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Zusammenfassung

Ziel der vorgelegten Arbeit war die Untersuchung der enzymatischen Oxidation von
Fettsauren mit P450 Monooxygenasen. Dabei stand die Hydroxylierung von gesattigten
Fettsauren bzw. die Verdnderung der Hydroxylierungsposition im Vordergrund.
Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYP) konnen molekularen Sauerstoff unter
Aufnahme von zwei Elektronen aktivieren, wodurch ein Sauerstoffatom auf ein Substrat-
Molekul Gbertragen wird, das andere Sauerstoffatom tritt bei der Reaktion in Form von
Wasser aus [1]. Die Elektronen fir die Katalyse stammen von Cofaktoren (meist NADH
oder NADPH) und werden mittels Elektronentransferproteinen auf das Hameisen von

P450 Monooxygenasen Ubertragen [2].

Im Gegensatz zu den meisten anderen P450-Enzymen sind die Enzyme der
Subfamilien CYP102A und CYP152A nicht von Redoxproteinen abhangig. Bei
CYP102A-Enzymen handelt es sich um Fusionsproteine, die aus einer
Monooxygenase- und einer FAD/FMN-enthaltenden Reduktasedomane bestehen [3].
Die Elektronen werden vom Cofaktor NADPH auf die Reduktase ubertragen. Der
schnelle Elektronentransfer im CYP102A-System fuhrt bei der Umsetzung mit
naturlichen Substraten (mittel- und langkettige Fettsduren) zu den héchsten fur P450

Monooxygenasen gemessenen Umsatzraten (>1000 min™) [4].

Bei CYP152A1 handelt es sich genau genommen um eine Peroxygenase, die
Wasserstoffperoxid als Elektronen- und Sauerstoffquelle nutzt [5]. Mit langsameren
Raten ist jedoch auch eine Katalyse mit molekularem Sauerstoff unter Verwendung von

Elektronentransferproteinen maoglich [6].

Die CYP102A-Enzyme und CYP152A1 unterscheiden sich in der Regioselektivitat der
katalysierten Hydroxylierung. Wahrend CYP102A-Enzyme Fettsduren in subterminalen
Positionen (w-1 bis w-3) hydroxylieren, erfolgt durch CYP152A1 die Hydroxylierung in
a- und B-Position. Die Verschiebung der Hydroxylierung der Capryl-, Caprin- und
Laurinsaure nach y- und &-Position wirde in Hydroxysauren resultieren, die direkte
Vorlaufer von Lactonen darstellen. Lactone sind interessante Geruchs- und Aromastoffe

mit fruchtigem Charakter (Pfirsich, Kokosnuss).

Fur CYP152A1 wurden mit Hilfe des rationalen Protein-Designs verschiedene Mutanten
erstellt, die eine im Vergleich zum Wildtyp verdnderte Fettsaurebindestelle enthalten.
Allerdings erwies sich nur der CYP152A1-Wildtyp als aktiv. Die erstellten Mutanten

lieBen sich zum Teil exprimieren, waren jedoch fur die Umsetzung von Fettsauren nicht
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produktiv. CYP102A7 lie3 sich erfolgreich exprimieren und konnte in dieser Arbeit
charakterisiert werden. CYP102A7 hydroxyliert Fettsduren hauptséchlich in w-2-
Position, daneben werden noch w-1- und w-3-Position hydroxyliert. Daher ist
CYP102A7 nicht fur die Entwicklung einer y- oder &-Hydroxylase pradestiniert. In
Gegenwart des polaren Lésungsvermittlers DMSO zeigt CYP102A7 hohe Aktivitat. Die
Stabilitat gegentiber Losungsvermittlern ist besonders interessant fir die Entwicklung
von Prozessen mit hydrophoben Substraten. Neben Fettsduren akzeptiert CYP102A7

auch Terpenoide als Substrate.

Es wurden bereits zahlreiche Untersuchungen an CYP102A1 (P450 BM3) durchgefihrt.
Verschiedene Kristallstrukturen (mit und ohne Substrat komplexiert) machen das

Enzym zugéanglich fir Methoden des rationalen Protein-Designs.

Um die Regioselektivitat der Fettsdurehydroxylierung von w-1- bis w-3-Position in
Richtung y- und &-Position zu verschieben, wurden Methoden der gerichteten Evolution
und des rationalen Protein-Designs angewendet. Mit Hilfe eines in der Arbeit
entwickelten Assays, mit dem Uber 6000 Mutanten analysiert wurden, war es nicht
maoglich eine wesentliche Verschiebung im Vergleich zum Ausgangsenzym zu erhalten.
Allerdings wurden durch rationales Protein-Design Positionen identifiziert, die fir eine
zielgerichtete Veranderung des Produktmusters vorteilhaft sind. Mit der Mutante S72Y
V78A F87A wurden, gemessen am Gesamtprodukt, 16% 6-, 5% y- und 9% -

Hydroxylaurinsaure erzeugt.
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Abstract

The aim of this work was the investigation of the enzymatic oxidation of fatty acids for
the production of commercially interesting compounds e. g. hydroxy fatty acids for
lactone synthesis. As target enzymes Cytochrome P450 monooxygenases were

investigated.

Cytochrome P450 monooxygenases are highly versatile biocatalysts. They are able to
carry out different oxidation reactions like the epoxidation and hydroxylation of aliphatic
and aromatic hydrocarbons as well as dealkylation reactions. Their ability to insert
oxygen into non-activated C-H-bonds is one of the potentially most useful catalytic
reactions which cannot be addressed chemically, yet [1]. Nevertheless, P450-catalysed
reactions on an industrial scale have so far only been implemented in whole cell

biotransformations.

P450 monooxygenases activate molecular oxygen. In the course of the reaction a two-
electron reduction of the active site heme iron occurs. One oxygen atom is inserted into
a substrate and the second oxygen atom is reduced to water. Electrons employed in
catalysis are delivered from cofactors (usually NAD(P)H) and are transferred to the

active site heme iron via electron transfer proteins [2].

The use of CYP102A enzymes simplifies the P450 system, because these enzymes are
fusion enzymes consisting of a monooxygenase and a FAD/FMN containing reductase
domain in one polypeptide chain [3]. The very efficient electron transfer in CYP102A
enzymes leads to the highest turnover numbers measured for P450s so far (>1000
min™) [4].

CYP152A1 was investigated in the thesis as well. It is a peroxygenase utilising
hydrogen peroxide as an electron and oxygen source. This simplifies the P450 system
compared to CYP102A enzymes since there is no need for the expensive cofactor
NADPH [5].

CYP102A enzymes and CYP152A1 differ in regioselectivity of fatty acid hydroxylation.
CYP152A1 catalyses hydroxylation mainly in B-position while CYP102A enzymes

catalyse hydroxylation of fatty acids in subterminal positions (i. e. w-1 to w-3).

A change of the hydroxylation positions to y- and &-position leads to hydroxy fatty acids
that are direct precursors for lactone synthesis. Lactones are flavours and fragrances
having a fruity note (peach, coconut).
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In the case of CYP152A1 different mutants were created which contained an altered

fatty acid binding site. However, only the wild type enzyme showed activity.

CYP102A7 was expressed actively and characterised in this work. CYP102A7
hydroxylated fatty acids mainly at w-2-position. w-1-and w-3-positions are hydroxylated
in minor amounts. Therefore CYP102A7 was not suitable for evolving a y-/o-
hydroxylase. However CYP102A7 has some biotechnological potential for other
reasons. In the presence of DMSO CYP102A7 shows high activity which is favourable
to the implementation of processes using hydrophobic substrates. Besides fatty acids

CYP102A7 also accepts terpenoids (e. g. limonene, geranylacetone and nerylacetone).

In contrast to CYP102A7 different crystal structures of CYP102A1 are available, which

makes a rational protein design feasible.

To change regioselectivity of fatty acid hydroxylation from w-1- and w-3- to y- and &-
position, methods of directed evolution and protein design were applied. After the
development of a regiospecific hydroxylation assay over 6000 mutants of a CYP102A1
enzyme library were screened but no substantial change in regioselectivity was

achieved.

Using rational protein design different positions in CYP102A1 were identified which
proved to be beneficial to a desired change in regioselectivity. Hydroxylation of lauric
acid with CYP102A1 mutant S72Y V78A F87A resulted in 16% 6-, 5% y- and 9% [-

hydroxy lauric acid.



1 Einleitung

1.1 Weil3e Biotechnologie

WeilRe oder industrielle Biotechnologie nutzt das Potenzial der Natur zur Produktion von
Chemikalien und Arzneimitteln. Daher ergibt sich mit ihr die Maoglichkeit,
Herausforderungen, die sich in Industriegesellschaften ergeben, zu begegnen.
Historisch gesehen hat die weil3e Biotechnologie einen Vorlaufer in der Herstellung
fermentierter Lebensmittel wie zum Beispiel der Bier-, Tofu-, Kimchiherstellung oder der
Verarbeitung von Milch zu Milchprodukten wie Kése. Die Entwicklung der weil3en
Biotechnologie zur Erganzung der klassischen Chemieindustrie wird von verschiedenen
Stellen positiv eingeschatzt. McKinsey prognostiziert, dass 2010 20% aller Chemikalien
biotechnologisch hergestellt werden (Stand 2006: 5%) [7]. Das Marktvolumen liegt bei
ca. 310 Milliarden US-Dollar.

Vorraussetzung fur den zunehmenden Wechsel zu biotechnologischen Verfahrens-
weisen sind ©6konomische Gesichtspunkte. Sie umfassen Prozessvereinfachungen,
Einsparungen von Rohstoffen und Energieeinsatz, Vereinfachungen in der Produkt-
aufarbeitung und —aufreinigung und die Verringerung von Energiekosten und Abfall-
stromen. Prozesse der weil3en Biotechnologie haben den Vorteil, dass sie im Vergleich
zu chemischen Verfahren umweltschonend durchgefiihrt werden kénnen. In der Regel
werden Enzymreaktionen bzw. Biotransformationen in wassrigen Lésungen bei Raum-

temperatur, Atmosphérendruck und neutralem pH-Wert durchgefihrt.

1.1.1 Bulkchemikalien

Als Bulkchemikalien bezeichnet man Chemikalien, deren Produktion bei Giber 10000 t/a
liegt. Eingesetzt werden solche Produkte in der Nahrungsmittel- und Futtermittel-
industrie sowie im Pharmabereich. Erfolgreiche Beispiele fir die Etablierung
biotechnologischer Verfahren liegen beispielsweise in der Produktion von Aminosauren
(L-Glutaminsdure, L-Lysin), Carbonsauren (L-Milchsaure, Zitronensaure) und der

Produktion von Vitaminen (Riboflavin, Vitamin C) [8].

Die Umstellung von einem klassisch chemischen zu einem biotechnologischen Prozess

kann bei entsprechender Wirtschaftlichkeit sehr schnell erfolgen. Im Fall der
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Riboflavinproduktion gelang es, in weniger als funf Jahren auf biotechnologische

Produktion umzustellen, wobei die Kosten um 50% reduziert werden konnten. Eine

Ubersicht tiber biotechnologisch hergestellte Produkte ist in Tabelle 1-1 gegeben.

Tabelle 1-1: Produkte der industriellen Biotechnolo gie [9]
Produkt Welt- Welt- Anwendung
produktion | marktpreis
[kt/a] [€/kg]

Aminosauren

L-Asparaginsaure 13 k. A. Sufstoff

L-Glutaminséure 1500 1,2 Geschmacksverstarker

L-Lysin 700 2 Futtermittelzusatz

L-Phenylalanin 10 10 Sufstoff, Medizin

L-Threonin 30 6 Futtermittelzusatz

Antibiotika

Cephalosporine 30 k. A. Medizin, Futtermittelzusatz

Penicilline 45 300 Medizin, Futtermittelzusatz

Losungsmittel

Aceton 3000 k. A. Losungsmittel

Bioethanol 18500 0.4 Lbsungsmittel, Grundchemikalie,
Energietrager

1-Butanol 1200 k. A. Losungsmittel

Biopolymere

Polylactid 140 225 medizinische Anwendung,
Verpackungen

Xanthan 40 8,4 Verdickungsmittel

Sauren

Gluconsaure 100 15 Lebensmittel, Textil, Metall, Bau
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Milchsaure 150 1,8 Lebensmittel, Leder, Textil

) Medizin, Lebensmittel, Metall,
Zitronensaure 1000 0,8 _

Waschmittel

Vitamine
L-Sorbose 50 k. A. Vitamin C-Vorstufe
Riboflavin 30 k. A. Vorstufe fur Flavin-Coenzyme
Vitamin C 80 8 Antioxidans

1.1.2 Feinchemikalien

Unter Feinchemikalien und Spezialititen werden Produkte verstanden, deren
Marktbedarf bei unter 10000 Tonnen pro Jahr liegen. Diese Produkte weisen oft eine
hohe Chiralitdt auf und besitzen mehrere funktionelle Gruppen. Laut einer Prognose
von McKinsey & Company (2003) geht man davon aus, dass im Jahr 2010 bei der
Synthese von 30-60% aller Feinchemikalien ein biotechnologischer Prozess integriert
sein wird [7].

Der Bereich Feinchemikalien lasst sich gut mit Methoden der weif3en Biotechnologie
erschlieBen. Man nutzt hierbei die Enantioselektivitat von enzymkatalysierten
Reaktionen zur Synthese chiraler Substanzen. Diese sind wichtige Ausgangsstoffe fur
Arzneimittel, Agrochemikalien, Flussigkristalle und weitere Feinchemikalien. Eine
Umfrage aus dem Jahr 2003 ergab, dass in 22 von 38 industriell durchgefthrten
asymmetrischen Synthesen Techniken der weil3en Biotechnologie verwendet wurden
[10].

1.1.3 Geruchs- und Aromastoffe

Geruchs- und Aromastoffe werden klassisch durch Extraktion aus pflanzlichen oder
tierischen Ausgangsstoffen gewonnen. Inzwischen ist es jedoch mdglich verschiedene
Geruchs- und Aromastoffe biotechnologisch herzustellen. Das Spektrum umfasst
Terpene und Terpenoide, Lactone, Carbonsauren, Aldehyde und Alkohole (so genannte
,Grine Noten®). Ein klarer Vorteil der Biosynthese ist die hohe Chemo-, Regio- und

Enantioselektivitdat enzymatisch katalysierter Reaktionen. Darlber hinaus haben
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biotechnologisch  erzeugte Geruchs- und Aromastoffe, die strukturell den
Zielsubstanzen entsprechen, den Status natirlicher Geruchs- und Aromastoffe und
damit den Vorteil hoher Verbraucherakzeptanz und somit einen Marktvorteil. Laut der
Neufassung der Aromenverordnung von 2006 sind natdrliche Aromen “chemisch
definierte Stoffe mit Aromaeigenschaften, gewonnen durch geeignete physikalische
Verfahren (einschlieB3lich Destillation und Extraktion mit Ldsungsmitteln), durch
enzymatische oder mikrobiologische Verfahren aus Ausgangsstoffen pflanzlicher oder
tierischer Herkunft, die als solche verwendet oder mittels herkémmlicher
Lebensmittelzubereitungsverfahren (einschlief3lich Trocknen, Rdsten und Fermentieren)

fur den menschlichen Verzehr aufbereitet werden®.

Werden dieselben Geruchs- und Aromastoffe durch chemische Synthese erzeugt,
gelten sie nicht als naturliche Geruchs- und Aromastoffe. Sie missen als naturidentisch
deklariert werden. Aufgrund geringerer Verbraucherakzeptanz sind naturidentische
Geruchs- und Aromastoffe glnstiger als natirliche Geruchs- und Aromastoffe. Der
Marktpreis naturlicher Aromen ist oft bis zu einem Faktor 100 grol3er als der
naturidentischer Verbindungen [11].

y-Decalacton ist das wichtigste Lacton im Bereich der Geschmacksstoffe. Das
Marktvolumen liegt bei mehreren Tonnen pro Jahr. Der Geschmack hat deutlichen
Pfirsichcharakter. In den friihen 1980er Jahren lag der Marktpreis fur den natirlichen
Geschmacksstoff bei Gber 10000 US Dollar pro kg. Die Entwicklung eines mikrobiellen
Prozesses mit Ricinolsédure als Vorlaufersubstanz mit verschiedenen Pilzen wie zum
Beispiel Yarrowia lipolytica flihrte zu einer drastischen Preisreduzierung auf 300 US
Dollar pro kg. Ricinolsaure wird im Prozess in vier nacheinander ablaufenden -
Oxidationen und einer Reduktion zu 4-Hydroxydecansaure umgesetzt, die bei niedrigen
pH-Werten spontan zu y-Decalacton lactonisiert [12]. In Produktionsprozessen konnten
bis zu 11 g Produkt pro Liter Fermentationsbrilhe in 55 h erzielt werden, als
Ausgangsstoff wurde Rizinusol eingesetzt [13].

In Zukunft werden innovative Prozesse zur biotechnologischen Herstellung von
Geruchsstoffen die grof3en Entwicklungen im Bereich der Biowissenschaften, wie der
funktionellen Genomik, Proteomik, des Protein-Designs und des Metabolic Engineering
nutzen und so zu verbesserten Prozessen fuhren. Die fortschreitende Aufklarung
ganzer Pflanzengenome bietet eine neue Mdglichkeit, Stoffwechselwege in der
Biosynthese von Geruchsstoffen aufzuklaren und diese dann in Mikroorganismen

nachzubilden.
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Beispielsweise wurde der Biosyntheseweg zur Valencenherstellung in Orangen in E.
coli kloniert, was die Herstellung einer wichtigen Vorstufe des Grapefruitaromas
ermdglicht [14, 15]. Die Synthese von y-Decalacton ist momentan von Importrohstoffen
aus tropischen Anbauregionen abhangig. Von dort wird das Rizinusél bezogen, dessen
Hauptkomponente  Ricinolsaure  (12-(R)-Hydroxy-9,10-cis-octadecensaure) den

Ausgangsstoff fur die biotechnologische y-Decalacton-Herstellung bildet.

1.1.4 Fettsauren

Fettsauren haben neben Glycerin Hauptanteil an der Bildung von Glycerolipiden in
Membranen [16]. Fettsduren sind Monocarbonsauren und kommen in Lipiden ab einer
Lange von vier Kohlenstoffatomen vor. Uber tausend verschiedene Fettsduren sind

bekannt, allein in Kuhmilch wurden tGber 500 verschiedene Fettsauren identifiziert.

Ein Grof3teil der Fettsauren in Membranen liegt ungesattigt vor und enthalt somit eine
oder mehrere Doppelbindungen in seiner Alkylkette. Der Sattigungsgrad hat einen
physikalischen Einfluss auf die Eigenschaften von Fettsduren und Membranlipiden.
Ungesattigte Fettsduren werden aus gesattigten Fettsduren Uber Fettsaure-
Desaturasen synthetisiert, diese oxidieren Einfachbindungen zu Doppelbindungen. Der
Sattigungsgrad wird genetisch und umweltbedingt reguliert, wobei die Temperatur
hierbei eine wesentliche Rolle spielt [17]. Bei einer Erniedrigung der Temperatur zeigen
fast alle wechselwarmen Organismen auch Cyanobakterien und Bakterien einen
erhohten Anteil an ungeséttigten Fettsduren, um die Fluiditdt von Membranen

aufrechtzuerhalten.

Verschiedene Fettsauren sind essentiell und missen mit der Nahrung zugefihrt werden.
Hierbei handelt es sich um mehrfach ungesattigte Fettsduren. Die Forschung an
Fettsauren ist zum grof3en Teil fokussiert auf Fettsauren als Bestandteile von Lipiden.
Allerdings haben Fettsauren auch weitere Funktionen und wechselwirken

beispielsweise mit dem Zellkern.

Als Vorlaufer von Dicarbonséuren sind Fettsduren fir die Polymerchemie von Interesse.

Dicarbonsauren eignen sich fir die Synthese von Polyestern und Polyamiden.

Neben Dicarbonsauren konnen auch Hydroxyfettsauren als Bausteine zur
Polymersynthese verwendet werden. Die Hydroxylierung von Fettséduren erfolgt durch
P450 Monooxygenasen (siehe 1.2). Neben dem Einsatz als Polymerbausteine besitzen

Hydroxyfettsduren noch Potenzial als Bestandteile in der Antibiotikasynthese [18].
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Hydroxyfettsduren kdnnen durch Ringschluss lactonisiert werden und als Geruchs- und
Aromastoffe Verwendung finden (siehe 1.1.3).

1.1.5 Enzyme in der Biokatalyse

Es gibt viele Beispiele fur die technische Verwendung von Enzymen, besonders in der
organischen Synthese [19-21], wobei mehrere Prozesse inzwischen auch industriell
genutzt werden [22]. Typische Charakteristika von Enzymen machen sie oft Gberlegen
gegenuber herkdbmmlichen Katalysatoren. Die Vorteile liegen in einer hohen Chemo-,
Regio- und Enantioselektivitdt und dem mdglichen Einsatz bei Raumtemperatur. Dazu
sind biotechnologische Prozesse meist ©Okologisch unbedenklicher als klassisch
chemische Prozesse. Momentan liegt der Haupteinsatzbereich fur Enzyme in der
Waschmittelindustrie (32%). Ein Funftel der verfigbaren Enzyme wird in technischen
Prozessen eingesetzt. Dartber hinaus werden sie verwendet fir die Herstellung von
Lebensmitteln (33%) und Futtermitteln (11%).

Enzyme von technischer Relevanz gehéren zu den Enzymklassen der Hydrolasen,
Isomerasen, Oxidoreduktasen, Lyasen und Transferasen. Gemessen an der Menge
stellen dabei die Hydrolasen die wichtigste Gruppe dar. Zu ihnen gehdéren Amylasen,
Cellulasen, Pektinasen, Chitinasen, Phytasen, Lipasen, Proteasen, Nitrilasen und
Amidasen. Sie finden unter anderem Einsatz als Waschmittelenzyme oder in der
Getrankeindustrie.

Industrierelevant sind auch Oxidoreduktasen, die die Oxidation von nichtaktivierten
Kohlenstoffatomen oder Kopplungsreaktionen katalysieren.

1.2 Cytochrom P450 Monooxygenasen

Cytochrom P450 Monooxygenasen (E. C. 1.14.14.1) sind Redoxenzyme. Sie gehoren
zur Klasse der Oxidoreduktasen (E.C. 1.14.x.y) und stellen eine der gréf3ten
Enzymsuperfamilien dar [23]. Die Enzyme tragen ihren Namen aufgrund
charakteristischer spektraler Eigenschaften. P450 Monooxygenasen zeigen nach
Begasung des reduzierten Enzyms mit Kohlenstoffmonoxid ein Absorptionsmaximum
bei 450 nm [24]. P450 Monooxygenasen sind in der Natur weit verbreitet und kommen
in allen Reichen des Lebens (Tiere, Pflanzen, Pilze, Bakterien, Protisten, Archaeen)
vor. Sie katalysieren Schlisselreaktionen im Stoffwechsel exo- und endogener
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Verbindungen. Im Allgemeinen handelt es sich um die Aktivierung von molekularem
Sauerstoff zur Oxidation unterschiedlichster Substrate. Die Aktivierung erfolgt unter
Verbrauch von Reduktionsaquivalenten, die meist in Form der Cofaktoren NADH oder
NADPH bereitgestellt werden. Uber 8000 bekannte Enzyme gehoren zu den P450
Monooxygenasen; damit ist die Familie der P450 Monooxygenasen eine der grofdten
Enzymfamilien (http://drnelson.utmem.edu/p450stats.Feb2008.htm).

Allein in Arabidopsis thaliana einem Modellorganismus fir Pflanzen wurden Uber 250
P450 Monooxygenasen entdeckt (http://www.cyped.uni-stuttgart.de). In der Literatur
werden P450 Monooxygenasen als sehr vielseitige Enzyme beschrieben, die ein breites
Substratspektrum akzeptieren. Teils werden Reaktionen regio- und stereoselektiv

katalysiert (z. B. Steroidbiosynthese), teils erfolgen die Oxidationsreaktionen unselektiv.

1.2.1  Nomenklatur

Der Begriff Cytochrom wird fur viele verschiedene Redoxproteine und Enzyme
verwendet. Einzige Gemeinsamkeit dieser Proteine ist das Ham als prosthetische
Gruppe. Die Proteine unterschieden sich jedoch sowohl in ihrer Sequenz als auch in
ihrer Sekundar- und Tertiarstruktur. Zur eindeutigen Charakterisierung der P450
Monooxygenasen wird der Begriff Ham-Thiolat-Enzyme bevorzugt [25]. Im Unterschied
zu anderen Cytochromen, die Uber ein Histidin mit dem Ha&m verbunden sind, ist der
Ligand bei P450 Monooxygenasen ein Cysteinat. Das Nomenklatursystem fir P450
Monooxygenasen nutzt den Begriff CYP als Abklrzung fur Cytochrom P450. Wird der
Ausdruck kursiv dargestellt, bezieht man sich auf das entsprechende Gen [26, 27]. Auf
den Begriff CYP folgt eine arabische Zahl, die Aufschluss Uber die Proteinfamilie gibt.
Darauf folgt ein Grol3buchstabe, der die Unterfamilie bezeichnet. Eine weitere arabische
Zahl bezeichnet das jeweilige Enzym. Die Nomenklatur von P450 Monooxygenasen
richtet sich nach der Sequenzidentitdt. Proteine mit einer ldentitat von Uber 40%
gehoren zur selben Familie. Mitglieder von Unterfamilien haben Uber 55%
Sequenzidentitat.

1.2.2  Struktur

P450 Monooxygenasen unterscheiden sich stark in ihrer Primérstruktur und weisen zum

Teil nur geringe Sequenzidentitaten auf. Die erste publizierte Kristallstruktur von P450



8 1 Einleitung

Monooxygenasen (1987) ist die von P450cam (CYP101) aus Pseudomonas putida,
einer Campher-5-exo-Hydroxylase [28]. Sie katalysiert den ersten Schritt im Abbau von
Campher und ermoglicht dem Bakterium auf Campher als einziger Kohlenstoffquelle zu
wachsen. 1993 wurde die Kristallstruktur von CYP102A1 veroffentlicht [29]. Mittlerweile
sind Uber 150 Strukturen gelost, die von uber 20 verschiedenen P450 Monooxygenasen

stammen.

Der Vergleich der Strukturen zeigt, dass das einzigartige Faltungsmuster und somit die
Abfolge der Sekundarstrukturelemente der verschiedenen Monooxygenasen stark
konserviert ist, obwohl die Sequenzen teilweise zu weniger als 20% Ubereinstimmen.
Alle P450-Strukturen, die geldst wurden, zeigen das typische P450-Faltungsmuster.
P450 Monooxygenasen lassen sich in zwei Doméanen unterteilen (Abbildung 1-1). Eine
Doméane besteht Uberwiegend aus [B-Faltblattern und macht 22% des Enzyms aus,
wohingegen die andere Domane (ca. 70% des Proteins) Uberwiegend a-helikal
aufgebaut ist. Die a-Doméne besteht aus den Helices B’ bis K, Helix L und den (-
Faltblattern 33, B4 und B5. Die B-Domé&ne umfasst die B-Faltblatter 1 und 2 und die
Helices A, B und K'. Obwohl das Faltungsmuster konserviert ist, weichen einzelne
Anordnungen struktureller Elemente voneinander ab. Im Allgemeinen ist jedoch zu
bemerken, dass insbesondere die Bereiche der Enzyme in unmittelbarer Nahe zum
Ham, im Bereich des aktiven Zentrums, hoch konserviert sind. Der strukturelle Kern von
P450 Monooxygenasen besteht aus einem Bundel von vier Helices (D, E, I, L), die von
zwei weiteren Helices (J, K), dem Maander, einer im nichtsubstratgebundenen Zustand
unstrukturierten Schleife und den B-Faltblattern 1 und B2, umgeben sind. Das Ham,
die prosthetische Gruppe von P450 Monooxygenasen, liegt zwischen der distalen I-
Helix und der proximalen L-Helix. Nur drei Aminosauren sind komplett konserviert.
Hierbei handelt es sich um das distale Cystein in der HAm-Binderegion, das als funfter
Ligand mit dem Hameisen koordiniert ist und um ein Glutamat und Arginin in der K-
Helix, die eine Helixdrehung voneinander entfernt sind. Glutamat und Arginin sind Uber
eine Salzbricke verbunden und zeigen in Richtung der Maander-Schleife. Stark
konserviert ist eine Sequenz in der Ham-Binderegion (F(G/S)XGX(H/R)XCXGX(I/L/F)A,

vor der L-Helix gelegen, die auch das konservierte Cystein enthalt.

Die I-Helix bildet einen Teil des Substratzugangskanals. Ein Threonin in der I-Helix ist
hoch konserviert und es zeigt zum aktiven Zentrum. Aminoterminal davon gelegen ist
ein  Glutamat oder Aspartat. Beide spielen vermutlich eine Rolle in der

Sauerstoffaktivierung. Der Austausch von Aminosauren in der I-Helix durch hydrophobe
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Aminosauren resultiert in Varianten, die eine hohe Wasserstoffperoxidproduktion zeigen
und nicht in der Lage sind, molekularen Sauerstoff zu spalten.

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung von P450 Mo  nooxygenasen; gezeigt wird die relative
Lage der Sekundarstrukturelemente von CYP102Al. a-Helices sind als blaue Rechtecke, -
Faltblatter als gelbe Pfeile dargestellt. Die Lange der Elemente in der Abbildung entspricht nicht

ihrer Lange in der Primarstruktur (ibernommen aus [ 30)).

Obwohl die allgemeine Faltung in P450 Monooxygenasen konserviert ist, unterscheiden
sich P450 Monooxygenasen in einigen Punkten. Der grof3te strukturelle Unterschied ist
fur die Substratbindungstaschen zu verzeichnen, die sich grundlegend voneinander
unterscheiden missen, um eine Vielzahl von Substraten unterschiedlicher Grolie,
Struktur und Ladung zu binden und umzusetzen [31]. Im Vergleich zu Proteinen, die
hydrophile Substrate umsetzen, ist die Substratbindung in P450 Monooxygenasen ein
komplizierter Prozess, bei dem Substraterkennung und Bindung auf der Oberflache,
Substratzugang zum  aktiven  Zentrum am Ende eines hydrophoben
Substratzugangskanals und die Substratorientierung im aktiven Zentrum fir die
Katalyse entscheidend sind [29]. Die Erkennung und Bindung von Substraten wird
hauptsachlich Uber sechs Substratbindestellen (SRS1-SRS6) vermittelt. Mutationen in
diesen Bereichen haben folglich einen hohen Einfluss auf das Substratspektrum. Grof3e
Abweichungen in der Struktur werden in der Lage der antiparallel zueinander liegenden
F- und G-Helix und bei den vier Helices des Kerns beobachtet. Fir die Katalyse

bendtigen P450 Monooxygenasen Elektronen, die meist von Reduktasen Ubertragen



10 1 Einleitung

werden. Da es unterschiedliche Reduktasesysteme gibt, unterscheiden sich die P450
Monooxygenasen in dem Bereich, der mit den Reduktasen wechselwirkt [2]. Ein
weiterer Strukturunterschied befindet sich im N-terminalen Bereich, wo bei

eukaryotischen CYPs meist ein Membrananker liegt.

Kristallstrukturen von P450 Monooxygenasen mit Substrat zeigen, dass diese Bereiche
sehr flexibel sind. Oft tritt eine strukturelle Reorganisation nach Substratbindung ein
(induced fit).

1.2.3 Katalysemechanismus

Der heute allgemein akzeptierte Reaktionsmechanismus wurde anhand von
Kristallstrukturen (mit und ohne Substrat), EXAFS-Messungen zur naheren
Untersuchung der ersten Koordinationssphare des Eisens, ESR- und NMR Messungen,
Mossbauer- und Schwingungsspektroskopie sowie anderer physikalisch-chemischer
Methoden aufgeklart [32]. Die Katalyse von P450 Monooxygenasen wird durch die
Ubertragung von zwei Elektronen, die vom Cofaktor NAD(P)H stammen, ermdglicht. Die
Elektronen werden lber einen oder mehrere Redoxpartner zum Ham Ubertragen. Wie
im Folgenden beschrieben, erfolgt die Ubertragung von Elektronen nur an definierten

Punkten des Katalysemechanismus, um eine Katalyse zu erméglichen (Abbildung 1-2).
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Abbildung 1-2: P450 Katalysemechanismus und Entkopp lungsreaktionen. Der Porphyrinring ist

durch zwei fette Balken dargestellt.

Durch Substratbindung wird Wasser als sechster Ligand des Hameisens (1) in
proximaler Position aus dem aktiven Zentrum verdrangt (2). Die vier aquatorialen
Positionen des Eisenkomplexes sind durch die freien Elektronenpaare der
Stickstoffatome des Protoporphyrin IX besetzt, die distale Position ist durch die freien
Elektronenpaare eines Cysteinats belegt. Durch Substratbindung veréndert sich der
Spinzustand des Eisens von low-spin (S=1/2) zu high-spin (S=5/2), was mit einer
Erh6éhung des Redoxpotenzials verbunden ist. Gleichzeitig verschiebt sich die Lage des
Fe-lons in eine Position unterhalb der Hamebene (out-of plane Struktur). Das erhéhte
Redoxpotenzial erméglicht den Elektronentransfer zum H&m und eine Reduktion von
Fe" zu Fe" an das das Substrat starker gebunden ist (3). Die Veranderung des

Redoxpotenzials durch Substratbindung ist ein wichtiger Regulator, der die
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unkontrollierte Ubertragung von Elektronen und somit den unkontrollierten Verbrauch
des Cofaktors (NAD(P)H) verhindert. Die Bindung von molekularem Sauerstoff im
nachsten Schritt fihrt zu einem quasi-stabilen oxy-P450-Komplex, der das letzte
beobachtbare Zwischenprodukt im Reaktionszyklus bildet (4). Es enthalt wahrscheinlich
ein Fe(ll)-Superoxid in einer in-plane-Koordination. Im néchsten Reaktionsschritt folgt
eine weitere Reduktion, die zu einem Peroxyeisenzwischenprodukt fuhrt (5). Dessen
Protonierung resultiert in einem Hydroperoxoeisenkomplex (6). Eine weitere
Protonierung und Wasserabspaltung fuhrt zum Oxo-Eisenkomplex (7, ,Compound [*),
der reaktiven Spezies, die das Substrat oxidiert. In den letzten Jahren wurden diese
Schritte mit verschiedenen Methoden untersucht, allerdings sind die letzten
Zwischenstufen des Katalysezyklus aufgrund ihrer hohen Reaktivitdt nur schwer zu
charakterisieren. Es wurde ein Komplex der Chloroperoxidase aus Caldariomyces
fumago identifiziert, der dem als Compound | (7) beschriebenen Zustand entspricht. In
P450 Monooxygenasen wurde er jedoch noch nicht identifiziert. Ausgehend von (7)
wurde ein so genannter Reboundmechanismus vorgeschlagen (Abbildung 1-3), durch
den das Substrat oxidiert wird und das Porphyrinsystem in seinen Ausgangszustand
zuruckgelangt [33]. Dieser Mechanismus wurde in Versuchen mit P450cam (CYP101),
CYP102A1 und a- und B-Thujon als Substraten bestatigt.

/W H LanntH
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Abbildung 1-3: "Rebound" Mechanismus fir die von P4 50 Monooxygenasen katalysierte

Hydroxylierungsreaktion

Im Reaktionszyklus gibt es mehrere Mdglichkeiten flr Nebenreaktionen, in denen
Cofaktoren nicht produktiv verbraucht werden. Man spricht hierbei vom Prozess der
Entkopplung, das heif3t der Verbrauch von Cofaktoren ist nicht an die Produktbildung

gebunden, sondern fuhrt zur Bildung von Nebenprodukten. Von (4) aus kann durch eine
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Autoxidation mit Abgabe eines Superoxidanions der Zustand (2) erreicht werden (so
genannte Autoxidationsabzweigung).

Unter Dissoziation von Wasserstoffperoxid in der Peroxid-Abzweigung geht (6) in (2)
Uber. In der Oxidaseabzweigung wird ausgehend von (7) nicht das Substrat oxidiert,
sondern Wasser wird unter Aufnahme von zwei Elektronen und zwei Protonen von (7)
abgespalten. Im biokatalytischen Einsatz ist das Auftreten von Entkopplungsreaktionen
aus verschiedenen Grinden ungunstig: zum einen wird der teure Cofaktor
verschwendet und somit sinkt die Effizienz der Katalyse, zum anderen werden in den
Entkopplungsreaktionen reaktive Spezies wie Wasserstoffperoxid erzeugt, die das

Apoprotein irreversibel verandern, was zur Inaktivierung des Enzyms fuhrt [34, 35].

1.2.4 Katalysierte Reaktionen

Kennzeichnend fir P450 Monooxygenasen sind die grof3e Anzahl und die
unterschiedlichen Strukturen ihrer Substrate. P450 Monooxygenasen katalysieren eine
Vielzahl von Reaktionen (Tabelle 1-2), beispielsweise in der Ergosterolsynthese [36],
der Biosynthese von Insektenhormonen [37] und sie sind beteiligt an Fruchtreife,
Geruchs- und Farbbildung von Pflanzen [38]. Mikrosomale P450 Monooxygenasen von
Saugern spielen eine Rolle im Stoffwechsel von Pharmaka und anderen Fremdstoffen
[25, 39]. Sie haben die Aufgabe, im Phase I-Stoffwechsel hydrophobe Substrate durch
unspezifische Hydroxylierung ldslicher zu machen. Die Oxidation von Fremdstoffen
macht diese bioverfligbar und erméglicht somit eine weitere Verstoffwechslung durch so
genannte Phase II-Enzyme, wie Glutathion-Transferase oder N-Acetyltransferase. Im
Gegensatz zu mikrosomalen P450 weisen mitochondriale und die meisten bakteriellen
P450 Monooxygenasen einen hohen Grad an Selektivitat auf.

Neben typischen Reaktionen, wie Hydroxylierung und Epoxidierung, kénnen P450
Monooxygenasen aul3ergewothnlichere  Oxidationen, wie die  Sulfoxidation,
Dealkylierungen oder Deaminierungen, katalysieren [40, 41]. Diese Reaktionen erfolgen
Uber Sauerstoffeinbau, der zu instabilen Zwischenprodukten (z. B. Halbacetale) fihrt,

die im Folgenden zerfallen.

Die von bakteriellen P450 Monooxygenasen am haufigsten katalysierte Reaktion ist die
Hydroxylierung nichtaktivierter Kohlenstoffatome [42]. Ein Beispiel hierflr ist die
Hydroxylierung von Campher zu 5-exo-Hydroxycampher durch P450cam (CYP101) aus
Pseudomonas putida. Die 5-exo-Campherhydroxylase erlaubt dem Bakterium,
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Campher als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen. Neben P450cam gibt es
noch eine Reihe weiterer P450, die in der ErschlieBung von Kohlenstoffquellen, wie

Terpineol, Linalool oder Cineol, eine Rolle spielen.

Neben dem Abbau von Stoffen kommt P450 Monooxygenasen auch eine Rolle in der
Biosynthese zu. Besonders fur die aliphatische Hydroxylierung von Antibiotikavorstufen
spielen P450 Monooxygenasen eine Rolle. P450PicK ist ein Beispiel fur diese Enzyme.
Es stammt aus Streptomyces venezuelae und ist an der Synthese von vier

verschiedenen Makrolidantibiotika beteiligt [43].

Ein anderer weit verbreiteter Reaktionstyp, der von P450 Monooxygenasen katalysiert
wird, ist die Epoxidierung von C-C-Doppelbindungen, z. B. von Thiazol enthaltenden
Makrolactonen [44]. Die Produkte haben nur begrenzte antimykotische Wirkung. Sie
sind allerdings wie Taxol in der Lage, Mikrotubuli zu stabilisieren und kommen daher fir

die Krebstherapie in Betracht.

Neben aliphatischer Hydroxylierung umfassen P450 katalysierte Reaktionen auch
Hydroxylierungen an aromatischen Kohlenstoffatomen, die sowohl in der Biosynthese
als auch im Abbau von Fremdstoffen relevant sind. Man geht davon aus, dass die
Hydroxylierung tUber eine Epoxidzwischenstufe am Aromat, gefolgt von der Offnung des
Epoxids und einer Hydridverlagerung, ablauft. Bei der Bildung von Stigmatellin A, einem
Elektronentransportinhibitor,  katalysiert P450StiL  die  Hydroxylierung eines
aromatischen Ringes [45]. Reaktionen im biologischen Abbau, wie die Hydroxylierung
von Warfarin oder Testosteron werden von CYP105D1 aus Streptomyces griseolus
katalysiert [46].

Neben der Oxidation von Aromaten sind P450 Monooxygenasen auch in der Lage
oxidative Phenolkupplungen zu kntipfen. Die Biosynthese von Vancomycin und anderer
Antibiotika in  verschiedenen  Amycolatopsis-Arten  erfolgt durch oxidative
Phenolkupplung dreier aromatischer Seitenketten mit der Kernstruktur, einem
Heptapeptid.

Die von P450 Monooxygenasen katalysierten Dealkylierungsreaktionen spielen
einerseits im biologischen Abbau von industriellen Abfallen und Herbiziden eine Rolle
[47, 48], andererseits werden sie auch in Nachweisreaktionen fir das
Hochdurchsatzscreening eingesetzt. Besonders Substrate, wie Alkylcoumarine und
Alkylresorufine, finden dabei Anwendung. Katalysieren P450 Monooxygenasen mehr
als eine Reaktion an ein und demselben Substrat, kbnnen daraus unterschiedliche

Produkte entstehen. Einerseits kbnnen weitere Oxidationen auftreten, wie zum Beispiel
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Dihydroxylierungen. In anderen Reaktionen kdonnen Ketone entstehen oder die C-C-

Bindung kann gespalten werden [125].

Tabelle 1-2: Beispiele fuir Reaktionen katalysiert v

on P450 Monooxygenasen [49, 50]
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Oxidative NH, O
Deaminierung | ”
R C > R—C—
H
Oxidative R2 R2
Dehalogenierung R—G—0Cl ——> R,—C—0

1.2.5 Die Familie CYP102A

Derzeit gehtren 20 Proteine zur CYP102A-Familie. Nur funf davon wurden bisher
charakterisiert und beschrieben. Der bekannteste Vertreter der Familie ist CYP102A1,
das urspringlich auch unter dem Namen P450 BM3 bekannt wurde. Diesen Namen
tragt es, da es die dritte in Bacillus megaterium identifizierte P450 Monooxygenase war.
CYP102A1 gehort neben P450cam (CYP101Al) zu den am besten untersuchten
Monooxygenasen. Produkte seiner Fettsdurehydroxylaseaktivitat wurden erstmals vor
Uber 30 Jahren beschrieben [51]. Im Jahre 1980 gelang es in der Arbeitsgruppe von
Fulco, das Enzym zu identifizieren [52, 53]. Die heterologe Expression und
Charakterisierung in E. coli erfolgte sieben Jahre spater in derselben Arbeitsgruppe
[54]. Es handelt sich um ein wasserldsliches Protein und verfligt Uber ein Redoxsystem:
eine FAD-, FMN-haltige, NADPH-abhéngige Reduktase, die mit der Monooxygenase C-
terminal, zu einem Polypeptid fusioniert ist. CYP102A1 war das erste identifizierte
Fusionsprotein. Es hat eine Molekularmasse von 119 kDa. Seine strukturelle Ahnlichkeit
zu eukaryotischen P450 und die Einfachheit in der Handhabung als Fusionsprotein
fuhrten dazu, dass es schnell zum Modellenzym fur diese Enzymklasse wurde.
CYP102A1 katalysiert die subterminale Hydroxylierung von Fettsduren, hauptsachlich in
w-1-, w-2- und w-3-Position. Ungesattigte Fettsauren werden epoxidiert. CYP102A1
bevorzugt Fettsauren einer Kettenlange von 12-20 Kohlenstoffatomen. Es zeigt die
hochste Umsatzrate, die bisher fiir P450 Monooxygenasen berichtet wurde (17000 min™
fur Arachidonséure) [55]. Die hohen Umsatzzahlen werden durch den schnellen
Elektronentransfer im P450-System ermdglicht, was mit der Domanenstruktur des
Enzyms in Verbindung gebracht wird. NADPH ist im Vergleich zu NADH der bessere
Cofaktor. Der Elektronentransfer von NADPH auf FAD hat eine Geschwindigkeit von

700 s und ist somit weit schneller als der Elektronentransfer in humanen P450. Auch
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der interne Elektronentransfer von FAD auf FMN ist schneller als in der humanen
Reduktase [56].

Die physiologische Rolle von CYP102A1 ist noch nicht ausreichend geklart. In den
letzten 15 Jahren wurden 30 Kristallstrukturen von CYP102A1, mit und ohne Substrat
gebunden, veréffentlicht. Die Strukturen umfassen jedoch nur die P450
Monooxygenase oder P450 Monooxygenase mit FMN. Eine Kiristallstruktur der
Monooxygenasedoméne von CYP102A1 ist in Abbildung 1-4 dargestellt. Bisher gelang
es noch nicht die Struktur der Reduktase vollstandig zu losen (www.cyped.uni-
stuttgart.de).

Abbildung 1-4: Kristallstruktur der Monooxygenasedo mane von CYP102A1 (PDB-Eintrag 1jpz);
rot: Ham-Gruppe, gelb: Palmitoleinglycin, blau: fir Substratbindung bzw. Regioselektivitat

wichtige Aminosauren (R47 und Y51 im Substratzugang  skanal, F87 im aktiven Zentrum)

Es wurden verschiedene Aminosauren identifiziert, die fur die Aktivitdt von CYP102A1
eine Bedeutung haben (Tabelle 1-3). CYP102A1 =zeigt groRe Ahnlichkeit zu
eukaryotischen P450 Monooxygenasen der CYP4A-Familie, die ebenfalls die
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Hydroxylierung von Fettsauren katalysieren. Aus diesem Grund und in Ermangelung
von P450 Kristallstrukturen aus Saugern wurde CYP102A1 als Experimentalmodell fir
eukaryotische Klasse II-Redoxsysteme benutzt, um Fragestellungen beziglich

Substratselektivitat, Cofaktor-Bindung und Elektronentransfer zu untersuchen [57].

Vorliegende Kristallstrukturen ermdglichten auch die Durchfihrung von rationalem
Protein-Design mit CYP102A1. In nachfolgenden Untersuchungen konnten mehrere fur
die Fettsdurebindung relevante Aminosauren identifiziert werden. Hervorzuheben sind
hier Arginin 47 und Tyrosin 51 am Eingang des Substratzugangskanals, die Uber
Wasserstoffbriicken Wechselwirkungen mit der Carboxylatgruppe der Fettsauren
eingehen [58]. Eine wichtige Aminosaure fir das Produktspektrum ist Phenylalanin 87.
Sie liegt Uber dem Hameisen und limitiert den Zugang zum aktiven Zentrum. Bei

Substratbindung dreht es sich von horizontaler in eine vertikale Position [55, 59].

Erst mit der zunehmenden Durchfiihrung von Sequenzierungen ganzer Genome in den
1990er Jahren wurden Gene identifiziert, die fur Enzyme codieren, die grol3e
Sequenzahnlichkeit zu CYP102A1 zeigen (>55%). Die Gene wurden unter anderem in
verschiedenen Bacillus Arten, Ralstonia metallidurans und Bradyrhizobium japonicum
identifiziert [60, 61]. In den letzten zehn Jahren wurden zwei CYP102A-Enzyme aus
Bacillus subtilis (CYP102A2 und CYP102A3) und weitere P450 Monooxygenasen aus
Bacillus cereus (CYP102A5) und Bacillus licheniformis (CYP102A7) exprimiert und
charakterisiert [62-65]. Alle charakterisierten Enzyme sind Fettsaurehydroxylasen, die

sich jedoch in ihrem Produktmuster und in ihren Aktivitaten unterscheiden.

CYP102A-Enzyme eignen sich aufgrund ihres Aufbaus als Fusionsprotein, ihrer
Ldslichkeit, hohen Aktivitat und Stabilitat im Vergleich zu anderen P450
Monooxygenasen wesentlich besser fir den Einsatz in biotechnologischen Verfahren.
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Tabelle 1-3: Wichtige Aminosauren in CYP102A1

Aminosaure vermutete Aufgabe Quelle

F42 hydrophobe Kappe Uber | [66]

dem Substratzugangskanal

R47 initiale Substraterkennung | [66]
Y51 initiale Substraterkennung | [66]
F87 Selektivitat [66, 67]
W96 Hambindung [68]
T268 Sauerstoffbindung, [69]

Elektronentransport

F393 ausschlaggebend fur das | [70, 71]

Hamreduktionspotenzial

C400 Ligand des Hameisens [72]

1.2.6 Die Familie CYP152A

Die Enzyme der Subfamilie CYP152A umfassen derzeit zwei Mitglieder. CYP152A1
(P450 Bsp) aus Bacillus subtilis und CYP152A2 aus Clostridium acetobutylicum [5, 6].
Sie katalysieren die Hydroxylierung von Fettsauren in a- und [-Position, wobei
CYP152A1 die B- und CYP152A2 die a-Position bevorzugt. Die Kristallstruktur von
CYP152A1 wurde gelost und das Enzym war somit zuganglich fir Methoden des
rationalen Protein-Designs [73]. CYP152A1 zeigt das fur P450 Monooxygenasen
typische Faltungsmuster. Eine Kristallstruktur von CYP152A1 ist in Abbildung 1-5
dargestellt.

Die Regioselektivitat der katalysierten Reaktion ist bemerkenswert, da die meisten
vorher bekannten P450 Monooxygenasen Fettsduren nur in w-Position oder
subterminal hydroxylieren [74, 75]. Allerdings ist mit der verwandten CYP152B1 aus
Sphingomonas paucimobilis noch eine weitere a-Hydroxylase bekannt [76]. Die
Orientierung des Substrates unterscheidet sich grundlegend von der Lage in anderen
Monooxygenasen wie zum Beispiel CYP102A1. Die Fettsaure wird durch hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen Aminoséuren im Substratzugangskanal und der Alkylkette
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und durch elektrostatische Wechselwirkungen der endstandigen Carboxylatgruppe mit
der Guanidingruppe des Arginin in Position 242 stabilisiert [77]. Wahrend sich in
CYP102A1 das w-Kohlenstoffatom in direkter Nahe zum Ham befindet, liegt in
CYP152A1 das C1-Atom uUber dem Ham in unmittelbarer Néhe der I-Helix. CYP152A1
und CYP152A2 sind von Wasserstoffperoxid abhéngig und dbertragen ein
Sauerstoffatom auf ihr Substrat. Obwohl in dieser Reaktion nicht molekularer Sauerstoff
sondern Wasserstoffperoxid als Sauerstoffdonor fungiert, gehort diese Reaktion zu den
Monooxygenasereaktionen. Im Zusammenhang mit dem Verlauf der Reaktion
bezeichnet man die CYP152A-Enzyme auch als Peroxygenasen. Die GrofRe der
Enzyme liegt bei 48 kDa. Die Untersuchung der Priméarstrukturen von CYP152A1 und
CYP152A2 wund der Struktur von CYP152A1 erméglichen es nicht diese
Monooxygenasen anhand eines moglichen Redoxpartners zu klassifizieren. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass CYP152A1 und CYP152A2 Ferredoxin und
Ferredoxinreduktase oder die Reduktase aus CYP102A1 als Elektronentransferpartner
akzeptieren kénnen [6]. Zwar liegen die anfanglichen Aktivitdten von beiden CYP152A-
Enzymen mit Elektronentransferproteinen unter den mit Wasserstoffperoxid
gemessenen, allerdings ist die Produktausbeute nach einer Stunde Reaktionszeit bis zu
40-mal hoher als unter Verwendung von Wasserstoffperoxid. Niedrige
Gesamtausbeuten des Systems unter Verwendung von Wasserstoffperoxid sind auf die
denaturierende Wirkung von Wasserstoffperoxid auf Enzyme zurickzufuhren. Auch
andere P450 Monooxygenasen konnen uber den Peroxidweg Wasserstoffperoxid fur
die Katalyse nutzen, allerdings liegt die Rate weit unter dem unter physiologischen

Bedingungen erzielten Umsatz [78].
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Abbildung 1-5: Kristallstruktur von CYP152A1 (P450 BsB; PDB-Eintrag 1izo); rot: Hdm-Gruppe,

gelb: Palmitoleinsaure, blau: fur Substratbindung w ichtige Aminoséure R242

1.2.7 Spektroskopische Charakterisierung von P450 M onooxygenasen

Zur Aufklarung von Struktur und Funktion von P450 Monooxygenasen wurden viele
unterschiedliche spektroskopische Techniken eingesetzt [25]. Die UV-VIS-
Spektroskopie fuhrte zur Entdeckung der P450 Monooxygenasen und bildete auch die
Grundlage fur die Namensgebung.

Die  spektroskopische = Herangehensweise  zur  Untersuchung von  P450
Monooxygenasen ermoéglicht die Aufklarung verschiedener Parameter, wie der
Dissoziationskonstante von Substraten, dem Redoxzustand und die Aufklarung der
Beschaffenheit der Redoxpartner [24]. Im oxidierten, freien Zustand absorbieren P450
Monooxygenasen bei 420 nm, was unter anderem auch ihre Aufreinigung erleichtert. Im
durch NADPH oder Natriumdithionit reduzierten Zustand werden die Flavincofaktoren
der Reduktase reduziert, die im oxidierten Zustand zwischen 450 und 500 nm
beobachtbare Schulter verschwindet [79]. Reduktion wund Begasung mit

Kohlenstoffmonoxid fuhren zu dem fiir P450 Monooxygenasen namensgebenden Peak
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bei 450 nm im CO-Differenzspektrum. Die Veranderungen der Absorption im UV-VIS-
Bereich beruhen auf elektronischen Ubergangen in der prosthetischen Gruppe des
Enzyms, dem Ham. Die Verdnderung des Spinzustandes bzw. lokale Veranderungen in
der Hamumgebung wirken sich direkt auf die Absorption im UV-VIS-Bereich aus [80].
Daher kann die UV-VIS-Spektroskopie eingesetzt werden, um Wechselwirkungen
zwischen Substraten oder Inhibitoren und dem Enzym nachzuvollziehen. Es wurden
bisher drei verschiedene Substratbindungsspektren charakterisiert, die sich je nach
Wechselwirkung zwischen Substrat und Enzym unterscheiden lassen. Man
unterscheidet die Bindungsspektren Typ I, Typ Il und reversen Typ | in Abh&ngigkeit
von der Veranderung eines Differenzspektrums von substratgebundenem Enzym
gegenuber freiem Enzym [81]. Das Typ I-Bindungsspektrum ist gekennzeichnet durch
eine durch Substratbindung hervorgerufene Verschiebung des Spinzustands in
Richtung high-spin. Dies ist im Absorptionsspektrum durch eine Abnahme des
Soretbandmaximums bei 420 nm und eine Zunahme der Absorption bei 390 nm
gekennzeichnet. P450 Monooxygenasen im low-spin-Zustand absorbieren bei 416-420
nm, wohingegen die high-spin-Form zwischen 385 und 394 nm absorbiert. Die meisten
P450-Substrate weisen ein Typ I-Spektrum auf. Im Gegensatz dazu nimmt die
Absorption im Typ II-Spektrum zwischen 390 und 405 nm ab und gleichzeitig zwischen
425 und 435 nm zu. Im Typ lI-Spektrum ist eine Verschiebung der Absorption zu
langeren Wellenlangen zu beobachten, die mit einer Verschiebung des Spinzustands
zum low-spin-Zustand verbunden ist. Das Typ II-Bindungsspektrum wird hauptséchlich
fur P450-Inhibitoren beobachtet, die direkt mit dem Hameisen ligiert sind.

Das reverse Typ I-Spektrum gleicht einem gespiegelten Typ I-Spektrum und &hnelt
somit auch dem Typ II-Spektrum, ohne jedoch die fur Typ Il charakteristische
Verschiebung der Absorptionsmaxima aufzuweisen. In diesem Fall geht man davon

aus, dass das Substrat nicht direkt mit dem Ham ligiert ist.

Am Beispiel von CYP102A7 sind UV-VIS-Absorptionsspektren in Abbildung 1-6

dargestellt.

Infrarot- (IR) und Resonanzramanspektroskopie (RR) wurden genutzt um das Ham in
P450 Monooxygenasen zu untersuchen [82]. Viele der Hamzustande kénnen durch IR
und RR untersucht werden, wobei einige der Zustande sich in charakteristischen
Banden widerspiegeln, die Aufschluss Uber Spinzustand oder Redoxpotenzial geben
kénnen [83]. Beispielsweise ist eine Bande bei 350 cm™ im RR-Spektrum

charakteristisch fir die mit Cysteinat ligierte Hamgruppe in P450 Monooxygenasen. Das
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wahrend dem Katalysemechanismus entstehende Superoxid ist durch eine Bande bei
1140 cm™ nachweisbar [84, 85].

Die Liganden des Ham wurden mittels EXAFS, ESR und magnetischem

Circulardichroismus untersucht [86].

Auch die Aktivitdt von P450 Monooxygenasen bzw. vielmehr die Oxidation des fur die
Katalyse notwendigen Cofaktors NAD(P)H lasst sich photometrisch nachvollziehen und

ermdglicht somit kinetische Untersuchungen dieser Enzyme.
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Abbildung 1-6: UV-VIS-Absorptionsspektren von CYP10  2A7 im oxidierten Zustand (schwarz), im
oxidierten Zustand mit gebundener Myristinsaure (gr in), im NADPH-reduzierten Zustand (blau),
im Natriumdithionit-reduzierten, CO-gebundenen Zust and (rot), Differenzspektrum von im
Natriumdithionit reduzierten, CO-gebundenen Zustand und im Natriumdithionit reduzierten

Zustand (gelb)

1.2.8 Elektronentransfersysteme

Die meisten P450-Systeme verfligen uber mehrere katalytisch wichtige Domanen, wie
das Ham, aber auch Uber die fur den Elektronentransfer wichtige Reduktase und
Redoxproteine. Die Elektroneniibertragungen beginnen meist mit dem Transfer von
Elektronen von NAD(P)H und enden mit der reduktiven Spaltung von Sauerstoff und
dem Einbau eines Sauerstoffatoms in das Substrat durch P450 Monooxygenasen [87].
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In Abhangigkeit des Elektronentransfers teilten Chapman et al. P450-Systeme in vier
verschiedene Gruppen ein (http://www.chem.ed.ac.uk/chapman/p450.html). Dieses
System wurde inzwischen von Hannemann et al. erweitert [2]. Aufgrund der grof3en
Diversitat der Elektronentransfersysteme werden inzwischen zehn Klassen
unterschieden (Abbildung 1-7). Die Klasse | umfasst die meisten bakteriellen P450-
Systeme und mitochondriale P450-Systeme aus Eukaryoten. Obwohl kein direkter
Bezug besteht, setzt sich das P450-System in beiden Gruppen aus drei
unterschiedlichen Proteinen zusammen. Es handelt sich hierbei meist um eine FAD-
haltige Reduktase, die Elektronen von NAD(P)H auf ein zweites Protein: das Ferredoxin
Ubertragt. Das Ferredoxin reduziert im Folgenden das Hameisen der P450
Monooxygenase. In Bakterien sind alle drei Proteine I6slich, wohingegen in Eukaryoten
nur das Ferredoxin ein l6sliches Protein ist, das die Elektronen von der
membranassoziierten Reduktase zur P450 Monooxygenase ubertragt. Der Prototyp
bakterieller P450 der Klasse | ist das P450cam (CYP101A1) aus Pseudomonas putida.
Es verflgt Gber eine Putidaredoxinreduktase (eine FAD-haltige streng NADH-abhangige
Ferredoxin-Reduktase) und ein Eisenschwefelprotein (Putidaredoxin), das die
Elektronen von der Reduktase zur Monooxygenase transportiert. Die Kristallstrukturen
aller drei Komponenten sind gel6st, wobei die Struktur von P450cam die erste
veroffentlichte P450-Struktur ist [28, 88, 89]. Die mitochondrialen P450-Enzyme von
Saugern spielen einerseits eine entscheidende Rolle in der Biosynthese von
Steroidhormonen auf Cholesterinbasis. Sie sind jedoch auch wichtig in der Vitamin D-
und Gallensduresynthese. Ein Beispiel fur ein Klasse I-Enzym aus Eukaryoten ist das
CYP11B1, das die Hydroxylierung in 11-B-Position in der Cortisolbiosynthese

katalysiert.

Cytochrom P450 Monooxygenasen der Klasse Il sind in Eukaryoten sehr verbreitet. Sie
katalysieren Reaktionen im oxidativen Stoffwechsel von Fettsauren, Steroiden,
Prostaglandinen und auch Fremdstoffen, wie Therapeutika und Giftstoffen [90]. In
Pflanzen Kkatalysieren P450 Monooxygenasen der Klasse |l Reaktionen im
Sekundarmetabolismus. In Fungi sind sie an der Synthese von Membranbestandteilen
beteiligt. In der grundlegenden Form besteht das Monooxygenasesystem der Klasse Il
aus zwei integralen Membranproteinen: der P450 Monooxygenase und einer NADPH-
abhangigen Cytochrom P450 Reduktase, die FAD und FMN als Cofaktoren enthalt. Die
Reduktase Ubertragt die Reduktionsaquivalente auf verschiedene Isoenzyme. In vielen

Fallen wird der Elektronentransfer im Klasse II-System durch zuséatzliche Proteine wie
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Cytochrom bs und Cytochrom bs-Reduktase erweitert [91]. Das Klasse IlI-System
besteht wie Klasse | aus drei verschiedenen Proteinen. Elektronen werden von
NAD(P)H Uber eine FAD-haltige Ferredoxinreduktase und ein zweites Hilfsredoxprotein
auf eine P450 Monooxygenase Ubertragen. Im Klasse I-System ist das Hilfsprotein ein
Eisenschwefelprotein. Im Klasse I1lI-System handelt es sich um ein FMN-haltiges
Flavodoxin. Was die Cofaktoren betrifft &hneln Klasse IlI-Systeme somit den
eukaryotischen Klasse II-Systemen, allerdings befinden sich FAD und FMN auf
unterschiedlichen Proteinen. CYP119 aus dem acidothermophilen Mikroorganismus
Sulfolobus solfataricus stellt den am besten bekannten Vertreter der Klasse IV dar. Das
Enzym ist in mehrfacher Hinsicht interessant. Es ist mit 43 kDa kleiner als die meisten
P450 Monooxygenasen, zeigt extreme Stabilitdt gegentber hohen Temperaturen und
Dricken, wobei die Denaturierung unter hohem Druck nach zunehmender Entspannung
reversibel ist. CYP119 hat zwei Redoxpartner. ein Ferredoxin und eine 2-
Oxoséaureferredoxinreduktase. CYP119 ist somit das erste Beispiel einer NAD(P)H

unabhangigen Monooxygenase.

Im Gegensatz zu den klassischen Drei-Komponenten-Systemen umfasst Klasse V nur
zwei Proteine: eine zuvor unbekannte NAD(P)H-abhéngige Reduktase und ein
Fusionsprotein zwischen einer P450 Monooxygenase und einem Ferredoxin. Bis jetzt
wurde nur ein Vertreter dieser Klasse beschrieben, CYP51 aus Methylococcus

capsulatus. Es handelt sich um eine 14a-Demethylase.

Das Klasse VI-System beinhaltet eine NAD(P)H-abhangige Flavoproteinreduktase und
ein Flavodoxin-P450-Fusionsenzym. Die Klasse hat dieselben Elektronentransfer-
partner wie CYP102A1 oder P450cin. Der Unterschied liegt einzig in der Anordnung der
Transferpartner. Das erste Beispiel fir ein P450 dieser Klasse wird durch das Gen xplA
aus Rhodococcus rhodochrous codiert. Es katalysiert den Abbau das Sprengstoffes
RDX (Royal Demolition Explosive) [92].

In der Klasse VIl ist die Cytochrom P450 Monooxygenase C-terminal mit einer
Reduktasedoméne fusioniert. Diese Reduktase, eine Phtalatdioxygenasereduktase,
wird sonst nicht mit P450 Monooxygenasesystemen in Verbindung gebracht.
CYP116B2 aus Rhodococcus sp. zeigt den fur Klasse VII typischen Aufbau. P450-
Domane und Reduktasedomane sind durch eine 16 Aminosduren lange
Verbindungsregion verbunden. Die Reduktase besteht aus drei verschiedenen
Einheiten: einer FMN-Bindedoméne, einer NADH-Bindedomane und einer [2Fe-2S]

Ferredoxin-Bindedomane.
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Die P450 Monooxygenasen der Klasse VIl sind mit einer Diflavinreduktase verbunden,
wie sie in Eukaryoten vorkommt. Es handelt sich bei dieser Klasse um katalytisch
unabhangige Monooxygenasen. Dieser Enzymtyp wurde in verschiedenen Prokaryoten
und niederen Eukaryoten beschrieben [93]. Die bekanntesten Vertreter dieser Gruppe
sind CYP102A1 (P450 BM3) aus Bacillus megaterium (1.2.5) und CYP505A1

(P450foxy) aus Fusarium oxysporum [94].

Die Nitritoxidreduktase (P450nor, CYP55) aus Fusarium oxysporum ist das einzige
bekannte Mitglied der Klasse IX. Es ist ein NADPH-abhé&ngiges losliches Enzym und
lokalisiert in cytosolischen und mitochondrialen Zellfraktionen. Physiologisch liegt seine
Rolle in der Denitrifizierung. Die meisten P450 Monooxygenasen sind abhangig vom
Transfer von Elektronen durch Redoxproteine. Nur die zur Klasse X gehoérenden
Enzyme nutzen unabhangige intramolekulare Elektronentransfersysteme und sind
unabhangig von molekularem Sauerstoff. Sie nutzen Acylhydroperoxid des Substrats

als Sauerstoffdonor und bilden neue Kohlenstoff-Sauerstoff- Bindungen in Substraten.
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1.2.9 Anwendung von P450 Monooxygenasen

P450 Monooxygenasen sind vielseitige Biokatalysatoren, die eine Reihe von
Reaktionen Kkatalysieren (1.2.4.). Sie bieten sich an fur die Synthese von
Feinchemikalien, Geruchstoffen, Pharmazeutika und im Abbau von Giftstoffen.
Biokatalytische Prozesse haben gegenuber klassischen chemischen Umsetzungen z.
B. Sharpless-Reaktion oft den Vorteil einer besseren Okobilanz. In einigen etablierten
Prozessen werden kommerzielle Produkte durch P450 Monooxygenasen erzeugt.
Lonza AG entwickelte einen Prozess zur Synthese von 5-Methylpyrazin-2-carbonsaure
ausgehend von 2,5-Dimethylpyrazine. Der Prozess nutzt wachsende Zellen des
Stammes Pseudomonas putida ATCC 33015. Die Reaktion wird durch eine
Xylenoxygenase katalysiert [22]. Das Produkt ist ein Intermediat in der 5-Methyl-2-
Carbonsaure-4-oxid-Synthese. Hierbei handelt es sich um einen Wirkstoff (Acipimox),
der antilipolytische Aktivitat besitzt. 5-Methylpyrazin-2-carbonsaure ist auch ein
Vorlaufer von Glipicide, einem Wirkstoff mit hypoglykdmischer Aktivitat, der zur
Kontrolle von Diabetes eingesetzt wird.

Nippon Mining hat einen Prozess etabliert, bei dem Alkene epoxidiert werden [22]. Die
Reaktion wird in einem Ganzzellprozess mit Nocardia corallina B 276 durchgefihrt. Die
aliphatischen Epoxide werden in der Synthese chiraler Intermediate zur Produktion

ferroelektischer Flussigkristalle eingesetzt.

Die Hydroxylierung von Reichstein S in 11-B-Position zu Hydrocortison mit Curvularia
lunata bei der Schering AG ist ein Prozess, der im Mal3stab von mehreren hundert

Tonnen pro Jahr durchgefihrt wird [95].

Bei der Pfizer AG wird ein Prozess zur Cortisonsynthese aus Progesteron mit Rhizopus
sp. durchgefuhrt, der in den 1950er Jahren bei Pharmacia and Upjohn entwickelt wurde
[96].

Ein Medikament zur Senkung des Cholesterinspiegels, Pravastatin, wird bei Sankyo

Pharma und Bristol-Myers Squibb in einer Biotransformation hergestellt.

Bei allen hier beschriebenen Prozessen handelt es sich um Ganzzell-
Biotransformationen mit Monooxygenaseaktivitat. In Ganzzellumsetzungen stammen
die Cofaktoren aus dem Metabolismus der Mikroorganismen. Durch Coexpression von
Dehydrogenasen und Transportproteinen kann das Cofaktorlevel in Zellen erhéht
werden, was eine effektivere Biotransformation erlaubt [97]. Die grol3e Herausforderung

fur Ganzzellbiotransformationen liegt in der Verfugbarkeit von Substraten. Dariber
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hinaus kénnen Substrat oder Produkt toxisch fir die Zellen sein oder verstoffwechselt
werden. Biotransformationen erfordern aufwandige Aufarbeitungsschritte, die die

Prozesskosten stark erhdhen [98].

Aufgrund der geschilderten Probleme in Ganzzellprozessen erscheint die Untersuchung
von in vitro-Prozessen interessant, die jedoch durch verschiedene Limitierungen
erschwert werden. P450 Monooxygenasen bendtigen eine kompatible Reduktase, um
den Elektronentransfer vom Cofaktor (meist NAD(P)H) zu gewahrleisten. Die genannten
Cofaktoren werden in dquimolaren Mengen mit dem Substrat eingesetzt und sind relativ
teuer. Eukaryotische P450 Monooxygenasen katalysieren haufig interessante
Reaktionen. Allerdings sind die Enzyme meist membrangebunden und weisen niedrige
Umsatzraten auf, was ihren Einsatz erschwert [99]. Prokaryotische Monooxygenasen
bieten gegeniuber eukaryotischen Vertretern den Vorteil, dass sie einfach zu
exprimieren sind und in l6slicher Form vorliegen. Eine grof3e Herausforderung in

solchen in vitro-Prozessen ist die Regenerierung des teuren Cofaktors NAD(P)H [100].

Eine Lésung zu diesem Problem stellt die enzymatische Regenerierung des Cofaktors
mittels Dehydrogenasen dar. Erschwert wird dieser Ansatz durch die NAD'-
Abhangigkeit der meisten Dehydrogenasen, da viele interessante P450
Monooxygenasen NADPH-abhangig sind. Ein Lésungsansatz liegt in der Veranderung
der Cofaktorabhéngigkeit von P450 Monooxygenasen von NADPH zu NADH [101, 102].
NADH ist um den Faktor zehn gunstiger als NADPH und unter Prozessbedingungen
stabiler. Beispielhaft wurden in der Umsetzung von Myristinsdure mit einer NADH-
abhangigen  CYP102Al1l-Mutante unter Cofaktorregenerierung durch  eine
Formiatdehydrogenase aus Pseudomonas sp. 101 Gesamtumsatzzahlen von 30000
erreicht, wobei die volumetrische Produktivitdt mit dem NADPH-abhangigen Enzym
vergleichbar ist [102]. Hohe Cofaktorkosten kdnnen auch unter Verwendung der
Peroxid-Abzweigung vermieden werden (Abbildung 1-2). Problematisch ist die
Verwendung von Peroxiden anstelle des Cofaktors NAD(P)H, da sie sich fur eine
schnelle Inaktivierung des Biokatalysators verantwortlich zeigen. In mehreren Ansatzen
wurden CYP102A1 (P450 BM3) und CYP101 (P450cam) fur den Einsatz mit Peroxiden
optimiert [103-105]. Weitere Mdglichkeiten der Cofaktorsubstitution bieten eine direkte
Ubertragung von Elektronen durch Elektroden oder die Verwendung von
Elektronenmediatoren [106, 107]. Zwar erméglichen diese Ansatze Umsetzungen ohne

den teuren Cofaktor NAD(P)H, allerdings sind die Umsatzraten solcher Prozesse fur
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eine kommerzielle Anwendung noch zu gering. Sie liegen deutlich niedriger als bei
Reaktionen, die mit Cofaktor katalysiert werden.

Weitere fur die Durchfihrung von Prozessen wichtige Parameter konnen durch
Methoden der gerichteten Evolution oder des Protein-Designs verandert werden. Von
Interesse ist hierbei eine hohe Stabilitdt gegeniber organischen Ldésungsmitteln, in
denen die meist hydrophoben Substrate von P450 Monooxygenasen gelést werden
kénnen. DarlUber hinaus ist die Erhohung der Lagerstabilitdt und der absoluten
Umsatzzahlen von Interesse. Auch die Verdnderung der Substratspezifitdt ist
beschrieben. Im Folgenden werden einige Methoden fir die Verbesserung von

Enzymen fir konkrete Anwendungen dargestellt (siehe 1.3).

1.3 Gezielte Verbesserung von Biokatalysatoren

Die effiziente Anwendung von Biokatalysatoren verlangt nach nutzbaren Enzymen, die
Prozesse mit hoher Aktivitat, Selektivitdt und Stabilitat unter Prozessbedingungen
katalysieren. Wildtyp-Enzyme bieten ein interessantes Ausgangsmaterial fur diese
Anforderungen, allerdings bedlrfen sie oft noch der Optimierung. Der Einsatz
gentechnischer Methoden ermdéglicht die Verbesserung von Enzymen, bzw. bietet die
Moglichkeit Enzyme fir verschiedene Prozesse malizuschneidern. Die hierfur
verwendeten Methoden rationales Protein-Design und gerichtete Evolution erganzen

sich und ermdglichen die Verbesserung von Enzymen fur verschiedene Anwendungen.

1.3.1 Rationales Protein-Design

Im rationalen Protein-Design nutzt man strukturelle Informationen tGber das Enzym, das
Wissen uber die Wechselwirkungen von Substrat und Enzym und die Beziehungen
zwischen Sequenz und Struktur von Enzymen. Diese Herangehensweise erfordert
daher ein hohes MalR an Information, das aus Kiristallstrukturen, NMR-Daten,
Homologiemodellen und Sequenzvergleichen stammt. Die Uber das Enzym verfligbaren
Daten werden zur gezielten Veranderung der Aminosduresequenz genutzt. Je nach
Aufgabenstellung werden Aminosaureveranderungen durch Sequenzvergleiche
identifiziert [108].

Diese Methode wurde erfolgreich eingesetzt in der Veranderung der Substratspezifitat,
der Veranderung der Cofaktorabhangigkeit und der Veranderung der Enantioselektivitat
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von Reaktionen [109-111]. Dartber hinaus konnte die Thermostabilitat einer a-Amylase
durch Austausch von Asparaginresten und die Einfihrung von Prolinresten erhdht
werden [112, 113]. Auch die thermische Stabilitdt des Waschmittelenzyms Subtilisin
konnte durch Design neuer Disulfidbriicken und des Austausches von Methioninresten
durch Serin erh6ht werden [114]. Es gibt mehrere Beispiele, in denen die Aktivitat von
Enzymen stark erhdht wurde. Fur die Erhéhung der Aktivitat der Pyruvatdecarboxylase
machte man sich sterische Effekte zu nutze, indem man das sperrige Tryptophan in
Position 392 im Substratbindungskanal durch eine kleinere Aminosaure ersetzte [115].
Das rationale Protein-Design wurde auch in der Erweiterung des Substratspektrums
eingesetzt. Nach Mutation zweier aromatischer Aminosauren im Substratzugangskanal
von P450cam (F87 und Y96) katalysierte das Enzym die Oxidation polyzyklischer
Aromaten. Das Wildtypenzym katalysiert die 5-exo-Hydroxylierung von Campher [116].

1.3.2 Gerichtete Evolution

Die Herangehensweise bei der gerichteten Evolution beinhaltet die Herstellung einer
grof3en Menge zuféllig erzeugter unterschiedlicher Enzymvarianten, die im Folgenden
mit Testsystemen in hohem Durchsatz durchmustert werden. Der Prozess der
gerichteten Evolution ist eine Anlehnung an den natirlichen Vorgang der Evolution.
Zwei Faktoren sind fiur den Erfolg der gerichteten Evolution ausschlaggebend.
Einerseits muss eine Gen-Bibliothek mit grof3er Variation erzeugt werden, andererseits
muss ein geeigneter Assay zur Verfligung stehen, mit dem verbesserte Mutanten
identifiziert werden konnen [117]. In der Natur stellen klimatische Bedingungen,
Populationszahlen oder Generationszahlen oft einen Selektionsdruck dar. Im Labor
erfolgt die Selektion durch die Wahl eines geeigneten Testsystems. Der in einem Test
ermittelte beste Kandidat dient als Ausgangspunkt fiir die Herstellung einer neuen
Generation von Enzymvarianten. Nach mehreren Generationsschritten kénnen die
gewinschten Eigenschaften stark verbessert worden sein. Es handelt sich somit bei der
gerichteten Evolution um einen iterativen Prozess, bei dem sich zuféllige Mutagenese
und Selektion von Mutanten mit erwinschten Eigenschaften abwechseln, bis das
Enzym mit gewlnschten Eigenschaften erzeugt worden ist. Der Vorteil der gerichteten
Evolution liegt darin, dass sie in der Lage ist, die Eigenschaften von Enzymen zu
verbessern, ohne dass strukturelle Informationen Gber den Biokatalysator vorliegen. Da

Enzyme mehr Aminoséuren haben, die weit vom aktiven Zentrum entfernt liegen, als
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solche, die in unmittelbarer Nahe zum aktiven Zentrum liegen, begunstigt die zufallige
Mutagenese Mutationen, die weit vom aktiven Zentrum entfernt sind [118]. Diese
Aminosauren haben oft nur geringen Einfluss auf das aktive Zentrum. Daher erfordert
die gerichtete Evolution immer eine hinreichend grof3e BibliotheksgroR3e. Die
Herangehensweise bietet allerdings auch die Chance weitreichende Wechselwirkungen
(sog. long-range effects) aufzuklaren, die mit Methoden des rationalen Proteindesigns
nur schwer identifizierbar sind. So gelang es mit dieser Herangehensweise, die
Enantioselektivitat einer Lipase aus Pseudomonas aeruginosa von E=1,1 auf E=25,8 zu
steigern, wobei alle fiinf eingeflihrten Mutationen nicht im aktiven Zentrum lagen [119].
Mit Methoden des rationalen Protein-Designs hatte diese Enzymvariante nicht
vorgeschlagen werden kénnen. Neben der Mutagenese eines ganzen Gens ist es auch
maoglich, einzelne Abschnitte eines Gens zufallig zu mutieren, man spricht in diesem
Fall von Kassettenmutagenese. Generell kann man fir die Herangehensweise in der
gerichteten  Evolution rekombinierende und nichtrekombinierende Methoden
unterscheiden [120]. Bei der am haufigsten genutzten Methode, der so genannten error-
prone PCR, der fehlerbehafteten Polymerase-Kettenreaktion, handelt es sich um eine
nichtrekombinierende Methode. Mit ihr werden zufallige Mutationen in ein Zielgen
eingebracht. Man nutzt hierfir die Taqg DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus.
Dieser Polymerase fehlt die 5’-3'-,proofreading“-Aktivitat, was zu einer erhodhten
Fehlerrate fuhrt [121]. Durch Einsatz von Manganchlorid, Variation der Magnesium- und
dNTP-Konzentration kann die Fehlerrate variiert werden. Hohe Fehlerraten kdnnen sich
als problematisch erweisen, da positive Mutationen mit inaktivierenden Mutationen
kombiniert auftreten kdnnen [121]. Daher halt man die Fehlerrate in der Regel niedrig
bei zwei bis drei Mutationen auf 1000 Basenpaaren. Nach der fehlerbehafteten PCR
werden die PCR-Produkte mit Restriktionsenzymen verdaut und in einen
Expressionsvektor kloniert und in einen Expressionsstamm transformiert. Statt der
error-prone PCR kénnen auch so genannte Mutatorstamme eingesetzt werden (z. B.
Epicurian coli XL1 RED). Diese Wirtsstamme weisen Defekte in ihren DNA-
Reparaturmechanismen auf, was zu Mutationen im gesamten Genom und somit auch
auf dem Expressionsplasmid fuhrt. Mit einer geeigneten Testmethode (dem so
genannten Screening) werden Mutanten mit positiven Eigenschaften identifiziert, die in

weiteren Mutageneserunden optimiert werden.

Das DNA-shuffling ist ein Beispiel fur eine rekombinierende Methode fir die gerichtete

Evolution [122]. Die Methode basiert auf der Kombination verschiedener verwandter
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DNA-Fragmente, um neue Genvarianten zu erzeugen. Die DNA-Fragmente werden
hierbei meist durch einen kontrollierten DNase I-Verdau von verschiedenen Genen
einer Enzymfamilie oder Genen einer error-prone-Bibliothek erhalten. Die
Rekombination erfolgt mittels der Polymerase-Kettenreaktion, wobei die Haufigkeit der
Rekombination von der Ahnlichkeit der DNA-Sequenzen abhangig ist. In der PCR
dienen sich die DNA-Fragmente gegenseitig als Primer. Die Methode erlaubt die
Kombination positiv getesteter Varianten oder nah verwandter Enzyme auf DNA-Ebene.
Durch Rekombination werden positive Effekte kombiniert und negative Mutationen
entfernt. Die Grundidee des DNA-shuffling wurde inzwischen variiert. Im so genannten
StEP (Staggered Extension Process) werden in einer PCR verschiedene Matrizen
denaturiert und kurzen Anlagerungs- und Synthesezeiten unterworfen [123]. StEP
verzichtet auf den Einsatz von DNase. Durch die kurze Synthesezeit wird in jedem
Schritt nur ein kleiner Teil des Gens amplifiziert. Im nachsten Syntheseschritt ist die
Anlagerung an eine andere Matrize wahrscheinlich, wodurch die Rekombination
ermdglicht wird. Im synthetischen Shuffling werden nur definierte synthetische
Oligonukleotide eingesetzt [124]. Dies erlaubt ein hohes Mald an Kontrolle Gber den

Shufflingprozess.

Eine relativ neue Methode, das so genannte CASTing kombiniert Elemente des
rationalen Protein-Designs und der gerichteten Evolution [125]. Hierbei werden zwei
Aminosauren in unmittelbarer raumlicher Nahe einer Séattigungsmutagenese
unterzogen, und die produzierten Varianten werden getestet. Fur die Methode ist die
Kenntnis der Struktur des Enzyms notwendig, da die Auswahl der Aminosauren und der

Abstand zwischen ihnen von der Sekundarstruktur des Enzyms abh&ngig sind.

1.3.3 Hochdurchsatzscreening

Limitierend flr den Erfolg der gerichteten Evolution sind die ausreichende Grol3e einer
Bibliothek und die Verfugbarkeit eines hochdurchsatzfahigen Testsystems.
Grundlegende Voraussetzungen fir ein erfolgreiches Testsystem sind hohe Sensitivitat,
Einfachheit, Schnelligkeit und Effizienz. Die verwendeten Testsysteme missen robust
sein, dass heildt, sie durfen nicht stark von schwankenden Reaktionsbedingungen
beeinflusst werden. Ein robustes System muss ein hohes Mal3 an Reproduzierbarkeit
garantieren. Die wohl einfachsten Methoden der Durchmusterung von

Enzymbibliotheken (Screening) werden auf Agarplatten durchgefuhrt. Fur Plattentests
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kommen vor allem Hydrolasen in Frage. Beispiele sind die Suche nach Lipaseaktivitat
auf Agarplatten mit einer Tributyrinemulsion, die Suche nach Phospholipaseaktivitat auf
Eigelbplatten und die Suche nach Amylaseaktivitdit auf mit Starke angereicherten
Agarplatten [126-128]. In allen drei Fallen lassen sich Kolonien, die die gewinschte

Aktivitat zeigen, durch eine Hofbildung um die Kolonien identifizieren.

Sind Tests auf Agarplatten nicht mdglich, bieten sich photometrische Messmethoden
an. Hierfur werden Kolonien in so genannten Mikrotiterplatten mit 96 oder 384
Vertiefungen kultiviert. Nach Expression des Enzyms erfolgt haufig der Umsatz mit
einem Ersatzsubstrat, das nach Umsetzung seine Farbe andert oder fluoresziert. Liegt
das Enzym intrazellular vor, missen die Zellen permeabilisiert oder lysiert werden, um
das Enzym fur das Substrat verfigbar zu machen. Die Farbanderung oder auftretende
Fluoreszenz kann mit Mikrotiterplattenspektrophotometern automatisiert fir jede

Vertiefung individuell gemessen werden.

Solche Testsysteme wurden fur verschiedene Enzymklassen wie Hydrolasen und
Oxidoreduktasen publiziert [129, 130].

Eine grol3e Herausforderung im Hochdurchsatzscreening ist die Spezifitdt der Enzyme
fur die im Screening eingesetzten Ersatzsubstrate. So lautet eine goldene Regel der
gerichteten Evolution: Man erhalt nur die Mutanten, nach denen man sucht und der
Erfolg einer Methode ist unmittelbar abhéngig von den betrachteten Eigenschaften
(,You get what you screen for*) [131]. Aus diesem Grund ist der Einsatz von
chromophoren Ersatzsubstraten teilweise problematisch. Durch Ersatzsubstrate erzielte

Ergebnisse lassen sich nicht unbedingt direkt auf Zielsubstrate tbertragen.

Hochdurchsatzscreeningsysteme, die Chromatographie, NMR-Spektroskopie, Massen-
spektroskopie oder andere Spektroskopiemethoden nutzen, kdnnen direkt fir ein
Zielsubstrat verwendet werden, um Produkte zu identifizieren und machen den Einsatz
von Ersatzsubstraten unndétig. Allerdings sind diese Systeme mit einem hohen
apparativen Aufwand und hohem Mal3 an Automatisierung verbunden. Aus diesem

Grund kommen sie nur in seltenen Féllen zum Einsatz [132].

1.3.3.1 Hochdurchsatzassays fur P450 Monooxygenasen
Inzwischen existiert eine Vielzahl unterschiedlicher Hochdurchsatztests. Daher ist es
nicht moglich einen umfassenden Uberblick zu geben. Im Folgenden werden Beispiele

fur Testsysteme zur Optimierung von P450 Monooxygenasen beschrieben. Die am
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haufigsten verwendeten Verfahren basieren auf photometrischen Tests, bei denen eine
Veranderung der Absorption oder Fluoreszenz bei der Umsetzung beobachtet wird.

Beispielsweise absorbiert die reduzierte Form des Cofaktors NAD(P)H bei 340 nm,
wahrend NAD(P)" bei 340 nm keine Absorption zeigt. Mit dieser Methode kann generell
unabhangig vom eingesetzten Substrat der Verbrauch an Cofaktor bestimmt werden
[133]. Aufgrund der im P450-Reaktionszyklus auftretenden Entkopplungsreaktionen
l&sst sich allerdings nicht immer direkt auf Produktbildung schlief3en.

Andere Tests nutzen verschiedene Ersatzsubstrate, die zu Farbstoffen oder
fluoreszierenden Produkten oxidiert werden. Die Aktivitaten von eukaryotischen P450
Monooxygenasen werden oft uber die Dealkylierung von Coumarin- oder
Resorufinethern bestimmt. Das Produkt kann mit einem Fluoreszenzmessgerat

detektiert werden.

Viele Hochdurchsatzassays nutzen die durch die Freisetzung von p-Nitrophenolat
entstehende Gelbfarbung. Fur P450 Monooxygenasen ist der Veretherung von
Fettsauren und Alkanen mit p-Nitrophenol in w-Position beschrieben [130, 134].
Hydroxylierung in dieser Position fuhrt zu einem instabilen Halbacetal, das zerfallt und
p-Nitrophenolat freisetzt. Die durch p-Nitrophenolat hervorgerufene Gelbfarbung lasst

sich bei 410 nm detektieren.

Fur die Hydroxylierung von Octan wurde ein Testsystem entwickelt, mit dem die
regioselektive Hydroxylierung in terminaler Position detektiert werden kann. Als
Ersatzsubstrat dient Hexylmethylether (HME), das hinsichtlich physikalischer
Chakteristika dem Octan sehr ahnlich ist. Nur die Hydroxylierung der Methoxygruppe
von HME fuhrt zur Bildung von Formaldehyd und Hexan-1-ol. Formaldehyd kann mit
dem Farbstoff Purpald als violette Verfarbung sensitiv nachgewiesen werden [135].
Unter Verwendung eines weiteren Enzyms gelang es am ITB einen fir die terminale
Hydroxylierung von Octan spezifischen Assay mit Octan als Substrat zu etablieren.
Nach der Umsetzung von Octan mit einer P450 Monooxygenase wird Octan-1-ol mit
einer NAD"-abhangigen Alkoholdehydrogenase zu Octanal oxidiert. Das wahrend der
Reaktion entstehende NADH kann photometrisch bei 340 nm detektiert werden [136]. In
einem Assay zur Detektion der Epoxidierung von Alkenen wird Styrol als Substrat
eingesetzt. Das Produkt der Styroloxidation, Styroloxid wird mit y-(4-Nitrobenzyl)pyridin
zu einem Farbstoff umgesetzt. Dieser hat eine violette Farbe und kann photometrisch
detektiert werden [137].
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1.3.4 Veranderung von Eigenschaften von P450 Monoox ygenasen

Mit den in 1.3.1, 1.3.2 und 1.3.3 geschilderten Methoden gelang es P450
Monooxygenasen fir den Einsatz in Biosensoren, den Abbau von Schadstoffen, die
Synthese von Feinchemikalien und Pharmazeutika zu verbessern. Die Untersuchung
eukaryotischer Monooxygenasen wurde durch die heterologe Expression in bakteriellen
Systemen erleichtert. Unter anderem aufgrund unterschiedlicher Nutzung der Codons
gestaltete sich die Expression eukaryotischer P450 Monooxygenasen in E. coli jedoch
als schwierig. Veranderungen in der Nukleotid- und teils in der Aminosauresequenz
fuhrten zu einer verbesserten heterologen Expression. Besonders Anderungen im N-
terminalen Bereich der eukaryotischen P450 Monooxygenasen, wie der Austausch der
zweiten Aminosaure oder N-terminale Trunkierung, erhdohten die Ausbeute an Protein
[138-140].

Das Substrat- und Produktspektrum von P450 Monooxygenasen wurde in mehreren
Fallen verandert. In einem auf gerichteter Evolution basierenden Ansatz wurden P450-
Mutanten erzeugt, die Indol hydroxylieren, was zur Produktion von Indigo fuhrte [141].
In einem anderen Fall wurde das Substratspektrum der Fettsaurehydroxylase
CYP102A1 auf Ethan erweitert [142]. Durch Proteindesign wurden Mutanten erzeugt,
die (+)-Valencen zum wertvollen Geruchs- und Aromastoff Nootkaton oxidieren.

Zur Optimierung des Elektronentransfers wurden kinstliche Fusionspartner zwischen
Monooxygenase und Reduktase erstellt. Allerdings hat bis jetzt kein kinstliches P450-
Fusionsprotein die Aktivitaten der natirlichen Fusionsproteine aus der CYP102A-
Familie erreicht. Kopplungsraten liegen bei meist nicht mehr als 10% [143, 144]. Auch
eine Nebenreaktion von P450 Monooxygenasen, die so genannte Peroxidabzweigung,
wurde verbessert, wodurch die Katalyse in Abhangigkeit von Wasserstoffperoxid
durchgefiihrt werden kann. Umsetzungen mit Wasserstoffperoxid verlaufen jedoch
langsamer als mit dem nattrlichen Cofaktor NADPH. Ein weiterer Nachteil liegt in der

raschen Inaktivierung der Enzyme durch Peroxide.

Weitere Eigenschaften, die fir P450 Monooxygenasen optimiert wurden, umfassen die
Erhdhung der Losemitteltoleranz, um das Enzym zuganglicher fir hydrophobe
Substrate zu machen und die Erh6hung der Thermostabilitat [145, 146].
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1.4 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war die Oxyfunktionalisierung von Fettsauren durch P450
Monooxygenasen. Fur die Hydroxylierung von Fettsduren wurden verschiedene P450
Monooxygenasen untersucht. Der Fokus lag hierbei besonders auf einer Verschiebung
des Produktmusters in y- und &-Position. Besonders y- und &-Hydroxyprodukte kurz-
und mittelkettiger Fettsauren stellen eine interessante Vorstufe in der Lactonsynthese
dar. Beispielsweise ware bei der Synthese von y—(R)-Decalacton, dem aufgrund seines
typischen Frucht- und Pfirsicharomas wirtschaftlich bedeutendsten Lacton, eine
Abkopplung der heimischen Produktionsprozesse von Importrohstoffen aus tropischen
Anbauregionen denkbar. Fettsduren heimischer Nutzpflanzen kdnnten theoretisch
durch geplante Innovationen als alternative Substrate fir die Synthese des naturlichen

Lactons Verwendung finden.

Aus dieser Fragestellung ergaben sich folgende Arbeitsschritte:

I. Durchmusterung der Bereits am ITB vorhandenen P450 Monooxygenasen
hinsichtlich veranderter Aktivitat und Regioselektivitat im Hinblick auf

interessante Fettsauren, wie zum Beispiel Laurinsaure

[I. Weiterentwicklung identifizierter Mutanten durch Methoden der gerichteten

Evolution und des rationalen Protein-Designs

[ll. Analyse weiterer P450 Monooxygenasen und Erzeugung von Mutanten mit

Methoden des rationalen Protein-Designs
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Tabelle 2-1: Verwendete Chemikalien, Kits und Enzym e

Hersteller

Chemikalien, Enzyme, Kits

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Taq DNA-Polymerase [5U/ul]

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

5-Aminolavulinsaure, Agar, Caprinsaure,
Caprylsaure, Cytochrom c, Dikalium-
hydrogenphosphat, Ethidiumbromid, EDTA,
Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat,
Katalase, Laurinséure, Linolsaure,
Lysozym aus Huhnereiweiss,
Magnesiumsulfat, Methanol, Myristinsaure,
Nalidixins&ure, Natriumchlorid,
Dinatriumhydrogenphosphat,
Natriumhydroxid, Natriumdodecylsulfat,
Palmitinsaure, p-Nitrophenylacetat,
p-Nitrophenylpalmitat, Stearinsaure

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

1 kb Ladder (Standard fur Agarosegele)

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

NucleoSpin Extract Kit

MBI Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland

CIAP (alkalische Phosphatase aus
Kalberdarm), Pfu-Polymerase, Pfu-Puffer,
Restriktionsenzyme und Puffer, T4 DNA

Ligase und Puffer

metabion international, Planegg-

Martinsried, Deutschland

Oligonukleotide

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol

Operon Biotechnologies, Kaln,

Deutschland

Oligonukleotide

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen Gel Extraction Kit
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Riedel de Haen, Seelze, Deutschland

DMSO, Ethanol (abs.), D-Glucose,
Glycerin, Tris-(hydroxymethyl)-amino-
methan, Tween 20

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamid, Hefeextrakt, Trypton, TEMED

Sigma, Saint Louis, USA

GenElute™ Plasmid Miniprep Kit

Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,

Deutschland

saure

Ammoniumpersulfat, BSA, DNase, 12-
Methylmyristinsaure, 13-Methylmyristin-

Sigma ARK, Darmstadt, Deutschland

Oligonukleotide

Stratagene, La Jolla, USA

dNTPs

Uptima interchim, Montlugon, Frankreich

BC Assay Protein Quantitation Kit

2.2 Gerate und Verbrauchsgegenstande

Tabelle 2-2: Verwendete Gerate und Materialien

Hersteller

Gerate

Typbezeichnung

Beckman Coulter, Krefeld,

Deutschland

Ultrazentrifuge

Pipettierroboter

Optima LE-80 K
Biomek 2000

BioRobotics, Cambridge,
England

Pickroboter

Biopick

Bio-Rad, Miinchen,

Deutschland

DNA-Gelelektrophorese

Elektroporation

Mini-Sub™ DNA Cell,
Mini-Sub™ DNA Cell

GT Gene Pulser, Pulse

Controller
SDS-PAGE Model 583 Gel-Dryer
Proteinblotting Trans Blot semi-dry
Branson Ultraschall, Sonifier Sonifier 250
Dietzenbach, Deutschland
Du Pont Instruments, Bad Zentrifuge Sorvall RC-5B

Homburg, Deutschland
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Edmund Buhler
Labortechnik, Hechingen,

Deutschland

Mikrotiterplatteninkubator

TH30, Timix control

Eppendorf, Hamburg,

Deutschland

Photometer
Pipetten
Reaktionsgefalie
SpeedVac
Thermocycler
Thermomixer

Tischzentrifugen

Biophotometer
Eppendorf research
1,5ml; 2 ml
Concentrater 5301
Mastercycler gradient
Thermomixer 5436
Centrifuge 5417C

Rotoren Centrifuge 5417R
A-4-62
Finnaqua, Tuusula, Finnland | Lyophilisator Lyovak GT-2
Getinge AB, Getinge, Autoklav Pacs 2000

Schweden

Greiner, Fredensborg,

Danemark

Petrischalen

Pipettenspitzen

Petrischale, ohne
Nocken

Typ Eppendorf®

Plastiktubes (15 u. 50 ml) Typ Falcon®
Haake, Karlsruhe, Wasserbad B3 Dc10
Deutschland
IKA Labortechnik, Stauffen, Heizrihrer RCT Basic
Deutschland Inkubator HS501 Digital
Vortexer Janke und Kunkel
Infors, Bottmingen, Schweiz | Inkubatoren HAT Schiuttelinkubatoren
Labortechnik Frobel, Lindau, | Laborwipptisch Rocky
Deutschland
Millipore, Molsheim, Sterilfilter @ 0,22 pm

Frankreich

Molecular Devices,

Ismaning, Deutschland

Mikrotiterplattenphotometer

Spectramax 340
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Moulinex, Radolfszell,

Deutschland

Mikrowellengerat

Micro-Chef FM A935

MWG Biotech, Ebersberg,
Deutschland

DNA-Gelelektrophorese

UV Leuchttisch

Nunc, Wiesbaden

Mikrotiterplatten

96 Microwell™ Platten

Ohaus Waagen, Giessen,
Deutschland

Waage

Precision Advanced

Pall, Dreieich, Deutschland

Nitrocellulosemembran

Biotrace™ NT

Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland

Photometer

UV/Visible ultrospec
3000

Ritter, Mainz, Deutschland

Deepwellplatten

riplate sw, aus PP, 2 ml

Sartorius, Géttingen, Waage Basic
Deutschland
Schleicher & Schuell Bio Nitrocellulosemembran Optitran®

Science, Dassel,

Deutschland

Schott Glas, Mainz, Glaswaren Erlenmeyerkolben,
Deutschland Becherglaser, Flaschen
Scientific Industries, Vortexer Vortex Genie 2
Bohemia, USA

Shimadzu Europe, GC-MS GCMS-QP-2010

Duisburg, Deutschland

UV-VIS-Photometer

Nicolet 100

Stratagene, La Jolla, USA

Thermocycler

Robocycler Gradient

Sorvall, Langenselbold,

Deutschland

Rotoren

SS-34, SLA-3000

V & P Scientific, San Diego
USA

MTP-Replikatoren

96-well Deep-Well, 96-
well standard- well

Replicator
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WTC Binder, Tuttlingen, Inkubatoren Brutschrédnke WTC
Deutschland Binder

WTW, Weilheim, pH Meter level 2
Deutschland

2.3 Stamme, Oligonukleotide, Plasmide

2.3.1 Bakterienstamme

Tabelle 2-3: Verwendete Bakterienstamme

Spezies Stamm relevanter Genotyp Anbieter
Escherichia coli | BL21 hsdS gal (Aclts857 indl Sam7 nin5 | Novagen,
(DE3) lacUV5-T7 Gen 1) Madison, USA

Escherichia coli | DH5a supE44 AlacU169 (980 lacZz AM15) | Clontech,
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 | Heidelberg
relAl

Escherichia coli | M15 lac ara gal mtl recA” uvr® [pREP4, | Qiagen, Hilden
[PREP4] | lacl, kan]

Escherichia coli | Novablue | endAl hsdR17(rK12— mK12+) supE44 | Novagen,
(DE3) thi-1 recAl gyrA96 relAl lac F'| Madison, USA
[proA+B+ laclgZAM15 ::Tn10(TetR)])

2.3.2 Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden bei Sigma-ARK, Operon oder metabion international
bezogen. In Tabelle 2-4 die Nukleotidsequenz und der jeweilige Name aufgefihrt.
Restriktionsschnittstellen und veranderte Codons sind durch Kleinschreibweise

gekennzeichnet.
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Tabelle 2-4: Verwendete Oligonukleotide
Bezeichnung |Sequenz (5’ —3) Verwendung
R47f CTTTAAATTCGAGGCGCCTGGTnNnnGTAACGCGCTA |CYP102A1-
CTTATCAAGTCAG Sattigungs-
R47r CTGACTTGATAAGTAGCGCGTTACNNNnACCAGGCGC | mutagenese
CTCGAATTTAAAG
Y51f CTGGTCGTGTAACGCGCNNnTTATCAAGTCAGCGTC
Y51r GACGCTGACTTGATAANNNGCGCGTTACACGACCAG
F87f GCAGGAGACGGGTTANNNACAAGCTGGACGCATG
F87r CATGCGTCCAGCTTGTNnNnnTAACCCGTCTCCTGC
L188f GAAGCAATGAACAAGNNNCAGCGAGCAAATCCAG
L188r CTGGATTTGCTCGCTGNNNCTTGTTCATTGCTTC
kBamHIf GGACAGCAAATGGGTCGCGIcTCCATGACAATTAAA [CYP102A1-
GAAATGCC Deletion
kBamHIr GGCATTTCTTTAATTGTCATGGAgaCGCGACCCATT |[BamHlin
TGCTGTCC pET28a(+)
BamHIf GCTATACGGaTCCcAATATGG CYP102Al1 -
Einfuhrung
BamHIr CCATATTgGAtCCGTATAGC BamHI
Schnittstelle
in Linker
ePf CTCGATCCCGCGAAATTAATAC CYP102A1 -
ePr CTAACCAGTCGACAAATTGC error-prone
PCR
K69Hf GCATGCGATGAATCACGCTTTGATcacAACTTAAGTC |CYP102A1-
AAGCGC Punkt-
KG9HTr GCGCTTGACTTAAGTTgtgATCAAAGCGTGATTCATC | mutationen

GCATGC
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V78AST72Yf GATAAAAACTTALtatCAAGCGCTTAAATTTGCACGTGA |CYP102A1-
TTTTGCAGGAGACGGG Punkt-

V78AS72Yr CCCGTCTCCTGCAAAATCACGTgCAAATTTAAGCGC | mutationen
TTGataTAAGTTTTTATC

V78Af GCGCTTAAATTTGCACGTGATTTTGCAGGAGACGGG

V78Ar CCCGTCTCCTGCAAAATCACGTCCAAATTTAAGCGC

V78Ff CAAGCGCTTAAATTTttcCGTGATTTTGCAGG

V78Fr CCTGCAAAATCACGQgaaAAATTTAAGCGCTTG

V78Gf GCGCTTAAATTTGgaCGTGATTTTGCAGGAGACGGG

V78Gr CCCGTCTCCTGCAAAATCACGtcCAAATTTAAGCGC

V78Lf CAAGCGCTTAAATTTctaCGTGATTTTGCAGG

V78Lr CCTGCAAAATCACGtagAAATTTAAGCGCTTG

T260Af CGAGAACATTCGCTATCAAATTATTQCgTTCTTAATT
GCGGGACACG

T260Ar CGTGTCCCGCAATTAAGAACQCAATAATTTGATAGCG
AATGTTCTCG

1263Af CGCTATCAAATTATTACATTCTTAQctGCGGGACACG
AAACAAC

[263Ar GTTGTTTCGTGTCCCGCagcTAAGAATGTAATAATTT
GATAGCG

1263Gf CGCTATCAAATTATTACATTCTTAgotGCGGGACACG
AAACAAC

1263Gr GTTGTTTCGTGTCCCGCaccTAAGAATGTAATAATTT
GATAGCG

S332Yf GCCAACTGCTCCTGCGTTTTaCCTATATGCAAAAGA
AGATACG

S332Yr CGTATCTTCTTTTGCATATAGGtAAAACGCAGGAGC
AGTTGGC
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Bsbf CGggatccATGAATGAGCAGATTCCACATG CYP152A1 -

Bsbr CCGctcgagTTAACTTTTTCGTCTGATTCC Klonierung

F79Vf CGGGTGCAGAAATCGCTGOTTGGTGTTAATGCGATT |[CYP152A1-
CAGGG Punkt-

F79Vr CCCTGAATCGCATTAACACCAACCAGCGATTTCTGC |mutationen
ACCCG

R242Ff CTGATTAATGTACTGttcCCTATTGTCGCCATTTCTTA |CYP152A1-
CTTTCTG Punkt-

R242Fr CAGAAAGTAAGAAATGGCGACAATAGGgaaCAGTAC | mutationen
ATTAATCAG

R242FN239Rf | GAGCTGATTcggGTACTGttcCCTATTGTCGCC

R242FN239Rr| GGCGACAATAGGgaaCAGTACCccgAATCAGCTC

R242FI238Rf | GAGCTGCgtAATGTACTGttcCCTATTGTCGCC

R242F1238Rr | GGCGACAATAGGgaaCAGTACATTacgCAGCTC

BsbSeq GAAGTCATGATTGAAGATGC Sequen-

T7 Promotor | TAATACGACTCACTATAGGG zierung

T7 Terminator | CTAGTTATTGCTCAGCGG

2.3.3 Plasmide

Die verwendeten Plasmide sind zusammen mit den relevanten Promotoren und

Resistenzen in Tabelle 2-5 angegeben.

Tabelle 2-5: Verwendete Plasmide

Plasmid Merkmale Resistenz | Anbieter
pET28a(+) T7-Promotor | Kanamycin | Novagen, San Diego, USA
pQE-30 T5-Promotor | Ampicillin | Qiagen, Hilden, Deutschland
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2.4 Medien, Losungen, Puffer

Alle Medien, Lésungen und Puffer wurden, wenn nicht anders angegeben, 20 min. bei
121 <C autoklaviert [147]. Bei Flussigkulturen erfolgte die Zugabe von Selektions-
antibiotika direkt vor dem Inokulieren. Zur Herstellung von Agarplatten wurden vor dem
Autoklavieren 15 g Agar zugegeben (Endkonzentration: 1,5% (m/V)). Antibiotikum

wurde fur Selektionsplatten nach Abkthlen des Mediums auf ca. 50 T zugegeben.

2.4.1 Medien

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium):

Hefeextrakt 59

NaCl 59
Trypton 10g
dH.0 ad 1000 ml
pH 7 mit NaOH
SOC-Medium:

Hefeextrakt 509

KCI (1 M) 2,5 ml
NaCl 059
Trypton 20¢g
dH0O ad 980 ml
pH 7 mit NaOH

Nach dem Autoklavieren wurden 20 ml einer sterilen 1 M Glucosel6sung zugegeben.
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TB-Medium:
(DMSO)
Glycerin
Hefeextrakt
Trypton

dH,O

50 ml
4 mi
24 ¢
12 g

ad 900 ml

Nach dem Autoklavieren wurden 100 ml einer sterilen Losung von 0,17 M KH,PQOy, 0,72

M K;HPO, zugegeben.

2.4.2 Puffer und Losungen
2.4.2.1 Standardlésungen und Puffer
EB-Puffer:

Tris

pH 8,4

Phosphatpuffer (KP;):
KH,PO4
K:HPO,4

pH 7,5

1x TE:
EDTA
Tris

pH 7,5 oder pH 8

10 mM

mit HCI (aq)

50 mM

50 mM

1mM
10 mM

mit HCI (aq)
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Lysepuffer:

DNase 0,05 U/ml
MgCl; 10 mM
Lysozym 1 mg/mi
Tris 50 mM
pH 8 mit HCI (aq)
2.4.2.2 Losungen fur die Expression

IPTG-LOsung:

IPTG 1M
Lagerung sterilfiltriert bei -20 T

5-ALA-LOGsung:

5-Aminolavulinsaure 1M
Lagerung sterilfiltriert bei -20 T

4000x Spurenelementeldsung:

MgCl; 5 mM
FeCl, - 6 H,O 120 mM
ZnCl; - 4 H,0 4,5 mM
CoCl; - 6 H,0O 0,8 mM
NaMoO, - 2 H,O 4,5 mM
CaCl, - 2 Hx0 3,4 mM
CuCl, 7,5 mM
HsBO3 3.2 mM

Die Bestandteile der Spurenelementeldsung wurden in 10% HCI (aq) gelost.
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2.4.2.3 Losungen fir die Proteinaufreinigung
Puffer A:

Na-Phosphat pH 7,5 50 mM
Puffer B:

Na-Phosphat pH 7,5 50 mM
NacCl 1M

BP (Bindepuffer):

K-Phosphat pH 7,5 50 mM
Imidazol 20 mM
NaCl 300 mM

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt.

WP (Waschpuffer):

KP;pH 7,5 50 mM
Imidazol 60 mM
NacCl 300 mM

EP (Elutionspuffer):
KPipH 7,5 50 mM
Imidazol 200 mM

NacCl 300 mM
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2.4.2.4 Verwendete Antibiotika
Zur Selektion von Mikroorganismen mit resistenzvermittelnden Genen wurden folgende

Antibiotika verwendet:

Tabelle 2-6: Verwendete Antibiotika

Antibiotikum Konzentration der Stamme- | Arbeitskonzentration
l6sung

Ampicillin 100 mg/ml in ddH,O 100 pg/ml

Kanamycin 30 mg/ml ddH,0O 30 pg/mi

2.4.2.5 Ldsungen fur die Agarosegelelektrophorese
50x TAE-Puffer:

EDTA (0,5 M, pH 8) 100 ml
Essigsaure 57,1 ml
Tris 242 g
ddH,O ad 1000 ml

1%ige Agarose-Gellosung:
Agarose 69
1x TAE Puffer ad 600 ml

Die Agarose wurde mit 1XTAE Puffer wiederholt aufgekocht, bis eine klare Ldsung

entstand.

6x DNA-Auftragspuffer:
Bromphenolblau 0,2% (m/V)
EDTA,pH 7,5 25 mM

Glycerin 30% (m/V)
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2.4.2.6 Losungen fur die Transformation von  E. coli
Psi-Broth:

Hefe Extrakt 59

MgSO, 59
Trypton 20g
ddH,0 ad 1000 ml
pH 7,6 mit KOH

Tfbl (Transformationspuffer I):

CaCl, 10 mM
Glycerin 15% (V/IV)
KAc 30 mM

MnCl, 50 mM

RbCl; 100 mM

pH 5,8 mit Essigsaure

Ttbll (Transformationspuffer II):

CaCl, 75 mM
Glycerin 15% (VIV)
MOPS 10 mM
RbCl; 10 mM

pH 6,5 mit NaOH
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2.4.2.7 Losungen fur die SDS-PAGE
SDS-Probenpuffer:

Tris 100 mM
DTT 200 mM
SDS 4% (m/V)
Bromphenolblau 0,2% (m/V)
Glycerin 20%

DTT wurde fir jeden Elektrophoreselauf neu zugegeben; hierfir wurde eine 1 M

Stammldésung verwendet.

Trenngel (12,5%):

4x-Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCI-Puffer; 2 ml
pH 8,8; 0,4% (m/V) SDS)

Acrylamidlésung 30% (m/V) 3,33 ml
APS 10% (m/V) 40 p
H20 2,67 ml
TEMED 4 pl

Sammelgel (4%):

4x-Sammelgelpuffer (0,5 M Tris/HCI- 1 ml
Puffer; pH 6,8; 0,4% (m/V) SDS)

Acrylamidlésung 30% (m/V) 0,52 ml
APS 10% (m/V) 40 pl
H.O 2,47 mi

TEMED 4l
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Elektrophoresepuffer:
Tris
Glycin

SDS

Coomassie-Farbelésung:
Coomassie-Brilliant Blue R-250
Methanol

Essigsaure (99,8%)

Coomassie-Entfarbelésung:
Methanol

Essigsaure (99,8%)

34l
14,4 g/l

14/l

14/
30% (V/V)

10% (V/V)

30% (VIV)

10% (VIV)

2.4.2.8 Losungen fir nasschemische Nachweise

Phenolphthaleinlésung:
Phenolphthalein

Ethanol

0,1 N ethanolische Natronlauge:
NaOH
dH,O

Ethanol

250 mg

50 ml

49
8 mi

ad 100 ml

0,5 N ethanolische Hydroxylaminhydrochloridlésung:

Hydroxylaminhydrochlorid

Ethanol

1,737 g

ad 50 ml
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6 N Natronlauge:
NaOH 4849

dH-0 ad 20 ml

Eisen(lIl)-chloridlésung:
Eisen(lIl)-chlorid 2549

deO 50 ml

2.5 Mikrobiologische Methoden

2.5.1 Kultivierung von E. coli

2.5.1.1 Feste Nahrboden

Nach dem Ausplattieren wurden LB-Agarplatten bei 37 € UN inkubiert, danach mit
Parafilm verschlossen und bei 4 € im Kuhlraum gela gert. Die Zellen sind bei Lagerung
im Kudhlraum ca. acht Wochen haltbar. Um Plasmidverlust zu vermeiden, wurden
transformierte Zellen auf Selektivplatten ausplattiert. Fur E. coli werden zur Selektion im
Allgemeinen Antibiotika eingesetzt.

2.5.1.2 Glycerin-Dauerkulturen

Glycerin-Dauerkulturen eignen sich zur langfristigen Lagerung verschiedener Klone
(15% (VIV) Glycerin, 85% (V/V) UN-Kultur). Die Glycerin-Dauerkulturen wurden in
flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80 T gel agert.

2.5.1.3 Ubernachtkulturen

5 ml LB-Medium wurde in sterilen Reagenzglasern unter Verwendung von sterilen
Zahnstochern, bzw. Pipettenspitzen mit Kolonien von Agarplatten oder aus Glycerin-
Dauerkulturen angeimpft. Bei Bedarf wurde das LB-Medium zuvor mit Antibiotika
versetzt (beispielsweise fir Plasmidpraparationen). Die Kulturen wurden UN bei 37 €
und 180 rpm inkubiert.
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2.5.1.4 Vorkulturen in Mikrotiterplatten
150 pl TB-DMSO-Medium mit Antibiotikum wurden mit Hilfe eines Pickroboters mit einer
Kolonie pro Kavitat angeimpft. Die Platte wurde 24 h bei 30 T und 600 rpm inkubiert.

Die Platte wurde zum Animpfen von Hauptkulturen genutzt und konnte bei -80 T
gelagert werden.

2.5.2 Transformation von E. coli-Zellen mit Expressionsplasmiden

2.5.2.1 Rubidiumchloridmethode zur Herstellung supe rkompetenter E. coli-Zellen
Prinzip:
Die Methode beruht auf der Herstellung kompetenter E. coli-Zellen unter Anwendung

von Rubidiumchlorid und Hitzeschock.

Wahrend der Transformation nimmt eine Zelle Plasmide bzw. lineare dsDNA auf.
Zufriedenstellende  Transformationsraten werden durch eine Erhdhung der
Zellwandpermeabilitat erreicht. Die Zellwandpermeabilitat kann auf chemischem Weg
durch die Rubidiumchloridmethode (2.5.2.1) oder andere Methoden erhdéht werden.
Auch in einem elektrischen Feld wird die Zellwandpermeabilitéat erhoht (2.5.2.2). Der
Einsatz von Antibiotika bzw. Selektionsmedien soll garantieren, dass nur
Mikroorganismen Uberleben, die ein Plasmid mit Selektionsmarker aufgenommen

haben.
Durchfihrung:
Herstellung kompetenter Zellen:

100 ml Psi-Broth wurden mit 1 ml einer E. coli-UN-Kultur in einem 500 ml
Erlenmeyerkoben angeimpft und bis zu einer ODgoo Von 0,5 inkubiert. Der Ansatz wurde
15 min auf Eis inkubiert. 50 ml Aliquots wurden in einer Tischzentrifuge 10 min bei 3000
*g und 4 T zentrifugiert. Der Uberstand wurde verw orfen und das Pellet in 0,4 Vol.
gekuhltem TfBI resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 5 min auf Eis gekuhlt und
dann 10 min bei 3000 *g und 4 T abzentrifugiert. D er Uberstand wurde verworfen und
die Zellen in 0.04 Vol. eisgekuhltem TfBIl resuspendiert. Der Ansatz wurde in Aliquots a
200 pl aufgeteilt und in vorgekiihlte ReaktionsgefaRe geflllt. Die Aliquots wurden in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 T gelagert.
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Transformation:

Ein Aliquot wurde auf Eis aufgetaut, 50 ng Plasmid-DNA bzw. bis zu 20 upl
Ligationsansatz zugegeben, gemischt und der Ansatz 1 h auf Eis inkubiert. Der Ansatz
wurde 45 s bei 42 T inkubiert, danach 2 min auf Eis abgekihlt und mit 1 ml SOC-
Medium aufgefullt. Der Ansatz wurde 1 h bei 37 € und 180 rpm inkubiert. Nach
Zentrifugation des Ansatzes (1700 *g, 5 min, 4 C) wurde der Uberstand verworfen und
das Pellet in der verbliebenen Restflissigkeit resuspendiert. Die Suspension wurde auf
einer im Brutschrank vorgewarmten Platte ausplattiert (37 ).

2.5.2.2 Transformation durch Elektroporation

Prinzip:

Zellsuspensionen und DNA werden einem kurzen Stromstol3 ausgesetzt, wodurch in
der Cytoplasmamembran temporéar Poren erzeugt werden. Durch diese Poren kann
DNA in die Zelle gelangen [148].

Durchfihrung:
Herstellung kompetenter Zellen:

100 ml LB-Medium wurden mit 1 ml Ubernachtkultur des entsprechenden E. coli-
Stammes angeimpft und bei 37 T und 180 rpm bis zu einer ODs7g von 0.5 inkubiert.
Die Zellen wurden bei 4 T 15 min bei 3000 *g zentr ifugiert. Das Pellet wurde in 1 Vol
eiskalten 10%igen Glycerin (V/V) resuspendiert und erneut bei 4 T 15 min bei 3000 *g
zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Zellpellet zweimal mit eiskaltem ddH,0
gewaschen. Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das Bakterienpellet in 2 ml
eiskaltem ddH,0 vorsichtig resuspendiert. Die Suspension wurde in Aliquots a 40 pl

aufgeteilt, in vorgekihlte Reaktionsgefalie gefillt und am selben Tag verwendet.
Transformation:

In einem Reaktionsgefal3 wurden 40 pl kompetente Zellen mit 1 pl Plasmid-DNA
gemischt. Gegebenenfalls wurde die DNA dialysiert, um das Risiko eines
Kurzschlusses bei der Elektroporation zu reduzieren. Der Transformationsansatz wurde
dann in eine eisgekuhlte sterile Elektroporationskivette Uberfihrt und 5 min auf Eis
inkubiert.

Die Elektroporation von E. coli wurde mit 1500 V, 25 pF und 200 Q durchgefiihrt. Im

Anschluss wurde die Kivette mit 1 ml SOC-Medium aufgefillt. Die Zellsuspension



2 Material und Methoden 57

wurde 1 h bei 37 € und 180 rpm inkubiert, auf LB-S elektionsplatten ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37 T inkubiert.

2.5.3 Induktion und Expression von pET28a(+)-Konstr  ukten

2.5.3.1 Expression im Schuttelkolben.

Zur Expression von CYP102A-Enzymen wurden 400 ml TB-Medium mit Antibiotikum
1:100 aus einer Ubernachtkultur angeimpft und bis zu einer Zelldichte (ODggo) von 0,8
bei 37 T und 180 rpm in einem 2 | Erlenmeyerkolben kultiviert. Danach wurde mit einer
1 M IPTG-L6sung im Verhéaltnis 1:1000 induziert (Endkonzentration: 1 mM IPTG) und
100 pul der Spurenelementeldésung zugesetzt. Die Zellen wurden 16 h Stunden bei 25 C

und 130 rpm kultiviert und danach geerntet.

Zur Expression von CYP152A1 wurden 400 ml TB-Medium mit 1 ml eines
Transformationsansatzes inokuliert und tber Nacht bei 37 T und 180 rpm inkubiert. 16
h spater wurde mit 1 M IPTG-L6sung induziert (Endkonzentration 0.25 mM). Die ODgoo
lag zu diesem Zeitpunkt bei ca. 2. Die Kultur wurde mit 100 ul Spurenelementelésung
supplementiert

2.5.3.2 Expression in Deepwellplatten

Pro Kavitat wurden 600 pl TB-Medium mit Antibiotikum von einer Vorkulturplatte mit
Hilfe eines Replikators angeimpft. Die Platte wurde 8 h bei 37 € und 600 rpm inkubiert.
Die Induktion erfolgte mit 100 pl TB-Medium pro Kavitdt, das mit
Spurenelementelosung, IPTG und 5-ALA versetzt war (Endkonzentration IPTG: 0,25
mM, 5-ALA 1 mM). Die Mikrotiterplatte wurde 24 h bei 30 € und 600 rpm inkubiert und
danach geerntet (4 C, 1 h, 3000 *Q).

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Aufreinigung von DNA nach Restriktionsverdauu ng oder PCR

Zur Aufreinigung von DNA wurde das Gel Extraction Kit nach Angaben des Herstellers
verwendet. Die Aufreinigung beruht auf einer spezifischen Bindung der DNA an einer

Silicagelmatrix in Gegenwart chaotroper Salze. Enzyme und Salze werden durch einen
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Waschschritt entfernt. Unter leicht alkalischen Bedingungen und geringer lonenstarke
wird die DNA eluiert.

2.6.2 Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektroph orese

Prinzip:

Elektrophorese ist die Auftrennung von Stoffgemischen in einem elektrischen Feld. Zur
Auftrennung von DNA koénnen Agarose- und Polyacrylamid-Gelsysteme eingesetzt
werden. Polyacrylamidgele zeichnen sich durch ein hohes Auflésungsvermdgen aus.
Agarosegele hingegen konnen uUber einen weiten Langenbereich Nukleinsauren
trennen. Agarose wird durch Erhitzen in Puffer geldst. Nach Abklhlung geliert es wieder
und bildet je nach Konzentration Poren unterschiedlicher Weite. Wird an ein Gel
elektrische Spannung angelegt, wandert die negativgeladene DNA zur Anode. Kleine
DNA-Fragmente wandern schnell durch die Poren des Gels, langere Fragmente werden
durch die kleinen Poren am Lauf gehindert und wandern langsam. 1%ige Agarosegele
eignen sich zur Auftrennung von DNA-Fragmenten von 500 bp - 10 kbp GroR3e. Die
Auftrennung der DNA wird durch Einsatz von Ethidiumbromid sichtbar. Ethidiumbromid
interkaliert mit DNA. Unter UV-Licht fluoresziert Ethidiumbromid und zeigt somit die
Lage der DNA an. Ethidiumbromid ist positiv geladen und wandert daher im Gel zur
Kathode, der DNA-Laufrichtung entgegen. Die Abschatzung der Fragmentgrol3en
erfolgt durch Vergleich mit einem Standard.

Durchfihrung:

Der Gelschlitten wurde in eine GielRapparatur eingespannt. 40 ml 1%ige Agaroseldsung
wurden mit ca. 3 pl Ethidiumbromid versetzt und in den Schlitten gegossen. Im
Anschluss wurde der DNA-Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt. Nach einer
Polymerisationszeit von ca. 30 min wurde der Probenkamm entfernt. Das Gel wurde in
der Elektrophoreseapparatur mit TAE-Puffer Gberschichtet. Die Proben wurden vor dem
Auftragen mit Probenpuffer, der durch seine hohe Dichte das Einsinken der DNA in die
Taschen garantiert, versetzt. Die Taschen wurden mit 15 pl Probe beladen. Die
Elektrophorese erfolgte bei 120 V tGber 30 min. Zur Dokumentation wurde das Gel unter

UV-Licht photographiert.
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2.6.3 Enzymatische Verfahren mit DNA

2.6.3.1 Dephosphorylierung durch Behandlung mit alk  alischer Phosphatase
Prinzip:

Alkalische Phosphatase katalysiert die Dephosphorylierung an 5’-Uberhdngenden
Enden, sowie stumpfen (blunt) Enden bei ssDNA, dsDNA, ssRNA, dsRNA. Sie wird
beispielsweise zur Dephosphorylierung von 5-Enden bei dsDNA verwendet, um
Religationen der Vektor-DNA vor der Insertion von DNA-Fragmenten zu verhindern.
Durchfihrung:

Das Ansatzvolumen betrug 50 pl. Der Ansatz wurde 1 h bei 37 T inkubiert und konnte
dann fur Ligationen eingesetzt werden. Verwendet wurde alkalische Phosphatase aus

Kalberdarm (CIAP).

Pipettierschema:

DNA 28 pl aus Restriktionsverdauung
10x CIAP Puffer 5ul

CIAP [1 U/l] 1 pl

ddH,O ad 50 pl

Alternativ konnte CIAP auch direkt der Restriktionsverdauung zugegeben werden. CIAP

wurde mit dem NucleoSpin Extract Kit von der DNA abgetrennt.

2.6.3.2 Ligation von DNA mit T4-DNA-Ligase

Prinzip:

T4-DNA-Ligase katalysiert die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen einer 5'-
Phosphatgruppe und der 3’-Hydroxylgruppe doppelstrangiger DNA. T4-DNA-Ligase
ligiert sowohl stumpfe (blunt), als auch Uberhangende (sticky) Enden. Fir diese
Reaktion wird ATP als Cofaktor ben6étigt. T4-Ligase erméglicht so die Zyklisierung eines
linearen DNA-Molekuls bzw. das Verbinden zweier linearer DNA-Molekile, z.B. Vektor

und Insert.
Durchfihrung:

Das Ansatzvolumen betrug 20 ul. Ein Ubliches molekulares Verhéltnis Vektor zu Insert
betragt fur sticky ends 1:3, bei blunt ends wird das Insert in fiinffachem Uberschuss
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eingesetzt. Der Ligationsansatz wurde UN bei 16 € inkubiert und konnte dann

transformiert werden.

Pipettierschema:

Insert X ul
Vektor y ul

10x T4-Ligase-Puffer 2 ul
T4-Ligase [1 U/ul] 0,5 ul
ddH.O ad 20 pl

2.6.3.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonuklea  sen

Prinzip:

Restriktionsenzyme katalysieren die Spaltung von DNA-Molekilen an einer
spezifischen Schnittstelle.

Durchfihrung:

Die Restriktionsverdauung von DNA-Molektlen wurde unter den fir das Enzym vom
Hersteller empfohlenen Bedingungen durchgefuhrt. Bei Doppelverdauungsreaktionen
wurde der Puffer Y*/Tango (MBI Fermentas) verwendet.

Pipettierschema einer praparativen Restriktionsverdauungsreaktion:

Plasmid-DNA (Miniprep) oder Insert 30 ul

10x Puffer (enzymspezifisch) 5 pul bzw. 10 pl
Restriktionsendonuklease A [10 U/ul] 0,5 ul
Restriktionsendonuklease B [10 U/ul] 0,5 ul

ddH,O ad 50 pl

Der Ansatz wurde 2-3 h bei 37 T inkubiert. Die Res triktionsenzyme wurden durch
Aufreinigung mit dem NucleoSpin Extract Kit aus dem Ansatz entfernt. Die

Verdauungsreaktion wurde anschlief3end durch Agarosegelelektrophorese tberpruft.
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Pipettierschema einer analytischen Verdauungsreaktion:

Plasmid-DNA (Miniprep) 4 ul

10x Puffer (enzymspezifisch) 2 WUl bzw. 4 i
Restriktionsendonuklease A [1 U/ul] 1l

BSA enzymabhangig
ddH,O ad 20 pl

Der Ansatz wurde 1 h bei 37 T inkubiert. Der Verdau wurde anschlieBend durch

Agarosegelelektrophorese tberpruft.

2.6.4 Fragmentisolation aus Agarosegelen

Um DNA-Fragmente einer bestimmten GrofRe von anderen DNA-Fragmenten zu
trennen, wurde die DNA-L6sung (PCR oder Verdauungsreaktion) einer praparativen
Agarosegelelektrophorese unterzogen. Nach der Elektrophorese wurde auf dem UV-
Leuchttisch die gesuchte Bande mit einem Skalpell ausgeschnitten und mit dem

NucleoSpin Extract Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

2.6.5 Methoden zur Isolation von DNA

2.6.5.1 Plasmidisolation nach dem GenElute Plasmid MiniPrep Kit

Zur Isolation von reiner Plasmid-DNA fir praparative Zwecke, wie z.B. fir
Sequenzierungen, wurde das GenElute Plasmid MiniPrep Kit der Firma Sigma
verwendet. Das Protokoll basiert auf der alkalischen Lyse von Zellen, gefolgt von einer
DNA-Aufreinigung durch lonenaustauschersaulen. Die Durchfiihrung erfolgte nach

Angaben des Herstellers. Die Ausbeute betrug bis zu 20 pug Plasmid DNA pro ml Kultur.
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2.6.6 Polymerase-Kettenreaktion zur Vervielfaltigun g von DNA

2.6.6.1 Standard-PCR

Prinzip:

Die Polymerase-Kettenreaktion [149] dient der Vervielfaltigung spezifischer DNA-
Abschnitte. Die dabei ablaufenden Vorgange ahneln dem Ablauf der Replikation in
Zellen. Hierbei synthetisiert die DNA-Polymerase ausgehend von Startmolekilen, den
so genannten Primern, einen neuen DNA-Strang, wobei einer der DNA-Strdnge der
~remplate“-DNA als Matrize dient. Bei der PCR werden als Startmolekile synthetisch
erzeugte Oligonukleotide (Primer) eingesetzt, die mit komplementéren Bereichen der
.remplate“-DNA hybridisieren. Ausgehend von den Primern synthetisiert die DNA-
Polymerase in 5’-3'-Richtung unter Verwendung von dNTPs einen neuen DNA-Strang.
Werden in der PCR zwei gegenlaufig orientierte Primer benutzt, die einen DNA-
Abschnitt begrenzen, kann gezielt dieser Bereich amplifiziert werden. Durch zyklische
Wiederholung der einzelnen Schritte der PCR wird die Vervielfaltigung der DNA
ermdglicht. Ein PCR-Zyklus beginnt mit der thermischen Denaturierung der DNA-
Doppelstrange bei ca. 95 T, was ein Aufschmelzen der Doppelstrange bewirkt. Es
entsteht einzelstrangige DNA. Im zweiten Schritt lagern sich die Oligonukleotide an die
Matrizen-DNA an. Die ,Annealing“ Temperatur gibt hierbei die Temperatur an, bei der
Oligonukleotid und DNA-Matrize spezifisch hybridisieren. Die Anlagerung der
Oligonukleotide an die DNA st in erster Linie abhangig von dem GC-Gehalt der
Sequenz und der Lange der Primer. Da Guanin und Cytosin miteinander drei
Wasserstoffbriicken eingehen, Adenin und Thymin jedoch nur zwei Wasserstoffbriicken
ausbilden, bedingen GC-reiche Sequenzen hohe Denaturierungstemperaturen. Die
Annealingtemperatur ~ wurde  mithilfe  eines  Online-Programms  berechnet
(http://bioinformatics.org/JaMBW). Sie ergibt sich aus den freien Enthalpien der

Bindungsstarken.

Die Synthese der neuen DNA-Molekile erfolgt durch eine thermostabile DNA-
Polymerase (z. B. Taq aus Thermus aquaticus, Pfu aus Pyrococcus furiosus) von den
Primern ausgehend bei ca. 72 <. Der Einsatz einer hitzestabilen Polymerase
ermoglicht die Wiederholung der oben genannten Schritte automatisiert in
Thermocyclern.
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Durchfihrung:

Fur analytische PCRs wurde die Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus, fur
praparative PCRs wurde die Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus verwendet. Pfu-
Polymerase verfugt Uber eine 3-5’-Exonucleaseaktivitat. Diese reduziert die Fehlerrate
bei der PCR, man spricht von einer Korrekturlesefunktion. PCR-Anséatze wurden nach
Tabelle 2-7 auf Eis pipettiert. In Tabelle 2-8 ist exemplarisch ein
Thermocyclerprogramm aufgefthrt. Die optimalen Programmparameter, besonders die

Annealingtemperatur mussten jedoch empirisch bestimmt werden.

Tabelle 2-7: Pipettierschema fiir die Standard-PCR

Komponente Volumen Arbeitskonzentration/
Menge

10x Polymerase Puffer* 5ul 1x

dNTP-Mix** 4 ul 0,2 mM

Primer forward 1l 0,2 pmol/ul

Primer reverse 1l 0,2 pmol/ul

~remplate“-DNA*** 10-100 ng 0,1-100 ng

ddH,O fir die Molekular-|ad 49 pl

biologie

Polymerase (5 U/ul) 1ul 5U

* enthalt Mg®* (15 mM)

*x dATP, dCTP, dGTP, dTTP jeweils 2,5 mM, insgesamt also 10 mM

Foxk Plasmid-DNA oder genomischer DNA
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Tabelle 2-8: Temperaturprogramm fir die Standard-PC =~ R

Programm Temperatur [C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 95 1 1
Denaturierung 95 1

Anlagerung 50 1 20
Synthese 72 3

Synthese 72 6 1
Ruhephase 8 0 1

Zur Uberprifung von Ligationen wurde die Kolonie-PCR angewendet (Tabelle
2-9,Tabelle 2-10). Dabei setzt man kein Plasmid als Matrize, sondern transformierte
Zellen ein, die mit einem Zahnstocher von einer Zellkolonie entnommen werden. Als
Primer dienten die Oligonukleotide, die auch fur die Amplifikation der Zielsequenz

verwendet wurden.

Tabelle 2-9: Pipettierschema fiir die Kolonie-PCR

Komponente Volumen Arbeitskonzentration/
Menge

10x Tag-Polymerase 5ul 1x

Puffer*

dNTP-Mix** 1l 0,2 mM

Primer forward 1l 2 pmol/ul

Primer reverse 1l 2 pmol/ul

~remplate” gepickte Kolonie 0,1-100 ng

ddH,O fur die Molekular- |ad 48 pl

biologie

Polymerase (5 U/ul) 2 ul 10U
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Tabelle 2-10: Temperaturprogramm fiir die Kolonie-PC R

Programm Temperatur [C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 95 5 1
Denaturierung 95 1

Anlagerung 40,5 1 20
Synthese 72 3

Synthese 72 6 1
Ruhephase 8 0 1

2.6.6.2 Fehlerbehaftete PCR ( error-prone PCR)

Prinzip:

Durch Veranderung der Standard-PCR-Bedingungen kann die Polymerase-
Kettenreaktion dazu genutzt werden, Mutationen in einen bestimmten Abschnitt einer

Sequenz einzubauen [150].

Eingesetzt wird die fehlerbehaftete PCR zur parallelen Erzeugung mehrerer Tausend
Mutanten in Experimenten der gerichteten Evolution. Die fehlerbehaftete PCR erlaubt
auf diese Weise die Verdnderung unterschiedlichster Enzymeigenschaften, wie z. B.
Thermostabilitat, Aktivitdt und Selektivitat. Die Fehlerrate wird durch die Durchfiihrung
der PCR unter nicht optimalen Bedingungen erhoht. Der Zusatz von Manganchlorid und
ein nicht ausgeglichenes Verhaltnis der dNTPs mit einer Base im Unterschuss oder die

Zugabe von dNTP Analoga wie dITP fuhren zur Steigerung der Fehlerrate.
Durchfihrung:

Der Reaktionsansatz wurde entsprechend Tabelle 2-11 erstellt und im Thermocycler
nach Angaben aus Tabelle 2-12 inkubiert. Nach der PCR wurde die amplifizierte DNA
mit Restriktionsenzymen geschnitten, in einen Vektor ligiert und dann transformiert. Fr
die fehlerbehaftete PCR wurde eines der dNTPs im Unterschuss mit einer
Konzentration von 0,4 mM eingesetzt, die anderen drei dNTPs und dITP wurden mit

einer Konzentration von 2 mM eingesetzt.
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Tabelle 2-11: Pipettierschema fiir die  error-prone PCR

Komponente Volumen Menge
MgCl, (25 mM) 0,5 ul 12.5 nmol
MnCl, (0,5 mM) 1-10 pl 0,5-5 nmol
error-prone dNTPs 5ul variabel, siehe 2.6.6.2
10x Tag-Puffer 5ul 1x
Plasmid-DNA 1pl 2 fmol
Primer 1 (10 pmol/ul) 1ul 10 pmol
Primer 2 (10 pmol/ul) 1ul 10 pmol
ddH.O ad 48 pl

Tag DNA Polymerase (2,5|2 pul 5U

u/ul)

Tabelle 2-12: error-prone PCR-Programm

Programm Temperatur [C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 94 1 1
Denaturierung 94 1

Anlagerung 50 1 30
Synthese 72 3

Synthese 72 6 1
Ruhephase 8 0 1

2.6.6.3 Ortspezifische Mutagenese (hach der QuikCha nge®-Methode, Stratagene)
Prinzip:

Punktmutationen in Plasmid-DNA werden durch die PCR-basierte ortspezifische
Mutagenese mit Hilfe des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
erzeugt. Hierzu werden Oligonukleotide einer Lange von 25-45 Nukleotiden verwendet,
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die zu der DNA-Matrize bis auf Nukleotide im Zentrum der Primer komplementér sind.
Fur das Design der Primer wurde der Stratagene Quikchange Primer Tm Calculator
verwendet (http://www.stratagene.com/QPCR/tmCalc.aspx). Die Schmelztemperatur
(Tm) der Primer sollte tber 78 T liegen und die Primer auf ein oder mehrere Guanin
bzw. Cytosinbasen enden. Die Lage der Primer sowie das Mutageneseprinzip sind in
Abbildung 2-1 kurz dargestellt. Das Plasmid wird mit Hilfe der Primer unter Verwendung
der Pfu-Polymerase vollstdndig amplifiziert. Die Abschriften enthalten die durch die
Primer eingebrachte Mutation. Neben Mutationen sind auch Insertionen und Deletionen
maoglich. Da in der QuikChange-Reaktion lineare Kopien der DNA-Matrizen erzeugt
werden, kdnnen diese nicht als Templat fir den n&chsten Synthesezyklus dienen. Die
Amplifikation verlauft deshalb im Gegensatz zur klassischen PCR nicht exponentiell
sondern linear. Vor der Transformation in E. coli erfolgt die Verdauungsreaktion der
parentalen, methylierten DNA durch Dpnl. In vitro synthetisierte nichtmethylierte DNA

wird von Dpnl nicht abgebaut.
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Schritt 1:
Anlagerung der Primer

Schritt 2:
Quikchange PCR

Schritt 3:
Verdauung mit Dpn |
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W

Schritt 4:

7 Transformation des
mutierten Plasmids
in E. coli

Abbildung 2-1: Prinzip der ortspezifischen Mutagene
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Durchfihrung:

Der Reaktionsansatz wurde entsprechend Tabelle 2-13 erstellt und im Thermocycler
nach Tabelle 2-14 inkubiert. Zum Abbau der parentalen, methylierten Plasmid-DNA
wurde der PCR-Ansatz mit 2 pl Dpnl (10 U/ul) bei 37 € 3 h verdaut. Nach der
Verdauungsreaktion wurde die nichtmethylierte DNA zur Propagation in E. coli
transformiert. Nach Plasmidisolation mit dem Sigma GenElute Plasmid Miniprep Kit

erfolgte die Kontrolle der Mutagenese durch Sequenzierung.

Tabelle 2-13: Pipettierschema fiir die QuikChange PC R

Komponente Volumen Menge
10x Pfu-Puffer 5ul -
Plasmid-DNA 2 ul 5-50 ng
Primer 1 (10 pmol/ul) 1ul 10 pmol
Primer 2 (10 pmol/ul) 1l 10 pmol
dNTPs (10 mM/ dNTP) 1l 10 nmol
ddH,0 ad 48 pl -

Pfu DNA Polymerase 2 ul 5

(2,5 U/pl)

Tabelle 2-14: Parameter fir QuikChange PCR

Programm Temperatur [C] Dauer [min] Zyklen
Denaturierung 95 2 1
Denaturierung 95 0,5

Anlagerung 5545 C 1 16

+0,4 C/Zyklus

Synthese 72 16,5

Synthese 72 10 1

Ruhephase 8 0 1
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2.6.7 Sequenzierungen

DNA-Sequenzierungen wurden bei GATC Biotech AG, Konstanz durchgefuhrt. Die
Proben wurden nach Angaben des Dienstleisters vorbereitet und verschickt.

2.7 Biochemische Methoden

2.7.1 Zellaufschluss
Zellaufschluss mittels Ultraschall:

Bei -20 T gelagerte bzw. frisch geerntete Zellen wurden in 50 mM KP; pH 7,5
resuspendiert. Pro Gramm Biofeuchtmasse wurden 3 ml Puffer verwendet. Der Puffer
wurde mit 0,1 mM PMSF, einem Proteaseinhibitor, supplementiert, um den Abbau von
Proteinen zu verhindern. Der Zellaufschluss wurde mit dem Ultraschalldesintegrator
Branson Sonifier 250 durchgefihrt (3*2 min Ultraschallpulse, Leistungsabgabe 40%,
Output control Position 4), wobei die Proben in Eiswasser gekihlt wurden. Zwischen
den Ultraschallbehandlungen wurden die Proben 2 min auf Eis gekuhlt. Zelltrimmer
wurden durch Zentrifugation abgetrennt (20 min, 4 °C, 35000 *g). Das erhaltene

Zelllysat wurde aliquotiert, filtriert und bei -20 T aufbewahrt.

Zellaufschluss mittels Lysozym:

Lysozym ist ein bakterizides Enzym, das im Nasenschleim und im Eiklar enthalten ist.
Das 1922 von A. Fleming entdeckte Lysozym spaltet die glykosidische Bindung des
Mureins zwischen dem C1-Atom der N-Acetylmuraminsaure und dem C4-Atom des N-

Acetylglucosamins und baut die Muropolysaccharidkette zu einem Disaccharid ab.

Zum Zellaufschluss von Zellpellets aus Mikrotiterplattenexpressionen wurde das Pelllet
in 400 pl Lysepuffer resuspendiert und 1 h bei 37 °C inkubiert. Lysat und Zelltrimmer

wurden durch Zentrifugation voneinander getrennt (1 h, 4 C, 3000 *g).

2.7.2 Bestimmung der P450-Konzentration
Prinzip:
Mit Kohlenstoffmonoxid begaste Cytochrom P450-L6sungen zeigen in reduzierter Form

eine intensive Absorption bei 450 nm (Soret-Bande), die durch die Bildung eines Ham-

Fe(ll)-Carbonyl-Komplexes zu Stande kommt. Wird als Referenz bei der Aufnahme des
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Spektrums eine nicht mit CO begaste Probe verwendet, so ist im Spektrum einer
aktiven und korrekt gefalteten P450 Monooxygenase ein Absorptionsmaximum bei 450
nm zu erkennen. Fir inaktive P450 Monooxygenasen wird ein Absorptionsmaximum bei
420 nm beobachtet.

Cytochrom P450 kann daher mittels Differenzspektrum in durch Dithionit reduzierten

Lésungen nachgewiesen werden.

Die P450-Konzentration wird mittels der CO-Differenzspektroskopiemethode tber das
Lambert-Beersche Gesetz bestimmt. Dabei wird ein Differenzspektrum zwischen

reduziertem P450-CO-Komplex und reduziertem P450 aufgenommen.

A o 40, C1000CF

c(P450) =2 .

c(P450): Konzentration von P450 [nmol/ml]

AAysoa90.  Absorptionsdifferenz zwischen 450 nm der CO-begasten Probe und 490

nm der nicht begasten Probe
f: Verdiunnungsfaktor
l: Lange der durchstrahlten Kuvette (cm)
£ Extinktionskoeffizient von P450 (91 mM™*tm™)
Durchfihrung:

Das Zelllysat wurde in einem Gesamtvolumen von 2 ml im Verhéltnis 1:10 bis 1:40
verdinnt und mit einer Spatelspitze Na-Dithionit reduziert. Der Ansatz wurde in 2
Kivetten aufgeteilt. Einer der Ansatze wurde eine Minute mit CO begast. Im Anschluss
wurde ein Differenzspektrum zwischen 400 und 500 nm aufgenommen, wobei die
nichtbegaste Probe als Referenz diente. Zur Aufnahme von CO-Differenzspektren mit
CYP152A1 wurde ein Aliquot zuerst begast und danach beide Aliquots mit Na-Dithionit

reduziert.

Zur Aufnahme des CO-Differenzspektrums in Mikrotiterplatten wurden 100 pl Lysat mit
20 pl Na-Dithionitlbsung (50 mg/ml in 50 mM KP; pH 8) gemischt. Von der
Reaktionslosung wurde im unbegasten und im mit CO-begasten Zustand ein Spektrum

aufgenommen. Aus der Differenz wurde die P450-Konzentration bestimmt.
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2.7.3 Chromatographischer Nachweis der Flavocytochr  ome

Prinzip:

Die Flavincofaktoren der Reduktase-Domane von CYP102A-Enzymen kdnnen unter
Erhitzen und Denaturierung des Enzyms freigesetzt werden. Die Auftrennung der

Cofaktoren erfolgt chromatographisch dber Dunnschichtchromatographie. Die

Cofaktoren konnen durch ihre Fluoreszenz unter UV-Licht detektiert werden.
Durchfihrung:

Eine CYP102A7-L6osung wurde 30 min bei 80 T inkubie rt. Die Probe wurde 2 min bei
20000 *g zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand durch Dunnschicht-
chromatographie analysiert und mit FAD- und FMN-Standardlésungen verglichen. Die
Konzentration der Standardlésungen lag im Bereich der Konzentration an CYP102A7
(1-10 uM). Das verwendete Laufmittelgemisch bestand aus n-Butanol, Essigsaure und
Wasser im Verhéltnis 5:2:3 (V:V:V). Nach Anregung bei 280 nm konnten die Cofaktoren

als griine Punkte detektiert werden.

2.7.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelekt  rophorese

Prinzip:

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nutzt das Prinzip aller elektrophoretischen
Trenntechniken: Geladene Molekile wandern im elektrischen Feld. Die
Wanderungsgeschwindigkeit ist abhéngig von GréRe, Ladung und Form der Molekile
und Porenweite des Gels. Die Verwendung eines Gelsystems reduziert den Einfluss
physikalischer Faktoren wie Diffusion und Konvektion. Polyacrylamidgele entstehen
durch radikalische Polymerisation des Monomers Acrylamid und des quervernetzenden
Methylenbisacrylamids. Die Porengrol3e der Gele ist abhangig von der
Acrylamidkonzentration und dem Verhdaltnis von Monomer zu Quervernetzer. Hohe
Acrylamidkonzentrationen (bis 30%) fiihren zu einem hohen Molekularsiebeffekt, grol3e
Molekule werden in ihrem Lauf stark retardiert.

Die SDS-Gelelektrophorese wird zur Auftrennung von Proteingemischen, zum
Nachweis  rekombinant exprimierter Proteine und zur Kontrolle von
Proteinaufreinigungen durchgefihrt [151]. SDS, ein anionisches Detergenz, denaturiert
und solubilisiert Proteine, indem es sich mit seinem hydrophoben Rest an Proteine

anlagert. Aul3erdem maskiert es die native Ladung, die Proteine werden negativ
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geladen. Eine vollstandige Denaturierung erreicht man durch kurzzeitiges Erhitzen auf
95 € und den Einsatz von B-Mercaptoethanol oder DTT im Probenpuffer zur Reduktion
von Disulfidbriicken. Im diskontinuierlichen System, das aus Sammel- und Trenngel
besteht, durchlaufen die Proben zuerst das 4%ige Sammelgel. Die Chloridionen im
Sammelgel haben eine hohere Wanderungsgeschwindigkeit als die Proteine. Sie
werden Leitionen genannt. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Glycinionen im
Elektrophoresepuffer ist hingegen geringer, als die der Proteinproben. Die Glycinionen
werden als Folgeionen bezeichnet. Die schneller wandernden lonen erzeugen zwischen
sich und den langsamer wandernden Proteinen einen Bereich geringerer Leitfahigkeit.
Dies fuhrt zu einer Fokussierung der Proteine zwischen Chlorid- und Glycinionen. Die
Verschiebung des pH-Wertes von 6,8 auf 8,8 beim Ubergang vom Sammelgel zum
Trenngel erhdht die Wanderungsgeschwindigkeit der lonen im Laufpuffer. Die Proteine

werden nach ihrem Molekulargewicht getrennt.
Durchfihrung:

Die Glasplatten wurden mit Isopropanol gereinigt, ein Gummikeil zwischen die
Glasplatten gelegt und mit drei Klammern fixiert. Die 12,5%ige Trenngellésung wurde
bis 1 cm unter den oberen Rand der Glasplatten gegossen und vorsichtig mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach Auspolymerisieren des Trenngels wurde das
Isopropanol dekantiert. Die Sammelgellésung wurde auf das Trenngel gegossen und
der Probenkamm eingesetzt. Nach der Polymerisation des Sammelgels wurde der
Gummikeil und der Probenkamm entfernt und das Gel in die Elektrophoreseapparatur
eingebaut. Im Anschluss wurde die Elektrophoreseapparatur mit Laufpuffer gefillt. Die
Proben wurden im Volumenverhaltnis 1:1 mit Puffer gemischt, 5 min bei 95 < inkubiert,
abzentrifugiert und auf Eis gelagert. Pro Bahn wurden 10 pg Protein bzw. 12 ul Marker
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte 10 min bei 10 mA/Gel und 55 min bei 25
mA/Gel. Zur Detektion von Proteinbanden wurde das Gel UN mit Coomassie-
Farbeldosung gefarbt, am né&chsten Tag mit Entfarbelésung solange entfarbt bis die
Proteinbanden klar zu erkennen waren bzw. der Hintergrund farblos wurde. Das Gel

wurde anschlieRend im Geltrockner getrocknet.

2.7.5 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration wurde entweder das BCA-Kit der
Firma Uptima-Interchim oder das Bradford-Kit von Biorad verwendet.
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2.7.5.1 BCA-Assay

Der Proteinbestimmungstest beruht auf der Reduktion von Cu?*-lonen zu Cu*-lonen in
Anwesenheit von Proteinen im alkalischen Milieu. Cu*-lonen bilden mit
Bicinchonininsédure einen violetten Farbkomplex. Die Zunahme der Absorption der
Messlosung ist proportional zum Proteingehalt und kann bei 562 nm detektiert werden.
Durch eine externe Kalibrierung mit BSA als Referenz lasst sich eine quantitative
Aussage des Proteingehalts treffen. Das Protokoll wurde nach Angaben des Herstellers

durchgefuhrt.

2.7.5.2 Bradford-Assay

Diese Nachweismethode beruht auf der Bindung von Coomassie brilliant blue G-250 an
Proteine. Dies fuhrt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums der Lésung von
465 nm (ohne Protein) nach 595 nm (mit Protein). Die Zunahme der Absorption der
Messlosung ist proportional zur Proteinkonzentration. Durch eine externe Kalibrierung

mit BSA als Referenz lasst sich eine quantitative Aussage des Proteingehalts treffen.

Zur Messung wurden 800 ul einer entsprechend verdinnten Proteinlésung mit 200 pl
Bradfordldsung gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Die Absorption bei 595 nm wurde

photometrisch gemessen.

2.7.6 Automatische Zellvereinzelung mit dem Pickrob  oter

Um groRe Bibliotheken durchmustern zu kdnnen, missen die einzelnen Klone in

getrennte Reaktionsgefalde, wie z. B. in Mikrotiterplatten, Uberfihrt werden.

Der Pickroboter BioPick nahm Uber eine Kamera das Bild einer Agarplatte auf und
erfasste mittels eines Bilderkennungssystems dabei die Lage einzelner Kolonien,
welche dann von einer Nadel gepickt und in mit TB-Medium geflllte Mikrotiterplatten
Uberfihrt wurden. Die Erkennungsparameter wurden empirisch der Anzahl der

Kolonien, ihrem Durchmesser und der Plattenfullhbhe angepasst.
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2.7.7 Proteinaufreinigung

2.7.7.1 Aufreinigung von Monooxygenasen tber Metall  affinitats-
chromatographie

Die spektroskopischen Eigenschaften von P450 Monooxygenasen ermoglichen eine
einfache Detektion des aufzureinigenden Proteins. Im nativen Zustand absorbieren

P450 Monooxygenasen Licht bei 417 nm, was photometrisch detektiert werden kann.

Die in Vektor pET28a(+) einklonierten P450 Monooxygenasevarianten wurden als
Fusionsproteine mit einer N-terminalen Hexahistidinsequenz exprimiert. Dies erlaubte
die Aufreinigung Uber Metallaffinitatschromatographie. Diese chromatographische
Methode wurde zuerst von Porath et al. beschrieben [152]. Hierbei binden Seitenketten
verschiedener Aminosauren vor allem Histidin, Tryptophan und Cystein an
Ubergangsmetallen z. B. Zink, Nickel oder Cobalt, die an einer Festphase immobilisiert

werden.

Als Matrix diente eine Ni-NTA-Saule. Nitrilotriessigsaure (NTA) ist ein Chelatbildner, der
vier Koordinationsstellen des Ni**-lons besetzt, die restlichen zwei Koordinationsstellen
werden von Histidinen des His-Tag besetzt. Die Saule wurde mit zwei S&ulenvolumen
Laufpuffer aquilibriert und danach wurde die Proteinlésung mit einer peristaltischen
Pumpe aufgetragen. Die Elution erfolgte mit steigenden Konzentrationen von Imidazol,
das ebenfalls an Ni**-lonen binden kann und das Protein verdréngt. Zur Aufreinigung
wurde ein 50 mM KP; pH 7,5 mit 500 mM NacCl und ein Elutionspuffer (50 mM KP; pH
7,5 500 mM NaCl, 200 mM Imidazol) verwendet. Die Aufreinigung erfolgte tber einen
mehrstufigen Gradienten. Nachdem das Enzym auf der Saule gebunden hatte, wurde
mit 30 mM Imidazol gewaschen, um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen.
Danach wurde die Imidazolkonzentration auf 60 und 150 mM erhoht, bei 200 mM
Imidazol wurde das Protein eluiert. Die aufgereinigten Fraktionen wurden Uber Nacht in
2150 mM KP; pH 7,5 dialysiert.

2.7.8 Aktivitatstests

2.7.8.1 Bestimmung der NADPH-Oxidationsrate fur CYP ~ 102A1-Varianten

Prinzip:

NADPH absorbiert im Gegensatz zu NADP+ Licht bei einer Wellenlange von 340 nm.
Die Abnahme der Absorption bei 340 nm in Umsetzungen lasst auf NADPH-abhangige
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P450-Aktivitat schlieBen. Allerdings ist dieses Testsystem wegen der haufig
auftretenden Entkopplung der NADPH-Oxidation von der Produktbildung kein direktes
Malf3 fur die Hydroxylierungs- bzw. Epoxidierungsaktivitat (siehe Abbildung 1-2).

Durchfihrung:

Fir den NADPH-Verbrauchstest wurden 1 nmol der entsprechenden CYP102A1-
Variante und 20 ul einer 25 mM LOsung des jeweiligen Substrats in DMSO mit Puffer
gemischt, das Gesamtvolumen betrug 900 ul. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
100 ul einer 1 mM NADPH-L6sung gestartet und bei 340 nm photometrisch verfolgt. Die
NADPH-Oxidationsrate (Steigung der erhaltenen Kurve) wurde im linearen Bereich
innerhalo der ersten 30 s der Reaktion gemessen. Es wurden jeweils
Dreifachbestimmungen durchgefihrt. Aus der gemittelten Steigung wurde mittels des
Extinktionskoeffizienten von NADPH (¢=6,22 mM’cm™) und der CYP102A1l-
Konzentration die Umsatzrate [eq(NADPH) eq(P450)™ min™] berechnet.

Zur Durchfiihrung in Mikrotestplatten wurde der Ansatz auf ein Gesamtvolumen von 200
pl skaliert. Lysat und Substrat wurden in einem Volumen von 100 ul KP; vereinigt, 5 min
bei RT inkubiert und der Nullwert bestimmt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100
ul NADPH Lésung (0,2 mg/ml) gestartet. Die Veranderung der Absorption wurde Uber

einen Zeitbereich von 5 min verfolgt.

2.7.8.2 Reaktionen mit CYP152A1
Der Reaktionsansatz wurde in einem Volumen von 1 ml 50 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,5
durchgeflihrt. Der Ansatz enthielt 0,2 mM H,0O,, 0,5 mM Substrat und 1 uM Enzym und

wurde 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.

2.7.8.3 8-pNCA-Test, Assay im Mikrotiterplattenformat

Zur Bestimmung der Aktivitat der Mutantenbibliothek wurden 100 pl 50 mM Tris/HCI-
Puffer pH 8 mit 0,25 mM Ersatzsubstrat mit 100 pl Zelllysat gemischt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 50 pl 1,2 mM NADPH-L6sung gestartet und bei 412 nm

verfolgt.
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2.7.9 Bindungsstudien

Prinzip:

Die Bindung eines Substrats an eine P450 Monooxygenase wird in der Regel von
spektralen Anderungen begleitet. Man unterscheidet hierbei drei Typen (Typ I, Typ |l
und reverser Typ I). Typ I-Verhalten zeigt bei zunehmender Substratkonzentration eine

Zunahme der Absorption bei 390 nm und eine Abnahme bei 420 nm. Zurtickzufthren ist
dies auf eine Verschiebung des spin-Zustandes des Eisens von low-spin zu high-spin.

Durchfihrung:

Die Messungen erfolgten in Quarzglaskivetten in einem Volumen von 500 pl. Eine
aufgereinigte CYP-L6sung wurde mit 1 pl einer substrathaltigen DMSO-L6sung
versetzt, eine weitere diente als Referenz. Die Substratkonzentrationen lagen zwischen
2 und 1000 pM. Zwischen 360 und 450 nm wurden Differenzspektren aufgenommen.
Der reziproke Wert der Differenz zwischen Maximum und Minimum wurde in einer zu
Lineweaver-Burk analogen Auftragsweise dargestellt und die Bindungskonstante
bestimmt. Der Kp-Wert entspricht dem negativen Kehrwert des x-Achsenabschnitts.

2.8  Analytische Methoden

2.8.1 Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS )

Prinzip:

Die Gaschromatographie mit Massenspektrometrie ist eine sensitive Nachweismethode,
bei der Produkte zuerst in einem Gasstrom aufgetrennt und dann die nachzuweisenden
Produkte fragmentiert werden. Anhand von Laufverhalten und Fragmentierung ist eine
Identifikation der Substanzen maoglich. Hydroxyprodukte von Fettsduren zerfallen im
GC-MS uncharakteristisch, dartuber hinaus sind keine Referenzsubstanzen erhaltlich.
Aus diesem Grund wurden Fettsauren und deren Hydroxyprodukte mit
Trimethylchlorsilan silyliert. Die trimethylsilylierten Substanzen kénnen anhand ihrer

Fragmentmuster eindeutig identifiziert werden.
Durchfihrung:

Die Reaktionsansatze mit Fettsduren aus NADPH-Oxidationsreaktionsansatzen
(2.7.8.1) und Umsetzungen mit Wasserstoffperoxid (2.7.8.2) wurden mit verdinnter

Salzsaure auf pH 2 angeséauert, mit 1 Vol Diethylether extrahiert und tber MgSO,
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(wasserfrei) getrocknet, der Diethylether wurde Uber Nacht abgedampft. Der Ruckstand
wurde in 35 pl Derivatisierungslosung (1%  Trimethylchlorsilan in N,O-
Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid)) aufgenommen. Der Ansatz wurde 30 min bei 70 T
inkubiert und Gber GC-MS analysiert. Aus dem Quotient an gemessenem Produkt-
Eduktverhaltnis und dem theoretischen Produkt-Eduktverhdltnis liel3 sich die
Kopplungseffizienz bestimmen.

Allgemeine Parameter:

Gerat: Shimadzu GC/MS QP2010

Tragergas: Helium, Tragergasgeschwindigkeit: 30 cm s™

Saule: 30 m FS-Supreme (Innendurchmesser 0.25 mm, Filmdicke 0.25 uM,
Polydimethylsiloxan mit 5% Phenylanteil)

GC-Einstellungen: Injektortemperatur: 250 C; Inter facetemperatur: 285 C

MS-Einstellungen: lonenquellentemperatur: 200C

Programm Fettsauren:
1) 100 < isotherm 1 min 2) 10 T min *von 100 bis 300 T
3) 5 T min bei 300 T
MS-Einstellungen: Intervall zwischen Aufnahme der Spektren:  0.5s
Start m/z: 50
Endem/z: 450

Programm Laurinsaure:

Saule: 1) 100 € isotherm 1 min 2) 10 € min *von 100 T bis 190 T
3) 2 € min *von 190 T bis 197 T

4) 30 € min bei 300 T

MS-Einstellungen: Intervall zwischen Aufnahme der Spektren:  0.5s
Start m/z: 50
Ende m/z: 450

Die trimethylsilylierten Fettsdurederivate wurden an Hand ihrer charakteristischen

Massenfragmente zugeordnet.
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Programm Geranyl-, Nerylaceton:

Saule:

MS-Einstellungen:

Programm lonon:

Saule:

MS-Einstellungen:

1) 120 < isotherm 3 min 2) 5 T min *von 120 T bis 180 T
3) 10 € min " von 180 T bis 280 C

Intervall zwischen Aufnahme der Spektren:  0.5s
Start m/z: 50
Ende m/z: 450

1) 150 T isotherm 1 min 2) 20 € min ™*von 150 T bis 250 T
3) 250 T isotherm 5 min

Intervall zwischen Aufnahme der Spektren: 0.5s
Start m/z: 50
Ende m/z: 450

Programm Limonen:

Saule:

MS-Einstellungen:

1) 80 T isotherm 2 min  2) 10 € min ™*von 80 T bis 180 T
3) 30 T min ™" von 180 T bis 250 T

4) 30 € min bei 300 T

Intervall zwischen Aufnahme der Spektren:  0.5s
Start m/z: 50

Ende m/z: 450
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2.8.2 Nasschemische Nachweise

2.8.2.1 Rojahn-Probe

Prinzip:

Die Rohjahn-Probe erlaubt den Nachweis verseifbarer Verbindungen, wie z. B. Ester,
Lactone, Anhydride, verschiedene Halogenide, Amide und Nitrile. Die Verseifung lasst
sich uber eine Anderung des pH-Wertes mit pH-Indikatoren anzeigen. Der in der
Rohjahn-Probe eingesetzte pH-Indikator Phenolphthalein farbt den Reaktionsansatz vor
dem Ablauf der Reaktion rot, durch die Verseifung sinkt der pH-Wert und die Ldsung

wird farblos.
Durchfihrung:

Eine definierte Menge Lacton wurde in Ethanol gelost, mit 3 Tropfen
Phenolphthaleinlésung versetzt und 0,1 N ethanolische Natronlauge zugefiigt. Die
Proben wurden nach einer Inkubationszeit vermessen, bzw. zuerst im Wasserbad

erwarmt und danach abgekuhlt.

Zum quantitativen spektrometrischen Nachweis wurde der Versuchsansatz wie folgt

abgeéandert:

Die jeweils angegebene Menge Lacton wurde in genau 3 ml Ethanol geldst, mit 3
Tropfen Phenolphthaleinlésung versetzt und dann 20 pl ethanolische Natronlauge 0,1 N
zugeflgt. Der Inhalt der Eppendorfgefal3e wurde sorgfaltig durchmischt und dann fur 10
min verschlossen bei RT inkubiert. Nach der ersten Messung wurden diese offen flr
weitere 30 min inkubiert, gemessen und dann noch einmal fur weitere 30 min inkubiert

und bei 560 nm gemessen.

2.8.2.2 Hydroxamsauretest

Prinzip:

Der Hydroxamséauretest beruht auf der Aminolyse von Carbonsaurederivaten durch
Hydroxylamin unter Bildung von Hydroxamsauren, die mit Eisen(lll)-lonen einen roten
Komplex bilden.

Durchfihrung:

Eine definierte Menge Lacton wurde mit 1 ml der 0,5 N ethanolischer

Hydroxylaminhydrochloridldsung versetzt und 200 pl 6 N Natronlauge wurden
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zugegeben. Nach Erhitzen bis zum Sieden und anschlieBendem Abkuhlen der Losung
wurden 2 ml Salzsaure zugetropft. Um die Tribung wieder aufzulésen, wurden noch 2
ml Ethanol und im Anschluss 3 Tropfen 5%ige Eisen(lll)-chloridlésung zugegeben. Die

Probe farbte sich intensiv dunkelrot bis violett.

2.9 Organische Synthese

2.9.1 Synthese der Surrogatsubstrate

2.9.1.1 Darstellung von 5-Hydroxydodecansauremethyl  ester

In einem Kolben mit RuckfluBkihler und Trockenrohr mit Calciumchlorid wurden 50
mmol (9,915 g) &-Dodecalacton in 100 ml Methanol geldst und unter Rihren mit 300
mmol (30,357 g) Triethylamin versetzt. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung
Uber Nacht unter Ruckflu3 gekocht. Das Losungsmittel und Triethylamin wurden unter

vermindertem Druck vollstandig entfernt.

2.9.1.2 Darstellung von 5-Hydroxydecansauremethyles  ter

45 mmol (7,66 g) d-Decalacton, 270 mmol Triethylamin (27,32 g, 37,4 ml) und 90 ml
Methanol wurden, wie bei der Darstellung von 5-Hydroxydodecansauremethylester
beschrieben, fur 12 h unter Ruckflul3 erhitzt. AnschlieRend wurde das Ldsungsmittel

und Triethylamin unter vermindertem Druck abdestilliert.

2.9.1.3 Darstellung von 5-Hydroxyoctansauremethyles  ter

70 mmol (9,95 g) 6-Octalacton, 420 mmol Triethylamin (58 ml) und 140 ml Methanol
wurden, wie beim 5-Hydroxydodecansauremethylester beschrieben, fir 12 h unter
Ruckflul3 erhitzt. AnschlieBend wurde das Loésungsmittel und Triethylamin unter

vermindertem Druck abdestilliert.
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2.9.1.4 Synthese von 5-loddodecanséuremethylester

30 mmol (7,868 g) Triphenylphosphin und 30 mmol (2,042 g) Imidazol wurden in einem
Kolben mit Magnetruhrer und Tropftrichter nach dreimaligem Evakuieren der Apparatur
und anschlieBendem Spulen mit Stickstoff, in 30 ml Dichlormethan geldst. Die Lésung
wurde im Eisbad gekiihlt. Uber eine Dauer von 1,5 h wurden 30 mmol (7,61 g) lod in
kleinen Portionen zugegeben. Nach 30 min Reaktionszeit wurden unter weiterer
Kidhlung im Eisbad 22 mmol (5 g) 5-Hydroxydodecanséduremethylester, in 14 ml
Dichlormethan gel6st zugetropft. Der Reaktionsansatz wurde Uber Nacht unter Rihren
auf Raumtemperatur erwdrmt. Der Reaktionsansatz wurde Uber Kieselgel abfiltriert.
Anschlielend wurde das Losungsmittel abdestilliert. Das Rohprodukt wurde an
Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: Hexan/Diethylether; 9/1 (V/V)). Man erhielt ein

blassrosa 6liges Produkt, das sich nach langerem Stehen dunkelrot farbte.

2.9.1.5 Synthese von 5-Bromdodecansauremethylester

30 mmol (7,868 g) Triphenylphosphin und 30 mmol (2,042 g) Imidazol wurden in einem
Kolben mit Magnetrihrer und Tropftrichter nach dreimaligem Evakuieren der Apparatur
und anschlieBendem Spulen mit Stickstoff, in 25 ml Dichlormethan geldst. Die Lésung
wurde im Eisbad gekihlt und eine Losung aus 30 mmol (4,795 g, 1,537 ml) Brom in 15
ml Dichlormethan zugetropft, wobei leicht gelbliche Kristalle von PhsPBr, ausfielen.
Nach 30 min wurden unter weiterer Kihlung 22 mmol (5 g, Reinheit GC 85%) 5-
Hydroxydodecansauremethylester in 15 ml Dichlormethan gelést zugetropft. Der

Reaktionsansatz wurde Uber Nacht unter Ruhren auf Raumtemperatur erwarmt.

Das Losungsmittel aus dem Reaktionsansatz wurde unter vermindertem Druck
weitgehend abdestilliert. Der Rickstand wurde an Kieselgel (Saule 50 x 8 cm,

Fullmenge ca. 250 g) chromatographiert.

2.9.1.6 Darstellung von 5-Bromdodecansauremethylest er unter variierter
Aufarbeitung

Bei einem Ansatz mit 44 mmol 5-Hydroxydodecansauremethylester und entsprechend
60 mmol Triphenylphosphin, Imidazol und Brom erhielt man bei folgender, variierter

Aufarbeitung 37 mmol an 5-Bromdodecansauremethylester.
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Variierte Aufarbeitung:

Die vorher nicht eingeengte Reaktionsmischung wurde mit 75 ml gesattigter
Natriumsulfitidsung gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und anschlie3end
erfolgte die Entfernung des L&sungsmittels unter vermindertem Druck (900 mbar, 60
C). Der Ruckstand wurde mit insgesamt 400 ml eines Gemisches aus Hexan-
Diethylether (3/1; V/V) viermal extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden Uber etwas
Kieselgel abfiltriert und das Losungsmittel anschlieRend (bei zuerst 900 mbar, dann 330

mbar) abdestilliert. Man erhielt ein farbloses diinnflissiges Ol.

2.9.1.7 Darstellung von 5-Bromdecansauremethylester
40 mmol 5-Hydroxydecansauremethylester wurden mit je 56 mmol Triphenylphosphin,
Imidazol und Brom in insgesamt 110 ml Dichlormethan, analog zu der Darstellung des

5-Bromdodecansauremethylester, umgesetzt.

Die Aufarbeitung wurde in der variierten Form vorgenommen: Die Reaktionslosung
wurde zweimal mit je 100 ml gesattigter Natriumsulfittdsung gewaschen, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und anschlieBend das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck abdestilliert. Der zurtickbleibende Feststoff wurde mit insgesamt 400 ml eines
Hexan-Diethylethergemisches (9/1; V/V) extrahiert. Die Extrakte wurden zusammen-
gegeben und dann Uber Kieselgel filtriert, anschlielend wurde das Lésungsmittel unter

vermindertem Druck abdestilliert.

2.9.1.8 Darstellung von 5-Bromoctansauremethyleste  r
40 mmol 5-Hydroxyoctansauremethylester wurden mit je 56 mmol Triphenylphosphin,
Imidazol und Brom in insgesamt 110 ml Dichlormethan, analog zu der Darstellung des

5-Bromdodecansauremethylester, umgesetzt.

Die Aufarbeitung wurde in der variierten Form wie beim 5-Bromdecansauremethylester

vorgenommen.

2.9.1.9 Synthese von 5- p-Nitrophenoldodecansduremethylester aus dem 5-
loddodecansauremethylester

4,7 mmol (1,6 g) 5-loddodecanséduremethylester wurden in 30 ml DMSO gel6st und
dann mit 5,1 mmol (0,823 g) Natrium-p-nitrophenolat versetzt. Der Ansatz wurde unter
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Ruckflusskihlung bei 120 € fur 1,5 h erhitzt. 15 mmol (5 g) 5-Bromdodecan-
sauremethylester wurden in 50 ml DMSO gel6st. Der Losung wurden 16 mmol (2,58 g)
Natrium-p-nitrophenolat  zugegeben. Der Ansatz wurde mit aufgesetztem
RuckfluBkihler bei 120 T fir 2,5 h erhitzt. Nach d em Abkihlen wurde der Ansatz mit
75 ml deionisiertem Wasser versetzt und erst mit 50 ml und anschlie3end mit zweimal
20 ml Hexan extrahiert. Die Extrakte wurden zusammen gegeben und uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde bei vermindertem Druck
abdestilliert (330 mbar, Wasserbad 60 ). Nach dem zweiten Mal Trocknen Uber

Magnesiumsulfat verschwand auch die gelbe Farbe vollstandig.

Um die noch vorhandenen Verunreinigungen von Triphenylphosphinoxid zu entfernen
wurde der Ruckstand in 75 ml Hexan aufgenommen und tber Kieselgel abfiltriert. Das
Kieselgel wurde anschliel3end mit insgesamt 100 ml Hexan nachgespuilt.

2.9.1.10 Syntheseversuche zur Darstellung von 5-  p-Nitrophenol-
dodecansauremethylester mit verschiedenen Lésungsmi tteln

7,4 mmol (2,5 g) 5-Bromdodecansauremethylester wurden in 50 ml Aceton gel6st. Zur
Losung wurden dann 8,05 mmol (1,30 g) Natrium-p-nitrophenolat zugegeben. Der
Ansatz wurde zuerst bei Raumtemperatur fiir 24 h gerthrt. Nach Entnahme einer Probe

wurde fur 2,5 h unter Ruhren erhitzt.

Das LoOsungsmittel aus dem vorherigen Ansatz wurde unter vermindertem Druck
vollstandig abdestilliert. Nach Zugabe von 50 ml Acetonitril wurde wie beim Ansatz mit
Aceton zunéachst bei RT gerlhrt, eine Probe entnommen und anschlieRend unter
RuckfluR3 erhitzt.

2.9.1.11 Synthese von 5- p-Nitrophenoldodecansaure  durch  chemische
Esterhydrolyse

6 mmol (0,829 g) Kaliumcarbonat wurden in 5 ml deionisiertem Wasser geldst und zu
der Lésung von 3 mmol (1,05 g) 5-p-Nitrophenoldodecansduremethylester in Methanol
zugetropft. Der Ansatz wurde Uber Nacht unter Rihren bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieliend wurde das Methanol bei vermindertem Druck abdestilliert. Die wassrige
Phase wurde dreimal mit insgesamt 30 ml Diethylether extrahiert. Die Extrakte wurden

vereinigt und Uber Magnesiumsulfat getrocknet.
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2.9.1.12 Synthese von 5- p-Nitrophenoldodecansdure durch enzymatische
Esterhydrolyse

3 mmol (1,05 g) 5-p-Nitrophenoldodecansauremethylester wurden mit 100 ml Aceton-
Kaliumphosphatpufferlosung (35% Aceton, 0,1 mM KP; pH 7,5) versetzt und eine
Lipasemischung aus 100 mg Pseudomonas cepacia und 100 mg Candida antarctica
zugegeben. Der Ansatz wurde tber Nacht unter Ruhren inkubiert. Anschlie3end wurde
die immobilisierte Base abfiltriert. Das Aceton wurde unter vermindertem Druck
abdestilliert und die wassrige Phase dreimal mit jeweils 30 ml Diethylether extrahiert.
Die Extrakte wurden vereinigt und Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel abdestilliert.
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3 Ergebnisse

3.1 Durchmusterung von Ausgangsmutanten von CYP102A 1

3.1.1 Durchmusterung nach Aktivitat gegeniber Fetts  auren

Um einen Uberblick tiber die Aktivitaiten verschiedener CYP102A1-Mutanten zu
gewinnen, wurde die Aktivitat einer kleineren Anzahl bereits vorhandener Mutanten fur
verschiedene mittel- und langkettige Fettsauren bestimmt. Die Mutanten waren in
verschiedenen Positionen relativ zum Ham verandert. Die Positionen R47 und Y51
liegen am Anfang des Substratzugangskanals und bilden mit der Carboxylatgruppe der
Fettsauren Salz- bzw. Wasserstoffbriickenbindungen aus. Diese Positionen wurden
ursprunglich verandert, um andere Substrate fir CYP102A1 nutzbar zu machen. F87
liegt wie ein Schild tGber dem Ha&m und scheint den Zugang von Substraten zu
limitieren. In der Etablierung des pNCA-Assays wurde F87A eingesetzt, um die
Anwendbarkeit des Assays zur Aktivitdtssteigerung zu nutzen [130]. L188 und A74
liegen im Substratzugangskanal. Eine Mutante A74G F87V L188Q wurde erstellt, um
das Substratspektrum von CYP102A1 zu erweitern [153]. A264 befindet sich in der I-
Helix Uber dem aktiven Zentrum (siehe Abbildung 3-12). Die Lage der zuvor
aufgefuhrten Positionen ist in Abbildung 3-1 dargestellt.

Abbildung 3-1: Lage wichtiger Aminosauren in der CY P102A1 Kristallstruktur (PDB-Eintrag 1smj).
Palmitoleinsaure ist in Gelb dargestellt.

Eine weitere Position P386 wurde in einem error-prone-Experiment identifiziert. Sie liegt

an der Oberflache des Enzyms [154]. Wie Tabelle 3-1 zeigt, konnten mit den
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verwendeten Mutanten Veranderungen fur die Aktivitdt und fur die Praferenz von
Fettsauren mit verschiedenen Kettenlangen beobachtet werden. Mit A74G F87V L188Q
und A74E F87V P386S wurden zwei Mutanten identifiziert, die die hochste Aktivitat
gegenuber Laurinsaure aufweisen. Die anderen Mutanten zeigen héochste Aktivitat
gegeniber Palmitin- oder Stearinsaure.

Tabelle 3-1: Aktivitaten verschiedener CYP102A1-Mut
gesattigten Fettsauren, bestimmt Gber die NADPH-OXxi

anten gegeniiber mittel- und langkettigen
dationsrate [eq (NADPH) eq (P450)™* min™]

CYP102A1- Capryl- Caprin- Laurin- Palmitin- Stearin-
Mutante saure saure saure saure saure
Fettsaurenketten- C8 C10 C12 C1l6 C18
lange

WT 69+50 232167 527448 357435 1803167
F87A 306 45123 97+15 454143 427+35
F87G 2815 96+23 227+44 340+31 437+39
F87S 212 3+2 8+2 32+7 30+7
F87V 3948 55+19 163+24 355+34 684+96
L188Q 101432 288+88 20547 399+195 1610+191
A74G L188Q 251+34 590+189 278126 31561590 |1989+303
A74G F87V L188Q 181+13 8541218 1052+153 | 8121442 512+341
F87A A264G 412 18+4 38+2 63115 5948
R47L Y51F F87V 4+1 17+2 22+1 64+3 377
A74E F87V P386S 65+16 87+12 139+29 115+18 115424
A264G 18+2 3615 50+13 43+20 66124
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3.1.2 Analyse der Regioselektivitat der Ausgangsmut  anten

Fur die Herstellung von y- und &-Lactonen aus y- und &-Hydroxyfettsauren eignen sich
besonders Capryl-, Caprin- und Laurinsaure, da die y- und o-Lactone mit einer
Kohlenstoffanzahl von C8 bis C12 interessante Eigenschaften fur die Anwendung als
Fruchtaromen haben (Cocos- bzw. Pfirsicharoma). Hinsichtlich der interessanten
Zielsubstrate zeigten die getesteten CYP102Al1-Mutanten die hochste Aktivitat
gegenuber Laurinsdure. Aus diesem Grund wurde im Folgenden der Grof3teil der

Messungen mit Laurinsdure durchgefuhrt.

Silylierte Derivate der Hydroxyfettsduren wurden entsprechend ihrer charakteristischen
Fragmentierungsmuster mittels GC-MS identifiziert. Eine Ubersicht tber die Art der
Fragmentierungsmuster und die Abhangigkeit der Massenfragmente von der
Fettsaurenkettenlange sind in Abbildung 3-2 und Tabelle 3-2 gegeben. Die durch

Umsetzungen mit verschiedenen Mutanten erzielten Produktmuster sind in Tabelle 3-3

dargestellt.
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Abbildung 3-2: Fragmentierungsmuster von trimethyls ilylierter w-1-Hydroxylaurinsaure
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Tabelle 3-2: Abhangigkeit der charakteristischen Ma  ssenfragmente silylierter Hydroxylaurinsaure

von der Hydroxylierungsposition

Hydroxylierungsposition Fragment 1 Fragment 2
w-1 117 345
w-2 131 331
w-3 145 317
w-4 159 303
w-5 173 289
w-6 187 275
w-7 201 261
w-8 215 243

CYP102A1-WT katalysiert die Hydroxylierung von Laurinséaure in w-1- bis w-3-Position
mit leichter Praferenz fir die w-1- und w-3-Position. Der Austausch von Phenylalanin 87
durch kleinere Aminosauren fuhrt zur Erweiterung des Produktspektrums. Fiur F87A,
F87G, F87V und F87S werden neben w-1- bis w-3-Position auch die Positionen w-4
und w-5 hydroxyliert, wobei ein Grof3teil der Hydroxylierung an w-3-Position erfolgt. Der
Austausch von Phenylalanin 87 durch kleinere Aminosauren (Valin, Alanin, Glycin und
Serin) fuhrt zu einer verringerten Aktivitdt gegentber Laurinsdure. Am deutlichsten wird
dies durch den Austausch F87S. In diesem Fall liegt die Aktivitdit um den Faktor 20
niedriger als beim Wildtyp.

Die Substitution von Leucin durch Glutamin in Position 188 im Substratzugangskanal
verschiebt das Gesamtspektrum im Vergleich zum Wildtyp kaum, allerdings ist in
Spuren Hydroxylierung in w-4-Position nachweisbar. Die veranderte Regioselektivitat
bleibt bei der Dreifachmutante mit den Aminosaureaustauschen A74G F87V L188Q und
der Doppelmutante A74G F87V erhalten und resultiert in hdoherer Aktivitat, wobei die
Praferenz fur die w-3-Position abnimmt und Hydroxylierungen in w-4- und w-5-Position
erfolgen. Diese Mutante wurde als Grundlage fir weitere Experimente mit Methoden

der gerichteten Evolution und des Proteindesigns verwendet.

Ein am Institut hergestelltes chiméres Enzym (F12), das auf CYP102A1 mit Bereichen

des FG-Loops aus dem humanen CYP2C9 [155] basiert, zeigt ein verschobenes
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Produktspektrum in Richtung w-3-Position. Hydroxylierung in w-4-Position ist nur in
Spuren zu sehen. Die Chimare wurde urspringlich mit dem Ziel erstellt, Substrate des
CYP2C9 (z. B. Warfarin) zu akzeptieren. Die Kombination dieser Chimare mit F87A
allerdings verstarkt die fur die Mutante F87A beobachteten Effekte. Der grofdte Teil der
Hydroxylierung (32%) erfolgt in w-5-Position.

Die Kombination von F87V mit den Mutationen A74E und P386S verandert das
Produktspektrum nicht, die Verteilung entspricht der der Einfachmutante.

Die Doppelmutante A74G L188K hydroxyliert Laurinsdure in den Positionen w-1 bis w-
3, mit Praferenz fur w-1. Wird eine zuséatzliche Mutation (F87V) eingefiihrt, verschiebt
sich das Produktmuster, w-4- und w-5-Position werden in Spuren hydroxyliert. Das
Maximum verschiebt sich von w-1- zur w-2-Position. In der Finffachmutante V26T
R47F A74G F87V L188K ist das Maximum Richtung w-3-Position verschoben, dariber
hinaus erfolgt Hydroxylierung in w-4- und w-5-Position.

Die Doppelmutante F87A A264G zeigt gegeniber F87A einen hdheren Anteil an
Hydroxylierungen in w-1- und w-2-Position.
Werden die fur die Substratbindung als wichtig erachteten Positionen R47 und Y51

durch unpolare Aminoséuren substituiert und mit L188Q kombiniert, entspricht das
Produktmuster etwa dem der Einfachmutante L188Q.
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Tabelle 3-3: Produktverteilung der Hydroxylierung v

on Laurinsaure mit ausgewahlten Mutanten

Produktverteilung [%]

Mutante w-5 w-4 w-3 w-2 w-1
WT - - 36 28 36
F87A 21 17 45 11 6
F87V 3 4 50 25 18
F87G 34 19 34 6 7
F87S 7 16 49 17 11
L188Q - <1 36 28 36
F12 <1 <1 47 26 26
F12 F87A 32 20 24 16 8
F87V A74G 3 2 31 32 32
F87A A264G 11 16 36 27 22
F87V A74G L188Q 1 1 35 38 25
F87V A74E P386S 3 3 50 26 18
A74G L188Q - - 28 28 44
A74G F87V L188K <1 <1 33 51 15
R47L Y51F L188Q - - 34 30 36
R47L Y51F F87L L188Q 2 2 47 34 15

Die untersuchten Einzelmutanten zeigen im Vergleich zum Wildtyp eine wesentlich
geringere Aktivitat (Faktor 3). Die Doppelmutante A74G L188Q und die Kombination
dieser Doppelmutante mit F87V zeigen eine erhdhte Aktivitdt. Die Dreifachmutante
R47L Y51F L188Q zeigt eine Aktivitat, die in der HOhe des Wildtyps liegt (Abbildung
3-3).
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Abbildung 3-3: Aktivitdten der getesteten Mutanten gegeniber Laurinsaure

3.2 Sattigungsmutagenese

Die Ergebnisse der vorausgegangenen Untersuchungen (siehe 3.1) und die genaue
Betrachtung der Kiristallstrukturen von CYP102A1l legen nahe, dass verschiedene
Aminosauren im Substratzugangskanal fir die Bindung der Substrate verantwortlich
sind. Es ist daher anzunehmen, dass Mutationen in diesem Bereich auch dazu fuhren
konnen, das Produktspektrum zu verschieben. In vier Aminosaurepositionen,
namentlich R47, Y51, F87 und L188, wurden jeweils Sattigungsmutagenese-
experimente durchgefiihrt (siehe Abbildung 1-1). Hierbei wurden die Aminosauren in
diesen Positionen durch die 19 anderen proteinogenen Aminoséauren ausgetauscht. Fur
jede der zu veranderten Positionen wurde eine Bibliothek erstellt. In zuvor
durchgefiihrten Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Seitenketten von R47 und
Y51 am Eingang des Substratzugangskanals eine groRe Bedeutung fir die
Fettsaureerkennung und Stabilisierung haben [66]. Die Mutante A74G F87V L188Q
wurde aufgrund ihrer hohen Aktivitdtt gegenuber Laurinsdure und des leicht
verschobenen Produktmusters als Templat eingesetzt. Die Aktivitdtsbestimmungen
erfolgten photometrisch. P450 Monooxygenasen bendtigen fur ihre Aktivitat den
externen Cofaktor NAD(P)H, dessen Elektronen fur die Reduktion des Eisens im Ham
verantwortlich sind (1.2.3). NAD(P)H absorbiert Licht bei 340 nm, nach Oxidation des
Cofaktors zeigt NAD(P)" keine Absorption bei dieser Wellenlange. Diese physikalische
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Eigenschaft ermoglicht die photometrische Beobachtung der Aktivitat, indem die
Abnahme der Absorption bei 340 nm verfolgt wird. Die Bibliotheken wurden Uber den
NADPH-Oxidationsassay mit Laurinsaure als Substrat durchmustert (siehe 2.7.8.1). Die
Analyse des Produktmusters der Umsetzung von Laurinsdure mit Hilfe verschiedener
Mutanten erfolgte durch GC-MS.

Im Screening wurden Mutanten identifiziert, die nach Umsetzungen mit Laurin- (Tabelle

3-4) bzw. mit Caprinsdure (Tabelle 3-5) auf ihre Produktverteilung untersucht wurden.

Tabelle 3-4: Produktverteilung der Hydroxylierung v on Laurinsdure mit Mutanten aus

Sattigungsmutageneseexperimenten

Produktverteilung [%]

Mutante w-5 w-4 w-3 w-2 w-1
A74G F87V L188Q 1 1 35 38 25
R47A A74G F87V L188Q 3 2 37 40 18
R47D A74G F87V L188Q 2 1 37 40 20
R47F A74G F87V L188Q 2 2 39 39 18
R47Y A74G F87V L188Q 2 1 38 39 20
Y51D A74G F87V L188Q 8 2 33 37 20
Y51S A74G F87V L188Q 10 3 39 32 16
A74G F87A L188Q 18 14 38 19 11
A74G F87G L188Q 41 19 30 8 2
A74G F871 L188Q 1 1 18 27 53
A74G F87L L188Q - - 17 43 40
A74G F87V 4 2 31 32 31
A74G F87V L188P 2 2 35 42 19
F87V A74G L188S 2 1 31 44 22
F87V A74G L188V 2 1 39 37 21
F87V A74G L188Y 1 1 35 40 23
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Die Aminoséureaustausche in Position 47 zeigen alle eine geringe Verdanderung der
Regioselektivitdt. Der Austausch des Tyrosin in Position 51 durch die polare
Aminosaure Serin oder die saure Aminosaure Asparaginsaure fuhrt zu einer
Verschiebung der Hydroxylierungsmuster in Richtung w-5-Position. Mit der
Vierfachmutante Y51S A74G F87V L188Q koénnen 10% w-5-Hydroxylaurinsdure
detektiert werden, funfmal mehr als mit der Ausgangsmutante. Das Produktmuster ist
insgesamt in Richtung w-3-, w-4- und w-5-Position verschoben, jedoch fallt die Aktivitat
von der Aktivitdt der Ausgangsmutante A74G F87V L188Q auf das Niveau des Wildtyps
oder sogar darunter ab (Abbildung 3-4). Auch der Austausch des Valins in Position 87
durch kleinere Aminoséduren wie Alanin oder Glycin verschieben das
Hydroxylierungsmuster in Richtung w-5-Position. In den meisten Fallen geht dies zu
Lasten der w-1-Position. Nur Austausche in Position 87 durch kleinere Aminosauren
bewirken auch eine drastische Abnahme an w-2-Hydroxyprodukt. Der Austausch des
Valins in Position 87 durch Leucin und Isoleucin verschiebt die Verteilung der
Hydroxylierung auf die w-1- und w-2-Position. Der Austausch des Glutamins in Position
188 fuhrt nur zu leichten Verschiebungen des Hydroxylierungsmusters, besonders in w-

1- bis w-3-Position.
F87V A74G L188Q
R47A A74G F87V L188Q
R47D F87V L188Q A74G
R47Y A74G F87V L188Q

Y51E A74G F87V L188Q

Y51S A74G F87V L188Q
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0 200 400 600 800 1000
eq NADPH/ (eq P450 * min)

Abbildung 3-4: Aktivitdten ausgesuchter Mutanten de s Sattigungsmutageneseexperiments

gegeniber Laurinsaure
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Bei der Umsetzung von Caprinsdure zeigt die Startmutante A74G F87V L188Q eine
deutliche Préaferenz fur die w-1-Position (Tabelle 3-5). Ein Aminoséureaustausch in
Position 51 durch die saure Aminosdure Aspartat bzw. die polare Aminosaure Serin
verschiebt das Hydroxylierungsmuster in Richtung w-3-Position. Die Substitution von
Valin in Position 87 durch Isoleucin verschiebt das Hydroxylierungsmuster in w-1-
Position, das w-1-Hydroxyprodukt macht fur diese Mutante 87% aus. Die in Position
188 substituierten Mutanten haben ihren Hauptpeak alle in w-1-Position. Fir weitere
Untersuchungen wurde Laurinsaure verwendet, da die Verteilung der Hydroxylierung
auf funf Positionen, anstelle von drei Positionen eine genauere Unterscheidung flr die
Verschiebung der Regioselektivitdt erlaubt. Dartiber hinaus zeigen CYP102A1l-
Mutanten gegeniber Laurinsaure hohere Aktivitat als gegentber Caprinsdure, was
Messungen erleichtert (Tabelle 3-1).

Tabelle 3-5: Produktverteilung der Hydroxylierung v on Caprinsdure mit Mutanten aus

Sattigungsmutageneseexperimenten

Produktverteilung [%]
Mutante w-3 w-2 w-1
A74G F87V L188Q 13 32 55
Y51D A74G F87V L188Q 43 28 29
Y51S A74G F87V L188Q 43 22 35
A74G F871L188Q 3 9 87
A74G F87V 26 23 51
A74G F87V L188S 21 26 53
A74G F87V L188V 21 23 56
A74G F87V L188Y 19 18 63

3.3 Entwicklung eines hochdurchsatzfahigen Assays

Die Entwicklung eines hochdurchsatzfahigen Assays ist fir eine gerichtete
Evolutionsstrategie zur Detektion der Hydroxylierung von Fettsauren in y-/d-Position
notwendig. Hierbei bieten sich zwei Strategien an. Einerseits ist die die RingschlieRung

maoglicher y-/6-Hydroxyprodukte zu Lactonen und deren anschlieBender Nachweis
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denkbar, andererseits ist der Nachweis regioselektiver Hydroxylierung mit Hilfe eines
Ersatzsubstrates moglich. Beide Strategien stellen ahnliche Anforderungen an die
Assaysysteme. Die Assays sollten schnell, die Nachweismethode zuverlassig und die
Durchfiihrung einfach sein. Zur Durchfihrung des Assays in hohem Durchsatz sollte

das Testsystem automatisierbar sein.

3.3.1 Untersuchung einfacher Farbreaktionen in wass  rigem Medium als

Nachweis fur Lactone

3.3.1.1 Rohjahn-Probe

Untersucht werden sollte der Nachweis von Lactonen, speziell 8-Dodecalacton, mit Hilfe
der Rojahn-Probe [156]. Mit diesem Nachweis kdnnen verseifbare Verbindungen, wie z.
B. Ester, Lactone, Anhydride, verschiedene Halogenide, Amide und Nitrile detektiert
werden. Die Verseifung dieser Verbindungen fuhrt zu einer Veranderung des pH-
Wertes, die durch einen Farbumschlag mit pH-Indikatoren nachgewiesen werden kann
(siehe 2.8.2.1).

Dieser qualitative Nachweis wurde so variiert, dass eine quantitative Auswertung
maoglich sein sollte. Ebenfalls wurde die untere Nachweisgrenze fur einen quantitativen

Nachweis des Lactons bestimmt.

Kohlenstoffdioxid aus der Umgebungsluft stellt eine mdogliche Stérquelle fur den
Nachweis von niedrigen Konzentrationen an Lacton dar. Lost sich Kohlenstoffdioxid in
der Testlosung, entsteht Kohlensédure und der pH-Wert sinkt. Zur Untersuchung der
Auswirkungen von Kohlenstoffdioxid aus der Umgebungsluft wurden zwei identische
Verdinnungsreinen angesetzt. Die einen Proben wurden unter Stickstoff in
verschlossenen EppendorfgefalRen, die anderen wurden unverschlossen an der Luft fur
zwolf Stunden inkubiert. Die unter Stickstoff aufbewahrten Proben blieben unverandert,
wahrend sich die Proben der anderen Verdunnungsreihe alle entfarbt hatten.

Die Proben wurden nach der Messung flr eine weitere Stunde an der Umgebungsluft
inkubiert. Danach war in aufgenommenen Spektren (Wellenlangen von 350 nm bis 650
nm) der Proben kein Maximum mehr zu erkennen. Die untere Nachweisgrenze wurde

bestimmt, sie liegt im Assay bei ca. 0,15 mM (Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5: Ermittlung der Nachweisgrenze fur di e Rojahnprobe

3.3.1.2 Hydroxamsauretest

Der Hydroxamsauretest bot sich als weitere mogliche ,nasschemische” Methode zum
Lactonnachweis an [156]. Bei diesem wurde ebenfalls die Nachweisgrenze von &-
Dodecalacton anhand der spektrometrischen Untersuchung von verschiedenen

Lactonkonzentrationen untersucht.

Der Hydroxamsauretest beruht auf der Aminolyse von Carbonsaurederivaten (Ester,
Lactone, Anhydride, Saurehalogenide, geminale Trihalogenide, Amide und Nitrile) durch
Hydroxylamin unter Bildung von Hydroxamsauren, die mit Eisen(lll)-lonen einen roten
Komplex bilden (2.8.2.2). Die Nachweisgrenze liegt bei 0,06 mM (Abbildung 3-6).
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Abbildung 3-6: Ermittlung der Nachweisgrenze fir de n Hydroxamséauretest

3.3.2 Entwicklung eines spektroskopischen Nachweise s fur die

regiospezifische Hydroxylierung von Fettsauren in &-Position

Ziel war die Entwicklung eines spektroskopischen Aktivitdtsnachweises fur CYP102A1-
Mutanten, mit dem spezifisch die Hydroxylierung von Fettsduren in &-Position
nachgewiesen werden kann. Gegenuber klassischen Produktnachweisen, wie GC-MS
und HPLC-MS, bieten spektroskopische Methoden den Vorteil, dass sie einfacher
automatisiert werden kénnen. So ist es moglich Enzymvarianten mit hohem Durchsatz
zu untersuchen. Der entwickelte Aktivitdtsnachweis basiert auf einem etablierten Assay
fur die Fettsdurehydroxylierung, dem p-Nitrophenoxycarbonsauren-Assay (p-NCA-
Assay) [130]. Im Gegensatz zum bereits entwickelten Assay ist das Chromophor p-
Nitrophenolat nicht am terminalen w-C-Atom, sondern an der d-Position einer Fettsaure
verethert.

In  Abbildung 3-7 st die Idee des spektroskopischen Nachweises der 6&-

Hydroxylaseaktivitat dargestellt. Nach Hydroxylierung in 6-Position entsteht ein

instabiles Halbacetal, das zu einer 6-Ketocarbonsaure und p-Nitrophenolat dissoziiert.
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Abbildung 3-7: &-pNCA-Assay im Uberblick

3.3.2.1 Synthese der &-p-Nitrophenoxycarbonsauren

Die pNCA-Verbindungen wurden in einer vierstufigen Synthese, wie in Abbildung 3-8
dargestellt, synthetisiert. Ausgehend von entsprechenden Lactonen wurden
Hydroxycarbonsauremethylester dargestellt. Die Hydroxypositionen wurden im
Folgenden halogeniert, um eine verbesserte Abgangsgruppe zu erhalten. Bromierte
Carbonséauremethylester wurden in einer Sy2-Reaktion mit Natrium-p-nitrophenolat und
darauffolgender lipasekatalysierter Hydrolyse des Methylesters zu &-p-Nitrophenoxy-

carbonsauren umgesetzt.

Zur Darstellung des 5-Hydroxydodecanséduremethylester wurde &-Dodecalacton mit
einem Uberschuss Methanol, in Gegenwart von Triethylamin umgeestert. Die Reaktion
war bei Raumtemperatur nicht erfolgreich, deshalb wurde der Ansatz fur zweieinhalb

Stunden bei 60 T erhitzt. Das NMR-Spektrum wies ei nen Umsatz von 82% aus.

Die Darstellung des 5-Hydroxydecansauremethylester erfolgte analog zum Ester des

Dodecalactons; ebenso die des 5-Hydroxyoctansduremethylesters. Die Umsetzung des
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Octalactons erfolgte vollstdndig. Bei der Darstellung des 5-Hydroxydecansaure-

methylesters wurde nur ein Umsatz von 21% erreicht.

Das Erhitzen Uber zwei bis drei Stunden war fur die Einstellung des Gleichgewichts
ausreichend. Bei langerem Erhitzen wurde eine leichte Gelbfarbung der Ansatze
beobachtet, allerdings konnten mittels GC-Messung keine Nebenprodukte

nachgewiesen werden.

Die Synthese des 5-loddodecansaureesters Uber die Appel-Reaktion verlief unter
Schutzgasatmosphare mit ausgeheizten Glasgeraten problemlos. Die mittels GC-MS
ermittelte Reinheit des chromatographierten Produkts betrug 94,4%. Im NMR-Spektrum

waren keine Verunreinigungen zu erkennen.

Fur weitere Synthesen erwies sich der lodcarbonsaureester jedoch als ungiinstig. Er
zersetzte sich nach zwei bis drei Tagen an der Luft, was sich durch eine dunkelrote
Farbung zeigte. Die Zersetzung liel3 sich auch durch Elementaranalyse und GC-MS
bestétigten. Die Darstellung der Bromcarbonsaureester erfolgte analog zur Darstellung

der lodcarbonsaureester, diese waren bei Raumtemperatur stabil.

Aul3er einer Verunreinigung von ca. 7% Triphenylphosphinoxid bei der Synthese von 5-
Bromdodecansauremethylester waren nach Auswertung des NMR-Spektrums keine
Nebenprodukte zu erkennen.

Die Umsetzung des Bromcarbonsauremethylesters zum p-Nitrophenoxydodecan-
sauremethylester erfolgte wie in der Arbeit von Schwaneberg beschrieben [157]. Nach
Zugabe von Wasser fiel allerdings kein Feststoff aus. Lediglich eine leichte Triibung war
auffallig. Auf der DMSO/Wasser-Phase hatte sich nach kurzer Zeit ein o6liger Film

abgeschieden.

Die Aufarbeitung wurde folglich dahingehend verandert, dass nach Zugabe von Wasser
das Produkt mit n-Hexan extrahiert wurde. Eine weitere Aufarbeitung, um den
Uberschuss an p-Nitrophenolat zu entfernen, war nicht notwendig. Das nicht

umgesetzte p-Nitrophenolat blieb in der wassrigen Phase geldst.

In der enzymatischen Hydrolyse des &-p-Nitrophenoxycarbonsauremethylesters wurden
66% Produkt erhalten. Nachdem die Synthese des Ersatzsubstrates erfolgreich
durchgefiihrt werden konnte, wurden gréRere Mengen durch die Firma Symrise

bereitgestellt.
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3.4 Gerichtete Evolution

Die Wahl eines geeigneten Screeningverfahrens ist in erster Linie abhangig von der
Aufgabenstellung. Grundsatzlich sollten die gewahlten Testbedingungen (Substrat; pH-
Wert; Temperatur; Losungsmittel; usw.) die Anforderungen des angestrebten
biokatalytischen Prozesses bestmdglich imitieren. Das Testsystem sollte dariber
hinaus unempfindlich sein gegenuber veranderten Parametern, die nicht von
Mutationen des Gens herrihren. Mdgliche Fehlerquellen in Hochdurchsatzassays
stellen unter anderem ungleichmaRiger Sauerstoffeintrag in die Vertiefungen,
unterschiedliche Verdunstungsraten des Mediums oder unterschiedliches Wachstum
der Zellen dar. Eine typische Strategie in Experimenten der gerichteten Evolution stellt
die Erzeugung von Genvarianten mit verschiedenen Methoden dar, diese werden in
Bakterienzellen transformiert. Die Bakterienzellen werden auf Agarplatten vereinzelt.
Einige Strategien erlauben schon in diesem Stadium die Unterscheidung von aktiven
und inaktiven Mutanten. Lipaseaktivitat wird beispielsweise auf Tributyrin-Agarplatten
durch eine Hofbildung um aktive Klone beobachtet [158]. In anderen Fallen werden die
Kolonien von Agarplatten mit Hilfe von Zahnstochern oder Impfésen in Mikrotiterplatten
mit Medium Uberimpft, dort kultiviert und die Expression der heterologen Enzyme
induziert. Nachfolgend werden die Mutanten in einem Screening untersucht. Die
Herausforderung fir ein Screening-System ergibt sich aus starken Abweichungen im

Wachstum von Zellen in Mikrotiterplatten unter Realbedingungen (Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-9: A Wachstumsverlauf kultivierter E. coli Zellen in Mikrotiterplatten mit

Standardabweichung, die einzelnen Vertiefungen wurd  en mit der gleichen Zelldichte angeimpft. B
Wachstumsverlauf in Mikrotiterplatten mit Standarda bweichung fir von Hand angeimpfte

Vertiefungen.

Das Wachstum in Mikrotiterplatten ist stark von der anfanglich eingesetzten
Zellkonzentration abhangig, was einen reaktionsspezifischen Assay notwendig macht.
Abbildung 3-9 zeigt die Abhangigkeit des Wachstums von E. coli-Kulturen in
Mikrotiterplatten von unterschiedlichen Startbedingungen. In beiden Fallen sind
verschiedene Wachstumsphasen (Anlaufphase, exponentielle Phase und Beginn der

stationéren Phase) einer typischen Wachstumskurve zu erkennen [159].

Fur Graphik A und B wurde jeweils das Wachstum in 48 Mikrotiterplattenvertiefungen
analysiert. Fir A wurden alle Vertiefungen mit einer derselben Zelldichte aus einer
Ubernachtkultur angeimpft. Sie befinden sich fir ca. 12 h in der Anlaufphase, gehen
dann in die exponentielle Phase uber, der Eintritt in die stationare Phase erfolgt nach
ca. 20 h. Im Fall B wurde die Kultur jeder Vertiefung mit einem Zahnstocher von einer
Kolonie angeimpft. Unterschiede zwischen Anlaufphase, exponentieller Phase und
stationarer Phase sind wesentlich schwacher als im Fall von A. Fir B ist die
Standardabweichung im Wachstum deutlich groRer im Vergleich zu A. Dies ist unter
anderem auf eine groRe Varianz in den Wachstumsverlaufen im Fall von B

zurickzufihren. Diese hat auch Auswirkungen auf die Unterschiede am
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Expressionslevel an heterolog exprimiertem Enzym. Daher ist die Qualitat eines Assays
hinsichtlich Selektivitat bedeutend fir die in einem Screening gefundenen Treffer.

Aktivitdtsunterschiede konnen oftmals von héheren Expressionsleveln stammen.

3.4.1 Herstellung einer Mutantenbibliothek

Die Affinitdt zwischen Substrat und P450 Monooxygenase kann mit Hilfe der so
genannten Bindungskonstanten (Kp) ausgedrickt werden (siehe 2.7.9). Klassische
P450-Substrate bewirken in P450 Monooxygenasen eine Verschiebung des spin-
Zustandes des Eisens von low-spin zu high-spin. Das Ausmal’ der Verschiebung ist
abhangig von der Konzentration des eingesetzten Substrats und kann photometrisch
nachverfolgt werden. Mit zunehmender Substratkonzentration sind eine Zunahme der
Absorption bei 390 nm und eine Abnahme bei 420 nm zu beobachten.

Der reziproke Wert der Differenz zwischen Maximum und Minimum wird in einer zu
Lineweaver-Burk analogen Auftragsweise dargestellt und die Bindungskonstante
bestimmt.

Die Bindungskonstanten fir die Ersatzsubstrate mit der Mutante A74G F87V L188Q

wurden bestimmt und sind in Tabelle 3-6 dargestellt.

Tabelle 3-6: Bindungskonstanten fur Ersatzsubstrate und Laurinsdure mit der CYP102A1-Mutante
A74G F78V L188Q

Substrat Kp [UM]
Laurinsaure 43,0
O-p-Nitrophenoxylaurinsédure 37,8
d-p-Nitrophenoxycaprylséure 29,9

Die Bindungskonstanten fur &-p-Nitrophenoxylaurinsaure und &-p-Nitrophenoxy-
caprylsaure liegen in der GréRenordnung von Laurinsédure. Die Enzymbibliothek wurde
ausgehend von der Mutante A74G F87V L188Q unter Zuhilfenahme der error-prone
PCR erstellt. Diese Mutante zeigt eine hohe Aktivitdt und weist ein schon erweitertes
Produktmuster auf. Mit Hilfe der verwendeten Ersatzsubstrate sollten Mutanten

gefunden werden, die Fettsduren in &-Position hydroxylieren.




3 Ergebnisse 105

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde nur fir die Monooxygenasedomane durchfuhrt.
Durch eine stille Mutation im Linkerbereich zwischen Monooxygenasedomane und
Reduktasedomane wurde eine BamHI-Schnittstelle eingefthrt, der die Subklonierung
des durch error-prone PCR erzeugten DNA-Abschnitts erlaubte. Die BamHI-
Schnittstelle stromaufwérts vom CYP102A1-Gen gelegen wurde durch QuikChange
PCR eliminiert, der resultierende Vektor wurde pET28a(+)BM3-3xep genannt. Zur
Vervielfaltigung der Monooxygenasedoméane wurden parallele Anséatze verwendet,
wobei ein dNTP im Unterschuss eingesetzt wurde (2.6.6.2). Die error-prone PCR-
Produkte wurden isoliert, mit Nhel und BamHI verdaut und im Anschluss mit
pET28a(+)BM3-3xep ligiert und in E. coli NovaBlue (DE3) transformiert. Die einzelnen
Kolonien wurden mit einem Pickroboter in Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen) mit LB-
DMSO fur die Stammbhaltung Uberfihrt und bei -80C g elagert.

3.4.2 Analyse der Mutantenbibliothek

Zur Analyse der erzeugten Mutantenbibliothek wurden die Stammhaltungsplatten auf
neue Mikrotiterplatten repliziert. Diese Mikrotiterplatten wurden als Vorkultur kultiviert
und in Deepwellplatten Uberimpft. Nach Optimierung der Expressionsprotokolle lag die
Konzentration an P450 in Deepwellplatten mit 600 pl Kulturvolumen bei 1,9 + 0,78 pM.
Die Expression in Deepwellplatten war um den Faktor vier besser als in
Standardmikrotiterplatten mit 200 pl Kulturvolumen. Nach Expression wurden die

Mikrotiterplatten abzentrifugiert und bei -20C gel agert.

Der Zellaufschluss erfolgte automatisiert mit einem Robotersystem in einer
Lysozymlosung. Nach der Lyse wurden die Zelltrimmer abzentrifugiert und der
Uberstand in eine neue Mikrotiterplatte Uberfiihrt, um Tribungen bzw. Stérungen durch
Zellbestandteile zu minimieren. Die erstellte Bibliothek wurde mittels CO-
Differenzspektroskopie untersucht, ca. 40% der erstellten Klone zeigten einen Peak bei
420 nm im CO-Differenzspektrum und wurden somit in einer inaktiven Form exprimiert.
Zur Durchmusterung wurden die Reagenzien (Lysat, NADPH-L6sung und
Ersatzsubstrat) vereinigt und die Absorption bei 410 nm nach 60 min bestimmt. In den
Experimenten zur gerichteten Evolution wurde hauptséachlich 5-p-
Nitrophenoxyoctansaure als Ersatzsubstrat eingesetzt. Insgesamt wurden 67
Mikrotiterplatten durchmustert. Beispielhaft ist Absorptionsveranderung in der ersten
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Stunde des Assays in Abbildung 3-10 dargestellt. Die Absorption der Startmutante

A74G F87V L188Q liegt bei 0,052 + 0,025.
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Abbildung 3-10: Verteilung der Absorption bei 410 n
des 8-pNCA-Assays

1
100

m fiir eine Mikrotiterplatte nach Durchflihrung

Die Enzym-Varianten in jeder Platte, die starkste Absorption zeigten, wurden separat in

100 ml LB-Medium exprimiert, die Zellen wurden aufgeschlossen und Laurinsédure

wurde mit den Lysaten umgesetzt. Die meisten aktiv exprimierten Mutanten zeigen

keine starke Abweichung in der Produktverteilung gegeniber der Ausgangsmutante.
Die Mutante 10A12 (Platte 10, Vertiefung A12) weist um den Faktor 4 erhéhte

Hydroxylierung in w-5- Position (8% statt 2%) und reduzierte Hydroxylierungsanteile in

w-1-Position auf (14% statt 22%). Eine Verschiebung der Hydroxylierungsprodukte in

Richtung w-6-, w-7- Position konnte aber nicht beobachtet werden.
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3.5 Protein-Design

In diesem Projektteil sollte das Hydroxylierungsmuster der durch CYP102Al
katalysierten Laurinsaurehydroxylierung mit rationalen Methoden von den
subterminalen Positionen w-1, w-2 und w-3 in Richtung y- und d-Position verschoben
werden.  Hierfir ~ wurden  positive  Ergebnisse aus den  Projektteilen
Sattigungsmutagenese und gerichteter Evolution Ubernommen (siehe 3.2, 3.4.). Die
CYP102A1-Mutanten F87A bzw. A74G F87A/V L188Q wurden als Ausgangspunkt fur
weitere Untersuchungen verwendet. Durch Protein-Design sollten drei neue Elemente
in CYP102A1 eingefugt werden, um die Regioselektivitat von CYP102A1 gegenuber

Laurins&aure zu verandern:

I. VergroRerung des aktiven Zentrums in unmittelbarer Nahe zum Ham (K69, V78,
F87).

II. VergroRRerung des Raumes fir den w-Terminus von Fettsauren (T260, 1263)

[ll. Einfihrung einer carboxylatbindenden Aminoséure tiefer im Substrat-
zugangskanal bzw. in unmittelbarer Nahe zum Ham (S72, S332)

Ausgehend von einer Kristallstruktur der CYP102A1-Ham-Domane (PDB-Eintrag 1smj)
wurden drei Zielpositionen identifiziert. Der Austausch in diesen Positionen (V78 und
F87) durch kleinere Aminosauren in unmittelbarer Nahe des Hams sollte die
Zuganglichkeit fir das Substrat erhdhen (Abbildung 3-11). Der Einfluss der Position 87
auf die Aktivitat und Regioselektivitat wurde schon im anfanglichen Screening mit
vorhandenen Mutanten, in Sattigungsmutageneseexperimenten und von anderen
Forschungsgruppen nachgewiesen (3.2, [78]). Der Austausch von Phenylalanin 87
durch kleinere Aminosauren fuhrt zur Vergré3erung des Produktspektrums von w-1- bis
w-3- auf w-1- bis w-5-Hydroxylaurinsdure. Die veranderte Regioselektivitat bleibt bei
der Dreifachmutante mit den Aminosdureaustauschen A74G, L188Q erhalten und
resultiert in héherer Aktivitat. Fir weitere Experimente wurden die Mutante F87A und
die Mutante A74G F87A L188Q benutzt. Durch die Einfihrung der Mutation F87A, in
eine in einem Sattigungsmutageneseexperiment erstellte Vierfachmutante (Y51S A74G
F87V L188Q) wurde der Anteil an w-5-Hydroxyprodukt (44%) verdoppelt. w-6-

Hydroxylaurinsaure konnte jedoch nicht detektiert werden.

Aus sterischen Grinden war zu erwarten, dass auch Aminosaureaustausche direkt im
aktiven Zentrum, axial neben dem Ham zu einer Verschiebung der Regioselektivitat

fuhren wirden. Lysin 69 liegt in unmittelbarer Nahe des Porphyrinrings (Abbildung
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3-11). Der Austausch von Lysin durch eine kleiner Aminosaure sollte den zur Verfigung
stehenden Raum fur die Alkylkette vergré3ern und die y- und &-Positionen in die N&dhe
des Ham bringen. Der Austausch der basischen Aminosaure durch eine aliphatische
resultiert in inaktivem Enzym, das nur ein Maximum bei 420 nm im CO-
Differenzspektrum aufweist. Andere Austausche durch eine kleinere (Histidin) bzw. eine
grolBere Aminosaure (Arginin) fihren nicht zu einer Erweiterung des Produktmusters

und entsprechende Mutanten zeigen geringere Aktivitat.

R47

Py 1263
S72Y ‘\;

Y51

Abbildung 3-11: Ubersicht uiber die veranderten Amin oséauren (Grafik wurde von Tuan Anh Do zur
Verfiigung gestellt). Die Daten stammen aus einer mo  lekulardynamischen Simulation der Mutante
S72Y V78A F87A (durchgefiuihrt von Tuan Anh Do). Die  Bindung zwischen der Carboxylatgruppe
der Laurinsaure A und den Aminosauren R47, Y51 wurd e in einer frlhen Simulationsphase
beobachtet und erméglicht die Hydroxylierung in w-1- bis w-3-Positionen. Im Folgenden bewegte
sich die Laurinsaure tiefer in die Bindetasche. Die Laurinsdurekonformation B tritt in einer
spateren Phase der Simulation auf, die die Hydroxyl  ierung in w-5- bis w-9-Position ermdglicht. Die
Carboxylatgruppe geht dabei Wasserstoffbindungen zu Tyrosin in Position 72 ein. Das Ham ist

grau dargestellt.

Valin in Position 78 liegt im Substratzugangskanal in der B’-Helix oberhalb von F87. Die
Mutanten, die statt Valin Alanin oder das kleinere Glycin enthalten, hydroxylieren
Laurinsaure in w-1- bis w-9-Position. Mit diesen Mutanten konnten fur die Oxidation von
Laurinsdure erstmals w-6- bis w-9-Hydroxyprodukte detektiert werden (Tabelle 3-7). Die

NADPH-Oxidationsrate war zwar 2,6 fach hoher, als der mit F87A gemessene
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Verbrauch (Tabelle 3-8). Allerdings sank die Kopplungseffizienz von 100 auf 55%,
wodurch sich die Oxidationsrate des Substrats kaum andert (siehe 1.2.3 und 2.7.8.1).

Durch den Austausch von Valin durch Glycin in Position 78 konnten der Anteil an y-
Hydroxylaurinsaure auf 4% und der Anteil an B-Hydroxylaurinsaure auf tber 10%

gesteigert werden.

Tabelle 3-7: Produktverteilung der Hydroxylierung v on Laurinsdure mit Mutanten aus Protein-
Design-Experimenten (2x entspricht A74G L188Q)

Produktverteilung [%]

Mutante w9 w8 w7 W6 |W55 |[W4 |W3 |w-2 |w-1
F87A V78L - - - - 9 21 53 10 7
F87A V78F - - - - 8 50 34 5 3
2x Y51S F87A - - - - 44 21 23 9 3
2x K69R F87A - - - - 17 15 40 19 9
2x K69H F87A - - - - 10 12 28 35 14
2x F87A T260A - - - 1 22 15 42 13 7
2x F87A 1263A - - - 1 27 24 34 9 5
2x F87A 1263V - - - 1 28 18 24 17 10

2x Y51S F87A 1263G 50 17 22 8 3

V78A F87A 3 - 1 4 42 14 24 7 5
V78A F87G 12 4 3 4 30 10 20 9 8
V78A F87A 1263A - - 8 3 30 11 22 12 14

V78A F87A 1263G 3 2 14 4 23 8 11 13 22

V78A F87A S332Y - - 2 4 66 16 8 3 -

V78A F87A S72Y 9 S 16 25 3 1 2 28 11

Die NADPH-Oxidationsrate konnte bei V78G F87A im Vergleich zu V78A F87A leicht
gesteigert werden (Tabelle 3-8). Die Kopplungseffizienz fiel jedoch auf 16%. Aus
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diesem Grund wurde die Mutante V87A F87A in weiteren Experimenten gegenuber
V78G F87A vorgezogen.

Ein Austausch der Position 78 durch die hydrophoben, gréfieren Aminosduren Leucin
und Isoleucin in Kombination mit F87A resultiert in einer verringerten Hydroxylierung in
w-5-Position. Die Substitution von V78 durch grol3ere Aminoséuren, die gut in den
hydrophoben Substratzugangskanal passen, sollten dazu fihren, dass die Alkylkette
tiefer zum Ham gefihrt wird und in einer erhdhten Hydroxylierung in w-5-Position

resultieren.

Substrat-Docking-Experimente, die von Tuan Anh Do in der Bioinformatikgruppe
durchgefuhrt wurden, legten den Schluss nahe, dass fur eine Verschiebung der
Hydroxylierungsposition in y- oder 6-Position der zugangliche Raum fir den w-
Terminus der Alkylkette erhéht werden sollte. Von besonderem Interesse sind hierbei
Aminosauren der I-Helix. Die I-Helix befindet sich in direkter Nahe Uber dem Ham
(siehe Abbildung 1-1 und Abbildung 1-4, Abbildung 3-12). Das Rickgrat der Helix lasst
sich nicht ohne weiteres verschieben, da diese Helix fur die Stabilisierung des
Sauerstoffs und der Ubertragung von Elektronen in der Katalyse von Bedeutung ist.
Ausgehend von A74G F87A L188Q konnte durch Austausch der Position T260 und
1263 durch kleinere Aminosauren das Produktspektrum auf w-6 Hydroxylaurinsdure
erweitert werden. Je kleiner der Rest dieser Aminosauren, desto gréf3er ist der zur
Verfligung stehende Platz fur die Alkylgruppe und desto hoher ist die Menge an w-5-
Hydroxyprodukt. Die Verschiebung des Produktsspektrums war in beiden Fallen
begleitet von einer Verringerung der Aktivitdt. Eine Mutante mit Mutationen in Position

260 und 263 konnte nicht aktiv exprimiert werden.

qd v |
y /I-Hellx
\

y.

Abbildung 3-12: Aktives Zentrum von CYP102A1 (PDB-E intrag 1ljpz). Die Substratbindetasche ist
durch die Van-der-Waals-Oberflache dargestellt, der Substrateingang ist durch einen Pfeil
markiert (verandert nach [160]).
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Die wichtige Rolle von R47 und Y51 fur die Substraterkennung und Substrat-
stabilisierung ist literaturbekannt [66]. Um das Substrat (Laurinsdure) ndher am aktiven
Zentrum zu  stabilisieren, wurden verschiedene Aminosauren tiefer im
Substratzugangskanal durch Tyrosin ersetzt. Es handelt sich hierbei um die Positionen
72 und 332. Die Einfuihrung der Mutation S332Y in die Doppelmutante V78A F87A fuhrt

zu einer Verringerung der NADPH-Oxidationsrate, dabei konnte keine Erhdohung der y-

oder

0-Hydroxylaurinsaureanteile

erreicht

werden.

Der

Anteil an  w-5-

Hydroxylaurinsaure ist jedoch stark erhoht, sie stellt mit 66% das Hauptprodukt dar.

Die Mutante S72Y V78A F87A weist im Vergleich zu V78A F87A eine verringerte

Aktivitat

und Kopplungseffizienz

auf,

die

relativen Anteile an y-

und ©-

Hydroxylaurinsaure waren die hochsten bisher gemessenen (5 und 16%).

Tabelle 3-8: Aktivitdten und Kopplungseffizienzen a

durch Protein-Design erzeugt wurden (2x entspricht

usgesuchter P450 CYP102A1l1-Mutanten, die
A74G L188Q)

Mutante NADPH-Oxidationsrate | Kopplungs | Oxidationsrate
[eq(NADPH) eq(P450)* |-effizienz  |[eq(O) eq(P450)™* min™]
min™] [%]

2x Y51S F87A 14,4+0,1 n. b. n. b.

2x K69R F87A 126+6,8 n. b. n. b.

2x K69H F87A 141+5,02 14 19,7+0,7

2x F87A T260A 10,3+1 35 3,6+0,3

2x Y51S F87A 1263G | 22+3,5 1 2,2+0,01

V78A F87A 271,614,9 23 62,5+1,1

V78A F87A I263A 11,4+0,7 4 0,5+0,02

V78A F87A 1263G 52,512 .4 6 3,210,1

V78A F87A S332Y 30,3x1,4 7 2,1+0,1

V78A F87A S72Y 7514.,6 7 5,3+0,3
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3.6 Klonierung, Expression und Mutagenese von CYP15 2A1

Der Einsatz eines Biokatalysators kann durch einfache und kostengunstige Produktion
ermdglicht werden. Aus diesem Grund wurde in Analogie zu CYP102Al ein
Expressionssystem auf der Basis des Vektors pET28a(+) entwickelt. CYP152A1
katalysiert die Hydroxylierung von Myristinsdure in a- und B-Position [5]. B-
Hydroxyfettsduren bilden jedoch das Hauptprodukt. Zur Erzeugung von y- und &-
Hydroxyfettsduren, die wichtige Zwischenstufen zur Lactonsynthese darstellen, muss
das Produktmuster um ein bzw. zwei Kohlenstoffatome verschoben werden. CYP152A1
wird als Alternative zu Enzymen der CYP102A-Familie fur die Entwicklung einer y-, &-

Hydroxylase untersucht.

3.6.1 Subklonierung von CYP152A1 in den Expressions  vektor pET28a(+)

Grundlage fur die Erstellung des Expressionssystems bildete der Vektor pET28a(+), der
die Expression von Genen unter Kontrolle des starken T7-Promotors erlaubt. Das
CYP152A1-Wildtypgen ybdT wurde mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vom
Vektor pQE-30tBsB amplifiziert [161]. Hierfir wurden die Primer Bsbf und Bsbr

eingesetzt.

Das PCR-Produkt hatte eine erwartete GroR3e von ca. 1,2 kb und wurde aus einem
praparativen Agarosegel isoliert. Nach einer Verdauungsreaktion von PCR Produkt und
pET28a(+)-Vektor mit dem Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI wurde der DNA-
Abschnitt mit dephosphoryliertem Vektor ligiert. Der Erfolg der Ligation wurde mittels
Kolonie-PCR bestatigt. Die Sequenz wurde unter Verwendung der T7-Promotor und T7-

Terminator Primer Uberpruft.

Der gebildete Vektor tragt den Namen pET28a(+)CYP152A1.

3.6.2 Expression von CYP152A1 in E. coli BL21 (DE3)

Der Vektor pET28a(+)CYP152A1 wurde erstellt, um eine starke Expression des
Zielproteins zu erzielen. Unter den fur CYP102A-Enzymen verwendeten Bedingungen
liel3 sich CYP152A1 nicht aktiv exprimieren (siehe 2.5.3).

Eine Veranderung der Expressionsbedingungen ermdglichte die Expression von
CYP152A1 in E. coli BL3 (DE3). Hierfir wurden 400 ml LB-Medium direkt mit 1 ml
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Transformationsansatz inkubiert und Uber Nacht bei 30 T und 170 rpm inkubiert. Die
Kultur wurde durch Zugabe von 1 mM (Endkonzentration) Isopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid (IPTG) induziert, mit 1 mM (Endkonzentration) 5-

Aminolavulinsaure supplementiert und weitere 4 h bei 30 € inkubiert.

Dieses Expressionsprotokoll ergab 2,5 bis 6 g Biofeuchtmasse pro Liter Kultur und
Expressionslevel von 400 nmol pro Liter LB-Medium und liegt somit im Rahmen von fur
CYP102A-Enzymen erreichte Expressionslevel [162]. Das mit dem Originalplasmid,
pQE-30tBsf, das auf einem pQE30 Vektor basiert, erreichte Expressionslevel lag ca.
20-fach niedriger, bei 21 nmol pro Liter LB-Medium [161]. Das Enzym lies sich Uber
IMAC erfolgreich aufreinigen (Abbildung 3-13). Die densitometrisch bestimmte Reinheit
betrug Uber 95%. Das Protein lies sich selektiv eluieren, andere Proteine wurden nicht
mit dem Zielprotein eluiert.

kDa 1 2 3
130

70

55 |

40
35 .

Abbildung 3-13: Aufreinigung von CYP152A1; 1: Prote instandard; 2: Zelllysat vor der
Aufreinigung; 3: aufgereinigtes CYP152A1

Die rotlich gefarbten Fraktionen, die CYP152A1 enthielten, wurden gegen 50 mM
Tris/HCI-Puffer dialysiert, um Imidazol, einen Inhibitor der P450

Monooxygenaseaktivitat, aus der Lésung zu entfernen.

3.6.3 Regioselektivitdt von CYP152A1

CYP152A1 ist eine Peroxygenase, sie wurde mit verschiedenen Fettsauren in
Gegenwart von Wasserstoffperoxid umgesetzt. Die Produkte wurden mit

Trimethylchlorsilan derivatisiert und im GC-MS analysiert.
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CYP151A1 hydroxyliert Laurin-, Myristin- und Palmitinsaure in a- und B-Position. Das
Produktmuster ist unabhangig von der Fettsaurekettenlange. Die Verteilung ist in
Tabelle 3-9 gegeben.

Tabelle 3-9: Hydroxylierungsmuster verschiedener Fe

ttséauren bei der Umsetzung von CYP152A1

Substrat a-Hydroxysaure B-Hydroxysaure
Laurinséaure 22 78
Myristinsaure 25 75
Palmitinsaure 22 78

3.6.4 Protein-Design mit CYP152A1

In diesem Projektteil sollte das Hydroxylierungsmuster fur Laurinsaure von den a- und
B-Positionen zur y- und ©&-Position verschoben werden. In der Kristallstruktur von
CYP152A1 (PDB-Eintrag 1izo) sind deutliche Wechselwirkungen zwischen dem Arginin
242 in der I-Helix des Enzyms und der Carboxylatgruppe des Enzyms zu sehen [77].
Mit Hilfe des rationalen Protein-Designs wurden verschiedene Zielpositionen
identifiziert, an denen dieses Substratbindemotiv imitiert werden sollte. Arginin 242
wurde zu Phenylalanin mutiert und somit wurde die fir die Substratbindung wichtige
Aminosaure entfernt. Die Mutante R242F konnte aktiv in E. coli BL21 (DE3) exprimiert

werden.

Die Bedeutung von R242 auf die Substratbindung geben die unterschiedlichen
Bindungskonstanten von Wildtyp und Einfachmutante mit Laurin- und Myristinsaure
wieder (Tabelle 3-10).

Tabelle 3-10: Bindungskonstanten fur CYP152A1-Wildt yp und R242F mit Laurinsdure und
Myristinsaure

Fettsaure Ko CYP152A1 Wildtyp Ko CYP152A1 R242F
Laurinséaure 48,4 uM 2325,4 uM
Myristinsédure 37,8 uM 155,9 uM

Ausgehend von einer Kiristallstruktur von CYP152A1 (PDB-Eintrag 1izo) wurden

verschiedene Zielpositionen identifiziert. Der Austausch in den Positionen N239 bzw.
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1238 durch Arginin sollte ermoéglichen, das Hydroxylierungsmuster durch veranderte
Bindung der Fettsaure zu verschieben (Abbildung 3-14). FUr beide Zielmutanten zeigen
molekulardynamische Simulationen, durchgefihrt von Tuan Anh Do in der
Bioinformatikabteilung, dass eine Bindung der Carboxylatgruppe mit 1238R bzw. N239R
die y- und d-Position von Laurinsaure Uber das Ham ausrichtet.

Abbildung 3-14: Darstellung des aktiven Zentrums de  r CYP152Al1-Mutanten A) 1238R R242F und
B) N239R R242F; in rot ist das Ham, in grin Laurins 4&ure, in grau die I-Helix und in blau die

veranderten Aminosauren dargestellt.

Die Doppelmutante N239R R242F konnte nicht funktionell exprimiert werden. Im CO-
Differenzspektrum konnte nur ein Peak bei 420 nm detektiert werden, was bedeutet,

dass das Cysteinat nicht kovalent mit dem Porphyrinring ligiert ist.

[238R R242F konnte in E. coli BL21 (DE3) exprimiert werden und zeigte im CO-
Differenzspektrum einen Peak bei 450 nm. Umsetzungen mit Laurinsaure,
Myristinsaure und Palmitinsdure fuhrten jedoch nicht zu Produkten. Mdglicherweise wird
der Zugang der Fettsaure zu 1238R durch eine andere Aminosaure verhindert. Die
Kristallstruktur legt nahe, dass es sich dabei um Phenylalanin in Position 79 handelt.
Um mehr Platz im aktiven Zentrum fur die Fettsaure zu schaffen, wurde Position 79 in
CYP152A1 Wildtyp und in der Doppelmutante 1238R R242F durch Valin ersetzt
(Abbildung 3-15). Es konnte jedoch nur die Einzelmutante F87V aktiv exprimiert
werden. Umsetzungen mit Laurinsaure fuhrten zu 64% a-Hydroxylaurinsaure und 36%
B-Hydroxylaurinsaure. Die Mutante hatte somit eher die Eigenschaften einer a-

Hydroxylase.
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Abbildung 3-15: CYP152A1 F79V, Darstellung des Ham  in rot, Laurinsaure in griin, F79V im Loop,
R242 in der I-Helix

3.7 Expression und Charakterisierung von CYP102A7 aus Bacillus

licheniformis

3.7.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung

CYP102A7 ist ein Vertreter der CYP102A-Familie. Das Gen (YrhJ) wurde bei der
Sequenzierung des Bacillus licheniformis Genoms identifiziert [163]. Das CYP102A7-
Gen wurde in einer vorangegangenen Diplomarbeit am ITB isoliert und in den Vektor
pET28a(+) subkloniert [164]. Durch Expression in E. coli BL21 (DE3) unter
Standardbedingungen in Schittelkolben (siehe 2.5.3) konnten 400 nmol P450 pro Liter
Kultur erzeugt werden. Dies entspricht 48 mg Enzym pro Liter Kultur. Das CYP102A7-
Enzym wurde mit Hilfe einer Ni-NTA-Saule unter Verwendung des im pET28a(+)
kodierten His-tags aufgereinigt. Anfangliche Aufreinigungsexperimente wurden bei pH
7,5 durchgefuhrt. Allerdings band das Zielenzym bei diesen Bedingungen nicht an der
Saule. Die Aufreinigung gelang bei einem pH-Wert von 8,1. Nur 10% des Enzyms
wurden in der Elutionsfraktion wiedergefunden. Der Aufreinigungsfaktor betrug 6,6.
Abbildung 3-16 zeigt ein Polyacrylamidgel, auf dem Lysat, S&ulendurchfluss,
Waschfraktion und eluiertes Enzym zu sehen sind. Die densitometrisch auf einem SDS-
Polyacrylamidgel bestimmte Reinheit des Enzyms betrug 95%, was dem durch CO-
Differenzspektroskopie bestimmten Anteil P450 am Gesamtprotein entsprach. Folglich
wurde das Ham, die prosthetische Gruppe des Enzyms, in praktisch jedes Apoenzym
eingebaut. Schwache Banden bei ca. 60 kDa auf dem SDS-Gel stammen vermutlich
von proteolytischen Abbauprodukten, die auch bei CYP102Al1, CYP102A2 und
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CYP102A5 beobachtet wurden [62, 63, 165]. Die CYP102A7 enthaltenden Fraktionen
wurden gegen 50 mM Tris/HCI-Puffer pH 7,5 dialysiert, um Imidazol, einen Inhibitor der

P450 Monooxygenaseaktivitat, aus der Lésung zu entfernen.
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we 200
- | 66
o 43
o 29
20

—

Abbildung 3-16: SDS-PAGE Analyse der Aufreinigung v on CYP102A7. Es wurden 10 pg Protein
pro Bahn aufgetragen. 1: aufgereinigtes CYP102A7, 2 : Waschfraktion, 3: Durchfluss, 4: Zelllysat,
5: Proteinstandard.

3.7.2 Spektroskopische Charakterisierung von CYP102 A7

CYP102A7 zeigt in UV-VIS spektroskopischen Untersuchungen typische
Charakteristika einer P450 Monooxygenase (Abbildung 3-17). Das Absorptions-
spektrum von oxidiertem Enzym zeigt eine typische Soret-Bande bei 420 nm und eine
Schulter bei 450 bis 500 nm, die von den Flavin-Cofaktoren der Reduktase
hervorgerufen wird. Die a- und 3-Absorptionsbanden des Hameisens liegen bei 535 und
567 nm. Durch Zugabe von Natriumdithionit oder NADPH werden die Flavin-Cofaktoren
zu Hydrochinonen reduziert. Als Folge verschwindet die Schulter zwischen 450 und 500
nm. Das CO-Differenzspektrum zwischen reduzierter und reduzierter CO-gebundener
Form des Enzyms zeigt den fir P450 Monooxygenasen namensgebenden Peak bei
450 nm. Bei 420 nm ist eine kleine Schulter zu sehen, die durch inaktives Enzym
hervorgerufen wurde. Nach Zugabe von Myristinsaure zum oxidierten Enzym nimmt die
Soret-Bande bei 420 nm deutlich ab, dartber hinaus wurde ein Absorptionsmaximum
bei 390 nm beobachtet. Dies entspricht der Veranderung des Hamspinzustandes von

low-spin zu high-spin wahrend der Substratbindung.

Der Anteil an Flavinen wurde Uber Dunnschichtchromatographie nach Denaturierung

des Enzyms bei 95 T bestimmt. Die analysierten Pro ben zeigten zwei Flecken. Einer



118 3 Ergebnisse

lag bei einem R Wert von 0,27, der andere bei einem Rg Wert von 0,41. Dies entspricht
den Rg Werten von verwendeten FAD- und FMN-Standards.

Die Aktivitdt der Diflavinreduktase des Enzyms wurde unter Verwendung von
Cytochrom c, einem externen Elektronenakzeptor, bestimmt [64]. CYP102A7 katalysiert
die Reduktion von Cytochrom ¢ mit einem Ky von 4,1+0,5 uM. Der K.y betragt 7343+
142 min™ (siehe Tabelle 3-11).
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Abbildung 3-17: UV-VIS-Absorptionsspektren von CYP1  02A7 im oxidierten Zustand (schwarz), im
oxidierten Zustand mit gebundener Myristinsdure (gr an), im NADPH-reduzierten Zustand (rot),

Differenzspektrum von im Natriumdithionit reduziert en, CO-gebundenen Zustand und im

Natriumdithionit reduzierten Zustand (blau)

3.7.3 Screening nach Substraten

Alle bisher charakterisierten CYP102A-Enzyme (CYP102A1, CYP102A2, CYP102A3
und CYP102A5) sind Fettsaurehydroxylasen. Aus diesem Grund beinhaltete das
Screening fur CYP102A7 ungeséttigte, gesattigte und verzweigte Fettsduren mit einer
Kettenlange von 8 bis 22 Kohlenstoffatomen. Dariiber hinaus umfassten die getesteten
potenziellen Substrate Chemikalien aus den Stoffgruppen azyklische Alkane, zyklische

und azyklische Terpene und Terpenoide. Aul3erdem wurden verschiedene Substanzen
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getestet, die typische Substrate fir mikrosomale P450 Monooxygenasen darstellen.
Dazu gehorten Ethoxycoumarin, 11-Deoxycortisol und Testosteron.

Fur ein Vorscreening wurde die Oxidation des Cofaktors NADPH photometrisch bei 340
nm verfolgt. Gesattigte Fettsauren mit Kettenlangen unter zehn Kohlenstoffatomen
wurden nicht als Substrate akzeptiert. CYP102A7 zeigte starkste Aktivitdt gegeniber
Myristinsaure. Gegenuber langer- und kirzerkettigen Fettsduren nahm die Aktivitat ab
(Tabelle 3-11).

Neben Fettsdauren katalysiert CYP102A7 auch die Oxidation verschiedener Terpene
und Terpenoide. Besonders die Oxidation von (R)-(+)-, (S)-(-)-Limonen, Nerylaceton,
Geranylaceton wurde mit hohen Aktivitaten katalysiert. CYP102A7 katalysierte die

Deethylierung von 7-Ethoxycoumain mit 2 eq(7-Ethoxycoumain) eq (P450)™* min™.

11-Deoxycortisol, Dextromethorphan, Testosteron sowie zyklische und azyklische

Alkane wurden nicht als Substrate akzeptiert.

3.7.4 Kinetische Untersuchungen und Bindungskonstan ten

Die beschriebenen CYP102A-Enzyme unterscheiden sich in ihrer Substratspezifitat im
Bezug auf Fettsduren. Aus diesem Grund ist die genaue Untersuchung der kinetischen
Konstanten von CYP102A7 mit verschiedenen gesattigten, ungesattigten und
verzweigten Fettsduren von Interesse (Tabelle 3-11). Die aufgenommenen Kinetiken
entsprechen dem Michaelis-Menten-Typ.

CYP102A7 zeigt, wie CYP102A1, CYP102A2 und CYP102A5, mit Fettsauren ein Typ I-
Bindungsspektrum. Die hoéchste Affinitat wurde fur Palmitinsaure gemessen. Zwar zeigt
CYP102A7 in seiner Aktivitat eine Praferenz flr gesattigte Fettsauren, die
Bindungskonstante fur Linolsaure ist mit der von Palmitinsaure vergleichbar. Seine
Affinitat gegenuber Methyltetradecanséure liegt im Bereich von Myristinsdure und

Palmitinsaure.

Obwohl auch Terpenoide von CYP102A7 als Substrate akzeptiert werden, konnte keine
Veranderung des Spinzustands in Anwesenheit von Terpenen beobachtet werden. Die
Ergebnisse aus dem vorangegangenen Substratscreening konnten bestatigt werden.
Myristinsaure stellte das beste Substrat fir CYP102A7 hinsichtlich der Umsatzraten dar.
Klrzer und langerkettige Fettsdure waren schlechtere Substrate fur CYP102A7, mit

Umsatzraten, die zweifach niedriger waren als die fur Myristinsaure.
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Zwar zeigt CYP102A7 hohe Affinitat zu verzweigten Fettsduren, die k.o-Werte liegen

jedoch deutlich unter denen von Myristinsaure.

Tabelle 3-11: Kinetische und Bindungsparameter fir CYP102A7 mit Fettsduren und Cytochrom c

als Elektronenakzeptor

Substrat Kw [UM] Keat [min™] Kp [UM]
Laurinsaure 102,0+2,5 1663,9 + 39,8 184,0+7
Myristinsaure 50,9+1,6 3589,0 +689,0 16,7 +5,5
12-Methylmyristinsaure | 12,9+2.6 832,0+31,1 3,56+0,6
13-Methylmyristinsaure | 16,5+2,2 1264,5+58,9 51+0,9
Palmitinsaure 38,6 +2,8 1539,0 £52,9 0,7+0,1
Palmitoleinsaure 16,5+ 3,7 1369,0 + 185 n. b.
Stearinsaure 11,8+04 971,0+12 n. b.
Linolséure 55,1+4,4 1760,0 £ 110,2 1,0+0,1
Cytochrom ¢ 4,1+0,5 7343,0 £141,7 -

3.7.5 Identifizierung der verschiedenen Produkte

Wie auch die anderen Mitglieder der CYP102A-Familie ist CYP102A7 nicht streng
regioselektiv. Umsetzungen von Fettsauren mit CYP102A-Enzymen resultieren in
Mischungen von Hydroxyfettsduren (Tabelle 3-12). Es konnten nur subterminale
Hydroxylierungen beobachtet werden [166]. CYP102A7 bevorzugt die w-2-Position vor
der w-1- und w-3-Position fur alle getesteten Fettsduren. Im Fall von 13-
Methylmyristinsaure, wo die Methylgruppe in w-1-Position liegt, wird fast ausschlief3lich
die w-2-Position hydroxyliert (92%). Fur 12-Methylmyristinsaure ist die w-2-Position
methylverzweigt, die Produkte sind in diesem Fall gleichm&Riger verteilt. Am tertiren
C-Atom erfolgen 30% der Hydroxylierung. 13-Hydroxy-12-methylmyristinsdure bildet
das Hauptprodukt (57%). Alle getesteten Fettsauren werden mit hoher Kopplungsrate

von knapp 80% oder héher hydroxyliert.
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Tabelle 3-12: Kopplungseffizienz und Produktverteil ung der Hydroxylierung von Fettsauren durch
CYP102A7

Kopplung [%] Produktverteilung [%]
Substrat w-3 w-2 w-1
Laurinsaure 80 32 40 28
Myristinsaure >95 20 50 30
Palmitinsaure >95 10 65 25
12-Methylmyristinsaure >95 15 28 57
13- Methylmyristinsaure >95 - 92 8
Palmitoleinséaure 77 68 18 14
Linolséure 89 3 75 22

Neben Fettsauren wurden auch Produktspektren verschiedener Terpenoide wie -
lonon, Limonen, Geranylaceton und Nerylaceton analysiert. Die Umsetzung von [3-
lonon resultierte nur in einem Produkt, 4-Hydroxy-B-lonon. Wohingegen das
Regioisomer von -lonon, a-lonon nicht als Substrat akzeptiert wird.

Die zwei Stereoisomere von Limonen, (R)-(+)-Limonen und (S)-(-)Limonen werden von

CYP102A7 mit unterschiedlicher Stereo- und Chemoselektivitat oxidiert (Tabelle 3-13).

Tabelle 3-13: Produktverteilung der Limonenoxidatio n mit CYP102A7 [%]; 1. cis-1,2-
Limonenepoxid, 2: trans-1,2-Limonenepoxid, 3 und 4: cis- und trans-8,9-Limonenepoxid, 5. cis-
Carveol, 6: trans-Carveol

Produkte 1 |2 |3 |4 |5 |6

Substrate

(R)-(+)-Limonen |32 |10|4 |11|28|16

(S)-(-)-Limonen 6 43179 |20|6

(R)-(+)-Limonen wird zu zwei Hauptprodukten oxidiert. Der Anteil an cis-1,2-

Limonenepoxid betragt 32%, der Anteil an cis-Carveol betragt 28%. Daneben werden
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vier weitere Produkte beobachtet. Im Fall von (S)-(-)-Limonen wird als Hauptprodukt

trans-1,2-Limoneneepoxid identifiziert.

Die cis/trans-Isomere Geranylaceton und Nerylaceton werden unspezifisch oxidiert und
ergeben sieben bzw. sechs Produkte. Das Hauptprodukt fur die Oxidation von
Geranylaceton ist 9,10-Epoxynerylaceton (41%). Dartber hinaus konnten zwei weitere
Produkte 11-Hydroxygeranylaceton (14%) und 5,6-Epoxygeranylaceton (4%)
identifiziert werden. Nur zwei der sechs Nerylacetonoxidationsprodukte konnten mit
Hilfe von Standards identifiziert werden. Es handelte sich um 9,10-Epoxynerylaceton
(18%) und 5,6-Epoxynerylaceton (15%). Die vier weiteren Peaks konnten nicht
identifiziert werden. lhre MS-Fragmentationsmuster zeigen jedoch, dass es sich um

Oxidationsprodukte von Nerylaceton handeln muss.

3.7.6 Enzymstabilitat

In einer vorangegangenen Diplomarbeit wurden Losungsmittelstabilitat und pH-
Optimum von CYP102A7 untersucht [164]. Es konnte gezeigt werden, dass CYP102A7
Uber eine aulRergewohnlich hohe Losungsmittelstabilitat verfligt. Die hdchste Aktivitat
wurde bei 6% DMSO gemessen. Bei 26% DMSO lag die Restaktivitdt noch bei 50%.
Das pH-Optimum lag bei pH 7,5. Obwohl sich die NADPH-Oxidationsraten bei
niedrigeren und hdéheren pH-Werten nicht stark von der am pH-Optimum unterschieden,
fuhrten hohere und niedrigere pH-Werte zu einem hdheren Mal3 an Entkopplung. Die
Inkubation des Enzyms fur 30 min bei unterschiedlichen Temperaturen zeigte, dass die
Aktivitat gegentber Myristinsdure nach Inkubation bei 27,5 C leicht erhdht war (115%).
Hohere Temperaturen fiuhrten zu einer reduzierten Restaktivitat (Abbildung 3-18). Nach
einer Inkubation bei 60 T konnte keine Aktivitat m ehr festgestellt werden.
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Abbildung 3-18: Aktivitat von CYP102A7 nach 30 minii  tiger Temperaturinkubation

Die Stabilitat unter Dauerreaktionsbedingungen wurde mit einem Enzymmembran-
reaktor und 10-pNCA als Substrat ermittelt. Die Halbwertszeit im Betrieb bel
Raumtemperatur liegt bei 100 Minuten (Abbildung 3-19) und damit deutlich unter dem
Wert, der fur CYP102A2 erreicht wurde (5 h) [62]. Fur CYP102Al1 wurde die
Prozessstabilitdt in einem mit Formiatdehydrogenase betriebenen Regenerations-
system untersucht Die Werte sind somit nicht direkt vergleichbar. Das CYP102A1-
System ist bis zu 6 h aktiv, allerdings zeigt das System nach 45 min nur noch 12,5% der
Anfangsaktivitat [166].
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Abbildung 3-19: Prozess-Stabilitat von CYP102A7
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4 Diskussion

Im Fokus dieser Dissertation stand die enzymatische Fettsduremodifikation mit
Cytochrom P450 Monooxygenasen. Fettsauren sind Grundbausteine von Lipiden. In der
Natur sind tUber 1000 verschiedene Fettsduren bekannt. Allein in Kuhmilch finden sich
uber 500 verschiedene Fettsauren. Bestimmte Fettsauren sind essentielle Bestandteile
der Nahrung und kénnen weder von Menschen noch Tieren synthetisiert werden.
Neben ihrer Rolle als Bestandteile von Lipiden haben verschiedene Fettsauren auch
physiologische Bedeutung, indem sie z. B. an Transkriptionsfaktoren binden (siehe
auch http://'www.lipidlibrary.co.uk/Lipids/fa_eic.html). Ein Grol3teil einfach und mehrfach
ungesattigter Fettsduren senken das Risiko von Herz-Kreislauferkrankungen [167, 168].
Darlber hinaus scheint die Einnahme grol3er Mengen einfach ungesattigter Fettsauren
vor kognitiven Veranderungen im Alter zu schitzen [169]. Diaten, die reich an einfach
ungesattigten Fettsduren sind, verringern den Cholesterinspiegel und die
Konzentrationen an Triacylglyceriden und haben somit eine positive Auswirkung auf die
Gesundheit [170]. Langkettige Hydroxyfettsduren sind Bestandteile in Tieren- und
Pflanzenzellen und haben wichtige physiologische Auswirkungen. Vermutlich haben
diese Verbindungen auch wichtige Bedeutungen in Hefen. Auch mehrfach ungesattigte
Hydroxyfettsduren sind von biotechnologischer Bedeutung. Diese Substanzen sind

teure Lipide, die einen medizinischen Einsatz finden [171].

Viele Bakterien und auch Hefen bauen Fettsduren Uber die B-Oxidation ab. Generell
ware es mdoglich, aus Zellsuspensionen oxidierte Zwischenprodukte des Zellstoff-
wechsels zu isolieren. So werden Mutanten, die in verschiedenen Schritten des [3-
Oxidationswegs blockiert sind, zur Synthese von Hydroxyfettsauren, Diolen oder
Dicarbonsauren verwendet [172-174]. Dennoch erscheint es zur Optimierung von
Produktausbeuten und zur Verbesserung der Produktabtrennung sinnvoller, die
Reaktionen unter kontrollierten Bedingungen in vitro durchzufiihren. Aus diesem Grund

wurden die Oxidationsreaktionen mit isolierten P450 Monooxygenasen durchgefihrt.

Produkte der P450-katalysierten Fettsdureoxidation sind Hydroxyfettsauren oder
Epoxyfettsauren. Subterminale Hydroxyfettsduren sind chirale Molekile. Ihre
Anwendung ist fur die Produktion enantiomerenreiner synthetischer Bausteine,
besonders im Bereich der Wirkstoffsynthese, denkbar [18]. Dartber hinaus werden

langkettige Hydroxyfettsduren als Vorlaufer von Polymeren und Lactonen verwendet.
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Lactone ihrerseits werden als Bestandteile von Geruchsstoffen und Antibiotika

eingesetzt.

Die chemische Synthese einiger subterminaler Hydroxyfettsduren ist zwar méglich, sie
erfordert jedoch die Verwendung teurer, funktionalisierter Substrate und mehrere
Syntheseschritte  [175-177]. Eine chemische Synthese von subterminalen

Hydroxyfettsduren ausgehend von nichtmodifizierten Fettsauren ist nicht moglich [18].

Enzyme der Familien CYP4, CYP102 und CYP152 sind Fettsaurehydroxylasen, die
terminale bzw. subterminale Hydroxylierung gesattigter Fettsauren katalysieren [178].
Die Expression von P450 Monooxygenasen der CYP102A-Familie wurde bereits in
vorangegangenen Arbeiten am Institut etabliert [62, 65, 102, 141, 166, 179].
Besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Verschiebung der
Hydroxylierungsposition flr Laurinsdure nach y- bzw. d-Position. Die untersuchten P450
Monooxygenasen stammten aus den Klassen CYP102A und CYP152A. CYP102A-WT
katalysiert die Hydroxylierung von Laurinséure in w-1-, w-2- und w-3-Position, wahrend
CYP152A-WT die Hydroxylierung von Laurinsédure in a- und B-Position katalysiert. Die
Veréanderung dieser Enzyme zu einer y-/&6-Hydroxylase erméglicht einen neuen Weg zur
Produktion von y-/d-Lactonen. Beide Lactone konnen durch zyklische Veresterung

(Lactonisierung) thermochemisch direkt aus den Hydroxyfettsduren erzeugt werden.

4.1 Entwicklung von CYP102A1 zu einer y-/6-Laurinséure-
Hydroxylase

4.1.1 Durchmusterung der CYP102A1-Ausgangsmutanten,

Sattigungsmutagenese

Bei der Durchmusterung von bereits im Institut vorhandenen CYP102A1-Mutanten
zeigte die Dreifach-Mutante A74G F87V L188Q die hdchsten Aktivitaten gegenuber
Laurinsaure und Caprinsdure. Sie wurde in einem gerichteten Evolutionsexperiment
erhalten, in dem die Substratspezifitat auf mittelkettige Fettsduren optimiert wurde [141].
Zellkulturen, in denen diese Mutante exprimiert wird, fallen vor allem durch eine blaue
Farbung auf. Indol aus dem Medium wird von dieser Mutante zu 2-Hydroxyindol und 3-
Hydroxyindol oxidiert, das an der Luft spontan zu Indigo und Indirubin dimerisiert [141].
DarlUber hinaus katalysiert diese Mutante auch die Oxidation von Alkanen, Terpenoiden,

Aromaten und heterozyklischen Verbindungen, die nicht vom Wildtyp umgesetzt werden
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[180-182]. Gegentiber Laurinsédure zeigt A74G F87V L188Q hohe Aktivitdt und auch ein
erweitertes Produktspektrum. Neben Hydroxylierung in w-1- bis w-3-Position,
hydroxyliert die Mutante auch Laurinsdure in w-4- und w-5-Position. Aus diesen
Grinden wurde die Mutante als Basis flr Sattigungsmutagenese und gerichtete

Evolution verwendet.

Sattigungsmutagenese beinhaltet den Austausch von Codons in einer bestimmten
Position eines Gens, wodurch Mutanten erzeugt werden kénnen, die alle proteinogenen

Aminosauren in dieser Position enthalten.

Die Positionen 47, 51, 87 und 188 wurden fur das Sattigungsmutageneseexperiment
ausgewahlt. R47 geht mit der Carboxylatgruppe elektrostatische Wechselwirkungen ein.
Y51 bildet eine Wasserstoffbriicke mit der Carboxylatgruppe des Substrates aus. Die
Aminosauren sind daher wichtig fur eine gute Positionierung der Substrate im aktiven
Zentrum [66, 72]. Beide Aminosauren liegen im Eingangsbereich des langen,
hydrophoben Substratzugangskanals. Untersuchungen tber die Bedeutung dieser zwel
Positionen auf die Aktivitat sind bekannt. Fir Fettsauren der Kettenlange C12-C16
bleibt die Aktivitat bei den Austauschen R47E, R47A und R47G erhalten. Die
katalytische Effizienz (kca/Km) nimmt jedoch um den Faktor 5-15 im Vergleich zum
Wildtyp ab [58, 66, 183]. Arginin 47 geht mit der Carboxylatgruppe von Fettsauren
elektrostatische Bindungen ein und ist, wie Aminosauresubstitutionen gezeigt haben, fur
die Aktivitdt des Enzyms mit Fettsduren von grofRer Bedeutung [66]. Austausche in
Position 47 hatten jedoch kaum Einfluss auf die Veranderung der Regioselektivitat. Der
Einfluss von Position 51 auf die Aktivitdt ist geringer als der der Position 47,
Auswirkungen auf die Regioselektivitat der Hydroxylierung von Fettsduren wurden
bisher, wie fur alle anderen Positionen noch nicht systematisch untersucht [66]. Der
Austausch Y51S fuhrte zu einer Verschiebung des Produktmusters, es wurde fiinfmal
soviel w-5-Hydroxylaurinsaure wie mit der Ausgangsmutante erzeugt. Eine Erweiterung
des Produktspektrums auf w-6- und w-7-Position konnte jedoch noch nicht beobachtet
werden. Ein Vergleich von substratgebundener mit substratfreier Kristallstruktur zeigt,
dass besonders im Bereich der Substratbindestellen R47 und Y51 eine
Konformationsanderung eintritt, begleitet von weiteren Konformationsanderungen in
den F- und G-Helices und den F/G- und G/H-Loops [72]. Wahrscheinlich werden die
Wechselwirkungen zwischen Hydroxylgruppe und Carboxylat durch den Austausch von
Tyrosin zu Serin geschwacht. Eine Veranderung der Regioselektivitat durch veréanderte

Bindungsstarken konnte auch fur die Oxidation von Palmitoleinsdure beobachtet
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werden. Bei niedrigen pH-Werten konnte gezeigt werden, dass fur Palmitoleinsaure der
Anteil an Epoxidierung im Verhaltnis zur Hydroxylierung zunimmt [53]. Bei niedrigen pH-
Werten liegt das Substrat protoniert vor, somit sind die Wechselwirkungen zwischen

Position 47, 51 und Substrat geschwacht.

Die Aminosaure F87 ist stark konserviert, sie liegt im aktiven Zentrum tber der Ham-
Gruppe und ist von grof3er Bedeutung fur die richtige Orientierung der Alkylkette der
Fettsauren [184]. Ein Vergleich der substratfreien und substratgebundenen
Kristallstrukturen von CYP102A1 zeigt substratinduzierte Konformationséanderungen,
die durch eine Bewegung des Phenylrings von Phenylalanin hervorgerufen werden [29,
72]. Da CYP102A1 Fettsduren nicht wie eukaryotische Fettsdurehydroxylasen (z. B.
CYP4A1l) in w-Position hydroxyliert, ging man davon aus, dass Phenylalanin in Position
87 Hydroxylierung in w-Position verhindert. In Kristallstrukturen erscheint das
Phenylalanin in Position 87 wie ein Pfortner, das den Zugang der Substrate zum aktiven
Zentrum reguliert. NMR-Daten legten nahe, dass die Mutante F87A w-Hydroxylierung
von Fettsauren ermoglicht. In GC-MS-Messungen konnte dies jedoch nicht bestatigt
werden [185]. Hydroxylierung in w-Position ist chemisch schwer zu katalysieren. Die
Abstraktion eines Protons in terminaler Position ist energetisch aufwéndiger als in
subterminaler Position [186]. In den vorliegenden Untersuchungen konnte mit keiner
Mutante w-Hydroxylierung nachgewiesen werden. Allerdings wurde in unserem Institut
gezeigt, dass CYP102Al die terminale Hydroxylierung von verzweigten Fettsduren
katalysieren kann [187]. Fur die Mutation F87V konnte die Bedeutung dieser Position
fur die Oxidation von Arachidonsaure hinsichtlich Aktivitat, Stereo- und Regioselektivitat
gezeigt werden [55]. CYP102Al1 F87V st eine regioselektive Arachidonsaure-
14(S),15(R)-epoxygenase, wohingegen CYP102A1 Wildtyp Arachidonsaure zu 18(R)-
Hydroxyeicosatetraensaure (80% an Produkt) und 14(S),15(R)-Epoxyeicosatriensaure
oxidiert [188]. Mutationen in Position F87, zentral Giber dem Ham gelegen, haben auch
fur die Oxidation von Laurinsaure eine starke Auswirkung auf das Produktmuster.
Substitutionen hin zu kleineren Aminosauren, wie Serin, Valin, Alanin oder Glycin
fuhren zur Hydroxylierung in w-4- und w-5-Position. Das Substrat kann bei diesen
Mutanten ungehindert zum aktiven Zentrum gelangen, wobei mehrere Positionen der
Alkylkette Uber dem aktiven Zentrum zu liegen kommen konnen und hydroxyliert
werden. Die Ergebnisse von literaturbekannten Daten konnten fur F87V bestatigt
werden [189]. Obwohl Lentz et al. fur F87V keine w-4- und w-5-Hydroxylaurinsédure als
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Produkte identifizieren konnten, zeigt das Chromatogramm zwei Peaks vor dem w-3-
Hydroxylaurinsaurepeak, die w-4- und w-5- Hydroxyprodukten entsprechen [189].

Die Mutante F87A eignete sich fur die Weiterentwicklung von CYP102A1 zu einer y-/o-
Hydroxylase. Diese Mutante weist ein erweitertes Substratspektrum mit hoher Stabilitat
auf. Zwar ist die Menge an gebildeter w-5-Hydroxylaurinsdure in F87G hoher als in
F87A und stellt sogar das Hauptprodukt dar, die Mutante ist jedoch instabiler als F87A
und daher nicht fir weitere Mutageneseschritte hin zu einer y-/6-Hydroxylase geeignet.
Der Austausch von Position 87 durch gréRere ungeladene Aminoséuren, wie Leucin
und Isoleucin verschiebt das Produktmuster. Besonders der Anteil an w-1-
Hydroxylaurinsaure nimmt dabei zu. Vermutlich wird der Zugang der Alkylkette zum

aktiven Zentrum durch Van-der-Waals Krafte erschwert.

Austausche in Position 188 im Substratzugangskanal haben hingegen nur geringe
Auswirkungen auf die Regioselektivitat der Laurinsdurehydroxylierung. Die Alkylkette
der Fettsaure ist im Vergleich zu anderen P450-Substraten (z. B. Aromaten) sterisch
nicht anspruchsvoll, daher sind Austausche in dieser Position des

Substratzugangskanals fur Laurinsdure nur von geringer Bedeutung.

4.1.2 Gerichtete Evolution

Zur Anpassung von Enzymen mit unbekannter Struktur an biokatalytische Prozesse
wird die gerichtete Evolution eingesetzt. Bei diesem Ansatz werden mithilfe von
molekularbiologischen Techniken mehrere Tausend Varianten eines Ausgangsgens, so
genannte Genbibliotheken, erzeugt. In hochparallelen Ansatzen wird die entsprechende
Enzymbibliothek exprimiert. Die Verwendung geeigneter Assaysysteme ermdglicht das
schnelle Durchmustern der Bibliotheken. Verbesserte Enzyme kodnnen in weiteren
Mutagenese- und Screeningrunden weiter optimiert werden. Die gerichtete Evolution
imitiert das Prinzip der Evolution im Reagenzglas. Entscheidend fir den Erfolg der
gerichteten Evolution sind Parameter wie die funktionelle Expression des Enzyms, die
Qualitat des hochdurchsatzfahigen Assaysystems und die Diversitat der Bibliothek.
CYP102A1 wurde aus praktischen Gesichtspunkten als Objekt fir den Einsatz von
Protein-Design und gerichteter Evolution gewahlt. Unter Prozessbedingungen ist
CYP102A1 wesentlich stabiler, als andere Mitglieder der CYP102A-Familie [166]. Fur
CYP102A1 gelang es in der Vergangenheit das Substratspektrum von mittelkettigen
Fettsduren (C12-C20) auf Caprin- und Caprylsédure (C8 und C10) zu erweitern. Hierfur
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wurden die Ersatzsubstrate 10- und 8-pNCA eingesetzt [190]. In vorangegangenen
Arbeiten konnte gerichtete Evolution erfolgreich eingesetzt werden, um die Aktivitat von
CYP102A1 bzw. dessen Stabilitdt zu verbessern [103, 134, 145, 191]. Gerichtete
Evolution ist nicht abhangig vom strukturellen Verstandnis von Enzymen, vielmehr
kénnen die damit erzielten Mutanten helfen, Einblicke in Struktur-Funktionsbeziehungen

zu erlangen.

Die im Screening verwendeten Ersatzsubstrate 5-p-Nitrophenoxydodecanséaure, 5-p-
Nitrophenoxydecansaure und 5-p-Nitrophenoxyoctansaure konnten ausgehend von den

jeweiligen &-Lactonen synthetisiert werden.

Eine Synthese von 4-p-Nitrophenoxyfettsauren war nicht erfolgreich. Dies lag
wahrscheinlich an der gro3eren Stabilitdt von y-Lactonen, die nicht durch Methanolyse

gespalten werden konnten.

Die getesteten Ersatzsubstrate zeigen Bindungskonstanten mit der in den gerichteten
Evolutionsexperimenten verwendeten Mutante A74G F87V L188Q, die in der
GroRRenordnung der Bindungskonstanten von Laurinsdure liegen. Die Ausbildung eines
Typ [I-Bindungsspektrums mit CYP102A1 A74G F87V L188Q wund 0-p-
Nitrophenoxylaurinsaure und &-p-Nitrophenoxycaprylsdure ist ein Indiz fir eine
produktive Positionierung der Substrate Uber dem Ham, der prosthetischen Gruppe des
Enzyms [25]. Allerdings gab es keine Madoglichkeit die Funktionalitat des Assays
hinreichend im Vorfeld zu testen. Mit den durch error-prone PCR erzeugten Mutanten
lie3 sich keine Erweiterung des Produktmusters erreichen. Die Ergebnisse fir das
verwendete Ersatzsubstrat (Hydroxylierung des Ersatzsubstrates in &-Position) lassen
sich nicht direkt auf Fettsauren Ubertragen. Vermutlich ist die p-Nitrophenolatgruppe,
wenn sie an d-Position mit der Fettsaure verethert ist, sterisch zu anspruchsvoll, d. h.
die Fettsdure wird durch das Ersatzsubstrat nicht ausreichend imitiert. Einen moéglichen
Losungsansatz  bietet die Verwendung anderer Ersatzsubstrate (z. B.

Thiocyanatfettsdurederivate), was derzeit untersucht wird.
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4.1.3 Rationales Protein-Design

Von CYP102A1 liegen uUber 30 Kristallstrukturen (mit und ohne Substrat) vor, die

rationales Protein-Design ermdglichen (siehe auch http://www.cyped.uni-stuttgart.de).

Darlber hinaus sind die Aufgaben vieler Aminosauren im Substratzugangskanal und im
aktiven Zentrum bekannt. Thermodynamik, Kinetik und Dynamik der Bindung von

Fettsauren wurde untersucht [186].

Fur das Protein-Design wurden neben bereits diskutierten Positionen auch Position 69
in axialer Lage zum Ham, Position 78 in der B’-Helix tber dem Ham und Aminosauren
der I-Helix (T260, 1263) Uber dem Ham untersucht.

Position 69 liegt in unmittelbarer Nahe zum Ham. Da der Austausch des basischen
Lysins zu Valin in dieser Position in inaktivem Enzym resultiert, Austausche der
basischen Aminosaure Lysin durch andere basische Aminosauren (Arginin und Histidin)
nur geringeren Einfluss auf die Stabilitéat und Aktivitat haben, lasst sich schlie3en, dass
Lysin 69 mit dem Ham wechselwirkt und seine Lage stabilisiert. Allerdings konnte durch
Austausche in Position 69 das Produktspektrum nicht weiter in Richtung &-Position

verschoben werden.

Die Aminosaure 78 befindet sich in der B’-Helix und hat in anderen P450
Monooxygenasen einen hohen Einfluss auf die Substratspezifitat [192]. Die
Aminosauren 73-84 sind, wie aus einer Kristallstruktur hervorgeht, unter anderem fur
die Bindung von Palmitoleat verantwortlich und bilden zwei Drittel des Substrat-

zugangskanals [72, 193].

Die Bedeutung von Substitutionen in Position 87 auf die Hydroxylierung von
Laurinsdure wurde bereits in 4.1 diskutiert. F87A zeigte neben einem hohen Anteil an
Hydroxylierung in w-5-Position auch ausreichende Stabilitat fir die Entwicklung einer y-/
0-Hydroxylase. Die Kombination der Mutation F87A mit V78A/G erlaubt die Detektion
von (- und &-Hydroxylaurinsdure. Vermutlich ermdglicht der vergréRerte Raum im
aktiven Zentrum neue Konformationen der Laurinsaure, wodurch - und &-Position fur
die Hydroxylierung zuganglich werden. Der Austausch von Valin in Position 78 durch
gro3ere hydrophobe Aminosauren wie Leucin fihrt zu einem geringeren Anteil an w-5-
Hydroxylaurinsaure. Die ursprungliche Idee, durch den Aminosdureaustausch das

Substrat tiefer zum Ham zu ,driicken®, konnte nicht verwirklicht werden.

Die Verringerung der Aktivitdt durch Austausch von Aminoséauren in der I-Helix (T260A,
1263G) unterstreicht die wichtige Funktion der I-Helix fur die Aktivitat. Neben der
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Hambindung ist die I-Helix von Bedeutung fir die Bindung und Aktivierung von
molekularem Sauerstoff und auch fur die Substratbindung [25]. Das Produktspektrum
von CYP102A1 lasst sich von w-1- bis w-3- auf w-1- bis w-9-Hydroxylaurinsaure
erweitern. Dies wurde erreicht durch eine Restrukturierung des aktiven Zentrums und
der Einfuhrung einer neuen putativen Bindestelle fur die Carboxylatgruppe (S72Y), die
naher am Ham liegt, als Y51. V78G F87A und S72Y V78A F87A stellen moégliche

Kandidaten fur die Produktion von Lactonvorstufen in in vitro-Prozessen dar.

4.2 Rationales Protein-Design von CYP152A1

CYP152A1, eine B-Hydroxylase aus Bacillus subtilis, liel3 sich im Schuttelkolben unter
Verwendung eines E. coli BL21(DE3) / pET28(a+)-Systems effektiv heterolog
exprimieren. Das Expressionslevel fur CYP152A1 lag im Rahmen der fir CYP102A-
Enzyme erreichte Expressionslevel. Umsetzungen des Enzyms mit Myristinsaure
bestétigten die Praferenz des Enzyms fur die B-Position [5]. Allerdings konnte gezeigt
werden, dass neben Myristinsaure auch Laurin- und Palmitinsaure als Substrate

akzeptiert werden.

In der Kristallstruktur von CYP152A1 steht Arginin 242 in der I-Helix mit der
Carboxylatgruppe des Substrats in Kontakt. Zur Entwicklung einer y-/6-Hydroxylase
sollte dieses Bindemotiv verschoben werden, indem das Arginin in der I-Helix auf die

Positionen 238 bzw. 239 verschoben wurde.

Zuerst wurde eine Einfachmutante R242F hergestellt. Die Kp-Werte fur Laurinsaure mit
der R242F-Einfachmutante liegen fast 50-mal hoher als fur den Wildtyp, im Falle der
Myristinsaure viermal hoher. Dies entspricht den Erwartungen, da bei der R242F-
Einfachmutante das fir die Carboxylatbindung wichtige Arginin fehlt und folglich das

Substrat nicht so gut im aktiven Zentrum fixiert werden kann.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die Myristinsaure als Substrat von dem Wildtyp
geringfugig besser und von der R242F-Einfachmutante viel besser als die Laurinsaure
gebunden wird. Dies war auch zu erwarten, da in der Literatur [14] die Myristinsaure als
das bevorzugte Substrat fur CYP152A1 beschrieben wird.

Es konnten weder bei der R242F-Einfachmutante noch bei den Doppelmutanten 1238R
R242F und N239R R242F Hydroxylierungsprodukte (Abb. 34-35) festgestellt werden.
Bei der R242F-Einfachmutante wurde dies auch erwartet, da sie das fur die
Carboxylatbindung erforderliche Arginin nicht enthalt und deswegen nicht in der Lage
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sein sollte, weder Hydroxylierung in a-/3- noch in y-/6-Position zu katalysieren. Bei der
[238R R242F Doppelmutante wurde allerdings erwartet, dass das Substrat in y-/o-

Position hydroxyliert wird.

Moglicherweise wird der Zugang des Substrats zu [238R durch eine andere
Aminosaure erschwert. Phenylalanin in Position 79 liegt iber dem Ham, im aktiven
Zentrum. Um im aktiven Zentrum mehr Platz fir die Fettsdure zu schaffen wurde
Position 79 in CYP152A1 Wildtyp und in der Doppelmutante 1238R R242F durch Valin
ersetzt. Es konnte jedoch nur die Einzelmutante F87V aktiv exprimiert werden.
Umsetzungen mit Laurinsaure fihrten zu 64% a-Hydroxylaurinsaure und 36% (-
Hydroxylaurinsaure. Mit der Mutante F79V konnte gezeigt werden, dass die
Regioselektivitat von CYP152A1 verandert werden kann. CYP152A1 wurde zu einer o-
Hydroxylase mutiert, eine Verschiebung des Hydroxylierungsmusters in Richtung y- und

0-Position konnte jedoch nicht erreicht werden.

Girhard et al. konnten zeigen, dass CYP152A1 neben Peroxygenaseaktivitdt auch
Monooxygenaseaktivitat besitzt. CYP152A1 zeigt sowohl Wechselwirkung mit
Flavodoxin und Flavodoxin-Reduktase aus E. coli und der CYP102A1-Reduktase. Bei
Umsetzungen Uber einen langeren Zeitraum ist dieses Mehrkomponentensystem dem
Einsatz von Wasserstoffperoxid Uberlegen und liefert héhere Produktanteile [6]. Somit
steht mittelfristig ein alternativer Biokatalysator zur Verfigung. Die Nachteile einer

Peroxygenase, wie z .B. Inaktivierung durch Wasserstoffperoxid, entfallen.

4.3 Charakterisierung von CYP102A7

P450 Monooxygenasen, die mit ihnrem Redoxpartner fusioniert sind, haben ein grof3es
Potenzial fur kinftige biotechnologische Anwendungen (siehe 1.2.5). Allerdings
unterscheiden sich diese Enzyme haufig in ihrer Spezifitat und Aktivitat. Daher ist es
interessant unterschiedliche fusionierte P450 Monooxygenasen mit neuen
Eigenschaften zu untersuchen. Zwar sind alle CYP102A-Enzyme
Fettsaurehydroxylasen, ihr Substratspektrum umfasst teilweise jedoch noch andere
Stoffgruppen. CYP102A1 katalysiert auch die Oxidation von Homoserinlacton [194]. Ein
weiteres Enzym der CYP102A-Familie, SYK181 aus einem Bodenbakterium, oxidiert
neben Fettsauren auch polyzyklische Aromaten [195]. Das Substratspektrum von
CYP102A2 und CYP102A3 beschrankt sich jedoch streng auf Fettsauren. CYP102A7

wurde in einer vorangegangenen Diplomarbeit aus Bacillus licheniformis kloniert, um
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eine weitere Monooxygenase fur die biotechnologische Anwendung zu erschlief3en
[164].

Die heterologe Proteinexpression fand im Schittelkolbenmaf3stab unter Verwendung
eines E. coli BL21(DE3) / pET28(a+)-Systems statt. Die mit diesem System erreichten
Proteinausbeuten lagen bei 48 mg I'* und somit etwa um den Faktor 3 niedriger, als mit
CYP102A1 erreichte Proteinausbeuten [196] .

Fettsauren werden durch CYP102A7 hauptséchlich in w-2-Position hydroxyliert. Das

Hydroxylierungsmuster macht das Enzym fir die Synthese von Polyestern interessant.

CYP102A7 eignet sich jedoch nicht zwangslaufig als Ausgangsenzym fur die

Entwicklung einer y- oder d-Hydroxylase.

Die unterschiedlichen Substratspezifitdten und Regioselektivitaten fur die Oxidation von
Fettsauren mit Enzymen der CYP102A-Familie liegen wahrscheinlich in der
unterschiedlichen Architektur des aktiven Zentrums begrindet. Wie CYP102A1,
CYP102A2 und CYP102A3 akzeptiert CYP102A7 auch methylverzweigte Fettsauren
als Substrate. Analog zu CYP102A2 wird das tertiare Kohlenstoffatom des Substrats
deutlich schlechter als das sekundédre Kohlenstoffatom hydroxyliert. 13-
Methylmyristinsaure wird selektiv oxidiert, tber 90% der Hydroxylierung erfolgt in w-2-
Position.

CYP102A7 akzeptiert neben Fettsauren noch andere Substrate wie zum Beispiel
Terpenoide, was das Enzym als mdglichen Kandidat fir den biotechnologischen
Einsatz attraktiv erscheinen lasst. Am Beispiel von (R)-(+)- und (S)-(-)-Limonen zeigt
sich, dass die Oxidation unselektiv erfolgt. Die Umsetzung von Limonen mit CYP102A7
resultiert in sechs verschiedenen Produkten, wobei die Produktverteilung abhangig von
den verwendeten Stereoisomeren ist. Durch Protein-Design kdnnte versucht werden die

Selektivitat des Biokatalysators zu erhéhen.

Bioinformatische Modelle legen den Schluss nahe, dass der zur Verfiigung stehende
Raum Uber dem Ham fur CYP102A1 kleiner ist als der fir CYP102A7. Dies koénnte ein
Grund dafir sein, dass zyklische Verbindungen besser von CYP102A7 umgesetzt

werden.

In Gegenwart des polaren Losungsvermittlers DMSO zeigt CYP102A7 hohe Aktivitat.
Bei einem Anteil von 26% DMSO ist CYP102A7 noch zu 50% aktiv, wohingegen
CYP102A1 schon bei 15% vollstdndig inaktiviert ist. Die Stabilitat gegenuber

Losungsvermittlern ist besonders interessant fur die Entwicklung von Prozessen mit
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hydrophoben Substraten, da somit die Zugéanglichkeit des aktiven Zentrums fir
Substrate erhoht wird. Die Temperatur, bei der nach 30 minuatiger Inkubation 50%ige
Inaktivierung eintritt (Tsp), liegt mit 42,5 T Uber der von CYP102A3 (T 50=35 <), aber
unter der von CYP102A1 und CYP102A2 (T50=49 T und T 5,=46 ) [62, 166]. Die
Halbwertszeit der Prozessstabilitat lag mit 2100 min niedriger als mit CYP102A2 [62]. Die
katalytischen Konstanten flr den Elektronentransfer liegen jedoch im Rahmen derer
bereits fur andere CYP102A-Familienmitgliedern publizierten Werten [64].

4.4 Ausblick

Im Rahmen dieser Dissertation konnte das Produktspektrum von CYP102A1 aus
Bacillus megaterium durch rationales Protein-Design zur y- und &-Position verschoben
werden. Die entwickelten Biokatalysatoren bilden die Grundlage fur die Entwicklung von
Prozessen zur Synthese von Fruchtaromen, wie z. B. y- und &-Dodecalacton. Nach
einer VergroRerung des Reaktionsansatzes, begleitet von Prozessoptimierung wird sich
zeigen, ob die Produkte 6konomisch gewonnen werden kdnnen. Im Rahmen einer
Kooperation werden die erzeugten Mutanten mittels Elektrokatalyse umgesetzt werden,
wodurch auf den teuren Cofaktor NADPH verzichtet werden kann. Maurer et al.
veranderten die Cofaktorpraferenz von CYP102A1 von NADPH zu NADH, um eine
Verringerung der Prozesskosten zu erzielen [102]. Der Vorteil bei der Verwendung von
NADH liegt in seinem geringeren Preis und der htéheren Stabilitat im Vergleich zu
NADPH [197]. Weitere Verringerungen der Prozesskosten lassen sich durch die
Verwendung kostengunstiger biomimetischer Cofaktoranaloga erreichen. Ryan et al.
haben die Verwendung von N-benzyl-1-4-dihydronicotinamid anstelle von NADH in
NADH-abhéngigen CYP102A1-Mutanten untersucht. Die Aktivitdt der Doppelmutante
R966D W1046S war vergleichbar mit der Aktivitat in Anwesenheit von NADPH und
betrug ca. 70% der Aktivitat mit NADH [198].

In der Arbeit konnten dartber hinaus das Arsenal der biotechnologisch nutzbaren
CYP102A-Enzyme vergroRert werden. Mit CYP102A7 wurde eine Monooxygenase
gefunden, die Terpenoide (B-lonon, Limonen, Geranylaceton, Nerylaceton) umsetzt. Mit
diesem Enzym wird der Einstieg in neue Stoffstrotme wund somit neuer

Wertschopfungsketten ermaéglicht.

Fur CYP152A1 war es moglich die Regioselektivitat in Richtung der a-Position zu
verschieben. Eine Verschiebung der Regioselektivitat in Richtung y- und &-Position
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steht noch aus. Das Enzym bietet sich auch fur die Etablierung eines
elektrokatalytischen Prozesses an, da physiologische Redoxpartner des Enzyms nicht

bekannt sind und das Enzym in Abhangigkeit von Wasserstoffperoxid aktiv ist.
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