich an bei den Modellen erkennen, dass in den gewéhlten Variablenrdumen
die Zelldichte den groBten Einfluss auf den Umsatz hat, erkennbar an den groB3en Werten fiir
Bi. Im Modell der 3a-HSDH hat zusétzlich nur noch NAD (f3;) einen (positiven) Einfluss auf
den Umsatz, wihrend die NADP-Konzentration in der untersuchten Menge keinen Einfluss hat.
Im Modell der 73-HSDH iibt hingegen NADP (f33) einen positiven Einfluss auf den Umsatz
auf, wihrend NAD einen negativen Einfluss hat. Der negative Einfluss von NAD wird in der
kompetitiven Inhibition der NADPH-Regenerierung vermutet, da beide Kofaktoren durch das-
selbe Enzym regeneriert werden, und somit eine Erhohung der NAD-Konzentration mit einer
erhohten Inhibitor-Konzentration gleichbedeutend ist. Dass dieser Inhibitionseffekt im Modell
der 3a-HSDH durch NADP nicht signifikant zu beobachten war, liegt wahrscheinlich an der
Tatsache, dass NAD im Vergleich zu NADP in ca. 5-facher Menge eingesetzt wurde und so-
mit eine Erhohung der NADP-Konzentration nur einen geringen Einfluss auf die kompetitive
Inhibition ausiibt. Interessant ist, dass in keinem der beiden Einzelmodelle signifikante Inter-
aktionsterme zwischen den Variablen auftauchen, was jedoch nicht bedeutet, dass es in einem

etwaigen Gesamtmodell keine signifikanten Interaktionen gébe.
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Abbildung 7.13: Empirische Modelle der Ganzzellbiokatalyse. A: Modell fiir den Umsatz der 3oc-HSDH nach
3 h, B: OD 2,5-Ebene des Modells der 3a-HSDH, C: Modell fiir den Umsatz der 7(3-HSDH nach 3 h, D: OD 2,5-
Ebene des Modells der 73-HSDH, E: Ebenen fiir Umsatzschwellenwerte der beiden Modelle, mit denen nach 8 h
> 99 % Umsatz des entsprechenden Enzyms erzielt werden kann, F: Kombinierte Fliche, oberhalb derer nach

8 h > 99 % Umsatz fiir beide Enzyme erzielt werden konnen. Experimentelle Datenpunkte sind durch schwarze
Punkte markiert.
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Ein Ziel dieser Modellierung war es, Reaktionsbedingungen zu finden, mit denen nach 8 h
Biotransformation > 99 % 12-Keto-UDCA-Anteil zu erzielen sind. Da dieser Wert mit den
meisten Ansitzen nach 8 h erzielt wird, konnten diese Messdaten nicht fiir eine Modellierung
verwendet werden. Die beiden empirischen Modelle nach 3 h sind jedoch statische Modelle,
die zundchst keine Aussage iiber den weiteren Reaktionsverlauf erlauben. Um dieses Dilemma
zu umgehen, wurden fiir beide Modelle empirische Umsatz-Schwellenwerte nach 3 h definiert,
bei denen nach 8 h ein Umsatz von > 99 % fiir das jeweilige Enzym zu erzielen ist, dieser
Schwellenwert beléduft sich bei der 3c-HSDH auf 76 % und bei der 7(3-HSDH auf 65 %. Diese
Werte basieren auf empirische Umsatzwerte der jeweiligen Enzyme nach 3 h und 8 h (vgl.
Tabelle 7.4). Mit diesen Schwellenwerte konnen Fldchen im Variablenraum berechnet werden,
oberhalb derer sich diese Mindestumsitze erzielen lassen. Durch deren Kombination erhélt man
eine Gesamtfldche, oberhalb derer sich > 99 % 12-Keto-UDCA-Anteil nach 8 h erzielen lassen.
Um diese Aussagen zu iiberpriifen, wurden zehn Datenpunkte in dieser kombinierten Flache fiir
eine experimentelle Validierung ausgewihlt. Die Flichen der Einzelmodelle, die kombinierte
Flache und die fiir die Validierung gewdihlten Datenpunkte sind in Abbildung 7.13 E und F

gezeigt.

7.4.2 Modellvalidierung

Die experimentelle Validierung des Modells wurde gemi3 der Beschreibung im vorhergehen-
den Kapitel durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen, Umsitze beider HSDH nach 3 h so-
wie die 12-Keto-UDCA-Anteile nach 8 h sind in Tabelle 7.6 aufgelistet. Zudem ist eine Ge-
geniiberstellung experimentell erzielter und modellierter Umsétze nach 3 h in Abbildung 7.14

zu sehen.

Wie in Abbildung 7.14 zu erkennen, sind die Modellvorhersagen des 7(3-HSDH-Modells ak-
kurater als die der 3a-HSDH-Modells, was angesichts des besseren Bestimmtheitsmalles des
73-HSDH-Modells auch zu erwarten ist (vgl. Abschnitt 7.4.1). Trotzdem ist in beiden Validie-
rungen eine insgesamt gute bis sehr gute Ubereinstimmung von Modell und Experiment zu be-
obachten. Da sdmtliche Datenpunkte in der Grenzflache liegen, oberhalb derer > 99 % 12-Keto-
UDCA-Anteil nach einer Prozesszeit von 8 h postuliert werden, sind diese Werte in Tabelle 7.6

von besonderem Interesse. Mit Ausnahme von Ansatz 6 wird dieser 12-Keto-UDCA-Anteil bei
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Tabelle 7.6: Umsitze der Validierungsansitze fiir die empirische Modellierung der Ganzzellreaktion. Aufgelistet
sind die Reaktionsbedingungen, die Umsitze der 3a-HSDH bzw. der 7(3-HSDH nach jeweils 3 h und 8 h Biotrans-
formation sowie die 12-Keto-UDCA-Anteile der Ansétze nach 8 h Biotransformation. Die Reaktionen wurden im
20 mL-Malstab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben
zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.2 und 7.4.1. Ergebnisse
sind als Mittelwert 4= Standardabweichung der Dreifachansitze dargestellt.

Ansatz ODgq0, NAD, NADP, Umsatz nach 3 h, % Umsatz nach 8 h, % Anteil
- M uM 3a-HSDH 73-HSDH 3x-HSDH 73-HSDH 12-Keto-UDCA
nach 8 h, %
1 2,06 66,8 10,9 652 + 25 63,6 + 03 1000 £ 0,0 100,0 + 0,0 100,0 + 0,0
2 2,63 45,8 10,2 649 + 0,7 80,7 + 1,2 100,0 £ 0,0 100,0 &+ 0,0 100,0 + 0,0
3 2,29 61,2 8,2 76,8 + 47 649 + 1,2 100,0 £ 0,0 100,0 + 0,0 100,0 + 0,0
4 2,17 64,0 9,5 723 +£ 9,7 672 + 1,6 100,0 £ 0,0 99,9 + 0,1 99,9 + 0,1
5 2,66 34,6 9,5 89,5 +£ 1,9 909 + 25 100,0 +£ 0,0 100,0 £ 0,0 100,0 + 0,0
6 2,39 58,4 7,0 89,5 + 62 62,7 +£28 99,7 + 04 94,8 + 9,1 94,5 + 9,6
7 2,60 48,6 8,6 99,6 + 0,7 783 + 2,1 100,0 £ 0,0 100,0 + 0,0 100,0 + 0,0
8 2,66 41,6 7,2 947 £ 74 793 + 1,7 100,0 + 0,0 100,0 + 0,0 100,0 + 0,0
9 2,42 65,4 73 53,7 + 1,6 62,1 + 1,9 100,0 £ 0,0 100,0 &+ 0,0 100,0 + 0,0
10 2,47 55,6 9,8 999 + 02 758 + 14 100,0 £ 0,0 100,0 + 0,0 100,0 + 0,0
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Abbildung 7.14: Gegeniiberstellung experimentell erzielter und modellierter Umsitze nach 3 h Biotransformati-
on. Gezeigt sind A: Umsitze der 3c-HSDH und B: Umsitze der 73-HSDH. Die Reaktionen wurden im 20 mL-
Mafstab bei 30 °C und pH 7,0 in einem Satzverfahren mit pH-Regelung durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reakti-
onsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.2 und 7.4.1. Standardabweichungen
der Dreifachansitze sind durch Fehlerindikatoren gekennzeichnet.

samtlichen Ansitzen erreicht. Der niedrigere Produktanteil in Ansatz 6 ist jedoch durch einen
einzelnen Ansatz des Dreifachansatzes bedingt, bei dem nach 8 h lediglich 83,4 %-12-Keto-
UDCA-Anteil gemessen wurde. Die beiden anderen Ansitze erzielten hingegen > 99 % Pro-
duktanteil. Somit ldsst sich konstatieren, dass die Validierung sowohl der Einzelmodelle nach
3 h als auch der postulierten Grenzfliche fiir > 99 % 12-Keto-UDCA-Anteil nach 8 h erfolg-

reich war.
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7.4.3 Modellanalyse und Diskussion

Nachdem die Validierung des empirischen Modells erfolgreich war, stellt sich die Frage, wofiir
dieses Modell verwendet werden kann. Die definierten Umsatzschwellenwerte grenzen hierbei
einen Variablenraum ein, bei denen mit Sicherheit nach 8 h eine Produktanteil von > 99 % er-
zielt werden kann. Hinsichtlich einer Optimierung der Ganzzellbiokatalyse, stellt diese Grenz-
flache gleichzeitig Variablensidtze mit minimalem Einsatz an Rohstoffen dar, mit dem das de-
finierte Ziel erreicht werden kann. Sind zu den einzelnen Komponenten die jeweiligen Kosten
bekannt, lasst sicht durch Kombination der Grenzflache mit einer Kostenfunktion eine Kosten-

optimierung mit dem Modell durchfiihren.

Als Bespiele fiir so eine Kostenoptimierung sind in Abbildung 7.15 zwei Beispielszenarien
gezeigt. Hierbei wurden die Kosten auf 1 mM NAD normiert, wodurch die Kosten fiir NAD
mit 1 mM™! angenommen werden. Weiterhin wurde die Kosten von NADP mit 5 mM-! ange-
nommen was dem tatsichlichen Kostenverhiltnis dieser beiden Substanzen in etwa entspricht
(Carl Roth, Stand Mirz 2014). Fiir die Biokatalysatoren werden in Beispiel A an genommen,
dass die Kosten von OD 1 an Zellen das 0,05-fache der Kosten von 1 mM NAD entsprechen
(0,05 OD'l), wihrend im Beispiel B vom 0,5-fachen der Kosten von 1 mM NAD ausgegan-
gen wurde (0,5 OD™!). In den Darstellungen in Abbildung 7.15 lassen sich fiir diese beiden
Annahmen die Kosten fiir einen Prozess anhand der Farbcodierung entnehmen. Wie zu sehen
ist, sind die Kostenminima je nach Kostenannahme in anderen Bereichen der Grenzfliche zu
finden, was die Wichtigkeit einer zuverldssigen Kostenfunktion fiir diese Optimierung verdeut-
licht. Nichtsdestotrotz wurde mit diesem Modell ein zuverldssiges Werkzeug geschaffen, mit

dem eine solche Optimierung durchgefiihrt werden kann.

Ein anderer Aspekt ist, dass diese Grenzflichen empirisch festgelegt wurden, anhand von
Umsatzwerten nach 3 h, mit denen nach 8 h mit Sicherheit ein vollstindiger Umsatz erzielt
werden kann. Dies bedeutet zwar, dass alle Datenpunkte oberhalb der Grenzflache diese Vor-
aussetzung erfiillen, hei3t jedoch im Umkehrschluss nicht, dass mit manchen Datenpunkten
unterhalb der Grenzfliche nicht auch > 99 % 12-Keto-UDCA-Anteil nach 8 h erreicht werden
kann. Im Abschnitt 7.1 wurden mit OD 2 Zellen, 50 uM NAD und 10 uM NADP Zell- und Ko-
faktorkonzentrationen verwendet, die unterhalb dieser Grenzflache angesiedelt sind, mit denen

sich jedoch trotzdem ein vollstindiger Umsatz erzielen lie3. Tatsdachlich wurden in Ansatz 2 bei
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Abbildung 7.15: Beispielrechnungen fiir die Verwendung des empirischen Modells zur Kostenoptimierung mit
auf 1 mM NAD normierten Kosten. A: Kostenbeispiel A mit 0,05 OD™! Zellkosten, 1 mM! NAD-Kosten und
5 mM™! NADP-Kosten, B: Kostenbeispiel B mit 0,5 OD™! Zellkosten, 1 mM™! NAD-Kosten und S mM-' NADP-
Kosten.

der Modellerstellung mit OD 2 Zellen, 40 uM NAD und 10 uM NADP im Vergleich zu den
oben genannten Bedingungen nochmal 10 uM weniger NAD eingesetzt. Trotzdem konnte bei
diesem Ansatz nach 8 h > 99 % 12-Keto-UDCA-Anteil erreicht werden. Dies steht allerdings
nicht im Widerspruch zu dem Modell, sondern zeigt, dass es unterhalb der Grenzfliche durch-
aus Bereiche gibt, mit denen das definierte Ziel erreicht werden kann, was von dem Modell

allerdings nicht mit Sicherheit vorhergesagt werden kann.

Das Vorhandensein solcher Bereiche zeigt die Grenzen einer solchen empirischen Model-
lierung auf. Der Vorteil eines solchen Ansatzes ist, dass mit wenigen experimentellen Daten
ein aussagekriftiges Modell erstellt werden kann. Jedoch sind diese Modelle statisch und zei-
gen keine zeitlichen Verldufe der Reaktionen auf. Soll von den Modellen eines Zeitpunktes auf
einen spdteren Zeitpunkt geschlossen werden, so ist eine weitere empirische Erweiterung des
Modells notwendig, die jedoch ungenau sein kann. In diesem Fall fehlen nach 8 h Biotransfor-
mation die Unterschiede in den Messdaten fiir eine umfassende empirische Erweiterung, da die
meisten Ansétze bereits > 99 % 12-Keto-UDCA-Anteil erreicht haben. Eine Alternative zum
empirischen Ansatz wire eine dynamische mechanistische Modellierung, die im nachfolgenden

Kapitel untersucht werden soll.
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7.5 Diskussion

In diesem Kapitel wurde basierend auf den Ergebnissen von Kapitel 6 die Biokatalyse mit
dem Ein-Zell-System mit GDH charakterisiert und optimiert. Optimierungsziel war hierbei eine
Minimierung der eingesetzten Rohstoffe, gleichzeitig musste der Prozess robust und skalierbar

sein.

Im ersten Schritt der Stammentwicklung konnten zwei verschiedene Ganzzellbiokatalysato-
ren hergestellt werden, die von ihrer Leistung her identisch sind, jedoch verschiedene Selek-
tionsmarker tragen. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Aktivititen der Biokatalysatoren weit-
gehend robust gegeniiber verschiedenen Kultivierungsbedingungen sind und die Kultivierung
ohne weiteres auf den 50 L-MaBstab skaliert werden kann. Diese beiden Stimme und deren
Robustheit bieten eine hohe Flexibilitdt bei der Zellherstellung, da auf anlagenspezifische Li-
mitationen reagiert werden kann. Vor allem kann ein méglicher Einsatz von Antibiotika von den
Spezifikationen der Produktionsanlage abhingig sein. So ist es durchaus iiblich, dass beispiels-
weise in Produktionsanlage A nur Antibiotikum A, in Produktionsanlage B nur Antibiotikum
B und in Produktionsanlage C iiberhaupt keine Antibiotika eingesetzt werden konnen. Diesem
Umstand kann durch die beiden Stimme einfach durch Austausch des Produktionsstamms be-

gegnet werden, ohne dass sich die Charakteristika des Ganzzellbiokatalysators verdandern.

Ein weiterer Faktor fiir die Flexibilitit des Prozesses ist die Entkopplung von Zellherstellung
und Biokatalyse, was in industriellen Prozessen generell vorzuziehen ist (Pollard & Woodley,
2007). Bei industriell durchgefiihrten Hochzelldichtefermentationen konnen Zelldichten von
tiber 100 ggtm L! erreicht werden (Riesenberg et al., 1991), wihrend fiir die Biokatalyse im
vorliegenden Fall lediglich 1 ggry L' Zellen (entspricht OD 2) benétigt werden. Wiirde die
Biokatalyse zwingend unmittelbar nach der Zellherstellung stattfinden, wiirde fiir die Biokata-
lyse entweder ein Reaktor bendtigt, der um Faktor 100 grofBer ist, als der Fermenter, oder man
miisste grole Teile der Zellen verwerfen. Bei einer Entkopplung beider Prozesse ist jedoch ei-
ne stabile Lagerung der Zellen notwendig, da diese iiber einen lingeren Zeitraum in diversen
Ansitzen eingesetzt werden, diese Ansitze jedoch reproduzierbar die gleichen Ergebnisse er-
zielen sollten. Fiir die hier untersuchten Biokatalysatoren konnten Lagerbedingungen gefunden

werden, bei denen innerhalb eines Zeitraums von 100 Tagen kein signifikanter Verlust an Akti-
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vitit festgestellt werden konnte, wodurch die gewiinschte Entkopplung von Zellherstellung und

Biokatalyse ermoglicht wird.

Bei der Biokatalysereaktion konnten die Zellkonzentration, Glycerin, MgCl,, NAD und
NADP als wesentliche Einflussfaktoren auf die Reaktionsgeschwindigkeit identifiziert werden.
Vor allem die Zugabe von Kofaktoren ist als Einfluss entscheidend, da hiermit die Zellkon-
zentration um Faktor 15 gegeniiber den Ergebnissen in Kapitel 6 verringert werden kann. Eine
wichtige Erkenntnis hierbei ist, dass durch unterschiedliche Anteile der beiden Kofaktoren, die
Reaktionen der beiden HSDH spezifisch beeinflusst werden konnen. Dieses Zusammenwirken
der drei Einflussfaktoren wurde in einem empirischen Modell ndher untersucht. Dabei konnte
bestdtigt werden, dass die Zellkonzentration auf die Reaktionen beider HSDH einen positiven
Einfluss ausiibt, wiahrend NAD selektiv die 3x-HSDH-Reaktion und NADP selektiv die 7[3-
HSDH-Reaktion beschleunigt. Letztere Reaktion wird zudem durch NAD inhibiert. Mit Hil-
fe des Modells konnten zudem Prozessbedingungen identifiziert werden, mit denen nach 8 h
Biotransformation > 99 % 12-Keto-UDCA-Anteil erzielt werden kann, so dass durch Kom-
bination des Modells mit einer Kostenfunktion eine Kostenoptimierung durchgefiihrt werden

kann.

Da bei einem Ganzzellbiokatalysator das Verhéltnis der exprimierten Enzymaktivititen nur
schwer beeinflusst werden kann, bieten diese selektiven Einfliisse der beiden Kofaktoren ei-
ne wichtige Stellschraube, um ungleiche HSDH-Aktivititen wihrend des Prozesses auszuglei-
chen. Diesem Umstand ist auch geschuldet, dass auf die Verwendung einer in Kapitel 5 er-
zeugten, NADH-spezifischen 73-HSDH verzichtet wurde, da der Prozess dadurch einer Ein-
stellmoglichkeit beraubt werden wiirde. Angesichts der geringen Menge an eingesetztem NADP
(10 uM) wiegt der Vorteil dieser Flexibilitit den Verzicht von NADP bei Verwendung einer
NADH-abhéngigen 73-HSDH auf.

Ein wichtiger Aspekt im vorliegenden Fall ist, dass dass eine vollstindige Umsetzung
(> 99 %) von DHCA zu 12-Keto-UDCA erfolgen muss, da das Vorliegen von Intermediaten,
speziell der 7,12-Diketo-UDCA in der folgenden Wolff-Kishner-Reduktion in toxischen Ne-
benprodukten resultiert, die aufwindig abgetrennt werden miissen. Deswegen sollen zum Ver-
gleich der erzielten Ergebnisse mit der Literatur nur Quellen herangezogen werden, bei denen

ein vollstandiger Umsatz berichtet wurde. Monti et al. (2009) gelang die vollstindige Umset-
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Abbildung 7.16: Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit enzymatischen Syntheseprozessen von 12-Keto-
UDCA aus der Literatur. Gezeigt sind A: finale Produktkonzentrationen und B: Raum-Zeit-Ausbeuten. Weiterhin
sind in C: die Verhiltnisse Masse gebildetes Produkts / Masse Biokatalysator der Prozesse dieser Arbeit gezeigt.
Fiir den Vergleich werden Biotransformationen im Litermaf3stab ohne Kofaktorzugabe (Abschnitt 6.4.3) sowie mit
Kofaktorzugabe (7.1.2) herangezogen. Die Reaktion ohne Kofaktorzugabe wurde bei 25 °C und pH 6,5 durch-
gefiihrt, wihrend die Reaktion des Ansatzes mit Kofaktorzugabe bei 30 °C und pH 7,0 durchgefiihrt wurde. Beide
Reaktionen fanden im 1 L-MaBstab in einem Satzverfahren mit pH-Regelung statt.

zung von 12,5 mM CA zu 12-Keto-UDCA innerhalb von 5 h, wihrend Carrea et al. (1992)
den vollstindigen Umsatz von 12,5 mM DHCA zu 12-Keto-UDCA innerhalb von 15 h be-
schreiben. Bei beiden kamen teilweise aus Wildtyp-Organismen isolierte Enzyme und jeweils
0,1 mM NAD und NADP zum Einsatz. Als Vergleich dazu sollen zwei Biotransformationen im
Litermal3stab aus dieser Arbeit dienen. Der erste ist der Ansatz aus Abschnitt 6.4.3, bei dem
keine Kofaktoren zugesetzt wurden. Hierbei wurden mit 15 g L' Zellen 100 mM DHCA inner-
halb von 4,5 h zu 12-Keto-UDCA umgesetzt. Der zweite sind die Ansitze aus Abschnitt 7.1.2,
bei denen bei Einsatz von 50 uM NAD und 10 uM NADP, bei dem 1 g L' Biokatalysatoren
70 mM DHCA innerhalb von 5,5 h vollstindig zu 12-Keto-UDCA umsetzt wurden.

Da der Vergleich zwischen Kosten von aus Wildtyp-Organismen isolierten Enzymen mit de-
nen von rekombinanten Ganzzellbiokatalysatoren schwer zu ziehen ist, fillt dieser Aspekt in
der Betrachtung weg. Insgesamt zeigt sich, dass mit dem rekombinanten Biokatalysator die
achtfache Produktmenge gegeniiber der Literatur hergestellt werden kann, mit im Vergleich zu

Carrea et al. (1992) bis zu 27-fach erhohter Raum-Zeit-Ausbeute (vgl. Abbildung 7.16). Auch
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die eingesetzten Kofaktormengen sind mit dem rekombinanten Ganzzellbiokatalysator deut-
lich geringer. Monti et al. (2009) berichten zudem von einer isolierten Ausbeute von 73 %
in der Synthese von 12-Keto-UDCA aus CA. Die isolierten Ausbeuten mit dem rekombinan-
ten Ganzzellbiokatalysator im Litermafstab waren durchgehend > 95 %. Zusammen mit der
geschitzten Ausbeute von > 90 % im chemischen Oxidationsschritt von CA zu DHCA (Liu
et al., 2012) ergibt das eine Gesamtausbeute von > 86 %, womit die isolierte Ausbeute in
der Literatur iibertroffen wird. Der Vergleich zum chemischen Prozess ist noch schwieriger
zu ziehen, weswegen hier nur die Ausbeute betrachtet werden soll. Beim chemischen Prozess
sind Ausbeuten von < 30 % in der Literatur angegeben (Carrea et al., 1992). Wenn die zu-
vor beschriebene Ausbeute von CA zu 12-Keto-UDCA mit der Ausbeute der Wolff-Kishner-
Reduktion von geschitzten 60 — 80 % multipliziert wird (Hofmann, 1963), so ergibt sich eine
Gesamtausbeute von mindestens 51 — 68 %, was grob einer Verdopplung der chemischen Aus-
beute entspricht. Somit ist der entwickelte Prozess bei wichtigen Kennzahlen sowohl anderen

enzymatischen Prozessen als auch dem chemischen Prozess iiberlegen.

Eine Frage hinsichtlich der Zielsetzung bleibt offen: Ist der Prozess wirtschaftlich? Da keine
validen Zahlen vorliegen, muss diese Frage anhand von Kennzahlen aus der Literatur erortert
werden. Allgemein hédufig verwendete Kennzahlen fiir die Wirtschaftlichkeit eines Prozesses
sind Raum-Zeit-Ausbeuten sowie finale Produktkonzentrationen, welche auf die Betriebsko-
sten einer Produktion abzielen. Weiterhin wird auch auch das Verhiltnis Masse gebildeten Pro-
dukts / Masse Biokatalysator herangezogen, was auf die Kosten fiir den Biokatalysator abzielt.
In der aktuellen Literatur finden sich diverse Richtwerte fiir diese Zahlen, die zum Teil grof3e
Diskrepanzen aufweisen. So sollen laut Pollard & Woodley (2007) Produktkonzentrationen ver-
gleichbar zu chemischen Prozessen sein, bei denen mindestens 50 — 100 g L! erzielt werden.
Bei Wenda et al. (2011) hingegen werden Mindestkonzentrationen von Feinchemikalien mit
1 g L'! und fiir Pharmazeutika mit 0,1 g L' angegeben, wihrend Raum-Zeit-Ausbeuten iiber
0,1 gL' h'! bzw. 0,001 gL-! h'! liegen miissen. Bei den beiden genannten Biotransformations-
prozesse dieser Arbeit sind die Produktkonzentrationen 40 bzw. 28 g L'! (entspricht 100 bzw.
70 mM 12-Keto-UDCA), wihrend die Raum-Zeit-Ausbeuten 9,0 bzw. 5,2 g L!nt betragen.
Damit liegen diese Kennzahlen deutlich {iber den von Wenda et al. (2011) genannten Zah-
len, wihrend die Produktkonzentrationen zumindest vergleichbar zum von Pollard & Woodley

(2007) genannten Bereich ist. Bei den Verhiltnissen Masse gebildeten Produkts / Masse Bioka-
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talysator wird fiir Ganzzellbiokatalysatoren bei Pollard & Woodley (2007) ein Mindestwert von
15 und bei Tufvesson et al. (2011) ein Wert von 10-35 angegeben. Bei den Biotransformations-
prozessen dieser Arbeit liegt dieser Wert bei 2,7 bzw. 28, womit zumindest der optimierte Pro-
zess mit verringerter Biokatalysatormenge die Literaturvorgaben erfiillt (vgl. Abbildung 7.16).

Die Kennzahlen deuten also darauf hin, dass der Prozess tatsichlich wirtschaftlich sein konnte.
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8 Mechanistische Modellierung der multienzymatischen

Biotransformation

Der Ansatz der mechanistischen Modellierung gekoppelter Enzymreaktionen unterscheidet sich
von der in Abschnitt 7.4 beschriebenen empirischen Modellierung in der Form, dass die ihr zu
Grunde liegenden mathematischen Gleichungen auf Grundlage der tatséchlich vorliegenden En-
zymmechanismen hergeleitet sind. Die Modellparameter beschreiben hierbei reale Binde- und
Dissoziationsereignisse, die wahrend der enzymkatalysierten Umsetzung von Substraten und
Kofaktoren stattfinden. Ein solches Modell besteht aus Differenzialgleichungen, die Reaktions-
geschwindigkeiten in Abhéngigkeit zur Konzentration der Enzyme, Reaktanden und Produkte
setzt, wodurch ein dynamisches, zeitlich kontinuierliches Modell entsteht. Durch Integration
eines solchen Modells lassen sich Verldufe von Reaktionen iiber die Zeit simulieren, was sich

bei statischen empirischen Modellen nicht realisieren lisst.

8.1 Bestimmung von Enzymmechanismen

Eine Grundvoraussetzung fiir die mechanistische Modellierung von Enzymreaktionen ist die
Kenntnis iiber den Mechanismus der untersuchten Enzyme. In der Literatur ist fiir viele GDH
beschrieben, dass diese einem geordneten bi-bi-Mechanismus folgen, bei dem der Kofaktor
NAD(P) das erstbindende und Glucose das zweitbindende Substrat ist (Bhaumik & Sonawat,
1999; Ohshima et al., 2003; Pire et al., 2004). Weiterhin wurde fiir die verwendete GDH aus
B. subtilis bereits gezeigt, dass diese bis zu einer Konzentration von 200 mM Glucose und 4 mM
NAD keine Substratinhibition aufweist (Hilt ez al., 1991). Fiir die Enzyme 3x-HSDH und 7(3-
HSDH sind die Angaben in der Literatur zum Enzymmechanismus nicht hinreichend, so dass

die genauen Enzymmechanismen experimentell bestimmt werden miissen.
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8.1.1 Enzymmechanismus der 73-Hydroxysteroiddehydrogenase (73-HSDH)

Fiir die 73-HSDH ist in der Literatur kein Enzymmechanismus beschrieben, jedoch ist in Braun

(2011) gezeigt, dass eine Substratinhibition durch DHCA vorliegt.

Fiir die Ermittlung des Substratinhibitionsmechanismus wurden Kinetiken bei verschie-
denen konstanten DHCA- und variablen NADH-Konzentrationen ermittelt, deren genaue
Durchfiihrung in Abschnitt 4.5.6 beschrieben ist. Die kinetischen Kurven dieser Messungen
sind in der doppelt reziproke Auftragung in Abbildung 8.1 gezeigt. Bei niedrigen, nicht inhibie-
renden Substratkonzentrationen (100 — 300 uM DHCA) lisst sich eine mit zunehmender Sub-
stratkonzentration abnehmende Steigung der Geraden erkennen, wéhrend sich alle drei Linien
in einem Punkt im 2. Quadranten schneiden. Bei hoheren Substratkonzentrationen verschieben
sich die Geraden jedoch mit zunehmender Substratkonzentration parallel in y-Richtung, was

auf eine unkompetitive Inhibierung durch das Substrat DHCA hindeutet (Segel, 1993).

Da bisher kein Enzymmechanismus fiir die 7(3-HSDH veroffentlicht ist, miissen hierbei eini-
ge grundlegende Moglichkeiten diskutiert werden. Grundsitzlich sind bei bi-bi Mechanismen
die Varianten ordered bi-bi, random bi-bi und ping-pong denkbar. Der Theorell-Chance-Me-
chanismus stellt zusétzlich eine Sonderform des geordneten bi-bi-Mechanismus dar, weswegen
dieser nicht gesondert diskutiert wird (vgl. Abschnitte 3.2.4 und 3.2.6). Bei der 7(3-HSDH,
die zu der Familie der short chain dehydrogenase / reductase gehort, ist aufgrund der struk-
turellen Eigenschaften des Enzyms, und dessen aktiven Zentrums im Speziellen, eine direkte
Ubertragung des Hydridions von dem Kofaktor auf das Substrat notwendig, wodurch ein ping-
pong-Mechanismus bereits per se ausgeschlossen werden kann. Ein random bi-bi-Mechanis-
mus kann ebenfalls ausgeschlossen werden, da fiir eine unkompetitive Inhibition das Bilden
eines dead-end Komplexes notwendig ist. Dies ist allerdings selbst bei Bildung eines EBQ-
Komplexes im Falle eines random bi-bi-Mechanismus nicht gegeben, da dieser Komplex in

zwei Richtungen, EQ und EB, dissoziieren kann.

Durch die Homologie zu anderen HSDH kann bei der 7(3-HSDH angenommen werden, dass
bei Vorliegen eines geordneten bi-bi-Mechanismus NADPH das erstbindende und DHCA das
zweitbindende Substrat sein muss (Tanaka et al., 1996b; Oppermann & Maser, 1996). Bei ge-

ordneten bi-bi-Systemen existieren generell zwei verschiedene Moglichkeiten durch die Inhibi-
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Abbildung 8.1: Doppelt reziproke Auftragung von Sittigungskinetiken der 73-HSDH mit variierten NADPH-
Konzentrationen bei verschiedenen konstanten DHCA-Konzentrationen. Die Reaktionen wurden im 250 pL-MaB-
stab in Mikrotiterplatten bei 30 °C und pH 7,0 durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und
Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.5.5 und 4.5.6.

tion mit dem zweitbindenden Substrat, dabei verfiigt die EB-Inhibition, bei der das Substrat B
an das freie Enzym bindet, {iber einen kompetitiven Charakter, wihrend die EBQ-Inhibierung
eine unkompetitive Inhibierung ist (Segel, 1993). Bei diesem Mechanismus bindet zunéichst der
Kofaktor NADPH an das Enzym, gefolgt vom Substrat DHCA, so dass ein terndrer Komplex
entsteht. Nach der Reaktion wird zuerst das Produkt 3,12-diketo-UDCA freigesetzt und als letz-
tes der oxidierte Kofaktor NADP. Bei der EBQ-Inhibierung kann ein Substratmolekiil an den
bindren Komplex aus Enzym und oxidiertem Kofaktor binden, wodurch ein dead-end Komplex
entsteht, der zu einer unkompetitiven Inhibition fiihrt. Durch den unkompetitiven Charakter der
Substratinhibierung lisst sich folgern, dass es sich hierbei um eine EBQ-Substratinhibierung
handeln muss. Somit konnte nicht nur der genaue Mechanismus der Substratinhibition bei der
73-HSDH aufgeklart, sondern auch gezeigt werden, dass der grundlegende Enzymmechanis-

mus ein ordered bi-bi-Mechanismus sein muss.

8.1.2 Enzymmechanismus der 3x-Hydroxysteroiddehydrogenase (3c-HSDH)

Fiir die 3x-HSDH wurde von Skalhegg (1974) am Substrat Androstanedion gezeigt, dass diese
einem geordneten bi-bi-Mechanismus folgt, bei dem zunichst der Kofaktor NAD an das Enzym

bindet und anschlieend Androstanedion an den bindren Enzym-Kofaktor-Komplex. Allerdings
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Abbildung 8.2: Doppelt reziproke Auftragung von Sittigungskinetiken der 3a-HSDH mit variierten NADH-Kon-
zentrationen bei verschiedenen konstanten DHCA-Konzentrationen. Die Reaktionen wurden im 250 pL.-Ma@stab
in Mikrotiterplatten bei 30 °C und pH 7,0 durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchs-
durchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.5.5 und 4.5.6.

sind in der Literatur keine Quellen bekannt, die eine Substratinhibition der 3c-HSDH mit dem
Substrat DHCA beschreiben, die jedoch Vorversuchen zufolge auftritt. Demnach ist im Zuge
der mechanistischen Modellierung der 3oc-HSDH zu klidren, durch welchen Mechanismus diese

Substratinhibierung hervorgerufen wird.

Fiir die Ermittlung des Enzymmechanismus wurden steady-state Kinetiken der 3c-HSDH
bei verschiedenen konstanten DHCA- und variablen NADH-Konzentrationen, wie in Abschnitt
4.5.6 beschrieben, untersucht. Die doppelt reziproke Auftragung der kinetischen Kurven sind in
Abbildung 8.2 gezeigt. Anders als bei der 73-HSDH erfolgt schon ab einer DHCA-Konzentra-
tion von 100 uM DHCA eine mit zunehmender Substratkonzentration parallele Verschiebung
der Geraden in y-Richtung. Hierdurch ist eine unkompetitive Inhibierung durch das Substrat
DHCA zu erkennen (Segel, 1993), die im Vergleich zur 73-HSDH bereits bei viel niedrigeren
DHCA-Konzentrationen einsetzt. Wie bereits in Abschnitt 8.1.1 diskutiert, ldsst sich auch bei

der 3c-HSDH folgern, dass eine EBQ-Substratinhibierung vorliegen muss.
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8.2 Herleitung mechanistischer Einzelenzymmodelle

Mit Kenntnis der zugrunde liegenden Enzymmechanismen konnen nun Enzym- und Prozessmo-
delle definiert werden, mit denen die mechanistische Modellierung der Reduktion von DHCA
zu 12-Keto-UDCA durchgefiihrt werden kann. Sofern diese bereits in der Literatur beschrie-
ben sind, konnen diese Modelle direkt oder in angepasster Form verwendet werden. Andere

Modelle miissen, wie unter Abschnitt 4.8.4 beschreiben, eigens hergeleitet werden.

8.2.1 Ordered bi-bi-Mechanismus unter Vernachlissigung des zuerst dissoziierenden

Produkts (P)
Wie unter Abschnitt 8.1 diskutiert, kann bei der GDH-Reaktion von einem ordered bi-bi-Me-

chanismus ausgegangen werden, dessen Geschwindigkeitsgleichung in der Literatur zu finden

ist (Segel, 1993):

ViVa[A][B] - 2 [P)[Q]

" KiaKmpVa + KinpVa|A] 4+ KinaVa |B] + Vllf’” [P]+ V1 P [Q] VH[A][B] + (8.1)
S0 )]+ S 8]0+ [Pl + 2 BN+ e BIPC)

Die Eigenschaften des entstehenden Produkts Glucono-1,5-Lacton zwingen jedoch zu ei-
ner Anpassung dieser Gleichung. In der GDH-katalysierten Reaktion wird Glucose unter
NAD(P)-Verbrauch zu Glucono-1,5-Lacton oxidiert. Letzteres hydrolysiert anschlieend spon-
tan zundchst zu Gluconsidure, welches unter neutralen Bedingungen weiter zu Gluconat depro-
toniert. Diese spontanen Reaktionen verlaufen schnell und quasi irreversibel, so dass fiir die
Modellierung angenommen wird, dass zu keinem Zeitpunkt Glucono-1,5-Lacton vorliegt und

somit P = 0 mM gilt. Die Gleichung vereinfacht sich dadurch zu:

ViV [A][B]
KiaKnsVa + KnsVa[A] + Ka Va[B] + Y222 (0] + Va[A] [B] + %2 [B][Q)]

q

V= (3.2)
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Da gemil der Haldane-Beziehung in Gleichung 3.21 folgendes gilt (Cleland, 1982):

ViKmp  KiaKmpV2

= (8.3)
Keq K;
kann die Geschwindigkeitsgleichung wie folgt angegeben werden:
Al|B
y= VilA]lB (8.4)

Kiakinp (14 12) + KplA] + K [B] (1+12) + 4] B

8.2.2 Ordered bi-bi-Mechanismus mit EBQ-Substratinhibition

A B P
K+1||K-1 K+2|[k-2 K+3l[k-3 K+a|[K-4
E EA (EAB) EQ E
EPQ k+5
ks
EBQ

Abbildung 8.3: Schema eines ordered bi-bi-Mechanismus mit EBQ-Substratinhibierung.

Fiir den ordered bi-bi-Mechanismus mit EBQ-Substratinhibierung findet sich keine kom-
plette Geschwindigkeitsgleichung in der Literatur, womit diese mittels King-Altman-Verfahren
hergeleitet werden muss. In Abbildung 8.3 ist das Schema dieser Reaktion dargestellt, anhand
dessen sichtbar ist, dass im Vergleich zu dem einfachen ordered bi-bi-Mechanismus folgende

zwel zusitzlichen Mikroreaktionen definiert werden miissen:

kis: B+EQ— EBQ (8.5)

k_s: EBQ— B+EQ (8.6)
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Nach Durchfiihrung des King-Altman-Verfahrens und Division von Zihler und Nenner durch

k_s ergibt sich folgende Geschwindigkeitsgleichung:

o Numy [4][B] — Num; [P] 0] &)
Const + Coef4[A] + Coefp|B| + Coefp[P] + Coe fo Q] (1 + %[B]) +
CoefaslA[B) (1+ 2553 B]) + Coe faplA][P] +
Coe iolBIIQ] (1+ {2[B) + Coe frglPI[Q] + Coe fanp[A] B] [P +

Coe fro|B][P]|0]

mit:

Numy = kyikpokiskyig Coefap = kitkyo(kyz+kig)
Numy = k_1k_sk_3k_4 COefAP = k+1k_2k_3

Const = k_1kya (k_2 + k+3) CoefBQ = kiokizk_4

Coefy = kytkia(ko+ki3) Coefpg = k_zk_4(k_1+k_2)
Coefp = kiskizkiq Coefapp = kirkizk 3

Coefp = k_1k_2k_3 Coefppg = kyiok 3k 4

Coefo = k_ik_a(k_o+ki3)

Demnach sind die Koeffizienten identisch zum ordered bi-bi-Mechanismus. Die Gleichung lédsst

sich auch mit kinetischen Konstanten gemif Cleland-Definition darstellen:

ViVa[A][B] - 2£2[P][Q]

V= ViKno [P] + Vikue | (8.8)
]

KiaKingV2 + KingV2[A] + Kina V2 [B] + —¢ Key
VIAYB] (14 42 ) + KR AP + S 8]
%wmm+¢@wm@

wobei folgende zwei Inhibitionskonstanten zusétzlich definiert werden:

Coefap _ (ki3 +kia)k_s
Coe fapr kyskys

~_ Coefg  Coefpg  k_s
" Coefor  Coefpor ks

Kml -

(8.9)

(8.10)
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Es lisst sich also erkennen, dass die Geschwindigkeitsgleichung weitestgehend mit der eines
normalen ordered bi-bi-Mechanismus identisch ist und im Vergleich dazu lediglich drei Erwei-
terungen mit Inhibitionstermen im Nenner enthilt. Die zusitzlichen Geschwindigkeitskonstan-
ten ks und k_s treten hierbei stets als Quotient auf und sind somit nicht unabhéngig vonein-
ander bestimmbar, weswegen diese Geschwindigkeitsgleichung insgesamt neun unabhingige
Parameter enthilt. Interessant ist bei dieser Gleichung, dass trotz des Vorliegens nur eines In-
hibitors, zwei Inhibitionskonstanten definiert werden miissen. Hierbei stellt K;; eine klassische
Dissoziationskonstante des Inhibitors dar, welche iiblicherweise einer Inhibitionskonstante ent-
spricht. Beide Inhibitionskonstanten sind zudem nicht unabhéngig voneinander, sondern korre-

lieren mit dem Faktor (k3 +ki4) /ky3.

Das Vorhandensein von zwei Inhibitionskonstanten erkldrt zudem widerspriichliche Aussa-
gen beziiglich der Existenz einer Geschwindigkeitsgleichung fiir diesen Enzymmechanismus:
Segel (1993) weist darauf hin, dass sich zwar Terme fiir [Q] und [B][Q] eindeutig dem EQ-
Komplex zuordnen lassen, der Term fiir [A][B] jedoch sowohl dem EAB- als auch dem EQ-
Komplex zugeordnet wird (vgl. Gleichungen 3.13ff.). Aus dieser Aussage wird demnach ab-
geleitet, dass keine Geschwindigkeitsgleichung existiere, dabei bezieht sich Segel (1993) je-
doch auf die Definition einer einzigen Geschwindigkeitskonstante. Durch die Definition zweier
verschiedener Inhibitionskonstanten ldsst sich sehr wohl eine Geschwindigkeitsgleichung her-
leiten. Werden fiir eine Hinreaktion sdmtliche Summanden mit [P] und/oder [Q] als Faktoren
weggelassen, bleibt in der Geschwindigkeitsgleichung lediglich die Inhibitionskonstante K,
ibrig, welche einer apparenten Inhibitionskonstante, jedoch keiner Dissoziationskonstante, ent-
spricht. Aus dem Grund ist in Cornish-Bowden (2012) eine Geschwindigkeitsgleichung fiir die
Hinreaktion beschrieben (Gleichung 3.26), jedoch wird explizit hervorgehoben, dass diese In-
hibitionskonstante nicht der Dissoziationskonstante entspricht. Die Geschwindigkeitsgleichung
kann jedoch auch nur mit einer Inhibitionskonstante dargestellt werden, indem K,,; wie folgt

substituiert wird:

k k Ki,V-
_ M'Kii: 472 k. 8.11)
KnoV1

K
ml k+3
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8.3 Abschitzung kinetischer Parameter der Einzelenzyme

8.3.1 Parameterschiitzung fiir die Glucosedehydrogenase (GDH)

Die Parameterschitzung fiir die GDH erfolgte in zwei getrennten Versuchsreihen, jeweils fiir
die Reaktionen mit NAD bzw. NADP als Kofaktor. Die experimentelle Durchfiihrung ist in
Abschnitt 4.5.7 beschrieben. Alle aufgezeichneten Verlaufskurven, gezeigt in Anhang C.1 und
C.2, wurden verwendet, um die enzymkinetischen Parameter abzuschitzen, wie in Abschnitt
4.8.5 beschrieben. Als Geschwindigkeitsgleichung wurde Gleichung 8.4 verwendet, wobei [B]
die Glucose-Konzentration, [A] der NAD- bzw. NADP-Konzentration und [Q] der NADH- bzw.

NADPH-Konzentration entspricht.

Die ermittelten Parameterwerte wurden zunéchst auf Bestimmbarkeit tiberpriift. Hierzu sind
die Box-Plots der Parameterwerte der 50 % besten Schitzungen in Abbildung 8.4 gezeigt.
Wie zu erkennen ist, konvergieren sowohl im Modell der NAD- als auch der NADP-Reakti-
on sdmtliche Parameter trotz zufilliger Startwerte zu jeweils einem bestimmten Wert, womit
die Bestimmbarkeit sdmtlicher Parameter gezeigt werden kann. Die einzelnen Parameterwerte
und die geschitzten 68 %-Konfidenzintervalle, welche einer Standardabweichung (o) entspre-
chen, sind in Tabelle 8.1 gezeigt. Die Konfidenzintervalle wurden hierbei mit Hilfe der Hesse-
Matrix abgeschitzt und sind nicht mit den Standardabweichungen in Abbildung 8.4 A,B zu
verwechseln. Im Vergleich der entsprechenden Parameterwerte bei Verwendung der beiden ver-

schiedenen Kofaktoren lédsst sich erkennen, dass die Werte innerhalb derselben Gro3enordnung

A B
V1 | 1,132 + 3,931e-4 (0 %) V1 } 1,063 + 1,676e-05 (0 %)
KmA f 0,01877 £ 2,922e-05 (0 %) KmA } 0,01151 £ 2,439¢-06 (0 %)
Kia | 0,04459 * 4,31e-05 (0 %) Kia } 0,01638 * 1,672e-06 (0 %)
KmB } 3,88 +0,00217 (0 %) KmB } 7,002 £ 2,104e-4 (0 %)
Kiq } 0,01671 + 3,323e-05 (0 %) Kiq } 0,008024 + 2,049¢-06 (0 %)
0 1 2 3 0 1 2 3
log Werte (Median = 1) log Werte (Median = 1)

Abbildung 8.4: Box-Plots der enzymkinetischen Parameter der 50 % besten Schitzungen der GDH. Gezeigt ist
in A: GDH-Modell mit NAD und B: GDH-Modell mit NADP. Angegeben sind die Mittelwerte der bestimmten
Parameterwerte sowie deren absolute und relative Standardabweichungen.
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Tabelle 8.1: Abgeschitzte Parameterwerte und deren Standardabweichungen fiir die GDH. Links sind die kineti-
schen Parameter fiir die Reaktion mit NAD, rechts fiir die Reaktion mit NADP als Kofaktor angegeben.

Parameter Wert c Parameter Wert c

Vinap,UAU™T 1,132 0,014 Vinapp, U AU~T 1,063 0,013
Kna naDp, mM 0,019 0,001 Knanapp, mM 0,012 0,001
Km’NAD,mM 0,045 0,003 Kia_’NADp,mM 0,016 0,001
KmB,NAD; mM 3,880 0,112 KmB_’NADp,mM 7,002 0,176
Kiq,NAD7 mM 0,017 0,001 Kiq_,NADp,mM 0,008 0,001

liegen. Die geschitzten 68 %-Konfidenzintervalle liegen mit einer Ausnahme innerhalb von

10 % des Parameterwerts.

8.3.2 Parameterschéitzung fiir die 73-Hydroxysteroiddehydrogenase (73-HSDH)

Die Parameterschitzung fiir die 73-HSDH erfolgte mit dem Substrat/Produkt-Paar DHCA und
3,12-Diketo-UDCA. Die experimentelle Durchfiihrung ist in Abschnitt 4.5.7 beschrieben. Die
aufgezeichneten Verlaufskurven, gezeigt in Anhang C.3, wurden verwendet, um die enzymki-
netischen Parameter abzuschitzen, wie in Abschnitt 4.8.5 beschrieben. Als Geschwindigkeits-
gleichung wurde Gleichung 8.7 verwendet, wobei [A] die NADPH-, [B] die DHCA-, [P] die
3,12-Diketo-UDCA- und [Q] die NADP-Konzentration darstellt.

Nach der ersten Parameterschitzung ist auf den Box-Plots der Parameterwerte der 50 %
besten Schitzungen (Abbildung 8.5 A) zu erkennen, dass sich die geschitzten Werte

fiir k4 und k_, iiber mehrere GroBenordnungen verteilen, mit einem Mittelwert bei ca.

A B
k+1 ¢ 53,94  0,08384 (0 %) k+1 | 198,8 + 0,04849 (0 %)
k-1 4 0,1027 £ 1,473e-04 (0 %) k-1 | 0,0753 + 1,278e-06 (0 %)
k+2 | | 15226+22 £ 1,076e+23 (707 %) | 0,3795 + 2.68¢-05 (0 %)
- 0,
k-2 | | 64413421+ 4,555e+22 (107 %) | . | 16,66 + 0,002099 (0 %)
3 i 17,12 0,1479 (1 %) k-3 7,944 +7,617e-04 (0 %
k-3 b 11,55 £ 0,08365 (1 %) ’ t 944 £7,617e-04 (0%)
k+d ! 2,409 + 0,007837 (0 %) k+4 t 1,449 + 3,685¢-05 (0 %)
k-4 t 23,04 +0,02469 (0 %) k-4 I 95,01+ 0,02368 (0 %)
Kii ¢ 1,629 + 0,003451 (0 %) Kii t 2,689 = 1,079e-04 (0 %)
o 1 2 3 o 1 2 3
log Werte (Median = 1) log Werte (Median = 1)

Abbildung 8.5: Box-Plots der enzymkinetischen Parameter der 50 % besten Schitzungen der 7(3-HSDH. Gezeigt
ist in A: 73-HSDH-Grundmodell und B: 73-HSDH-Modell nach Elimination nicht-bestimmbarer Parameter. An-
gegeben sind die Mittelwerte der bestimmten Parameterwerte sowie deren absolute und relative Standardabwei-
chungen.
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10225~ mM~" AU~ bzw. 102351 AU~!. Aus diesem Grund sind diese zwei Parameter ein-
zeln nicht bestimmbar. Eine Analyse der paarweisen Korrelation dieser beiden Parameter ergibt
jedoch eine fast perfekte x/y-Korrelation beider Werte, so dass diese beiden Parameter mut-

maBlich paarweise in Form eines Quotienten bestimmbar sein sollten.

Fiir eine erneute Parameterschitzung muss zunichst die Geschwindigkeitsgleichung ange-
passt werden. Da k., und k_, mehrere Groenordnungen grofler sind als alle anderen Parame-

ter, werden folgende Vereinfachungen getroffen:

koo +kis~k_s (8.12)

k1 +ky~k_ (8.13)

Nach Kiirzen der Geschwindigkeitsgleichung mit k., bleibt die Form der Gleichung 8.7 zwar
die gleiche, allerdings veridndern sich die Definition der Koeffizienten. In in der folgenden Auf-

listung ist (k_»/k42) mit Kj;, substituiert, was der Cleland-Definition von Kj, entspricht:

Numy = kyikiskeg Coefap = kyi(kiz+kis)
Numy = k_1Kpk 3k_4 Coefap = ki 1Kpk_3
Const = k_q k+4Kib CoefBQ = k+3 k_4

Coefa = kiikiaKip Coefpg = k_3k_4Kj
Coefp = kizkyiq Coefapp = ki1k—3

Coefp = k_1Kpk 3 Coefgpg = k 3k 4

Coefo = k_1k_4Kj

Nach erneuter Parameterschitzung mit der modifizierten Geschwindigkeitsgleichung kon-
vergieren samtliche Parameter zu jeweils einem bestimmten Wert, wie im Box-Plot der 50 %
besten Schitzungen (Abbildung 8.5 B) zu sehen ist. Damit sind sdmtliche Werte bestimmbar.
Die direkt bestimmten Parameterwerte und die geschitzten Standardabweichungen sind in Ta-
belle 8.2 gezeigt, wobei im Vergleich zu den GDH-Modellen hohere Standardabweichungen
mit bis zu 20 % des Parameterwerts geschitzt wurden. Ebenfalls in der Tabelle gezeigt sind die
daraus berechneten Werte der kinetischen Konstanten, die in ihrer Groenordnung mit einigen

zuvor bestimmten Werten iibereinstimmen (vgl. Abschnitt 5.1.2).
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Tabelle 8.2: Abgeschitzte Parameterwerte und deren Standardabweichungen fiir die 7(3-HSDH. Oben sind die
direkt abgeschitzten Geschwindigkeits- und kinetischen Konstanten, unten sind die daraus berechneten kinetischen
Konstanten.

Parameter Wert o Parameter Wert o
ki17p,s T mMTAUTT 199 39 ki37p,s VAU 16,7 24
k_y75.s ' AUT! 0,075 0,002 k_s7p,s ' mM~'AUTY 794 081
Kip75.mM 0,379 0,030 kigqp,5 AU 1,45 0,06
——— k_gzg,s ' mM~P AU 950 187
Kil”']ﬁ,mM 2,69 0,18

Parameter Wert Parameter Wert
Vizp.UAU™! 1,3 Kyupap,mM 0,009
Vy75,U AU™! 0,075 K, 25,mM 2,3
Kyua75,mM 0,007 Knp.75.mM 0,0008
Kia77ﬁ,mM 0,0004 Kiq,7ﬁ,mM 0,015
K,up75,mM 0,030 K,1.75.mM 2,9

I{ih.7ﬁ s mM 0,38 Kii,7ﬁ 5 mM 2,7
Kogap,——— 222

8.3.3 Parameterschitzung fiir die 3x-Hydroxysteroiddehydrogenase (3x-HSDH)

Fiir die Parameterschétzung bei der 3a-HSDH wurde das Substrat/Produkt-Paar DHCA und
7,12-Diketo-UDCA verwendet. Wie bei den beiden Enzymen zuvor ist die experimentelle
Durchfiihrung in Abschnitt 4.5.7 beschrieben. Die aufgezeichneten Verlaufskurven, gezeigt in
Anhang C.4, wurden verwendet, um die enzymkinetischen Parameter abzuschitzen, wie in Ab-
schnitt 4.8.5 beschrieben. Als Geschwindigkeitsgleichung wurde wie bei der 73-HSDH die
Gleichung 8.7 verwendet, wobei [A] die NADH-, [B] die DHCA-, [P] die 7,12-Diketo-UDCA-

und [Q] die NAD-Konzentration darstellt.

Nach der ersten Parameterschitzung ist auf den Box-Plots der Parameterwerte fiir die 50 %
besten Schitzungen (Abbildung 8.6 A) zu erkennen, dass sich die geschitzten Werte fiir ko,
k_2, k13 und k_3 iiber mehrere GroBenordnungen verteilen, bei denen der Mittelwert jeweils
ca. 10"s™! mM~1 AU~ bzw. 10'1s~! AU! bei k4, und k_, sowie ca. 10%s~! mM~!1 AU™!
bzw. 10%s~! AU ! bei k3 und k_3 betrigt. Somit sind bei der 3a-HSDH im Gegensatz zur 73-
HSDH nicht nur zwei, sondern vier Parameter einzeln nicht bestimmbar. Die Analyse der paar-
weisen Korrelationen zeigt jedoch fast perfekte x/y-Korrelation fiir die Parameterpaare k-, /k_»

und k3 /k_3, wodurch diese paarweise als Quotient bestimmbar sein sollten.
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A B
k+1 t 28,92+0,0127 (0 %) k+1 | 28,92 +0,001229 (0 %)
k-1 t 0,2486 + 1,218e-04 (0 %) w | 0,2486 + 9,1446.06 (0 %)
k+2 H1 3,582e+11 % 2,482e+12 (693 %)
k-2 N 4,298e+10 + 2,97%+11 (693 %)  Kib t 0,12 6,35-06 (0 %)
k+3 |1 | 3,469e+08 + 1,336e+09 (385 %)  Kip } 0,464 + 1,895e-05 (0 %)
k-3 ‘] TAT7e+08 £2,878e+09 (385 %) |44 4 3,689 + 1,3926-4 (0 %)
k+4 t 3,689 + 1,579¢-03 (0 %) » | 3307 £2,003-04 0 %)
k-4 t 3,326 % 1,732¢-03 (0 %) me e
Kii t 0,3624 + 1,499e-04 (0 %) Kii t 0,3624 £ 1,419e-05 (0 %)
o 1 2 3 o 1 2 3
log Werte (Median = 1) log Werte (Median = 1)

Abbildung 8.6: Box-Plots der enzymkinetischen Parameter der 50 % besten Schitzungen der 3-HSDH. Gezeigt
ist in A: 3-HSDH-Grundmodell und B: 3x-HSDH-Modell nach Elimination nicht-bestimmbarer Parameter. An-
gegeben sind die Mittelwerte der bestimmten Parameterwerte sowie deren absolute und relative Standardabwei-
chungen.

Fiir eine erneute Parameterschitzung wurde die Geschwindigkeitsgleichung auf Grundlage
dessen angepasst, dass k.7, k_», k13 und k_3 mehrere Grolenordnungen grofler sind als alle

anderen Parameter. Somit konnten folgende Vereinfachungen getroffen werden:

kizt+kia~kis (8.14)

k_1+k_o~k_s (8.15)

k_o+kis

— " ~0 (8.16)
kyok 3

Durch diese Vereinfachungen und nach Kiirzen der Geschwindigkeitsgleichung mit k., und
k_3, verdndert sich die Geschwindigkeitsgleichung aufgrund des Wegfallens mehrerer Terme

und lésst sich nun wie folgt darstellen:

Num, [A][B] — Numy [P][Q)]
Coe fg[B] + Coefp[P] +Coe faslA][B] (1+ &) +CoefaplA][P] +
Coe fsolB[Q] (1 -+ 1) +Coe frolPI[0] + Coe fasp|A)[BI[P) +
Coefuro|B][P][Q)]

(8.17)
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mit:
Num; = ki 1Kipkys Coefap = ki1Kip Coefpg = k4K
Numy = k_1Kjpk_4 Coefap = ki1Kp Coefapp = ki1
CO€fB - Kipk+4 CoefBQ = Kipk74 CoefBPQ = k,4
Coefp = k_1Kp

wobei (k_/k42) mit Kj, und (ky3/k_3) mit Kjpsubstituiert sind, was den Cleland-Definition

von Kj, und K;,, entspricht. Weiterhin fillt K,,; weg, bzw. wird identisch zu Kj;.

Die Box-Plots der 50 % besten Schitzungen mit der modifizierten Geschwindigkeitsglei-
chung sind in Abbildung 8.6 B dargestellt. Wie zu sehen ist, konvergieren diesmal sdmtliche
Parameter zu jeweils einem Wert, womit diese bestimmbar sind. Die direkt abgeschitzten Para-
meterwerte und die geschitzten Standardabweichungen sind in Tabelle 8.3 gezeigt. Hierbei sind
samtliche geschitzten Standardabweichungen im Bereich <10 % des Parameterwerts, was fiir
eine gute Konfidenz der Parameter spricht. Ebenfalls in der Tabelle gezeigt sind die berechneten
Werte der kinetischen Konstanten, wobei die kinetischen Konstanten K,;p und K;,,p aufgrund der
getroffenen Vereinfachungen nicht berechnet werden konnen. Die Parameter K4 und Kj; liegen
in einer Grolenordnung, wie sie auch aus anderen Versuchen zu vermuten gewesen wiren (vgl.
8.1.2). Aufféllig ist auch die deutlich stirkere Substratinhibition der 3x-HSDH im Vergleich zur
73-HSDH, die sich im deutlich niedrigerem Kj; ausdriickt (0,36 mM gegeniiber 2,7 mM). Dies

Tabelle 8.3: Abgeschitzte Parameterwerte und deren Standardabweichungen fiir die 3o-HSDH. Oben sind die
direkt abgeschitzten Geschwindigkeits- und kinetischen Konstanten, unten sind die daraus berechneten kinetischen
Konstanten.

Parameter Wert o Parameter Wert o
ki130,5 'mMTAUTT 289 08 Kip30,mM 0,464 0,027
k_13a,s AU 0,249 0,011 S

Kip 30,mM 0,120 0,008 kiaza,s ' AU 3,69 0,15
- k-aza,s 'mM~PAUTY 333 0,18
Kii 30, mM 0,362 0,017

Parameter Wert Parameter Wert
Vi3aq,U AUT 3,7 Knp3a, mM n.b.

Va3a,U AU 0,25 Kip30,mM 0,46
Kna30,mM 0,13 Kng 30, mM 0,075

Kia 30, mM 0,009 Kig30,mM 1,1
Km3’3a,mM n.b. Km1,3a,mM 0,36

Kip 30, mM 0,12 Kii30,mM 0,36

Keq,Sou - 499
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stimmt ebenfalls mit den Beobachtungen des Abschnitts 8.1 iiberein, wonach die 3x-HSDH

wesentlich stirker substratinhibiert sein muss als die 73-HSDH.

8.3.4 Diskussion

Die Identifikation der jeweiligen enzymkinetischen Parameter ist ein wichtiger Schritt in der
Erstellung eines gesamten Prozessmodells. Hierbei war es wichtig, nicht nur Parametersitze
zu finden, die eine Losung des Schitzungsproblems darstellen, sondern dass jeder einzelne Pa-
rameter auf seine Bestimmbarkeit untersucht wird, da diese mitunter von dem experimentellen
Aufbau abhingt. So ist es durchaus moglich, dass manche Parameter unter gewissen experimen-
tellen Bedingungen nicht bestimmbar sind, jedoch unter anderen sehr wohl. Nicht bestimmbare
Parameter iiben fiir gewohnlich einen geringen Einfluss auf das Ergebnis des jeweiligen Experi-
ments aus. Wird diese Nicht-Bestimmbarkeit nicht identifiziert, kann ein vermeintlich identifi-
zierter Wert eines nicht bestimmbaren Parameters unter anderen experimentellen Bedingungen

in falschen Modellvorhersagen resultieren.

Bei der Betrachtung der Einzelenzymmodelle fillt auf, dass bei den Modellen der GDH
kinetische Konstanten geschitzt wurden, wihrend sich die Parameteridentifikation bei den
Modellen der beiden HSDH auf Geschwindigkeitskonstanten konzentrierte. Der Vorteil bei
der Identifikation von Geschwindigkeitskonstanten ist, dass beispielsweise im Falle des or-
dered bi-bi-Mechanismus acht Geschwindigkeitskonstanten elf kinetischen Konstanten ge-
geniiberstehen, was bedeutet, dass drei dieser Parameter in Wahrheit abhéngige Parameter
sind, deren Abhdngigkeitsverhiltnis durchaus komplex sein kann (Cleland, 1982; Straathof
& Hejnen, 1996). Werden diese Abhingigkeitsverhiltnisse als Einschriankungen im Modell
beriicksichtigt, kann das zu dem praktischen Problem fiihren, dass der Suchfunktion das Auf-

finden von Optima erschwert wird.

Weiterhin konnen selbst vermeintlich unabhéngige kinetische Konstanten versteckte
Abhingigkeiten aufweisen. So ist im ordered bi-bi-Mechanismus beispielsweise V) als
(kyskya)/ (ki3 +kyq) wihrend Ky als (kyzkyq)/(kip(kis+kyq)) definiert ist (Cleland,
1963a). Werden diese nicht beriicksichtigt, so konnen Sitze an kinetischen Konstanten ver-
meintlich identifizierte werden, die bei der Umrechnung in Geschwindigkeitskonstanten zu ne-

gativen Parameterwerten einzelner Geschwindigkeitskonstanten fiihren, die aus physikalischer
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Sicht keinen Sinn ergeben. Aus diesem Grund ist die Bestimmung von Geschwindigkeitskon-
stanten vorzuziehen, auch weil die Einschriankung auf positive Parameterwerte sich ohne Ein-
schrinkungen in der Suchfunktion allein durch Parameterschitzung im logarithmischen Such-

raum realisieren lasst.

Der Grund, warum dennoch fiir die GDH kinetische Konstanten abgeschitzt wurden, liegt in
der Vernachlédssigung des Glucono-1,5-Lactons. Durch diese Vereinfachung stehen fiinf kineti-
sche Konstanten sieben Geschwindigkeitskonstanten gegeniiber, wobei sich die Geschwindig-
keitskonstanten in der Parameterschitzung als nicht mehr bestimmbar erwiesen — im Gegen-
satz zu den kinetischen Konstanten (Daten nicht gezeigt). Aus diesen Grund wurden unter der
Pramisse der Bestimmbarkeit zwei verschiedene Ansitze fiir die Modellierung der Einzelen-
zymreaktionen verfolgt, was jedoch die Zusammenfiihrbarkeit zu einem Gesamtprozessmodell

nicht beeintrichtigt.

8.4 Herleitung des mechanistischen Prozessmodells

Nachdem die enzymkinetischen Parameter der Einzelenzyme abgeschitzt wurden, sollte ein
kombiniertes Prozessmodell hergeleitet werden. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass fiir
samtliche Enzyme zwei miteinander konkurrierende Substrate bzw. Kofaktoren im Reaktions-

ansatz vorliegen.

8.4.1 Mechanismus der Glucosedehydrogenase (GDH) mit konkurrierenden Kofaktoren

Bei der Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA werden mit der NADH-abhingigen 3o
HSDH und der NADPH-abhingigen 73-HSDH Enzyme eingesetzt, die verschiedene Kofakto-
ren benotigen. Beide werden hierbei von derselben GDH regeneriert. Dies wiederum bedeutet,
dass zwei verschiedene erstbindende Substrate — NAD und NADP — um die Kofaktorbindestel-
le der GDH konkurrieren und sich somit gegenseitig kompetitiv inhibieren. Das Schema der
Enzymreaktion ist in Abbildung 8.7 gezeigt. Hierbei stellen A; und Q; die zu betrachtenden
erstbindenden Substrate / Produkte dar, wihrend A, und O, die nicht betrachteten, inhibitorisch

wirkenden erstbindenden Substrate /Produkte darstellen.
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Abbildung 8.7: Schema eines ordered bi-bi-Mechanismus mit konkurrierenden erstbindenden Substraten.

Fiir die Modellierung ist es notwendig, die Regeneration der beiden Kofaktoren separat von-

einander zu erfassen. Somit ist das Vorliegen einer Geschwindigkeitsgleichung notwendig, die

zwischen beiden erstbindenden Substraten differenziert. Nach Anwendung des King-Altman-

Verfahrens und dem Treffen der unter Abschnitt 8.2.1 beschriebenen Annahmen, ergibt sich fiir

diesen Mechanismus folgende Geschwindigkeitsgleichung:

,oded

n4[A1][B]* 4 ne[A1][B]

mit:

ng
ne

di4
dy7
dxo
dr3
ds
dy7
dao

d11]02][B]* + d14[A2] [B)* + d17[Q1][B]? + dao[A1][B]* + da3 [B)* +
dos[Qs][B] + dr7]A2][B] 4 da9 [Q1][B] + d31[A1][B] + d33[B] +
d34[Q0] + d35[Az] + d36[Q1] + d37|A1] + dag

ki1kiokyskyakeki7k g

ky1kyoky3kyak_skig(k_¢+ky7)

kiokizk sk ek 7k g

kiokis3kiakyskie (k7 +kys)

Kok sk akyokirkg

kitkio (ki3 +kia) kiokikys

kiokiskiakycki7ks
k_1kya(k_o+kis)kiekirk_g+kiok i zkyak_sk_g(k_¢+kyi7)
kiokyzkyiakiskig (kg +ki7)+k_1kia(kop+kis)kiskyie(ky7+kig)
k_ik_4(k_o+ki3)kyekyrkyg+kyioky3k_sk_skig(k_¢+ki7)

(8.18)
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3 = k+1k+4 (k2 +ky3)kyokirkis +kirkio (ks +kia)k skig(k_¢+ki7)
dy3 = ko rkya(ko+ky3)kiekirky g +kiok3kyak_skig(k_¢+ki7)

dyy = k_rkis(k_o+kyz)k_sk_g(k_gki7)

dys = k_rkya(ko+ky3)kiskig(k_cki7)

dye = k_tk_4(k_o+ki3)k_skig(k_cki7)

dy; = k+1k+4 (ko +ky3)k_skyg(k_cki7)

dzg = k_1kya(k_o+ki3)k_skig(k_gki7)

Unter Beriicksichtigung folgender Cleland-Definitionen:

Kig1 = . (8.19)
+4
k_g
Kig2 = 1 (8.20)
+8
lassen sich einige Terme wie folgt substituieren:
din = dn/Ky, dys = d3/Kiyp  daa = dig/Kigo
di7 = d»/Kig dry = d33/Kig dze = d3g/Kig

Somit lasst sich die Geschwindigkeitsreaktion mit kinetischen Parametern wie folgt angeben:

) (e 5

(Kot 2lAr] + Kona 1 [4) oK (1 oL+ 20))
(KiaalA1]+ Ko 1[A2] + Ko 1Kz (14 G, ))
(Ki%l[AZ]‘i'KmA,z[Al]+KmA72Kia71-(1—}—1[(%11 0 ))
(KiaalAs] + Kiaa o]+ K K- (1120 +121))

1 iq

(8.21)

Ve 8]

B
G L,

B.1 KB 2
[B]

KmB,l +
B

KmB,Z

]
2

12]
2]

[9))
[02]
+x., 2

]
+ %, o
(0>
Hierbei beziehen sich die Parameter Vi 1, K4 1, Kiup,1 etc. auf den Reaktionszweig mit dem

Substrat A; und die Parameter Kj,4 2, K2 etc. auf den Reaktionszweig mit dem Substrat A;.
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Werden zudem sehr hohe Konzentrationen von B angenommen, d. h. sehr groe [B|/K,,z,1 und

zugleich [B]/Kyup 2, ldsst sich die Geschwindigkeitsgleichung nochmals vereinfacht darstellen:

Vi1[A1]
A+ (142 + {2l @k,

iq,2

VR (8.22)
An der vereinfachten Darstellung lédsst sich gut erkennen, dass — wie bereits eingangs des Ab-
schnittes behauptet — es sich hierbei um eine kompetitive Inhibition handelt, da sich der Inhibi-
tionsterm im Nenner auf Seiten des konstanten Terms befindet. Weiterhin zeigt die vereinfachte
Darstellung eine kompetitive Inhibierung durch die Produkte O und Q,, wie es fiir den Fall
iblich ist, wenn die Konzentrationen an Q1 und Q> nicht vernachlédssigt werden. Aufgrund der
Tatsache, dass diese Geschwindigkeitsreaktion nur die Reaktion eines Reaktionszweiges be-
schreibt, miissen das jeweils betrachtete Kofaktorpaar — NAD/NADH oder NADP/NADPH —
und die dazugehorigen kinetischen Parameter entsprechend der Betrachtungsweise in die Glei-
chung eingesetzt werden. Die Gesamtgeschwindigkeit der GDH-Reaktion ergibt sich aus der

Summe der NAD/NADH- und der NADP/NADPH-Reaktion.

8.4.2 Mechanismus der Hydroxysteroiddehydrogenasen (HSDH) mit konkurrierenden

1
E B1 EB1Q Q
Y “/
k+1 k1 k+5 k+4 k.4

E EA EQ E

>4 !

Abbildung 8.8: Schema eines ordered bi-bi-Mechanismus mit konkurrierenden zweitbindenden Substraten und
EBQ-Substratinhibierung.

Gallensalzen

EAB,
EPQ

In der mehrstufigen Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA treten nicht nur bei der GDH

zwel konkurrierende Substrate auf, sondern auch bei beiden HSDH. Die 3c-HSDH reduziert so-
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wohl DHCA zu 7,12-Diketo-UDCA als auch 3,12-Diketo-UDCA zu 12-Keto-UDCA, wihrend
die 73-HSDH die Substrate DHCA bzw. 7,12-Diketo-UDCA akzeptiert und zu den Produkten
3,12-Diketo-UDCA bzw. 12-Keto-UDCA umsetzt. Anders als im Falle der GDH, bei der die
Nikotinamid-Kofaktoren miteinander konkurrieren, handelt es sich bei den Gallensalzen um
die zweitbindenden Substrate der HSDH. Weiterhin zu beachten ist, dass bei beiden HSDH ei-
ne EBQ-Substratinhibierung auftritt. Ein Schema des Enzymmechanismus ist in Abbildung 8.8

gezeigt.

Fiir die Herleitung der Geschwindigkeitsgleichung wurde das King-Altman-Verfahren ver-
wendet. Da die beiden Gallensalz-Substrate der HSDH sich chemisch nur in der Anwesenheit
einer Hydroxy- oder Oxo-Gruppe an C-3 bzw. C-7 unterscheiden, wurde zur Vereinfachung an-
genommen, dass die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Reaktion beider Gallensalze identisch

sind, und somit Folgendes gilt:

kyosk_oiky3ik 35kysik_s) = [kigik g ki7:k_7:k g5k 3] (8.23)

Durch  diese  Vereinfachung  und  nach Substitution  der  Konstanten

[kie:k_g:ki7:k—7:k18:k—g] erhdlt man eine Geschwindigkeitsgleichung der folgenden

Form:

_dip) _ Numy[A][B1] — Numy[P[Q) (8.2
dt Const +Coefs[A] 4 Coefp ([B1] + [B2]) + Coefp ([P] + [P2]) +
Coefol0] (1+ 2 ([B1] +[B2]) ) +
Coe faslA] (1B1] + [B2]) (1+ 2358 (1B1] + B ) +
CoefaplA) (IP1] + [Pa]) +
Coefiag ([B1] +[B2]) [0) (1452 ([B1] +[B2]) ) +
Coefrg ([P + [P2]) [Q] + CoefagplA] ([B1] + [B2]) ([P + [P2]) +
Coefspo ([B1] + [B2]) ([P1] + [P3)) [€]
mit

Numy = kyikjoky3kig Coefap = kirkio(kiz+kia)
Num2 = k,1k72k73k,4 Coepr == k+1k72k73
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Const = k_1kyq (kfz + k+3) CoefBQ = kiokizk_4

Coefa = kukya(kotkys)  Coefpp = ksk_a(k_1+k-2)
Coefp = kiskyskys Coefapp = kitkiok 3

C0€fp = k—lk—Zk—3 COefBPQ = k+2k_3k_4

Coefo = k_1k_s(k_2+ki3)

Direkt nach Durchfiihrung des King-Altman-Verfahrens enthélt der Zihler zusitzlich zur oben

angegebenen Gleichung folgenden Summanden:

kyok ok 3k_3

k 2+ ks (k11[A] +k—4[0)) ([B1][Po] — [B2][P1]) (8.25)

Da aber durch die Annahme, dass die Geschwindigkeitskonstanten beider Substratreaktionen

identisch sind, gelten muss:

[B1] _ [Ba]
W = P (8.26)
fiihrt das zu:
[B1][P>] — [B2][P1] =0 (8.27)

und somit zum Entfallen des Terms 8.25 aus dem Summanden. Die Geschwindigkeitsreaktion

lasst sich wiederum mit kinetischen Konstanten geméf3 Cleland-Definition darstellen:

ViVa[A][B1] — Y2 ity

]
1+wwﬂgq1ﬂmw
B+

] -
(8.28)
KiaKinpVa + KinpV2|A] + KiuaVa ([Bi

ViK, mP[Q] <1+ [Bl]+[32 >+V2[A]( ]+ Bz])( Bl%fﬂ?ﬂ))_}_
2%%mm+mb Wﬂwwwm@0+ﬁﬁ@§+
K- (P + [P2) (01 + 2 AT ([B1] + [B)) (1P1] + [P2) +

d‘Q][]([][D@

(
)

Im Vergleich zu der Geschwindigkeitsgleichung mit nur einem Substrat (Gleichungen 8.7

und 8.8) lassen sich die Unterschiede der Geschwindigkeitsgleichung mit zwei konkurrierenden
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Substraten wie folgt zusammenfassen: Im Zihler wurden das Substrat [B] und das Produkt [P]
durch das jeweils zu betrachtenden Substrat-Produkt-Paar [B;] und [P;] ersetzt, wihrend im
Nenner [B] und [P] durch die Summen beider Substrate ([B1] + [Bz]) und Produkte ([P;]+ [P>])

ersetzt wurden.

Wie auch bei der fiir zwei konkurrierende Kofaktoren hergeleiteten Gleichung (Abschnitt
8.4.1), beschreibt diese Geschwindigkeitsgleichung lediglich die Reaktion eines der zwei Re-
aktionszweige, so dass die Gallensalze entsprechend der Betrachtungsweise entweder als [B]
und [P;] oder [B;] und [P;] eingesetzt werden miissen. Die Gesamtreaktion ergibt sich aus der
Summe beider Reaktionszweige. In der Summe beider Reaktionszweige lédsst sich zudem be-
obachten, dass auch im Zihler ([B;]+ [By]) bzw. ([P1]+ [P2]) an der Position stehen, an der
in der Geschwindigkeitsgleichung mit nur einem Substrat (Gleichungen 8.7 und 8.8) [B] und
[P] auftauchen. Somit lésst sich die Gesamtreaktion auch als Geschwindigkeitsgleichung mit
nur einem Substrat sehen, bei der [B] und [P] durch die Summe beider Substrate und Produkte,

([B1] + [B2]) und ([Pi] + [P3]), substituiert sind.

Ausgehend von der in Abschnitt 8.3 aufgefiihrten Nicht-Bestimmbarkeit einzelner Parame-
ter, wird diese Geschwindigkeitsgleichung fiir die jeweiligen Enzyme angepasst werden. Fiir
die 73-HSDH bleibt die Form der Gleichung 8.24 erhalten, die Definitionen der Koeffizienten

verdndern sich hingegen wie folgt:

Numy = kyikiskig Coefap = kii(kiz+kia)
Numy = k 1Kpk 3k 4 Coefap = ki1Kpk 3
Const = k,1k+4Kib CoefBQ = k+3 k_4

Coefy = kiiks4Ky Coefpg = k_3k_4Ky
Coefp = kizkys Coefapp = kyi1k_3

Coefp = k_1Kpk_3 Coefgpg = k-_3k—4

CoefQ = k_ 1 k74Kib
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Bei der 3c-HSDH hingegen vereinfacht sich die Geschwindigkeitsgleichung zu folgender Glei-

chung:

_ Num[A][B1] — Numy [P, ][Q]
o Coefp ([B1]+ [Bz]) +Coefp ([Pi] + [P2]) + (8.29)

CoefanlA) (1B1]+ [Ba)) (1+ LBREL ) 1 Coe fupla] (1P) + [P2) +
Coefiag ([B1]+ [Ba)) [0] (1+ LHIEL ) + Coe fog (P1] + [P2]) 0] +
CoefapplA] ([B1] + [B2]) ([P1] + [P2]) 4 Coe fpo ([Bi] + [B2]) ([P1] + [P2]) [Q]

mit
Numy; = k1Kipkig Coefap = ki1Kp
NLH’I’LZ = k—lKibk—4 CO@fBQ = K,'pk_4
Coefg = Kippkis Coefpg = k4K
Coefp = k 1Ky Coefapp = ki
Coefap = ki1Kip Coefgpg = k_4

8.4.3 Mechanistische Prozessmodelle fiir die Reduktion von Dehydrocholsiure

Fiir das mechanistische Prozessmodell der Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA werden

zundchst die Einzelreaktionen des Reaktionsnetzwerks wie folgt definiert:

r3a.1 := DHCA + NADH = 7,12-Diketo-UDCA + NAD (8.30)
r3a.2 = 3,12-Diketo-UDCA + NADH = 12-Keto-UDCA + NAD (8.31)
r75.1 := DHCA + NADPH = 3,12-Diketo-UDCA + NADP (8.32)

r7p.2 := 7,12-Diketo-UDCA + NADPH = 12-Keto-UDCA + NADP (8.33)
répH,1 := Glucose +NAD = Glucono-1,5-Lacton + NADH (8.34)

ropH 2 -= Glucose + NADP = Glucono-1,5-Lacton + NADPH (8.35)
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Die jeweiligen Geschwindigkeitsgleichungen sind in den Abschnitten 8.4.1 und 8.4.2 beschrie-
ben. Das dynamische Prozessmodell fiir einen Satzprozess im idealen Riihrkesselreaktor wird

durch Kopplung der Stoffbilanzen mit den Enzymkinetiken erzeugt:

dDgll{tCA = —T3q,1 —T7B.1 (8.36)
d3,12—Dil;etto—UDCA = 47751 — a2 (8.37)
d7,12—Dil;etto—UDCA — rig —rpa (8.38)
dlZ-KeZ—UDCA — riaatrapa (8.39)
dl\ji?D = —IGDH,1 T 13,1 + 7302 (8.40)
dNZDP — —ropHa+ g+ T8 (8.41)
le::ﬁ = +1rGpH,1 —3a,1 — a2 (8.42)
dNA;llt)PH — rGDHA — P11 — 1B (8.43)
dGthcose . (8.44)
dGluconoc-;,S-Lacton T (8.45)

Wie bereits in Abschnitt 8.2.1 beschrieben, reagiert Glucono-1,5-Lacton in einer schnellen
Reaktion spontan und quasi irreversibel zu Gluconat. Aus dem Grund werden die Konzentratio-
nen an Glucono-1,5-Lacton in den einzelnen Geschwindigkeitsreaktionen mit 0 angenommen.
Die Beriicksichtigung der Bildung von Glucono-1,5-Lacton im Prozessmodell hat somit kei-
ne Auswirkungen auf die Reaktionsgeschwindigkeiten und dient hier nur der Vollstiandigkeit.
Auch ist die Bildung von Glucono-1,5-Lacton weniger als die Bildung des Lactons sondern als

Bildung von Gluconat zu betrachten.
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8.5 Validierung des Prozessmodells zur zweistufigen Reduktion von

Dehydrocholsaure

Mit der in Abschnitt 8.3 beschriebenen Bestimmung der enzymkinetischen Parameter aller an
der Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA beteiligten Einzelenzyme, kann unter Verwen-
dung der in den Abschnitten 8.4.1, 8.4.2 und 8.4.3 hergeleiteten Modelle ein Gesamtprozessmo-
dell fiir die Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA erstellt werden. Lediglich die bei der Pa-
rameterbestimmung fiir beide HSDH erfolgten Modifikationen der Geschwindigkeitsgleichung
wurden analog in der Gleichung 8.24 iibernommen, die die Reaktionsgeschwindigkeit bei Vor-
liegen konkurrierender Gallensalze als Substrat fiir die HSDH beschreibt. Dieses Modell soll

unabhingig zur Parameterbestimmung experimentell validiert werden.

8.5.1 Experimentelle Validierung

Die experimentelle Validierung sollte nicht auf Basis der jeweils bestimmten Einzelenzymmo-
delle, sondern fiir das zusammengefiigte Prozessmodell erfolgen. Hierzu wurden Biotransfor-
mationsreaktionen durchgefiihrt, bei denen séamtliche drei Enzyme, beide Kofaktoren NAD und
NADP, sowie beide Substrate DHCA und Glucose im Reaktionsansatz vorhanden waren. Fiir
die Validierungsansitze wurden die Konzentrationen an 3x-HSDH, 73-HSDH, NAD, NADP
und DHCA variiert, wihrend die Konzentrationen an GDH und Glucose konstant gehalten

25-3

wurden. Die Kombination der variablen Einflussgroen wurde in Form eines Fractional

Factorial Designs ausgewihlt und ist in Tabelle 8.4 angegeben. Von der GDH wurde bei allen

Tabelle 8.4: Versuchsplan der experimentellen Validierung des Prozessmodells fiir die Reduktion von DHCA zu
12-Keto-UDCA.

Ansatz 3a-HSDH 7p3-HSDH NAD,uM NADP,uM DHCA, mM
AUL! AUL!

1 1,63 0,45 25 50 2,5
2 1,63 0,45 50 50 1,25
3 1,63 0,89 25 25 2,5
4 1,63 0,89 50 25 1,25
5 3,25 0,45 25 25 1,25
6 3,25 0,45 50 25 2,5
7 3,25 0,89 25 50 1,25
8 3,25 0,89 50 50 2,5
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Abbildung 8.9: Experimentelle Validierung des mechanistischen Prozessmodells zur zweistufigen Reduktion von
DHCA zu 12- Keto-UDCA. Jede Reihe bildet die Gallensalzverldufe eines Validierungsansatzes ab, wobei die
Zahl links von den Diagrammen fiir die jeweilige Nummer des Ansatzes steht. Die Modellvorhersage der Gallen-
salzkonzentrationen sind mit durchgezogenen Linien dargestellt, wihrend die 95 % Konfidenzintervalle gestrichelt
abgebildet sind. Die weiflen Kreise zeigen die experimentellen Gallensalzkonzentrationen. Die Reaktionen wurden
im 2 mL-MaBstab in Deep Well-Platten bei 30 °C und pH 7,0 durchgefiihrt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedin-
gungen und Versuchsdurchfiithrung finden sich in Abschnitt 4.7.1. Die Standardabweichung der Dreifachansitze
sind dabei durch Fehlerindikatoren gekennzeichnet.

Ansiitzen 4,21 mAU mL"!' und von der Glucose 200 mM eingesetzt. Die genaue experimentelle

Durchfiihrung der Validierungansitze ist in Abschnitt 4.7.1 beschrieben.

Die experimentellen Daten samt Standardabweichungen sind zusammen mit den Modellsi-
mulationen und berechneten 95 % Konfidenzintervallen in Abbildung 8.9 gezeigt. Wie aus der
Abbildung ersichtlich, stimmen Experiment und Vorhersage gut miteinander iiberein. Zwar wer-
den bei einigen Ansitzen die Konzentrationen an 3,12-Diketo-UDCA tendenziell unterschitzt,
jedoch befinden sich die Datenpunkte fiir DHCA, 7,12-Diketo-UDCA und 12-Keto-UDCA mit

wenigen Ausnahmen innerhalb der berechneten Konfidenzintervalle.

8.5.2 Diskussion

Bei der experimentellen Validierung des mechanistischen Prozessmodells wurden im Vergleich
zu den Experimenten zur Parameteridentifikation einige Modifikationen durchgefiihrt. Eine
groBe Anderung war, dass simtliche Enzyme, Kofaktoren und Substrate gleichzeitig im Reak-
tionsansatz vorhanden waren. Weiterhin wurde der Maf3stab von 250 pL auf 2,0 mL vergroBert
und die Reaktionen fanden in einem geschiittelten statt einem ruhenden System statt. Auch
wurde anders als bei der Parameteridentifikation nicht die Verdnderung der Kofaktorkonzentra-
tionen photometrisch, sondern die Verdnderung der Gallensalzkonzentrationen via HPLC ge-

messen.

All diese Verdnderungen im Versuchsaufbau und der Analytik wurden bewusst vorgenom-
men, um systematische Fehler, die durch Ahnlichkeiten in der Versuchsdurchfiihrung entste-
hen, weitestmdglich zu minimieren. Trotz eines vollig verdnderten Versuchsaufbaus, konnten
gute Ubereinstimmungen zwischen experimentellen Daten und Modellvorhersagen festgestellt

werden.
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8.6 Analyse des Prozessmodells zur zweistufigen Reduktion von

Dehydrocholsaure

Die Erstellung und Validierung eines Modells ist im Normalfall keine ars gratia artis sondern
dient dem Zweck der Erkenntnisgewinnung. Mit diesem mechanistischen Modell ist es nun
moglich, die zeitlichen Verldufe der Biotransformationen in Abhéngigkeit von diversen Ein-

flussgroBen zu analysieren.

In Abbildung 8.10 ist zu sehen, wie der Reaktionsverlauf von HSDH- bzw. Kofaktorkonzen-
trationen beeinflusst wird. Hierzu werden drei Szenarien untersucht: mit GDH als limitierendem
Enzym (0,5 AU L1 GDH, 5- 15 AU L'! HSDH, Abbildung 8.10 A und B), mit den HSDH als
limitierenden Enzymen (10 AU L' GDH, 0,15 - 0,75 AU L°! HSDH, Abbildung 8.10 C und
D) sowie mit vergleichbaren Mengen an GDH und HSDH (2 AU L' GDH, 0,5 - 3,75 AU L"!
HSDH, Abbildung 8.10 E und F). Hierbei wurde die Prozesszeit ermittelt, bei der > 99 % 12-
Keto-UDCA-Anteil erreicht wird, sowie der Quotient der maximal akkumulierten Konzentra-

tionen an 3,12-Diketo-UDCA und 7,12-Diketo-UDCA.

Im GDH-limitierten Szenario ist zu sehen, dass die HSDH-Aktivititen keinen Einfluss auf
Prozesszeit und Intermediatverhaltnisse haben, wihrend der Einfluss der Kofaktorkonzentratio-

nen grof ist.

Im HSDH-limitierten Szenario iliben hingegen die HSDH-Aktivititen einen groen Einfluss

auf den Reaktionsverlauf aus, wihrend der Einfluss der Kofaktoren gering ist.

Im dritten Szenario mit dhnlichen Aktivititen an HSDH und GDH beeinflussen sowohl

HSDH-Aktivitiaten als auch Kofaktorkonzentrationen die Biotransformation deutlich.

Die ersten beiden Szenarien zeigen, wie die jeweils limitierenden Faktoren der Reaktio-
nen geschwindigkeitsbestimmend sind. Wéhrend im GDH-limitierten Fall die Geschwindig-
keit der Kofaktorregenerierung von den Konzentrationen der beiden konkurrierenden Kofak-
toren abhingt, ist im HSDH-limitierten Fall die Geschwindigkeit abhingig von den HSDH-
Aktivititen. Im dritten Szenario, bei vergleichbaren Aktivititen aller drei Enzyme, sind sowohl

HSDH-Reaktionen als auch die Kofaktorregenerierung limitierende Faktoren, wodurch sowohl
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Abbildung 8.10: Einfluss von HSDH- bzw. Kofaktorkonzentrationen auf den Reaktionsverlauf. Die konstanten
Konzentrationen sind A: 0,5 AU L' GDH, 25 uM NAD und NADP, B: 0,5 AU L'! GDH, 10 AU L' 3a-HSDH
und 10 AU L'! 73-HSDH, C: 10 AU L"' GDH, 25 uM NAD und NADP, D: 10 AU L' GDH, 0,5 AU L' 3a-
HSDH und 0,3 AU L'! 73-HSDH, E: 2 AU L*! GDH, 25 uM NAD und NADP, F: 2 AU L"! GDH, 2,5 AU L"!
30-HSDH und 1 AU L*! 73-HSDH. Die vertikale Achse zeigt die Prozesszeit, bei der > 99 % 12-Keto-UDCA-
Anteil erreicht wird, der Logarithmus des Quotienten der maximal akkumulierten Konzentrationen an 3,12-Diketo-
UDCA und 7,12-Diketo-UDCA ist farbcodiert dargestellt.
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HSDH-Aktivitat als auch Kofaktorkonzentrationen deutliche Einfliisse auf den Reaktionsver-

lauf haben.

Insgesamt betrachtet zeigt sich, dass die kiirzesten Prozesszeiten erreicht werden, wenn
wihrend der Reaktion gleiche Mengen an 3,12-Diketo-UDCA und 7,12-Diketo-UDCA gebildet
werden, was zuvor in dieser Arbeit bereits postuliert wurde und nun mit Hilfe dieses Modells
gezeigt werden konnte. In Fillen, in denen HSDH-Aktivititen einen Einfluss auf die Reaktions-
geschwindigkeiten haben, ist zudem zu sehen, dass eine Erhohung der HSDH-AKktivitdt immer
mit einer Verkiirzung der Prozesszeit einhergeht. In Fillen, in denen die Kofaktorregenerierung
einen mafBgeblichen Einfluss auf die Reaktion hat, ist es hingegen anders. Hier hat die gleich-
zeitige Erhohung der Konzentrationen beider Kofaktoren nur einen geringen Einfluss auf die
Prozesszeit. Eine dhnliche Beobachtung wurde von Hogan & Woodley (2000) berichtet, die bei
der Modellierung eines Enzymsystems mit einem einzigen Kofaktor feststellten, dass oberhalb
eines bestimmten Wertes die absolute Kofaktorkonzentration nur noch wenig Einfluss auf die
Reaktionsgeschwindigkeit hat. Viel wichtiger als die absoluten Konzentrationen sind hierbei
die Verhiltnisse der Kofaktorkonzentrationen zueinander. Am Beispiel in Abbildung 8.10 B ist
zu sehen, dass die Prozesszeit bei 37,5 uM NADP und 12,5 uM NAD etwa 10,6 h betrigt, wird
die NADP-Konzentration hingegen auf 12,5 uM verringert, so verkiirzt sich die Prozesszeit
auf etwa 5,4 h. Dieses scheinbar paradoxe Ergebnis erklirt sich aus der Tatsache, dass beide
Kofaktoren um das Enzym GDH konkurrieren und sich somit kompetitiv inhibieren. So fiihrt
im genannten Beispiel eine Erhohung der NADP-Konzentration zu einer Verlangsamung der
NADH-Regeneration und somit zu einer Verlangsamung der ohnehin limitierenden 3x-HSDH-
Reaktion, was in der verlidngerten Prozesszeit resultiert. Dass eine gleichzeitige Erhohung bei-
der Kofaktorkonzentrationen nur wenig Einfluss auf die Prozesszeit hat, zeigt sich besonders
deutlich am Beispiel in Abbildung 8.10 F. Fiir dieses Phidnomen ist zum einen die oben disku-
tierte Inhibition verantwortlich, gleichzeitig betrifft eine Erhohung der Kofaktorkonzentration
beide Oxidationszustinde des Kofaktors, wodurch auch eine Verstirkung der Produktinhibition

verursacht wird.

In Abbildung 8.11 wird zudem betrachtet, wie die Reaktionsverldufe sich verdndern,
wenn die DHCA-Konzentration und gleichzeitig die Konzentrationen sdmtlicher Enzyme

gleichmiBig erhoht werden. Dies ist besonders fiir einen Ganzzellprozess von Interesse, da
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Abbildung 8.11: Einfluss von DHCA-Konzentrationen und Enzymaktivititen auf den Reaktionsverlauf. In A ist
die anfingliche Substratkonzentration von 2,5 mM sowie die Enzymaktivititen (2 AU L! GDH, 2,5 AU L"! 3c-
HSDHund 1 AUL! 73-HSDH) um jeweils bis zu Faktor 4 erhoht, wihrend die Kofaktorkonzentrationen konstant
jeweils 25 uM betragen, in B wurden die Kofaktorkonzentrationen zusammen mit den Enzymaktivitaten erhoht.

hierbei das Verhiltnis der drei Enzyme nicht variiert werden kann. In Abbildung 8.11 A wurde
die anfidngliche Konzentration von 2,5 mM DHCA um bis zu Faktor 4 erhoht, die Enzymakti-
vititen (2 AU L'! GDH, 2,5 AU L! 3a-HSDH und 1 AU L"! 73-HSDH) wurden ebenfalls bis
zu Faktor 4 erhoht, wihrend die Kofaktorkonzentrationen bei jeweils 25 uM konstant gehalten
wurden. Abbildung 8.11 B hingegen zeigt das gleiche Szenario, mit dem Unterschied, dass hier

die Kofaktorkonzentrationen zusammen mit den Enzymaktivititen erhoht wurden.

Werden die Kofaktorkonzentrationen konstant gehalten, so zeigt sich, dass die Enzymak-
tivitdten reziprok proportional zur Prozesszeit sind, bei einer Vervierfachung der Enzymakti-
vitdten verringert sich die Prozesszeit ebenfalls um Faktor 4. Die Korrelation von DHCA-Kon-
zentration und Prozesszeit ist hingegen nicht direkt proportional. Hier fiihrt eine Vervierfachung
der Substratkonzentration zu einer Verlangerung der Prozesszeit um Faktor 7. Werden Substrat-
konzentrationen und Enzymaktivititen gleichméBig erhoht, verlingert sich die Prozesszeit. Bei
einer Vervierfachung sowohl der Substratkonzentrationen als auch Enzymaktivititen, verlidngert
sich die Prozesszeit um Faktor 1,7. Diese libermiBige Verldngerung der Prozessgeschwindigkeit
mit Erhohung der DHCA-Konzentration wurde experimentell bereits in Abschnitt 7.3.3 gezeigt
und kann durch das Modell ebenfalls bestitigt werden. Die Ursache diirfte in der Substratinhi-
bition der beiden HSDH zu finden sein.

Wenn zusitzlich zu den Enzymaktivititen auch die Kofaktorkonzentrationen erhoht werden,

so ergibt sich ein dhnliches Bild. Dies ist konsistent mit der zuvor getroffenen Aussage, dass
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in diesen Konzentrationen eine Erhhung der absoluten Kofaktorkonzentrationen nur einen ge-
ringen Einfluss auf den Reaktionsverlauf hat. Deutlicher ist der Unterschied, wenn die Bildung
der Intermediate betrachtet wird. Betrdgt der Quotient von 3,12-Diketo-UDCA und 7,12-Dike-
to-UDCA im ersten Fall 0,82 - 0,95, so vergroBert sich dieser Bereich durch die Erhohung von
Kofaktorkonzentrationen auf 0,58 - 0,95. Dies zeigt, dass die optimalen Anteile beider Kofakto-
ren nicht allein durch deren relativen Verhaltnisse definiert werden kann, sondern eine Funktion

derer absoluten Konzentration ist.

8.7 Diskussion

In diesem Kapitel erfolgte eine Modellierung der multienzymatischen Reduktion von DHCA
zu 12-Keto-UDCA. Anders als im Kapitel zuvor wurde hierfiir ein mechanistischer Ansatz
gewdhlt, welcher eine dynamische Modellierung der Biokatalysereaktion erlaubt. Der Vorteil
dieses Ansatzes ist, dass hiermit eine grofle Zahl an Einflussvariablen und Antwortgréen ana-
lysiert und somit mehr Erkenntnisgewinn erzielt werden kann als mit einem statischen empiri-

schen Modell.

Das Augenmerk dieser Modellierung lag allein auf der enzymatischen Reaktion, weshalb
mit isolierten und aufgereinigten Enzymen gearbeitet wurde. Eine mechanistische Modellie-
rung bedeutet, dass die den Enzymen zugrunde liegenden Mechanismen bekannt sein miissen,
weswegen diese fiir zwei der modellierten Enzyme zunichst aufgeklirt werden mussten. Da fiir
die ermittelten Mechanismen keine Geschwindigkeitsgleichungen in der Literatur beschrieben
sind, mussten diese hergeleitet werden. Eine Besonderheit des untersuchten Reaktionssystems
ist, dass fiir alle drei Enzyme zwei konkurrierende Substrate vorliegen, die sich gegenseitig
kompetitiv inhibieren, wodurch weitere Gleichungen aufgestellt werden mussten, die einen sol-

chen Fall beschreiben.

Die Idee der Modellierung war, die enzymkinetischen Parameter fiir jedes Enzym einzeln zu
bestimmen und anschlieend aus den einzelnen Geschwindigkeitsgleichungen durch Kopplung
der Stoffbilanzen ein Gesamtprozessmodell zu erstellen. Diese modulare Vorgehensweise hat
zum einen den Vorteil, dass nur jeweils ein Teil der Parameter gleichzeitig bestimmt werden

muss, was in einer besseren Bestimmbarkeit der einzelnen Parameter resultiert, zum anderen
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lieBen sich dadurch theoretisch einzelne Enzyme im Modell hinzufiigen oder entfernen. So
kann zum Beispiel durch Kombination einer einzigen HSDH mit der GDH ohne weitere An-
passung ein Teilmodell der Reaktion erstellt werden, auch wére ein Austausch eines Enzyms,

beispielsweise der GDH gegen eine FDH einfach zu realisieren (Braun et al., 2011).

Wihrend fiir die Parameterbestimmung die Reaktionen der Einzelenzyme photometrisch
durch Erfassen der Kofaktorkonzentrationen gemessen wurden, erfolgte die Validierung des
Modells in gekoppelten Biotransformationsansitzen, bei denen die Verldufe der Gallensalze
per HPLC gemessen wurden. Die Wahl zweier grundsitzlich verschiedenen Versuchsaufbauten
und Analytikmethoden verringert das Risiko methodenbedingter systematischer Fehler. Den-
noch zeigten die Validierungsergebnisse, dass die experimentellen Daten weitestgehend inner-
halb der ermittelten Konfidenzintervalle liegen und dass das Modell die Reaktionsverldufe ohne

weitere Modifikation sowohl qualitativ als auch quantitativ vorhersagen kann.

Aufgrund des bereits besprochenen Augenmerks dieser Modellierung, unterliegt das Modell
hinsichtlich der Ubertragbarkeit auf das Ganzzellsystem einigen Limitationen. Zunichst mus-
ste aufgrund der Methodik bei niedrigen Gallensalzkonzentrationen gearbeitet werden, bei der
diese noch 16slich sind. Da die zuvor beschriebenen Ganzzellbiotransformationen mit wesent-
lich hoheren Substratkonzentrationen durchgefiihrt werden, miisste fiir eine Adaptierung an das
Ganzzellsystem das Modell um eine Loslichkeitskinetik der Gallensalze erweitert werden. Auch
muss untersucht werden, ob aufgrund des Vorliegens einer — wenn auch beschédigten — Zell-
membran das Modell um eine Stofftransportbarriere erweitert werden muss. Sollte dies der Fall
sein, miisste auch geklirt werden, wie das Verhéltnis der DHCA-Molekiile, die beide Redukti-
onsschritte in einer Zelle unterlaufen, zu denen ist, die sequenziell von zwei Zellen umgesetzt

werden.

Trotz dieser Limitationen ist es moglich, auch fiir die Ganzzellbiotransformation wichtige Er-
kenntnisse aus dem Modell zu ziehen. So konnte gezeigt werden, dass bei Kofaktorkonzentra-
tionen von 12,5 — 37,5 uM die Gesamtkonzentration der beiden Kofaktoren keinen wesentlichen
Einfluss auf die Biotransformation hat, wihrend hingegen deren relativen Verhéltnisse entschei-
dend sind. So kann bei stark unbalancierten Reaktionen, welche durch eine unterschiedlich star-
ke Akkumulation der beiden Intermediate gekennzeichnet sind, die Verringerung der Konzen-

tration des einen Kofaktors anndhernd den gleichen positiven Effekt auf die Prozesszeit haben,
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wie die Erhohung der Konzentration des anderen Kofaktors. Insgesamt konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass Prozesszeiten am kiirzesten sind, wenn die Bildung der Intermediate gleichmiBig

erfolgt.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine mechanistische Modellierung auch bei Mul-
tienzymreaktionen mit einem komplexen Reaktionsnetzwerk akkurat durchgefiihrt werden
kann. Durch deren modularen Ansatz liefe sich die Methodik auch auf andere Enzymsysteme
tibertragen, und einmal kinetisch bestimmte Enzyme miissten fiir den Einsatz in einem anderen
Enzymsystem nicht erneut modelliert werden. Somit wére es zumindest denkbar, dass durch
Modellierung immer weiterer Enzyme ein Modellbaukasten erstellt werden kann, mit dem En-
zyme fiir ein Reaktionssystem zunichst in silico miteinander kombiniert werden kdnnen, bevor

diese experimentell miteinander eingesetzt werden.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Das Gallensalz Ursodesoxycholsdure ist ein wichtiges Pharmazeutikum fiir die Behandlung
einer Vielzahl von Leber- und Gallenerkrankungen, welches bislang in einem siebenstufigen
chemischen Prozess hergestellt wird. Aufgrund seiner komplizierten Stereochemie sollte der
Syntheseprozess durch Integration enzymatischer Schritte effizienter gestaltet werden. In die-
ser Arbeit sollte die zweistufige Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA untersucht werden,
welche die enzymatischen Schritte eines alternativen chemo-enzymatischen, vierstufigen Syn-

thesewegs darstellen.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines auf rekombinanten E. coli-Ganzzellbiokataly-
satoren basierten Satzverfahrens, bei denen beide Reduktionsschritte in einem Prozessschritt
durchgefiihrt werden. Hierbei miissen die benotigten Enzyme, 3-HSDH und 73-HSDH, zu-
sammen mit einem Kofaktorregenerierungsenzym innerhalb einer oder zweier E. coli-Zellen
koexprimiert werden. Das Satzverfahren soll dabei schnell, effizient, robust und auf industri-
elle MaB3stdbe skalierbar sein. Das Schema der enzymatischen Reaktion ist in Abbildung 9.1

gezeigt.

Als erster Ansatz hin zu diesem Prozess wurde die Kofaktorspezifitit der 73-HSDH von
NADPH zu NADH geindert, um durch Angleichung der Kofaktorspezifitiat an die 3a-HSDH
eine einfachere Kofaktorregenerierung zu ermoglichen. Dabei wurde zunéchst die kofaktor-
determinierende Position G39 identifiziert und durch ortsgerichtete Mutagenese zu Aspartat
verdndert, so dass bereits eine Mutante erhalten wurde, die NADH gegeniiber NADPH bevor-
zugt. Durch Identifikation weiterer wichtiger Positionen und gerichteter Evolution wurde die
Mutante G39D R40F R41K erzeugt, die bei prozessrelevanten DHCA-Konzentrationen von
10 mM und 0,5 mM NADH knapp 50 % der Aktivitit des Wildtyps mit NADPH aufweist.

Im Gegensatz zum Wildtypenzym weist die Mutante keine Substratinhibition auf, so dass sich



184 Zusammenfassung und Ausblick

OH

Glucose/ GDH / Glucono-1,5-

Formiat FDH Lacton / CO, — UbcA

'OH
12-Keto-UDCA

Ho""

(0]
7,12-Diketo-UDCA

Abbildung 9.1: Schema der zweistufigen Reduktion von DHCA zu 12-Keto-UDCA unter Beteiligung eines bis-
pezifischen Kofaktorregenerationsenzyms.

der Aktivitidtsvorsprung des Wildtyp-Enzyms bei noch hoheren DHCA-Konzentrationen weiter

verringert.

Fiir die Ganzzellbiokatalyse im Satzverfahren wurden vier Biokatalysestrategien entwickelt:
(1) Verwendung eines E. coli-Ein-Zell-Systems mit 3a-HSDH, NADPH-abhingiger 7f3-
HSDH, bispezifischer FDH. (2) Verwendung eines E. coli-Ein-Zell-Systems mit 3x-HSDH,
NADH-abhingiger 73-HSDH, NAD-abhingiger FDH mit hoherer Enzymaktivitit. (3) Ver-
wendung eines E. coli-Zwei-Zell-Systems, bei dem ein Biokatalysator eine 3a-HSDH und ei-
ne NADH-abhingige FDH exprimiert, der andere Biokatalysator eine NADPH-abhingige 7(3-
HSDH und eine bispezifische FDH. (4) Verwendung eines E. coli-Ein-Zell-Systems mit 3«x-
HSDH, NADPH-spezifischer 73-HSDH und bispezifischer GDH.

Fiir jede der definierten Strategien wurde eine gesonderte Stammentwicklung durchgefiihrt,
und diese Strategien wurden nach einer ersten Optimierung im LitermaBstab bei einer Bioka-

talysatorkonzentration von 15 g L™! miteinander verglichen. Mit dem E. coli-Ein-Zell-System
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mit bispezifischer FDH konnte ein quasi vollstindiger Umsatz von 70 mM DHCA zu 12-Ke-
to-UDCA innerhalb von 21 h im Satzverfahren erzielt werden. Beim E. coli-Ein-Zell-System
mit NADH-abhingiger 73-HSDH wurde zunichst die G39D-Einfachmutante verwendet. Zwar
konnte im LitermaBstab kein vollstdndiger Umsatz von 100 mM DHCA im Satzverfahren er-
reicht werden, allerdings betrug die 12-Keto-UDCA-Konzentration nach 11 h bereits 65 mM.
Mit dem E. coli-Zwei-Zell-System wurden innerhalb von 20 h 90 mM DHCA im Satzverfahren
vollstandig zu 12-Keto-UDCA umgesetzt, womit die Ergebnisse des E. coli-Ein-Zell-Systems
mit bispezifischer FDH iibertroffen werden konnten. Hierbei scheint der Vorteil der hoheren
Gesamtenzymaktivitdten den Nachteil einer zusétzlichen Membranbarriere bei der Biokatalyse
zu iiberwiegen. Das E. coli-Zwei-Zell-System bietet zudem den Vorteil, dass die Biokatalysato-
ren in unterschiedlichen Anteilen eingesetzt werden konnen und somit eine Feinsteuerung der
beiden HSDH-Aktivititen im Satzverfahren erméglichen. Nachteil ist jedoch, dass hierfiir zwei
getrennte Herstellungsprozesse fiir beide Biokatalysatoren erfolgen miissen. Das E. coli-Ein-
Zell-System mit GDH erzielte mit der vollstindigen Umsetzung von 100 mM DHCA zu 12-
Keto-UDCA innerhalb von 4,5 h im Satzverfahren die besten Ergebnisse, wobei die hohe En-
zymaktivitit der bispezifischen GDH ausschlaggebend war, weshalb die Festlegung auf diesen

Ansatz erfolgte. Ein Vergleich der Ganzzellansitze ist in Abbildung 9.2 gezeigt.

Zur Weiterentwicklung des Ansatzes mit dem E. coli-Ein-Zell-System mit GDH wurden
zundchst zwei E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren hergestellt, die unterschiedliche Antibiotika-
resistenzen vorweisen, ansonsten in ihren Eigenschaften jedoch identisch sind, so dass die Aus-
wahl des Stammes entsprechend der Vorgaben des Herstellers erfolgen kann. Die Herstellung
der rekombinanten E. coli-Zellen konnte bis in den 50 L-MaBstab im Hochzelldichteverfahren
etabliert werden. Hierbei wurden 68 ggry L! erreicht. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass
die Lagerung der rekombinanten E. coli bei -20 °C iiber 100 Tage zu keinem signifikanten Akti-

vititsverlust fiihrt und auch bis zu zehn Frost-Tau-Zyklen deren Aktivitit nicht beeintrichtigen.

Bei der Optimierung des Ganzzellbiokatalyseprozesses stellte sich die geringe Loslichkeit
des Produkts 12-Keto-UDCA als problematisch heraus, weswegen die eingesetzte Substratkon-
zentration auf 70 mM verringert wurde. Es konnte gezeigt werden, dass Zellkonzentration und
die Konzentrationen der beiden Kofaktoren NAD und NADP die mal3geblichen Einflussfakto-

ren auf den Biokatalyseprozess im Satzverfahren darstellen, und in einem empirischen Modell
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Abbildung 9.2: Vergleich der Ansitze dieser Arbeit und Ansétze aus der Literatur. Gezeigt sind A: E. coli-Ein-
Zell-System mit bispezifischer FDH, B: E. coli-Ein-Zell-System mit NADH-abhingiger 7(3-HSDH und NAD-
spezifischer FDH, C: E. coli-Zwei-Zell-System mit zwei verschiedenen FDH, D: E. coli-Ein-Zell-System mit bis-
pezifischer GDH, E: optimierter Ansatz mit dem E. coli-Ein-Zell-System mit bispezifischer GDH unter Zugabe
von Kofaktoren und verringerter Biokatalysatormenge. Gezeigt sind finale Produktkonzentrationen, Raum-Zeit-
Ausbeuten und die Verhiltnisse Masse gebildeten Produkts / Masse Biokatalysator. Die Reaktionen der Ansitze
A-D wurden bei 25 °C und pH 6,5 durchgefiihrt, wihrend die Reaktion des Ansatzes E bei 30 °C und pH 7,0 durch-
gefiihrt wurde. Alle Reaktionen fanden im 1 L-Mafstab in einem Satzverfahren mit pH-Regelung statt. Weitere
Angaben zu Reaktionsbedingungen und Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.3, 6.1.5, 6.3.4,
6.43und 7.1.2.

konnten die jeweiligen Einfliisse beschrieben werden. Die Biokatalysatorkonzentration korre-
liert hierbei positiv mit den Geschwindigkeiten beider HSDH, die NAD-Konzentration positiv
mit der Geschwindigkeit der 3&x-HSDH und negativ mit der Geschwindigkeit der 7(3-HSDH,
wihrend die NADP-Konzentration positiv mit der Geschwindigkeit der 73-HSDH korreliert.
Mit Hilfe des empirischen Modells konnten Reaktionsbedingungen identifiziert werden, bei
denen nach 8 h Biotransformation ein vollstandiger Umsatz erzielt werden kann. Durch Kom-
bination mit einer Kostenfunktion konnte weiterhin gezeigt werden, wie sich das Modell fiir
die Prozessoptimierung nutzen ldsst. Eine wichtige Erkenntnis war, dass sich die Reaktionsge-
schwindigkeiten der beiden HSDH selektiv durch die Anteile der Kofaktoren steuern lassen. Der
Ganzzellbiokatalysatoren oftmals inhdrente Nachteil, dass sich Enzymaktivititen untereinander
nur schwer feinjustieren lassen, kann mit diesen beiden ,,Stellschrauben® wieder ausgeglichen
werden. Deswegen wurde bei dem E. coli-Ein-Zell-System mit GDH auch auf die Verwen-
dung einer NADH-abhingigen 7(3-HSDH verzichtet, da man sich dadurch dieser einfachen

Prozesskontrolle, dem Verhéltnis von NAD und NADP, berauben wiirde. Insgesamt konnten
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nach der Optimierung im Litermaf3stab 70 mM DHCA innerhalb von 5,5 h vollstindig zu 12-
Keto-UDCA im einfachen Satzverfahren umgesetzt werden, wobei die Biokatalysatorkonzen-

tration um den Faktor 15 auf 1 g ™! verringert werden konnte.

Zum besseren Verstindnis des Reaktionssystems erfolgte zudem eine mechanistische Mo-
dellierung des Enzymsystems. Hierbei wurden zunéchst die Enzymmechanismen der beiden
HSDH experimentell aufgekliart. Da keine Geschwindigkeitsgleichungen fiir die ermittelten
Mechanismen in der Literatur vorhanden waren, wurden diese mittels King-Altman-Verfahren
hergeleitet. Da in dem komplexen Reaktionsnetzwerk jedes Enzym zudem iiber zwei konkurrie-
rende Substrate verfiigt, die sich gegenseitig kompetitiv inhibieren, mussten weitere Geschwin-
digkeitsgleichungen mittels King-Altman-Verfahren hergeleitet werden, die dieses Phinomen
beschreiben. Die Identifikation enzymkinetischer Parameter erfolgte anschlieend fiir jedes En-
zym einzeln mittels Verlaufskurvenanalyse. Dabei wurden nicht-identifizierbare Parameter er-
mittelt und durch Anpassung der Geschwindigkeitsgleichung aus dem Modell eliminiert, so
dass Sitze eindeutig identifizierbarer Parameter iibrig blieben. Das Prozessmodell wurde durch
Kopplung der Stoffbilanzen der Einzelenzymmodelle erzeugt. Eine experimentelle Validierung
des Prozessmodells unter zur Parameteridentifikation vollstindig verdnderten Reaktions-, Kon-
zentrations-, MaBistabs- und Analytikbedingungen zeigte hohe Pridiktionseigenschaften: Der
GroBteil der experimentellen Messdaten liegt innerhalb der zuvor berechneten Konfidenzinter-

valle. Das Modell ist somit ohne Modifikation allgemein anwendbar.

Eine Analyse des Modells fiihrte zu neuen Erkenntnissen hinsichtlich der weiteren Optimie-
rung der enzymatischen Umsetzung. Auch konnte die zuvor postulierte Hypothese bestitigt
werden, dass eine gleichmiBige Akkumulation der beiden Intermediate 3,12-Diketo-UDCA
und 7,12-Diketo-UDCA wihrend der Umsetzung anzustreben ist. Eine wichtige Erkenntnis war,
dass im Bereich von Kofaktorkonzentrationen von 12,5 uM — 37,5 uM die absoluten Konzentra-
tionen der beiden Kofaktoren nur geringen Einfluss auf die Dauer der Biotransformation haben,
wihrend das Verhiltnis der beiden Kofaktoren untereinander ausschlaggebend ist. So kann bei
einer unbalancierten Reaktion die Verringerung der Konzentration des einen Kofaktors zu einer
dhnlichen Verkiirzung der Prozesszeit fiihren, wie die Erhohung der Konzentration des anderen

Kofaktors.
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Abbildung 9.3: A: Reaktionsverldufe der Ansétze mit dem E. coli-Ganzzellbiokatalysator mit bispezifischer GDH
zur Kofaktorregenerierung. Gezeigt ist die Reaktion ohne Kofaktorzugabe und die optimierte Reaktion mit Kofak-
torzugabe bei verringerter Biokatalysatormenge. B: Gegeniiberstellung der eingesetzten Biokatalysatormengen
beider Ansitze. Die Reaktion ohne Kofaktorzugabe wurde bei 25 °C und pH 6,5 durchgefiihrt, wéihrend die Re-
aktion des Ansatzes mit Kofaktorzugabe bei 30 °C und pH 7,0 durchgefiihrt wurde. Beide Reaktionen fanden
im 1 L-Mafstab in einem Satzverfahren mit pH-Regelung statt. Weitere Angaben zu Reaktionsbedingungen und
Versuchsdurchfiihrung finden sich in den Abschnitten 4.7.3, 6.4.3 und 7.1.2.

Zusammengefasst lieBen sich ohne Kofaktorzusatz 100 mM DHCA mit 15 ggTm L E. coli-
Ganzzellbiokatalysator innerhalb von 4,5 h vollstindig zu 12-Keto-UDCA umsetzen. Bei Zu-
gabe von Kofaktoren (NAD und NADP), wurden mit 1 ggm L1 Biokatalysator 70 mM DHCA
innerhalb von 5,5 h vollstindig zu 12-Keto-UDCA umgesetzt. Die Reaktionsverldufe sind in
Abbildung 9.3 gezeigt.

Im Vergleich zur Literatur konnten hierbei die Produktkonzentration um bis zu Faktor 8 und
die Raum-Zeit-Ausbeute der zweistufigen Reduktion von DHCA um bis zu Faktor 27 erhoht
werden (Carrea et al. 1992; Monti et al. 2009, vgl. Abbildung 9.2). Die isolierte Ausbeute von
> 95 % ergibt in Kombination mit der Ausbeute der chemischen Oxidation von CA zu DHCA
von > 90 % (Liu et al., 2012) eine Gesamtausbeute von 86 %, was deutlich hoher ist als die
von Monti et al. (2009) berichteten 73 % bei der direkten enzymatischen Umsetzung von CA
zu 12-Keto-UDCA. Wird zusitzlich die Ausbeute der anschlieBenden Wolf-Kishner-Reduktion
von 60 — 80 % mit eingerechnet, lige die Gesamtausbeute von CA zu UDCA im Bereich > 51 —
68 %, und damit rund doppelt so hoch wie die des chemischen Syntheseprozesses (Carrea et al.,

1992).
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Die Frage, ob das entwickelte Verfahren wirtschaftlich ist, ldsst sich mangels valider Zahlen
lediglich anhand von Kennzahlen aus der Literatur erortern. Die erzielten Produktkonzentratio-
nen von 40 bzw. 28 g L*! (entspricht 100 bzw. 70 mM 12-Keto-UDCA) und Raum-Zeit-Aus-
beuten von 9,0 bzw. 5,2 g L1nt, liegen deutlich iiber den von Wenda et al. (2011) genannten
Mindestwerten fiir Feinchemikalien von 1 g L*! bzw. 0,1 g L*! h!, die fiir einen wirtschaftli-
chen Prozess als notwendig erachtet werden. Das Verhiltnis Masse gebildeten Produkts / Masse
Biokatalysator liegt im Falle der Zugabe von Kofaktoren bei 28, was iiber dem von Pollard &
Woodley (2007) genannten Mindestwert von 15 und innerhalb des von Tufvesson et al. (2011)
genannten Bereichs von 10 — 35 liegt, der fiir einen wirtschaftlichen Prozess erreicht werden
muss (vgl. Abbildung 9.2). Die Kennzahlen deuten also darauf hin, dass der Prozess wirtschaft-

lich sein konnte.

Ansitze fiir weitere Prozessverbesserungen sind im Folgenden dargestellt: Fiir zwei der drei
beteiligten Enzyme wurden bisher Wildtyp-Enzyme eingesetzt, die sich hinsichtlich ihrer Stabi-
litat und Aktivitdt durch Protein-Engineering noch weiter optimieren lieBen. Speziell die starke
Substratinhibition der 3a-HSDH konnte ein lohnenswerter Angriffspunkt sein. Mit optimierten
Enzymen wire anschliefend eine neue Stammentwicklung und Prozessoptimierung nétig, bei

der gegebenenfalls die Biokatalysatormenge weiter verringert werden konnte.

Auch konnte das Expressionssystem des Ganzzellbiokatalysators noch variiert werden. Spe-
ziell bote eine Integration der Expressionskassette ins bakterielle Genom eine hohere genetische

Stabilitit und die Moglichkeit einer antibiotikafreien Zellherstellung (Striedner et al., 2010).

Auch dass mechanistische Prozessmodell konnte sich noch um die Loslichkeitskinetik
der Gallensalze und die Retention durch die Zellmembran erweitern lassen, so dass eine

vollstindige in silico Optimierung der Ganzzellbiokatalyse erfolgen konnte.
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ADH
APS

AU

B. megaterium
B. subtilis
BCA
BLAST
bp

BSA
BTM

C. aerofaciens
C. testosteroni
CA
CDCA
CIP
CMC

CV
DHCA
Dibacs[3]
DNA
dNTP
DTT

E. coli
EC
EDTA
FACS
FDH
FPLC
G6PDH
GDH

Glc
HPLC

HSDH
IMAC
IPTG
ISM
ITB
1IUB

Alkoholdehydrogenase

Ammoniumpersulfat

artificial units

Bacillus megaterium

Bacillus subtilis

Bicinchoninsidure (bicinchoninic acid)

Basic Local Alignment Search Tool

Basenpaar

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Biotrockenmasse

Collinsella aerofaciens

Comamonas testosteroni

Cholsidure

Chenodesoxycholsédure

cleaning in place

critical micellar concentration

Sédulenvolumen (column volumes)
Dehydrocholsédure
bis-(1,3-Dibutylbarbitursiure)-Trimethinoxonol
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotid-Triphosphat
1,4-Dithiothreitol

Escherichia coli

Enzyme Commission
Ethylendiamintetraessigsidure
Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting)
Formiatdehydrogenase

fast protein liquid chromatography
Glucose-6-phosphat-dehydrogenase
Glucosedehydrogenase

Glucose

Hochauflosende Fliissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography)
Hydroxysteroiddehydrogenase

Immobilisierte Metallaffinitdtschromatographie
Isopropyl-b-D-thiogalactopyranosid

iterative Sattigungsmutagenese

Institut fiir Technische Biologie

International Union of Biochemistry
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IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry
KPi Kaliumphosphat

LB lysogeny broth

LDR long chain dehydrogenase / reductase

M. vaccae Mycobacterium vaccae

MDR medium chain dehydrogenase / reductase

MOPS 3-(N-Morpholino)-propansulfonsédure

NAD Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (oxidiert)

NADH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (reduziert)

NADP Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (oxidiert)
NADPH Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduziert)
OD optische Dichte

PAGE Polyacryladmidgelelektrophorese

PCR Polymerasenkettenreaktion (polymerase chain reaction)
PTDH Phosphitdehydrogenase

RNA Ribonukleinsdure

SDR short chain dehydrogenase / reductase

SDS Natriumdodecylsulfat

SIP sterilization in place

TB terrific broth

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

TES Spurenelementlosung (frace element solution)

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Tris-HCl Tris-(hydroxymethyl)-aminomethanhydrochlorid

TTN total turnover number

UCSF University of California in San Francisco

UDCA Ursodesoxycholsdure

USD US Dollar

% (vIv) Volumenprozent

% (wlv) Gewichtsprozent auf Volumen bezogen (1 % =10 g L")



Allgemeines Material

A Allgemeines Material

A.1 Gerite

Allgemeine Gerdite:

Geriit

Hersteller

Analysenwaage Explorer 10 mg-210 g
Analysenwaage, Explorer 5 g-32 kg
Analysenwaage, Extend

Biichnertrichter, Rotilabo 156 mm
Durchflusscytometer CyFlow SL
Eismaschine AF80
Elektrophorese-Stromquelle E 802
Elektrophorese-Stromquelle peqPower 300
Elektroporationsgerit, Gene Pulser XCell
Flachbettscanner

Gefrierschrank, -20° C

Gefrierschrank, -80 °C

Gel iX Imager INTAS

Heizblock, Standard Heatblock
Hochdruckhomogenisators Ariete
Kompaktschiittler KS 15

Kiihlbrutschrank KB 400
Kiivetten-Photometer, Biomate
Kiivetten-Photometer, Genesys 10S
Magnetriihrer Variomag Monotherm
Mehrfachriihrplatte Multipoint 15
Mehrfachriihrplatte Variomag Poly 15
Mehrkanalpipetten Transferpette eletronic 10 pL -
200 uL

Membran-Vakuumpumpe Laboport
Midi-Gellaufapparatur MGU 402T
Mikrotiterplatten-Inkubator Shaker DTS-2
Mikrotiterplatten-Photometer, EL 808
Mikrotiterplatten-Photometer, Infinite M200
Mikrotiterplatten-Photometer, Multiskan FC
Mikrowelle

pH-Elektrode BlueLine 14 pH

pH-Meter CG 843

pH-Meter, Checker

Pipetten 2,5 pL, 20 pL, 100 pL, 200 pL, 1000 puL.
Pipetten 20 L, 200 uL, 1000 pL, 10 mL
Riihrplatte fiir Tank, Magnet

Saugflasche, 2 L

Ohaus, Gie3en

Ohaus, GieB3en

Satorius, Gottingen

Carl Roth, Karlsruhe

Partec, Miinster, Germany

Scotsman, Mailand, Italien

Consort, Turnhout, Belgien

peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen
BioRad, Miinchen

Hewlett-Packard, Boblingen

Liebherr, Biberach an der Riss

GFL, Hamburg

Science Imaging Instruments, Gottingen
VWR, Darmstadt

GEA Niro Soavi, Liibeck

Biihler, Hechingen

Binder, Tuttlingen

Thermo Fischer Scientic, Waltham, USA
Thermo Fischer Scientic, Waltham, USA
Variomag, USA

H+P Labortechnik, OberschleiBheim
H+P Labortechnik, OberschleiSheim
Brand, Wertheim

KnfLab, Trenton, New Jersey, USA
C.B.S. Scientific, Del Mar, USA
neoLab Migge Laborbedarf, Heidelberg
BioTek Instruments, Bad Friedrichshall
Tecan, Minnedorf, Schweiz

Thermo Scientific, Rockford, USA
BOSCH, Stuttgart

Schott, Mainz

Schott, Mainz

Hanna Instruments, Kehl am Rhein
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

2mag, Miinchen

Schott, Mainz
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Schiittelinkubator Multitron
Schiittelinkubator WiseCube
Schwingmiihle, MM 200
SDS-Gelelektrophorese-Kammer
SDS-Gelelektrophorese-Kammer
Standzentrifuge Rotixa 50 RS
Sterilbank, Variolab, Mobilion W90
Tank 200 L

Tellerseparator CSA 08
Thermocycler, Mastercycler Gradient
Thermocycler, MJMini
Thermomixer, comfort
Thermoshaker, RiO
Tischzentrifuge, Mikro 20
Trockenschrank E 28

Verbindungsstiick Vakuumpumpe und Saugflasche:

Kunststoff-Olive gerade
Vortexer, Genie 2

Vortexer, REAX top
Wasserbad Typ 1002
Wasserbad W15 C15
White/2UV Transilluminator
Wippe

Zentrifuge, Biofuge Stratos

Infors, Bottmingen, Schweiz

witeg Labortechnik GmbH, Wertheim
Retsch, Haan

OWI, Portsmouth, USA

peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Hettich, Tuttlingen

Waldner Electronics, Wangen

Riitten Engineering, Tagelswangen, Schweiz
GEA Westfalia, Oelde

Eppendorf, Hamburg

BioRad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

QUANTIFOIL Instruments, Jena
Hettich, Tuttlingen

Binder, Tuttlingen

Duran group, Mainz

Scientific Industries, Bohemia, USA
Heidolph, Kelheim

GFL, Hannover

Thermo Haake, Karlsruhe

UVP, Upland, USA

Lehrstuhl fiir Bioverfahrenstechnik, Garching
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Bioreaktorsysteme:

Geriit

Hersteller

6-Blatt-Scheibenriihrer

Bioreaktor, 75 L, LP75L
Kontrolleinheit
Riihrkesselreaktorsystem
Labfors-Reaktor, 1,2 L

Software Iris-NT Pro Version 4.11
Bioreaktor Labfors

Labfors-Reaktor, 7,5 L

Easy Load Masterflex L/S 7518-00
Schlauchpumpe ISM 444
Schlauchpumpe Periplex W1
Schlauchpumpe Periplex W2
pH-Elektrode 405-DPAS-SC-K8S/150
pH-Elektrode 405-DPAS-SC-K8S/325
pO2-Elektrode InPro 6000
pO2-Elektrode InPro 6800
Zulauf-Waage Scout Pro
Reaktorwaage QC35EDE-S

Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Bioengineering AG, Wald, Schweiz
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Infors AG, Bottmingen, Schweiz
Isamtec SA, Glattbrugg, Schweiz
Isamtec SA, Glattbrugg, Schweiz
Bioengineering AG, Wald, Schweiz
Bioengineering AG, Wald, Schweiz
Mettler-Toledo, GieBBen
Mettler-Toledo, GieBBen
Mettler-Toledo, GieBBen
Mettler-Toledo, GieB3en

Ohaus, Pine Brook, USA

Sartorius, Gottingen

FPLC-Systeme und Chromatographiesdulen(-materialien):

Gerit

Hersteller

Chromatographiesaule ECO Plus, Durchmesser:

50 mm

Chromatographie-System, AKTA pilot

GradiFrac FPLC-Einheit

Kronlab, Dinslaken

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
GE Healthcare, Uppsala, Schweden
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HisTrap FF crude Sdulen, 1 mL und 5 mL GE Healthcare, Uppsala, Schweden
IV-7 Ventil GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Pumpe P50 GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Saulenmaterial Ni-Sepharose 6 Fast Flow GE Healthcare, Uppsala, Schweden
UV-Spectrophotometer LKB Uvicord S IT 280 nm GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Filter

HPLC-Systeme und Chromatographiesdulen:
Gerit Hersteller
HPLC Autosampler, Finnigan Surveyor Plus Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
HPLC LC Pumpe, Finnigan Surveyor Plus Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
HPLC PDA Detektor, Finnigan Surveyor Plus Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
HPLC RI Detektor, Finnigan Surveyor Plus Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
HPLC Séule, Hibar 125-4 Purospher RP-18e (5 um) Merck, Darmstadt
Sterilfilter Mini Kleenpak Supor® EAV 0,2 um Pall, Fribourg, Schweiz

Querstromfiltrationssystem und Filterkassetten:
Gerit Hersteller
Cross-Flow-Filtration, SartoJet Membran Pumpe Sartorius Stedim Biotech, Gottingen
17521-110
Filterkassette, Sartocon Slice Cassette Hydrosart Sartorius Stedim Biotech, Gottingen
0,2 pm
Filterkassette, Sartocon Slice Cassette Hydrosart 10 Sartorius Stedim Biotech, Gottingen
kDa
Filterkassettenhalter Sartocon-Slice 17521 Sartorius Stedim Biotech, Gottingen

A.2 Chemikalien
Chemikalie Reinheit Hersteller Produktnummer
12-Keto-Chenodesoxycholsdure unb. PharmaZell -
12-Keto-Ursodesoxycholsdure unb. PharmaZell -
3,12-Diketo-Ursodesoxycholsdure unb. PharmaZell -
7,12-Diketo-Ursodesoxycholsédure unb. PharmaZell -
Acetonitril HPLC Ultra J.T. Baker 9017

Gradient grade

Agar-Agar unb. Carl Roth 5210
Agarose NEEO DNA-Grad Carl Roth 2267
Ammoniak, 25 % > 25% Carl Roth 5460
Ammoniumchlorid > 99,0 % Carl Roth 5470
Ammoniumeisen(III)-citrat unb. Merck 103762
Ammoniumformiat > 95 % Carl Roth 5093
di-Ammoniumhydrogencitrat unb. Merck 101155
di-Ammoniumhydrogenphosphat > 97 % Carl Roth 0268
Ammoniumperoxodisulfat (APS) > 98,0 % Merck 103762
di-Ammoniumsulfat > 995 % Merck 101217
Ampicillin Natriumsalz > 99,0 % Carl Roth K029
Antifoam 204 > 98,5 % Sigma Aldrich A6426
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bis-(1,3-Dibutylbarbitursdure)-Trimethinoxonol
(Dibacs[3])

Bromphenolblau

Calciumchlorid-Dihydrat

Chloramphenicol

Cholséure

Citronensdure-Monohydrat
Cobalt(IT)-chlorid-Hexahydrat

Coomassie Blau G 250

Coomassie Blau R 250

Dehydrocholsédure
Dehydrocholsdure-Natriumsalz
D-Glucose, wasserfrei
D-Glukose-Monohydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
1,4-Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamin-tetraessigsdure(EDTA)-
Dinatriumsalz-Dihydrat
Eisen(III)-Chlorid-Hexahydrat
Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

Glycerin

Glycerin

Hefeextrakt OHLY KAT
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-
ethansulfonsédure

(HEPES)

Imidazol

Isopropanol
Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat
di-Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kanamycinsulfat
Kupfer(Il)-Sulfat-Pentahydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Mangan(II)-Chlorid-Tetrahydrat
Mangan(II)-Sulfat-Monohydrat
2-Morpholinoethansulfonséure-H20 (MES)
[3-Mercaptoethanol

Methanol
3-(N-Morpholino)-propansulfonsidure (MOPS)
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
NAD

NADH-Dinatriumsalz
NADP-Dinatriumsalz
NADPH-Tetranatriumsalz
Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumformiat

VIV IV IV
Ne)
0
(]
<

VIV IV IV IV
Ne)
I
R

o
=
[on

V
O
\O
(e}
N

s

99,0 %
99,5 %
99 %
h. Eur.
99,0 %
99,0 %
85 %
750 I.U./mg
99,0 %
99,5 %
99,0 %
98,0 %
99,0 %
> 99,0 %
HPLC grade
> 99,0 %
> 99,0 %
“98 %
98,0 %
97 %
97,0 %
99,0 %
99,5 %
99,0 %
99,0 %
85,0 %
98,0 %

IV IV IV

g

VIVIVIVIVIVIVIVIVIV

VIVIVIVIVIVIVIVIV

Sigma Aldrich

Merck

Merck

Carl Roth
New Zealand
Pharmaceuticals
Carl Roth
Merck

Carl Roth

Carl Roth
PharmaZell
Sigma Aldrich
Carl Roth
Carl Roth

Carl Roth
Merck

Merck

Merck

Merck

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth

Dt. Hefewerke
Merck

Alfa Aesar
Carl Roth
Carl Roth
Merck
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
J.T. Baker
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Fluka
Merck
Merck
Merck
Fluka

D8189

108122
102382
3886

5110
102539
9598
3862
D3875
X997
6780
4720
111474
108418

103943
100056
5054
7870
7530
4043

110110

A10221
9866
2316
104820
P749
3907
6751
T832
102790
105886
105927
105941
106126
115433
9093
6979
2367
AE11
AE12
AE13
AE14
P029
71497
106346
106586
817034
71540
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Natriumhydroxid > 99,0 % Carl Roth 9356
Novobiocin-Natriumsalz > 90 % Sigma Aldrich N1628
ortho-Phosphorsiure 85,0 % pro analysi Merck 100563
Pepton aus Casein unb. Carl Roth 8986.1
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) > 99,0 % Carl Roth 6367
Roti-Blue 5x unb. Carl Roth Al52
Rotiphorese® 10X SDS-PAGE unb. Carl Roth 3060
Rotiphorese® Gel 40 (19:1) unb. Carl Roth 3030
Roti-Safe GelStain unb. Carl Roth 3865
Rubidiumchlorid > 99,9 Sigma-Aldrich R2252
Salzsédure 32,0 % pro analysi Merck 100319
Tetracyclin-Hydrochlorid > 90 % Carl Roth 0237
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) > 99,9 % Carl Roth 4855
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Hhydrochlorid > 99,0 % Carl Roth 9090
(Tris-HCI)
Zinksulfat-Heptahydrat > 99,5 % Merck 108883
A.3 Enzyme
Enzym Hersteller Produktnummer
DNase I Sigma Aldrich D4527
Lysozym Sigma Aldrich L6876
Phusion High-Fidelity PCR-Polymerase New England Biolabs MO0530
Phusion Hot Start IT High-Fidelity DNA Thermo Scientific F-537
Polymerase
Restriktionsenzym Bipl New England Biolabs RO585
Restriktionsenzym Dpnl New England Biolabs RO176
Restriktionsenzym EcoRI New England Biolabs RO101
Restriktionsenzym HindIII-HF New England Biolabs R3104
Restriktionsenzym Kpnl-HF New England Biolabs R3142
Restriktionsenzym Ncol-HF New England Biolabs R3193
Restriktionsenzym Ndel New England Biolabs ROI11
Restriktionsenzym NofI-HF New England Biolabs R3189
Restriktionsenzym Xbal New England Biolabs RO145
Restriktionsenzym X#hol New England Biolabs RO146
T4 DNA-Ligase New England Biolabs M0202
Tag DNA-Polymerase New England Biolabs M0267

A.4 Sonstige Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

96 Well Optical Bottom Plates
DeepWell-Platten, 2 mL

Nunc, Wiesbaden
Nunc, Wiesbaden

Filterpapier, Durchmesser 150 mm

Glasperlen, Durchmesser: 0,25-0,50 mm
Glaswaren

HisPurTM Ni-NTA Resin Spin Columns, 3 mL
HPLC-Vials

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Schott, Mainz

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
VWR, Darmstadt
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Kreuzmagnetriihrstibchen, Durchmesser: 10 mm
Kreuzmagnetriihrstibchen, Durchmesser: 20 mm
Kiivetten, Kunststoff

Kiivetten, Quartz

Parafilm

Petrischalen

Reaktionsgefifle (0,2 mL und 0,5 mL)
Reaktionsgefile (1,5 mL und 2 mL)
Reaktionsgefifle (15 mL und 50 mL)
Spritzenfilter Sterilfilter (0,2 7m)

Verschlussfolie fiir Mikrotiterplatten, Breathe Easy

Vivaspin 20 mL Zentrifugalkonzentrator,
GroBenausschlussgrenze 10 kDa

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Ratiolab, Dreieich

Hellma Analytics, Miihlheim
Pechinery, Wisconsin, USA
Starlab, Helsinki, Finnland
Eppendorf, Hamburg

neoLab, Heidelberg

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich
Millipore, Molsheim, Frankreich
Diversified Biotech, Dedham, USA
Sartorius, Gottingen

A.5 Standards und Kits

Standard / Kit Hersteller Produktnummer
100 bp DNA-Iadder extended Carl Roth T835
Bicinchonin-Saure (bicinchoninic acid, Pierce 23227
BCA), Protein Assay Kit

Desoxynukleotid (AINTP)-Mix New England Biolabs N0447S
GenElute Gel Extraction Kit Sigma Aldrich NA1I111
GenElute HP Plasmid Miniprep Kit Sigma Aldrich PLN70
GenElute PCR Clean-Up Kit Sigma Aldrich NA1020
HisPur Ni-NTA Spin Columns, 3mL Pierce 88226
Perfect Protein Marker, 10-225 kDa Novagen 69079-3
Quick Ligation Kit New England Biolabs M2200
Roti-Mark Standard Carl Roth T851

A.6 Oligonukleotide

Klonierungsprimer:

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3°)

3alpha fwd EcoRI FDHStop GAATTCGTGAAAGGAGATATACATGTCCATCATCGTGATAA
GCGG

3alpha fwd HindIII CCCAAGCTTAAGGAGATATACATGTCCATCATCGTGATAAG
CG

3alpha fwd Ndel GGAATTCCATATGTCCATCATCGTGATAAGCGG

3alpha rev HindIII CCCAAGCTTTCAGAACTGTGTCGGGCGC

3alpha rev Kpnl CGGGGTACCTCAGAACTGTGTCGGGCGC

3alpha rev Notl ATAAGAATGCGGCCGCTCAGAACTGTGTCGGGCG

7beta fwd EcoRI FDHStop GCGAATTCGTGAAAGGAGATATACATGAACCTGAGGGAGA
AGTACGG

7beta fwd Ndel GGAATTCCATATGAACCTGAGGGAGAAGTACG

7beta rev HindIII CCCAAGCTTCTAGTCGCGGTAGAACGA

7beta rev Notl ATAAGAATGCGGCCGCCTAGTCGCGGTAGAACGACC

bsGDH 3’ rev GGAAGGCCAGTTCCAGCAGTTTACCTTTGTTGCC

bsGDH 5’ fwd

GCCGCCGCCGTATTCTTAGGAATCGCC
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bsGDH fwd Ncol CATGCCATGGGTATGTATCCGGATTTAAAAGGAAAAGTCG
TC

bsGDH fwd Ndel GGGATTCCATATGTATCCGGATTTAAAAGGAAAAGTCGTC

bsGDH fwd rbs Notl AAGGAAAAAAGCGGCCGCAAGGAGATATACATGTATCCGG
ATTTAAAAGGAAAAGTCGTC

bsGDH rev EcoRI GGAATTCTTAACCGCGGCCTGCCTGG

bsGDH rev Xhol CCGCTCGAGTTAACCGCGGCCTGCCTGG

FDH fwd HindIII CCCAAGCTTAAGGAGATATATATGGCAAAGGTCCTGTGCG
TTCTT

FDH fwd Ncol CATGCCATGGCAAAGGTCCTGTGCGTTCTT

FDH fwd Ndel GGGTTTCATATGGCAAAGGTCCTGTGCG

FDH rev EcoRI CCGGAATTCTCAGACCGCCTTCTTGAACTTG

FDH rev HindIII CCCAAGCTTTCAGACCGCCTTCTTGAACTTGGC

FDH rev Kpnl CGGGGTACCTCAGACCGCCTTCTTGAACTTG

FDH rev Notl ATAAGAATGCGGCCGCTCAGACCGCCTTCTTGAACTTGG

pCOLA fwd Xbal CCGTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGG

pCOLA MCSlend fwd HindIII CCCAAGCTTATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAG

pCOLA MCSlend fwd Notl ATAAGAATGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAG

Mutageneseprimer:

Bezeichnung

Sequenz (5° — 3’)

Tbeta mut G39A fwd

Tbeta mut G39A rev

7beta mut G39D fwd

7beta mut G39D rev

7beta mut G39S fwd

Tbeta mut G39S rev

Tbeta mut G39D R40A fwd
7beta mut G39D R40C fwd
7beta mut G39D R40D fwd
7beta mut G39D R40E fwd
Tbeta mut G39D R40F fwd
Tbeta mut G39D R40G fwd
Tbeta mut G39D R40H fwd
Tbeta mut G39D R40I fwd
7beta mut G39D R40I rev
Tbeta mut G39D R40K fwd
Tbeta mut G39D R40L fwd
Tbeta mut G39D R40M fwd
7beta mut G39D R40N fwd
7beta mut G39D R40P fwd
Tbeta mut G39D R40Q fwd
Tbeta mut G39D R40S fwd
Tbeta mut G39D R40T fwd
7beta mut G39D R40V fwd
7beta mut G39D R40W fwd
7beta mut G39D R40Y fwd

CGTCGTCATGGTCGCCCGTCGCGAGG
CCTCGCGACGGGCGACCATGACGACG
CGTCGTCATGGTCGACCGTCGCGAGG
CCTCGCGACGGTCGACCATGACGACG
CGTCGTCATGGTCAGCCGTCGCGAGG
CCTCGCGACGGCTGACCATGACGACG
CGTCGTCATGGTCGACGCGCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACTGCCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACGATCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACGAACGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACTTTCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACGGCCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACCATCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACATTCGCGAGG
CGCGAATGTCGACCATGACGACG
CGTCGTCATGGTCGACAAACGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACCTGCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACATGCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACAACCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACCCGCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACCAGCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACAGCCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACACCCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACGTTCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACTGGCGCGAGG
CGTCGTCATGGTCGACTATCGCGAGG

Tbeta DF mut R41 NDT fwd
Tbeta DF mut R41 VMG fwd
7Tbeta DF mut K44Q fwd
7beta DF mut R41K fwd
7beta DFK mut K44NDT fwd
Tbeta DFK mut K44VMG fwd
AntiMid rev

CGTCGTCATGGTCGACTTTNDTGAGGAGAAGCTG
CGTCGTCATGGTCGACTTTVMGGAGGAGAAGCTG
CGTCGTCATGGTCGACTTTCGCGAGGAGCAGCTG
CGTCGTCATGGTCGACTTTAAAGAGGAGAAGCTG
GTCGACTTTAAAGAGGAGNDTCTGAACGTGCTC
GTCGACTTTAAAGAGGAGVMGCTGAACGTGCTC
CCGCCGCATCCATACCGCCAGTTGTTTACCC
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FDH mut G221D fwd

CCTGCACTACACCGACCGTCACCGCCTGC

Sonstige Primer:

Bezeichnung Sequenz (5° — 3’)
7alpha KOcheck fwd TTAATTGAGCTCCTGTACCCCACCACC
7alpha KOcheck rev GTGTTTAATTCTGACAACCTGAGACTCGAC
T7 fwd TAATACGACTCACTATAGGG
T7 term rev CTAGTTATTGCTCAGCGGT
A.7 Medien und Puffer
Bezeichnung Komponenten
LB-Medium 10 g L1 NaCl, 10 g LT Pepton aus Casein, 5 g LT Hefeextrakt
TB-Medium 12 g L! Pepton aus Casein, 24 g L! Hefeextrakt, 0,4 % Glycerin (v/v),

Minimalmedium nach Wilms
et al. (2001)

Spurenelementlosung nach
Wilms et al. (2001)

Induktionsl6sung fiir E. coli-
Bibliotheken
Aufschlusspuffer fiir E. coli-
Bibliotheken

TFB1-Medium

TFB2-Medium
HisTrap-Bindepuffer
HisTrap-Elutionspuffer
HisPur-Aquilibrierungspuffer
HisPur-Bindepuffer
HisPur-Elutionspuffer
SDS-Sammelgelpuffer, 2x
SDS-Trenngelpuffer, 4x
Laemmli-Puffer, 5x
Fairbanks A

Fairbanks B

Fairbanks C
TAE-Puffer, 10x

2,13 ¢ L't KH,PO,, 12,54 ¢ L'! K,HPO,

1,0 g L' Diammoniumhydrogencitrat, 2,0 ¢ L'! Na,SO,, 2,68 g L"!
(NH;),S0,, 0,5 g L' NH,Cl, 14,6 ¢ L'! K,HPO,, 4,0 ¢ L' NaH,PO,
x2H,0

0,5 g L'! CaCl,, 0,18 g L'! ZnSO, x 7 H,0, 0,10 g L' MnSO, x H,O,
11,13 ¢ L'! Na,—EDTA x 2 H,0, 13,9 g L'! FeCl; x 6 H,0, 0,16 g L"!
CuSO, x5H,0,0,18 ¢ L! CoCl, x 6 H,O

12 g L! Pepton aus Casein, 24 g L! Hefeextrakt, 0,4 % Glycerin (v/v),
2,13 ¢ L' KH,PO,, 12,54 ¢ L'! K,HPO,, 7 mM IPTG

50 mM Kaliumphosphat, 10 mM MgCl,, 70 kU mL! Lysozym, 50 U mL"!
DNAsel, pH 7,5

30 mM Kaliumacetat, 100 mM RbCl,, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,,
15 % (v/v) Glycerin, pH 5,8

10 mM 3-(N-Morpholino)propansulfonsdure (MOPS), 75 mM CaCl,,
10 mM RbCl,, 15 % (v/v) Glycerin, pH 6,5

50 mM Natriumphosphat, 20 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH 7.4

fiir GDH zusitzlich: 20 % Glycerin(v/v)

50 mM Natriumphosphat, 500 mM Imidazol, 500 mM NaCl, pH 7,4

fiir GDH zusitzlich: 20 % Glycerin(v/v)

20 mM Natriumphosphat, 20 mM Imidazol, 300 mM NaCl, pH 7,4

20 mM Natriumphosphat, 25 mM Imidazol, 300 mM NaCl, pH 7.4

20 mM Natriumphosphat, 250 mM Imidazol, 300 mM NaCl, pH 7,4

250 mM Tris-HCI, 0,4 % SDS (w/v), pH 6,8

1,5 M Tris-HCl, 0,8 % SDS (w/v), pH 8,8

300 mM Tris-HCI, 50 % Glycerin (v/v), 10 % SDS (w/v), 5 % (3-Mercap-
toethanol (v/v), 0,05 % Bromphenolblau (w/v), pH 6,8

25 % Isopropanol (v/v), 10 % Essigsdure (v/v), 0,05 % Coomassie Brilliant
Blau R250 (w/v)

10 % Isopropanol (v/v), 10 % Essigsdure (v/v), 0,005 % Coomassie Brilli-
ant Blau R250 (w/v)

10 % Essigsdure (v/v)

400 mM Tris, 10 mM EDTA, 1,14 % Eisessig (v/v), pH 8,0
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B Herleitungen von Geschwindigkeitsreaktionen

B.1 Ordered bi-bi-Mechanismus mit EBQ-Substratinhibition

A B P
K+1][k-1 K+2||k-2 K+3||k-3 K+4||k-4
E EA (EAB) EQ E
EPQ Kss
ks
EBQ

Abbildung B.1: Schema eines ordered bi-bi-Mechanismus mit EBQ-Substratinhibierung.

Zunichst wird folgende Gesamtreaktion definiert:

A+B=P+Q
Die Einzelreationen sind wie folgt:
E+A=EFEA
EA+B = EXY
EXY =EQ+P

EQ=E+Q
EQ+I=EIQ

Dabei existieren folgende Enzymformen:

E, EA, EXY, EQ, EIQ



B.2 Herleitungen von Geschwindigkeitsreaktionen

Die Geschwindigkeitskonstanten werden wie folgt definiert:

A+E X4 Ea Exy % pyEQ  I1+EQ0 X5 EIO
EA 5% A+E  P+EQ 2 Exy El0 2 1+E0

B+EA 2 Exy E0 4% 0+E

ExXy 2 ByEA  04E & Eo

Die Geschwindigkeitsgleichung nach Durchlaufen des King-Altman-Verfahrens ist wie folgt:

Num[A][B] — Numy[P][Q]

_ B.1
Y Const 4+ Coe f5[A] + Coe fg[B] + Coe fp[P| + Coe fp[Q] + Coe fap[A][B] + (B.1)
Coe fap|A][P] + Coe fpo[B][Q] + Coe fpo[P][Q] + Coe for[Q][1] +
Coe fapp[A][B][P] + Coe fppg[B][P[Q] + Coe fapi[A][B][I] + Coe fpo1[B][ Q][]
mit
Numy = kyikyokiskyak s Coefap = kiyrk—ok_3k_s
Num2 = k,1k72k73k74k_5 CoefBQ == k+2k+3k74k_5
Const = k_1kjak_s (kfz + k+3) Coepr = k_3k_4k_5 (k,l + kfz)
Coefs = kpkiak s(ko+ky3)  Coefor = k ik akis(ko+kys)
Coefp = kizkizkigk s Coefapp = kyrkiok 3k_s
Coefp = k_1k 2k 3k s Coefppg = kiok_3k_sk_s
Coefp = k 1k sk s(ka+ky3)  Coefapr = kitkyokizkys
Coefap = kyrkpok_s(kiz+kyq)  Coefpor = kiokisk_skis

Durch Division von Zihler und Nenner durch k_s verdndern sich die Koeffizienten wie folgt:

Numy = kyikiokyzkig Coefap = kirtk 2k 3

Num2 = k_lk_zk_3k_4 CoefBQ = k+2k+3k_4

Const = k_tkyq(k_p+ks3) Coefpg = k_3k_4 (k_1+k_2)

Coefs = kytkra(kat+kys)  Coefor = kork—a(kis/k-s)(k—o+ki3)
Coefp = kiokizkyia Coefapp = kirkiok—3

Coefp = k_1k 2k 3 Coefppg = kizk_3k—4

Coefg = k_tk_4(k_o+ky3) Coefapr = kyrkiokis(kys/k_s)

Coefap = kitkyo(kyz+kys)  Coefpor = kyokizk_4(kis/k_s)



Herleitungen von Geschwindigkeitsreaktionen B.3

Durch Substitution von [/] mit [B] und Umstellung des Nenners ergibt sich folgende Geschwin-

digkeitsgleichung:

o Num [A][B] — Numy [P][Q)] B2
Const + Coefa[A] + Coefp[B] + Coe fp[P] + Coe fp| O] ( + 7z k+5 [ ]) +
CoefaslA]1B) (1+ 2553 B]) + Coe faplA][P] +
Coe filBI[Q] (1 -+ F21B]) + Coe gl PI[Q] + Coe famrlAlIBIIP) +

Coefro|B][P][0]

mit:

Numy = kyikpokiskyig Coefap = kitkyo(kyz+kig)
Numy = k_1k_ok_3k_4 COefAP = k+1k_2k_3

Const = k_1kya (k_2 + k+3) CoefBQ = kiokizk_4

Coefy = kytkya(ko+ki3) Coefpg = k_zk_4(k_1+k_2)
Coefp = kiskizkiy Coefapp = kirkizk 3

Coefp = k_1k_2k_3 Coefppg = kyiok 3k 4

Coefo = k_ik_a(k_o+ki3)

Die Koeffizienten sind hierbei identisch zum ordered bi-bi-Mechanismus. Damit ldsst sich die
Gleichung auch mit kinetischen Konstanten gemif3 Cleland-Definition (vgl. Tabelle 3.5) dar-

stellen:

ViVa[A][B] - 2 (P][0)

(B.3)

KiaKnsV2 + KnVa[A] + KnaVa[B] + Y22 [P] 4 Vi [Q] (1 + E(ﬂ) +
ValAB] (14 % ) + xr2 )P+ S 110 (1+ 1) + 2Pl +
Y2 4]18]1P) + %= [BIIPIIQ

Hierbei miissen zusétzlich folgende zwei Inhibitionskonstanten definiert werden:

Coefpap _ (ki3 t+kia)ks
Coe fapi kyskys

Konr = (B.4)



B.4 Herleitungen von Geschwindigkeitsreaktionen

_ Coefg  Coefpg ks

. - = B.5
" Coefor  Coefpor  kis (B-)
Wobei folgendes gilt:
kiz+kig KisV2
Ky =421 g — 147" k. (B.6)
ki3 KinoV1

B.2 Mechanismus der HSDH mit konkurrierenden Gallensalzen

By EAB1

EB/Q Q

_2 1Q k+3 k.5

k+2 B1=

k+1 k1 k+5 k+4 k.4

k+8

By =—
/ \ ks

EBQ

Abbildung B.2: Schema eines ordered bi-bi-Mechanismus mit konkurrierenden zweitbindenden Substraten und
EBQ-Substratinhibierung.

EAB,
EPQ

Zunichst wird folgende Gesamtreaktion definiert:

A+B =P +0

Die Einzelreationen sind wie folgt:

E+A—=EA
EA+B = EXY;
EXY\=EQ+P
EQ=E+Q
EQ+1L =ELQ
EA+ B, = EXY,
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EXY, = EQ+ P,
EQ+5L=ELQ

Dabei existieren folgende Enzymformen:

E, EA, EXY;, EQ, EI,Q, EXY,, EL,Q

Die Geschwindigkeitskonstanten werden wie folgt definiert:

>~
x
=
+
IS
>~
+
N

A+E % EaA EQ % 0o41E EXy, % p4+EQ
EA 5% A4E 0+E % Eo PR+EQ 2 Exv,

Bi+EA 2 Exy, L+E0 % EnLo L+EQ % ELO
EXy, 5 B, +EA ELO 5 1,+EQ ELO % L+EQ
EXy, X% P+EQ B,+EA % Exv,

P+EQ 2= Exy EXY, =% B,+EA

Die Geschwindigkeitsgleichung nach Durchlaufen des King-Altman-Verfahrens ist wie folgt:

i [P](Q]B2] + ma[B1][Q)[P2] — 13 AP [Ba) + nafA] B ] [P2] —
dfp] ns[A1][0] +nelA][B1] ®7)

T T T di[QIBAIP] + Q[ ][Bz]+d3[Q][111][Bz]+d4[P1][Q][Bz]+
ds|B1]|Q][P] + do[B1][Q][ 2] + d7[B1][Q][11] + ds[B: ] [P1][Q] +

do[A][Ba][Po] + dio[A] L] [B2] + dii [A][11][B2] + di2 [A] [P1][B2] +

di3[A][B1][P2] + d1a[A][B1][l2] + d15[A][B1][11] + di6[A][B1][P1] +

d17[Q][P] +d18[Q][Ba] + d19[Q][ ] + d2o[ Q][] + d21 [P1][Q] +

dy2[B1][Q] + do3[A][Po] 4 doa[A][B2] + dos[A][Pr] + dag [A] [B1] +
do7[P2] + dag|Ba] + dag[Q] + d30[P1] + d31[B1] + d32[A] + d33

mit
n = k_zk_3k_4k,5k+6k+7k_8
ny = kiokyzk a4k sk ¢k 7k g
ny = kyikok 3k skieki7k_g

ng = kiikyokizk sk _¢k_7k_g
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dis

di7
dig

do
dr
dr
dr3
dry
dys
dae
dy7
drg
dry
d3o
d3;
d3;
d33

k_1k ok 3k _4k_s(k_¢+ki7)k_g
kirkyokyskiak s(k_¢+ki7)k g
(koo +ky3)k_sk_sk_7k ck_g
kyokirkis(k—o+ki3)k_ak_s
kyskieky7(k—o+ki3)k gk g
kio(k—2+ki7)k-3k_ak_sk_g
kiok_ak_s(k_¢+ki3)k_7k_g
kiokyskigk gk _s(k_¢+ki7)
kyokyakysk_a(k_¢+ki7)k—g
kiok 3k sk _s(k_¢+ki7)k_g
kitkig(k—o+ki3)k_sk_7k_g
kirkyekirkyg(k2+ki3)k_s
kyrkyskyekyq(ka+ki3)kg
kyrkie(k—o+ki7)k_3k_sk_g
kiikiok_s5(k—¢+ki3)k_7k_g
kitkyokiskygk s(k_¢+ky7)
ki1kiokyskys(kg+ki7)ksg
kirkiok 3k s(k_¢+ki7)k_g
(k2 +ky3)k sk s(k_¢+k_1)k_7k_g
kyeki7(k—o+kiz)k_ak sk g
kigk_1(k—o+ki3)k_ak_s(k_¢+ki7)
kysk_y(k—o+kis)k—a(k_¢c+ky7)k_g
(k_p+k_1)k_3k_sk_s(k_¢+ky7)k_g
kiokisk 4k _s(k_¢+ki7)k_g
ki1(k—o+ki3)k_sk_ck_7k_g
kirkio(ke7 +kia)(k—2+ki3)k_sk—g
kitk ok sk _s(k_¢+ky7)k_g
kitkio(kya+kis)k—s(k—c+ki7)k—sg
koy(k—a2+ki3)k_sk_ck_7k_g

(k— +ky3)kak_skicky7k—g

k_1 (k,2 + k+3)k74k_5 (k_6 + k+7)k,g
k_1k_pk_sk_s(k_¢+ky7)k_g
kiokyskiak s(k_¢+ki7)k_g
kitkia(k—o+kiz)k_s(k_¢+ky7)

k_g
kiak_1(k_o+ky3)k_s5(k_g+ki7)k_g

Mit der Annahme, dass nicht zwischen By und B, bzw. zwischen P; und P> oder zwischen [;

und /; unterschieden wird, gilt folgendes:
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k> =kie
koo =k g
ki3 =ky7
k 3=k -
kis=kys
ks=k g
Somit gilt fiir die Koeffizienten:
n = k_zk_3k_4k_5k+2k+3k_5
ny = kiokysk_ak_sk_ok_3k_s
ny = kyitk ok 3k _skiokizk s
ng = kitkiokisk sk_ok 3k s
ns = k_1k_ok_3k_sk_s(k_o+4ky3)k_s
ne = kiikiokiskiak s(k—o+ki3)k-s
dy = (k_p+ky3)k_ak_sk_zkirk_s
dy = kyokizkys(ko+ky3)k_4k_s
dy = kyskiokis(ko+ki3)k 4k s
dy = kyolk_o+ky3)k_3k_sk_sk_s
ds = kyok_ak_s(k_o+kiz)k_3k_s
de = kyokizkysk sk _s(k_2+ki3)
d7 = kyokizkysk 4(k_o+ki3)k_s
dy = kyok 3k_gk_s(k_o+4ky3)k_s
dy = kyikio(k—o+ki3)k_sk_s3k_s
dio = kitkyokizkys(k o +k3)k_s
dii = kyrkyskiokiz(ko+kiz)k_s
dip = kyikyo(ko+ky3)k 3k_sk_s
diz = kytkyok s(ko+ky3)k_3k s
dia = kyrkiokiskisk_s(k—2+ki3)
dis = kitkyokzkys(ko+k3)k_s
die = kyrkjok 3k_s(k_o+ki3)k_s
di7 = (keo+kis)k_ak_s(k—p+k_1)k_3k_5
dig = kpokys(ko+ki3)k gk sk_s
dig = kysk 1(ko+k3)k gk s(k2+ki3)
dyo = kuisk_y(k_p+kiz)k_g(k—o+ki3)k_s
dy = (k,2 +k71)k,3k74k_5(k72 —|—k+3)k_5
d» = k+2k+3k_4k,5(k_2 + k+3)k,5
dyy = kyi(k_o+ki3)k_sk_ok_3k_s
dy = kytkyo(ky3+kig)(k_o+ky3)k_sk_s
dys = kitk_ok_3k_s(k_o+ki3)k_s
d = kytkyo(kya+ky3)k sk o+kiz)k_s
dyr = k_y(k—g+ki3)k_sk_ok_3k_s

dg = (k_o+ky3)kyak skiokisk s
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dr9
d3
d3;
d3
d33

k_1(k—g+ki3)k_ak_s(k_p+ky3)k_s
k_1k_ok_3k_s5(k_2+ki3)k_s
kiokyskiak s(k2+ky3)k_s
kitkia(k—o+ki3)k_s(k—o+ki3)k_s
kiak_1(k_o+ky3)k_s(k_o+ki3)k_s

Nach Kiirzen von (k_; +k3)(k_s)? und Umformung des Nenners sowie Substitution von [/{]

mit [B;] und [l;] mit [B;] ergibt sich folgende Geschwindigkeitsgleichung:

k+2k_2k+3k_3

Numi[A][B1] — Numy[P][Q] +

(ks1[A]+ k4 [Q]) ([B1][P2] = [B2][P1])

LV Kot
dt Const + Coefs[|A] + Coefp (|B1] + [B2]) + Coefp ([P1] + [P2]) +
Coefol] (1+ 2 ([B1] +[B2]) ) +
kisk
Coe fuslA] (1B1] +[Ba]) (1+ G (1B1] + B2))) +
CoefaplAl ([P] +[P]) +
Coefig ([B1] + B [0] (1+ £ (1B1] + Ba]) ) +
Coefpg ([P1] + [P2]) [Q] + Coefapp[A] ([B1] + [B2]) ([P1] + [P2]) +
Coefppo ([B1]+ [Bz]) ([P1] +[P2]) [Q]
mit

Num, = ne = kyikyokyskia
Numy ns k_1k_ok_3k_4
Const ds3 k_1kyis (k,Q + k+3)
Coefy d3 kitkyq(ko+ki3)
Coefp drg = d3 kioky3kia
Coefp dy7 = d3o k_1k_2k_3
Coefg dag k_tk_4 (ko +ki3)
Coefap = dog=dss = kyikyo (ki3 +kig)
Coefap = dyz3=dps = kytk 2k 3
Coefpg = dig=dx» = kizkizk 4
Coefpp = di7=dy = k_zk_4(k_1+k_2)
Coefppp = do=dip=di3=di¢ = kiikiok 3
Coefppg = di=ds=ds=dg = kyok 3k 4

(B.8)
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Da durch die Annahme, dass die Geschwindigkeitskonstanten beider Substratreaktionen iden-

tisch sind, gelten muss:

[Bi] _ [B2]
W = ) (B.9)
fiihrt das zu:
[B1][P2] — [B2][P1] =0 (B.10)
und somit:
v— d[Pl] _ Numl[A] [Bl] —Numz[Pl][Q] (B 11)
dt Const +Coe f4[A] + Coefp ([B1] + [B2]) +Coefp ([P1] + [P2]) + '

Coefol0) (142 ([B1] + [B2)) ) +
Coe fuslA] (1B1] + [B]) (1+ s (1Ba] + B2])) -+
CoefaplA] ([P1] +[P2]) +
Coe g (B1] + B2]) (0] (1+ 122 (1Ba] + [Ba]) ) +
Coe fpg ([P1] + [P2]) [Q] + Coe fapp[A] ([Bi] + [Bz]) ([P1] + [P2]) +
Coe fppg ([B1] + [B2]) ([P1] + [P2]) [Q]

Die Geschwindigkeitsreaktion ldsst sich wiederum mit kinetischen Konstanten gemif3 Cleland-

Definition darstellen:

ViVa[A][B1] - %[HHQ]
KiaKnpV2 + KnpV2[A] + Kina V2 ([B1] + [B2
0] (1+ (BB ) vy a) (1] + [Bal) (1+ L ) 4
RSP IA) (] + [Pa]) + S (181 + o)) @) 1+ (202D
¥ (P [B2)) Q)+ 211 (81 + [B2)) (P + [P2]) +
|

te ([B1] + [Ba]) ([P1] + [P2]) Q]

(B.12)
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B.3 Mechanismus der GDH mit konkurrierenden Kofaktoren

B P
A1 k+2[|k-2 EA1B k+s||k-3 Q1
k-1 EA1 (EPQ1 ) EQ1 K+
K+1 K4
E E
k+5 k.s
ks EA, (EA2B EQ2 k+s
Ay ksslfks |EPQy| ker|lks Q,
B P

Abbildung B.3: Schema eines ordered bi-bi-Mechanismus mit konkurrierenden erstbindenden Substraten.

Zunichst wird folgende Gesamtreaktion definiert:

Al—l—B:‘P—l—Ql

Die Einzelreationen sind wie folgt:

E+A = FEA
EA1+B=EXY;
EXY\=EQ+P
EQi=E+Q
E+A, = FEA)
EAy+B=EXY,
EXY, =EQ,+P
EQy=E+Q

Dabei existieren folgende Enzymformen:

E, EA;, EXY), EQ), EAs, EXY;, EQ)

Die Geschwindigkeitskonstanten werden wie folgt definiert:
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B.11

P
x
>~
+
I~
P
+
~

A+E XY Ea, EO, 4 0, +E EXy, % PyEQ,
EA, % A +E 0,+E % Eo P+EQ, % Exv,

B+EA, 2 Exy A+E 55 Ea, EQ, X% 0,4E
EXYy, 2 B+EA EAy = A +E 0,+E 2 EQ,
EXy, X% P+EQ, B+EA, 2% Exv

P+EQ, = Exv EXY, % B+EA,

Die Geschwindigkeitsgleichung nach Durchlaufen des King-Altman-Verfahrens ist wie folgt:

—n1[Q1][P)* — n2[Q1][B][P] + n3[A1][B][P] + na[A4][B]* —
s dlod _ ns[Q1][P] +ne[A1][B]
dt d1[Q2][B][P]* + d2 Q2] [BI*[P] + d3[A2][B][P]* + da[A2] [B)* [P] +

Pl [B][
ds[Q1][B][P]* + ds[Q1][B]*[P] + d7[A1][B][P]* + ds[A1] [B]*[P] +
do[Q][P]* + d10[ Q2] [B][P] + d11]Q2][B]* + d12[A2] [P]* +
d13[A2][B][P] + d14[A2][B]* + di5[Q1][P)* + d16[Q1] [B] [P] +
d7(Q1][B]? + dis[A1][P]* +di1o[A1][B][P] +dao[A1][B]* + da1 [P]* +
d22[B][P] +d23[B]* +d24[Q2][P] +das [ Q2] [B] + das[A2][P] +
dp7[Az][B] + dog[Q1][P] + d2o[ Q1] [B] + d30[A1][P] + d31[A1] [B] +

d3[P] + d33[B) + d34[ Q] + d3s[As] + d36[Q1] + d37[A1] +d3g

mit

n = k,1k72k73k,4k_5k_6k,7

ny = k,1k72k73k74k+6k+7k+3

ny = kyikpokiskiak sk ck—7

ng = kyrkpokyskyakyekikg

ns = k_jk_ok_3k_ak_Sk_gkys —k_1k_rk_3k_sk_sky7kg
ng = kyrkyokizkiak sk ckig+kiikiokyskiak sky7kg
di = k_1k_ok_ 3k ek_7k_g

dy = kyokyszkiskick 7k g

di = k_1k_ ok _3kiskiek_7

dy = kiokiskyakiskick—7

ds = kyok 3k_4k sk _ck_7

ds = kiok 3k _skigki7kig

d7 = kiikpok 3k sk _¢k_7

ds = kirkyokskieki7kys

dy = k_ 1k ok 3k ¢k 7k_g+k 1k 2k 3k sk _7k_g

(B.13)
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d1o
di
di2
di3

diy4

d1
dy»
dr3
dry

das
dae
dy7
dosg
dho
d3o
ds
ds;
ds3
d34
d3s
d36

dz7

kiokiskiak _ek_7k_g+k_1k_skisk ck_7k_g+k_1kizkiakick_7k_g
+kiokizkiak _sk_7k_g+k_1k_ok_ 3k, gki7k_g

kiokizki akicki7k_g

k_1k_ok_3kysk_ck_7

kiokiskiak sk _ek_7+k 1k okiakyskyek 7+k 1k 2k 3k, sk, ckisg
+k_1kizkiakskick_74+k_1k_ok_3k sk ek 7
kiokiskiakiskickis+kiokiskiakyskickyr
k_ok_3k_4k_sk_gk_7+k_1k_3k_4k_sk_gk_7

k_ok_3k_sk ek 7kig +k_1k_3k_akiecki7ki8+kiok_3k_ak_sk_ckg
+hyok_3k_ak_skiqkig+kiok 3k _sk_sk_ck_7
kiokysk_akycki7ks

ky1k 2k 3k _sk_ck 7
ki1k_ok_3kyeki7kyg +ki1kokiak sk ek_7+ki1kiok 3k sk _¢kig
+ky1kyok 3k _ski7kig+ki1kioki3k sk ck—7
kirkiokiakycki7kis +ki1kiokyskicky7ks

k 1k ok 3k sk gk -

k_1k_sk_s3kieki7kig +kiok 3k iak_sk_gk_7

kiokizk ak ek 7k g

k_1k_okiak ¢k _7k_g+k_1ki3ki4k _ck_7k_g+k_1k_2kiak sk _7k_g
+k_1kyskiak sk_7k_g+k_1k_ok_3k_sk_ck_g+k_1k_ok 3k _ski7k_g
k 1k _okyskeki7k g +k _1ki3kiak 6k 7k _g+kioky3kiqk sk ¢k g
+kiok 3k yak _ski7k_g

k_1k_okiakysk ck—7+k_1k_ok 3k sk _ekig+k_1k ok 3kiski7kig
+hk_1ky3kiakisk_ck—7
kyokiskyakysk_ckig+kiokyskiakyski7kig+k 1k okiqkyskiekisg
tk_1ky3kyakyskickys +k_1k_okyakyskicki7+k_1kizkiakyskickiq
k ok 3k _sk_sk_ckyg+k 2k 3k sk _ski7kig+k 1k 3k _4k_sk_¢kig
+k_1k_3k_gk_skirkig+k_1k_rk_sk _sk_ck_7+k_1kizk_gk_sk_gk_7
k_1k_sk_akeki7kig+k_1ky3k_akicki7kig+kyoki3k_ak_sk_ckyg
+hokisk_ak_skigkys
ki1k—okiak_sk_ck—7+ki1k—ok_3k_sk_ckig+ki1k—ok_3k_sky7kig
+k1kyskiak sk gk 7
kiik_okiakicki7kis+ki1kiskiakyoky7hys +kyrkyokyak sk_ckig
+ki1kiokiak_skiqkig+kiikiokisk _sk_ckys +ki1kyokysk_ski7kig
k_1k_2kyak sk _ck—7+k_1k_2k 3k _sk_ckig+k_1k_ok_3k_ski7kig
+hk_1kiskyak_sk_ck_7

k_1k—okiak cki7kis+k_1kiskiakyek 7k s +kyoky3kiak sk ckisg
+kiok 3k yak_ski7kys

k_1k_oky4k sk ek g+k 1k okiak sk 7k _g+k_1ki3k sk sk gk g
+hk_1ky3kiak_ski7k_g
k_1k_okyakysk_ckig+k 1k okiakyski7kig+k_1kyzkiqkisk_ekig
+k_1ky3kiak i ski7k,g
k_1k_ok_4k_sk_ck g +k_1k_ok_sk_sk 7k, g+k_1ki3k_sk_sk_gkg
+k_1ky3k 4k _ski7kyg

ky1k_okiak sk _ckig+ki1k_okiak ski7kig+ki1kyskiqk sk _ekig
tki1k3kyak_ski7kys
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dzg

k 1k _okyak_sk_ckig+k 1k okiak_ski7kig+k_1ky3kisk_sk_¢kig
+k_1ki3kiak_ski7kig

Durch Vernachlissigung von [P] vereinfacht sich die Gleichung wie folgt:

_d[Q1] na[A1][B] + ng[A1] [B]
V= = 5 3 3 5 3 (B.14)
dt d11[Q2][B]” + d1a[A2][B]” + d17[Q1][B)” + d2o[A1][B]” + da3[B]* +
do5(Q2][B] + d27[A2][B] + dao[Q1][B] + d31[A1][B] + d33[B] +
d34|Qs] + das|Az] +d36[Q1] +d37[A1] +d3g
mit:
ng = kyrkyokyskys-kieky7kys
ne kytkiok 3k g-k_skig(k_¢+ki7)
dn kioki3kia-kicki7k_g
di4 kiokyskig-kyskie(ki7+kig)
di7 kiokysk_a-kicki7kyis
dao kitkyo(kys+kia) kyekirkig
dr3 kiokizkia-kicki7k g
d»s k_1kyq(kop+ki3) -kickik_g+kiokiskia -k_sk_g(k_¢+ki7)
dy7 kiokyzkys -kiskig(k_e+ki7)+k_tkis(k—o+ki3) kiskie(ki7+kyig)
dy = k rk_g(k_o+ky3) -kpekiqkyg+kiokisk_g4-k_skig(k_¢+ky7)
dz; = k+1k+4 (ko +ky3) -kyekirkig+ky1kyo (kyz+kia) -k skyg(k_¢+ki7)
dy3 = korkya(ko+ki3) -kyekyrkyig+kiokiskig -k skyg(k_¢+ki7)
dyy = koikya(ko+ky3) -k sk g(k_cki7)
dzs = k_1kig(kp+ki3)- k+5k+8 (k_gki7)
dyg = k_tk_g4(k_o+ki3) -k_skig(k_ski7)
dy = k+1k+4 (ko +ky3) k_skig(k_cki7)
dzg = k_ikig(k_o+ki3) k_skig(k_gky7)
beziehungsweise:
ng = Vi1Kpap
ne Vi1Kia 2 Kinp 2
di (Kima,1Kma2)/Kig2 = do3 /Kig 2
dy4 Kna 1
di7 (Kina,1Kma2) /Kig1 = d23/Kig.1
dxo K
dr3 K1 Kina 2
dys (Kia,1 KmB,1Kma 2 + Kna 1KiapKmp 2) | Kig2 = d33 /Kig 2
dy; = Kua1Kup2+ Kia,1Knp 1
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dy = (Kia,1KmB,1Kmna2 + Kna,1Kia2Kimnp2)/Kig.1 = d33/Kig1
dy1 = Kup1Knap+Kia2Knp2

dy3 = Kig,1KnB1Knap + Kina 1 Kia 2K 2

dzs = (Kia,1KnB,1Kia2Kmnp2)/Kig2 = dsg/Kig

dys = Kig,1Knp1Knp2

dzs = (Kia,1KmB,1Kia,2Kmp2)/Kig1 = d3g/Kig2

d37 = KmB,lKia,ZKmB,Z

d3s = Kig,1KmB1Kia2Kinp2

Durch Umformung und Kiirzen von K5 1K ergibt sich folgende Geschwindigkeitsglei-

chung:
,_dlo] _ Vit ( K 2K Kus +K"a’2K£fB]ﬂl) (B.15)
dt (KmA,z[Al] + Kina,1[A2] + Kina, 1 Kina 2 - <1 +x [Ql] + [Q_ql>) KE,,BQJ K,[fg,z +
Kia2[A1] 4+ Kina 1[A2] + Kna 1 Kig 2 - ( 1+ ,[(Q—ﬂ + 1[<Q—,fl Kﬂl +
Kia1[A2] + Kna2[A1] + Kna2Kia1 - (1 + % @ + 1[(,—,,21 ; Kﬂz +
(Kza2[A1] + Kia,1[A2] + Kig,1 Kia 2 - <1 + 1[<Q1] + 1[<,ql>)

Fiir sehr groie [B]/K,,,1 und zugleich [B]/K;p > gilt zudem:

Vi.1lA1]
[A1]+ <1 + K[Aj]z + }(Qq'] + I[<,_(,l> Kina 1

VR

(B.16)
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C Verlaufskurven fiir Parameterschiatzung

C.1 Verlaufskurven der Glucosedehydrogenase (GDH) mit NAD
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Abbildung C.1: Verlaufskurven der GDH mit «-D-Glucose als Substrat und NAD als Kofaktor. Gezeigt sind die
Ansitze 1 bis 5, die Triplikate sind mit a, b und ¢ bezeichnet. Die experimentellen Daten sind durch weifle Kreise
dargestellt wihrend die gemi3 Gleichung 8.4 angepassten Reaktionsverldufe als durchgezogene Linien abgebildet
sind. Die NADH-Konzentrationen wurden photometrisch durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die
Reaktionen fanden im 250 uL-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0 statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in
Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung C.2: Verlaufskurven der GDH mit o-D-Glucose als Substrat und NAD als Kofaktor. Gezeigt sind die
Ansitze 6 bis 12, die Triplikate sind mit a, b und ¢ bezeichnet. Die experimentellen Daten sind durch weille Kreise
dargestellt wihrend die gemif Gleichung 8.4 angepassten Reaktionsverldufe als durchgezogene Linien abgebildet
sind. Die NADH-Konzentrationen wurden photometrisch durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die
Reaktionen fanden im 250 uL-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0 statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in
Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung C.3: Verlaufskurven der GDH mit «-D-Glucose als Substrat und NAD als Kofaktor. Gezeigt sind die
Ansitze 13 bis 18, die Triplikate sind mit a, b und ¢ bezeichnet. Die experimentellen Daten sind durch weile Kreise
dargestellt wihrend die gema8 Gleichung 8.4 angepassten Reaktionsverldufe als durchgezogene Linien abgebildet
sind. Die NADH-Konzentrationen wurden photometrisch durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die
Reaktionen fanden im 250 uL-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0 statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in
Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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C.2 Verlaufskurven der Glucosedehydrogenase (GDH) mit NADP
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Abbildung C.4: Verlaufskurven der GDH mit «-D-Glucose als Substrat und NADP als Kofaktor. Gezeigt sind die
Ansitze 1 bis 6, die Triplikate sind mit a, b und ¢ bezeichnet. Die experimentellen Daten sind durch weifle Kreise
dargestellt wihrend die gemif3 Gleichung 8.4 angepassten Reaktionsverldufe als durchgezogene Linien abgebildet
sind. Die NADPH-Konzentrationen wurden photometrisch durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die
Reaktionen fanden im 250 uL-Ma@stab bei 30 °C und pH 7,0 statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in
Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung C.5: Verlaufskurven der GDH mit o-D-Glucose als Substrat und NADP als Kofaktor. Gezeigt sind die
Ansitze 7 bis 12, die Triplikate sind mit a, b und ¢ bezeichnet. Die experimentellen Daten sind durch weifle Kreise
dargestellt wihrend die gemaB Gleichung 8.4 angepassten Reaktionsverldufe als durchgezogene Linien abgebildet
sind. Die NADPH-Konzentrationen wurden photometrisch durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die
Reaktionen fanden im 250 uL-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0 statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in
Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung C.6: Verlaufskurven der GDH mit o-D-Glucose als Substrat und NADP als Kofaktor. Gezeigt sind die
Ansitze 13 bis 18, die Triplikate sind mit a, b und ¢ bezeichnet. Die experimentellen Daten sind durch weile Kreise
dargestellt wihrend die gemiBl Gleichung 8.4 angepassten Reaktionsverldufe als durchgezogene Linien abgebildet
sind. Die NADPH-Konzentrationen wurden photometrisch durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die
Reaktionen fanden im 250 uL-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0 statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in
Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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C.3 Verlaufskurven der 73-Hydroxysteroiddehydrogenase (7(3-HSDH)
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Abbildung C.7: Verlaufskurven der 73-HSDH mit DHCA und 3,12-Diketo-UDCA als Substrat-Produkt-Paar
sowie NADP und NADPH als Kofaktoren. Gezeigt sind die Ansdtze 1 bis 12, die Duplikate sind mit a und b
bezeichnet. Die experimentellen Daten sind durch weile Kreise dargestellt wéihrend die geméfl Gleichung 8.7
angepassten Reaktionsverldaufe als durchgezogene Linien abgebildet sind. Die NADPH-Konzentrationen wurden
photometrisch durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die Reaktionen fanden im 250 pL.-Maf}stab bei
30 °C und pH 7,0 statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung C.8: Verlaufskurven der 73-HSDH mit DHCA und 3,12-Diketo-UDCA als Substrat-Produkt-Paar
sowie NADP und NADPH als Kofaktoren. Gezeigt sind die Ansétze 13 bis 26, die Duplikate sind mit a und b
bezeichnet. Die experimentellen Daten sind durch weifle Kreise dargestellt wihrend die geméll Gleichung 8.7
angepassten Reaktionsverldufe als durchgezogene Linien abgebildet sind. Die NADPH-Konzentrationen wurden
photometrisch durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die Reaktionen fanden im 250 pL.-Maf}stab bei
30 °C und pH 7,0 statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung C.9: Verlaufskurven der 73-HSDH mit DHCA und 3,

sowie NADP und NADPH als Kofaktoren. Gezeigt sind die Ansétze 27 bis 40, die Duplikate sind mit a und b

bezeichnet. Die experimentellen Daten sind durch weille Kreise dargestellt wihrend die gemdB Gleichung 8.7
angepassten Reaktionsverldufe als durchgezogene Linien abgebildet sind. Die NADPH-Konzentrationen wurden

photometrisch durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die Reaktionen fanden im 250 pL.-Maf}stab bei

30 °C und pH 7,0 statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung C.10: Verlaufskurven der 3ac-HSDH mit DHCA und 7,12-Diketo-UDCA als Substrat-Produkt-Paar so-
wie NAD und NADH als Kofaktoren. Gezeigt sind die Ansitze 1 bis 12, die Duplikate sind mit a und b bezeichnet.
Die experimentellen Daten sind durch weifle Kreise dargestellt wihrend die gemél Gleichung 8.17 angepassten
Reaktionsverldufe als durchgezogene Linien abgebildet sind. Die NADH-Konzentrationen wurden photometrisch
durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die Reaktionen fanden im 250 uL.-MaBstab bei 30 °C und pH 7,0
statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung C.11: Verlaufskurven der 3a-HSDH mit DHCA und 7,12-Diketo-UDCA als Substrat-Produkt-Paar so-
wie NAD und NADH als Kofaktoren. Gezeigt sind die Ansétze 13 bis 26, die Duplikate sind mit a und b bezeichnet.
Die experimentellen Daten sind durch weile Kreise dargestellt wihrend die gemal Gleichung 8.17 angepassten
Reaktionsverlaufe als durchgezogene Linien abgebildet sind. Die NADH-Konzentrationen wurden photometrisch
durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die Reaktionen fanden im 250 uL-Mafstab bei 30 °C und pH 7,0
statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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Abbildung C.12: Verlaufskurven der 3a-HSDH mit DHCA und 7,12-Diketo-UDCA als Substrat-Produkt-Paar so-
wie NAD und NADH als Kofaktoren. Gezeigt sind die Ansétze 27 bis 40, die Duplikate sind mit a und b bezeichnet.
Die experimentellen Daten sind durch weile Kreise dargestellt wihrend die gemal Gleichung 8.17 angepassten
Reaktionsverlaufe als durchgezogene Linien abgebildet sind. Die NADH-Konzentrationen wurden photometrisch
durch Extinktionsmessung bei 340 nm ermittelt. Die Reaktionen fanden im 250 uL-Mafstab bei 30 °C und pH 7,0
statt. Die detaillierten Reaktionsbedingungen sind in Abschnitt 4.5.7 aufgefiihrt.
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D.1

D Sonstiges

D.1 TUPAC-Nomenklatur fiir Nukleinsauren

Abkiirzung Bedeutung Abkiirzung Bedeutung

A A S G/C

T T w A/T

G G H A/C/T

C C B G/T/C

R G/A v G/C/A

Y T/C D G/T/A

M A/C N G/T/A/C

K G/T

D.2 TUPAC-Nomenklatur fiir Aminosauren

Aminosiure Drei- Ein- Aminosidure Drei- Ein-
Buchstaben- Buchstaben- Buchstaben- Buchstaben-
Code Code Code Code

Alanin Ala A Methionin Met M

Cystein Cys C Asparagin Asn N

Asparaginsdure  Asp D Prolin Pro P

Glutaminsdure  Glu E Glutamin Gln Q

Phenylalanin Phe F Arginin Arg R

Glycin Gly G Serin Ser S

Histidin His H Threonin Thr T

Isoleucin Ile | Valin Val \"

Lysin Lys K Tryptophan Trp W

Leucin Leu L Tyrosin Tyr Y
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