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DTT Dithiothreitol
E. coli Escherichia coli
EC Enzym-Klassifikationsnummer (engl. Enzyme Commission)
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ED-Weg Entner-Doudoroff
ee Enantiomereniiberschuss (engl. enantiomeric excess)
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et al. und andere (lat. et alii)
FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid
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g Gramm
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gDNA genomische DNA
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GLF Glucose-Facilitator aus Zymomonas mobilis
Gm Gentamycin
h Stunde/n
IPP Isopentenylpyrophosphat
IS Interner Standard
kDa Kilodalton
kV Kilovolt
mA Milliamper
m/z Verhéltnis Masse zu Ladung
Km Kanamycin
KPi Kaliumphosphat
LB-ADH ADH aus Lactobacillus brevis
m/v Masse pro Volumen
MEP-Weg Methylerythritolphosphatweg
mg Milligramm
min Minute
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Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
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Transformationspuffer (engl. transformation buffer)
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Schmelztemperatur
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Umsatzzahl (engl. total turnover number)

Unit/s
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Volumen pro Volumen

Flavodoxin aus Bacillus subtilis
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Zusammenfassung

Eine wichtige Reaktion zur Funktionalisierung von Alkanen, Terpenen und anderen industriell
relevanten Molekiilen stellt die selektive Hydroxylierung inerter Kohlenwasserstoffbindungen
dar. Die hohe Regio- und Stereoselektivitit ihrer Hydroxylierung macht einige
Cytochrom-P450-Monooxygenasen (P450) in diesem Zusammenhang zu besonders
vielversprechende Katalysatoren. Zur Gewéhrleistung einer kontinuierlichen Bereitstellung der
bendtigen NAD(P)H-Kofaktoren konnen in P450-katalysierten Reaktionen Ganzzellsysteme
eingesetzt werden. Ein dabei hdufig auftretendes Problem ist die Toxizitit der gebildeten
Produkte oder des eingesetzten Substrats gegeniiber den verwendeten rekombinanten
Wirtszellen. Eine mogliche Losung dieses Problems stellt die Verwendung von
l6sungsmitteltoleranten Stimmen, wie Pseudomonas putida, dar.

In dieser Arbeit wurde der losungsmitteltolerante Stamm P. putida DSM 12264 als
Wirtsstamm ausgewahlt und zur Herstellung oxyfunktionalisierter Molekiile eingesetzt.
Hierfiir wurde zunichst ein modular einsetzbarer Baukasten auf der Basis zweier kompatibler
Expressionsplasmide entwickelt, der die Koexpression einer P450 mit geeigneten
Redoxpartnerproteinen und weiteren rekombinanten Proteinen zur Optimierung der
Ganzzellumsetzung in P. putida ermdglichte.

Nach Konstruktion eines Knockoutstamms von P. putida DSM 12264 konnte eine hoch
selektive Variante von P450-BM3 aus Bacillus megaterium (A264V/A328V/L437F) in dem
erzeugten P. putida-Ganzzellbiokatalysator erfolgreich zur selektiven Hydroxylierung von
(R)-(+)-Limonen zu (R)-(+)-Perillaalkohol eingesetzt werden. Als Hauptursache fiir die geringe
Produktivitit im rekombinanten Ganzzellbiokatalysator konnte ein eingeschrinkter
Stofftransfer und eine geringe Enzymstabilitidt identifiziert werden. Eine verbesserte
Produktion von (R)-(+)-Perillaalkohol konnte nach einigen Optimierungsschritten durch die
Permeabilisierung der Zellen oder die Koexpression des duBleren Membranproteins AlkL aus
P. putida erzielt werden. Unter optimierten Bedingungen konnten innerhalb von 3 h schlielich
530 uM (R)-(+)-Perillaalkohol produziert werden.

Des Weiteren konnte der positive Effekt einer verbesserten Kofaktorverfiigbarkeit auf die
Produktivitidt von P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren in Verbindung mit der hoch aktiven
P450cam und ihren natiirlichen Redoxpartnerproteinen aus P. putida gezeigt werden. In der
Hydroxylierung von Campher zu 5-exo-Hydroxycampher konnte durch die Koexpression einer
Glyceroldehydrogenase (GldA) aus Escherichia coli oder einer Glucosedehydrogenase (GDH)

aus B. megaterium die Produktbildung um das 6- bis §-Fache gesteigert werden.
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Zuséatzlich wurde CYP154A8 aus Nocardia farcinica in Ganzzellbiokatalysatoren zur Synthese
von chiralen 2-Alkoholen ausgehend von linearen Alkanen untersucht. Sowohl E. coli- als auch
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren waren in der Lage chirale 2-Alkohole herzustellen, dabei
zeigte der 16sungsmitteltolerante P. putida-Stamm im eingesetzten Zweiphasensystem eine
dem E. coli-Stamm Tlberlegene Aktivitdt und Stabilitdt. Ausgehend von Octan konnten durch
den optimierten P. putida-Ganzzellbiokatalysator 16 mM (S5)-2-Octanol mit einem
Enantiomerentiiberschuss von 87% produziert werden. Dies entspricht mehr als dem 7-Fachen
der bisher erzielten Konzentration im bereits beschriebenen System mit isolierten Enzymen.
Durch die zusitzliche Koexpression einer Alkoholdehydrogenase (ADH) konnte der
Enantiomereniiberschuss des Produkts bis auf 99% ee gesteigert werden. Ausgehend von
Heptan, Octan und Nonan konnten durch Verwendung des optimierten P450-ADH-Systems
2,6 mM (S)-2-Heptanol mit 91% ee, 5,4 mM (S)-2-Octanol mit 97% ee bzw. 5,5 mM
(S)-2-Nonanol mit 97% ee produziert werden. Die in dieser Arbeit erzielten Konzentrationen
an chiralen 2-Alkoholen sind die hochsten, die durch ein P450-Ganzzellbiokatalysator bisher
erzielten werden konnten. Neben der Produktion von chiralen 2-Alkoholen, konnte ein weiteres
P450-ADH-System erfolgreich zur Herstellung von 2-Octanon und 2,7-Octandion ausgehend

von Octan eingesetzt werden.
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Abstract

Hydroxylation reactions represent a key step for the functionalization of alkanes, terpenes and
other industrially relevant target molecules. In this context, cytochrome P450 monooxygenases
(P450s) show promising properties as catalysts, as they are able to perform hydroxylation
reactions of inert C-H bonds with high regio- and stereoselectivity. In order to ensure a
continuous supply of the required NAD(P)H-cofactors, bacterial whole-cell systems can be
used for P450-catalyzed reactions, which allow the direct conversion of a target molecule into
desired products. One of the major limitations of recombinant bacterial cells in reactions like
the P450-catalyzed oxidation of terpenes or alkanes is the toxicity caused by the substrate and/or
the formed products. Therefore, the application of more robust host strains, such as
Pseudomonas putida, is one solution to improve P450-based whole-cell biocatalysis for the
production of oxyfunctionalized molecules.

The first objective of this thesis was to develop a plasmid-based modular toolbox, which allows
co-expression of P450s, suitable redox partners, and supportive enzymes, such as enzymes for
cofactor regeneration and improved mass transfer, in P. putida.

The second objective of this thesis was to develop and apply P. putida whole-cell biocatalysts
for the synthesis of selectively functionalized molecules starting from selected inert alkanes and
terpenes. For this purpose, the solvent tolerant P. putida DSM 12264 strain was chosen as host
strain. After construction of a knockout strain of P. putida DSM 12264, a highly selective
variant of P450-BM3 from Bacillus megaterium (A264V/A328V/L437F) was successfully
used for the selective production of (R)-(+)-perillyl alcohol starting from (R)-(+)-limonene.
Low substrate mass transfer and low enzyme stability were identified as main causes for
restricted productivity. After several optimization steps, improved production of
(R)-(+)-perillyl alcohol was achieved by cell permeabilization or co-expression of the outer
membrane protein AlkL from P. putida, respectively. Under optimized conditions 530 uM
(R)-(+)-perillyl alcohol was produced within 3 h.

Moreover, a positive effect of enhanced cofactor availability was shown for the highly active
P450cam from P. putida expressed along with its natural redox partners in P. putida whole-cell
biocatalysts producing 5-exo-hydroxycamphor from camphor. Co-expression of glycerol
dehydrogenase (GIdA) from Escherichia coli or glucose dehydrogenase (GDH) from
B. megaterium for enhanced cofactor regeneration resulted in a 6 to 8-fold increased product
formation.

Furthermore, CYP154A8 from Nocardia farcinica was integrated along with suitable redox

partners into whole-cell systems for the production of chiral 2-alkanols starting from linear
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alkanes. Both recombinant E. coli and P. putida whole-cell biocatalysts tested were able to
produce chiral 2-alkanols, but the solvent tolerant P. putida strain demonstrated advantages
regarding activity and stability in the applied biphasic reaction system. The optimized P. putida
whole-cell biocatalyst produced 16 mM (S)-2-octanol from octane with an enantiomeric excess
of 87%, which is a 7-fold higher concentration than that achieved by a previously described
system using isolated enzymes. The enantiopurity of the product could further be increased up
to 99% ee by co-expression of an alcohol dehydrogenase (ADH) in the alkane-oxidizing
P. putida whole-cell biocatalyst. By using the optimized P450-ADH-system for the conversions
of heptane, octane or nonane, 2.6 mM (5)-2-heptanol with 91% ee, 5.4 mM (S)-2-octanol with
97% ee, or 5.5 mM (S)-2-nonanol with 97% ee were produced, respectively. The achieved
concentrations of chiral 2-alkanols are the highest reported for a P450-based whole-cell
biocatalyst so far. Apart from the production of chiral 2-alkanols with P. putida whole-cell
biocatalysts, a P450-ADH-cascade was also successfully used to produce 2-octanone and

2,7-octanedione starting from inert octane.
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1. Einleitung

1.1. Biokatalyse

Als Biokatalyse wird die Anwendung von Enzymen zur Synthese organischer Verbindungen
bezeichnet. Im Vergleich zur klassischen chemischen Synthese stellen in der enzymatischen
Synthese oft die hohe Chemo-, Regio- und Stereoselektivitit sowie die hohe Aktivitdt und
Effizienz unter milden Bedingungen einen Vorteil dar (Faber 2011). Auch das steigende
Interesse der chemischen und pharmazeutischen Industrie an biokatalytischen Prozessen fiihrte
im vergangenen Jahrhundert zu der Entwicklung und Anwendung neuer enzymkatalysierter
Reaktionen. Nach Bornscheuer et al. trugen hierzu maBigeblich drei Entwicklungsstufen bei:
Erstens, die Erkenntnis am Anfang des letzten Jahrhunderts, dass Komponenten lebender Zellen
zur Synthese organischer Verbindungen eingesetzt werden kdnnen. Zweitens, die ersten
Moglichkeiten in den 1980er-Jahren, die Proteinstruktur eines Enzyms durch gezielte
Modifikationen der Aminosduresequenz zu verdndern, sodass weitere oder sogar
nicht-natiirliche Substrate zur Synthese von pharmazeutisch relevanten Intermediaten oder
Feinchemikalien eingesetzt werden konnten; und schlieBlich drittens seit Mitte und Ende der
1990er-Jahre die systematische Anwendung molekularbiologischer Methoden zur
Verbesserung der Stabilitdt, Substratspezifitit und Enantioselektivitét eines Enzyms filir einen
bestimmten Prozess (Bornscheuer et al. 2012).

Fir die pharmazeutische Industrie von hohem Interesse ist die Herstellung von
enantiomerenreinen Verbindungen. Wihrend hierzu in einer kinetischen Racematspaltung
meist Hydrolasen wie Lipasen oder Proteasen eingesetzt wurden, erhdlt heutzutage die
asymmetrische Synthese enantiomerenreiner Verbindungen durch Oxidoreduktasen wie
Alkoholdehydrogenasen und Cytochrom-P450-Monooxygenasen oder durch Transferasen wie
Transaminasen immer mehr Aufmerksamkeit (Hollmann et al. 2011b; Hollmann et al. 2011a;
Lima-Ramos et al. 2014; Nestl et al. 2014).

Ihre Fahigkeit, nicht-aktivierte Kohlenwasserstoffe regio- und stereoselektiv zu hydroxylieren,
macht Cytochrom-P450-Monooxygenasen zu hochst interessanten Enzymen fiir die
Herstellung von biotechnologisch relevanten Produkten (Bernhardt und Urlacher 2014;

Lundemo und Woodley 2015; Schulz et al. 2012).
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1.2. Cytochrom-P450-Monooxygenasen

1.2.1. Eigenschaften und Reaktionen

Cytochrom-P450-Monooxygenasen, auch als P450s oder CYPs bezeichnet, gehdren zur
Enzymklasse der Oxidoreduktasen (EC 1.14.-.-.) und kommen in allen Doménen des Lebens
vor. Im aktiven Zentrum besitzen sie als prosthetische Gruppe ein Him b, das durch eine axiale
Bindung zwischen dem Hidmeisen und dem Thiolatrest eines konservierten Cysteinrests mit
dem Protein verbunden ist. [hren Namen verdanken P450 ihrem Vorkommen als Pigment von
Lebermikrosomen und ihrem charakteristischen Absorptionsmaximum bei 450 nm im
reduzierten, Kohlenmonoxid-gebundenen Zustand (Omura und Sato 1964a, 1964b).

P450 katalysieren unter anderem die selektive Hydroxylierung nicht-aktvierter C-H-Bindungen
mit molekularem Sauerstoff, eine der anspruchsvollsten Reaktionen in der chemischen
Synthese (Roduner et al. 2013). Die hierzu benétigten Elektronen stammen von den Kofaktoren
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH) oder Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
(NADPH). Wihrend eines der beiden Sauerstoffatome in das Substrat eingebracht wird, wird

das zweite zu Wasser reduziert (Schema 1).
NAD(P)H + H' + O, + R-H — NAD(P)" + H,0 +R-OH
Schema 1. Generell katalysierte Reaktion von Cytochrom-P450-Monooxygenasen.

Aufgrund ihrer hohen Regio- und Stereoselektivitit stellen P450 unter anderem fiir die
Hydroxylierung von linearen und zyklischen Alkanen aber auch komplexeren Molekiilen wie
Terpenen und Terpenoiden eine vielversprechende Alternative zur chemischen Oxidation dar
(Bernhardt und Urlacher 2014; Hollmann ez al. 2011a; Lewis et al. 2011; Roduner et al. 2013).
Neben der Hydroxylierung von C-H-Bindungen katalysieren P450 die Epoxidierung von
Alkenen und Aromaten, die Oxidation von Alkoholen und Aldehyden oder die N-, S-,
O-Dealkylierung sowie einige fiir sie eher ungewohnliche Reaktion wie die intramolekulare

C-H-Aminierung (Guengerich und Munro 2013; Mclntosh et al. 2013; Sono et al. 1996).

1.2.2.  P450-Elektronentransfersysteme

AuBler  wenigen  Ausnahmen  benétigt  der  grofite Teil aller  P450
Elektronentransferpartnerproteine (Redoxpartnerproteine), die ausgehend von NAD(P)H
Elektronen iiber eine Elektronentransportkette auf die P450 iibertragen. Entsprechend dieser
Redoxpartnerproteine und ihrer Topologie wurden P450 in zehn Klassen eingeteilt, die aus
einem Drei-, Zwei- bzw. Ein-Komponenten-System bestehen konnen (Hannemann et al. 2007;

Urlacher und Girhard 2012).
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Die meisten bakteriellen und mitochondrialen P450-Systeme bestehen aus drei separaten
Proteinen. Ausgehend von NAD(P)H werden die Elektronen von einer Flavinadenindinukleotid
(FAD) enthaltenden Reduktase auf ein Eisen-Schwefel-Cluster enthaltendes Ferredoxin (z.B.
2Fe-2S) oder Flavinmononukleotid (FMN) enthaltendes Flavodoxin iibertragen, welches
schlieBlich der P450 die Elektronen zur Reduktion des Hédmeisen bereitstellt. Wihrend in
Mitochondrien Reduktase und P450 mit der inneren Mitochondrienmembran assoziiert und nur
das Ferredoxin l9slich ist, liegen in Bakterien alle drei Komponenten 16slich im Cytosol vor.
Ein bekannter Vertreter unter den Drei-Komponenten-Systemen ist die aus Pseudomonas
putida stammende und héufig als P450cam bezeichnete CYP101Al. Sie katalysiert die
regioselektive Hydroxylierung des bicyclischen Monoterpenoids (+)-Campher zu
5-exo-Hydroxycampher (Katagiri ef al. 1968). Die hierzu bendtigten Elektronen werden iiber
die natiirlichen Redoxpartnerproteine Putidaredoxin-Reduktase (PdR) und Putidaredoxin (Pdx)
ausgehend von NADH iibertragen. Die meisten eukaryotischen P450-Systeme bestehen aus
einem Zwei-Komponenten-System: einer FAD und FMN enthaltenden
NAD(P)H-Cytochrom-P450-Reduktase (CPR) und der P450, die beide hdufig iiber eine

(Trans-)Membrandoméne in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums verankert sind.

NAD(P)H + H" 2¢] 2¢] R-H + O,
NAD(P)" R-OH + H,0
Reduktase Ferredoxin/ P450
Flavodoxin

Drei-Komponenten-System

NAD(P)H + H' 26 R-H+O,
NAD(P)* . R-OH + H,0
CPR P450

Zwei-Komponenten-System

NAD(P)H + H* R-H+ 0,
NAD(P)" a R-OH + H,0
"CPR" P450

Ein-Komponenten-System

Abbildung 1. P450-Elektronentransfersysteme. Drei-Komponenten-System bestehend aus Reduktase,
Ferredoxin oder Flavodoxin und P450. Zwei-Komponenten-System bestehend aus meist membrangebundenen
CPR und P450. Ein-Komponenten-System bestehend aus einer Fusion einer CPR-dhnlichen Reduktase-Doméne
und P450-Doméne. FAD: Flavinadenindinukleotid; FeS: Eisen-Schwefel-Cluster; FMN: Flavinmononukleotid;
CPR: NAD(P)H-Cytochrome-P450-Reduktase (angepasst nach Urlacher und Girhard 2012).
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Neben P450-Systemen, die aus mehreren separaten Proteinen bestehen, gibt es
membrangebundene oder 16sliche Ein-Komponenten-Systeme, in denen eine P450-Doméne
iiber einen kurzen Proteinlinker mit der FAD und FMN enthaltenden Reduktase-Doméne
(CPR-dhnlich) fusioniert ist. Das am besten untersuchte natiirliche Fusionsprotein ist die als
P450-BM3 bekannte Fettsdure-Hydroxylase CYP102A1 aus Bacillus megaterium (Miura und
Fulco 1975).

1.2.3. Katalysezyklus P450-katalysierter Hydroxylierungsreaktionen

Die im katalytischen Zyklus bendtigten Reduktionséquivalente werden durch die Oxidation von
NAD(P)H bereitgestellt und iiber die Elektronentransferpartner auf die P450 iibertragen.

Der allgemein akzeptierte P450-Katalysezyklus (Abbildung 2) beinhaltet die Bildung von
reaktiven Intermediaten und Komplexen (Denisov et al. 2005; Krest et al. 2013). Die
Substratbindung im aktiven Zentrum bewirkt eine Strukturverdnderung, wodurch das an der
axialen  Bindestelle des  Himeisens gebundene  Wassermolekiil aus dem

I

Eisen"-Ausgangskomplex verdringt wird (2). Die dabei verdnderte Koordination des

I

Himeisens fiihrt zu einem Ubergang des Eisen'-Ions vom low-spin- zum high-spin-Zustand.

Durch den Ubergang in den high-spin-Zustand erhoht sich das Redoxpotential, sodass das

Eisen'-Ion leichter zum Eisen'-Ion reduziert werden kann (3) (Sligar 1976).
9 1 2
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Abbildung 2. Zyklus P450-katalysierter Hydroxylierungsreaktionen (angepasst nach Krest ez al. 2013).
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Im néchsten Schritt fithrt die Bindung von molekularem Sauerstoff zur Bildung des

I

Eisen™-Superoxid-Komplexes  (4), der durch ein  weiteres Elektron zum

I

Eisen"'-Peroxidanion-Komplex reduziert wird (5). Durch die Protonierung dieses Komplexes

entsteht der als compound 0 bezeichnete Eisen'!

-Hydroperoxo-Komplex (6), dessen
Sauerstoff-Sauerstoff-Bindung durch eine weitere Protonierung heterolytisch gespalten wird,
sodass Wasser und ein als compound 1 bezeichneter Komplex (7), bestehend aus einem
Porphyrinradikal und einer Eisen'-Oxo-Verbindung, gebildet werden (Rittle und Green 2010).
Die eigentliche Hydroxylierung des Substrats erfolgt ausgehend von dem hochreaktiven
compound 1 iber den sogenannten rebound-Mechanismus (Groves 1985; Ogliaro ef al. 2000).
Durch Abstraktion eines Wasserstoffradikals einer C-H-Bindung des Substrats entsteht ein
Eisen'V-Hydroxid-Komplex und ein Substratradikal (8). Eine Umlagerung dieses als compound
IT bezeichneten Komplexes fiihrt schlieBlich zur Hydroxylierung und der Bildung des

111

Eisen'-Komplexes (9). Nachdem das Produkt das aktive Zentrum verlassen hat, erfolgt tiber

die Anlagerung eines Wassermolekiils die Bildung des Eisen'"

-Ausgangskomplexes (1).

Im Verlauf der Katalyse kann es zu Nebenrektionen kommen, die zur Bildung des
Ausgangskomplexes (2) flihren. Die hierbei auftretende Entkopplung zwischen
NAD(P)H-Verbrauch und Substrathydroxylierung fiihrt zu einer ineffizienten Verwertung der
bereitgestellten Reduktionsdquivalente. Im Peroxid-shunt wird hierbei Wasserstoffperoxid
freigesetzt. Der Autooxidations-shunt fiihrt zur Bildung von Superoxid und iiber den
Oxidase-shunt kann Sauerstoff vollstindig zu Wasser reduziert werden (Abbildung 2). Als Mal}
fiir die Effizienz einer P450-katalysierten Reaktion wird daher hiufig das Verhéltnis zwischen

NAD(P)H-Verbrauch und Substrathydroxylierung als Kopplungseffizienz angegeben.

1.2.4. Einsatz von P450 in der Biokatalyse

Wichtige Aspekte, die bei der Verwendung von P450 als Biokatalysatoren beriicksichtigt
werden miissen, sind die Abhéngigkeit von teuren NAD(P)H-Kofaktoren, ein effizienter
Elektronentransfer iiber geeignete Redoxpartnerproteine sowie ihre hiufig geringe Stabilitét
und Aktivitit (Bernhardt und Urlacher 2014). In in-vitro-Reaktionen werden P450 daher haufig
in Kombination mit kofaktorregenerierenden Enzymen eingesetzt. Zu den am héufigsten
eingesetzten Enzymen zdhlen Glucosedehydrogenasen (GDH), Glyceroldehydrogenasen
(GLD) oder Alkoholdehydrogenasen (ADH), die durch Umsetzung eines Kosubstrats die
Regenerierung von NADPH oder NADH ermdglichen (Urlacher und Schulz 2014).

Trotz ihres hohen Potentials in der C-H-Funktionalisierung werden P450 bisher nur in wenigen

industriellen Prozessen eingesetzt. Dennoch stellen hiufig die durch P450 selektiv
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hydroxylierten Molekiile interessante Ausgangsverbindungen oder Zwischenstufen zur
Synthese pharmakologisch oder chemisch interessanter Verbindungen dar (Bernhardt und
Urlacher 2014; Lundemo und Woodley 2015; Ortiz de Montellano 2015; Urlacher und Girhard
2012). Ein Problem in biokatalytischen Prozessen mit freien Enzymen ist neben der
Abhingigkeit von Kofaktoren die Stabilitit der eingesetzten Enzyme sowie deren aufwendige
individuelle Herstellung fiir multi-enzymatische Systeme. Die Verwendung eines
Ganzzellbiokatalysators kann in diesen Fillen eine geeignete Alternative zur Biokatalyse mit
freien Enzymen sein (Kohler und Turner 2015; Ladkau et al. 2014; Muschiol et al. 2015; Turner
und O'Reilly 2013). Ein aktuelles Beispiel fiir die industrielle Anwendung einer P450 in einem
multi-enzymatischen System ist die durch Sanofi durchgefiihrte Produktion von
Artemisininsdure in S. cerevisiae (Peplow 2013). Artemisininsdure ist eine Vorstufe von
Artemisinin-Derivaten, die zur Behandlung von Malaria eingesetzt werden (WHO 2015). In
der de-novo-Synthese von Artemisininsdure katalysiert CYP71AV1 aus Artemisia annua die
selektive Hydroxylierung von Amorpha-4,11-dien zu Artemisininalkohol, das, unterstiitzt
durch Dehydrogenasen, schlieBlich sukzessiv zu Artemisininsdure oxidiert wird (Bertea et al.

2005; Paddon et al. 2013; Ro et al. 2006).

1.3. Ganzzellbiokatalyse

1.3.1. Verwendung und beeinflussende Faktoren

In der Ganzzellbiokatalyse werden die an einer Reaktion beteiligten Enzyme in einem
Wirtsorganismus hergestellt und der resultierende Ganzzellbiokatalysator als funktionelle
Einheit eingesetzt (Ladkau et al. 2014). Hierbei konnen sowohl wachsende als auch ruhende
Zellen verwendet werden. Bei wachsenden Zellen findet die Biokatalyse gleichzeitig mit der
Bildung von Biomasse statt. Bei ruhenden Zellen ist die Bildung der Biomasse von der
eigentlichen biokatalytischen Reaktion getrennt.

Das Verstdndnis eines Ganzzellbiokatalysators als funktionelle Einheit, bestehend aus den
katalytisch aktiven Enzymen und dem Wirtsstamm, fiihrte in den vergangenen Jahren zu der
Entwicklung von multi-enzymatischen Ganzzellbiokatalysatoren unter Verwendung einzelner
heterologer Enzyme, nativer Stoffwechselwege oder einer Kombination aus beidem (Ladkau et
al. 2014). Die hidufig niedrigeren Herstellungskosten von Ganzzellbiokatalysatoren und
teilweise hohere Enzymstabilitdit im Vergleich zu isolierten und immobilisierten Enzymen
machen die Anwendung von Ganzzellbiokatalysatoren auch fiir industrielle Prozesse
interessant (Tufvesson et al. 2011). Die Bereitstellung benétigter Kofaktoren durch zelleigene

Stoffwechselwege unter Verwertung giinstiger und erneuerbarer Rohstoffe wie Glucose oder



Einleitung | 7

Glycerol machen Ganzzellsysteme insbesondere in der durch Oxidoreduktasen wie P450
katalysierten Biokatalyse interessant (Bayer et al. 2015; Bernhardt und Urlacher 2014;
Lundemo und Woodley 2015; Schrewe ef al. 2013). Neben enzymspezifischen Eigenschaften
wie der Selektivitdt, Stabilitit oder Substrat-/Produktinhibierung und systembedingten
Faktoren wie Substratloslichkeit oder Sauerstoffversorgung, miissen in Ganzzellsystemen
weitere zellspezifische Faktoren wie Substrataufnahme, Vitalitit, Substrat-/Produkttoxizitét
oder Nebenreaktionen beriicksichtigt werden (Bernhardt und Urlacher 2014; Schrewe et al.

2013).

1.3.2.  Moglichkeiten und Herausforderungen in der Ganzzellbiokatalyse

Von entscheidender Bedeutung fiir die erfolgreiche Anwendung eines Ganzzellbiokatalysators
sind Stabilitit, Produktivitidt und Effizienz. Die Eignung ruhender oder wachsender Zellen ist
hierbei von Fall zu Fall unterschiedlich (Lundemo und Woodley 2015). Wachsende Zellen
besitzen eine hohere metabolische Flexibilitit im Vergleich zu ruhenden Zellen, sodass sie sich
besser an neue Reaktionsbedingungen anpassen konnen. Ruhende Zellen sind
metabolisch-aktiv, jedoch wird keine Biomasse gebildet, sodass in ruhenden Zellen keine
Konkurrenz zwischen Wachstum und Biokatalyse um Energiequellen besteht. Dies macht
ruhende Zellen insbesondere fiir kofaktorabhingige Reaktionen wie die P450-katalysierte
Hydroxylierung interessant (Schrewe ef al. 2013).

Die Wahl des Wirtsstamms und insbesondere die kritische Betrachtung der zelluldren und
zellphysiologischen Besonderheiten ist entscheidend fiir die Funktionalitidt des eingesetzten
Ganzzellbiokatalysators (Abbildung 3). Eine wichtige Rolle in der Ganzzellbiokatalyse spielen
die Zellmembranen, die fiir die Integritit der Zelle und fiir den Erhalt optimaler physiologischer
Bedingungen sorgen (Bernhardt und Urlacher 2014; Lundemo und Woodley 2015; Schrewe et
al. 2013). Bei einigen P450-Substraten handelt es sich um kleine hydrophobe Verbindungen,
die in der Lage sind, die duBere Zellenmembran zu passieren, jedoch teilweise, ebenso wie
einige ihrer Produkte, in der Plasmamembran akkumulieren (Schrewe ef al. 2013). Dies kann
zu einem Verlust der Membranintegritét fiihren, sodass die Funktionalitit der Zelle und die
Produktivitit des Ganzzellbiokatalysators beeintridchtigt wird (Sikkema et al. 1995). Manche
Mikroorganismen, wie einige Pseudomonaden, sind in der Lage, sich den toxischen
Bedingungen in Anwesenheit hydrophober Substrate oder organischer Losungsmittel

anzupasscen.
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Abbildung 3. Maéglichkeiten und Herausforderungen in der Ganzzellbiokatalyse. Die Bereitstellung
benoétigter Kofaktoren (z.B. in der durch P450 katalysierten Hydroxylierung) erfolgt iiber den zelleigenen
Metabolismus (I) und kann zusétzlich durch weitere kofaktorregenerierende Enzyme (KOR) unterstiitzt werden
(IT). Zur Verbesserung der Substratverfiigbarkeit konnen Loslichkeitsvermittler und Kosolvents (III) eingesetzt
werden. Ein gesteigerter Stofftransfer kann durch die Destabilisierung/Permeabilisierung der Membranbarriere
(IV) oder Expression von Facilitatoren (V) erreicht werden. In Ganzzellbiokatalysatoren kann die Aktivitit
zelleigener Enzyme zu Nebenreaktionen fithren, sodass es neben dem Zielprodukt zur Bildung weiterer Produkte
kommen kann (VI). Die Toxizitét einiger Substrate oder Produkte kann in manchen Organismen durch einen
aktiven Export verringert werden (VII), dennoch konnen sich toxische Effekte des Substrats oder der gebildeten
Produkte auf den Zellmetabolismus oder die Membranintegritét (VIII) auswirken und somit die Funktionalitét des
Ganzzellbiokatalysators beeinflussen.

Hierzu gehoren unter anderem eine Verdnderung der Membranzusammensetzung, ein aktiver
Export iiber Efflux-Pumpen und eine Anpassung des Energiestoffwechsels sowie eine
verdnderte Zellmorphologie (Ramos ef al. 2015; Schrewe et al. 2013; Segura et al. 2012). Dies
ermOglicht einerseits eine Adaption an die zelltoxische Umgebung (Heipieper et al. 2007), kann
jedoch andererseits auch die Produktivitit des Ganzzellbiokatalysators, beispielsweise
aufgrund einer verringerten Substrataufnahme, beeintrachtigen.

GroBere hydrophobe Substrate hingegen konnen die duBere Membran hiufig nicht ohne
weiteres iiberwinden, sodass ein eingeschrankter Substrattransfer zu einer geringen
Produktivitit des Ganzzellbiokatalysators fiihren kann (Cornelissen et al. 2013; Grant et al.
2011; Janocha und Bernhardt 2013). In diesen Féllen kann eine Destabilisierung oder
Permeabilisierung der Membran zu einem verbesserten Stofftransfer und infolge dessen zu
einer hoheren Produktivitit beitragen. Methoden zur Destabilisierung oder Permeabilisierung
beinhalten unter anderem die Behandlung der Zellen mit organischen Losungsmitteln,

Detergenzien oder Chelat-Bildnern (Chen 2007). Nach Permeabilisierung der Zellen durch das
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Peptidantibiokikum Polymyxin B konnte beispielsweise der Stofftransfer eines Diterpenoids
gesteigert werden, sodass die Produktivitit des Escherichia coli-Ganzzellbiokatalysators
verbessert wurde (Janocha und Bernhardt 2013). Eine weitere Moglichkeit ist die Expression
von Membranproteinen, die zu einem erleichterten Stofftransfer iiber die duBlere Membran
fiihren. Ein Beispiel hierfiir ist AlkL, das in einem Gencluster auf dem OCT-Plasmid in
P. putida GPol codiert wird, dessen Enzyme an der Metabolisierung von Alkanen beteiligt sind
(van Beilen et al. 1992). Durch die Expression von AlkKL in E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren
konnte die Umsetzungen von Alkanen, Fettsduren, einem Dodecanséduremethylester und dem
Monoterpene Limonen verbessert werden (Cornelissen et al. 2013; Julsing et al. 2012;
Schneider et al. 1998). Auch in der kofaktorabhingigen Ganzzellbiokatalyse wie beispielsweise
der Oxidation von Styrol zu (S)-Styrolepoxid zeigte sich, dass eine ausreichende und
kontinuierliche Bereitstellung der benétigten Kofaktoren essentiell fiir die Funktionalitét des
Biokatalysators sein kann (Biihler et al. 2008). Durch die Optimierung der metabolischen
Kofaktorregenerierung oder die Koexpression kofaktorregenerierender Enzyme konnte in
P450- und weiteren Ganzzellbiokatalysatoren der Umsatz aufgrund einer verbesserten
Kofaktorversorgung gesteigert werden (Mouri et al. 2006; Schewe et al. 2008; Siedler et al.
2011; Yang et al. 2014). Die Toxizitdt einiger Substrate fiihrt oftmals zur Destabilisierung des
verwendeten Ganzzellbiokatalysators. Durch die sukzessive Substratzugabe kann in diesen
Fillen die Stabilitdt und Produktivitdt positiv beeinflusst werden, jedoch fiihrt hdufig erst die
hohere Toxizitét der gebildeten Produkte im Laufe der Reaktion zu einer Inaktivierung des
Biokatalysators. Die Verwendung einer zweiten, unpolaren Phase, die als Substratreservoir
dient und gleichzeitig zur in-situ-Produktabtrennung genutzt werden kann, kann in diesen
Féllen zu einer verbesserten Produktivitdt und hoheren Produktkonzentrationen beitragen. In
E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren zur Herstellung von Perillaalkohol oder 1-Octanol fiihrte
beispielsweise die Verwendung von Bis-2-ethylhexyl-phthalat (BEHP) zu einem hdheren
Umsatz (Cornelissen ef al. 2011; Olaofe et al. 2013).

1.3.3.  P. putida als Ganzzellbiokatalysator

Pseudomonas putida ist ein Gram-negatives Bakterium, das zur Gattung der Pseudomonaden
zahlt. Pseudomonaden gehoren zur Klasse der y-Proteobacteria und kommen héufig in Boden
und Gewidssern vor. Ihr Vermdgen auf endogene und exogene Stressfaktoren flexibel zu
reagieren ermoglichte ihnen die Ausbreitung in unterschiedlichen Lebensraumen (Nikel et al.
2014b). Manche Pseudomonaden, wie P. aerugenosa, besitzen aufgrund der Produktion

diverser Virulenzfaktoren (Balasubramanian ef al. 2012) und ihrer Anpassungsfahigkeit in
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Anwesenheit von einigen Antibiotika eine Bedeutung als Pflanzen- und Tierpathogen. Ihre
metabolische Vielseitigkeit aufgrund der Gegenwart komplexer Enzymsysteme macht
Pseudomonaden jedoch ebenfalls fiir die Entwicklung von Biokatalysatoren interessant. Einige
Pseudomonaden sind in der Lage, ausgehend von Terpenen, industriell relevante Duft- und
Aromastoffe mit vielversprechenden Eigenschaften zu produzieren (Molina ez al. 2013). Neben
einigen Terpenoiden wurden Pseudomonas-Ganzzellbiokatalysatoren erfolgreich zur
Herstellung von Rhamnolipiden, Polyketiden, nicht-ribosomalen Peptiden oder aromatischen
bzw. nicht-aromatischen Naturstoffen, ausgehend von Aminosduren, eingesetzt (Loeschcke
und Thies 2015). Dartiber hinaus zeigten Pseudomonaden die Fihigkeit, einen gesteigerten
Energiebedarf in Anwesenheit organischer Losungsmittel oder zelltoxischer Substrate bzw.
Produkte zu kompensieren und dabei gleichzeitig Kofaktoren fiir biokatalytische Reaktionen
bereitzustellen (Blank et al. 2008; Ramos ef al. 2015). Dies macht 16sungsmitteltolerante
nicht-pathogene  P. putida-Stimme  hochst interessant fiir den Einsatz in der

kofaktorabhingigen Ganzzellbiokatalyse (Poblete-Castro et al. 2012).

1.3.4. Redox-Kofaktor Metabolismus in P. putida

Von zentraler Bedeutung fiir kofaktorabhingige Reaktionen ist die Bereitstellung der
benotigten Kofaktoren NADH bzw. NADPH. P. putida ist in der Lage neben Zuckern wie
Glucose, auch Glycerol, Fettsduren oder aromatische Verbindungen als Energiequelle zu
verwerten (Poblete-Castro et al. 2012). P. putida fehlt eine 6-Phosphofructokinase, sodass
Glucose ausgehend von 6-Phosphogluconat iiber den Entner-Doudoroff(ED)-Weg zu
Glyeraldehyd-3-phosphat und Pyruvat abgebaut wird (Chavarria et al. 2013; del Castillo et al.
2007; Nikel et al. 2015). 6-Phosphogluconat wird hierbei ausgehend von Glucose oder den
Intermediaten Gluconat bzw. 2-Ketogluconat gebildet (del Castillo et al. 2007).

NADPH und NADH werden in P. putida iiber den ED- und Pentosephosphat(PP)-Weg sowie
im Citratzyklus erzeugt (Abbildung 4). In P. putida ist der PP-Weg liberwiegend im anabolen
Stoffwechsel wachsender Zellen an der Produktion von Biomasse beteiligt, sodass im katabolen
Stoffwechsel (z.B. in ruhenden Zellen) NADPH und NADH durch den ED-Weg und
Citratzyklus bereitgestellt werden (Ebert ez al. 2011; Nikel ef al. 2015; Spaans et al. 2015). Das
tiber den ED- bzw. unteren Teil des Embden-Meyerhof-Parnas(EMP)-Weg, ausgehend von
2-Keto-3-desoxy-6-P-gluconat bzw. Glycerinaldehyd-3-P gebildete Pyruvat, gelangt hierbei
schlieBlich iiber Acetyl-CoA bzw. Oxaloacetat in den Citratzyklus, indem durch die
Isocitratdehydrogenase und das Malat-Enzym NADPH und durch die Isocitratdehydrogenase
NADH erzeugt wird. Im ED-Weg wird im Vergleich zur Glykolyse, ausgehend von Glucose,
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mehr NADPH bereitgestellt. Dies ermoglicht P. putida eine hohere Toleranz gegeniiber
endogenem und exogenem oxidativen Stress wie beispielsweise der kofaktorabhidngige
Oxidation durch P450 (Chavarria et al. 2013). Glycerol wird iiber Dihydroxyacetonphosphat
dem Zentralstoffwechsel zugefiihrt.

Glycerol Glucose
! |
1\ () (1 11
\J M4 ) 1) AM
Glycerol \ Glucose  {eliil>  Gluconat (e 0> 2-Ketogluconat PS
1 1 1 1
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Abbildung 4. Glycerol und Glucose-Stoffwechsel in P. putida. Bereitstellung von Energie in Form von NADPH
und NADH (rot) im Zentralstoffwechsel von P. putida. PS: Periplasma, IM: innere Membran, AM: &ufere
Membran. P: Phosphat, BP: Bisphosphat, Pentose-P: Ribulose-5-phosphat bzw. Xylulose-5-Phosphat.
Glucose-Aufnahme-Stoffwechsel (orange): Gts: Glucose-ABC-Transporter, GntP: Gluconant-Transporter,
KguT: 2-Ketogluconat-Transporter, Gcd: Glucosedehydrogenase, Gad: Gluconat-2-Dehydrogenase, GnuK:
Gluconatkinase, KguK: Ketogluconatkinase, KguD: 2-Ketogluconat-6-P-Reduktase;  Glycerol-Aufnahme-
Stoffwechsel (rot-braun): GlpF: Glycerolfacilitator, GlpK: Glycerolkinase, GlpD: Glycerol-3-P-Dehydrogenase;
PP-Weg (blau): Pgl: 6-Phosphogluconolactonase, Zwf: Glucose-6-P-1-Dehydrogenase, Gnd: 6-Phosphogluconat-
dehydrogenase, RpiA: Ribose-5-P-Isomerase, Rpe: Ribose-5-3-epimerase, TktA: Transketolase,
Tal: Transaldolase; ED-Weg (griin): Edd: 6-P-Gluconatdehydratase, Eda: 2-Keto-3-desoxy-6-P-gluconataldolase;
EMP-Weg (lila): Glk: Glucosekinase, Gap: Glycerinaldehyd-3-P-Dehydrogenase, PgK: Phosphoglyeratkinase,
Pgm: Phosphoglyceratmutase, Eno: Phosphopyruvathydratase, Pyk: Pyruvatkinase, TpiA: Triosephosphat-
isomerase, Fda: Fructose-1,6-BP-Aldolase, FbP: Fructose-6-Bisphosphatase, Pgi: Glucose-6-P-Isomerase;
Citratzyklus  und  anaplerotische = Reaktionen  (schwarz): Pdh:  Pyruvat-dehydrogenasekomplex,
Pc: Pyruvatcarboxylase, ME: Malat-Enzym, Cs: Citratsynthase, Acn: Aconitase, Icd: Isocitratdehydrogenase,
Kegd: 2-Oxoglutaratdehydrogenase, Suc: Succinat-CoA-Synthetase, Sgd: Succinat-dehydrogenase,
Fum: Fumarase, Mdh: Malatdehydrogenase. Glyoxilat-shunt im Citratzyklus hier nicht dargestellt. Angepasst
nach Nikel et al. 2015.
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Die geringere Aktivitit der katabolen Stoffwechselwege unter Verwendung von Glycerol fiihrt
im Vergleich zu Glucose zu einer geringeren Bereitstellung von Kofaktoren (Nikel et al
2014a). Wie einige vy-Proteobacteria besitzt P. putida energieunabhidngige 16sliche
Transhydrogenasen, die eine Umwandlung von NADH in NADPH und umgekehrt
ermdglichen. Es wird angenommen, dass der hierdurch balancierte Redox-Stoffwechsel auch
in kofaktorabhéngigen Reaktionen zu einer hoheren Stabilitdt und Produktivitét beitragen kann
(Spaans et al. 2015). Neben Glucose oder Glycerol konnen einige P. putida-Stimme
aromatische Verbindungen wie Toluol, p-Xylol oder p-Cymol abbauen, die in Form von

Acetyl-CoA, Pyruvat oder Succinat im Stoffwechsel verwertet werden (Fuchs et al. 2011).

1.3.5.  Abbau von p-Cymol durch P. putida F1

P. putida F1 ist in der Lage p-Cymol, ein monozyklisches aromatisches Monoterpen, als
Kohlenstoffquelle zu verwerten. Verantwortlich fiir den Abbau von p-Cymol sind die cym- und
cmt-Stoffwechselwege, durch die p-Cymol zu p-Cuminsdure und anschliefend zu

Iso-Buttersdure sowie Pyruvat und Acetyl-CoA abgebaut wird (Eaton 1996, 1997).

A
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Acet- 2-Hydroxypenta- cis-2,3-Dihydroxy-
Acetyl-CoA <o aldehyd ; = 2,4-dienoat e 2,3-dihydro-p-cuminsiure
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cymR  cymB  cymC cymAa  cymAb cymD cymE cmtAa cmtAb cmtAc cmtAd
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Abbildung 5. Abbau von p-Cymol durch P.putida. p-Cymol wird in P. putida F1 iiber die cym- und
cmt-Stoffwechselwege iiber das Zwischenprodukt p-Cuminséure zu Iso-Buttersdure, Pyruvat und Acetly-CoA
abgebaut (A). Im cym-Operon werden die Gene der Enzyme codiert, die an der initialen Oxidation von p-Cymol
zu p-Cuminséure beteiligt sind (B): einer Monooxygenase bestehend aus einer Hydroxylase- (cymAa) und einer
Reduktase-Untereinheit (cymAb) sowie einer Alkohol- (cymB) und Aldehyddehydrogenase (cymC). Des Weiteren
werden im cym-Operon die Gene eines Regulators (cymR), einer Acetyl-CoA-Synthetase (cymE) und eines
Membranproteins (cymD) codiert. Dem cym-Operon nachgelagert befindet sich das cmz-Operon, indem die Gene
des Schliisselenzyms Cumatdioxygenase, bestehend aus der Ferredoxin-Reduktase- (cmtAa), der groflen und
kleinen (cmtAb und cmtAc) Dioxygenase- und einer Ferredoxin-Untereinheit (cmtAd), sowie die Gene aller
weiteren Enzyme codiert sind, die p-Cuminséure zu iso-Buttersdure, Pyruvat und Acetly-CoA abbauen. Analog
zu p-Cymol kann Limonen in P. putida DSM 12264 durch CymA, CymB und CymC zu Perillasdure umgesetzt
werden (C).
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Die Oxidation von p-Cymol zu p-Cuminsdure wird durch eine Monooxygenase (CymA) und
zwei Dehydrogenasen (CymB und CymC) katalysiert (Abbildung 5 A). Thre Gene liegen im
cym-Operon zusammen mit den Genen eines Regulators (CymR), einer Acetyl-CoA-Synthetase
(CymE) und eines Membranproteins (CymD), das Ahnlichkeit zu membranassoziierten
Facilitator-Proteinen aufweist (Eaton 1997) (Abbildung 5 B). Neben dem Abbau von p-Cymol,
ermoglichen CymA, CymB und CymC ebenfalls die Oxidation des strukturell dhnlichen
Limonens zu Perillasdure durch P. putida DSM 12264 (Mars et al. 2001). Ausschlaggebend fiir
die Akkumulation von Perillasdure in der Biotransformation von Limonen durch
P. putida DSM 12264 ist die Selektivitidt der Cumatdioxygenase (CmtA), die dazu fiihrt, dass
Perillasdure im Gegensatz zur Cuminsédure nicht weiter abgebaut wird (Speelmans et al. 1998)
(Abbildung 5 C). Neben aromatischen Verbindungen wie p-Cymol, sind einige
Pseudomonaden wie P. aerugenosa oder P. citronellolis in der Lage, acylische Terpenoide wie
Geraniol oder Citronellol als Kohlenstoffquelle zu verwenden (Forster-Fromme und Jendrossek

2006; Hoschle und Jendrossek 2005; Marmulla und Harder 2014).

1.4. Limonen als interessantes Substrat in der Biokatalyse

1.4.1. Eigenschaften, Anwendung und Biosynthese

Das Monoterpen Limonen kommt als Hauptbestandteil &therischer Ole in der Schale von
Zitrusfriichten vor (Tranchida er al. 2012). Wie bei anderen Terpenen auch, erfolgt die
Biosynthese von Limonen in Pflanzen ausgehend von Isopentenylpyrophosphat (IPP) und
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP), die im Cytosol iiber den Mevalonatweg (MVA-Weg)
oder in Plastiden iliber den Methylerythritolphosphatweg (MEP-Weg) bereitgestellt werden
(Hemmerlin ef al. 2012; Tholl 2015). In der Biosynthese von R-(+)-Limonen in Zitruspflanzen
katalysiert die Geranylpyrophosphatsynthase die Kondensation von IPP und DMAPP zu
Geranylpyrophosphat (GPP), das anschlieBend durch die R-(+)-Limonensynthase zu
R-(+)-Limonen umgesetzt wird (Lange 2015) (Abbildung 6).

GPP- R-(+)-Limonen-
IPP- Synthase Synthase
Isomerase
/:\

DAMPP GPP R-(+)-Limonen

Abbildung 6. Biosynthese von R-(+)-Limonen in Zitruspflanzen. IPP: Isopentenylpyrophosphat, DMAPP:
Dimethylallylpyrophosphat, GPP: Geranylpyrophosphat. Die Bereitstellung von IPP und DAMPP erfolgt iiber den
Mevalonat- und Methylerythriolphosphatweg.
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Von Interesse sind insbesondere die Oxidationsprodukte von Limonen wie beispielsweise

Carveol und Carvon oder Perillaalkohol und Perillasédure (Abbildung 7).

HO __O

HO
—>
Carvon Carveol Limonen Perillaalkohol  Perillasdure

Abbildung 7. Oxidationsprodukte von Limonen. Die regiospezifische Oxyfunktionalisierung von Limonen ist
in Rot dargestellt.

Wiéhrend Carveol und Carvon unter anderem als Duft- und Aromastoff in der Kosmetik- und
Lebensmittelindustrie eingesetzt werden konnen, sind Perillaalkohol und Perillaséure vor allem
aufgrund der antimikrobiellen und chemopreventiven und/oder chemotherapeutischen
Wirksamkeit pharmakologisch interessante Naturstoffe (Chen et al. 2015; Schrader und
Bohlmann 2015). Die geringe Konzentration in Pflanzengeweben fiihrt jedoch dazu, dass
Perillaalkohol, wie viele andere Terpenoide, nur in geringen Mengen durch Extraktion
gewonnen werden kann. Infolgedessen stellt die Herstellung von R-(+)-Perillaalkohol
ausgehend von R-(+)-Limonen, das als Abfallstoff in der zitrusverarbeitenden Industrie leicht
und in hohen Mengen verfiigbar ist, eine biokatalytisch hochst interessante Reaktion dar. Eine

wichtige Rolle hierbei spielen mikrobielle P450 (Janocha ef al. 2015).

1.4.2.  P450-katalysierte Hydroxylierung von Limonen zu Perillaalkohol

Die kontinuierliche Identifizierung neuer Terpen-hydroxylierender P450 und die
Moglichkeiten des Protein-Engineerings fiihren zu einer stetig wachsenden Zahl an P450, die
zur Hydroxylierung von Terpenen eingesetzt werden (Janocha et al. 2015; Schewe et al. 2011).
Die regioselektive Hydroxylierung von S-(-)-Limonen zu S-(-)-Perillaalkohol wurde unter
anderem fiir P450cam aus P. putida und CYP153A6 aus Mycobacterium sp. HXN-1500
beschrieben (Kim und Ortiz de Montellano 2009; van Beilen et al. 2005). Eine der am besten
untersuchten P450 ist P450-BM3 (CYP102A1) aus B. megaterium, die natiirlicherweise die
Hydroxylierung von Fettsduren katalysiert (Miura und Fulco 1975). Intensive
Mutagenesestudien fiihrten dazu, dass das Substratspektrum von P450-BM3 auch auf
nicht-physiologische Substrate ausgeweitet werden konnte (Whitehouse et al. 2012). Seifert
und Kollegen gelang es, eine P450-BM3-Variante (A264V/A328V/L437F) zu entwickeln, die
R-(+)-Limonen mit einer Regioselektivitit von 97% zu R-(+)-Perillaalkohol oxidiert (Seifert et

al. 2011).
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1.4.3.  Ganzzellbiokatalysatoren zur selektiven Oxidation von Limonen

P. putida DSM 12264 kann als Ganzzellbiokatalysator zur selektiven Biotransformation von
R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillasdure eingesetzt werden (Speelmans et al. 1998).
Verantwortlich fiir die Herstellung von bis zu 3 g/l R-(+)-Perillasdure war die Aktivitét einer
Monooxygenase und zweier Dehydrogenasen, die im cm¢-Stoffwechselweg den Abbau von
p-Cymol katalysieren (s. Kapitel 1.3.5). In dem anschlieBend entwickelten Fed-Batch-Prozess
konnte durch P. putida DSM 12264 11 g/l R-(+)-Perillasdure hergestellt werden; jedoch fiihrte
die Inhibierung des Zellwachstums und der biokatalytischen Aktivitit durch die gebildete
R-(+)-Perillasdure dazu, dass trotz der auBergewohnlich hohen Losungsmitteltoleranz von
P. putida DSM 12264 keine hoheren Produktkonzentrationen erzielt werden konnten (Mars et
al. 2001). Durch Kombination der Fed-Batch-Kultivierung mit einer in-situ-Produktabtrennung
(ISPR) konnte schlielich die Produktion von R-(+)-Perillasdure auf 31 g/l nach 7 Tagen
gesteigert werden (Mirata et al. 2009; Mirata et al. 2010).

Zur Biosynthese von S-(-)-Perillaalkohol wurde in umfangreichen Studien vor allem
CYP153A6 in E. coli-, P. putida KT2440- bzw. P. putida GPo23-Ganzzellbiokatalysatoren
eingesetzt (Cornelissen et al. 2011; Cornelissen et al. 2013; van Beilen et al. 2005). Dabei
stellten sich die Toxizitdit und geringe Membrangéngigkeit von S-(-)-Limonen sowie die
Aktivitit wirtintrinsischer Enzyme als limitierend fiir die Produktion von S-(-)-Perillaalkohol
heraus. In der optimierten Fed-Batch-Kultivierung mit einem E. coli-Ganzzellbiokatalysator
konnten schlielich 6 g/l S-(-)-Perillaalkohol sowie 0,5 g/l S-(-)-Perillaaldehyd produziert
werden (Cornelissen et al. 2013). Zur Biosynthese von (+)-trans-Carveol, ausgehend von
R-(+)-Limonen, konnte kiirzlich eine Cumin-Dioxygenase im ldsemitteltoleranten
P. putida S12-Stamm eingesetzt werden (Groeneveld et al. 2015).

Weitere Studien propagieren die de-novo-Synthese von Terpenen und Terpenoiden wie
Limonen und Perillaalkohol, ausgehend von einfachen Kohlenstoffquellen wie Glycerol oder
Glucose in E. coli (Alonso-Gutierrez et al. 2013; Willrodt et al. 2014; Willrodt et al. 2015a).
Mit maximal 435 mg/l S-(-)-Limonen und 105 mg/l S-(-)-Perillaalkohol wurden hierbei bisher
jedoch nur vergleichsweise geringe Produktkonzentrationen erzielt (Alonso-Gutierrez et al.

2013).
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1.5. Synthese chiraler Alkohole

1.5.1. Chemische und biokatalytische Verfahren

In der chemischen Synthese werden zur Herstellung von achiralen und chiralen Alkoholen
hiufig Ubergangsmetall-Katalysatoren mit aufwendig zu synthetisierenden Ligandensystemen
eingesetzt (Landaeta und Rodriguez-Lugo 2015; Roduner ef al. 2013). Neben dem Einsatz
organischer Losungsmittel und harschen Reaktionsbedingungen stellt hdufig ihre geringe
Selektivitdt ein Problem dar (Roduner et al. 2013). In biokatalytischen Verfahren wurden zur
Herstellung chiraler Alkohole vor allem Oxidoreduktasen wie ADH oder Hydrolasen wie
Lipasen eingesetzt (Goldberg et al. 2007). Wéhrend die Herstellung chiraler Alkohole mit
Lipasen durch die kinetische Racematspaltung von Carbonsdureestern und mit ADHs durch die
Reduktion prochiraler Ketone erfolgt, konnen chirale Alkohole ebenfalls mit P450 durch
direkte regio- und stereoselektive Oxidation von Alkanen hergestellt werden. Die leichte
Verfligbarkeit linearer Alkane macht eine Synthese von chiralen Alkoholen durch
P450-katalysierte regio- und stereoselektive Hydroxylierung zu einer attraktiven und
kostengiinstigeren Alternative zur Reduktion prochiraler Ketone oder Verwendung reaktiverer
Alkenen (Nolte und Urlacher 2015). Zudem ist die P450-katalysierte Hydroxylierung von
Alkanen irreversibel, wéhrend es sich bei der ADH-katalysierte Reduktion prochiraler Ketone
um eine reversible Reaktion handelt, sodass bei Vorliegen eines ungiinstigen
Reaktionsgleichgewichts die Bildung des chiralen Alkohols durch die ADH erschwert sein
kann. Des Weiteren besitzen Ketone meist eine hohere Toxizitdt als Alkane. Dies kann
insbesondere bei der Verwendung von Ganzzellsystemen die Stabilitdt des Biokatalysators

beeintrachtigen.

1.5.2.  Regio- und stereoselektive Hydroxylierung linearer Alkane

Alkane kommen in der Natur als Bestandteil von Erddl vor. Einige Mikroorganismen sind in
der Lage lineare Alkane als Kohlenstoffquelle zu verwerten (Rojo 2009), wodurch sie
beispielsweise in der biologischen Bodensanierung oder Abwasserreinigung eingesetzt werden
konnen (Gargouri et al. 2011; Hu et al. 2013; Margesin und Schinner 2001). Der erste Schritt
im Rahmen des mikrobiellen Abbaus linearer Alkane ist eine terminale oder subterminale
Hydroxylierung, die durch Oxidoreduktasen wie Methan-Monooxygenasen (MMOs), die
AlkB-Typ-Alkan-Hydroxylase (AlkB) oder einige P450 katalysiert wird (Soussan et al. 2016).
Wéhrend MMOs eher kurzkettige und mittelkettige Alkane hydroxylieren (Ci-C7), konnen
AIkB oder einige P450 zur selektiven Hydroxylierung mittel- und langkettiger Alkane (Cs-Cao)
eingesetzt werden (Bordeaux et al. 2012; van Beilen und Funhoftf 2007).
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Fortschritte bei der Identifizierung neuer P450 und bei der gezielten Modifikation bekannter
P450 fiihrten dazu, dass in den letzten Jahren immer hdufiger P450 zur regio- und

stereoselektiven Hydroxylierung von linearen Alkanen eingesetzt wurden (Soussan et al. 2016).

1.5.3.  P450-katalysierte Hydroxylierung linearer Alkane

Die Hydroxylierung linearer Alkane wird liberwiegend durch P450 der CYP52- und der
CYPI153-Familie katalysiert (Nolte und Urlacher 2015). Wéhrend CYP52 die terminale
Hydroxylierung eher langkettiger Alkane (Ci0-C20) katalysieren, konnen bakterielle CYP153
ebenfalls zur terminalen Hydroxylierung kiirzerer Alkane (Cs-Ci1) eingesetzt werden (lida et
al. 2000; van Beilen und Funhoff 2005, 2007). Die Moglichkeit der heterologen Expression in
bakteriellen Wirten machten CYP153 zu vielversprechenden Katalysatoren fiir die terminale
Hydroxylierung von Alkanen. So konnte CYP153A6 aus Mycobacterium sp. nach heterologer
Expression in P. putida mit ihren natiirlichen Redoxpartnern, einer Ferredoxin-Reduktase und
einem Ferredoxin, zur terminalen Hydroxylierung linearer Alkane (Ces-Ci1) mit einer
Regioselektivitdt von >95% eingesetzt werden (Funhoff et al. 2006). Auch CYP153A16 aus
Mycobacterium marinum und CYP153A aus Polaromonas sp. wurden nach heterologer
Expression in E. coli und Reinigung zur terminalen Hydroxylierung linearer Alkane (Cs-Co)
mit einer Regioselektivitit von 83-100% eingesetzt (Scheps et al. 2011). Als heterologe
Redoxpartner wurden hier PdR und Pdx aus P. putida eingesetzt. Parallel dazu konnten durch
Protein-Engineering Varianten von P450-BM3 aus B. megaterium (A78T/A82G/A328L) und
CYPI102A3 aus B. subtilis (S189Q/A328V) entwickelt werden, die im Vergleich zu den
wildtypischen Enzymen mit 52% und 48% verstérkt die terminale Hydroxylierung von Octan
katalysierten (Lentz et al. 2006; Meinhold et al. 2006). Die verbesserte Regioselektivitit war
jedoch Octan-spezifisch, sodass die entsprechenden Varianten nicht zur terminalen
Hydroxylierung kiirzerer oder lingerer Alkane eingesetzt werden konnten.

Auch zur selektiven subterminalen Hydroxylierung linearer Alkane konnten
P450-BM3-Varianten eingesetzt werden. Glieder und Kollegen gelang es durch 11
Punktmutationen eine P450-BM3-Variante (139-3) zu erzeugen, die Octan mit einer
Regioselektivitit von 66% zu 2-Octanol umsetzte. In weiterfilhrenden Studien wurde die
P450-BM3-Variante 1-12G erzeugt, die neben Octan auch weitere lineare Alkane (Cs-Cio) mit
einer Regioselektivitit von 76-86% zu den entsprechenden 2-Alkoholen oxidierte (Peters et al.
2003). P450-BM3 1-12G katalysierte die subterminale Hydroxylierung von Octan mit einer
Regioselektivitit von 82% an der C2-Position, wobei bevorzugt (R)-2-Octanol (39% ee)

gebildet wurde. Arbeiten in unserer Gruppe zeigten, dass bereits durch das gezielte Einfligen
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von zwei Punktmutationen (F87V/A328F) eine P450-BM3-Variante entwickelt werden konnte,
die in der Lage war, Octan mit einer Regioselektivitdt von 92% zu (R)-2-Octanol (46% ee)
umzusetzen (Weber ef al. 2011). Hierbei zeigte sich, dass in der subterminalen Hydroxylierung
linearer Alkane neben der Regioselektivitit die Stereoselektivitét eine weitere Herausforderung
darstellt. Die momentan selektivste P450 zur subterminalen Hydroxylierung von Octan ist
P450pyrSM1, eine Sechsfachmutante von CYP153A7 (P450pyr) aus Sphingomonas sp.
HXN-200 (Yang et al. 2014). Die durch gerichtete Evolution erhaltene P450pyrSM1 katalysiert
die Umsetzung von Octan zu (5)-2-Octanol mit einer Regioselektivitit von 99% und einer
exzellenten Stereoselektivitit von 98% ee. Als bisher einzige natiirliche P450, die die
subterminale Hydroxylierung verschiedener linearer Alkane mit hoher Regioselektivitit in
Kombination mit einer hohen Stereospezifitit katalysiert (C7-Cio), wurde in unserer Gruppe
CYP154A8 aus Nocardia farcinica identifiziert (von Biihler ef al. 2013). In in-vitro-Systemen
konnte CYP154A8 zur Herstellung chiraler (S)-2-Alkohole ausgehend von linearen Alkanen
(C7-Cio) eingesetzt werden. Ausgehend von Octan konnten bei einer Regioselektivitit von 98%,
2,2 mM (S)-2-Octanol mit 91% ee produziert werden (von Biihler und Urlacher 2014). Die
hohe Regio- und Stereoselektivitdt, gepaart mit einer hohen Produktivitit in Verbindung mit
heterologen Redoxpartnerproteinen, machen CYP154A8 zu einer vielversprechenden P450 fiir

die Entwicklung von Alkan-hydroxylierenden Ganzzellbiokatalysatoren.

1.5.4. P450-Ganzzellbiokatalysatoren zur Hydroxylierung von linearen Alkanen

Auch in der P450-katalysierten Hydroxylierung linearer Alkane werden infolge der
Abhéngigkeit von Kofaktoren und Redoxpartnerproteinen sowie der Instabilitit einiger
Enzyme in in-vivo-Systemen hiufig Ganzzellbiokatalysatoren verwendet (Soussan ef al. 2016).
CYPI53A aus Acinetobacter sp. war eine der erste P450, die nach Expression mit ihren
natiirlichen Redoxpartnern in E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren zur terminalen Hydroxylierung
von n-Heptan, n-Octan und n-Nonan eingesetzt wurde (Fujii ef al. 2006). Unter Verwendung
der E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren gelang es Fujii und Kollegen 1,2 g/l 1-Heptanol, 2,3 g/l
1-Octanol bzw. 0,6 g/l 1-Nonanol zu produzieren. Die bisher hochsten Konzentrationen an
1-Octanol, 6,5 g/l bzw. 8,8 g/l 1-Octanol wurden durch E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren mit
CYPI153A6 aus Mycobacterium sp. HXN-1500 erzielt (Gudiminchi ef al. 2012; Olaofe et al.
2013). Dabei stellte sich heraus, dass die Loslichkeit des Substrats, die Toxizitdt der
eingesetzten Alkane und/oder deren Hydroxylierungsprodukte sowie die ausreichende zellulédre
Kofaktorversorgung einen direkten Einfluss auf die Produktivitdt des Ganzzellbiokatalysators

haben konnen. In Untersuchung von bereits literaturbeschriebenen CYP153 und
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P450-BM3-Varianten mit dem Ziel, eine moglichst ideale Kombination aus Substrat und
Enzym zur Umsetzung von linearen Alkanen und Cycloalkanen (Cs-Cio) zu finden, zeigten
Pennec und Kollegen, dass die Kopplungseffizienz und Stabilitit der eingesetzten P450
mindestens genauso wichtig sein konnen wie die Loslichkeit des Substrats und die
physiologischen Eigenschaften des Wirtsstamms (Pennec et al. 2015).

Aufgrund der Toxizitdit einiger Alkane wund Alkohole fiir E. coli-basierte
Ganzzellbiokatalysatoren wird die Anwendung alternativer Wirtsstimme wie einige
Pseudomonaden, die eine hohere Toleranz gegeniiber organischen Losungsmitteln aufweisen,
auch fiir die Entwicklung von Ganzzellbiokatalysatoren zur Umsetzung von Alkanen als eine
vielversprechende Alternative diskutiert (Soussan et al. 2016). In der Oxidation von
Cyclohexan zu Cyclohexnol zeigten Julsing und Kollegen kiirzlich, dass hierbei insbesondere
eine Kombination aus einem leistungsfdhigen Biokatalysator und einem angepassten
Reaktions- oder Reaktordesigns dazu beitragen kann, kritische Faktoren wie Toxizitét,

Fliichtigkeit und geringe Loslichkeit zu iiberwinden (Karande ef al. 2016).

1.6. Alkoholdehydrogenasen

1.6.1. Eigenschaften und Verwendung

Alkoholdehydrogenasen (ADHs) gehdren ebenfalls wie P450 zur Enzymklasse der
Oxidoreduktasen (EC 1.1.1.-.). Sie katalysieren die reversible Reduktion von Ketonen und
Aldehyden zu sekunddren oder primidren Alkoholen durch einen Hydridionentransfer unter

Oxidation von NAD(P)H zu NAD(P)" (Schema 2).

0 Red. OH
Jl + NAD(PH +H —= |+ NADP)
R™ "R Ox. R™ "R

Schema 2. Reduktion von Ketonen/Aldehyden und Oxidation von  Alkoholen durch
Alkoholdehydrogenasen.

Neben einigen R-selektiven ADHs, beispielsweise aus Leifsonia sp., Lactobacillus kefir,
Lactobacillus brevis oder Pseudomonas fluorescens (Hildebrandt ef al. 2002; Hummel 1997;
Inoue et al. 2005; Weckbecker und Hummel 2006), sind ebenfalls S-selektive ADHs wie
beispielsweise aus Rhodococcus erythropolis oder Rhodococcus ruber bekannt (Abokitse und
Hummel 2003). ADHs sind aufgrund ihrer hohen Enantioselektivitdt fiir die Synthese von
chiralen Alkoholen ausgehend von prochiralen Ketonen interessant (Goldberg et al. 2007).
Auch die umgekehrte Reaktion, die Oxidation eines sekundéren Alkohols zur Synthese eines

Ketons, ist moglich, jedoch aufgrund der Zerstorung des Sterecozentrums oft weniger
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interessant. Dariiber hinaus ermoglicht die hohe Enantioselektivitit den Einsatz von ADHs in
der kinetischen Spaltung eines Racemats (Racematspaltung) oder eines nicht-racemischen
Enantiomerengemischs. Dabei wird eines der beiden Enantiomere durch die enantioselektive
ADH zum Keton oxidiert, wihrend das ,,gewiinschte® Enantiomer unverandert bleibt. Wahrend
in der enantioselektiven Reduktion prochiraler Ketone theoretisch eine Ausbeute von 100%
erzielt werden kann, kann in der kinetischen Racematspaltung nur eine Ausbeute von maximal
50% erzielt werden. Dies fiihrt dazu, dass die Reduktion prochiraler Ketone unter dem
Gesichtspunkt der Prozessokonomie héufig die bevorzugte Synthesestrategie zur Herstellung
eines enantiomerenreinen Alkohols darstellt.

Zwei enantiokomplementire ADHs koénnen zur Deracemisierung sekundirer Alkohole
eingesetzt werden (Voss et al. 2008). In der Deracemisierung wird, ausgehend von einem
racemischen Gemisch, eines der beiden Enantiomere zum Keton oxidiert. Aufgrund
unterschiedlicher Kofaktorpriferenz der eingesetzten ADHs kann das gebildete Keton durch
die enantiokomplementdre ADH zum ,,gewiinschten Enantiomer reduziert und hierdurch

ebenfalls eine Ausbeute von 100% erzielt werden (Abbildung 8).

OH 0] OH
R/a'eTCH3 (®)-ADH R)J\CH3 (5)-ADH R7S"CH;

+ NADP" NADPH NADH NAD"

QH

+ +
OH OH
R™CH; [NADP*-KOR| R®CH; [NADH-KOR| R79°CH,;

Abbildung 8. Deracemisierung eines racemischen Gemischs durch zwei enantiokomplementiire ADHs mit
unterschiedlicher Kofaktorpriferenz. NADP'-KOR: System zur Regenerierung des durch die (R)-selektive
ADH bendtigten NADP*-Kofaktors: NADH-KOR: System zur Regenerierung des durch die (S)-selektive ADH
benotigten NADH-Kofaktors. Angepasst nach Garcia-Urdiales et al. 2012.

Die in dieser Arbeit eingesetzte R-selektive ADH aus Lactobacillus brevis (LB-ADH) zéhlt zu
den kurzkettigen Alkoholdehydrogenasen, ist NADPH-abhiingig und bendtigt Mg?*-Ionen zum
Erhalt der Enzymaktivitidt (Hummel 1997; Niefind ef al. 2003). Des Weiteren wurde in dieser
Arbeit die S-selektive ADH aus Rhodococcus erythropolis (RE-ADH) verwendet. Sie gehort
zu den mittelkettigen, Zink-abhéngigen Alkoholdehydrogenasen und bendtigt NADH als
Kofaktor (Abokitse und Hummel 2003; Hummel 1997). Neben den kurz- und mittelkettigen
Alkoholdehydrogenasen gibt es ebenfalls langkettige, Eisen-abhéingige
Alkoholdehydrogenasen.
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1.6.2. Einsatz von ADH- und P450-ADH-Systemen in der Biokatalyse

In der organischen Synthese wurden ADHs sowohl zur Synthese chiraler Alkohole ausgehend
von prochiralen Ketonen als auch zur Synthese von Aldehyden und Ketonen eingesetzt
(Hollmann et al. 2011b; Hollmann et al. 2011a). Halogenierte chirale Alkohole wie
(8)-2-Chloro-1-phenylethanol sind als Baustein zur Synthese pharmakologisch relevanter
Verbindungen interessant. Zur enantioselektiven Reduktion von (5)-2-Chloro-1-phenylethanol
ausgehend von w-Chloracetophenon konnte die LS-ADH aus Leifsonia sp. eingesetzt werden
(Abbildung 9 A). Die Verwendung der LS-ADH in einem E. coli-Ganzzellbiokatalysator
ermOglichte die Herstellung von 144 g/1 (S)-2-Chloro-1-phenylethanol (Inoue et al. 2005; Itoh
et al. 2012). Im E. coli-Ganzzellbiokatalysator erfolgte die Bereitstellung des NADH sowohl
tiber die gekoppelte Oxidation von Isopropanol zu Aceton als auch liber den Zellmetabolismus.
Bisogno und Kollegen setzten zur Herstellung von weiteren halogenierten chiralen Alkoholen
sowohl die LB-ADH als auch ADH-A aus R. ruber ein (Bisogno et al. 2009). Durch die
Kombination aus einer enantioselektiven Reduktion des halogenierten Ketons mit einer
Racematspaltung gelang es ihnen, die gleichzeitige Synthese von zwei chiralen Alkoholen zu
ermdglichen. Neben halogenierten chiralen Alkoholen konnte so enantiomerenreines

(5)-2-Octanol produziert werden (Abbildung 9 B).

NADH NAD' NADPH NADP' R

OH +
LB-ADH \H/S\ \9)J\

Abbildung 9. Herstellung von (S)-2-Chloro-1-phenylethanol (A) sowie weiteren halogenierten chiralen
Alkoholen und ($)-2-Octanol (B) durch gekoppelte Oxidations-Reduktions-Reaktion mit ADH-Systemen.

A
0

O)&Cls QNOK X m
X B NS §

LS-ADH

Neben vielen weiteren chiralen Alkoholen konnten (5)-2-Octanol bzw. (R)-2-Octanol ebenfalls
durch die enantioselektive Reduktion von 2-Octanon mit RE-ADH bzw. LB-ADH hergestellt
werden (Hummel et al. 2003; Leuchs und Greiner 2011). Kohlmann und Kollegen gelang es
durch den FEinsatz der LB-ADH in einem Membranreaktor in Kombination mit einer
Festphasenextraktion 9,4 g/l pro Tag (R)-2-Octanol zu produzieren (Kohlmann et al. 2011).

Auch die Deracemisierung durch zwei enantiokomplementire ADHs mit unterschiedlicher
Kofaktorpriaferenz konnte zur Herstellung enantiomerenreiner Alkohole eingesetzt werden.
Paul und Kollegen gelang es hierbei einen E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren mit der ADH-A

aus R. ruber in Kombination mit der LB-ADH aus L. brevis einzusetzen (Paul et al. 2013).
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Des Weiteren konnen ADHs in Kombination mit P450 zur Herstellung von Ketonen ausgehend
von inerten Alkanen angewendet werden. Miiller und Kollegen entwickelten beispielsweise
eine in vitro P450-ADH-Kaskade zur Oxidation von Heptan zu Heptanonen (Miiller et al.
2013). Dabei katalysiert eine sowohl NADH- als auch NADPH-abhéngige P450-BM3-Variante
die Hydroxylierung des Heptans zu (S/R)-Heptanolen (1-, 2-, 3- oder 4-Heptanol). In einem
gekoppelten Oxidationsschritt wird dabei durch die Verwendung der S-selektiven und
NAD(H)-abhingigen RE-ADH das in der P450-katalysierten Oxidation entstandene NAD" zur
Oxidation der gebildeten (S)-Heptanole zu Heptanonen verwendet. Gleichzeitig wird der fiir
die P450-Reaktion bendtigte NADH-Kofaktor regeneriert (Abbildung 10). Neben den
Heptanolen wurden ebenfalls enantiomerenreine (R)-Heptanole erhalten. In nachfolgenden
Studien verwendeten Miiller und Kollegen P450-ADH-Kaskaden in Ganzzellbiokatalysatoren.
Unter optimierten Bedingungen konnten durch den E. coli-Ganzzellbiokatalysator 5,7 mM
Heptanone und (R)-Heptanole gebildet werden (Miiller et al. 2014). Die Verwendung der
LB-ADH anstelle der RE-ADH ermdglichte die Herstellung von Heptanonen und einer
geringen Menge an (S)-Heptanolen. Durch die Koexpression der NAD(P)H-abhingigen
P450-BM3-Variante mit RE-ADH und LB-ADH in FE. coli konnten die gebildeten
(S/R)-Heptanole vollstindig zu den entsprechenden Heptanonen umgesetzt werden (Miiller et

al. 2014).

P450-BM3 OH N iH
NN~ - A, ,
n-Heptan A R R R R
NADH NAD" (S)-Heptanole (R)-Heptanole
0]
PIg . N |
R R’ RE-ADH

n-Heptanone

Abbildung 10. P450-ADH-Kaskade zur Herstellung von Heptanonen und (R)-Heptanolen. Eingesetzt wurde
eine NADH-abhéngige P450-BM3-Variante zur Oxidation von Heptan. Die NAD(H)-anhidngige RE-ADH
katalysiert die enantioselektive Oxidation der gebildeten S-Heptanole zu den entsprechenden Heptanonen unter
Regenerierung von NADH (Miiller et al. 2014).
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1.7. Zielsetzung

Einige P. putida-Stimme sind aufgrund ihrer hohen Robustheit gegeniiber organischen
Losungsmitteln interessante Kandidaten fiir die Entwicklung von Ganzzellbiokatalysatoren.

In der vorliegenden Dissertation sollten P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur
P450-katalysierten Synthese oxyfunktionalisierter Molekiile eingesetzt werden.

Dabei sollte die Eignung von P. putida DSM 12264 als Wirt fiir die P450-basierte
Ganzzellbiokatalyse unter Verwendung verschiedener Substratgruppen und bakterieller
P450-Systeme untersucht werden. Als Substrate sollten das monocyclischen Monoterpen
R-(+)-Limonen, das bicyclische Monoterpenoid (+)-Campher und die linearen Alkane Heptan,
Octan und Nonan eingesetzt werden. Zur Entwicklung und Anwendung der entsprechenden

P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren sollten folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt werden.

(1)  Entwicklung und Etablierung eines modular einsetzbaren Baukastens, der auf der
Basis kompatibler Expressionsplasmide die Koexpression von P450 mit weiteren
Enzymen in P. putida ermdglicht.

(2)  Entwicklung und Optimierung eines P. putida-Ganzzellbiokatalysators zur
selektiven Oxidation von R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol unter Verwendung
einer selektiven P450-BM3-Variante. In diesem Zusammenhang sollte ein
Knockoutstamm von P. putida DSM 12264 erzeugt werden, der keine Aktivitét
gegeniiber R-(+)-Limonen aufweist.

(3)  Entwicklung und Optimierung eines P. putida-Ganzzellbiokatalysators zur
P450cam-katalysierten Umsetzung von (+)-Campher zu 5-exo-Hydroxycampher.

4) Entwicklung und Optimierung eines P. putida-Ganzzellbiokatalysators zur
CYPI154A8-katalysierten regio- und stereoselektiven Hydroxylierung linearer
Alkane zu chiralen Alkoholen. In weiterfilhrenden Studien sollten hierbei
P450-ADH-Kaskaden entwickelt werden, die die Herstellung enantiomerenreiner

Alkohole bzw. Ketone durch den P. putida-Ganzzellbiokatalysator ermoglichen.

Uber die Diversitit der verwendeten Substrate und P450-Systeme sollte die Vielseitigkeit des
P. putida-Ganzzellbiokatalysators untersucht werden. Die Auswertung der auftretenden
Limitierungen und der eingesetzten Optimierungsstrategien sollten Aufschluss tiber die
Eignung l6sungsmitteltoleranter P. putida-Stimme als Ganzzellbiokatalysatoren fiir die

P450-katalysierte Oxidation ermdglichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien, Puffer und Enzyme

Alle Chemikalien, Puffer und Enzyme wurden, sofern nicht anders angegeben, von AppliChem,
Carl Roth, New England Biolabs, Sigma-Aldrich, Thermo Scientific, VWR, oder Merck
bezogen. Die zur Umsetzung und Analyse eingesetzten Chemikalien wurden in hoher Reinheit

(>99%) verwendet.

2.2. Oligonukleotide, Plasmide und Bakterienstimme

Tabelle 1. Ubersicht der zur Amplifikation von DNA verwendeten Oligonukleotide (Primer). Die
eingesetzten Oligonukleotide wurden iiber die Firma MWG-Biotech bezogen.

Abk. Name Sequenz (5°-3")

Assemblierungsprimer

Al up-cym-F TTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTC
TGTGACTGGTGAGTCCAGCCGTAGCCCACGATCGC
C

A2 up-cym-Gm-R CTCCCTGCGTCCGCTGATGGCCGGCAGCAGCCCGT
CGTTGCCTGATGGATGGACGGAGGTACCGTCCCTG
CG

A3 dw-cym-Gm-F GCTGGCCGTGCATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATG
GCGGCCTGAAGCCATAGAGGTACGGCTCTGCTAGC
TCG

A4 dw-cym-R CCAATAACTGCCTTAAAAAAATTACGCCCCGCCCT
GCCACTCATCGCAGTACCGTCATCCAAGACGATGC
TGTG

A5 Gm-F CCTAGCACACGGAGTGGGTCTCGTGCCTCGCAGGG
ACGGTACCTCCGTCCATCCATCAGGCAACGACGGG
CTGC

A6 Gm-R GATTTACAACCGGATCCCTCACTAATTTCGAGCTA
GCAGAGCCGTACCTCTATGGCTTCAGGCCGCCATC
CAC

A7 cymD-F GGTCGTAATGAACAATTCTTAAGAGTACTTTTGGA
AGGAGATATATCTAGAATGAAAAAAACAATATAC
AGCTTAAGTGCC

A8 cymD-R GGAGTCCAAGACTAGTCCGTTTAAACCTAGAAACT
CTTGGTATAGGAAATCG

A9 AIKL-F GGTCGTAATGAACAATTCTTAAGAGTACTTTTGGG
TTTAAGGAGATATATCTAGAATGAATCCGCCTATC
CTGAAAAAACTG
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Fortsetzung der Tabelle 1

Abk. Name Sequenz (5°-3")

Al10 AlkKL-R CAACAGGAGTCCAAGACTAGTCCGTTTAAACTTAG
AATTTATAGCTGGCACCCAGG

All GDH-F GGTCGTAATGAACAATTCTTAAGAGTACTTTTGGG
TTTAAGGAGATATACTCGAGATGTATACAGATTTA
AAAGATAAAGTAGTAGTTG

Al2 GDH-R GGCGGATTCATTCTAGATATATCTCCTTGGTACCG
AGCTCTTAACCTCTTCCCGCTTGGAAAG

Al3 GLF-F GGTACCGTCGACAAGGAGATATATCTAGAATGAGT
TCTGAAAGTAGTCAGGGTCTAG

Al4 GLF-R CTATCAACAGGAGTCCAAGACTAGTCCGTTTGAGC
TCGTCGACCTACTTCTGGGAGCGCCACATC

Al5 GIdA-F GGTCGTAATGAACAATTCTTAAGAGTACTTTTGGG
TTTAAGGAGATATATCTAGAATGGACCGCATTATT
CAATCACC

Al6 GIldA-R CAACAGGAGTCCAAGACTAGTCCGTTTAAACTTAT
TCCCACTCTTGCAGGAAAC

Al7 RE-F CTGGTCGTAATGAACAATTCTTAAGAGTACTTTTG
GGTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAGGCAATCC
AGTACACGAGAATCG

Al8 RE-R CATTACTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGACTAG
TCCGTTTAAACTTACAGACCAGGGACCACAACCGC
ACG

Al19 LB-F CTGGTCGTAATGAACAATTCTTAAGAGTACTTTTG
GGTTTAAGAAGGAGATATAGATATGTCTAACCGTT
TGGATGGTAAGGTAGC

A20 LB-R CATTACTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGACTAG
TCCGTTTAAACTCATTGAGCAGTGTAGCCACCGTC
AACTAC

A21 A8-F CTGGTCGTAATGAACAATTCTTAAGAGTACTTTTG
GGTTTAAGAAGGAGATATACATATGGAGTCAACCC
AGATGCCGCTCGTG

A22 A8camAB-R CACTACTTTAGACATAAGACCTCCTATAAACTAGT
GAATTCCTACTCCGCCGTCAGGTACACCGGCAG

A23 A8YF-R CATATGTAATCAAGGCTTTAGCCATGGAAGACCTC
CTATAAACTAGTGAATTCCTACTCCGCCGTCAGGT
ACACCGGCAG

A24 YF-F GAATTCACTAGTTTATAGGAGGTCTTCCATGGCTA
AAGCCTTGATTACATATG
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Fortsetzung der Tabelle 1

Abk. Name Sequenz (5°-3")

A25 YF-R CACTGCTTCCGGTAGTCAATAAACCGGTAAGCTTG
GGGTTTCTCGAGGAGCTCGGATCCTTACCAGTAAT
GCTCCGCTG

A26 camAB-F GAATTCACTAGTTTATAGGAGGTCTTATGTCTAAA
GTAG

A27 camAB-R CACTGCTTCCGGTAGTCAATAAACCGGTAAGCTTG

GGGTTTGAATTCGAGCTCATGTTTGACAGCTTATTC
TAG

Amplifizierungsprimer

B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8

B9

B10

Bl11

B12
B13
B14
B15

cym-Gm-F
cym-Gm-R
cym-check-F
cym-check-R
GmR-check-F
cym-F

cym-R
rhaRSP-F

rhaRSP-R

rhaRSP2-F

rhaRSP2-R

Xbal-BM3-F
BsrGI-BM3-R
Ndel-Cam-F
Sacl-Cam-R

CGTAGCCCACGATCGCCACATTTCC
TCCAAGACGATGCTGTGCGCCTGAG
CGTTTGTGCTGCTCGCAGAGCTAC

CAAGCTGGCGACCGTCATCCAAG
GGCTTACGTTCTGCCCAGGTTTGAG
GATACTCCAGATCAGCCGATCAGTG
GCCCGATCCAGATAAGCGGAAACC

TGCATGCATGCAAAAAGTACTTTTTTAATCTTTCTG
CGAATTGAGATGACGCCAC

CCCAAGCTTGGGGTTTAAACCCAAAAGTACTCTTA
AGAATTGTTCATTACGACCAGTCTAAAAAGC

CCTTAATTAAGGAGTACTTTTTTAATCTTTCTGCGA
ATTGAGATGACGCCAC

GGACTAGTCCGTTTAAACCCAAAAGTACTCTTAAG
AATTGTTCATTACGACCAGTCTAAAAAGC

CCAGTCTAGAATGACAATTAAAGAAATGC
CAGTGTGTACATTACCCAGCCCACAC
GACGAGCTCCATATGACGACTGAAACC

TTTGAGCTCATGTTTGACAGCTTATTCTAGACTGCA
TTCAGG

Punktmutationsprimer

Pl

P2

BM3-A264V-F

BM3-A264V-R

CAAATTATTACATTCTTAATTGTGGGACACGAAAC
AACAAG

CTTGTTGTTTCGTGTCCCACAATTAAGAATGTAATA
ATTTG
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Fortsetzung der Tabelle 1

Abk. Name Sequenz (5°-3")
P3 BM3-A328V-F  GCTGCGCTTATGGCCAACTGTTCCTGCGTTTTCCCT
ATATGC
P4 BM3-A328V-R  GCATATAGGGAAAACGCAGGAACAGTTGGCCATA
AGCGCAGC
P5 BM3-1L437-F GCTGGATATTAAAGAAACTTTTACGTTAAAACCTG
AAGGC
P6 BM3-L437-R GCCTTCAGGTTTTAACGTAAAAGTTTCTTTAATATC
CAGC
P7 BM3-1401P-F GTCAGCGTGCGTGTCCCGGTCAGCAGTTCGC
P8 BM3-1401P-R GCGAACTGCTGACCGGGACACGCACGCTGAC
Sequenzierungsprimer
S1 Del-cym-sl GGTAGGTCAGCACATTCAG
S2 Del-cym-s2 CCATACTTGAGCCACCTAAC
S3 Del-cym-s3 GATATCGACCCAAGTACCG
S4 Del-cym-s4 CCAACGATCGCTAGTGAC
Tabelle 2. Ubersicht der verwendeten Plasmide.
Plasmid relevante Eigenschaften  Resistenz =~ Referenz/Quelle
p4782.1 pBR322, rhaR rhaS KmR AG Altenbuchner
rhaPsap, mob, egfp, malE
p4782.1 BM3 p4782.1 :: bm3 aus dem Institut
p4782.1 BM3-VVF p4782.1 :: bm3-VVF Km® diese Arbeit
p4782.1 BM3-VVPF p4782.1 :: bm3-VVPF KmR diese Arbeit
p4782.1 P450camPP p4782.1 :: p450cam, pdx, ~ Km® diese Arbeit
pdr
pET28a(+) pBR322, T7lac Km® Novagen
pET28a(+) BM3 pET28a(+) :: bm3 Km® (Weber et al.
2011)
pET28a(+) BM3-VVF pET28a(+) .- bm3-VVF Km® diese Arbeit
pleM1 pBR322, rhaR, rhaS KmR® (Jeske und
rhaPsap, egfp, mob Altenbuchner
2010)
pJeMl-a pBR322, rhaR, rhaS KmR diese Arbeit
rhaPgap, mob
pJeM1-a ASPP pleMl-a :: cypl 5448 Km® diese Arbeit

camAB
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Fortsetzung der Tabelle 2

Plasmid relevante Eigenschaften  Resistenz ~ Referenz/Quelle
pJeMl-a ASYF pleMl-a :: cypl5448 Km® diese Arbeit
vkuN fdr
pSEVA247C pRO1600/ColE1, cfp Km® (Silva-Rocha et
al. 2013)
pSEVA438 pBBR1, xyIS-Pm Sm®/SpR  (Silva-Rocha et
al. 2013)
pSEVA44rha pRO1600/ColE1, rhaR Sm®/SpR?  diese Arbeit
rhaS rhaPgap
pSEVA44rha LB pSEVA44rha :: Ib-adh Sm®/SpR?  diese Arbeit
pSEVA44rha RE pSEVA44rha :: re-adh Sm®/SpR?  diese Arbeit
pSEVA227R RK2, mcherry Km® (Silva-Rocha et
al. 2013)
pSEVA42rha RK2, rhaR, rha$, SmP/SpR  diese Arbeit
rhaPsap
pSEVA42rha GDH-GLF  pSEVA42rha :: gdh, glf ~ Sm®/Sp®  diese Arbeit
pSEVA42rha GDH pSEVA42rha :: gdh SmP/SpR  diese Arbeit
pSEVA42rha GIldA pSEVA42rha :: gldA Sm®/SpR?  diese Arbeit
pSEVA42rha AIKL pSEVA42rha :: alkL Sm®/SpR  diese Arbeit
pSEVA42rha CymD pSEVA42rha :: cymD Sm®/Sp®?  diese Arbeit
pCOLA YkuN-FdR ColA, T7lac, ykuN fdr Km® (Hernandez-
(MCS-1) Martin et al.
2014)
pET-154A8 pBR322 , T7lac, Km® (von Biihler et al.
cyp15448 2013)
pT7NS camAB pBR322, T7lac, camAB ApR (Girhard et al.
2009)
pETDuet-1 GDH ColE1, T7lac, gdh ApR DFI
pZY507 GLF p15A, Prac, lacl, glf CmR DFI, (Weisser et
al. 1995)
pWKR202 Gm Cm®, Km®, Gm® (Drepper 2003)
pSUP202 pBR325, mob ApX, (Simon et al.
Cm®, TR 1983)
pSUP202 Acym::aac pSUP202 :: Acym::aac Gm®, TcR  diese Arbeit
pUCPK18-RedS gam, bet, exo, araC, sacB  Apt (Lesic und
Rahme 2008)
pCWOri/101:Pdx:PdR p450cam, pdx, pdr Km® (Kim und Ortiz

de Montellano
2009)
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Tabelle 3. Ubersicht der verwendeten Bakterienstimme.

Stamm Genotyp Quelle
P. putida DSM 12264 Wildtyp DMSZ
P. putida DSM 12264 Acym::aac Acym::aac diese Arbeit
E. coli DHS5a F ®80/acZAM15 A(lacZY A-argF) U169 Invitrogen
recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) gal” phoA
supE44 A thi'1 gyrA96 relAl
E. coli F~ ompT hsdSs(rs-, ms-) gal dem (DE3) Invitrogen
BL21(DE3)

E. coli IM109

endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (rk-, mk+) Promega
relAl supE44 A(lac-proAB) [F’ traD36
proAB lacl"ZAM15]

Tabelle 4. Ubersicht der erzeugten Ganzzellbiokatalysatoren.

Abk. Eigenschaften

BM3-VVF P. putida Acym p4782.1 BM3-VVF

BM3-VVPF P. putida Acym p4782.1 BM3-VVPF
BM3-VVF* P. putida Acym p4782.1 BM3-VVF pSEVA42rha

BM3-VVF/CymD
BM3-VVF/AIKL
BM3-VVF/GDH
BM3-VVF/GDH/GLF

P. putida Acym p4782.1 BM3-VVF pSEVA42rha CymD

P. putida Acym p4782.1 BM3-VVF pSEVA42rha AlkL

P. putida Acym p4782.1 BM3-VVF pSEVA42rha GDH

P. putida Acym p4782.1 BM3-VVF pSEVA42rha GDH-GLF

P450camPP
P450camPP*
P450camPP/GIdA
P450camPP/GDH

P. putida DSM 12264 p4782.1 P450camPP

P. putida DSM 12264 p4782.1 P450camPP pSEV A42rha

P. putida DSM 12264 p4782.1 P450camPP pSEV A42rha GIdA
P. putida DSM 12264 p4782.1 P450camPP pSEV A42rha GDH

P450camPP/GDH/GLF P. putida DSM 12264 p4782.1 P450camPP pSEVA42rha GDH-GLF

AS8PP (P. putida)
A8PP*
A8PP/GDH
A8PP*
AS8PP/LB
A8YF*
AS8YF/LB
AS8PP/RE

A8PP (E. coli)

P. putida DSM 12264 pJeM1-a ASPP

P. putida DSM 12264 pJeM1-a ASPP pSEVA42rha

P. putida DSM 12264 pJeM1-a ASPP pSEVA42rha GDH
P. putida DSM 12264 pJeM1-a A8PP pSEV A44rha

P. putida DSM 12264 pJeM1-a ASPP pSEVA44rha LB
P. putida DSM 12264 pJeM1-a A8YF pSEVA44rha

P. putida DSM 12264 pJeM1-a ASYF pSEVA44rha LB
P. putida DSM 12264 pJeM1-a ASPP pSEV A44rha RE
E. coli IM109 pJeM1-a ASPP

*Die Information iiber das
Abbildungs- oder Tabellenb

in einem Ganzzellbiokatalysator zusitzlich vorliegende Leerplasmid wird in der
eschriftung gegeben.
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2.3. Medien, Puffer und Losungen

2.3.1. Medien

Alle Medien, die zur Kultivierung von Bakterienstimmen verwendet wurden, wurden vor ihrer
Verwendung autoklaviert oder steril filtriert. Zur Selektion auf Antibiotikaresistenz wurde ein

entsprechendes Antibiotikum zugesetzt (Tabelle 5).

Tabelle 5. Verwendete Antibiotikakonzentrationen in Fest- und Fliissigmedien.

Antibiotikum Konzentration (pg/ml)
E. coli P. putida

Ampicillin 100 -
Chloramphenicol 10 25
Gentamycin 25 25
Kanamycin 30 30
Streptomycin 100 200
Tetracyclin 34 -

LB (Luria-Bertani)-Medium (Bertani 1951)

NaCl 35¢g
Pepton 70 g
Hefeextrakt 35¢g
ad 700 ml mit ddH20

Zur Herstellung von LB-Festmedium wurden zusitzlich 11,2 g Agar pro 700 ml zugesetzt.

TB (Terrific Broth)-Medium Phosphatpuffer (10x), pH 7,0
Pepton 12,0 g KH2PO4 23,6 ¢
Hefeextrakt 240¢g K2HPO4 1643 ¢
Glycerol (87%) 4,0 ml ad 1000 ml mit ddH20

ad 900 ml mit ddH20

Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe von 100 ml autoklaviertem Phosphatpuffer (10x),
pH 7,0.

2YT-Medium
Hefeextrakt 10g
Pepton l6¢g
NaCl 5¢g

ad 1000 ml mit ddH20, pH 7,0
Zur Herstellung von 2YT-Festmedium wurde zusatzlich 16 g Agar pro 1000 ml zugesetzt.
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E2-Medium
NHa4Cl

Na:HPO4
KH2POs x 3 H20
K2HPO4
Glycerol

*MgSO4 (100 mM) 10 ml/l
*MT 1 ml/l

ad 1000 ml mit ddH20

091¢g
24¢
75¢g
37¢
46¢

MT Spurenelement-Losung (MT)

FeSO4 x 7 H20 2,78 g
CoSO4 x 7 H20 28lg
ZnS04 x 7 H20 0,29 g
CaCl2 x 2 H20 1,47 g
CuCl2 x 2 H20 0,17 g
MnCl2 x 4 H20 1,98 g

ad 1000 ml 1 M HC1

*MT Spurenelement-Lésung und MgSO4-Losung wurden dem E2-Medium nach dem

Autoklavieren zugegeben. Zur Herstellung von E2-Festmedium wurden 11,2 g Agar pro 700 ml

zugesetzt.

2.3.2.  Puffer und Losungen

Tfbl-Puffer
Kaliumacetat
RbCl

CaClz

MnCl: x 4 H20
Glycerol (87%)

ad 200 ml mit ddH2O, pH 5,8 mit Essigsdure

TAE-Puffer (50x)
EDTA (0,5 M, pH 8,0)
Essigsdure

Tris

ad 1000 ml mit ddH20

Farbelosung

Methanol

Essigsdure

Coomassie Brilliant Blue

ad 1000 ml mit ddH20

0,59 g
242 ¢
0,29 g
20¢g

30 ml

100 ml
57,1 ml
242 g

300 ml
100 ml
25¢g

TtbII-Puffer

MOPS 021¢g
RbCl 0,12 ¢g
CaClz 1,10 g
Glycerol (87%) 15 ml

ad 100 ml mit ddH:20, pH 6,5 mit NaOH

DNA-Probenpuffer

Saccharose 20¢g
Orange G 10 mg
ad 5 ml ddH20
Entfirbelosung

Methanol 300 ml
Essigsédure 100 ml

ad 1000 ml mit ddH20
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Lower-Tris-Puffer Upper-Tris-Puffer

Tris 365¢ Tris 6,0g

SDS 0,8¢g SDS 0,4¢g

ad 200 ml mit ddH20, pH 8,5 mit HCI ad 100 ml mit ddH20, pH 6,8 mit HCI
Trenngel (12,5%) Sammelgel (4%)

Lower-Tris-Puffer 2,00 ml Upper-Tris-Puffer 1,00 ml

ddH20 2,67 ml ddH20 2,47 ml
Rotiphorese Gel 30 3,33 ml Rotiphorese Gel 30 0,52 ml

10% APS in ddH20 40 pl 10% APS in ddH20 40 pl

TEMED 4 pul TEMED 4 ul

Laufpuffer (5x) fiir SDS-PAGE

Tris 30g
Glycin 144 ¢
SDS 10g
ad 2 1 mit ddH20

SDS-Probenpuffer (2x)

1 M Tris/ HCI-Losung, pH 6,8 2 ml
MgCl2 190 mg
Glycerol 2 ml
SDS 0,8¢g
Bromphenolblau 2 mg
DTT 200 mM

ad 20 ml mit ddH20
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2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1. Isolation von Plasmid-DNA
Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte nach Transformation von E. coli DH5a-Zellen aus

einer Ubernachtkultur (s. Kapitel 2.5.3). Hierzu wurde nach Herstellerangaben das ZR Plasmid
Miniprep™ Classic oder Zyppy™ Plasmid Midiprep Kit der Firma Zymo Research verwendet.

2.4.2. Isolation von genomischer DNA
Die Isolation genomischer DNA (gDNA) von P. putida DSM 12264 oder E. coli mit Hilfe des
ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ Kit der Firma Zymo Research erfolgte nach

Herstellerangaben.

2.4.3. Polymerasekettenreaktion zur Amplifikation von DNA

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte durch Polymerasekettenreaktion (engl.
polymerase chain reaction, PCR) mit Hilfe von selektiven Primern (Tabelle 1). Als
DNA-Matrize wurde Plasmid-DNA oder genomische DNA eingesetzt. Amplifizierte
DNA-Fragmente wurden anschlieBend zur Subklonierung (s. Kapitel 2.4.11) oder
Sequenzierung (s. Kapitel 2.4.10) eingesetzt.

PCR-Ansatz

DNA-Matrize 50-500 ng
5’-Primer (10 pmol/pl) 1 ul
3’-Primer (10 pmol/pl) 1 ul
Phusion Puffer (5x) 10 pl
dNTP (10 mM)* Sul
Phusion Polymerase (2 U/ pul) 0,5 ul

ad 50 pl mit ddH20

*enthélt jeweils 2,5 mM dATP, dCTP, dGTP bzw. dTTP

Die PCR wurde in einem Thermocycler iiber ein Temperaturprogramm durchgefiihrt:

1. Initiale Denaturierung 98°C 2 min

2. Denaturierung 98°C 10 sek

3. Anlagerung der Primer Tm+ 3°C 30 sek

4. Elongation 72°C 30 sek/kb
Wiederholung der Schritte 2. — 4. 35x

5. abschlieBende Elongation 72°C 5 min
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2.4.4. Einfiigen von Punktmutationen durch Polymerasekettenreaktion

Das Einfligen von Punktmutationen erfolgte ebenfalls per PCR (s. Kapitel 2.4.3). Hierzu
wurden zwei komplementdre Punktmutationsprimer (Tabelle 1) verwendet, die mittig den
gewiinschten Basenaustausch enthielten. Als Matrize wurde Plasmid-DNA, die das zu
modifizierende Gen trigt, eingesetzt. Nach erfolgter PCR wurden dem Reaktionsansatz 2 pl
des Restriktionsenzyms Dpnl (20 U/ul) zugesetzt. Der Reaktionsansatz wurde fiir zundchst 1 h
bei 37°C und anschlieBend fiir 20 min bei 80°C inkubiert. Im Anschluss wurden 4 ul des
Reaktionsansatzes zur Transformation von 50 ul kompetenten E. coli DH5a-Zellen verwendet
(s. Kapitel 2.5.3) und nach Isolation der Plasmid-DNA (s. Kapitel 2.4.1) die erfolgte
Punktmutation iiberpriift (s. Kapitel 2.4.10).

2.4.5. Auftrennung von DNA durch Agarosegelelektrophorese

Zu analytischen bzw. priparativen Zwecken wurde DNA entsprechend ihrer Groe durch
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Hierzu wurde ein 0,8%tiges Agarosegel in TAE-Puffer
(1x) hergestellt (40 ml bzw. 70 ml), das mit einer 1%igen Ethidiumbromid-Losung (5 pl bzw.
9 ul) versetzt wurde. Als DNA-GroBenstandard wurden 3 pl bzw. 5 pl des DNA-Markers
GeneRuler™ 1kb plus der Firma Thermo Scientific aufgetragen. Vor dem Auftragen auf das
Agarosegel wurden die DNA-Proben mit 1/5 des Probenvolumens an DNA-Probenpuffer
versetzt. Die gelelektrophoretische Auftrennung wurde in 1x TAE-Puffer bei 120V fiir
35-45 min durchgefiihrt. Zur Visualisierung und Quantifizierung der DNA wurden die Proben
unter UV-Licht analysiert. Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte im Vergleich zu dem
eingesetzten DNA-GroBenstandard iiber die Software GeneTools (Syngene).

Zur Isolation von DNA-Fragmenten aus einem praparativen Agarosegel wurde das Genelet
Extraction Kit der Firma Thermo Scientific nach Herstellerangaben verwendet. Im Anschluss
an die Isolation wurde die vorliegende DNA-Konzentration per analytischer

Agarosegelelektrophorese bestimmt.

2.4.6. Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten oder Plasmid-DNA

Im Rahmen der Konstruktion von Expressionsplasmiden (s. Kapitel 2.4.11) wurden
Plasmid-DNA und PCR-Produkte durch Restriktionsenzyme geschnitten. Im Fall der
PCR-Produkte wurden entsprechende Schnittstellen tiber Amplifizierungsprimer (Tabelle 1)
per PCR eingebracht.
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Restriktionsverdau-Ansatz

DNA 1-5 ng
Restriktionsenzym/e 10-20 U
Reaktionspuffer enzymspezifisch

ad 20-50 pl ddH20
Der Reaktionspuffer wurde entsprechend der Herstellerempfehlung gewihlt. Die Restriktion

erfolgte liber 16 h bei 37°C mit anschlieBender thermischer Inaktivierung bei 65°C fiir 10 min
oder 80°C fiir 20 min.

2.4.7. Behandlung von DNA mit alkalischer Phosphatase

Zur Vermeidung einer Religation linearisierter Plasmid-DNA wurden 5'-Phosphatreste durch
eine Behandlung mit alkalischer Phosphatase entfernt. Hierzu wurde die thermosensitive

alkalische Phosphatase, FastAP der Firma Thermo Scientific) verwendet.

DNA l pug
10x FastAP Puffer 2ul
FastAP (1 U/pl) 1 pl
ad 20 pl mit ddH20

2.4.8. Ligation von DNA-Fragmenten durch T4-DNA-Ligase

Im Rahmen der Klonierung von Expressionsplasmiden (s. Kapitel 2.4.11) erfolgte die Ligation
von DNA-Fragmenten mittels der T4-DNA-Ligase (Thermo Scientific). Es wurden 50 ng
linearisiertes Plasmid verwendet. Das einzufiigende DNA-Fragment wurde in einem molaren
Verhiltnis von 3:1 oder 5:1 zum entsprechenden Plasmid eingesetzt. Die Ligation erfolgte {iber
2,5 h oder 16 h bei 22°C. Im Anschluss erfolgte eine thermische Inaktivierung bei 65°C fiir 10
min. Zur Transformation chemisch-kompetenter E. coli DH50-Zellen wurden 10 pl

Ligationsansatz verwendet (s. Kapitel 2.5.3).

2.4.9. Assemblierung von DNA-Fragmenten

Die Assemblierung von DNA-Fragmenten (Gibson et al. 2009) wurde im Rahmen der
Klonierung von Expressionsplasmiden eingesetzt (s. Kapitel 2.4.11). Vorteil dieser Methode
im Vergleich zur ,herkdmmlichen* Klonierung iiber diverse Restriktionsenzyme und die
T4-DNA-Ligase ist die Unabhéngigkeit von Restriktionsenzymen, die das zu insertierende
DNA-Fragment und das Plasmid spezifisch schneiden. In der DNA-Assemblierungsreaktion

werden PCR-Produkte eingesetzt, deren DNA-Fragmente iiberlappende Sequenzbereiche zu
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dem 5°- bzw. 3'-Enden des benachbarten DNA-Fragments und/oder des linearisierten Plasmids
besitzen. Die komplementéiren Bereiche werden im Vorfeld im Rahmen einer PCR {iber die
eingesetzten Assemblierungsprimer eingefiigt. Zur Assemblierung von DNA-Fragmenten
wurde zundchst ein 5x isothermaler Reaktionspuffer hergestellt, mit dem der

Assemblierungs-Mix angesetzt wurde. Der Assemblierungs-Mix wurde bei -20°C gelagert.

5x Isothermaler Reaktionspuffer Assemblierungs-Mix

Tris/HC1 (1 M) pH 7,5 3000 pl 5x Isothermaler Reaktionspuffer 320 ul
MgCL (2 M) 150 pl T5-Exonuklease (10 U/pul) 0,64 ul
dGTP (100 mM) 60 pl Phusion-DNA-Polymerase (2 U/ul) 20 pl
dATP (100 mM) 60 pl Taq-DNA-Ligase (40 U/ul) 160 pl
dTTP (100 mM) 60 pl ddH20 699,36 ul
dCTP (100 mM) 60 pl

DTT (1 M) 300 pl

PEG-8000 1,5¢g

NAD" (100 mM) 300 pl

Zur Assemblierung wurden 15 pl Assemblierungs-Mix und insgesamt 5 pl der verschiedenen
DNA-Fragmente (10-100 ng) eingesetzt. Die Assemblierung erfolgte {iber 60 min bei 50°C.
AnschlieBend erfolgte die Transformation von chemisch-kompetenten E. coli DHS5a-Zellen (s.

Kapitel 2.5.3) mit 10 pl des Assemblierungsansatzes.

2.4.10. Uberpriifung von DNA-Sequenzen

Die Uberpriifung von DNA-Sequenzen erfolgte ausgehend von einem PCR-Produkt oder
Plasmid-DNA {iber Sanger Sequenzierung durch die Firma GATC Biotech. Zur Sequenzierung
wurden spezielle Sequenzierungsprimer (Tabelle 1) oder Standardsequenzierungsprimer der

Firma GATC Biotech verwendet.

2.4.11. Klonierung und Konstruktion von Expressionsplasmiden

Zur Klonierung oder Konstruktion von Plasmiden wurden gereinigte DNA-Fragmente (s.
Kapitel 2.4.5) nach PCR (s. Kapitel 2.4.3) oder Restriktionsverdau (s. Kapitel 2.4.6) verwendet.
Die Konstruktion erfolgte iiber Ligation (s. Kapitel 2.4.8) oder DNA-Assemblierung (s. Kapitel
2.4.9). Nach Transformation (s. Kapitel 2.5.3) von kompetenten E. coli DH5a-Zellen und
Vermehrung der Plasmid-DNA (s. Kapitel 2.5.1) wurde die Sequenzidentitdt entsprechender
Konstrukte durch Sequenzierung iiberpriift (s. Kapitel 2.4.10).
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2.4.11.1. Konstruktion von pJeM1-a

Das Expressionsplasmid pJeM1-a wurde durch den Austausch des egfp Gens von pJeM1 (Jeske
und Altenbuchner 2010) gegen die Schnittstelle von Pmel erzeugt. Hierzu wurde durch PCR
(s. Kapitel 2.4.3) das L-Rhamnose-Promotorsystem amplifiziert. Als DNA-Matrize wurde
pJeM1 eingesetzt. Die abwérts des Promotors liegenden Modifikationen (Pmel-Schnittstelle)
und die zum Austausch notwendiger Schnittstellen fiir Nsil und HindlIll wurden iiber die
verwendeten Primer eingefiigt (Tabelle 1, B8/B9). Nach Restriktionsverdau (s. Kapitel 2.4.6)
des PCR-Produkts und pJeM1 durch Nsil und Hindlll wurden Plasmidriickgrat und
DNA-Fragment ligiert (s. Kapitel 2.4.8).

2.4.11.2. Konstruktion von pSEVA42rha und pSEV A44rha

Zur Konstruktion von pSEVA42rha (Anhang, Schema 3) wurden drei DNA-Fragmente ligiert
(s. Kapitel 2.4.8): (1) das L-Rhamnose-Promotorsystem mit der Pmel-Schnittstelle aus pJeM1-a
nach PCR-Amplifikation (Primer: Tabelle 2, B10/B11) und Restriktionsverdau mit Pacl und
Spel, (2) ein DNA-Fragment mit dem Replikationsursprung (RK2) aus pSEVA227R nach
Restriktionsverdau mit Pacl und PshAl und (3) ein DNA-Fragment mit
Antibiotika-Selektionsmarker (Sm®/Sp®) aus pSEVA438 nach Restriktionsverdau mit Spel und
PshAl. Die Klonierung von pSEVA44rha erfolgte in gleicher Weise (Anhang, Schema 4).
Anstelle des DNA-Fragments mit dem Replikationsursprung (RK2) aus pSEVA227R wurde
das DNA-Fragment mit dem Replikationsursprung (pRO1600/ColE1) aus pSEVA247C nach

Restriktionsverdau mit Pacl und PshAl eingesetzt.

2.4.11.3. Klonierung von p4782.1 BM3-VVF und p4782.1 BM3-VVPF

Zur Umsetzung von R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol wurde die P450-BM3-Variante
A264V/A328V/L4A37F (BM3-VVF) gewihlt (Seifert et al. 2011). Nach dem Einfiigen der
entsprechenden Punktmutationen in pET28a(+) BM3 iiber PCR (Tabelle 1, P1-P6) wurde das
Gen der BM3-VVF ausgehend von pET28a(+) BM3-VVF per PCR amplifiziert (Tabelle 1,
B12/B13). Nach Restriktionsverdau des PCR-Produkts und p4782.1 BM3 mit Xbal und BsrGI
wurden Plasmidriickgrat und DNA-Fragment ligiert. Durch das Einfiigen einer weiteren
Punktmutation (I401P) wurde iiber PCR (Tabelle I, P7-P8) die P450-BM3-Variante
A264V/A38V/L437F/1401P (BM3-VVPF) in p4782.1 BM3-VVPF erzeugt. Als DNA-Matrize
wurde p4782.1 BM3-VVF eingesetzt.
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2.4.11.4. Klonierung von p4782.1 P450camPP

Zur Klonierung von p4782.1 P450camPP wurde ausgehend von pCWOri/101:Pdx:PdR das
tricistronische Operon, bestehend aus den Genen der P450cam, Pdx und PdR iiber PCR
amplifiziert (Tabelle 1, B14/B15). Die Ligation erfolgte nach Restriktionsverdau des
PCR-Produkts und p4782.1 durch Ndel und Sacl.

2.4.11.5. Klonierung von pSEVA-basierten Koexpressionsplasmiden

Die Klonierung von Genen in pSEVA44rha oder pSEVA42rha erfolgte iiber
DNA-Assemblierungsreaktionen (s. Kapitel 2.4.9). Hierzu wurden die Gene von CymD, AIkL,
GDH, GLF, GIdA, LB-ADH oder RE-ADH =zunichst durch PCR mit Hilfe von
Assemblierungsprimer (Tabelle 1, A7-A20) amplifiziert. Als DNA-Matrize wurde
Plasmid-DNA (Tabelle 2) oder genomische DNA von P. putida DSM 12264 (cymD) bzw.
E. coli (gldA) verwendet. Nach Restriktionsverdau von pSEVA42rha bzw. pSEV A44rha mit
Pmel wurden das linearisierte Plasmid und die entsprechenden DNA-Fragmente in
Assemblierungsreaktionen  eingesetzt. Die erhaltenen Plasmide pSEVA44rha LB,
pSEVA44rha RE, pSEVA42rha CymD, pSEVA42rha AIKL, pSEVA42rha GIdA und
pSEVA42rha GDH-GLF wurden zur Koexpression entsprechender Gene in P. putida
eingesetzt. Um das Koexpressionsplasmid pSEVA42rha GDH zu erhalten, wurde das Gen gif
iiber die Restriktionsschnittstellen von Sacl aus pSEVA42rha GDH-GLF herausgeschnitten

und das Plasmidriickgrat religiert.

2.4.11.6. Klonierung von pJeM1-a-basierten Expressionsplasmiden

Das Plasmid pJeM1-a wurde zunéchst mit Pmel geschnitten. AnschlieBend wurde das Gen der
CYP154A8 und DNA-Fragmente bicistronischer Operons, die die Gene ykuN und fdr oder
camAB (pdx und pdr) enthalten, in separaten PCRs amplifiziert und gereinigt. Durch die in der
PCR eingesetzten Assemblierungsprimer (Tabelle 1, A21-A27) enthielten die resultierenden
PCR-Produkte iiberlappende Sequenzbereiche, die die Assemblierung der DNA-Fragmente
und des pJeM1-a Plasmids zu einem tricistronischen Operon (CYP154A8:YkuN:FdR bzw.
CYP154A8:Pdx:PdR) ermoglichten. Die erhaltenen Plasmide pJeMl-a AYF und
pJeM1-a ASPP wurden zur Koexpression entsprechender Gene in P. putida und E. coli

eingesetzt.
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2.4.12. Konstruktion des Deletionsplasmids pSUP202 Acym::aac

Die Konstruktion des  Deletionsplasmids  pSUP202 Acym::aac  erfolgte  iiber
DNA-Assemblierung (Schema 5). Unter Verwendung der Assemblierungsprimer Al-A6
(Tabelle 1) wurden durch PCR zwei 450 bp lange DNA-Fragmente homolog zu den am 5'-
bzw. 3’-Ende anliegenden Bereichen des cym-Operons amplifiziert. Zusétzlich wurde das
Gentamycin-Resistenzgen (aac) ausgehend von pWKR202 Gm per PCR (s. Kapitel 2.4.3) mit
komplementdren  Bereichen zu diesen DNA-Fragmenten amplifiziert.  Durch
Restriktionsverdau mit Scal wurde das Plasmid pSUP202 linearisiert. AnschlieBend wurden
das Plasmidriickgrat und die nach PCR erhaltenen DNA-Fragmente gereinigt und jeweils ca.
50 ng in einer DNA-Assemblierungsreaktion eingesetzt (s. Kapitel 2.4.9). Ein Aliquot der
Assemblierungsreaktion wurde zur Transformation von E. coli DH5a verwendet (s. Kapitel

2.5.3).

2.5. Mikrobiologische Methoden

2.5.1. Stammbhaltung

Die kurzfristige Stammbhaltung erfolgte auf LB-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika bei
6°C. Zur langfristigen Lagerung von Bakterienstimmen wurden 30%ige Glyceroldauerkulturen
hergestellt. Hierzu wurden 500 pl Bakterienkultur mit 500 pl einer sterilen Glycerol-Losung
(60%) versetzt und bei -80°C gelagert. Zum Animpfen einer Hauptkultur wurde ausgehend von
einer Einzelkolonie bzw. einer Glyceroldauerkultur eine Vorkultur in 5 ml LB-Medium
angeimpft und iiber Nacht bei 37°C und 180 rpm inkubiert. Zur Selektion wurde ein
entsprechendes Antibiotikum zugesetzt (Tabelle 5).

2.5.2.  Herstellung von chemisch-kompetenten E. coli-Zellen

Zur Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA wurden chemisch-kompetente Zellen
mittels RbCl2 hergestellt. Hierzu wurde aus einer Vorkultur eine Hauptkultur in 50 ml
LB-Medium entsprechend einer ODgoo von 0,05 angeimpft und bei 37°C und 180 rpm inkubiert.
Bei Erreichen einer ODeoo von 0,5 wurde die Hauptkultur fiir 15 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend durch Zentrifugation (10 min, 4750 g, 4°C) geerntet. Das Zellpellet wurde in
20 ml Tfbl-Puffer resuspendiert und die Zellsuspension fiir 15 min auf Eis inkubiert. Nach
erneuter Zentrifugation (10 min, 4750 g, 4°C) wurde das Zellpellet in 2 ml TtblII-Puffer
resuspendiert, 15 min auf Eis inkubiert und aliquotiert. Bis zur Transformation wurden die

Zellen bei -80°C gelagert.
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2.5.3. Transformation von E. coli-Zellen

Zur Transformation von E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA wurden 10 pl chemisch-kompetente
E. coli-Zellen (s. Kapitel 2.5.2) und 1 pl Plasmid-DNA (40-200 ng) eingesetzt. Nach Ligation
(s. Kapitel 2.4.8) bzw. DNA-Assemblierung (s. Kapitel 2.4.9) wurden zur Transformation
100 pul chemisch-kompetente E. coli-Zellen (s. Kapitel 2.5.2) und 10 ul Ligations- bzw.
Assemblierungsansatz verwendet. Nachdem der Ansatz fiir 30 min auf Eis inkubiert wurde,
wurden die Zellen per Hitzeschock im Wasserbad (45 sek, 42°C) mit dem Plasmid
transformiert. Nach Zugabe von 80 pl bzw. 800 ul LB-Medium wurde der Ansatz 1 h bei 37°C
und 180 rpm inkubiert. Im Anschluss wurde der Ansatz auf einer LB-Agarplatte mit
entsprechendem/n Antibiotikum/a ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.54. Herstellung von kompetenten P. putida-Zellen

Zur Herstellung von kompetenten P. putida-Zellen wurde eine Vorkultur in 5 ml LB-Medium
mit 20 pl aus einer Glyceroldauerkultur von P. putida angeimpft und tiber Nacht bei 30°C und
180 rpm kultiviert. Aus der Vorkultur wurde eine Hauptkultur in 100 ml LB-Medium
entsprechend einer ODeoo von 0,1 angeimpft und iiber Nacht bei 30°C und 180 rpm kultiviert.
Anschliefend wurden je 50 ml der Hauptkultur in 50 ml Falcon-Gefdf3e iiberfithrt und fiir
10 min auf Eis inkubiert. Durch Zentrifugation (20 min, 4750 g, 4°C) wurden die Zellen
pelletiert und die Zellpellets mit je 50 ml 300 mM Saccharose-Losung gewaschen. Durch
Zentrifugation (20 min, 4750 g, 4°C) wurden die Zellen erneut pelletiert und die Zellpellets mit
je 20 ml 300 mM Saccharose-Losung gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden vereinigt
und zentrifugiert (20 min, 4750 g, 4°C). Nachdem der Uberstand vollstindig verworfen wurde,
wurde das Zellpellet in 3 ml Saccharose-Losung und 1 ml 80% Glycerol (m/v) resuspendiert.

Die Zellsuspension wurde zu 170 ul aliquotiert und bei 80°C gelagert.

2.5.5. Transformation von P. putida-Zellen durch Elektroporation

Zur Transformation von P. putida-Zellen durch Elektroporation wurden die gelagerten
kompetenten P. putida-Zellen (s. Kapitel 2.5.4) auf Eis aufgetaut, abzentrifugiert (2 min,
13.000 g, RT) und der Uberstand verworfen. Das Zellenpellet wurde mit 1 ml 300 mM
Saccharose-Losung gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (2 min, 13.000 g, RT) und
Verwerfen des Uberstands, wurde das Zellpellet in 100 ul 300 mM Saccharose-Losung
resuspendiert. Zu dieser Zellsuspension wurden 2 pl Plasmid-DNA (ca. 20-100 ng/ul) gegeben
und der Ansatz in eine Elektroporationskiivette (2 mm, LE) der Firma PEQLAB (VWR)
iiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte unter Verwendung des MicroPulser (Bio-Rad) bei
2,5kV (Programm: Ec2). AnschlieBend wurden 700 pl LB-Medium auf die Zellen in die
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Elektroporationskiivette gegeben, das gesamte Volumen in ein 2 ml Eppendorf-Gefal} tiberfiihrt
und bei 30°C und 180 rpm fiir 1,5-3 h inkubiert. Nach der Inkubation wurden 100 pl dieses
Ansatzes oder das in 100 pl LB-Medium resuspendierte Zellpellet auf LB-Agarplatten mit
Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 30°C inkubiert.

2.5.6. Heterologe Proteinexpression in E. coli

Zur heterologen Proteinexpression in E. coli wurden die Stimme E. coli IM109 und
E. coli BL21 (DE3) verwendet. Die Expression in E. coli IM109 erfolgte ausgehend von den
L-Rhamnose-induzierbaren Expressionsplasmiden p4782.1 oder pleMl-a bzw. in
E. coli BL21 (DE3) ausgehend von dem IPTG-induzierbaren Expressionsplasmid pET28a(+).
Aus einer Vorkultur wurde hierzu eine Hauptkultur in 400 ml TB-Medium entsprechend einer
Zellmenge von ODeoo 0,025 angeimpft und bei 37°C und 180 rpm bis zum Erreichen einer
ODecoo von 0,3 inkubiert. Die Expression wurde durch Zugabe von 0,2% L-Rhamnose bzw.
0,1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert. Zusétzlich wurden 200 pl
5-Aminoldvulinsdure (80 mg/ml) und 40 pl FeSO4 (1 M) zugegeben. Nach Induktion wurden
die Zellen bei 25°C und 160 rpm fiir bis zu 40 h inkubiert.

2.5.7. Proteinexpression in P. putida

Die Proteinexpression in P. putida erfolgte ausgehend von L-Rhamnose-induzierbaren
Expressionsplasmiden. Als Expressionswirte wurden P. putida DSM 12264 und der
Knockoutstamm P. putida DSM 12264 Acym::aac (s. Kapitel 2.5.9) verwendet. Aus einer
Vorkultur wurde eine Hauptkultur in 50-400 ml TB-Medium entsprechend einer Zellmenge von
ODe0o 0,02-0,04 angeimpft und bei 30°C und 180 rpm bis zum Erreichen einer ODeoo von 0,5-
0,8 inkubiert. Die Expression wurde durch Zugabe von 0,2% L-Rhamnose induziert. Zuséatzlich
wurden 200 pl 5-Aminolévulinsdure (80 mg/ml) und 40 pl FeSO4 (1 M) zugegeben. Nach
Induktion wurden die Zellen bei 25°C und 160 rpm fiir weitere ~40 h inkubiert.

2.5.8. Herstellung von Zelllysaten nach Proteinexpression

Nach der Proteinexpression wurden die Zellen durch Zentrifugation (8000 g, 20 min, 4°C) geerntet
und in 5-10 ml 50 mM KPi-Puffer mit 0,1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) resuspendiert.
Der Zellaufschluss erfolgte unter Eiskithlung durch Ultraschall (Brandson Sonfier 25: Output 4,
Cycle 40%) tiber drei Zyklen fiir je 1,5 min mit einer Unterbrechung von 1 min zwischen den
einzelnen Zyklen. Die Zelltrimmer wurden im Anschluss durch Zentrifugation

(20.000 rpm, 30 min, 4°C) abzentrifugiert. Die Lagerung von Zelllysaten erfolgte bei -20°C.
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2.5.9. Konstruktion eines P. putida-Knockoutstamms

Um einen vollstindigen Aktivititsverlust von P. putida DSM 12264 gegeniiber R-(+)-Limonen
zu erzielen, wurde eine Deletion des gesamten cym-Operon durch lambda Red-Rekombination
durchgefiihrt (Lesic und Rahme 2008). Die Deletion des cym-Operons erfolgte iiber homologe
Rekombination unter Verwendung eines PCR-Produkts (Deletions-Fragment). Ausgehend von
pSUP202 Acym::aac wurde hierzu per PCR das Deletions-Fragment (Acym::aac) bestehend aus
dem Gentamycin-Resistenzgen und den anliegenden Bereichen des cym-Operons amplifiziert
(Tabelle 1, B1/B2) und anschlieend gereinigt (s. Kapitel 2.4.3).

Kompetente P. putida DSM 12264-Zellen wurden mit dem Helferplasmid pUCPK18-RedS
durch Elektroporation transformiert (s. Kapitel 2.5.5). Aus einer Vorkultur rekombinanter
P. putida DSM 12264 pUCPK18-RedS-Zellen wurde eine Hauptkultur in 250 ml LB-Medium
mit Kanamycin (30 pg/ml) auf eine ODesoo von 0,05 angeimpft und bei 30°C und 180 rpm
inkubiert. Bei Erreichen einer ODeoo von 0,3 erfolgte eine Induktion mit 0,4% L-(+)-Arabinose
(m/v). Nach einer Kultivierung fiir weitere 3 h wurden die Zellen per Zentrifugation geerntet
(8000 g, 20 min, 4°C), viermal mit 35 ml eiskalter 10%iger Glycerol-Losung gewaschen und
in 250 ul 10%iger Glycerol-Losung aufgenommen. Zur erneuten Transformation wurden
150 pl dieser P. putida DSM 12264 pUCPK18-RedS-Zellen und 2-4 pg Deletions-Fragment
eingesetzt. Nach erfolgter Elektroporation (s. Kapitel 2.5.5) wurden die Zellen mit 900 pl
LB-Medium und 0,2% L-(+)-Arabinose (m/v) versetzt und iiber Nacht bei 25°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen auf LB-Agar mit Gentamycin (25 pg/ml) ausplattiert und {iber
2-3 Tage bei 30°C inkubiert. Mit Einzelkolonien wurden je 5 ml Fliissigkultur in LB-Medium
mit Gentamycin (25 pg/ml) angeimpft und iiber Nacht bei 30°C und 180 rpm inkubiert. Zur
ersten Uberpriifung der erfolgten Deletion wurde gDNA der potentiellen Knockoutstimme
isoliert (s. Kapitel 2.4.2) und unter Verwendung der Primer B3-B5 (Tabelle 1), die auBBerhalb
des cym-Operons bzw. im Gentamycin-Resistenzgen binden, charakteristische
DNA-Fragmente (3,3 kb bzw. 1,25 kb) amplifiziert (im Vergleich zu 9,5 kb bei Vorliegen des
Wildtyp-Genlocus). Zur Ausdiinnung des Helferplasmids pUCPK18-RedS wurde der
potentielle Knockoutstamm auf 2YT-Agarplatten mit Gentamycin (25 pg/ml) und 10%
Saccharose ausplattiert und tiber Nacht bei 30°C kultiviert. Einzelne Kolonien von dieser
Agarplatte wurden parallel auf LB-Agarplatten mit Kanamycin (25 pg/ml) und
2YT-Agarplatten mit Gentamycin (25 pg/ml) und 10% Saccharose tiberimpft und fiir 2-3 Tage
bei Raumtemperatur inkubiert. Mit Einzelkolonien, die nicht auf LB-Agarplatten mit
Kanamycin, jedoch auf 2YT-Agarplatten mit Gentamycin und Saccharose anwuchsen, wurden

Fliissigkulturen in 5 ml LB-Medium mit Gentamycin (25 pg/ml) angeimpft und tiber Nacht bei
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30°C und 180 rpm inkubiert. Nach Isolation von gDNA (s. Kapitel 2.4.2) wurde der Genlocus
des ehemaligen cym-Operons per PCR amplifiziert (Tabelle 1, B6/B7) und nach Reinigung (s.
Kapitel 2.4.3) des PCR-Produkts die erfolgte Deletion per DNA-Sequenzierung (s. Kapitel
2.4.10) uberpriift (Tabelle 1, S1-S4).

2.5.10. Wachstumstest von P. putida DSM 12264 Acym::aac

Eine Einzelkolonie des Wildtypstamms bzw. Knockoutstamms wurde ausgehend von einer
Agarplatte in Wasser aufgenommen. AnschlieBend wurden beide Stimme auf E2-Festmedium
(s. Kapitel 2.3.1) mit und ohne Glycerol ausgestrichen. Im Fall des E2-Festmediums ohne
Glycerol wurde als Kohlenstoffquelle in den Deckel der Agarplatte ein in p-Cymol getrénktes
Filterpapier gelegt und die Petrischale abgedichtet. Die Inkubation erfolgte bei 30°C {iiber
Nacht.

2.6. Ganzzellbiokatalyse

2.6.1. Biotransformation von R-(+)-Limonen

Zur Uberpriifung des vollstindigen Aktivititsverlusts gegeniiber R-(+)-Limonen wurde der
Knockoutstamm P. putida DSM 12264 Acym::aac und als Kontrolle der Wildtypstamm
P. putida DSM 12264 in einer Biotransformation von R-(+)-Limonen eingesetzt. Aus
Glyceroldauerkulturen wurden hierzu Vorkulturen in 100 ml TB-Medium angeimpft und mit
150 mM R-(+)-Limonen versetzt. Die Kulturen wurden tiber Nacht bei 30°C und 180 rpm
kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet (15 min, 4750 g, RT), dreimal mit 20 ml
E2-Medium gewaschen und das Zellpellet in E2-Medium resuspendiert. Ausgehend von dieser
Zellsuspension wurde eine Hauptkultur in 50 ml E2-Medium entsprechend einer ODgsoo von 1,3
angeimpft und 150 mM R-(+)-Limonen zugesetzt. Die Biotransformation wurde in
Dreifachbestimmung bei 30°C und 180 rpm {iiber 146 h durchgefiihrt. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden jeder Kultur 1 ml entnommen und nach Extraktion analysiert (s. Kapitel

2.7.6.1).

2.6.2. Umsetzung von R-(+)-Limonen oder (+)-Campher durch rekombinante

P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Nach der Expression (s. Kapitel 2.5.7) wurden die Zellen durch Zentrifugation (20 min, 8000 g,
4°C) geerntet. Das Zellpellet wurde in 100 mM bzw. 200 mM KPi-Puffer (pH 7,5)
aufgenommen und auf eine definierte Zellfeuchtmasse (engl. cell wet weight, cww) von
~100 g/l eingestellt. Proben dieser Zellsuspension (1 ml) wurden zur Ermittlung der in den

Zellen vorliegenden P450-Konzentration und Dehydrogenase-Aktivitit verwendet (s. Kapitel
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2.7.3/2.7.5). Zur Bestimmung der tatsdchlich eingesetzten Zelltrockenmasse (engl. cell dry
weight, cdw) wurden 500 pl Zellsuspension in ein Eppendorfgefal (1,5 ml) iiberfiihrt, die
Zellen abzentrifugiert (5 min, 13.000 g, RT) und der Uberstand vollstindig verworfen. Im
Anschluss wurde das Zellpellet bei 80°C getrocknet. Nach ca. 48 h wurde die Zelltrockenmasse
bestimmt. Zur Ganzzellumsetzung wurden in einem 2 ml ReaktionsgefaB 500 pl der
Zellsuspension (~100 g/I) und 500 pl eines wéssrigen Reaktionsgemischs eingesetzt. Das
resultierende  Reaktionsgemisch, bestehend aus Zellsuspension und wiéssrigem
Reaktionsgemisch, enthielt folgende Bestandteile in unterschiedlichen Zusammensetzungen:
Zellmenge entsprechend der eingesetzten Zellfeuchtmasse ~50 g/l, 2% (m/v) Glycerol oder
Glucose (100 mM), 2-100 mM R-(+)-Limonen mit 2-10% DMSO, 10 mM Methyl-B-
cyclodextrin (M-B-CD), 10-200 pg/ml Polymyxin B oder 5,8 mM (+)-Campher mit 2% DMSO.
Die Ganzzellumsetzungen wurden in einem Rotator (neoLab Rotator mit Vortexfunktion: C2,
20 rpm, 25°C) iiber einen Zeitraum von maximal 24 h durchgefiihrt. Die Ganzzellumsetzungen

erfolgten in Einfach- bzw. Dreifachbestimmung.

2.6.3. Umsetzung von linearen Alkanen durch rekombinante E. coli- oder

P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Wie unter Kapitel 2.6.2 beschrieben, wurde nach der Expression eine Zellsuspension mit einer
Zellfeuchtmasse von ~100 g/l in 200 mM KPi-Puffer (pH 7,5) hergestellt und Proben zur
Bestimmung der Zelltrockenmasse, der P450-Konzentration und der Dehydrogenase-Aktivitit
entnommen (2.7.3/2.7.5). Die Ganzzellumsetzungen erfolgten als Dreifachbestimmung in
100 ml Erlenmeyerkolben. Hierzu wurden 5 ml Zellsuspension mit 5 ml eines wéssrigen
Reaktionsgemischs unterschiedlicher Zusammensetzung versetzt: 200 mM Glycerol oder
100 mM Glucose, 0,5-4% (m/v) M-B-CD sowie 1 mM MgCl: im Fall von Experimenten, bei
denen eine ADH koexprimiert wurde. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 ml Heptan,
Octan oder Nonan (~ 9,1% (v/v)) gestartet und erfolgte bis zu 48 h bei 25°C und 200 rpm. Zu
verschiedenen Zeitpunkten wurden die Produkte extrahiert und analysiert (s. Kapitel 2.7.6.2).
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2.7. Proteinbiochemische und analytische Methoden

2.7.1. Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration

Die Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford
durchgefiihrt (Bradford 1976). Hierzu wurden in Mikrotiterplatten 160 pl einer verdiinnten
proteinhaltigen Losung mit 40 ul Roti-Quant (5x) der Firma Roth versetzt, fiir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert und die Absorption bei 595 nm bestimmt. Anhand einer zuvor in
gleicher Weise mit Rinderserumalbumin erstellten Kalibriergerade (0-50 pg/ml) wurde die

Proteinkonzentration in Losung bestimmt.

2.7.2.  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Analyse der Proteinexpression erfolgte durch SDS-PAGE. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Expression wurde hierzu eine Probe der Kultur genommen, die einer ODesoo
von 0,25 entsprach. Das entnommene Kulturvolumen wurde zentrifugiert (12.300 rpm, 2 min,
RT) und das Zellpellet in 50 ul SDS-Probenpuffer (1x) resuspendiert. Proben von Zelllysaten
wurden auf eine Proteinkonzentration von 2 pg/ul eingestellt und mit dem gleichen Volumen
an SDS-Probenpuffer (2x) versetzt. Die mit SDS-Probenpuffer versetzten Proben wurden bei
95°C fiir 15 min erhitzt. Je 10-15 pul Probe wurden auf ein SDS-Gel, bestehend aus einem
4%igen Sammelgel und 12,5%igen Trenngel, aufgetragen. Es wurde 1x Laufpuffer verwendet.
Nach einer Fokussierung der Probe im Sammelgel bei 10 mA erfolgte die Auftrennung der
Proteine entsprechend ihrer Molekiilmasse bei 25 mA im Trenngel. Im Anschluss wurden die
Proteine durch eine Coomassiefarbung fixiert und gefarbt. Hierbei erfolgte eine Farbung der

Gele iiber 45 min mit Farbelosung und eine Entféarbung iiber Nacht mit Entfarbeldsung.

2.7.3. Bestimmung der P450-Konzentration

Die im Zelllysat vorliegende P450-Konzentration wurde durch CO-Differenzspektroskopie
bestimmt (Omura und Sato 1964b). Hierzu wurde ein Differenzspektrum (400-500 nm) von
einer reduzierten unbegasten Probe gegeniiber einer reduziert begasten Probe gemessen. Die
Begasung mit Kohlenmonoxid erfolgte {iber 1 min. Die Reduktion der in Lésung vorhandenen

P450 erfolgte durch Zugabe von Natriumdithionit unmittelbar vor der Messung.

P450-haltige Probe 100 pl
Natriumdithionit-Losung (1 M) 50 ul
50 mM KPi-Puffer, pH 7,5 850 ul
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Uber die Gleichung (1) wurde unter Verwendung der Absorptionsdifferenz bei 450 nm und
490 nm und des molaren Extinktionskoeffizienten 91 mM™ cm™ (Omura und Sato 1964b) die

P450-Konzentration in Losung bestimmt.

AA450_490° V
Cpaso = 452_% (1)
CP450 P450-Konzentration (mM)
AA450-490 Absorptionsdifferenz bei 450 nm und 490 nm
g molarer Extinktionskoeffizient von P450 (91 mM™ cm™)
d Schichtdicke der Kiivette (1 cm)
\Y Verdiinnungsfaktor

2.7.4. Bestimmung der Kopplungseffizienz und NADPH-Umsatzrate

Die Kopplungseffizienz und die NADPH-Umsatzrate wurden photometrisch in 1 ml
Reaktionsvolumen bei 25°C in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz in
50 mM KPi-Puffer (pH 7,5) enthielt 200 uM R-(+)-Limonen, 2% DMSO, 600 U Katalase und
0,1 uM oder 1 uM P450. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 uM NADPH gestartet.
Die volumetrische Enzymaktivitét (in U/ml) wurde {iber den molaren Extinktionskoeffizienten
von NADPH bei 340 nm (¢ = 6,22 mM! em™) iiber die Gleichung (2) bestimmt. Eine Unit (U)
entspricht der Enzymmenge, die zur Umsetzung von einem pmol NADPH pro Minute benotigt
wird. Zur Bestimmung der NADPH-Umsatzrate (in nmol NADPH pro min pro nmol P450,

angegeben als min') wurde die eingesetzte P450-Konzentration beriicksichtigt.

: . AAz4o XV
Volumetrische Aktivitdt (U/ml) = el (2)
AA340: Absorptionsdnderung pro min bei 340 nm
V: Verdiinnungsfaktor
I: Schichtdicke der Kiivette (1 cm)
&: Extinktionskoeffizient von NADPH bei 340 nm (6,22 mM™! cm™)

Nach vollstaindigem NADPH-Verbrauch wurden 800 ul des Reaktionsansatzes entnommen,
dieser mit 800 ul Ethylacetat extrahiert und analysiert (s. Kapitel 2.7.6.1) Der Substratumsatz
und die Kopplungseffizienz wurden durch Integration der Substrat- und Produktpeakflichen
bestimmt. Zur Bestimmung der Kopplungseftizienz wurde beriicksichtigt, dass zwei NADPH

Molekiile zur Bildung von einem Molekiil Perillaaldehyd benétigt werden.



Material und Methoden | 47

2.7.5. Bestimmung der Dehydrogenase-Aktivitit

Eine Probe der in einer Ganzzellumsetzung eingesetzten Zellsuspension (s. Kapitel 2.6.2/2.6.3)
wurde durch eine Ultraschallbehandlung (s. Kapitel 2.5.8) aufgeschlossen. Nach Zentrifugation
(20 min, 4750g, 4°C) wurde das erhaltene Zelllysat zur Bestimmung der
Dehydrogenase-Aktivitit eingesetzt. Die Bestimmung erfolgte photometrisch iiber die Bildung
von NADPH bzw. NADH bei 340 nm (e = 6,22 mM™! cm™) iiber die Gleichung (2). Unter
Berticksichtigung der eingesetzten Zellmenge konnte die Dehydrogenase-Aktivitit pro
Zellmenge (U/gedw) in den Ganzzellsystemen berechnet werden.

Zur Bestimmung der GDH- bzw. GldA-Aktivitit wurde als Reaktionspuffer 50 mM KPi-Puffer
(pH 7,5) verwendet. In einem Reaktionsvolumen von 1 ml wurden 100 mM Glucose bzw.
Glycerol und 10 pl oder 100 pul Zelllysat eingesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
2 mM NAD(P)" gestartet. Zur Bestimmung der ADH-Aktivitdt wurden als Reaktionspuffer
50 mM Tris/HCI (pH 9) mit 10 mM MgClz verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt 120 pM
(R/S)-2-Octanol, 2% DMSO und 50 pl verdiinntes Zelllysat. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 500 uM NAD(P)" gestartet.

2.7.6.  Substrat- und Produktanalyse durch Gaschromatographie mit gekoppelter
Massenspektrometrie (GC/MS)

Die qualitative und quantitative Analyse erfolgte iiber einen Gaschromatrographen mit
gekoppelter Massenspektrometrie (GC/MS-QP2010 der Firma Shimadzu (Tokyo, Japan)). Zur
gaschromatographischen Auftrennung von Substanzgemischen wurde entweder eine achirale
Saule FS-Supreme-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) oder eine chirale Sdule FS-CYCLODEX
beta-I/P (50 m x 0.25 mm) der Firma Chromatographie Service GmbH (Langerwehe,
Deutschland) verwendet. Als Trigergas wurde Helium mit einer Lineargeschwindigkeit von
30 cm/sek verwendet. Die qualitative Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte iiber das
charakteristische Fragmentierungsmuster nach MS. Zum Vergleich wurden kommerziell
erhéltliche Referenzsubstanzen analysiert oder die charakteristischen Fragmentierungsmuster
mit einer Datenbank (NIST 08 Mass Spectral Library) des National Institut of Standards and
Technology (Gaithersburg, Maryland, USA) verglichen. Die Quantifizierung erfolgte im
Scan- (m/z 40-400) bzw. SIM-Modus (unter Verwendung charakteristischer Haupt- und
Referenzmassenfragmente) iiber eine Kalibrierung mit internem Standard. Hierzu wurde das
Verhiltnis der Substrat- bzw. der Produktpeakfliche und der Peakfldche des verwendeten
internen Standards bei verschiedenen Konzentrationen gebildet und gegen die eingesetzte

Substrat- bzw. Produktkonzentration aufgetragen.
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2.7.6.1. Extraktion und Produktanalyse nach Umsetzung von R-(+)-Limonen oder
(+)-Campher

Die Reaktionsanséitze (1 ml) der Umsetzung von R-(+)-Limonen und (+)-Campher durch
rekombinante P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren (s. Kapitel 2.6.2) wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten mit 0,25 mM oder 1 mM internem Standard (Fenchon in DMSO) versetzt und mit
1 ml Ethylacetat extrahiert. Nach der Extraktion wurde der Ansatz zentrifugiert (5 min,
13.000 g, RT) und die organische Phase per GC/MS analysiert. Hierzu wurden bei einer
Injektortemperatur von 300°C 0,5 ul Probe bei einem Split von 10 injiziert. Die initiale
Ofentemperatur betrug 100°C. Zur Trennung des Substanzgemisches wurde ein
Temperaturprogramm verwendet: nach einer isothermen Phase bei 100°C fiir 2,5 min wurde
der Ofen mit einer Heizrate von 10°C/min auf 180°C und weiter mit 40°C/min auf 300°C
aufgeheizt. AbschlieBend wurde in einer zweiten isothermen Phase die Ofentemperatur fiir
3 min bei 300°C gehalten.

In der Umsetzung von R-(+)-Limonen wurden zur Kalibrierung der Produkte in 1 ml 50 mM
KPi-Puffer verschiedene Konzentrationen (0-2,5 mM) von R-(+)-Perillaalkohol und
R-(+)-Perillaaldehyd eingesetzt. Als interner Standard wurde 0,25 mM oder 1 mM Fenchon
verwendet. In der Ganzzellumsetzung von (+)-Campher zu 5-exo-Hydroxycampher wurde nach
der Umsetzung die verbleibende Konzentration an (+)-Campher iiber eine Kalibrierung
ermittelt. Zur Kalibration wurden verschiedene Konzentrationen an (+)-Campher (0-10 mM)
und 1 mM Fenchon als interner Standard eingesetzt. Aus der Differenz zur eingesetzten
Anfangskonzentration wurde die Produktkonzentration ermittelt. Die Extraktion und Analyse
erfolgte wie weiter oben beschrieben.

Wiéhrend der Biotransformation von R-(+)-Limonen durch P. putida DSM 12264 bzw.
P. putida DSM 12264 Acym:.aac (s. Kapitel 2.6.1) wurde zur Produktanalyse 1 ml der
entnommenen Probe mit 75 mM internem Standard (Carvon in Ethylacetat) versetzt.
Anschliefend wurde zweimal mit je 500 pl Ethylacetat extrahiert, die organische Phase 1:10 in

Ethylacetat verdiinnt und wie weiter oben beschrieben per GC/MS analysiert.

2.7.6.2.  Extraktion und Produktanalyse nach Umsetzung von linearen Alkanen.

Die Produktanalyse nach Umsetzung von Alkanen (Heptan, Octan oder Nonan) erfolgte durch
achirale und chirale GC/MS-Analytik. Zur Produktextraktion wurden die Reaktionsansitzen im
Erlenmeyerkolben mit 250 pul HCI (37%) und 2 mM interner Standard (1-Decanol in Toluol)
versetzt. Anschlieend wurde der gesamte Kolbeninhalt in ein 50 ml Falcon-Gefal} {iberfiihrt,

der Kolben zweimal mit je 5 ml Toluol ausgespiilt und das dabei verwendete Toluol ebenfalls
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in das 50 ml Falcon-GefaB iiberfiihrt. Nach Extraktion und Zentrifugation (10 min, 4750 g, RT)
wurde die organische Phase abgenommen, durch Zugabe von wasserfreiem MgSO4 getrocknet
und per achiraler GC/MS analysiert. Hierzu wurden bei einer Injektortemperatur von 300°C
1 ul Probe bei einem Split von 60 injiziert. Die initiale Ofentemperatur betrug 80°C. Die
Trennung des Substanzgemisches erfolgte iiber ein Temperaturprogramm: nach einer
isothermen Phase bei 80°C fiir 6 min wurde der Ofen mit einer Heizrate von 10°C/min auf
140°C und weiter mit 50°C/min auf 300°C aufgeheizt. AbschlieBend wurde in einer zweiten
isothermen Phase die Ofentemperatur fiir 2 min bei 300°C gehalten.

Fiir die Quantifizierung der gebildeten Produkte (2-Alkohole und 2-Ketone) wurden eine
Kalibrierung unter Verwendung von 2 mM 1-Decanol als internem Standard eingesetzt. Hierzu
wurden 1 ml Octan mit 0-220 mM 2-Alkohol oder 0-55 mM 2-Keton versetzt und zu 10 ml
100 mM KPi-Puffer (pH 7,5) gegeben (Endkonzentrationen: 2-Alkohol 0-20 mM bzw. 2-Keton
0-5 mM). Die Extraktion und Analyse erfolgte wie weiter oben beschrieben.

Die Bestimmung des ee-Werts erfolgte per chiraler GC/MS Analytik nach Derivatisierung der
Alkohole durch Acetylierung mit Essigsdureanhydrid. Hierzu wurden nach Extraktion 500 pl
der getrockneten organischen Phase in einem GC-Gefdl mit 200 pl Essigsdureanhydrid
versetzt. Nach einer Inkubation fiir 2 h bei 90°C wurde der Ansatz zweimal mit je 500 pl
Wasser gewaschen, mit MgSO4 getrocknet und die organische Phase per chiraler GC/MS
analysiert. Bei einer Injektortemperatur von 200°C wurde hierzu 1 ul Probe mit einem Split
von 50 injiziert. Nach einer isothermen Phase bei 100°C fiir 17 min wurde der Ofen mit einer
Heizrate von 10°C/min auf 200°C aufgeheizt. AbschlieBend wurde die Ofentemperatur fiir
2 min bei 200°C gehalten. Die Bestimmung des ee-Wert erfolgte liber die Peakflichen der

derivatisierten Enantiomere.
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3. Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung von P. putida DSM 12264 als Wirt fiir
P450-basierte Ganzzellbiokatalyse untersucht. Im ersten Teil der Ergebnisse (Kapitel 3.1) wird
die Entwicklung modularer Expressionsplasmide fiir die Koexpression verschiedener
P450-Monooxygenasen mit weiteren Enzyme in P. putida beschrieben. Im zweiten und dritten
Teil (Kapitel 3.2 und 3.3) werden Untersuchungen zur Umsetzung des monocyclischen
Monoterpens R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol und des bicyclischen Monoterpenoids
(+)-Campher zu 5-exo-Hydroxycampher durch P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren dargestellt.
Der vierte Teil (Kapitel 3.4) beschiftigt sich mit dem Einsatz von E. coli- und
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur Herstellung chiraler Alkohole und Ketone ausgehend

von linearen Alkanen.

3.1. Entwicklung eines modularen Baukastens fiir die Koexpression
rekombinanter Proteine in P. putida

Die Entwicklung und Verwendung von erweiterbaren modularen Systemen, die den Einsatz
unterschiedlicher Strategien ermodglichen, konnen in P450-katalysierten Prozessen zu einem
besseren Verstdndnis und einer beschleunigten Anwendung beitragen (Bernhardt und Urlacher
2014). Fir die Entwicklung von P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur Synthese
oxyfunktionalisierter Molekiile wurde daher in dieser Arbeit ein modularer Baukasten
entwickelt, der die Koexpression rekombinanter Proteine unter Verwendung von zwei
kompatiblen Expressionsplasmiden ermoglichte. Als Expressionsplasmid wurde zunéchst
p4782.1, das das rhaPsap-Promotorsystem trigt, verwendet. Das in der Arbeitsgruppe von
Altenbuchner  entwickelte und  vergleichsweise neue  L-Rhamnose-induzierbare
rhaPsap-Promotorsystem aus E. coli konnte bereits in P. putida zur Expression rekombinanter
Proteine eingesetzt werden (Jeske und Altenbuchner 2010; Stumpp et al. 2000). Da gelegentlich
die Sequenzen der zu klonierenden DNA-Fragmente aufgrund mehrfach vorhandener
Schnittstellen die herkommliche Klonierung iiber zwei Restriktionsenzyme erschweren kann
und auch die Kompatibilitit der verwendeten Restriktionsenzyme teilweise zu Problemen
wihrend der Klonierung fiihrt, wurde ausgehend von pJeM1 (Weiterentwicklung von p4782.1)
zusitzlich das universelle Expressionsplasmid pJeM1-a erzeugt (Abbildung 11). Das Plasmid
pJeM1-a tragt neben dem rhaPsap-Promotorsystem eine dem rhaPsap-Promotor nachgelagerte
,»blunt end“-Schnittstelle (Pmel), die eine von Restriktionsenzymen unabhédngige Klonierung
einzelner Gene oder artifizieller Operons durch DNA-Assemblierung ermdglicht (Gibson et al.

2009; Hill und Eaton-Rye 2014; Li und Elledge 2012).
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Abbildung 11. Schematische Darstellung des Expressionsplasmids pJeM1-a. Selektionsmarker:
Kanamycinresistenzgen (schwarz), L-Rhamnose-Promotorsystem: Promotor rhaP und Aktivatorgene rkaR und
rhaS (hell-blau), rep, mob als weitere Plasmidelemente (grau). Die Klonierung erfolgte iiber die
Restriktionsschnittstellen Nsil und HindllI (s. Kapitel 2.4.11.1).

Zur Koexpression weiterer Gene in P. putida wurden die Koexpressionsplasmide pSEV A42rha
und pSEVA44rha konstruiert (Anhang, Schema 3 und Schema 4). Die Konstruktion erfolgte
gemal der Standard European Vector Architecture (SEVA) (Martinez-Garcia et al. 2015;
Silva-Rocha et al. 2013). Wie alle Plasmide der SEVA-Datenbank (http://seva.cnb.csic.es/)
bestehen pSEVA42rha und pSEV A44rha aus drei Modulen: einem sogenannten Cargo, einem
Replikationsursprung und einem Antibiotika-Selektionsmarker, die durch drei Regionen (To,
T1 und oriT) voneinander getrennt sind. Als Cargo-Modul wurde in pSEVA42rha und
pSEVA44rha das modifizierte rhaPsap-Promotorsystem aus pJeMl-a verwendet. Eine
Voraussetzung fiir die stabile Aufrechterhaltung zweier Plasmide in einer Zelle ist die
Verwendung kompatibler Replikationsurspriinge und unterschiedlicher
Antibiotikaselektionsmarker (Davison 2002; Tolia und Joshua-Tor 2006). Die Plasmide
p4782.1 und pJeMl-a tragen das pBBRI-Replikon (Antoine und Locht 1992) und ein
Kanamycin-Resistenzgen. Zur stabilen Koexistenz der Koexpressionsplasmide mit p4782.1
bzw. pJeMl-a in P. putida wurden in pSEVA42rha bzw. pSEVA44rha das mit dem
pBBR1-Replikon kompatible RK2-Replikon (Pansegrau et al. 1994) bzw. pRO1600-Replikon
(Olsen et al. 1982) und ein Streptomycin/Spectinomycin-Resistenzgen aus Plasmiden der
SEVA-Datenbank verwendet (Abbildung 12). Aufgrund des RK2-Replikons liegen
pSEV A42rha-Konstrukte in Pseudomonas eher mit einer geringen Plasmidkopienzahl (3-5) vor
(Montie 1998), sodass sie fiir die Koexpression kofaktorregenerierender Enzyme oder

membranstindiger Proteine zur Verbesserung des Stofftransfers eingesetzt werden sollten.
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Abbildung 12. Schematische Darstellung der Koexpressionsplasmide pSEVA42rha und pSEVA44rha.
Antibiotika-Selektionsmarker (aadA) zur Resistenz gegeniiber Streptomycin und Spectinomycin (schwarz),
L-Rhamnose-Promotorsystem aus pJeM1-a, einer modifizierten Variante des pJeM1 bzw. p4782.1 L-Rhamnose-
Promotorsystem mit Pmel-Schnittstelle (blau), Replikationsursprung RK2 bzw. pRO1600/ColE1 sowie weitere
Plasmidelemente (grau). Die Konstruktion erfolgte iiber die Restriktionsschnittstellen Spel/Pacl, Spel/PshAl und
Pacl/PshAl (s. Kapitel 2.4.11.2, siehe auch Anhang Schema 2 und 3).

Die Koexpression von weiteren Enzymen sollte ausgehend von pSEV A44rha-Konstrukten
erfolgen, die aufgrund des verwendeten pRO1600-Replikons in Pseudomonas mit einer
mittleren Plasmidkopienzahl (13-16) vorliegen (Farinha und Kropinski 1989). Die
Konstruktion eines Koexpressionsplasmids mit geringer (pSEV A42rha) und eines mit mittlerer
Plasmidkopienzahl (pSEVA44rha) sollte einen Einfluss auf die Stirke der Koexpression
ermoglichen, auch wenn die Expression nicht notwendigerweise von der Plasmidkopienzahl
abhingen muss. Die in dieser Arbeit erzeugten und eingesetzten Koexpressionsplasmide

werden in den nachfolgenden Ergebnisteilen ndher beschrieben.
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3.2. Entwicklung von P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur
Umsetzung von R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol

3.2.1.  Auswahl einer P450 zur selektiven Oxidation von R-(+)-Limonen

Die Entwicklung eines Ganzzellbiokatalysators zur Oxidation von R-(+)-Limonen zu
R-(+)-Perillaalkohol beinhaltete die Auswahl einer moglichst selektiven P450. Im Vergleich zu
Mehrkomponentensystemen bietet P450-BM3 (CYP102A1) aus B. megaterium als natiirliches
Fusionsprotein den Vorteil, dass keine zusétzlichen Redoxpartner bendtigt werden (s. Kapitel
1.2). Jedoch oxidiert die wildtypische P450-BM3 R-(+)-Limonen zu Limonen-1,2-epoxid
(30%) Limonen-8,9-epoxid (7%), Isopiperitenol (54%) und Carveol (9%) und nicht zu
R-(+)-Perillaalkohol (Seifert et al. 2009). Die durch Seifert und Kollegen entwickelte
P450-BM3-Variante VVF (A264V/A328V/L437F) zeigt hingegen im Vergleich zur
wildtypischen P450-BM3 und weiteren P450-BM3-Varianten mit 97% eine deutlich erhdhte
Selektivitdt flir die allylische Hydroxylierung des C7-Atoms von R-(+)-Limonen zu
R-(+)-Perillaalkohol (Seifert et al. 2011). Neben R-(+)-Perillaalkohol wurden als weitere
Produkte nur geringe Anteile an Limonen-1,2-epoxid (2%) und Limonen-8,9-epoxid (1%)
gebildet (Seifert er al. 2009). Die von Redoxpartnern abhéngigen P450cam und CYP153A6
wurden bereits erfolgreich zur selektiven Oxidation von S-(-)-Limonen zu S-(-)-Perillaalkohol
in E. coli- und P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren eingesetzt (Cornelissen et al. 2011,
Cornelissen et al. 2013; Kim und Ortiz de Montellano 2009; van Beilen ef al. 2005). Aufgrund
der hohen Selektivitit und der Unabhédngigkeit von Redoxpartnern wurde die
P450-BM3-Variante VVF (BM3-VVF) fiir die Entwicklung eines
P. putida-Ganzzellbiokatalysators ~ zur  Hydroxylierung von  R-(+)-Limonen, zu
R-(+)-Perillaalkohol ausgewihlt, die im Weiteren nur noch als Limonen und Perillaalkohol
bezeichnet werden.

Durch den Aminosdureaustausch 1401P konnte in frilheren Studien im Vergleich zur
wildtypischen P450-BM3 sowohl die Aktivitit als auch die Kopplungseffizienz fiir
nicht-physiologische Substrate wie das Monoterpen (+)-a-Pinen verbessert werden
(Whitehouse et al. 2009). Mit dem Ziel, eine erhohte Aktivitit und verbesserte
Kopplungseftizienz zu erreichen, wurde daher in dieser Arbeit die P450-BM3-Variante VVPF
(A264V/A328V/1401P/L437F) erzeugt.
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Beide P450-BM3-Varianten, BM3-VVF und BM3-VVPF, sowie P450-BM3 Wildtyp wurden
zunichst in E. coli unter gleichen Bedingungen exprimiert (Abbildung 13). Uber
CO-Differenzspektroskopie wurde die Konzentration aktiver P450 im Zelllysat bestimmit.
BM3-VVF und BM3-VVPF wiesen mit 1100 nmol/l bzw. 1400 nmol/l ein 2-3mal geringeres

Expressionsniveau pro Kulturvolumen im Vergleich zum P450-BM3 Wildtyp auf
(3000 nmol/l).

kDa BM3-Wildtyp BM3-VVE  BM3-VVPF
M 1 2 3 1 2 3 1 2 3
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Abbildung 13. Analyse der Expression von P450-BM3 und P450-BM3-Varianten in E. coli per SDS-PAGE.
Die Expression erfolgte bei 25°C iiber 20 h in 400 ml TB-Medium. Als Expressionswirt von P450-BM3 Wildtyp
und BM3-VVF wurde E. coli BL21 (DE3) verwendet. Die Expression von BM3-VVPF erfolgte in
E. coli IM109-Zellen. Protein-GroBenstandard (M); aufgetragen wurden Ganzzellproben vor (1) und 20 h nach
Induktion (2) sowie eine Probe (15 pg) der 16slichen Proteinfraktion nach Zellaufschluss (3). Der Pfeil weist auf
die exprimierten P450-BM3-Varianten (121 kDa) hin.

In in-vitro-Experimenten zur Umsetzung von Limonen zeigte BM3-VVPF im Vergleich zu
BM3-VVF eine 7-fach hohere NADPH-Umsatzrate sowie eine 3-fach hohere
Kopplungseffizienz (Tabelle 6). Zum Vergleich der katalytischen Produktivitit wurde die
gebildete Stoffmenge an Perillaalkohol auf die vorliegende Stoffmenge an P450 bezogen

(Umsatzzahl, engl. total turnover number: TTN).

Tabelle 6. Kopplungseffizienz und NADPH-Umsatzrate der BM3-Varianten.

BM3-Variante NADPH-Umsatzrate® Kopplungseffizienz [%]° TTN®

VVF 164+ 1 13£1 266

VVPF 1166 £ 10 43+ 1 656
Reaktionsbedingungen (1 ml, 25°C): KPi-Puffer (50 mM, pH 7,5), DMSO (2% v/v), Limonen (200 uM), NADPH
(200 uM), 0,1 uM P450 (BM3-VVF oder BM3-VVPF), Katalase (600 U). ? angegeben in nmol NADPH pro min

pro nmol P450; ®beriicksichtigt wurde, dass zwei NADPH Molekiile zur Bildung von Perillaaldehyd bendtigt
werden; ¢ angegeben in nmol Produkt pro nmol P450.
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Die hohere Kopplungseftizienz der BM3-VVPF im Vergleich zu BM3-VVF fiihrte zu einem
2,5-fach hoheren Substratumsatz (Abbildung 14 A). Der daraus resultierende hohere TTN der
BM3-VVPF im Vergleich zur BM3-VVF (656 bzw. 266) zeigt die hohere katalytische
Produktivitit der BM3-VVPF (Tabelle 6).

Neben der Bildung von Perillaalkohol wurde durch beide Varianten die Weiteroxidation des
gebildeten Perillaalkohols zu Perillaaldehyd beobachtet (Abbildung 14 B). Eine Bildung von
Limonen-1,2-epoxid und Limonen-8,9-epoxid konnte nicht festgestellt werden.

Wiéhrend durch BM3-VVF erst bei einer erhohten Enzymkonzentration eine Weiteroxidation
des gebildeten Perillaalkohols zu Perillaaldehyd (23%) beobachtet wurde, zeigten
Umsetzungen mit BM3-VVPF bereits bei einer geringeren Enzymkonzentration die Bildung
von Perillaaldehyd (30%). Bei erhohter Enzymkonzentration wurde durch BM3-VVPF

vermehrt Perillaaldehyd (70%) gebildet. (Abbildung 14 B).
A B
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o1y BM3  BMS 0luM 1,0pM 0,1 pM 1,0 uM
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Abbildung 14. Umsatz (A) und Produktverteilung (B) in der in-vitro-Umsetzung von Limonen durch
BM3-VVF und BM3-VVPF. Reaktionsbedingungen (1 ml, 25°C): KPi-Puffer (50 mM, pH 7,5), DMSO
(2% v/v), (R)-Limonen (200 uM), NADPH (200 uM), 0,1 uM bzw. 1,0 uM P450 (BM3-VVF oder BM3-VVPF),
Katalase (600 U).

Trotz der beobachteten Weiteroxidation des Perillaalkohols zu Perillaaldehyd handelt es sich
bei den erzeugten BM3-VVF und BM3-VVPF um zwei hochselektive P450-BM3-Varianten,
deren Verwendung im Folgenden in einem P. putida-Ganzzellsystem zur Produktion von

Perillaalkohol untersucht wurde.
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3.2.2.  Herstellung des P. putida-Knockoutstamms P. putida DSM 12264 Acym::aac

Die auBlergewohnlich hohe Toleranz gegeniiber dem zelltoxischen Monoterpen Limonen
(Speelmans et al. 1998) macht P. putida DSM 12264 zu einem interessanten Stamm fiir die
Produktion von Perillaalkohol, ausgehend von Limonen. P. putida DSM 12264 ist von Natur
aus in der Lage Limonen zu Perillaséure zu oxidieren (Speelmans et al. 1998). Zur Produktion
von Perillaalkohol in einem P. putida-Ganzzellbiokatalysator durch heterolog exprimierte
P450-BM3-Varianten wurde zunéchst ein Knockoutstamm von P. putida DSM 12264 erzeugt,
der einen vollstindigen Aktivititsverlust gegeniiber Limonen aufweisen sollte. Analog zum
P. putida F1-Stamm sind die an der Oxidation von Limonen beteiligte Enzyme durch Gene des
cym-Operons codiert (s. Kapitel 1.3.5). Die Deletion des cym-Operons erfolgte iiber
lambda-Red-Rekombination mit Hilfe des Helferplasmids pUCPK-18-RedS und -einer
Gentamycin-resistenzvermittelnden Insertionskassette (s. Kapitel 2.5.9).

Zur Uberpriifung der erfolgten Deletion wurde zundichst der Knockoutstamm
P. putida DSM 12264 Acym::aac (kurz P. putida Acym) hinsichtlich des Wachstums auf
p-Cymol als einziger Kohlenstoffquelle untersucht. Als Kontrolle wurde ebenfalls der
Wildtypstamm P. putida DSM 12264 eingesetzt. Wihrend beide Stimme auf Glycerol-haltigen
Agarplatten wuchsen, zeigte der Knockoutstamm im Vergleich zum Wildtypstamm auf

p-Cymol-haltigen Agarplatten kein Wachstum (Abbildung 15).

Abbildung 15. Wachstumstest von P. putida-Staimmen auf Agar mit Glycerol (A) oder p-Cymol (B) als
einzige Kohlenstoffquelle. Auf den Agarplatten wurde jeweils links der Knockoutstamm P. putida Acym bzw.
rechts P. putida DSM 12264 (Wildtyp) ausgestrichen.

Zur weiteren Uberpriifung wurden der Knockout- und Wildtypstamm unter gleichen
Bedingungen zur Biotransformation von Limonen eingesetzt. Das Wachstumsverhalten beider

Stamme unterschied sich im Zeitraum zwischen 0 h und 24 h zunichst nicht, wohingegen sich
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im Zeitraum zwischen 24 h und 48 h die Zelldichte des Knockoutstamms mehr als verdoppelte
und der Wildtypstamm ein deutlich geringeres Wachstum zeigte (Abbildung 16 A).

Des Weiteren konnte durch den Wildtypstamm die Bildung von Perillasdure nachgewiesen
werden (Abbildung 16 B). Nach 69 h konnte in beiden Stimmen keine deutliche Zunahme der
Zelldichte beobachtet werden und auch durch den Wildtypstamm erfolgte keine weitere
Bildung von Perillasdure. Durch den Knockoutstamm wurde zu keinem Zeitpunkt Perillasdure,
Perillaaldehyd oder Perillaalkohol gebildet. Die Deletion des cym-Operons fiihrte somit zu

einem vollstdndigen Aktivitdtsverlust des Knockoutstamms gegeniiber Limonen.
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Abbildung 16. Biotransformation von Limonen durch P. putida DSM 12264 Acym::aac (schwarz) bzw.
P. putida DSM 12264 (grau). Verlauf der Biotransformation (A) mit optischer Zelldichte (Quadrate, ODeoo)
und relativer Menge gebildeter Perillasdure (Saulen, rel. P: Quotient aus Peakflache der gebildeten Perillasidure
und des internen Standards Carvon (75 mM). GC-Chromatogramm nach Biotransformation von Limonen iiber
48 h (B): Limonen (1), Perillaséure (2), Carvon (IS). Bedingungen (30°C, 180 rpm, 146 h): 50 ml E2-Medium,
150 mM Limonen.

Neben der Bildung von Perillasdure ausgehend von Limonen ist P. putida DSM 12264
ebenfalls in der Lage Perillasdure ausgehend von Perillaalkohol oder Perillaaldehyd zu bilden
(Speelmans et al. 1998). Pseudomonaden sind in der Lage eine Vielzahl von Terpenen iiber
unterschiedliche Stoffwechselwege abzubauen (Molina et al. 2013). Um trotz der Deletion des
cym-Operons dennoch vorhandene Aktivitit weiterer Enzyme gegeniiber Perillaalkohol bzw.
Perillaaldehyd aufzudecken, wurde Perillaalkohol bzw. Perillaaldehyd in verschiedenen
Konzentrationen (0,2-2,0 mM) zu ruhenden Zellen des Knockoutstamms P. putida Acym
gegeben. Perillaalkohol konnte durch P. putida Acym zu Perillasdure oxidiert werden; der
Umsatz lag zwischen 21% und 36% (Tabelle 7). Je hoher die eingesetzte Konzentration an
Perillaalkohol war, desto mehr Perillasdure wurde gebildet. Eine Bildung von Perillaaldehyd

konnte nicht festgestellt werden (Abbildung 17 A).
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Abbildung 17. Chromatogramme nach achiraler GC-Analyse der Umsetzung von 2 mM Perillaalkohol (A)
und Perillaaldehyd (B) durch P. putida Acym (schwarz). Als Kontrolle (grau) wurde ein Ansatz ohne Zugabe
von Zellen in gleicher Weise behandelt. Perillaaldehyd (1), Perillaalkohol (2), Perillasdure (3), Fenchon
(IS, 250 uM), *Verunreinigungen aus dem Extraktionsmittel, eingesetzten Perillaalkohol bzw. Perillaaldehyd.
Reaktionsbedingungen (1 ml, 20 rpm, 25°C, 2 h), 2% DMSO (v/v), 2% (m/v) Glycerol in 50 mM KPi-Puffer
(pH 7,5), eingesetzt wurden 8,5 g/l ruhende P. putida Acym-Zellen nach Kultivierung.

Perillaaldehyd wurde in allen Féllen vollstindig zu Perillaalkohol und Perillasdure umgesetzt.
Perillasdure stellte auch hier das Hauptprodukt dar (Abbildung 17 B). Bei Verwendung hoherer
Konzentration an Perillaaldehyd stieg der Anteil des in der Umsetzung gebildeten

Perillaalkohols an (Tabelle 7).

Tabelle 7. Untersuchung der Aktivitit von P. putida Acym gegeniiber Perillaalkohol und Perillaaldehyd.

Substrat* Perillaalkohol Perillaaldehyd
Anteil nach Umsetzung [%] Anteil nach Umsetzung [%]
Konz. Perilla- Perilla-  Perilla- Perilla- Perilla- Perilla-
[uM] alkohol aldehyd sdure alkohol aldehyd sdure
200 78 - 22 8 - 92
500 79 - 21 12 - 88
1000 76 - 24 14 - 86
1500 64 - 36 17 - 83
2000 74 - 26 23 - 77

* Werte erhalten in einer Einzelbestimmung, weitere Versuche zeigten dasselbe Ergebnis. Reaktionsbedingungen
siche Abbildung 17.

Obwohl in der Biotransformation von Limonen durch den Knockoutstamm keine Bildung von
Perillasdure festgestellt werden konnte, fiihrte die Deletion des cym-Operons nicht zu einem
vollstindigen Aktivititsverlust gegeniiber Perillaalkohol und Perillaaldehyd. Da in der
Biotransformation Perillaalkohol durch P. putida Acym nur teilweise zu Perillasdure oxidiert
wurde, wurde der Knockoutstamm P. putida Acym als Wirtsstamm in Kombination mit den

ausgewdhlten P450-BM3-Varianten eingesetzt.
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3.2.3. Erste Umsetzungen von Limonen durch P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Zur Expression in P. putida Acym wurden die Gene von BM3-VVF und BM3-VVPF in das
durch L-Rhamnose induzierbare Expressionsplasmid p4782.1 eingebracht (Abbildung 18).

p4782.1 BM3-VVF
9528 bps

Abbildung 18. Schematische Darstellung des Expressionsplasmids p4782.1 BM3-VVF. BM3-VVF-Gen (rot),
Selektionsmarker (schwarz): Kanamycinresistenzgen, L-Rhamnose-Promotor rhaP und Aktivatoren-Gene rhaR

und rhaS (hellblau); weitere Plasmidelemente (grau). Die Klonierung erfolgte iiber die Restriktionsschnittstellen
BsrGl und Xbal (s. Kapitel 2.4.11.3).

Eine Expressionsoptimierung von BM3-VVF in P. putida erfolgte im Rahmen einer
Bachelorarbeit (Hilberath 2013). Durch eine ldngere Expressionszeit (40 h) im Vergleich zu
E. coli konnte in P. putida ein hoheres P450-Expressionsniveu erreicht werden. BM3-VVF und
BM3-VVPF wurden unter optimierten Bedingungen heterolog in P. putida Acym exprimiert.
Sowohl BM3-VVF als auch BM3-VVPF konnten in P. putida erfolgreich exprimiert werden
(Abbildung 19).
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Abbildung 19. Analyse der Expression von BM3-VVF und BM3-VVPF in P. putida per SDS-PAGE.
Die Expression erfolgte bei 25°C iiber 40 h in 50 ml TB-Medium. Protein-GroBenstandard (M); aufgetragen
wurden Ganzzellproben nach Expression von BM3-VVF (VVF) und BM3-VVPF (VVPF) in P. putida Acym 40 h
nach Induktion; als Kontrolle wurde eine Ganzzellprobe von P. putida Acym verwendet (-). Pfeil weist auf die
exprimierten P450-BM3-Varianten (121 kDa) hin.
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Im Vergleich zu der Expression in E. coli lag das Expressionslevel von BM3-VVF mit
1800 nmol/l (300 nmol/gedaw) pro Kulturvolumen in P. putida etwas hoher. Bei der Expression
von BM3-VVPF wurde hingegen mit 800 nmol/l (130 nmol/gedw) in P. putida eine geringere
P450-Konzentration erreicht. Im Anschluss an die Expression von BM3-VVF und BM3-VVPF
in P. putida Acym wurden entsprechende Zellen als Ganzzellbiokatalysatoren zur Umsetzung
von Limonen eingesetzt (Abbildung 20). P. putida Acym-Zellen, die keine rekombinante P450

exprimierten, wurden als Kontrolle verwendet.

\©\’(+02

Limonen
l

BM3-VVF
NADPH 4 Metabolismus = NADP*

Glucose/Glycerol Perillaalkohol

Abbildung 20. P. putida-Ganzzellbiokatalysator zur selektiven Oxidation von Limonen zu Perillaalkohol
durch BM3-VVF. Die Bereitstellung und Regenerierung des fiir die P450-katalysierte Reaktion benétigten
Kofaktors NADPH erfolgte iiber den Zellmetabolismus.

Wihrend P. putida Acym-Zellen, in denen BM3-VVF bzw. BM3-VVPF exprimiert wurde, in
der Lage waren Perillaalkohol zu bilden, zeigten P. putida Acym-Zellen, in denen keine P450
exprimiert worden war, keine Umsetzung von Limonen (Abbildung 21).

Trotz hoherer Aktivitit und Kopplungseffizienz von BM3-VVPF in den vorherigen
in-vitro-Experimenten (s. Kapitel 3.2.1) konnte mit dem Ganzzellbiokatalysator BM3-VVF mit
45 uM im Vergleich zu BM3-VVPF mit 30 uM eine leicht hohere Konzentration an
Perillaalkohol erzielt werden (Abbildung 21 A). Ursdchlich hierfiir sind moglicherweise die
unterschiedlich hohen P450-Expressionsniveaus (300 nmol/gedw vs. 130 nmol/gedw). Nach 3 h
Reaktionszeit wurde durch beide Ganzzellbiokatalysatoren kein weiterer Perillaalkohol
produziert. Eine Weiteroxidation des gebildeten Perillaalkohols zu Perillaaldehyd oder
Perillasdure konnte zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden (Abbildung 21 B). Fiir weitere
Untersuchungen und die Optimierung des P. putida-Ganzzellbiokatalysators wurde die

P450-BM3-Variante BM3-VVF ausgewihlt.
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Abbildung 21. Biotransformation von Limonen nach Expression von BM3-VVF (schwarz) oder BM3-VVPF
(dunkel-grau) in P. putida Acym (A). GC-Chromatogramme nach 3 h Umsetzung (B). Kontrolle:
P. putida Acym-Zellen (hell-grau). Limonen (1), Fenchon (IS, 250 uM)), Perillaalkohol (2), *Verunreinigungen
aus dem Extraktionsmittel bzw. eingesetzten Limonen. Reaktionsbedingungen: (1 ml, 20 rpm, 25°C, 24 h), 2 mM
Limonen, Glycerol, 2% DMSO (v/v) in 50 mM KPi-Puffer (pH 7,5); ruhende Zellen: BM3-VVF 5,1 geqw/1
(P450: 300 nmol/gcaw), BM3-VVPF 5,0 gegw/l (P450: 130 nmol/geqw) oder Acym 5,4 geaw/l.

3.2.4. Einfluss des Stofftransfers im P. putida-Ganzzellbiokatalysator

Limonen ist in Wasser nur schwer 16slich (13,8 mg/l, logP 4,4) und leicht fliichtig (Massaldi
und King 1973; Schmid et al. 1992). Beides beeinflusst die Substratkonzentration im wéssrigen
Medium, sodass durch eine geringe Substratverfiigbarkeit die Aufnahme von Limonen in die
Zelle beeintrichtigt werden kann. In Biotransformationen von Limonen wurde daher als
Loslichkeitsvermittler 2-10% DMSO eingesetzt. Alternativ. wurde die Zugabe von
Methyl-B-cyclodextrin (M-B-CD) zusitzlich zu 2% DMSO getestet. Im Verlauf der
Biotransformation ging ein Grofiteil des eingesetzten Limonens durch Evaporation verloren
(Abbildung 22 A). In den Biotransformationen mit 2% DMSO wurden hierdurch der Reaktion
nach 3 h fast 60% des eingesetzten Limonens entzogen. Im Vergleich dazu konnte in
Biotransformationen nach Zugabe von M-B-CD nach 3 h mit 20% eine deutlich geringere
Abnahme des Limonens beobachtet werden (Abbildung 22 A). Dennoch fiihrte die hierdurch
verbesserte Substratverfiigbarkeit nicht zu einem hoheren Substratumsatz (Abbildung 22 B).
Auch die Verwendung hoherer DMSO-Konzentrationen (Abbildung 22 B) oder eine erneute

Zugabe von 2 mM Limonen nach drei- und sechsstiindiger Biotransformation fiihrte nicht zu

einer verbesserten Umsetzung.
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Abbildung 22. Verfiigbarkeit (%) von Limonen bezogen auf die Ausgangskonzentration (A) und
Biotransformation von Limonen nach Expression von BM3-VVF in P. putida Acym (B). Getestet wurden
verschiedene DMSO-Konzentrationen (Quadrate) sowie die Zugabe von Methyl-B-cyclodextrin zu 2% DMSO
(Dreieck). Reaktionsbedingungen (1 ml, 20 rpm, 25°C, 24 h), 2 mM Limonen, 2-10% DMSO (v/v), 10 mM
Methyl-B-cyclodextrin in 50 mM KPi-Puffer (pH 7,5); ruhende Zellen: 5,1 geaw/l (P450: 300 nmol/gcqw).
Werte erhalten aus unabhéngigen Einzelreaktionen, weitere unabhéngige Experimente bestitigten das Ergebnis.

Die Tatsache, dass nach 3 h keine weitere Bildung von Perillaalkohol erfolgte und mit maximal
45 uM nur eine geringe Konzentration an Perillaalkohol erzielt wurde, wies darauf hin, dass
neben der Substratverfiigbarkeit weitere Limitierungen vorlagen. Aufgrund der hydrophoben
Eigenschaften von Limonen konnte nicht ausgeschlossen werden, dass auch eine
eingeschrinkte Substrataufnahme iiber die duflere Zellmembran P. putidas die Hydroxylierung
von Limonen beeintrachtigte. Zur Untersuchung dieses Aspekts wurde Polymyxin B in vier
verschiedenen Konzentrationen zur Permeabilisierung der Zellen eingesetzt und die Bildung

von Perillaalkohol iiber 21 h analysiert (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Biotransformation von Limonen nach Zugabe von Polymyxin B. Eingesetzt wurden ruhende
P. putida Acym-Zellen nach Expression von BM3-VVF. Reaktionsbedingungen (1 ml, 20 rpm, 25°C, 21 h), 2 mM
Limonen, 2% DMSO (v/v), 0-200 pg/ml Polymyxin B in 50 mM KPi-Puffer (pH 7,5); ruhende Zellen: 8,3 gcaw/l
(P450: 297 nmol/g.qaw). Werte erhalten aus unabhingigen Einzelreaktionen, weitere unabhéngige Experimente

bestitigten das Ergebnis.
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Die Zugabe von 10 pg/ml fiihrte zu keiner wesentlich erh6hten Produktbildung. Im Gegensatz
dazu konnte durch die Zugabe von 100 pg/ml Polymyxin nach 3 h die Bildung von
Perillaalkohol mit 213 uM fast um das 5-Fache im Vergleich zu Zellen, die nicht
permeabilisiert wurden, gesteigert werden. Eine hohere Zugabe an Polymyxin (200 pg/ml)
fiihrte zu keiner zusétzlichen Verbesserung.

In weiteren Experimenten wurde zur unterstiitzten Aufnahme von Limonen die Koexpression
der Membranproteine CymD und AIKL getestet. Zur Koexpression wurden cymD bzw. alkL in
das Koexpressionsplasmid pSEVA42rha eingebracht (Anhang, Abbildung 48). Die
Koexpression in P. putida Acym erfolgte in Verbindung mit BM3-VVF, codiert auf p4782.1
(Abbildung 18).  Die  P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren =~ BM3-VVF/CymD  oder
BM3-VVF/AIKL wiesen mit 200 nmol/gecaw im Vergleich zu BM3-VVF eine 30% geringere
P450-Expression auf (Tabelle 8). Wiahrend die Koexpression von AIkKL trotz niedriger
P450-Konzentration in BM3-VVF/AIKL zu einer erhohten Bildung von Perillaalkohol im
Vergleich zu BM3-VVF fiihrte, konnte durch Koexpression von CymD in BM3-VVF/CymD
die Bildung von Perillaalkohol nicht verbessert werden. Zum Vergleich der katalytischen
Produktivitdt wurde auch hier der TTN bestimmt. Durch Verwendung von Polymyxin B oder
die Koexpression von AIkL konnte der erzielte TTN gesteigert werden (Tabelle 8). Nach

dreistiindiger Reaktion konnte auch hier keine weitere Produktbildung beobachtet werden.

Tabelle 8. Umsetzung von Limonen durch die P.putida-Ganzzellbiokatalysatoren BM3-VVF,
BM3-VVF/CymD und BM3-VVF/AIKL sowie BM3-VVF nach Permeabilisierung durch Polymyxin B.

P. putida Acym cdw P450 Perillaalkohol*  TTN®
[g/1] [nmol/gcdw] [uM]

BM3-VVF 5,1 301 45°¢ 29

BM3-VVF/CymD 5,6 196 35+ 14 27

BM3-VVF 8,3 297 28¢ 11

BM3-VVF/AKL 8,7 193 93 + 3¢ 55

BM3-VVF + Polymyxin B 8,3 297 213°¢ 86

Eingesetzt wurden ruhende P. putida Acym-Zellen nach Expression. Reaktionsbedingungen (1 ml, 20 rpm, 25°C,
3h): 2mM Limonen, 2% DMSO (v/v) in 50 mM KPi-Puffer (pH 7,5); Permeabilisierung mit 100 pg/ml
Polymyxin B. *Maximal erzielte Konzentration nach 3 h, ®angegeben in nmol Perillaalkohol pro nmol P450,
°Werte erhalten in einer Einzelreaktion (siche Abbildung 22 B bzw. Abbildung 23), weitere unabhéngige
Experimente bestitigten das Ergebnis, ¢ Mittelwerte erhalten aus drei unabhingigen Reaktionen.

Die durch Koexpression von AlkL oder Verwendung von PolymyxinB erzielten
Verbesserungen wiesen darauf hin, dass die Produktivitit des verwendeten
P. putida-Ganzzellbiokatalysators durch die geringe Membrangingigkeit flir Limonen
beeinflusst wurde. In weiteren Versuchen wurden durch Polymyxin B permeabilisierte Zellen

eingesetzt.
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3.2.5. Einfluss der Biokatalysator- und Substratkonzentration

Die eingesetzte Biokatalysatorkonzentration sowie eine unzureichende Sauerstoffversorgung
bei der Verwendung hoher Biokatalysatorkonzentrationen konnen die Produktivitit eines
P450-Ganzzellbiokatalysators beeinflussen (Hernandez-Martin et al. 2014; Janocha und
Bernhardt 2013). Eine ausreichende Sauerstoffversorgung trigt neben der Bereitstellung an
Sauerstoff fiir die P450-katalysierte Hydroxylierungsreaktion zur Aufrechterhaltung des
Energiestoffwechsels und dadurch zur Bereitstellung der benétigten NAD(P)H-Kofaktoren bei.
Bereits ohne Permeabilisierung der Zellen schien die eingesetzte Biokatalysatorkonzentration
einen Einfluss auf die Produktivitét des P. putida-Ganzzellbiokatalysators BM3-VVF zu haben
(Tabelle 8). Fiir den permeabilisierten P. putida-Ganzzellbiokatalysator BM3-VVF wurde der
Einfluss der eingesetzten Biokatalysatorkonzentration mit einer Zellmenge von 4,1, 8,3 bzw.
21,7 geaw/l getestet. Dabei wurde vermutet, dass bei ausreichender Sauerstoffversorgung eine
Erhohung der Zellmenge zu einem hoheren Substratumsatz fiihren konnte. Mit einer Zellmenge
von 8,3 gedw/l konnte nach 3 h mit 175 uM die hochste Konzentration an Perillaalkohol erzielt
werden. Eine weitere Erhohung der Zellmenge auf 21,7 geaw/l fiihrte nicht zu einer hoheren
Produktkonzentration (Abbildung 24 A). Mit einer niedrigeren Zellemenge von 4,1 gedw/l
konnte sogar eine leicht hohere Produktkonzentration im Vergleich zu der hochsten getesteten
Zellmenge erzielt werden. In weiteren Versuchen wurde als ein mdglicher Kompromiss
zwischen Biokatalysatorkonzentration und Sauerstoffversorgung eine Zellmenge von
8-10 geaw/l eingesetzt.

Es wurde angenommen, dass durch eine maximierte Substratverfiigbarkeit bei Einsatz hoherer
Substratkonzentrationen die Produktivitit permeabilisierter Zellen gesteigert und der Einfluss
einer vorzeitigen Evaporation minimiert werden konnte. Mit dem Ziel einer hierdurch
verbesserten Ganzzellbiokatalyse wurden initiale Substratkonzentrationen zwischen 2 mM und
100 mM Limonen getestet. Die geringe Ldslichkeit von Limonen fiihrte hierbei zur Ausbildung
eines Zweiphasensystems. Bei Verwendung von 2 mM Limonen wurden nach 3 h 250 uM
Perillaalkohol gebildet (Abbildung 24 B). Dies ist vergleichbar mit dem vorherigen Ergebnis
im Test verschiedener Polymyxin-Konzentrationen (Tabelle 8). Durch den Einsatz von 6 mM
bzw. 10 mM Limonen konnte die Konzentration an Perillaalkohol auf 410 uM bzw. 530 uM
gesteigert werden. Die Verwendung hoherer Konzentrationen (>10 mM Limonen) bewirkte

hingegen keine zusitzliche Verbesserung.
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Abbildung 24. Einfluss der eingesetzten Zellmenge (A) und Substratkonzentration (B) auf die Produktion
von Perillaalkohol im permeabilisierten P. putida-Ganzzellbiokatalysator BM3-VVF. Eingesetzt wurden
permeabilisierte ruhende P. putida Acym-Zellen nach Expression von BM3-VVF. (A) Reaktionsbedingungen
(1 ml, 20 rpm, 25°C, 3 h), 2 mM Limonen, 2% DMSO (v/v), 100 pg/ml Polymyxin B in 50 mM KPi-Puffer
(pH 7,5); ruhende Zellen: 4,1, 8,3 und 21,7 gegw/l (P450: 297 nmol/geqw). Werte erhalten aus unabhingigen
Einzelreaktionen, weitere unabhingige Experimente bestétigten das Ergebnis. (B) Reaktionsbedingungen (1 ml,
20 rpm, 25°C, 3 h), 2-100 mM Limonen, 2% DMSO (v/v), 100 pg/ml Polymyxin B in 50 mM KPi-Puffer
(pH 7,5); ruhende Zellen: 8,6 geaw/l  (P450: 297 nmol/gesw). Werte erhalten aus unabhingigen
Dreifachbestimmungen.

Die Tatsache, dass trotz verbessertem Stofftransfer durch Permeabilisierung, einer optimierten
Biokatalysatorkonzentration und einer maximierten Substratverfiigbarkeit keine hoheren
Produkttiter erzielt werden konnten, deutete darauf hin, dass die katalytische Aktivitdt des

Ganzzellbiokatalysators BM3-VVF eine hohere Produktivitét verhinderte.

3.2.6. Effekt einer unterstiitzten Kofaktorregenerierung

Die Verfiigbarkeit der benotigten NAD(P)H-Kofaktoren ist entscheidend fiir P450-katalysierte
Reaktionen (Blank et al. 2008). In Ganzzellbiokatalysatoren erfolgt die kontinuierliche
Bereitstellung der benétigten Kofaktoren durch den Zellmetabolismus (Blank et al. 2010).
Dennoch kann eine unzureichende zellulire Kofaktorversorgung die Produktivitit des
Ganzzellkatalysators beeintrichtigen (Biihler et al. 2008; Schewe et al. 2008). Um den Effekt
einer unterstiitzten Kofaktorregenerierung in der Umsetzung von Limonen durch
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zu untersuchen, wurde die Koexpression einer
NADPH-regenerierenden GDH im Pseudomonas-Ganzzellbiokatalysator etabliert. Hierzu
wurde das Gen der Glucosedehydrogenase IV aus B. megaterium (gdh) in das
Koexpressionsplasmid pSEVA42rha eingebracht (Abbildung 25). Zur erleichterten
Glucoseaufnahme wurde zusdtzlich das Gen glf des Glucose-Facilitators aus Zymomonas
mobilis (Weisser et al. 1995) in ein artifizielles bicistronisches Operon mit gdh in pSEV A42rha
kloniert.
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Abbildung 25. Schematische Darstellung der Koexpressionsplasmide, pSEVA42rha GDH und
PSEVA42rha GDH GLF. Antibiotika-Selektionsmarker (aadA4): Resistenz gegeniiber Streptomycin und
Spectinomycin (schwarz), L-Rhamnose-Promotorsystem (hell-blau) und RK2-Replikationsursprung sowie
weitere Plasmidelemente (grau), gdh (orange), glf (rosa). Die Klonierung erfolgte iiber DNA-Assemblierung s.
Kapitel 2.4.11.5.

Alle Proteine konnten in P. putida erfolgreich koexprimiert werden (Abbildung 26). In den
Ganzzellbiokatalysatoren BM3-VVF/GDH und BM3-VVF/GDH/GLF fiihrte die Koexpression
der GDH zu einer verringerten Expression der BM3-VVF im Vergleich zu Zellen, in denen
ausschlieBlich BM3VVF exprimiert wurde (Tabelle 9). Des Weiteren hatte die zusétzliche
Koexpression von GLF in BM3-VVF/GDH/GLF eine geringere Expression der GDH und als
Konsequenz eine verringerten GDH-Aktivitdt zur Folge (Tabelle 9).
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Abbildung 26. Analyse der Koexpression von BM3-VVF mit GDH (BM3-VVF/GDH) sowie BM3-VVF mit
GDH und GLF (BM3-VVF/GDH/GLF) in P. putida per SDS-PAGE. Die Expression erfolgte bei 25°C iiber
43 h in 50 ml TB-Medium. Aufgetragen wurden Ganzzellproben vor (1) und 43 h nach Induktion (2) der
Expression. Pfeile weisen auf die in P. putida Acym exprimierten BM3-VVF (121 kDa) und GDH (28 kDa) hin.
GLF (50 kDa) war aufgrund der vermutlich schwachen Expression in der SDS-PAGE nicht sichtbar. Zellen, in
denen ausschlieBlich BM3-VVF exprimiert wurde (BM3-VVEF/-), trugen zusitzlich das pSEVA42rha
Leerplasmid.
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Neben den Ganzzellbiokatalysatoren BM3-VVF/GDH und BM3-VVF/GDH/GLF wurde als
Kontrolle BM3-VVF zur Umsetzung von Limonen eingesetzt. Die hochste Konzentration an
Perillaalkohol wurde durch BM3-VVF erreicht (Tabelle 9). Die Koexpression von GDH bzw.
GDH und GLF bewirkte trotz der zu erwartenden verbesserten Kofaktorversorgung keinen
hoheren Substratumsatz. Durch BM3-VVF/GDH und BM3-VVF/GDH/GLF konnten mit
190 uM bzw. 128 uM sogar nur 2- bis 3-fach geringere Konzentrationen an Perillaalkohol im
Vergleich zu BM3-VVF erzielt werden. Obwohl BM3-VVF/GDH eine 1,5-fach hohere TTN
aufwies als BM3-VVF (Tabelle 9), wies die geringere Bildung von Perillaalkohol darauf hin,
dass in den eingesetzten Ganzzellbiokatalysatoren nicht die Kofaktorversorgung limitierend
wirkte, sondern womoglich die eingesetzte P450 und deren Konzentration die Bildung hoherer
Produktkonzentrationen verhinderte.

Tabelle 9. Effekt einer unterstiitzten Kofaktorregenerierung in P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur
Hydroxylierung von Limonen durch BM3-VVF.

Energiequelle Glucose

System® BM3-VVF BM3-VVF/GDH BM3-VVF/GDH/GLF
Zellmenge (gedw/1) 8,9 8,2 7,2

P450 (nmol/gedw) 198 77 135

GDH Aktivitit (U/geaw)® - 281 131
Perillaalkohol (uM)* 349+ 10 190 + 4 128 £27

TTN (nmolperiliaalkohol/ NMOlp450)° 199 300 132

2 Eingesetzt wurden permeabilisierte ruhende Zellen nach Expression von BM3-VVF (BM3-VVF), Koexpression
von BM3-VVF mit GDH (BM3-VVF/GDH) bzw. Koexpression von BM3-VVF mit GDH und GLF
(BM3-VVF/GDH/GLF) in P. putida Acym. Reaktionsbedingungen (1 ml, 20 rpm, 25°C, 4 h), 2 mM Limonen, 2%
DMSO (v/v), 100 pg/ml Polymyxin B, 100 mM Glucose in 50 mM KPi-Puffer (pH 7,5); weitere Parameter siche
Tabelle; ® Bestimmt fiir NADP*, ¢ Werte erhalten aus unabhiingigen Dreifachbestimmungen.

3.3. Entwicklung von P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur
Umsetzung von (+)-Campher

Obwohl der eingeschriankte Stofftransfer durch Permeabilisierung der Zellen verbessert werden
konnte, schien die Aktivitdit und Stabilitit der verwendeten P450-BM3-Variante die
Produktivitit ~ des  P. putida-Ganzzellbiokatalysators  einzuschrinken. Um  im
P. putida-Ganzzellbiokatalysator den Effekt einer unterstiitzenden Kofaktorregenerierung
unabhidngig von geringer Loslichkeit, eingeschrinktem Substrattransfer, geringer
Enzymaktivitit und moglicherweise geringer Enzymstabilitit zu studieren, wurde die
P450cam-katalysierte Hydroxylierung des mit 1,6 g/l deutlich besser 19slichen bicyclischen
Monoterpenoids (+)-Campher zu 5-exo-Hydroxycampher untersucht (Abbildung 27).
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Abbildung 27. P. putida-Ganzzellkatalysator zur Umsetzung von (+)-Campher zu 5-exo-Hydroxycampher.
Hierzu wurde P450cam mit Pdx/PdR und GDH oder GIdA in P. putida DSM 12264 koexprimiert. Zur
Kofaktorregenerierung wurde im Fall der GDH Glucose (1) und im Fall der GIdA (Glycerol) zugesetzt. Zusétzlich
zur GDH wurde die Koexpression von GLF mit dem Ziel einer erleichterten Glucoseaufnahme getestet.

Hierzu wurden die Gene der P450cam und der physiologischen Redoxpartner Putidaredoxin
Pdx und Putidaredoxinreduktase PdR aus P. putida in einem artifiziellen tricistronischen
Operon (P450camPP) in p4782.1 eingebracht (Abbildung 28). Mit dem Ziel einer
unterstiitzenden Regenerierung von NADH wurde neben der Koexpression der GDH die
Koexpression der Glyceroldehydrogenase (GldA) aus E. coli in P. putida etabliert. Hierzu
wurde gldA in pSEV A42rha eingebracht (Abbildung 28).
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Abbildung 28. Schematische Darstellung der Koexpressionsplasmide p4782.1 P450camPP und
PSEVA42rha GIdA. P450cam (rot), pdx und pdr (dunkel-blau) bzw. gldA (gelb), Selektionsmarker (schwarz):
Resistenzgen gegeniiber Kanamycin bzw. Streptomycin und Spectinomycin, L-Rhamnose-Promotorsystem
(hell-blau): Promotor rhaP und Aktivatoren rhaR und rhaS; weitere Plasmidelemente (grau). Die Klonierung von
p4782.1 P450camPP erfolgte tiber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Sacl (s. Kapitel 2.4.11.4); die
Klonierung von pSEVA42rha GIdA iiber DNA-Assemblierung (s. Kapitel 2.4.11.5).
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Ausgehend von p4782.1 P450camPP und den Koexpressionsplasmiden pSEVA42rha GIdA,
pSEVA42rha GDH bzw. pSEVA42rha GDH GLF konnte P450camPP in Verbindung mit
GldA, GDH bzw. GDH/GLF erfolgreich in P. putida DSM 12264 koexprimiert werden
(Abbildung 29). Im Ganzzellbiokatalysator P450camPP/GIdA schien GIdA hierbei besser
exprimiert worden zu sein als GDH in P450camPP/GDH.

kDa Cam Cam* GIdA GDH Cam GDH/GLF

M1T231231231723 M 1 2 3 1 23

Abbildung 29. Analyse der Koexpression von P450camPP mit GldA, GDH und GDH/GLF in P. putida per
SDS-PAGE. Die Expression erfolgte bei 25°C iiber 43 h in 50 ml TB-Medium. Protein-GroBenstandard (M);
aufgetragen wurden Ganzzellproben vor (1) und 43 h nach Induktion (2) der Expression sowie eine Probe (7,5 png)
der 16slichen Proteinfraktion nach Zellaufschluss (3). Pfeile weisen auf die in P. putida DSM 12264 exprimierten
P450cam (47 kDa), PdR (46 kDa, hier ca. 40 kDa), GIdA (39 kDa) und GDH (28 kDa) hin. Pdx (12 kDa) und GLF
(50 kDa) waren aufgrund ihrer Groe bzw. schwachen Expression in der SDS-PAGE nicht sichtbar. Zellen, in
denen P450cam (Cam) exprimiert wurde, trugen zusitzlich das pSEVA42rha Leerplasmid; Cam*-Zellen trugen
kein pSEVA42rha Leerplasmid.

Dies spiegelte sich ebenfalls in der héheren Dehydrogenaseaktivitit wieder (Tabelle 10). Die
zusitzliche Koexpression von GLF in P450camPP/GDH/GLF fiihrte auch hier zu einer
geringeren GDH-Expression (Abbildung 29 B) und infolgedessen zu einer niedrigeren
GDH-Aktivitdt im Vergleich zu P450camPP/GDH (Tabelle 10). In allen Umsetzungen von
(+)-Campher wurde neben Spuren von 5-Ketochampher ausschlielich 5-exo-Hydroxycampher

als Produkt gebildet (Abbildung 30).
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Abbildung 30. Chromatogramm nach GC-Analyse der Umsetzung von (+)-Campher durch die
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren P450camPP, P450camPP/GldA und P450camPP/GDH mit Glycerol
bzw. Glucose als Kohlenstoffquelle. Verwendet wurden ruhende P. putida DSM 12264-Zellen nach Expression
von P450camPP und Koexpression von P450camPP mit GIdA bzw. GDH. Fenchon (IS, 1 mM), (+)-Campher (1),
5-Ketocampher (2), 5-exo-Hydroxycampher (3), *Verunreinigungen aus dem Extraktionsmittel bzw. eingesetzten
(+)-Campher. Reaktionsbedingungen siche Abbildung 31.

In der Umsetzung von (+)-Campher durch den Ganzzellbiokatalysator P450camPP konnten
sowohl mit Glucose als auch Glycerol als Energiequelle nach 3h 0,7mM
5-exo-Hydroxycampher erzielt werden (Abbildung 31). Die Koexpression von GDH oder GldA
fiihrte zu einer beschleunigten und verbesserten Umsetzung (Abbildung 31). Durch die
Ganzzellbiokatalysatoren P450camPP/GIdA und P450camPP/GDH konnten bereits nach
10 min mit 1,8-2,0 mM eine fast 3-fach hohere Konzentration an 5-exo-Hydroxycampher im
Vergleich zu P450camPP erreicht werden. Nach 3 h wurde durch P450camPP/GIdA mit
4,7 mM 5-exo-Hydroxycampher sogar eine fast 8-fach hohere Produktkonzentration im

Vergleich zu P450camPP erzielt (Abbildung 31 A).
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Abbildung 31. Effekt einer unterstiitzten Kofaktorregenerierung in der Umsetzung von (+)-Campher durch
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren. Produktkonzentrationen nach 10 min, 1 h bzw. 3 h. Eingesetzt wurden
ruhende P. putida DSM 12264-Zellen nach Expression von P450camPP (Cam) und Koexpression von
P450camPP mit GIdA (A) bzw. mit GDH mit oder ohne GLF (B). Reaktionsbedingungen (1 ml, 20 rpm, 25°C,
3 h), 5,8 mM (+)-Campher, 2% DMSO (v/v), 2% Glycerol (220 mM) bzw. 100 mM Glucose in 50 mM KPi-Puffer
(pH 7,5), Weitere Parameter siche Tabelle 10. Werte erhalten aus unabhingigen Dreifachbestimmungen.
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Durch P450camPP/GDH wurde mit 5,8 mM nach 3 h Reaktionszeit ein vollstindiger Umsatz
beobachtet. Die zusitzliche Koexpression des Glucosefacilitators im Ganzzellbiokatalysator
P450camPP/GDH/GLF bewirkte keine zusétzliche Verbesserung (Abbildung 31 B).

In der Umsetzung von (+)-Campher durch P450camPP, in denen Glucose als Energiequelle
eingesetzt wurde, konnte nach 3 h ein leicht verringerter pH-Wert (pH 7,2) beobachtet werden.
Die Koexpression der GDH in den Ganzzellbiokatalysatoren P450camPP/GDH und
P450camPP/GLF schien diesen Effekt zusdtzlich zu verstirken (pH 6,0). Da die
Ganzzellbiokatalysatoren unterschiedliche P450-Konzentrationen aufwiesen, wurde zum
Vergleich der katalytischen Produktivitit auch hier der TTN bestimmt (Tabelle 10). Durch
Koexpression kofaktorregenerierender Enzyme konnte der TTN um das 6- bis 8-Fache

gesteigert werden (GIdA: 114 vs. 940 bzw. GDH: 133 vs. 748).

Tabelle 10. Zusammenfassung der wihrend der P450cam-katalysierten Ganzzellbiokatalyse von
(+t)-Campher ermittelten Parameter.

Energiequelle Glycerol Glucose

System P450camPP GIdA P450camPP GDH GDH/GLF
Zellmenge (geaw/1) 6,5 7,2 6,5 6,7 5,8
P450 (nmol/gedw) 809 694 809 1157 867
DH-AKktivitét (U/gedw)® - 940 - 159 27
Produktkonzentration (mM)® 0,6 4,7 0,7 5.8 5,1
TTNC 114 940 133 748 1014

2 Dehydrogenase-Aktivitit bestimmt fiir NAD*, ® nach 3 h, ¢ in nmol 5-exo-Hydroxycampher pro nmol P450.

In P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren konnte somit der positive Einfluss einer Koexpression
kofaktorregenerierender Enzyme auf die P450cam-katalysierte Umsetzung von (+)-Campher

gezeigt werden.
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3.4. Entwicklung von Ganzzellbiokatalysatoren zur selektiven
Oxidation von linearen Alkanen

Die Toleranz gegeniiber organischen Losungsmitteln macht P. putida ebenfalls zu einem
interessanten Wirt fiir die P450-katalysierter Oxidation von Alkanen (Soussan ef al. 2016). Mit
dem Ziel, eine effektive Kombination aus Wirtsstamm, Enzymen und Reaktionsbedingungen
zur regio- und stereoselektiven Hydroxylierung von linearen Alkanen zu finden, wurden
Ganzzellbiokatalysatoren auf der Basis des 16sungsmittelsensitiven E. coli IM109-Stamms und
des 16sungsmitteltoleranten P. putida DSM 12264-Stamms entwickelt und evaluiert.

Teile dieses Kapitels sind in dhnlicher Form in einem Originalartikel publiziert worden. Der
Text des Originalartikels wurde iibersetzt und um weitere Teile ergdinzt. Abbildungen und
Tabellen wurden in angepasster Form verwendet: Abgedruckt mit freundlicher Genehmigung
von: Tieves F, Erenburg IN, Mahmoud O, Urlacher VB. 2016. Synthesis of chiral 2-alkanols
from n-alkanes by a P. putida whole-cell biocatalyst. Biotechnol Bioeng Copyright © 2016
John Wiley and Sons.

3.4.1. Auswahl und Expression von P450 zur regio- und stereoselektiven Oxidation von

linearen Alkanen

CYPI154A8 aus N. farcinica ermoglicht die Herstellung von Alkoholen ausgehend von inerten
linearen C7-C9 Alkanen mit hoher Regio- und Stereoselektivitit (von Biihler und Urlacher
2014). Da die physiologischen Redoxpartner von CYP154A8 bisher nicht identifiziert wurden,
werden heterologe Redoxpartner zur Elektroneniibertragung auf CYP154A8 eingesetzt. Zur
regio- und stereoselektiven Oxidation von linearen Alkanen durch einen Ganzzellbiokatalysator
wurden zunichst die Gene der CYP154A8 und der Redoxpartner Pdx/PdR in einem artifiziellen
tricistronischen Operon in pJeM1-a eingebracht (Abbildung 32) und in P. putida DSM 12264
(P. putida) und E. coli IM109 (E. coli) exprimiert.

rhaR

pJeM1-a ASPP
9327 bps

pdx cypl5448

Abbildung 32. Schematische Darstellung von pJeM1-a A8PP. cypl5448 (rot), pdx und pdr (blau),
Selektionsmarker: Kanamycinresistenzgen (schwarz), L-Rhamnose-Promotorsystem: Promotor rhaP und
Aktivatorgene rhaR und rhaS (hell-blau), rep, mob als weitere Plasmidelemente (grau). Die Klonierung erfolgte
iiber DNA-Assemblierung (s. Kapitel 2.4.11.6).
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Sowohl in E. coli als auch in P. putida konnte CYP154A8 mit Pdx/PdR (A8PP) erfolgreich
koexprimiert werden (Abbildung 33). Nach Expression in P. putida wurden im Vergleich zu
E. coli deutlich hohere Konzentrationen an CYPI54A8 erreicht (1224 nmol/gedw VS.
53 nmol/geaw), was darauf hindeutete, dass P. putida unter den verwendeten Bedingungen im
Vergleich zu E. coli der geeignetere Expressionsstamm ist. Expressionsstudien im Rahmen

einer Bachelorarbeit bestitigten dieses Ergebnis (Erenburg 2014).
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Abbildung 33. Analyse der Expression von CYP154A8 mit Pdx/PdR in E. coli und P. putida per SDS-PAGE.
Die Expression erfolgte bei 25°C iiber 39 h in 400 ml TB-Medium. Protein-Grofenstandard (M); aufgetragen
wurden Ganzzellproben vor (1) und 39 h nach Induktion (2) der Expression. Pfeil weist auf die in E. coli IM109

bzw. P. putida DSM 12264 exprimierten CYP154A8 (45 kDa), PdR (46 kDa) hin (Uberlagerung). Pdx (12 kDa)
war aufgrund der geringen Grof3e in der SDS-PAGE nicht sichtbar.

3.4.2. Umsetzung von Octan durch E. coli- und P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

In ersten Versuchen wurde die Umsetzung von Octan durch E. coli- und
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren untersucht. Zur Gewihrleistung einer ausreichenden
Kofaktorversorgung durch den zelleigenen Metabolismus wurde Glucose oder Glycerol als
Energiequelle zugegeben. Die Hydroxylierung von Octan erfolgte durch beide
Ganzzellbiokatalysatoren mit einer Regioselektivitidt von 98% an der C2-Position und einer
klaren Priferenz fiir die Bildung des S-Enantiomers (88-90% ee). Neben dem Hauptprodukt
2-Octanol wurde die Bildung von 2-Octanon und Spuren von 3-Octanol beobachtet
(Abbildung 34 A). Eine &dhnliche Produktverteilung und Préferenz fiir die Bildung des
S-Enantiomers (Abbildung 34 B) konnte bereits im biphasischen System mit isolierten
Enzymen beobachtet werden (von Biihler und Urlacher 2014).
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Abbildung 34. Chromatogramme nach achiraler (A) und chiraler (B) GC-Analyse der Umsetzung von
Octan durch den P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASPP. 2-Octanon (1), 3-Octanol (2), 2-Octanol (3) bzw.
(8)-2-Octanol (S-3) und (R)-2-Octanol (R-3), 1-Decanol, interner Standard (IS). *deuten auf Verunreinigungen aus
dem Extraktionsmittel (Toluol) oder dem eingesetzten Octan hin. Reaktionsbedingungen siche Abbildung 35.

Wurde Glycerol (200 mM) als Energiequelle zugegeben, konnten nach 4 h durch E. coli
0,9 mM (S)-2-Octanol mit 90% ee und durch P. putida 0,5 mM (S)-2-Octanol mit 89% ee
erzielt werden. Hohere Produktkonzentrationen wurden, wenn auch im Fall von E. coli weniger
signifikant, unter Verwendung von Glucose (100 mM) erreicht (Abbildung 35). Mit Glucose
wurden nach 4 h durch E. coli 1,1 mM (5)-2-Octanol mit 88% ee und durch P. putida 1,4 mM
(8)-2-Octanol mit 88% ee gebildet.
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Abbildung 35. Umsetzung von Octan durch die E. coli- und P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren A§PP unter
Verwendung von Glycerol (Gly) und Glucose (Glu). Reaktionsbedingungen (200 rpm, 25°C, 4 h):
Zellsuspensionen in 10 ml 100 mM KPi-Puffer (pH 7,5) mit 100 mM Glucose oder 200 mM Glycerol wurden mit
I ml Octan versetzt. Zellsuspension: E. coli 10,2 geaw/l (P450: 53 nmol/geaw), P. putida 7,4 geaw/l (P450:
1224 nmol/gcaw). Als Redoxpartner wurden Pdx/PdR koexprimiert. Gefiillte Balken: (S)-2-Octanol mit ee-Wert in
%; gestrichelte Balken: 2-Octanon. Werte wurden aus unabhéngigen Dreifachbestimmungen erhalten. Verdndert
nach Tieves et al. 2016; abgedruckt mit Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley and Sons.
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3.43. E. coli versus P. putida-Ganzzellbiokatalysator

Als nidchstes wurde untersucht, ob die Verldngerung der Reaktionszeit eine erhohte
Produktkonzentration zur Folge hat. Da zuvor Glucose mit beiden Ganzzellbiokatalysatoren zu
hoheren Produktkonzentrationen fiihrte, wurde Glucose als Energiequelle eingesetzt. Nach 6 h
konnten sowohl mit E. coli als auch mit P. putida 2,0 mM (S)-2-Octanol (90% ee) erzielt
werden. Wiéhrend in E. coli nach 24 h keine Zunahme der Produktkonzentration beobachtet
wurde, konnte sie in P. putida mit 4,7 mM (S)-2-Octanol (87% ee) mehr als verdoppelt werden
(Abbildung 36 A).

Im Gegensatz zu E. coli konnte im Verlauf der Umsetzung von Octan durch P. putida bereits
nach kurzer Zeit die Bildung von Zellaggregaten beobachtet werden (Abbildung 36 C). Neben
anderen Mechanismen wurde Zellaggregation als eine Anpassung beschrieben, um in
Anwesenheit zelltoxischer Substanzen zu iiberleben (Gaur und Khare 2009). Um die
Biokompatibilitdt zu verbessern, wurde die Zugabe eines Cyclodextrins getestet. Cyclodextrine
sind dafiir bekannt, die Loslichkeit organischer Substanzen zu verbessern und gleichzeitig
deren Toxizitdit zu verringern (Singh et al. 2002). Die Zugabe des Cyclodextrins, 4%
Methyl-B-cyclodextrin (M-B-CD), fiihrte mit beiden Ganzzellbiokatalysatoren zu einem
verbesserten Umsatz (Abbildung 36 B) und verhinderte die zuvor in P. putida beobachtete
Zellaggregation (Abbildung 36 C/D). Nach Zugabe von M-B-CD erzielte E. coli mit 3,9 mM
(86% ee) nach 6 h eine 2-fach hohere und P. putida mit 4,7 mM (86% ee) eine 3-fach hohere

Konzentration an 2-Octanol im Vergleich zu den Umsetzungen ohne Cyclodextrin.
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Abbildung 36. Umsetzung von Octan durch E. coli- und P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren nach 6 h und
24 h ohne (A) und mit (B) Methyl-p-cyclodextrin (M-B-CD). Reaktionsbedingungen (200 rpm, 25°C, 6 h/24 h):
Zellsuspensionen in 10 ml 100 mM KPi-Puffer (pH 7,5) wurden mit 1 ml Octan versetzt. Zellsuspension: E. coli
8,9 geaw/l (P450: 230 nmol/geaw), P. putida 9,1 geaw/l (P450: 1265 nmol/g.qw). Als Kohlenstoffquelle wurde
100 mM Glucose verwendet und als Redoxpartner Pdx/PdR koexprimiert. Gefiillte Balken: (S)-2-Octanol mit
ee-Wert in %; gestrichelte Balken: 2-Octanon. Werte wurden erhalten aus unabhéngigen Dreifachbestimmungen.
Reaktionsansdtze des P. putida-Ganzzellbiokatalysators ohne (C) und mit (D) M-B-CD. Pfeile weisen auf
Zellaggregate hin. Verdndert nach Tieves et al. 2016; abgedruckt mit Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley
and Sons.
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Wihrend mit E. coli nach 24 h nur eine geringe zusitzliche Bildung von 2-Octanol beobachtet
werden konnte, 4,9 mM (86% ee), verdoppelte sich mit P. putida im gleichen Zeitraum die
Konzentration an (S)-2-Octanol auf 9,0 mM (84% ee). Eine Verwendung niedriger M--CD
Konzentrationen (<4%) fiihrte zu geringeren Produktkonzentrationen und einer leicht erhdhten
Bildung von 2-Octanon. Bei Konzentration <1% M-B-CD konnte erneut die Bildung von
Zellaggregaten beobachtet werden. Mit P. putida konnten hohere Produktkonzentrationen und
langere Prozesszeiten erreicht werden, sodass P.putida im Vergleich zu E. coli den
geeigneteren Wirt zur Hydroxylierung von Octan darstellt. Aus diesem Grund wurde P. putida
in allen folgenden Experimenten als Wirt zur Umsetzung von Octan und weiteren linearen

Alkanen eingesetzt.

3.4.4. Optimierung des P. putida-Ganzzellbiokatalysators zur Umsetzung von Alkanen

Die mit P. putida beobachtete Zellaggregation wies auf eine zellulire Anpassung, ausgelost
durch die Anwesenheit des Octans bzw. die Bildung von 2-Octanol und 2-Octanon, hin. Einige
dieser zelluliren Anpassungsmechanismen konnen zu einem gesteigerten Energiebedarf
fiihren. Bei gleichzeitig hoher Umsatzrate konnte dies zu einer Limitierung der zelluldren
Kofaktorverfiigbarkeit fithren. Um zu untersuchen, ob die Anwesenheit hoher Substrat- bzw.

Produktkonzentrationen oder eine hohe Umsatzrate zu einer Uberlastung der zelluliren

Kofaktorregenerierung fiihrt, wurde zur unterstiitzenden Kofaktorregenerierung die GDH
ausgehend von pSEVA42rha GDH koexprimiert (Abbildung 37).
kDa A8PP GDH

<= CYP154A8/PdR
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Abbildung 37. Analyse der Koexpression von CYP154A8 mit Pdx/PdR (A8PP) und CYP154A8 mit
Pdx/PdR und GDH (GDH) in P. putida per SDS-PAGE. Die Expression erfolgte bei 25°C iiber 40 h in 400 ml
TB-Medium. Protein-Gréflenstandard (M); aufgetragen wurden Ganzzellproben vor (1) und 40 h nach Induktion
(2) der Expression. Pfeile weisen auf die in P. putida DSM 12264 exprimierten CYP154A8 (45 kDa), PdR
(46 kDa) und GDH (28 kDa, hier ca. 35 kDa) hin. Pdx (12 kDa) war aufgrund der geringen Grofle in der
SDS-PAGE nicht sichtbar. Zellen in denen die GDH nicht koexprimiert wurde, trugen zusétzlich das pSEVA42rha
Leerplasmid.
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Das P. putida-Ganzzellsystem A8PP/GDH zeigte im Vergleich zu ASPP eine leicht erhohte
P450-Konzentration (1007 nmol/gedaw vs. 786 nmol/gedw). Durch Koexpression der GDH konnte
die Produktbildung innerhalb der ersten 6 h beschleunigt werden (Abbildung 38). Trotz der
daraus resultierenden 3- bis 4,5-fach erhohten initialen zell- bzw. P450-spezifischen
Produktbildungsrate (28,7 mg/geaw/h bzw. 3,6 nmol/min/nmol) wurde nach 24 h keine h6here

Produktkonzentration erreicht.
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Abbildung 38. Umsetzung von Octan durch die P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren ASPP (Rechtecke) und
A8PP/GDH (Kreise). Gestrichelte Linien: Konzentration [mM] von 2-Octanol (gefiillte Symbole) und 2-Octanon
(offene Symbole), gepunktete Linien: ee-Wert von (S)-Octanol. Reaktionsbedingungen (200 rpm, 25°C, 48 h):
Zellsuspensionen in 10 ml 100 mM KPi-Puffer (pH 7,5) wurden mit 1 ml Octan versetzt. Zellsuspension: ASPP
11,1 geaw/l (P450: 786 nmol/geaw), GDH 9,0 geqw/l (P450: 1007 nmol/gqw). Verdndert nach Tieves et al. 2016;
abgedruckt mit Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley and Sons.

Urséchlich hierfiir konnte sein, dass in beiden Ganzzellbiokatalysatoren im Reaktionsverlauf
ein Absinken des pH-Werts von pH 7,5 auf pH 5,0 beobachtet werden konnte, welches nach
Koexpression der GDH verstarkt auftrat. Die Verwendung hoherer Puffermolaritéten fiihrte zu
einem verlangsamten Absinken des pH-Werts, hatte jedoch keinen Einfluss auf die
Produktbildung und erreichte Produktkonzentration.

Neben Pdx/PdR wurde ein Redoxpartnerpaar bestehend aus dem Flavodoxin YkuN aus Bacillus
subtilis und der NADPH-abhingigen Flavodoxin-Reduktase FdR aus E. coli (YkuN/FdR) als
ein geeignetes Redoxpartnersystem fiir CYP154A8 beschrieben (Choi et al. 2010; von Biihler
und Urlacher 2014). Der Einfluss beider Redoxpartnersysteme auf die Umsetzung von Octan
mit P. putida-Ganzzellbiokatalysator wurde untersucht. Hierzu wurden ykuN und fdr in
Verbindung mit dem Gen der CYP154A8 ebenfalls in ein artifizielles tricistronisches Operon
(A8YF) in pJeMl-a eingebracht (Abbildung 39) und in P. putida DSM 12264 koexprimiert
(Abbildung 42).
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Abbildung 39. Schematische Darstellung von pJeM1-a A8YF. cypl54A48 (rot), ykuN (griin) und fdr (gelb),
Selektionsmarker: Kanamycinresistenzgen (schwarz), L-Rhamnose-Promotorsystem: Promotor rhaP und
Aktivatorgene rhaR und rhaS (hell-blau), rep, mob als weitere Plasmidelemente (grau). Die Klonierung erfolgte

iiber DNA-Assemblierung (s. Kapitel 2.4.11.6).

Unter identischen Wachstums- und Expressionsbedingungen wies der Ganzzellbiokatalysator
AS8YF eine 2,5-fach geringere P450-Konzentration im Vergleich zu ASPP auf (Tabelle 11).
Trotzdem wurde durch A8YF eine hohere Konzentration an 2-Octanol erzielt. Beide
Ganzzellsysteme wiesen iiber die Reaktionszeit einen konstanten ee-Wert von 89% auf. Durch

AS8YF konnte eine leicht verstéirkte Bildung von 2-Octanon beobachtet werden (Abbildung 40).
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Abbildung 40. Umsetzung von Octan durch die P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren A§PP (Rechtecke) und
A8YF (Dreiecke). Gestrichelte Linien: Konzentration [mM] von 2-Octanol (gefiillte Symbole) und 2-Octanon
(offene Symbole), gepunktete Linien; ee-Wert von (S)-Octanol. Reaktionsbedingungen (200 rpm, 25°C, 48 h):
Zellsuspensionen in 10 ml 100 mM KPi-Puffer (pH 7,5) mit M-B-CD (4%) wurden mit 1 ml Octan versetzt.
Zellsuspension: ASPP 11,1 geaw/l (P450: 786 nmol/gcaw), ASYF 11,9 geaw/l (P450: 298 nmol/gcaw), Zellen trugen
zusitzlich das pSEVA44rha Leerplasmid. Verdndert nach Tieves et al. 2016; abgedruckt mit Genehmigung:
Copyright © 2016 John Wiley and Sons.
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Neben 2-Octanon konnten zwei weitere Uberoxidationsprodukte beobachtet werden, von denen
eines liber einen Datenbankvergleich des charakteristischen MS-Fragmentierungsmusters als
Octan-2,7-dion identifiziert werden konnte (Abbildung 41).
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Abbildung 41. Chromatogramm nach achiraler GC-Analyse der Umsetzung von Octan durch den
P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASYF (nach 24 h). 2-Octanon (1), 3-Octanol (2), 2-Octanol (3), Octan-2,7-
dion (4), nicht identifiziertes Produkt (P), 1-Decanol (IS). Reaktionsbedingungen siche Abbildung 40. Verandert
nach Tieves et al. 2016; abgedruckt mit Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley and Sons.

AS8YF zeigte im Vergleich zu A8PP eine 3- bis 4-fach hohere initiale Produktbildungsrate und
TTN (Tabelle 11). Dies deutete darauf hin, dass das NADPH-abhéngige Redoxpartnersystem
mit YkuN/FdR besser geeignet ist, um die CYP154A8-katalysierte Hydroxylierung zu
unterstiitzen als Pdx/PdR. Infolge dessen konnte mit dem P. putida-Ganzzellbiokatalysator
AS8YF bis zu 15,7 mM (S)-2-Octanol (87% ee) produziert werden.

Tabelle 11. Zusammenfassung der CYP154A8-katalysierten Ganzzellbiokatalyse von Octan unter

Verwendung der P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren ASPP und A8YF. Veriandert nach Tieves et al. 2016;
abgedruckt mit Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley and Sons.

System A8PP A8YF
Energiequelle Glucose  Glucose
Zellmenge (gedw/1) 11,1 11,9
P450-Konzentration (nmol/gedw) 786 +£22 298 £23
2-Octanol Konzentration (mM)?* 9,6 15,7
2-Octanol Konzentration (g/1)* 1,2 2,0
ee (S)-2-Octanol (%) 88 87
TTN (nmol2-Octanol/nmolp4so)® 1100 4400
2-Octanol per Biokatalysator (mg/gcdw) 110 170
Zell-spez. Produktbildungsrate (mg/gcdw/h)* 6,7 22,4
P450-spez. Produktbildungsrate (nmol2-octanol/min/nmolp4s0)° 1,1 9,6

amaximal erzielte Konzentration; Pbestimmt fiir die maximale 2-Octanol Konzentration, °Cinitiale
Produktbildungsrate von 2-Octanol bestimmt nach 2 h Umsetzung.
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3.4.5. Erhohung der Enantiomerenreinheit in Alkan-hydroxylierenden

P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Obwohl in den P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren ASYF und A8PP eine hohe Regio- und
Stereoselektivitit wihrend der CYP154A8-katalysierten Oxidation von Octan erzielt werden
konnte, wurden weiterhin geringe Mengen (R)-2-Octanol gebildet. Zur Erhohung der
Enantiomerenreinheit wurden P450-ADH-Systeme in P. putida getestet. Hierzu wurde das Gen
der ADH aus Lactobacillus brevis in das Koexpressionsplasmid pSEVA44rha eingebracht
(Anhang, Abbildung 49) und in P. putida koexprimiert (Abbildung 42).

AS8PP/ A8YF/
- LB - LB
kba M1 21212 12M

Abbildung 42. Analyse der Koexpression von CYP154A8 mit Pdx/PdR (A8PP) oder YkuN/FdR (A8YF)
ohne (-) und mit LB-ADH (LB) in P. putida per SDS-PAGE. Die Expression erfolgte bei 25°C iiber 36 h in
400 ml TB-Medium. Protein-GréBenstandard (M); aufgetragen wurden Ganzzellproben vor (1) und 36 h nach
Induktion (2) der Expression. Pfeile weisen auf die in P. putida DSM 12264 exprimierten CYP154A8 (45 kDa),
PdR (46 kDa, hier bei ca. 40kDa), FdR (28 kDa), YkuN (18 kDa) und LB-ADH (27 kDa,) hin. Pdx (12 kDa) war
aufgrund der geringen Grofe in der SDS-PAGE nicht sichtbar. Zellen, in denen die LB-ADH nicht exprimiert
wurde, trugen zusdtzlich das pSEVA44rha Leerplasmid. Verdndert nach Tieves et al. 2016; abgedruckt mit
Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley and Sons.

15_-‘_

Im Idealfall sollte durch die koexprimierte LB-ADH das unerwiinschte (R)-2-Octanol zu
2-Octanon umgesetzt und hierdurch gleichzeitig NADPH regeneriert werden (Abbildung 43).

Hohe ADH-Aktivitidten mit bis zu 2500 U/gcaw Wiesen auf eine erfolgreiche Koexpression der
LB-ADH hin. Obwohl die ADH-Aktivitdt und folglich auch die Expression der ADH in den
verschiedenen Ganzzellbiokatalysatoren &hnlich hoch war, wurden auch hier je nach
koexprimiertem Redoxpartnersystem deutlich unterschiedliche P450-Expressionslevel erreicht

(Tabelle 12).
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Abbildung 43. P. putida-Ganzzellbiokatalyse von linearen Alkanen zu chiralen 2-Alkoholen. CYP154A8
katalysierte die regio- und stereoselektive Hydroxylierung von Alkanen. FEine Verbesserung der
Enantiomerenreinheit wurde durch den Einsatz der LB-ADH erreicht, die den ungewiinschten (R)-2-Octanol zum
2-Keton oxidiert und hierdurch gleichzeitig den Kofaktor NADPH regeneriert. Verdndert nach Tieves et al. 2016;
abgedruckt mit Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley and Sons.

Neben den P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren ASYF und A8PP (s. Kapitel 3.4.4) wurden
A8YF/LB und A8PP/LB in die Umsetzung von Octan eingesetzt. Als Energiequellen wurden
auch hier Glucose und Glycerol verglichen. Beide Redoxpartnersysteme sind von
unterschiedlichen Kofaktoren abhéngig. Waihrend das Redoxpartnerpaar YkuN/FdR
Elektronen ausgehend von NADPH bereitstellt, iibertrigt das Redoxpartnerpaar Pdx/PdR
Elektronen ausgehend von NADH. Dies fiihrt dazu, dass die CYP154A8-katalysierte Reaktion
im Fall von A8YF/LB gekoppelt und im Fall von A8PP/LB entkoppelt von der
NADP -abhingigen ADH-Reaktion vorlag. In allen Umsetzungen wurden erneut mit Glucose
im Vergleich zu Glycerol hohere 2-Octanol Konzentrationen erreicht (Abbildung 44). Jedoch
konnte nur zu Beginn der Umsetzung im Kofaktor-gekoppelten System (A8YF/LB) mit
Glucose mit bis zu 95% ein erhohter ee-Wert beobachtet werden (Abbildung 44 A).

Sowohl im Kofaktor-gekoppelten System A8YF/LB als auch im Kofaktor-entkoppelten System
AS8PP/LB sank der ee-Wert mit Glucose als Energiequelle nach 48 h Umsetzung auf 60-65%
(Abbildung 44 A). Dies steht im klaren Gegensatz zu den Umsetzungen durch ASYF und ASPP
in denen die LB-ADH nicht koexprimiert wurde (s. Kapitel 3.4.4), da dort wahrend der
gesamten Reaktionszeit einen ee-Wert von 87% erzielt werden konnte. In Gegenwart von
Glycerol zeigten das Kofaktor-gekoppelte und das Kofaktor-entkoppelte System ein deutlich
unterschiedliches Verhalten (Abbildung 44 B). Wihrend im Kofaktor-entkoppelten System
AS8PP/LB nach 48 h der ee-Wert auf 60% absank, konnte im Kofaktor-gekoppelten System
A8YF/LB mit bis zu 99% ee eine hohere Enantiomerenreinheit erzielt werden. In Gegenwart
von Glycerol als Kohlestoffquelle konnten im Kofaktor-gekoppelten System A8YF/LB in 48 h
schlieBlich 5,4 mM (S)-2-Octanol mit 97% ee produziert werden.
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Abbildung 44. Umsetzung von Octan durch die P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren ASPP/LB (Rechtecke)
und AS8YF/LB (Dreiecke) unter Verwendung von Glucose (A) und Glycerol (B) als Energiequelle.
Gestrichelte Linien: Konzentration [mM] von 2-Octanol (gefiillte Symbole) und 2-Octanon (offene Symbole),
gepunktete Linien: ee-Wert von (S)-Octanol. Reaktionsbedingungen (200 rpm, 25°C, 48 h): Zellsuspensionen in
10 ml 100 mM KPi-Puffer (pH 7,5) mit M-B-CD (4%) wurden mit 1 ml Octan versetzt. Weitere Parameter siche
Tabelle 12. Verdndert nach Tieves et al. 2016; abgedruckt mit Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley and

Sons.

Im Ganzzellbiokatalysator ASYF/LB konnte eine bis zu 8-fach geringere P450-Konzentration
im Vergleich zu A8PP/LB festgestellt werden. Dennoch wurden unabhingig von der
eingesetzten Energiequelle mit den Redoxpartnern YkuN/FdR auch hier zu jedem Zeitpunkt
hohere Produktkonzentrationen im Vergleich zu Pdx/PdR erreicht. Dies fiihrte zu hoheren TTN
und einer hoheren zell- und P450-spezifischen Produktbildungsrate in ASYF/LB im Vergleich

zu ASPP/LB (Tabelle 12).

Tabelle 12.  Zusammenfassung der Umsetzung von Octan unter Verwendung der
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren ASPP/LB und A8YF/LB. Verindert nach Tieves et al. 2016; abgedruckt

mit Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley and Sons.

System ASPP/LB AS8YF/LB
Energiequelle Glucose Glycerol Glucose Glycerol
Zellmenge (gcdw/1) 11,9 9,3 11,9 11,1
P450-Konzentration (nmol/gcdw) 925+ 102 823+ 6 112+ 16 176 £ 12
ADH Aktivitét (U/gedw)? 1670 +44  1794+34  2477+66 1834 +25
2-Octanol Konzentration (mM)® 11,1 3,0 13,7 5,4
2-Octanol Konzentration (g/l)b 1,4 0,4 1,8 0,7
ee (S)-2-Octanol (%)° 61 60 66 97
TTN (nmol2-Octanol/nmolpaso)® 1000 400 10300 2750
2-Octanoldper Biokatalysator 120 40 150 60
(Mmg/gcdw)

Zell-spez. Peroduktblldungsrate 8.1 43 19.8 9.3
(mg/gedaw/h)

P450-spez. Produktbildungsrate L1 0.7 226 6.8

(nmol2-Octanol/min/nmolp450)°
2bestimmt iiber die NADPH-Bildung wéhrend der Oxidation von (R)-2-Octanol zu 2-Octanon mit Zelllysaten
(U= umol/min), ® maximal erzielte Konzentration, ¢ nach 48 h Umsetzung, ¢ bestimmt fiir die héchste 2-Octanol
Konzentration, ©initiale Bildungsrate von 2-Octanol bestimmt nach 2 h Umsatz.
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Zur Demonstration eines weiteren Anwendungsbereichs des P. putida-Ganzzellbiokatalysators
AS8YF/LB fiir die Oxidation von linearen Alkanen wurden ebenfalls Umsetzungen von Heptan
und Nonan durchgefiihrt. In allen Umsetzungen konnte der ee-Wert der gebildeten
(8)-2-Alkohole durch das kombinierte P450-ADH-System gesteigert werden (Tabelle 13). Bei
nur leicht geringerer Produktbildung konnte aufgrund der 2-fach niedrigeren
P450-Konzentration mit ASYF/LB eine 1,7-fach hohere katalytische Produktivitdt (TTN) im
Vergleich zu ASYF erzielt werden.

Tabelle 13. Umsetzung von Heptan, Octan und Nonan durch die P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren ASYF

und A8YF/LB. Verédndert nach Tieves ef al. 2016; abgedruckt mit Genehmigung: Copyright © 2016 John Wiley
and Sons.

Substrat System® 2-Alkohol 2-Keton TTN (5)-2-Alkohol
[mM]P [mM]® CYP154A8° (% ee)
Heptan A8YF 33 0,4 900 87
A8YF/LB 2,6 0,3 1600 91
Octan A8YF 6,1 0,6 1900 88
A8YF/LB 4.4 0,6 3000 97
Nonan  A8YF 6,7 0,5 1900 83
A8YF/LB 5,5 0,5 3400 97

2eingesetzt wurden ruhende Zellen (11,9 geaw/l) nach Koexpression von CYP154A8 mit YkuN/FdR (AS8YF,
P450: 295 + 8 nmol/geaw) oder CYP154A8 mit YkuN/FdR und LB-ADH (A8YF/LB, P450: 137 + 7 nmol/gcdw,
ADH: 1650 + 69 U/gcaw). Zellen, in denen die LB-ADH nicht exprimiert wurde, trugen zusitzlich das
pSEVA44rha Leerplasmid, ® Konzentration nach 24 h im biphasischen System mit M-B-CD (4%) und Glycerol
(200 mM), Standardabweichung der Dreifachbestimmung < 2% hier nicht angegeben, ¢ berechnet als (nmoly-octanol
pro nmolpss).

Durch den P. putida-Ganzzellbiokatalysator AS8YF/LB konnte binnen 24h 2,6 mM
(S)-2-Heptanol (91% ee), 4,4 mM (S)-2-Octanol (97% ee) und 5,5 mM (S)-2-Nonanol (97% ee)

produziert werden.
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3.4.6. Herstellung von Ketonen durch P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Ketone werden als Bausteine in der pharmazeutischen und chemischen Industrie,
beispielsweise zur Herstellung chiraler Amine, eingesetzt. In weiteren Umsetzungen wurde
untersucht, ob ein kofaktorgekoppeltes P450-ADH-System bestehend aus CYP154A8/Pdx/PdR
und RE-ADH aus Rhodococcus erythropolis, eine selektive Oxidation von Octan zum Keton
oder Diketon ermdglicht. Hierzu wurde das Gen der RE-ADH in pSEVA44rha eingebracht
(Anhang, Abbildung 49) und mit CYP154A8 und Pdx/PdR in P. putida koexprimiert
(Abbildung 45). Nach Expression konnten im P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASPP/RE mit
1200 nmol/gedw bzw. 5730 U/gedaw eine hohe P450-Konzentration bzw. ADH-Aktivitét erzielt

werden.
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Abbildung 45. Analyse der Koexpression von CYP154A8 mit Pdx/PdR und RE-ADH (RE) in P. putida per
SDS-PAGE. Die Expression erfolgte bei 25°C iiber 36 h in 400 ml TB-Medium. Protein-GroBenstandard (M);
aufgetragen wurden Ganzzellproben vor (1) und 36 h nach Induktion (2) der Expression. Pfeile weisen auf die in
P. putida DSM 12264 exprimierten CYP154A8 (45 kDa), PdR (46 kDa, hier bei ca. 40 kDa) und RE-ADH
(36 kDa, hier bei ca. 39 kDa) hin, Uberlagerung der Banden. Pdx (12 kDa) war aufgrund der geringen GroBe in
der SDS-PAGE nicht sichtbar.

Das Redoxpartnerpaar Pdx/PdR {iibertragt die Elektronen ausgehend von NADH, sodass im
Ganzzellbiokatalysator ASPP/RE die CYP154A8-katalysierte Hydroxylierung gekoppelt zu
der NAD"-abhingigen ADH-Reaktion vorlag. Idealerweise sollte in den Umsetzungen nach
Hydroxylierung des Octans das gebildete 2-Octanol bzw. Octan-2,7-diol durch die
S-spezifische RE-ADH zu 2-Octanon bzw. Octan-2,7-dion oxidiert und gleichzeitig NADH
regeneriert werden.

Nach 48 h stellten 2-Octanon und Octan-2,7-dion die gebildeten Hauptprodukte dar
(Abbildung 46). Wihrend des Weiteren geringe Mengen an 2-Octanol beobachtet werden

konnten, konnte die Bildung von Octan-2,7-diol zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden.
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Unter Verwendung von Glucose wurden ebenfalls geringe Menge eines weiteren nicht
identifizierten Produkts beobachtet, dessen Bildung bereits durch von Biihler und Kollegen
beschrieben wurde (von Biihler ez al. 2013).
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Abbildung 46. Chromatogramm nach GC-Analyse der Umsetzung (48 h) von Octan durch den
P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASPP/RE. 2-Octanon (1), 3-Octanol (2, nur Spuren nachweisbar, in der
Abbildung nicht dargestellt), 2-Octanol (3), Octan-2,7-dion (4), nicht eindeutig identifiziertes Produkt (P),
1-Decanol (IS). Reaktionsbedingungen sieche Abbildung 47.

Eine Quantifizierung erfolgte fiir 2-Octanol und 2-Octanon (Tabelle 14).

Tabelle 14. Konzentrationen von 2-Octanol und 2-Octanon wihrend Umsetzung durch ASPP/RE

Glucose / Glycerol*

Zeit [h] 2-Octanol [mM] 2-Octanon [mM]
2 0,18 +0,01 / - 0,53+0,03 / 0,57+0,03
6 0,47+0,06 / 0,03+0 1,65+0,06 / 1,33 +0,05

11 0,46+0,01 / 0,07+0,01 2,43+0,15/ 1,66+0,06
24 0,60+0,02 / 0,14+0,01 2,50+0,15 / 1,94+ 0,07
48 0,40+0,06 / 0,15+0,02 1,55+0,21 / 1,74+0,21

*verwendete Energiequelle, weitere Reaktionsbedingungen siche Abbildung 47.

In Umsetzungen mit Glucose konnten auch hier im Vergleich zu Glycerol hohere
Produktmengen erzielt werden (Abbildung 47 A). Wéhrend im Reaktionsverlauf fortlaufend
steigende Mengen an 2-Octanon und Octan-2,7-dion gebildet wurden (Abbildung 47 A),
konnten nur geringe Konzentrationen an 2-Octanol festgestellt werden (Tabelle 14).

Chirale GC-Analysen zeigten in Umsetzungen mit Glucose eine kontinuierliche Verringerung
des Anteils an (S)-2-Octanol durch die RE-ADH-katalysierte Oxidation, sodass innerhalb von
48 h der gebildete (S)-2-Octanol nahezu vollstindig zu 2-Octanon und in der Folge zu
Octan-2,7-dion umgesetzt wurde (Abbildung 47 A). Infolgedessen handelte es sich bei dem
zuriickbleibenden 2-Octanol nahezu ausschlieflich um das durch die RE-ADH nicht
weiteroxidierte (R)-2-Octanol (Abbildung 47 B).
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Unter Verwendung von Glycerol als Energiequelle wurde (S)-2-Octanol zu allen Zeitpunkten
nahezu vollstindig weiteroxidiert (Abbildung 47 B), sodass auch hier neben 2-Octanon und

Octan-2,7-dion ausschlielich geringe Mengen an (R)-2-Octanol vorlagen (Abbildung 47 B).

A B Glucose
37 Glucose Glyerol lgg: :(2)0

2] 601 - 40

= = 404 60 =
X, = 20 L80 =
5 S 0- L1002
= g 2 6 11 24 48 8
‘g:) S 100- Glycerol 0 ©
£ 804 20 O
= & 60- 40 &
£ 40 - 60

= 20+ - 80

5 Ol B sl ()

48

2 6 11 24

2 6 11 24 48
Zeit [h]

Zeit [h]
Abbildung 47. Relative Produktverteilung* (A) und Massenanteil (S/R)-2-Octanol (B) zu verschiedenen
Zeitpunkten der Umsetzung von Octan durch den P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASPP/RE. 2-Octanol
(grau; in B dunkel-grau (S5)-2-Octanol, hell-grau (R)-2-Octanol), 2-Octanon (grau-weif} gestreift), Octan-2,7-dion
(grau-weil} kariert), nicht identifiziertes Produkt (P, weil). *relative Produktverteilung: Quotient aus den
Peakfldchen der gebildeten Produkte bezogen auf den internen Standard (1-Decanol, 2 mM), Konzentrationen
2-Octanol und 2-Octanon siche Tabelle 14. Die CYP154A8- und RE-ADH-katalysierte Umsetzung erfolgte unter
Verwendung von Pdx/PdR als Redoxpartner. Reaktionsbedingungen (200 rpm, 25°C, 48 h): Zellsuspensionen
9.4 geaw/l ASPP/RE (P450: 1200 + 30 nmol/geaw, ADH: 5730 + 32 U/geqw) in 10 ml 100 mM KPi-Puffer (pH 7,5)
wurden mit 1 ml Octan versetzt. Als Energiequelle wurden 100 mM Glucose oder 200 mM Glycerol eingesetzt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass das ausgewéhlte P450-ADH-System im
P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASPP/RE erfolgreich zur selektiven Synthese von 2-Octanon

und Octan-2,7-dion, ausgehend von Octan, eingesetzt werden kann.
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4. Diskussion

P450-Monooxygenasen besitzen aufgrund ihrer Fahigkeit, eine Vielzahl von Molekiilen
chemo-, regio- und stereoselektiv zu oxidieren, ein hohes Potential fiir die Entwicklung
biokatalytischer Prozesse. Thre Abhédngigkeit von teuren Kofaktoren und vergleichsweise
geringe Stabilitét fiihren dazu, dass P450 in industrierelevanten Prozessen derzeit vor allem in
Ganzzellbiokatalysatoren eingesetzt werden (Bernhardt und Urlacher 2014; Urlacher und
Girhard 2012). Ein héufiges Problem in der Ganzzellbiokatalyse ist die Toxizitdt des
eingesetzten Substrats und/oder der gebildeten Produkte (Schrewe et al. 2013). Der Einsatz von
Wirtsstimmen mit einer hheren Toleranz gegeniiber organischen Losungsmitteln, wie einige
Pseudomonaden, riickte daher immer mehr in den Fokus der Entwicklung von
P450-Ganzzellbiokatalysatoren (Bernhardt und Urlacher 2014; Lundemo und Woodley 2015,
2015; Schrewe et al. 2013).

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit Ganzzellbiokatalysatoren unter Verwendung des
l6sungsmitteltoleranten  P. putida DSM 12264-Stamms  entwickelt und zur Synthese
oxyfunktionalisierter Verbindungen eingesetzt. Als P450 wurden Varianten der CYP102A1
(P450-BM3) sowie CYPIO1A1 (P450cam) und CYP154A8 mit den Redoxpartnern
Putidaredoxin-Reduktase PdR und Putidaredoxin Pdx oder Flavodoxin-Reduktase FdR und
Flavodoxin YkuN eingesetzt. Als Substrate wurden das monozyklische Monoterpen
R-(+)-Limonen und bicyclische Monoterpenoid (+)-Campher sowie die linearen Alkane
Heptan, Octan und Nonan eingesetzt. Uber die Diversitit der verwendeten Substrate und
P450-Systeme sollte dabei die Vielseitigkeit des P. putida-Ganzzellbiokatalysators untersucht

werden.

4.1. Entwicklung und Anwendung eines modularen Baukastens zur
Koexpression rekombinanter Proteine in P. putida

Wiéhrend der Entwicklung und Optimierung von P450-Ganzzellbiokatalysatoren konnen
unterschiedlichste Faktoren dazu fithren, dass neben der Expression der P450 und den
dazugehorigen Redoxpartnern die Koexpression weiterer rekombinanter Proteine von Vorteil
sein kann. Die Verwendung eines modularen Baukastens, der eine gezielte und flexible
Koexpression weiterer rekombinanter Enzyme erlaubt, ohne dabei eine vollstindig neue
Expressionsstrategie entwickeln zu miissen, ermdoglicht hierbei die rasche und gezielte
Weiterentwicklung des Ganzzellbiokatalysators. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit zur

Proteinexpression in P. putida zunichst ein modularer Baukasten entwickelt, der auf der Basis
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von zwei kompatiblen Expressionsplasmiden beruht und bei Bedarf die Koexpression weiterer
rekombinanter Proteine ermdglichen sollte.

Fiir die Expression in P. putida stehen mittlerweile einige induzierbare Expressionssysteme zur
Verfiigung (Loeschcke und Thies 2015). Zum Aufbau einer Plattform von modular
einsetzbaren Expressionsplasmiden wurde in dieser Arbeit das in der Arbeitsgruppe von
Altenbuchner entwickelte rhaPsap-Promotorsystem ausgewdhlt, das auch in P. putida bereits
erfolgreich zur Expression rekombinanter Proteine eingesetzt werden konnte (Beuttler et al.
2011; Jeske und Altenbuchner 2010; Mi et al. 2014; Stumpp et al. 2000).

Wihrend die Expression von P450-Systemen ausgehend von dem Expressionsplasmid p4782.1
bzw. pJeMl-a erfolgte, wurden weitere rekombinante Proteine, die unterstiitzend auf die
Ganzzellbiokatalyse ~ einwirken  sollten, ausgehend von den  kompatiblen
Koexpressionsplasmiden pSEVA42rha und pSEVA44rha koexprimiert. Um moglichst
universell einsetzbare Koexpressionsplasmide zu generieren, erfolgte die Konstruktion von
pSEVA42rha und pSEVA44rha gemil der Standard European Vector Architecture (SEVA)
(Martinez-Garcia et al. 2015; Silva-Rocha et al. 2013). Die Kompatibilitit des erzeugten
rhaPsap-Promotormoduls mit weiteren Modulen der SEVA-Datenbank ermdglichte den
Zugang zu einer Plattform unterschiedlichster Plasmidelemente, die auch zukiinftig zur
Konstruktion weiterer Koexpressionsplasmide eingesetzt werden konnen. Durch die erstmalige
Verwendung des rhaPsap-Promotors in Verbindung mit SEVA-Modulen konnte die
SEVA-Datenbank um ein zusétzliches Promotorsystem erweitert werden. Die wihrend der
Konstruktion des rhaPsap-Promotormoduls geschaffene Moglichkeit der Klonierung iiber
DNA-Assemblierung ermoglichte dabei eine fortschrittliche, schnelle und von
Restriktionsenzymen unabhéngige Klonierung einzelner Gene oder artifizieller Operons.
Bemerkenswert ist, dass in dem eingesetzten P. putida-Stamm alle bakteriellen P450-Systeme
trotz ihrer Herkunft aus unterschiedlichen Organismen in 16slicher und aktiver Form exprimiert
werden konnten, obwohl dieser bisher nicht als Wirt fiir die Expression von P450-Systemen
eingesetzt wurde. Des Weiteren zeigte die erfolgreiche Koexpression zusitzlicher
rekombinanter Proteine die flexible und universelle Einsetzbarkeit des in dieser Arbeit
entwickelten modularen Baukastens zur Proteinexpression in P. putida. Eine langere
Expressionszeit von 40 h erwies sich dabei als vorteilhaft fiir eine hohe P450-Konzentration.
Urséchlich fiir die langsame Expression der rekombinanten Proteine ist vermutlich das Fehlen
eines speziellen Transportsystems fiir L-Rhamnose in P. putida, wodurch die Induktion

verzogert wird (Jeske und Altenbuchner 2010).
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Im Vergleich zu E. coli wurden in P. putida vergleichbare oder sogar hohere
P450-Expressionstiter erzielt. Das Expressionsniveau von P450-BM3-Varianten liegt in E. coli
meist zwischen 100-800 nmol/geaw (Miiller ez al. 2014; Pennec et al. 2015; Schewe et al. 2008;
Schulz 2015). In P. putida konnten in dieser Arbeit Expressionstiter der BM3-VVF von
200-300 nmol/geaw erzielt werden. Die Koexpression weiterer Proteine resultierte in einer etwas
niedrigeren Expression der BM3-VVEF. Im Fall der Koexpression von BM3-VVF mit
membranstindigen Proteinen konnte hierfiir eine Beeintrdchtigung der Membranintegritét
verantwortlich gewesen sein, die sich im Verlauf der Kultivierung negativ auf die
P450-Expression auswirkte (Freigassner et al. 2009).

P450cam und CYP154A8, deren Gene einen hohen GC-Gehalt aufweisen, zeigten mit
800-1100 nmol/gedw  bzw.  300-800 nmol/geaw in  P.putida im  Vergleich zu
literaturbeschriebenen Expressionen in E. coli deutlich hhere P450-Expressionstiter (Mouri et
al. 2006; von Biihler ef al. 2013). Neben dem Expressionssystem scheint moglicherweise der
hohere GC-Gehalt in P. putida im Vergleich zu E. coli die Expression von P450cam und
CYP154A8 zu begiinstigen (Loeschcke und Thies 2015). Obwohl die Wahl der koexprimierten
Redoxpartnerproteine einen Einfluss auf die P450-Expression hatte, beeinflusste eine
Koexpression weiterer Proteine mit P450cam oder CYP154A8, ausgehend von den modular
einsetzbaren Koexpressionsplasmiden pSEV A42rha und pSEV A44rha, die P450-Expression in
der Regel nicht signifikant.

4.2. Entwicklung von P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur
Umsetzung von R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol

Terpenoide stellen unter den Naturstoffen eine sehr vielfdltige Gruppe dar, die unter anderem
als Arzneimittel, Duft- oder Geschmackstoff eingesetzt werden (Schrader und Bohlmann
2015). Das Monoterpenoid Perillaalkohol ist fiir die pharmazeutische Industrie aufgrund seiner
antikarzinogenen Wirkung von Interesse (Chen et al. 2015). Perillaalkohol kann durch
P450-katalysierte, selektive allylische Hydroxylierung ausgehend von dem Monoterpen
Limonen hergestellt werden. Trotz der Zytotoxizitit von Limonen wurden hierzu in
P450-Ganzzellbiokatalysatoren bislang meist l0sungsmittelsensitive Wirtsstimme eingesetzt
und nur wenige Anstrengungen unternommen, neue P450-Ganzzellbiokatalysatoren auf der
Basis 16sungsmitteltoleranter Stimme zu entwickeln. In dieser Arbeit wurde die Verwendung
eines rekombinanten l9sungsmitteltoleranten P. putida-Stamms zur selektiven Oxidation von
R-(+)-Limonen  zu  R-(+)-Perillaalkohol ~ untersucht. Als  Wirtsstamm  wurde
P. putida DSM 12264 ausgewiéhlt, der auch noch in Gegenwart von 500 mM R-(+)-Limonen
in der Lage ist R-(+)-Perillasiure zu bilden (Speelmans et al. 1998).
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4.2.1. Auswahl einer P450 zur selektiven Oxidation von R-(+)-Limonen

Fiir die selektive Oxidation von R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol wurde auf Basis einer
Literaturrecherche die hochselektive P450-BM3-Variante A264V/A328V/L437F (BM3-VVF)
ausgewdhlt (Seifert e al. 2011). Ein entscheidender Faktor in P450-katalysierten Reaktionen
ist die Kopplung von NAD(P)H-Verbrauch und Produktbildung (sog. Kopplungseffizienz).
Entkopplungsreaktionen fithren insbesondere bei nicht-physiologischen Substraten hiufig zu
einer ineffizienten Nutzung der Kofaktoren. In Ganzzellbiokatalysatoren kann der dadurch
erhohte Bedarf an Kofaktoren (NADH oder NADPH) die Effizienz der Biotransformation
beeintrichtigen (Bernhardt und Urlacher 2014; Lundemo und Woodley 2015).

In fritheren Studien konnte durch das Einfiigen der Mutation 1401P in P450-BM3 Wildtyp bei
unverandertem Produktspektrum eine erhohte Kopplungseffizienz und Aktivitit gegeniiber den
nicht-physiologischen Substraten (+)-a-Pinen und Verbenol beobachtet werden (Whitehouse et
al. 2009). Auch in der Umsetzung von Propylbenzol konnte durch das Einfligen der Mutation
[401P in P450-BM3 Wildtyp die NADPH-Umsatzrate 5-fach erhoht und die
Kopplungseffizienz von 71% auf 80% gesteigert werden (Whitehouse et al. 2009).

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde mit dem Ziel, die Kopplungseffizienz der
BM3-VVF-Variante (13%) zu erh6hen, die Mutation [401P in BM3-VVF eingebracht. Die in
dieser Arbeit erstmals erzeugte P450-BM3-Variante A264V/A328V/1401P/L437F
(BM3-VVPF) wies bei unveridnderter Selektivitit in der Umsetzung von R-(+)-Limonen im
Vergleich zur BM3-VVF deutlich verbesserte katalytische Eigenschaften auf. Neben der 7-fach
héheren NADPH-Umsatzrate konnte die Kopplungseffizienz auf 43% gesteigert werden,
sodass in den angewendeten in-vitro-Systemen mit BM3-VVPF ein hoherer Substratumsatz
und eine verbesserte katalytische Produktivitit im Vergleich zu BM3-VVF erzielt werden
konnte. 1401 liegt in direkter Nachbarschaft zu dem Hémeisen-gebundenen
Cysteinthiolat-Liganden (C400). Ursdchlich fiir die verbesserte Aktivitit der 1401P-Variante
scheint eine Strukturdnderung zu sein, die dazu fiihrt, dass bereits ohne Bindung des Substrats
Eisen im high-spin Zustand vorliegt, sodass die Reduktion des Himeisens zu Eisen!!
erleichtert wird (Whitehouse et al. 2010).

Das zusitzliche Einfiigen der 1401P-Mutation in eine bereits optimierte P450-BM3-Variante
wurde kiirzlich erstmals fiir die selektive Oxidation von (+)-Valencen zu (+)-Nootkaton
beschrieben. Die erzeugte BM3-AIP (F87A/A3281/1401P) wies eine 10-fach hohere Aktivitat
im Vergleich zu BM3-Al auf, jedoch bewirkte die hohere Aktivitit eine vermehrte
Uberoxidation von (+)-Nootkaton zu Nootkaton-13,14-epoxid (Schulz 2015). Auch in der

Umsetzung von R-(+)-Limonen durch BM3-VVPF konnte eine erhdhte Uberoxidation von
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Perillaalkohol zu Perillaaldehyd beobachtet werden. Die Tatsache, dass die Aktivitdt der
P450-BM3-Variante in den in-vitro-Systemen einen Einfluss auf die Uberoxidation hatte,
deutet darauf hin, dass die Uberoxidation von Perillaalkohol zu Perillaaldehyd ebenfalls durch
BM3-VVF bzw. BM3-VVPF und nicht durch andere Enzyme des -eingesetzten
E. coli-Zelllysats, wie beispielsweise einer Alkoholdehydrogenase, katalysiert wurde (Schulz

et al. 2015; Seifert et al. 2009).

4.2.2. Entwicklung eines P. putida-Ganzzellbiokatalysators zur Umsetzung von

R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol

Vor dem Hintergrund der Oxidation von R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillasdure in
P. putida DSM 12264 durch Proteine des cym-Operons wurde zur Entwicklung eines
P. putida-Ganzzellbiokatalysators fiir die selektive Oxidation von R-(+)-Limonen zu
R-(+)-Perillaalkohol durch eine heterolog exprimierte P450-BM3-Variante das cym-Operon
zunichst vollstindig deletiert. Der erzeugte Knockoutstamm P. putida DSM 12264 Acym::aac
(P. putida Acym) war weder in der Lage p-Cymol als Kohlenstoffquelle zu verwenden noch
R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillasdure umzusetzen; allerdings konnte trotz vollstindiger
Deletion des cym-Operons weiterhin eine Oxidation von R-(+)-Perillaalkohol und
R-(+)-Perillaaldehyd festgestellt werden.

Unlangst wurde P. putida DSM 12264 in der de-novo-Synthese von Geransiure eingesetzt (Mi
et al. 2014). Mi und Kollegen schlussfolgerten, dass in P. putida DSM 12264 die Oxidation
von Geraniol zu Geransédure durch spezifische oder unspezifische Oxidoreduktasen katalysiert
wird. Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass auch im Knockoutstamm P. putida Acym
Geraniol zu Geransdure umgesetzt wurde (unverdffentlichte Daten, Prof. Jens Schrader,
DECHEMA Forschungsinstitut DFI, Frankfurt). Des Weiteren wurde in der Literatur
beschrieben, dass Dehydrogenasen aus Castellaniella defragrans, welche die Oxidation von
Geraniol und Geranial ermoglichen, ebenfalls in der Lage sind Perillaalkohol und
Perillaaldehyd zu oxidieren (Liiddeke et al. 2012; Petasch et al. 2014). Dies legt die Vermutung
nahe, dass in P. putida DSM 12264 neben den im cym-Operon kodierten Dehydrogenasen
weitere Oxidoreduktasen vorhanden sind, welche die Oxidation von R-(+)-Perillaalkohol und
R-(+)-Perillaaldehyd katalysieren konnen. Bislang wurden in P. putida DSM 12264 jedoch
keine weiteren Enzyme oder Stoffwechselwege identifiziert, die nachweislich an der Oxidation
von R-(+)-Perillaalkohol und R-(+)-Perillaaldehyd beteiligt sind. Zusitzliche Untersuchungen
des Terpen-Stoffwechsels in P. putida DSM 12264 konnten zu weiteren Erkenntnissen iiber die
beteiligten Enzyme beitragen und einer Einordnung der hier beobachteten Ergebnisse

ermoglichen.
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Beide P450-BM3-Varianten, BM3-VVF und BM3VVPF, konnten im Knockoutstamm
P. putida Acym in 16slicher und aktiver Form exprimiert werden. Ganzzellbiokatalysatoren, in
denen BM3-VVF oder BM3-VVPF exprimiert wurde, waren in der Lage R-(+)-Limonen
selektiv zu R-(+)-Perillaalkohol zu oxidieren. Eine Uberoxidation des gebildeten
Perillaalkohols durch zelluldre Oxidoreduktasen konnte in den P450-Ganzzellbiokatalysatoren
nicht festgestellt werden.

Ein MaB, das die Einordnung der katalytischen Produktivitdt eines Biokatalysators ermdglicht,
ist die Umsatzzahl (engl. total turnover number, TTN). Sie gibt das Verhéltnis zwischen der
hergestellten Produktmenge und der eingesetzten Enzymmenge an und wurde hier zum
Vergleich der Ganzzellbiokatalysatoren eingesetzt. Wahrend die hohere TTN mit dem
Ganzzellbiokatalysator BM3-VVPF gegeniiber BM3-VVF der erhdhten Kopplungseffizienz
von BM3-VVPF zugeschrieben werden kann, deutet die hohere Konzentration an
R-(+)-Perillaalkohol mit BM3-VVF darauf hin, dass das P450-Expressionsniveau (BM3-V VF:
300 nmol/geaw bzw. BM3-VVPF: 130 nmol/geiw) und verschiedene Enzymstabilititen ebenfalls
einen Einfluss auf die Produktivitit des Ganzzellbiokatalysators hatte. Die geringere
Expression von BM3-VVPF im Vergleich zu BM3-VVF koénnte in der zusitzlichen
[1401P-Mutation liegen. Wie bereits erwihnt, liegt 1401 in einer sehr sensiblen Region des
aktiven Zentrums (Whitehouse et al. 2010), sodass die zusitzliche 1401P-Mutation
moglicherweise zu einer geringeren Expression aktiver BM3-VVPF fiihrte.

Die Tatsache, dass die katalytische Produktivitit des P. putida-Ganzzellbiokatalysator deutlich
unter der im zellfreien System lag (TTN 26 vs. 266 mit BM3-VVF) und nur geringe
Produktkonzentrationen erzielt wurden, fiilhrte zu dem Schluss, dass fiir den

P. putida-Ganzzellbiokatalysator weitere nicht enzymbedingte Limitierungen vorlagen.

4.2.3. Optimierung des P. putida-Ganzzellbiokatalysators zur Umsetzung von

R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol

Der hydrophobe Charakter einiger Substrate von P450-Monooxygenasen fiihrt zu einer meist
nur sehr geringen Loslichkeit in Wasser. Die hierdurch eingeschriankte Substratverfiigbarkeit
kann in Ganzzellbiokatalysatoren die Substrataufnahme erschweren (Bernhardt und Urlacher
2014; Schrewe et al. 2013). Mit dem Ziel eine verbesserte Substratverfiigbarkeit zu erreichen,
wurde in der Umsetzung von R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol durch
P. putida-Ganzzellkatalysatoren die Verwendung unterschiedlicher DMSO-Konzentrationen
als Kosolvent und die Zugabe eines Cyclodextrins als Loslichkeitsvermittler getestet. Beides
fiihrte nicht zu einer verbesserten Umsetzung; gleichzeitig fiihrte eine Erhdhung der

DMSO- bzw. Substratkonzentration allerdings auch nicht zu einem vorzeitigen
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Aktivitdtsverlust des P. putida-Ganzzellbiokatalysators. Ein negativer Einfluss hoher
DMSO-Konzentrationen konnte beispielsweise in der Umsetzung von Methyllaurat oder dem
Grundmanns Keton durch E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren beobachtet werden. Ursache
hierfliir war eine vorzeitige Permeabilisierung der Zellen bzw. eine erhohte Zelltoxizitit,
ausgelost durch die gestiegene Substratverfiigbarkeit in der wassrigen Phase (Hernandez-
Martin et al. 2014; Julsing et al. 2012). In Umsetzungen von R-(+)-Limonen zu
(+)-trans-Carveol durch eine Cumol-Dioxygenase mit ruhenden P. putida S12-Zellen bzw.
S-(-)-Limonen zu S-(-)-Perillaalkohol mit ruhenden P. putida KT2440-Zellen hatte vor allem
die starke Evaporation des Limonens zur Folge, dass nach kurzer Zeit keine weitere
Produktbildung erfolgte (Cornelissen et al. 2013; Groeneveld et al. 2015). In dieser Arbeit
konnte die Evaporation von R-(+)-Limonen durch die Zugabe von Methyl-B-cyclodextrin
deutlich verringert werden. Dennoch fiihrte die hierdurch verbesserte Substratverfiigbarkeit
alleine nicht zu einer erhohten Produktivitdt oder verlangerten Reaktionszeit. Auch durch die
erneute Zugabe von R-(+)-Limonen im Laufe der Reaktion konnte die Bildung von
R-(+)-Perillaalkohol nicht verbessert werden.

Die &duBere Zellmembran Gram-negativer Bakterien stellt fiir hydrophobe Substrate eine
natiirliche Barriere dar (Schrewe et al. 2013). In E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren stellte sich
der eingeschriankte Stofftransfer iiber die Zellmembranen als eine entscheidende Limitierung
fiir die Biotransformation von Limonen heraus (Carter ef al. 2003; Cornelissen et al. 2013).
Strategien zur Verbesserung des Stofftransfers beinhalten hdufig eine physikalische oder
chemische Behandlung oder die Modifikation der &uBleren Zellmembran durch Expression
universeller oder spezieller Membranproteine (Chen 2007). Mit dem Ziel einen verbesserten
Stofftransfer zu ermdglichen, wurde in dieser Arbeit einerseits der Effekt einer Koexpression
der Membranproteine CymD und AIKL und andererseits eine Permeabilisierung der Zellen
durch Polymyxin B untersucht. CymD aus P. putida besitzt Ahnlichkeit zu anderen Proteinen
der duBleren Zellmembran, wie TodX (Eaton 1997), die den Transfer von monozyklischen
Kohlenwasserstoffen in die Zelle ermdglichen. Neben TodX unterstiitzt auch CymD in
P. putida F1 den Transfer von Toluol (van den Berg 2015). Aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit von Toluol zu p-Cymol und Limonen wurde in dieser Arbeit angenommen, dass
CymD auch den Transfer von p-Cymol oder Limonen in die Zelle unterstiitzt. Allerdings konnte
trotz der strukturellen Ahnlichkeit zu Toluol bzw. p-Cymol die Umsetzung von R-(+)-Limonen
durch die Koexpression von CymD nicht gesteigert werden. Das Membranprotein AlkL konnte
als Bestandteil des am Alkan-Metabolismus beteiligten Enzym-Clusters in P. putida GPol und

moglicherweise erster bakterieller Alkan-Importer identifiziert werden (Grant et al. 2014;
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Julsing et al. 2012). Cornelissen und Kollegen zeigten, dass in der Umsetzung von
S-(-)-Limonen zu S-(-)-Perillaalkohol die Koexpression von AIkKL in E. coli, jedoch nicht in
P. putida KT2440 eine verbesserte Aktivitit des Ganzzellbiokatalysators zur Folge hatte
(Cornelissen et al. 2013). In dieser Arbeit konnte mit dem P. putida-Ganzzellbiokatalysator
BM3-VVF/AIKL zum ersten Mal gezeigt werden, dass im Stamm P. putida DSM 12264 die
Koexpression von AIKL zu einer verbesserten Umsetzung von R-(+)-Limonen fiihrt. Auch
durch die Permeabilisierung des P. putida-Ganzzellbiokatalysators BM3-VVF mit
Polymyxin B konnten hdhere Konzentrationen an R-(+)-Perillaalkohol erzielt werden.
Polymyxin B lagert sich in die dullere Membran Gram-negativer Bakterien ein und veréndert
dadurch die Membranintegritéit (Daugelavicius et al. 2000; Nikaido 2003). Ein dhnlich positiver
Effekt von Polymyxin B auf den Substrattransfer und die Produktivitit konnte fiir
E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren beobachtet werden, die zur Hydroxylierung des tricyclischen
Diterpenoids Abietinsdure durch die Monooxygenase CYP105A1 eingesetzt wurden (Janocha
und Bernhardt 2013). Dies legte nahe, dass auch in P. putida DSM 12264 der Transfer von
Limonen iiber die &uBere Zellmembran einen limitierenden Faktor darstellt. Um die
Limitierung des eingeschrinkten Transfers von Limonen zu umgehen, verfolgten
Alonso-Gutierrez und Kollegen das Konzept einer de-novo-Synthese von S-(-)-Limonen in
E. coli mit anschlieBender Hydroxylierung zu S-(-)-Perillaalkohol durch CYP153A6 (Alonso-
Gutierrez et al. 2013). Zur verstirkten Herstellung von Terpenoidbausteinen und Limonen
wurden Gene unterschiedlicher Herkunft zur Einfilhrung eines synthetischen
Mevalonatstoffwechselwegs sowie die Gene einer Geranyldiphosphatsynthase und
Limonensynthase in E. coli eingebracht. Ausgehend von 1% Glucose als Kohlenstoffquelle
konnten 435 mg/l S-(-)-Limonen und 105 mg/l S-(-)-Perillaalkohol produziert werden. Die
nicht vollstdndige Hydroxylierung des S-(-)-Limonens zu S-(-)-Perillaalkohol zeigte jedoch,
dass eine direkte Kopplung zwischen de-novo-Synthese und Hydroxylierung von Limonen
problematisch sein kann. Griinde hierfiir konnten beispielsweise die Toxizitdt oder ineffiziente
Umsetzung der gebildeten Intermediate oder deren Export sein. Eine Losung fiir mehrstufige
Reaktionen mit unterschiedlichen Herausforderungen kénnte die Verwendung eines Gemischs
unterschiedlicher ruhender Zellen sein (Willrodt er al. 2015a). Insbesondere die leichte
Verfligbarkeit von R-(+)-Limonen als Hauptbestandteil der Schale vieler Zitrusfriichte
(Tranchida et al. 2012) macht eine de-novo-Synthese bislang jedoch unattraktiv.

Neben dem positiven Effekt eines verbesserten Stofftransfers ist die Permeabilisierung der
Zellen in P450-Ganzzellbiokatalysatoren kritisch zu sehen, da die Destabilisierung der

Membran zu einem Verlust von Kofaktoren und einer Beeintrachtigung der metabolischen
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Kofaktorregenerierung fithren kann (Julsing ef al. 2012). Hinzu kommt, dass durch die geringe
Kopplungseffizienz der eingesetzten BM3-VVF (13%) das zelluldr vorliegende NADPH nur
ineffizient genutzt wurde. Neben der Deregulierung von Stoffwechselwegen zur gesteigerten
metabolischen  Produktion von NAD(P)H, konnten in Ganzzellbiokatalysatoren
kofaktorregenerierende Enzyme zur Erhohung der Kofaktorverfiigbarkeit eingesetzt werden
(Fasan et al. 2011; Kratzer et al. 2015; Lee et al. 2013; Siedler et al. 2011). Mit dem Ziel, eine
maximale NADPH-Versorgung zu gewéhrleisten, wurden die Glucosedehydrogenase IV aus
B. megaterium (GDH) mit und ohne dem Glucose-Facilitator aus Z. mobilis (GLF) und
BM3-VVF in P. putida koexprimiert. Durch die Koexpression von GLF sollte die
Glucoseaufnahme gesteigert und hierdurch die GDH-katalysierte Kofaktorregeneration
zusitzlich unterstiitzt werden. Beides fiihrte jedoch nicht zu einer erhohten Bildung von
Perillaalkohol. Die sogar geringere Bildung von Perillaalkohol durch BM3-VVF/GDH und
BM3-VVF/GDH/GLF im Vergleich zu BM3-VVF wies darauthin, dass in den
permeabilisierten Zellen durch eine verbesserte Kofaktorversorgung alleine die Umsetzung
nicht gesteigert werden kann.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde in weiteren Versuchen der Schwerpunkt auf die
Optimierung der Reaktionsbedingungen gelegt. Durch eine Erhohung der initialen
Konzentration von R-(+)-Limonen auf 10 mM und die Verwendung einer angepassten
Biokatalysatorkonzentration von 8 gedaw/l konnte die Bildung von R-(+)-Perillaalkohol unter
Verwendung des permeabilisierten P. putida-Ganzzellbiokatalysator BM3-VVF innerhalb von
3 h von anfangs 45 uM auf 530 uM (73 mg/l) gesteigert werden. Entscheidend fiir die geringe
Produktivitit des P. putida-Ganzzellbiokatalysators scheint neben der schlechten
Membrangingigkeit des R-(+)-Limonens die geringe Aktivitdt und Stabilitdt der verwendeten
BM3-VVF-Variante zu sein. Im Vergleich zu literaturbeschriebenen Biotransformationen von
S-(-)-Limonen mit E. coli-, P. putida KT2440 bzw. P. putida GP023-Ganzzellbiokatalysatoren
(Cornelissen et al. 2011; Cornelissen et al. 2013; van Beilen et al. 2005), in denen zur
Hydroxylierung CYP153A6 eingesetzt wurde, konnten mit den in dieser Arbeit entwickelten
P. putida Acym-Ganzzellbiokatalysatoren nur geringe Konzentration an R-(+)-Perillaalkohol
produziert werden (Anhang, Tabelle 15). Sowohl Cornelissen als auch van Beilen und Kollegen
setzten wachsende Zellen und ein Zweiphasensystem mit Bis-2-ethylhexyl-phthalat (BEHP)
zur Produktabtrennung und Vermeidung zelltoxischer Effekte des Limonens oder der
gebildeten Produkte ein (Cornelissen et al. 2011; Cornelissen et al. 2013; van Beilen et al.
2005). Die Verwendung eines Prozesses, dhnlich der Fed-Batch-Kultivierung von

P. putida DSM 12264 zur Produktion von R-(+)-Perillasdure (Mirata et al. 2010; Mirata et al.
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2009), konnten Aufschluss liber das weitere Potential des in dieser Arbeit entwickelten
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur Produktion von R-(+)-Perillaalkohol geben. Es ist
anzunehmen, dass durch eine geeignete Kombination aus Biokatalysator und
Prozessbedingungen auch mit Ganzzellbiokatalysatoren des P. putida DSM 12264-Stamms
unter Verwendung eines heterolog exprimierten P450-Systems eine Produktion von

Perillaalkohol im héheren MafBstab (g/1) moglich sein konnte.

4.3. Umsetzung von (+)-Campher durch
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Als weiteres Modellsystem wurde die Umsetzung von (+)-Campher zu 5-exo-Hydroxycampher
durch P450cam im P. putida-Ganzzellbiokatalysator untersucht. Mit iiber 2300 min™! besitzt
P450cam aus P. putida im Vergleich zu anderen P450-Monooxygenasen eine sehr hohe
katalytische Aktivitdt gegeniiber dem natiirlichen Substrat (+)-Campher (Kadkhodayan et al.
1995). In der untersuchten Biotransformation von Limonen fiihrte die geringe Aktivitdt der
BM3-VVF und die schlechte Membrangéngigkeit des Limonens dazu, dass sich die zelleigene
Kofaktorregenerierung nicht limitierend auf den P. putida-Ganzzellbiokatalysator auswirkte.
Anders als das natiirliche Fusionsprotein P450-BM3 ist P450cam von der Expression der
Redoxpartnerproteine Pdx und PdR abhédngig. Aufgrund der zu erwartenden guten Expression,
der hohen Kopplungseffizienz (96%) und der hohen katalytischen Aktivitdt von P450cam
wurde die Oxidation von (+)-Campher im P. putida-Ganzzellbiokatalysator betrachtet, um den
Einfluss der Kofaktorkonzentration in der Zelle zu untersuchen.

Zur verbesserten Kofaktorregenerierung wurde die Glyceroldehydrogenase (GldA) aus E. coli
oder die GDH aus B. megaterium in P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren mit P450cam und
Pdx/PdR koexprimiert. In den P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren P450camPP/GDH und
P450camPP/GIdA konnte durch die zusitzliche Kofaktorregenerierung die Bildung von
5-exo-Hydroxycampher um mehr als das 7-Fache gesteigert werden. Die deutlich hoheren
TTNs bestdtigen, dass dhnlich wie in E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren auch in P. putida die
metabolische Kofaktorverfiigbarkeit die Produktivitit von P450cam limitierte (Mouri et al.
2006). Eine weitere Verbesserung der Produktivitit im P. putida-Ganzzellbiokatalysator
P450camPP/GDH/GLF durch eine gesteigerte Glucoseaufnahme nach zusitzlicher
Koexpression des Glucose-Facilitators (GLF) aus Z. mobilis konnte nicht festgestellt werden.
Die deutlich verbesserte Produktivitit in der Umsetzung von (+)-Campher nach Koexpression
von GDH oder GIdA zeigen, dass im Fall eines hohen Bedarfs an Kofaktoren auch in den
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren die Biotransformation durch eine unterstiitzende

Kofaktorregenerierung verbessert werden kann.
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Ganzzellsysteme sind generell in der Lage ihren cytosolischen pH-Wert neutral zu halten. Das
Absinken des pH-Werts durch die GDH-katalysierte Umsetzung von Glucose zu
D-Glucono-1,5-lacton, welches in situ zu Gluconsdure hydrolysiert, sollte dennoch kritisch
gesehen werden, da eine Beeintrdchtigung der cytosolisch vorliegenden Enzyme und der
Prozessstabilitit nicht ausgeschlossen werden konnen (Booth 1985). Bei der
Kofaktorregenerierung durch GIdA wird Dihydroxyaceton gebildet, welches in hoheren
Konzentrationen zelltoxisch wirken kann (Subedi et al. 2008). Zudem besitzt GldA eine hdhere
Affinitdt und spezifische Aktivitit gegeniiber Dihydroxyaceton, sodass eine Akkumulation von
Dihydroxyaceton moglicherweise eine kontinuierliche Kofaktorregenerierung durch GIdA
unterbinden konnte (Subedi et al. 2008). In weiteren Untersuchungen kénnte gezeigt werden,
ob und in welchem Maf die durch GIdA bzw. GDH gebildeten Nebenprodukte die Stabilitét

und Produktivitét des P. putida-Ganzzellbiokatalysators beeinflussen.

4.4. Entwicklung von Ganzzellbiokatalysatoren zur selektiven
Oxidation von linearen Alkanen

Teile dieses Kapitels sind in dhnlicher Form in einem Originalartikel publiziert worden. Der
Text des Originalartikels wurde tibersetzt und um weitere Teile ergdnzt.

Abgedruckt mit freundlicher Genehmigung von Tieves F, Erenburg IN, Mahmoud O, Urlacher
VB. 2016. Synthesis of chiral 2-alkanols from n-alkanes by a P. putida whole-cell biocatalyst.
Biotechnol Bioeng Copyright © 2016 John Wiley and Sons.

Eine in der organischen Synthese hdufig problematische Reaktion ist die durch P450
katalysierte regio- und stereoselektive Hydroxylierung von (linearen) Alkanen zu chiralen
Alkoholen (Roduner et al. 2013), die als Grundbaustein in der chemischen und
pharmazeutischen Industrie eingesetzt werden kdnnen (Nolte und Urlacher 2015; van Beilen
und Funhoff 2005, 2007). In dieser Arbeit sollte eine mdglichst effektive Kombination aus
Wirtsstamm, Enzymen und Reaktionsbedingungen zur regio- und stereoselektiven
Hydroxylierung linearer Alkane gefunden werden. Einige P. putida-Stimme sind in der Lage,
auch lineare Alkane als Kohlenstoff- bzw. Energiequelle zu verwerten (Rojo 2009; van Beilen
et al. 2001), sodass urspriinglich davon ausgegangen wurde, dass P. putida nicht als
Wirtsstamm zur Entwicklung von Ganzzellbiokatalysatoren zur selektiven Hydroxylierung von
lincaren Alkanen eingesetzt werden kann (Gudiminchi et al. 2012). Trotz seiner
Empfindlichkeit gegeniiber organischen Losungsmitteln, wurde daher hiaufig E. coli als
Wirtsstamm fiir die CYP153-katalysierte Produktion von 1-Octanol verwendet (Fujii et al.
20006; Fujita et al. 2009; Grant et al. 2011; Gudiminchi et al. 2012; Nodate et al. 2006).
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Wihrend Monooxygenasen der CYP153-Familie die terminale Oxidation von linearen Alkanen
katalysieren, ist CYP154A8 aus M. farcinica momentan die einzige bekannte wildtypische
P450, die eine subterminale Hydroxylierung von linearen Alkanen mittlerer Kettenlinge mit
hoher Regio- und Stereoselektivitdt ermoglicht (von Biihler et al. 2013; von Biihler und
Urlacher 2014). Um die Eignung eines losungsmitteltoleranten P. putida-Stamms fiir die
Entwicklung von Ganzzellbiokatalysatoren zur selektiven Hydroxylierung von linearen
Alkanen zu untersuchen, wurde CYP154A8 ausgewihlt und mit Redoxpartnerproteinen im
l6sungsmittelsensitiven  E. coli IM109-Stamm  oder  im  ldsungsmitteltoleranten

P. putida DSM 12264-Stamm koexprimiert.

4.4.1. Umsetzung von Octan durch E. coli- und P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Bei der Koexpression von CYPI54A8 mit Pdx/PdR in P. putida wurden in dem
Ganzzellbiokatalysator (A8PP) deutlich hohere P450-Konzentrationen im Vergleich zur
Koexpression in E. coli erzielt. Sowohl zur Expression in E. coli als auch in P. putida wurden
die durch L-Rhamnose induzierbaren Expressionsplasmide eingesetzt. L-Rhamnose kann in
E. coli als Kohlenstoffquelle genutzt werden (Jeske und Altenbuchner 2010; Wegerer et al.
2008), sodass der Abbau des Induktors moglicherweise zu der geringeren Expression in E. coli
im Vergleich zu P. putida beigetragen hat. Obwohl die P450-Konzentration in E. coli im
Vergleich zu P. putida deutlich niedriger lag, deutete der anfangs durch beide
Ganzzellbiokatalysatoren nahezu gleich hohe Umsatz von Octan darauf hin, dass eine
Limitierung allein durch die geringere P450-Expression ausgeschlossen werden kann und die
physiologischen Eigenschaften beider Wirtsstimme einen groferen Einfluss auf die
Produktivitit der Ganzzellbiokatalysatoren haben.

Die mit Glucose im Vergleich zu Glycerol erzielten hoheren Produktkonzentrationen wiesen
darauf hin, dass sowohl in E. coli als auch in P. putida Glucose als Energiequelle besser
geeignet ist. Eine dhnliche Beobachtung konnte bereits in der Produktion von 1-Octanol durch
E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren gemacht werden; nur die Verwendung von Glucose als
Energiequelle fiihrte aufgrund einer effizienteren Bereitstellung des bendtigten
NADH-Kofaktors zu einer signifikanten Produktion von 1-Octanol (Gudiminchi ef al. 2012).
Wie bereits im biphasischen System mit isolierten Enzymen beobachtet (von Biihler und
Urlacher 2014), erfolgte die CYP154A8-katalysierte Hydroxylierung von Octan durch die
E. coli- und P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren ASPP mit hoher Regio- und Stereoselektivitét,
wodurch unter Verwendung von Glucose nach 4 h mit E. coli 1,1 mM und mit P. putida

1,4 mM (S)-2-Octanol (88% ee) gebildet werden konnten. Trotz der zu erwartenden héheren
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Losungsmitteltoleranz von P. putida, zeigte sich initial somit kein grof3er Unterschied zwischen
dem E. coli- und P. putida-Ganzzellbiokatalysator.

Dennoch kann auf Dauer die Aktivitit und Stabilitdt eines Ganzzellbiokatalysators in
Anwesenheit organischer Losungsmittel durch einen hoheren Energiebedarfund die Anpassung
zelluldrer Prozesse beeinflusst werden (Heipieper et al. 2007; Segura et al. 2012). Des Weiteren
wirken organische Losungsmittel hiufig destabilisierend auf Proteine, sodass eine dauerhafte
Exposition zu einer Inaktivierung von Enzymen fiihren kann. Mit zunehmender Reaktionszeit
stellte sich im biphasischen Ganzzellsystem die geringe Ldsungsmitteltoleranz des
E. coli-Ganzzellbiokatalysators als ein entscheidendes Problem in der Umsetzung von Octan
heraus, infolgedessen nach wenigen Stunden keine weitere biokatalytische Aktivitit beobachtet
werden konnte. Ursache hierfiir scheint eine sich verringernde Vitalitit der
16sungsmittelsensitiven E. coli-Zellen durch die steigende Konzentration an 2-Octanol und die
kontinuierliche Exposition gegeniiber Octan gewesen zu sein. Die ldnger anhaltende
biokatalytische Aktivitit und die mit 4,7 mM (87% ee) erzielte mehr als doppelt so hohe
Konzentration an  (S)-2-Octanol  veranschaulicht das bessere Vermdgen des
P. putida-Ganzzellbiokatalysators, die im Reaktionsverlauf steigende Toxizitit zu
kompensieren. In Studien zur Epoxidierung von Styrol wurden diesbeziiglich ebenfalls
grundlegende Unterschiede zwischen rekombinanten P. putida- und
E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren beobachtet: Wéhrend P. putida in der Lage war, den in
Anwesenheit einer zelltoxischen zweiten Phase von Octanol gestiegenen Energiebedarf durch
eine beschleunigte Glucoseaufnahme und NAD(P)H-Regenerierung zu kompensieren und
hierbei ausreichend Kofaktoren fiir die Oxidation von Styrol lieferte (Blank et al. 2008), war
dies E. coli nicht moglich (Biihler et al. 2008). Eine idhnliche Uberlegenheit eines
P. putida-Ganzzellbiokatalysators aufgrund seiner hoheren Toleranz gegeniiber zelltoxischen
Monoterpenoiden im Vergleich zu E. coli und S. cerevisia konnte auch in der Produktion von
Geransdure gezeigt werden (Mi et al. 2014).

Als ein direkter zelluldrer Anpassungsmechanismus kann die beobachtete Aggregation von
P. putida-Zellen wihrend der Umsetzung von Octan betrachtet werden, die in der Literatur in
Anwesenheit von organischen Losungsmitteln bereits u.a. flir P. putida beschrieben wurde (de
Carvalho et al. 2004; Gaur und Khare 2009). Die durch Aggregation reduzierte Kontaktflache
zwischen den P. putida-Zellen und dem Octan konnte zu einer verbesserten Vitalitit und
infolgedessen zu der hoheren Produktbildung im Vergleich zu E. coli beigetragen haben.

Eine entscheidende Rolle fiir die Substrataufnahme spielt die Substratverfiigbarkeit. Zu ihrer

Maximierung wurde hier die Zugabe von Methyl-B-cyclodextrin als Loslichkeitsvermittler
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untersucht. Sowohl in E. coli als auch in P. putida konnte hierdurch die Bildung von 2-Octanol
verbessert werden. Das Ausbleiben der Zellaggregation im P. putida-Ganzzellbiokatalysator
sprach dabei dafiir, dass neben einer erhohten Substratverfiigbarkeit durch Solubilisierung des
Octans, die gesteigerte biokatalytische Aktivitdt auf eine verbesserte Zellvitalitit durch
,Maskierung® des toxischen Octans und 2-Octanols zuriickzufiihren war. Infolgedessen konnte
die Produktivitit in beiden Ganzzellbiokatalysatoren gesteigert werden. Die mit P. putida
dennoch lidngere Reaktionszeit und final doppelt so hohe Produktkonzentration im Vergleich
zu E. coli verdeutlichten den Vorteil der Anwendung des 16sungsmitteltoleranten Wirtsstamms

zur selektiven Hydroxylierung von linearen Alkanen.

4.4.2. Optimierung der Umsetzung von linearen Alkanen durch

P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Nach schrittweiser Optimierung des P. putida-Ganzzellbiokatalysators konnten, ausgehend von
Octan, 15,7 mM (§)-2-Octanol mit 87% ee produziert werden. Dies ist nach aktuellem
Wissensstand die bisher hochste beschriebene Produktion von 2-Octanol durch ein
P450-System (Anhang, Tabelle 15). Um dieses Ergebnis zu erzielen, wurden verschiedene
Moglichkeiten zur Optimierung des P. putida-Ganzzellbiokatalysators untersucht: die
Bereitstellung einer hohen Konzentration an Energiequelle, die Koexpression eines
kofaktorregenerierenden Enzyms und die Koexpression unterschiedlicher
Redoxpartnerproteine.

Um eine ausreichende Bereitstellung von Kofaktoren iiber den zelleigenen Metabolismus zu
gewihrleisten, wurde durch Zugabe von Glucose eine hohe Verfligbarkeit an Energiequelle
sichergestellt. Wie bereits erwéhnt, verfiigen 10sungsmitteltoleranten P. putida-Stamme iiber
die Fahigkeit, den erhohten Energiebedarf in Gegenwart organischer Losungsmittel durch eine
gesteigerte Glucoseaufnahme und NAD(P)H-Regenerierungsrate auszugleichen (Blank et al.
2008; Ebert et al. 2011). Blank und Kollegen beobachteten dabei, dass der
l6sungsmitteltolerante Stamm P. putida DOT-T1E in Anwesenheit einer zweiten Phase von
Octanol vor allem durch eine erhohte Aktivitdt des Zitratzyklus in der Lage war, die
NAD(P)H-Regenerierungsrate zu steigern (Blank ez al. 2008). Anders als bei Blank und
Kollegen, die in P.putida auch bei gesteigerter Glucoseaufnahme und
NAD(P)H-Regenerierungsrate keine Saurebildung beobachteten, verursachte die Verwendung
hoher Glucosekonzentrationen in der in dieser Arbeit durchgefiihrten Umsetzung von Octan
eine verstarkte Sdurebildung durch den P. putida-Ganzzellbiokatalysator. In Studien mit E. coli
konnte dies auf eine verstirkte Bildung von Essigsdure, unter anderem aufgrund eines

iiberlasteten Zitratzyklus, zurlickgefiihrt werden (Vemuri et al. 2006), sodass davon
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ausgegangen werden musste, dass die metabolische Bereitstellung von Kofaktoren im hier
eingesetzten P. putida-Ganzzellbiokatalysator ausgelastet war.

Der wichtigste Mechanismus zur Toleranz gegeniiber Losungsmittel in P. putida ist der durch
die protonenmotorische Kraft getriebene Export von Losungsmittel iber Effluxpumpen (Ramos
et al. 2015). Das bei Verwendung von Glucose als Energiequelle mit der Zeit aufgetretene
Absinken des pH-Werts konnte den Export iiber Effluxpumpen erschwert und damit die
Stabilitit des Ganzzellbiokatalysators beeinflusst haben. Ahnlich wie bereits fiir
E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren gezeigt (Olaofe et al. 2013), konnte daher auch in
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren die Verwendung eines Glucose-Fed-Batch-Prozesses zu
einer hoheren Effizienz zwischen Glucoseverbrauch und Kofaktorbereitstellung bei
gleichzeitig minimierter Sdurebildung beitragen.

In dieser Arbeit konnte in der Umsetzung von (+)-Campher durch die hochaktive P450cam
bereits festgestellt werden, dass die Regenerierung von NADH durch den zelleigenen
Metabolismus in P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren limitierend auf die Reaktion wirken kann.
Dariiber hinaus musste davon ausgegangen werden, dass der Export von Octan oder Octanol
iiber Effluxpumpen zusitzlich den Energiebedarf  erhoht, sodass im
P. putida-Ganzzellbiokatalysator eine Konkurrenz zwischen Losungsmitteltoleranz auf der
einen Seite und Oxidation des Octans auf der anderen Seite zu einer Einschrinkung der
biokatalytischen Aktivitdt hatte filhren konnen. Um die Bereitstellung von Kofaktoren zu
unterstlitzen, wurde auch hier die GDH aus B. megaterium koexprimiert. Eine initiale
beschleunigte Produktbildung im P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASPP/GDH wies darauf
hin, dass zumindest zu Beginn der Umsetzung auch im P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASPP
die Kofaktorverfiigbarkeit aufgrund der hohen Reaktionsgeschwindigkeit und moglicherweise
konkurrierender zelluldrer Prozesse limitierend wirkte. Dennoch deuteten die durch ASPP und
A8PP/GDH erzielten gleich hohen finalen Konzentrationen darauthin, dass neben einem
hoheren Kofaktorbedarf zu Beginn der Umsetzung auf Dauer zusitzliche Faktoren die
Umsetzung von Octan beeinflussten. Anders als in der Umsetzung von (+)-Campher wurde in
der Umsetzung von Octan eine deutlich langere Reaktionszeit gewéhlt. In der Umsetzung von
Octan schien die ldngere Exposition unter zelltoxischen Bedingungen fiir eine sinkende
Stabilitdt der exprimierten Enzyme oder der eingesetzten Zellen verantwortlich zu sein, sodass
sich die Produktbildung im Reaktionsverlauf auch in P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

verringerte.
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Ein hohes P450-Expressionslevel gilt hdufig als Voraussetzung fiir eine gute Leistungstahigkeit
in P450-Ganzzellbiokatalysatoren. Deutlich weniger Aufmerksamkeit wird hingegen meist den
eingesetzten Redoxpartnerproteinen geschenkt, obwohl in in-vitro-Systemen bereits gezeigt
werden konnte, dass die Wahl der Redoxpartner und deren Stochiometrie einen wesentlichen
Einfluss auf die Elektronentransfereffizienz und infolgedessen auf die Produktbildung haben
kann (Bernhardt und Urlacher 2014; Girhard et al. 2010). Erfolgt die zweite
Elektroneniibertragung auf das Himeisen nicht oder verzogert, kann dies zu Nebenreaktionen
fiihren, sodass das Substrat nicht hydroxyliert wird. Neben den sterischen Eigenschaften des
Substrats spielen hierbei ebenfalls das Redoxpotential der eingesetzten Redoxpartner und die
Proteininteraktionen zwischen den Redoxpartnern und der P450 eine entscheidende Rolle.
Infolge der ineffizienten Elektroneniibertragung kommt es zu einem erhohten
NAD(P)H-Bedarf, der schlieBlich zu einer weiteren Limitierung der katalysierten Reaktion
beitragen kann (Biihler et al. 2008).

Aufgrund der Verwendung eines P. putida-Ganzzellbiokatalysators wurden in dieser Arbeit
CYPI154A8 zunidchst in Verbindung mit den Redoxpartner Pdx und PdR aus P. putida
eingesetzt und davon ausgegangen, dass ihr hohes Expressionslevel in P. putida zu einer hohen
Produktivitét beitragen wiirde. Weitere Studien mit den Redoxpartnern YkuN aus B. subtilis
und FdR aus E. coli zeigten jedoch, dass auch im CYP154A8-basierten
P. putida-Ganzzellbiokatalysator die Wahl der Redoxpartner einen Einfluss auf die
biokatalytische Aktivitdt hatte. Wurde CYP154A8 in P. putida mit den Redoxpartnern
YkuN/FdR  anstelle von Pdx/PdR  koexprimiert, =zeigte der entsprechende
Ganzzellbiokatalysator A8YF, obwohl er eine geringere P450-Konzentration im Vergleich zu
AS8PP aufwies, eine beschleunigte Produktbildung und héhere finale Produktkonzentrationen.
Eine dhnliche Beobachtung konnte auch in E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren gemacht werden,
die zur selektiven Oxidation des Grundmanns Ketons eingesetzt wurden (Hernandez-Martin et
al. 2014). Sehr wahrscheinlich beruht dieser Effekt auf der hoheren Elektronentransfereffizienz
durch YkuN/FdR im Vergleich zu Pdx/PdR (von Biihler et al. 2013). Jedoch ist zu beachten,
dass auch unterschiedliche Expressionslevel der Redoxpartnerproteine oder eine
unterschiedliche Verfiigbarkeit und Bereitstellung der Kofaktoren NADPH (im Fall von
YkuN/FdR) bzw. NADH (im Fall von Pdx/PdR) einen zusitzlichen Effekt auf die Produktivitat
des P. putida-Ganzzellbiokatalysators haben kdnnten (Blank ef al. 2010; Borrero-de Acufia et
al. 2014; Matin und Gottschal 1976; Nikel et al. 2014a).
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4.4.3. Erhohung der Enantiomerenreinheit in Alkan-hydroxylierenden

P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Eine entscheidende Bedeutung bei der Herstellung chiraler Alkohole spielt die
Enantioselektivitit der Reaktion. In dieser Arbeit wurde in CYP154A8-basierten
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren die Verwendung der NADP(H)-abhidngigen LB-ADH aus
L. brevis, die sekundire (R)-Alkohole und 2-Ketone als Substrat akzeptiert (Hummel 1997,
Leuchs und Greiner 2011), zur Entfernung des ungewiinschten Produkts (R)-2-Octanol
untersucht. Unter Verwendung der erzeugten kompatiblen Expressionsplasmide wurde hierzu
die Koexpression von P450-ADH-Systemen im P. putida-Ganzzellbiokatalysator etabliert. Die
entwickelten Ganzzellbiokatalysatoren ASYF/LB und ASPP/LB wurden zur Umsetzung von
Octan eingesetzt. Als Energiequellen wurden Glucose und Glycerol verglichen. Nur durch den
Ganzzellbiokatalysator ASYF/LB mit Glycerol als Energiequelle konnte eine verbesserte
Enantiomerenreinheit von bis zu 99% ee erzielt werden. In allen anderen Ganzzellumsetzungen
verschlechterte sich die Enantiomerenreinheit deutlich.

In den P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren scheinen drei Effekte ursdchlich fiir dieses Ergebnis
zu sein: Erstens wird im Kofaktor-entkoppelten Redoxsystem mit PAR/Pdx (in ASPP/LB) das
in der Zelle vorhandene NADPH durch die PdR nicht genutzt und bleibt fiir die LB-ADH
verfligbar. Infolgedessen wird das als Nebenprodukt der P450-Reaktion gebildete 2-Keton
durch die ADH zum ungewiinschten (R)-2-Alkohol reduziert und der ee-Wert sinkt. Zweitens
wird im Kofaktor-gekoppelten Redoxsystem mit YkuN/FdR (in ASYF/LB) NADPH durch die
FdR verbraucht und NADP" gebildet, welches die gewiinschte Oxidation des (R)-2-Alkohols
zum 2-Keton durch die LB-ADH begiinstigt. Das Vermdgen NADPH zu regenerieren ist dabei
unter Verwendung von Glucose als Energiequelle hoher als unter Verwendung von Glycerol
(Chavarria et al. 2013; Nikel et al. 2014a). In Kombination mit einer iiber die Zeit sinkenden
P450/Reduktase-Aktivitit fiihrte die mit Glucose hohere NADPH-Verfiigbarkeit dazu, dass die
LB-ADH erneut die unerwiinschte Reduktion des Ketons katalysiert, sodass eine dauerhaft
verbesserte Enantiomerenreinheit nicht erreicht werden konnte. Drittens flihrt die geringere
Verfligbarkeit und Regenerierung von NADPH unter Verwendung von Glycerol im Vergleich
zu Glucose im Kofaktor-gekoppelten Redoxsystem (in A8YF/LB) dazu, dass einerseits die
Aktivitit der P450 auf einem konstanten aber eher niedrigen Niveau liegt, andererseits jedoch
der stetige Verbrauch von NADPH und die kontinuierliche Bildung von NADP" auch bei
sinkender P450/Reduktase-Aktivitdt dafiir sorgte, dass durch die LB-ADH die gewlinschte
Oxidation katalysiert wird. Demzufolge zeigte nur der Ganzzellbiokatalysator, in dem das

gekoppelte FAR-YkuN-P450-ADH-System unter Verwendung von Glycerol als Energiequelle
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eingesetzt wurde, eine eindeutig und dauerhaft erhohte Enantiomerenreinheit. Nach aktuellem
Kenntnisstand sind die durch den P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASYF/LB mit Glycerol
erzielten 5,4 mM (S)-2-Octanol (97% ee) die hochste Konzentration, die durch regio- und
stereoselektive Oxidation von Octan durch einen P450-Ganzzellbiokatalysator erzielt werden
konnte (s. Anhang, Tabelle 15).

In weiteren Experimenten wurde der Ganzzellbiokatalysator A8YF/LB erfolgreich zur
Hydroxylierung von Heptan und Nonan eingesetzt. Auch hier flihrte die Verwendung des
gekoppelten P450-ADH-Systems zu einer Verbesserung der Enantiomerenreinheit, sodass
2,6 mM (S)-2-Heptanol (91% ee) bzw. 5,5 mM (S)-2-Nonanol (97% ee) produziert werden
konnten. Die geringere Produktkonzentration und Enantiomerenreinheit in der
Ganzzellumsetzung von Heptan ist moglicherweise auf die bereits in in-vitro-Systemen
beobachtete geringere Aktivitit von CYP154A8 gegeniiber Heptan zuriickzufiihren (von
Bithler und Urlacher 2014). Die hohere Produktkonzentration, die erhdhte
Enantiomerenreinheit und die verlingerte Reaktionszeit verdeutlichen die Uberlegenheit des in
dieser Arbeit entwickelten P. putida-Ganzzellbiokatalysators gegeniiber dem biphasischen

System mit isolierten Enzymen (von Biihler und Urlacher 2014).

4.4.4. Herstellung von Ketonen durch P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren

Neben chiralen Alkoholen werden auch Ketone als Bausteine in der pharmazeutischen und
chemischen Industrie, beispielsweise zur Herstellung chiraler Amine, eingesetzt. Die
stereoselektive C-H-Aminierung ist eine vielversprechende Synthesestrategie, die eine
Umsetzung von einfachen Ausgangsverbindungen zu hochwertigen chiralen Aminobausteinen
ermoglicht (Both ef al. 2016). Ein wichtiger Schritt hierbei ist die initiale Funktionalisierung
von C-H-Bindungen durch regioselektive Oxidation.

Am Beispiel der Oxidation von Octan wurde in dieser Arbeit untersucht, ob ein
Kofaktor-gekoppeltes P450-ADH-System im Kontext eines P. putida-Ganzzellbiokatalysators
auch zur selektiven Herstellung von Ketonen ausgehend von inerten linearen Alkanen
eingesetzt werden kann. Hierzu wurde CYP154A8 mit den Redoxpartner Pdx/PdR und der
NAD(H)-abhingigen, S-selektiven RE-ADH aus R. erythropolis koexprimiert. Die RE-ADH
sollte die Weiteroxidation des durch die CYP154A8 bevorzugt gebildeten (S5)-2-Octanols zum
Keton katalysieren. Wihrend mit den CYP154A8-basierten Systemen zuvor hauptsédchlich eine
subterminale Oxidation des o-1-C-Atoms beobachtet werden konnte, wurde im
P450-ADH-System eine subterminale Oxidation beider a-1- und -1-C-Atome festgestellt. Die
Tatsache, dass dabei kein Octan-2,7-diol identifiziert wurde, deutet darauf hin, dass die zweite

Hydroxylierung erst nach der RE-ADH-katalysierten Oxidation des (S)-2-Octanols zum
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2-Octanon erfolgt und somit die Weiteroxidation des Alkohols zum Keton erst die zweite
Hydroxylierung durch CYP154A8 begiinstigt. Ursache hierfiir konnte eine hohere Affinitét der
CYP154A8 gegeniiber dem sekundiren Keton im Vergleich zum sekundéren Alkohol sein. Die
Funktionalitdt des a-1-C-Atoms lenkt somit die Hydroxylierungsaktivitit der CYP154A8,
sodass der P. putida-Ganzzellbiokatalysator ASPP/RE neben der Herstellung von 2-Octanon
ebenfalls zur Herstellung von 2,7-Octandion eingesetzt werden konnte. Dies ist nach aktuellem
Kenntnisstand das erste Mal, dass ausgehend von einem linearen Alkan ein gekoppeltes
P450-ADH-System in einem Ganzzellbiokatalysator zur selektiven Produktion von
a-1,m-1-Alkandionen eingesetzt werden konnte. Ein dhnliches Konzept konnte ebenfalls in
E. coli-Ganzzellbiokatalysatoren zur Herstellung von diversen Heptanonen ausgehend von
Heptan eingesetzt werden (Miiller ef al. 2013; Miiller ez al. 2014). Die in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse verdeutlichen, dass neben E. coli- auch P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur
Herstellung von Ketonen und Diketonen durch P450-ADH-Systeme eingesetzt werden konnen.
Dies macht P. putida zu einem interessanten Wirtsstamm fiir die Entwicklung weiterer

multienzymatischer Prozesse, wie beispielsweise der selektiven C-H-Aminierung.
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5. Schlussfolgerung

Die Eignung eines Ganzzellbiokatalysators hingt von verschiedenen system-, enzym- oder
zellspezifischen Faktoren ab, die im Rahmen der Entwicklung eines biokatalytischen Prozesses
beriicksichtigt werden miissen (Bernhardt und Urlacher 2014; Schrewe et al. 2013; Willrodt et
al. 2015b). Die Effizienz des biokatalytischen Prozesses kann dabei durch einen einzelnen
dieser Faktoren oder gleichzeitig durch verschiedene Faktoren limitiert werden, sodass es meist
keine universell einsetzbare Losung fiir die Optimierung von Biokatalysatoren gibt. In dieser
Arbeit wurde die Anwendung von rekombinanten P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur
Synthese oxyfunktionalisierter Molekiile wuntersucht. Dabei zeigte sich, dass die
unterschiedlichen Eigenschaften der eingesetzten Substrate und P450-Systeme jeweils zu
verschiedenen Herausforderungen und Limitierungen fiihrten.

In der Reaktion von R-(+)-Limonen zu R-(+)-Perillaalkohol lag das Szenario mit den
ungiinstigsten Ausgangsbedingungen in den untersuchten Ganzzellumsetzungen vor: ein leicht
fliichtiges, in Wasser nahezu unldsliches und schwer membrangingiges Substrat sowie eine
P450 mit geringer Aktivitit. Eine entscheidende Verbesserung konnte durch Modifikationen in
der duBBeren Membran erzielt werden. Durch Permeabilisierung der Zellen oder Koexpression
des Membrantransporters AlkL konnte die Bildung von R-(+)-Perillaalkohol gesteigert werden.
Die Problematik des Stofftransfers sollte daher bei der Entwicklung von Ganzzellsystemen stets
beriicksichtigt werden.

Des Weiteren wurden P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren zur Umsetzung von linearen
Alkanen und (+)-Campher entwickelt. Fiir die Umsetzung von (+)-Campher lagen hierbei
giinstige Ausgangsbedingungen vor. (+)-Campher ist im Vergleich zu R-(+)-Limonen ein
16slicheres sowie membrangéngigeres Substrat, das durch P450cam mit hoher Geschwindigkeit
und Effizienz umgesetzt wird. Die hohe Aktivitit fithrte dazu, dass in der Umsetzung von
(+)-Campher  die  metabolische = Kofaktorversorgung  die = Produktivitit  des
Ganzzellbiokatalysators einschridnkte. Die Manipulation der Kofaktorverfligbarkeit durch
Koexpression kofaktorregenerierender Enzyme fiihrte in diesem Fall zu einer deutlich hheren
Produktivitdt. Bei der Entwicklung von P450-Ganzzellbiokatalysatoren sollten daher stets die
Moglichkeit bestehen, einem erhohten Kofaktorbedarf durch Manipulation der
Kofaktorversorgung entgegenzuwirken.

Lineare Alkane sind schwer 16sliche Substrate, jedoch im Vergleich zu Limonen besser
membrangingig. Zur Maximierung der Substratverfiigbarkeit wurde in dieser Arbeit ein
Zweiphasensystem verwendet, in dem das Substrat als organische Phase eingesetzt wurde. Eine

weiter verbesserte Umsetzung wurde durch die Zugabe eines Cyclodextrins erreicht. Dariiber
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hinaus zeigte sich, dass in mehrkomponentigen, nicht-physiologischen P450-Systemen (hier
mit CYP154A8) die Wahl der Redoxpartnerproteine einen grolen Einfluss auf die Produktivitét
des P. putida-Ganzzellbiokatalysators hat. Aufgrund unterschiedlicher Kofaktorspezifitéten,
Elektronentransfereffizienzen und Aktivitidten der Redoxpartner fiihrt in diesem Fall eine hohe
P450-Expression alleine nicht zwangsldufig zu hohen Produktkonzentrationen. Das
Verstindnis der Interaktionen zwischen den eingesetzten Enzymen im Zusammenspiel mit den
zellphysiologischen Besonderheiten hat somit eine sehr entscheidende Bedeutung fiir die
Produktivitit des Ganzzellbiokatalysators.

Bei der Entwicklung von P450-ADH-Ganzzellbiokatalysatoren zur Synthese von chiralen
Alkoholen und Ketonen mussten neben den bereits beschriebenen Herausforderungen auch
direkte und indirekte Zusammenhinge zwischen den eingesetzten Enzymen und den
physiologischen Bedingungen im P. putida-Ganzzellbiokatalysator beriicksichtigt werden.
Dabei wurde festgestellt, dass die Reversibilitit der ADH-Reaktion zu dynamischen
P450-ADH-Ganzzellbiokatalysatoren fiihrte. Durch Kopplung des Redoxsystems, d.h. die
verwendete P450 und ADH nutzen den gleichen Kofaktor, konnten P450-ADH-Systeme
erfolgreich zur Synthese von chiralen Alkoholen und Ketonen ausgehend von linearen Alkanen
eingesetzt werden.

Zusammenfassend  konnte in dieser  Arbeit demonstriert ~ werden, dass
P. putida-Ganzzellbiokatalysatoren erfolgreich zur Synthese hochwertiger
oxyfunktionalisierter Verbindungen ausgehend von giinstigen Ausgangssubstanzen eingesetzt
werden konnen. Dabei zeichneten sich die erzeugten Ganzzellbiokatalysatoren durch eine gute
Expression rekombinanter Proteine sowie eine hohe Produktivitit und Robustheit aus. Mit
dieser Arbeit konnte ein Beitrag dazu geleistet werden, dass neben E. coli-Stimmen zukiinftig
auch haufiger 16sungsmitteltolerante P. putida-Stimme als Kandidaten fiir die Entwicklung und
Anwendung von Ganzzellbiokatalysatoren in Betracht gezogen werden. Ein besonderes
Augenmerk sollte dabei auf die Untersuchung und Beriicksichtigung der physiologischen
Besonderheiten von l6sungsmitteltolerante P. putida-Stimmen gelegt werden. Thr besseres
Verstindnis wird schrittweise auch zur Anwendung von P. putida-Stimmen in weiteren

P450-katalysierten oder multi-enzymatischen Prozessen beitragen.
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Konstruktion der Koexpressionsplasmide pSEV A42rha und pSEV A44rha.
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Schematische Darstellung verwendeter Koexpressionsplasmide

pSEVA42rha CymD pSEVA42rha AIKL
rhaS 7228 bps trfA 6542 bps

A

Abbildung 48. Schematische Darstellung der Koexpressionsplasmide pSEVA42rha AIKL und
pSEVA42rha CymD. Die Klonierung erfolgte iiber DNA-Assemblierung (s. Kapitel 2.4.11.5). Durch die
eingesetzten PCR-Primer wurde die Pmel-Schnittstelle hinter cymD bzw. alkL rekonstruier. Antibiotika-
Selektionsmarker (aad4) zur Resistenz gegeniiber Streptomycin und Spectinomycin (schwarz), L-Rhamnose-
Promotorsystem (hell-blau) und RK2-Replikationsursprung sowie weitere Plasmidelemente (grau).

ori

ColE1

oriT

pSEVA44rha LB
6355 bps

oL, PSEVA44rha RE
6643 bps

rhaP

Sm*/Sp* T, Sm®/SpR T,

Pmel Pmel

Abbildung 49. Schematische Darstellung der Koexpressionsplasmide pSEVA44rha RE und
PSEVAd4rha LB. Die Klonierung erfolgte iiber DNA-Assemblierung (s. Kapitel 2.4.11.5). Durch die
eingesetzten PCR-Primer wurde die Pmel-Schnittstelle hinter re-adh (hell-braun) bzw. [b-adh (braun)
rekonstruier. Antibiotika-Selektionsmarker (aadA) zur Resistenz gegeniiber Streptomycin und Spectinomycin
(schwarz), L-Rhamnose-Promotorsystem (hell-blau) und Replikationsursprung pRO1600/ ColE1 sowie weitere
Plasmidelemente (grau).
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Tabelle 15. Auszug literaturbeschriebener Ganzzellsysteme zur Umsetzung von Limonen und Octan.

Ganzzellsystem® P450 Konzentration (g/)  Referenz

Umsetzung von Limonen zu S/R-Perillaalkohol

P. putida GP023 CYP153A6 2,3 (S) (van Beilen et al. 2005)
(w, B mit BEHP)

P. putida KT2440 CYPI153A6 4,3 (S) (Cornelissen et al. 2011)
(w, B mit BEHP)

E. coli W3110 CYPI153A6 6,0 (S) (Cornelissen et al. 2013)
(w, B mit BEHP)

P. putida Acym (r, L) P450-BM3-VVF 0,073 (R) diese Arbeit

Umsetzung von Octan zu (S)-2-Octanol

E. coli BL21 (DE3) (r, L) CYPpyrSM1 0,4 (98% ee) (Yang et al. 2014)

P. putida DSM 12264 (r, L) CYP154A8 2,0 (87% ee) diese Arbeit®

P. putida DSM 12264 (1, L) CYP154A8 0,7 (97% ee) diese Arbeit®
Umsetzung von Octan zu 1-Octanol

E. coli BL21 (DE3) (1, L) CYP153A13a 0,8 (Nodate et al. 2006)

E. coli BL21 (r, L) CYPI153Aci 2,3 (Fujii et al. 2006)

E. coli BL21 (DE3) (1, L) CYPI153Aci 0,7 (Fujita et al. 2009)

E. coli BL21 (DE3) (1, L) CYPI153A6 8,8 (Gudiminchi et al. 2012)
E. coli BL21 (DE3) CYP153A6 6,5 (Olaofe et al. 2013)

(r, L mit BEHP)

2 Ganzzellsystem mit ruhenden (r) bzw. wachsenden Zellen (w), im Bioreaktor (B) oder 1-10 ml Labormassstab
(L) mit BEHP als Zweiphasensystem, ® beschrieben in (Tieves et al. 2016).



