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Einleitung 1

Einleitung

1. Chirale Alkohole

In den frihen 90er Jahren lagen noch etwa 90 % der synthetischen chiralen Pharma-
zeutika als racemische Gemische vor. Allerdings zeigen Enantiomere oft sehr unter-
schiedliche oder auch gegensatzliche pharmakologische Effekte. Um gezielt eine
gewunschte Wirkung zu erzielen, sollten chirale Wirkstoffe enantiomerenrein vorliegen.
1992 gab die US Food and Drug Administration einen Leitfaden bezuglich der Einfihrung
von enantiomerenreinen Wirkstoffen heraus. Bei der Zulassung neuer Medikamente
werden von den Behérden zunehmend enantiomerenreine Wirkstoffe gefordert. Heutzu-
tage liegen mehr als 50 % der 500 weltweit meistverkauften Medikamente in enantio-

merenreiner Form vor'!, neun der zehn sog. ,Blockbuster* sind chirale Verbindungen?,

Optisch aktive Substanzen wie Alkohole, Amine und Aminosauren sind wichtige Zwischen-
produkte fir die Synthese vieler Pharma- und Agrowirkstoffe. Unter vielen Techniken, die
zur Synthese optisch aktiver Substanzen zur Verfigung stehen, hat die asymmetrische
Reduktion betrachtlich an Bedeutung gewonnen. Vor allem die asymmetrische Reduktion
von Ketonen zu chiralen Alkoholen ist eine der nitzlichsten Reaktionen in der organischen
Chemie.

Enantiomerenreine Alkohole sind bedeutende chirale Bausteine, sog. ,Chiral Building
Blocks® der industriellen Spezial- und Feinchemie. Unter anderem fungieren diese
Substanzen als essentielle Schllsselintermediate bei der Herstellung von Pharmazeutika,
Feinchemikalien sowie vielen interessanten Molekilen und Naturstoffen. Nahezu alle
Naturstoffsynthesen enthalten einen Ketonreduktionsschritt, welcher oft sogar der
Schliisselschritt der Synthese ist?.

Arzneimittel, bei deren Synthesen chirale Alkohole wichtige Intermediate sind, sind
beispielsweise blutdrucksenkende Mittel, Calcium- und Kaliumkanalblocker, Anti-

arrythmika, B3-Rezeptor-Agonisten, Anti-Cholesterin-Mittel und HIV-Protease-Inhibitoren.

Die Synthese optisch aktiver Alkohole kann mit chemischen oder biokatalytischen
Methoden erfolgen.
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1.1 Darstellung chiraler Alkohole auf chemischem Wege

Heutzutage ist eine Vielzahl von Methoden zur Darstellung optisch aktiver Alkohole auf
chemischem Wege bekannt. Neben der Racematspaltung wird vor allem die Reduktion
von prochiralen Ketonen angewandt. Die asymmetrische Reduktion von Ketonen kann
chemisch Uber verschiedene Methoden erfolgen. So kdénnen die klassischen Hydrid-
Reagenzien wie LiAlH, mit optisch aktiven Liganden modifiziert werden. Alternativ wird die
Reduktion des Ketons mit einem klassischen Reduktionsmittel in Gegenwart eines chiralen
Katalysators durchgefihrt.

Werden die eingesetzten Hydride bei Hydroborierungen durch chirale Diole oder Amino-
alkohole modifiziert, kénnen prochirale Carbonylverbindungen asymmetrisch reduziert
werden. Mittels Corey-Bakshi-Shibata-Reduktion (CBS-Reduktion) werden Reduktionen
von prochiralen Ketonen mit Boran und einer katalytischen Menge eines chiralen Oxaza-
borolidins mit sehr guten chemischen und optischen Ausbeuten enantioselektiv
durchgefihrt”. Die CBS-Reduktion eines geschiitzten Chlordihydroxyacetophenon-
Derivats mit B-n-Butyloxazaborolidin als Katalysator in Gegenwart von Boran ist der
SchlUsselschritt in der Synthese des B-Adrenorezeptor-Agonisten (R)-Isoproterenol,
welches in einem mehrstufigen Prozess mit einer Ausbeute von 81 % erhalten wurde!®
(Abb. 1).

OH OH

O
/< /Oj©)\ BHz x THF (0,6 eq) /< /oj©/H HOQ/H
Si Si
\( o cl L BNap \( o o] — o HN\r
" B-Nap
N B/o (0,1 eq) 96 % (R)-Isoproterenol

97 % ee 81 %

\
n-Bu

Abb. 1: CBS-Reduktion eines geschitzten Chlordihydroxyacetophenon-Derivats in der
Synthese des B-Adrenorezeptor-Agonisten (R)-Isoproterenol. Als Katalysator wurde neben
Boran ein (R)-B-n-Butyloxazaborolidin-Derivat verwendet.

Als stéchiometrische Reagenzien kénnen chirale Aluminiumhydrid-Verbindungen bei der
Reduktion von Ketonen fungieren. Mit Hilfe einer &quimolaren Mischung aus LiAlH, und
(1S,2R)-N-Methylephedrin gelang die Synthese des Analogons eines menschlichen
Glucagon-Rezeptor-Antagonisten bei der Bayer AG mit 99 % ee'®.

Fir die stereoselektive Synthese wurden chirale Binaphthyl-Liganden entwickelt, die auf-
grund ihrer C,-Axialsymmetrie als Chiralitatstibertrager fungieren kdénnen. Ein Beispiel fur
einen solchen Liganden ist BINAP ((2,2'-Bis-(diphenyl-phosphino)-1,1'-binaphthyl),
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welches fiir die Komplexierung von Ubergangsmetallen der 8. bis 10. Gruppe verwendet
wird (Abb. 2).

o,

Abb. 2: Struktur des chiralen Liganden BINAP (2,2'-Bis-(diphenyl-phosphino)-1,1'-
binaphthyl).

Chirale Alkohole kénnen auBerdem durch homogene Hydrierung von Ketonen mit Hilfe
von organometallischen Komplexen synthetisiert werden!”. Mit Phosphin-Rh-Komplexen
als Katalysatoren konnten auf diese Weise Adrenalin, Pantolacton und 3-Adrenolytika her-
gestellt werden. Die besten Ergebnisse wurden in Anwesenheit des SKEWPHOS-Rh(I)-
Katalysators (SKEWPHOS = (S,S)-2,4-bis(diphenylphosphino)-pentan) erzielt; Aceto-
phenon wurde mit 82 % optischer Ausbeute zu (S)-Phenylethanol hydriert® (Abb. 3).

O OH

1 % RhL*

5 % (CoHs)sN
+ H2 >

CH3OH

69 atm
82 % ee

RhL* = 1/2 [Rh(nbd)Cl]; + (S,5)-SKEWPHOS

Abb. 3: Hydrierung von Acetophenon mit SKEWPHOS-Rh(I) als Katalysator.

Flr enantioselektive Hydrierungen von Ketonen kénnen auBerdem BINAP-Ru(ll)-Kata-
lysatoren wie Ru(OCOCHj3), BINAP + 2 HCI eingesetzt werden. Das Antiepileptikum
GABOB (y-Amino-B-hydroxybuttersaure) konnte durch (R)-BINAP-Ru-katalysierte Hydrie-
rung des 4-Benzyloxy-3-butansaureethylesters zum (S)-Hydroxyester mit 98 % ee redu-
ziert werden'™ (Abb. 4).
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o O
+ Hp : . :
CIMOCQH{, 100 atm CszOH CIMOCsz H3N+ COO
100°C, 4 min 97 %
97 % ee

0,1 % RuBro[(S)-BINAP] OH O OH

GABOB

Abb. 4: Synthese des Antiepileptikums GABOB mit Hilfe eines BINAP-Ru-Katalysators.

Asymmetrische Transferhydrierungen von Ketonen werden haufig in Isopropanol als
Wasserstoffquelle durchgefihrt. Isopropanol ist stabil, leicht handhabbar, umweltfreund-
lich, preiswert und 16st viele organische Verbindungen!'?. Als Katalysatoren werden meist
chirale Ru(ll)-Komplexe mit Diphosphin- oder Diamin-Liganden verwendet. Ein sehr erfolg-
versprechender Katalysator ist trans-RuCl,[(S)-BINAP][(S,S)-dpen] (dpen = Diphenyl-
ethylendiamin). Dieser Katalysator zeichnet sich durch bemerkenswerte chemische und
optische Ausbeuten sowie hohe Chemoselektivitdt aus!'". Eine alternative Wasserstofi-
quelle fur Transferhydrierungen ist Ameisensdaure.

Eine weitere Methode zur Darstellung chiraler Alkohole ist die asymmetrische Hydro-
silylierung von Ketonen, welche oft mit DIOP-Rh-Katalysatoren (DIOP = 2,3-O-Isopropy-
liden-2,3-dihydroxy-1,4-bis(diphenylphosphanyl)butan) durchgefihrt wird.

Auch die klassische Aldol-Addition von Aldehyden und Trimethylsilylenolether-Derivaten
kann asymmetrisch durchgefiihrt werden, wenn chirale Lewis-Sauren wie Acyloxoboran-
Komplexe zugegen sind.

Optisch aktive sekundéare Alkohole kdnnen durch enantioselektive Alkylierung von
prochiralen Ketonen dargestellt werden. Fir diesen Zweck kdnnen organometallische
Reagenzien wie beispielsweise Organolithium-, Organomagnesium- oder Organotitan-
verbindungen durch optisch aktive organische Substanzen chiral modifiziert werden. Durch
geeignete Kombination von Carbonylsubstraten und modifizierten organometallischen
Reagenzien ist die stereoselektive Synthese von Alkoholen in akzeptablen optischen Aus-
beuten moéglich. Die Ethylierung von Benzaldehyd beispielsweise gelang mit > 90 % ee mit
Hilfe von Diethylmagnesium gekoppelt mit der &quimolaren Menge an Dilithium-Salz eines
optisch reinen Binaphthols (Abb. 5).
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(CoH5)oMg THF, -78°C

"'O_ CoHs  1:1 THF-DME  Ho0O 270
H o+ Mg — H
O. CyHs -100°C
Li 1h

93 %
92 % ee

J 2 n-C4H9Li

Abb. 5: Enantioselektive Ethylierung von Benzaldehyd. Als Katalysator fungiert
Diethylmagnesium gekoppelt mit der &quimolaren Menge an Dilithium-Salz eines
enantiomerenreinen Binaphthols.

Auch mittels heterogener asymmetrischer Katalyse ist es mdglich, chirale Alkohole zu syn-
thetisieren. In Gegenwart von kristallinen B-Cyclodextrinen kénnen prochirale Ketone mit
NaBH, stereoselektiv reduziert werden, allerdings mit schlechten Ausbeuten!'?. Des
Weiteren kdnnen Dendrimere als Katalysatoren eingesetzt werden. Dendrimere sind gut
I6slich und kénnen aufgrund ihrer GréBe leicht vom Reaktionsansatz abgetrennt werden.
In Anwesenheit von amphiphilen Dendrimeren, die aus PAMAM (Polyamidoamin) und
D-Gluconolacton hergestellt werden, kbnnen asymmetrische Reduktionen von Ketonen mit

NaBH. mit guten optischen Ausbeuten durchgefiihrt werden!'.

Eine weitere Mdoglichkeit zur Darstellung enantiomerenreiner Alkohole ist die Race-
matspaltung. So bildeten sich durch hydrolytische Racematspaltung von Epoxiden in
Gegenwart von Cobalt-Salen-Komplexen nach Offnung der Epoxidringe je nach verwende-
tem Katalysator (R)- bzw. (S)-Diole mit sehr guten Enantioselektivitaten!™.

Nachteile von chemisch katalysierten Reaktionen sind die haufig extremen Reaktions-
bedingungen, welche Probleme wie Isomerisierungen, Racemisierungen, Epimerisierun-
gen oder Umlagerungen verursachen kénnen. Des Weiteren liefern chemische Synthesen
von optisch aktiven Verbindungen oft nur unzureichende optische Ausbeuten, wahrend bei
Biotransformationen meist optische Ausbeuten von > 99 % erzielt werden.
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1.2 Darstellung chiraler Alkohole auf biokatalytischem Wege

Die Verwendung von Biokatalysatoren zur Einfihrung von chiralen Zentren in pharma-
zeutisch bedeutende Verbindungen ist eine wertvolle Technik.

In den letzten Jahren wurden viele Enzyme mit unterschiedlichen Spezifitdten entdeckt.
Fortschritte in der Fermentation, der Proteinreinigung und den Immobilisierungstechniken
haben zur Folge, dass stabilere Biokatalysatoren giinstiger produziert werden kénnen!'.
Mit Hilfe von neuen rekombinanten Techniken und automatisiertem Screening konnten

neuartige maBgeschneiderte Enzyme hergestellt werden.

Der Einsatz von Enzymen in der organischen Synthese hat sich im industriellen MaBstab
bewdahrt. Enzymkatalysierte Reaktionen weisen entscheidende Vorteile auf. Die Reaktio-
nen erfolgen unter milden Bedingungen wie Raumtemperatur, Atmosphéarendruck und
neutralem pH-Wert sowie in wassrigen Systemen. Aufgrund der hohen Substratspezifitat
von Enzymen kdnnen in enzymkatalysierten Reaktionen sehr hohe Enantio-, Regio- und
Chemoselektivitaten erreicht werden. Die Einfiihrung von Schutzgruppen ist hier nicht not-
wendig, was verglichen mit chemisch katalysierten Reaktionen zu einer deutlichen Reduk-
tion der Syntheseschritte fihrt. Bei der Durchfihrung von enzymatischen Reaktionen
kdénnen isolierte Enzyme, Zellorganellen oder ganze Zellen eingesetzt werden.

Die Produktion chiraler Alkohole durch Biokatalysatoren erfolgt in den meisten Féllen
durch enantioselektive Reduktion von prochiralen Ketonen. Diese Reaktionen werden
haufig mit Hilfe von ganzen Zellen durchgefuhrt. Biotransformationen mit intakten Mikro-
organismen sind leicht durchfihrbar, es wird kein externes Cofaktor-Regenerierungs-
system bendtigt und es kénnen Alkohole mit hervorragender Enantiomerenreinheit produ-

ziert werden!",

Der bekannteste Mikroorganismus, der fir die Reduktion von prochiralen Ketonen ein-
gesetzt wird, ist Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae). Backerhefe ist preisglinstig und
leicht erhaltlich, allerdings sind Substratspezifitdt sowie Stereospezifitdt der von Backer-
hefe katalysierten Reduktionen von Carbonylverbindungen oft nur ungeniigend®. Ein
Beispiel flr eine von Backerhefe katalysierte Reduktion ist die Produktion von (S)-3-
Hydroxy-2,2-dimethylcyclohexanon, einem Synthesebaustein in der Synthese von Terpe-
nen. Béackerhefe katalysierte die Reduktion von 2,2-Dimethylcyclohexan-1,3-dion zum
oben genannten Alkohol mit einer Ausbeute von ca. 50 % und einer optischen Reinheit
von ca. 97 %",
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Der Schllsselschritt in der Synthese des pharmazeutisch wichtigen 5H-2,3-Benzodiazepin
LY330164 ist die enantioselektive Ketonreduktion mit ganzen Zygosaccharomyces rouxii-
Zellen, welche mit einem ee-Wert von > 99,9 % ablief!'®.

Nocardia salmonicolor katalysiert die enantioselektive Reduktion eines Ketons zum
korrespondierenden Alkohol, welcher das Schlisselintermediat in der Synthese des
Calciumkanalblockers SQ31765 darstellt!'” (Abb. 6).

OCHj OCHg OCHj

v o (F v (3
@QO = [ Yo [ o
N N N

H

o} H O H O

OCH3
CF3

N. salmonicolor O OH
e D

N
H O

HCI x (HgC)oN
(HCN 5 231765

Abb. 6: Enantioselektive Ketonreduktion mit N. salmonicolor bei der Synthese des
Calciumkanalblockers SQ31765.

Obwohl ein Gleichgewicht zwischen einem achiralen Enol und zwei Ketonen vorliegt,
entstand durch die Reduktion mit N. salmonicolor lediglich eins von vier Stereoisomeren
mit 96 % Ausbeute und > 99,9 % ee.

Vorstufen der B-Adrenorezeptoragonisten Denopamin und Salmeterol kénnen durch
Reduktion von Bromacetophenonen durch Rhodotorula rubra-Zellen produziert werden®,
Nach Zusatz des Tensids Natriumlaurylsulfat konnte eine wichtige Vorstufe von (R)-Den-
opamin mit 79 % Ausbeute und 94 % ee erhalten werden (Abb. 7).
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OH

e} OH H
/©)K/ Br Rhodotorula rubra /@/'\/ Br /@/’\/ N (ONQ
Natriumlaurylsulfat \/\@
o Y o HO o
79 %
94 % ee

(R)-Denopamin

Abb. 7: Synthese von (R)-Denopamin durch Reduktion eines Bromacetophenon-Derivats
durch R. rubra-Zellen.

Hansenula polymorpha ATCC 26012 katalysierte die Reduktion von N-[4-(2-Chlor-
acetyl)phenylmethansulfonamid zum korrespondierenden (R)-Alkohol mit 95 % Ausbeute
und > 99 % e€?'l. Der gebildete (R)-Alkohol ist das Schliisselintermediat in der Synthese
des B-Blockers (R)-(-)-Sotalol (Abb. 8).

o} OH OHy 4
cl Hansenula polymorpha Cl N
& ATCC 26012 N - . & cr\(
N 4N 4N
O H O H O H
(R)-Sotalol x HCI

Abb. 8: Stereoselektive Reduktion von N-[4-(2-Chloracetyl)phenyllmethansulfonamid zum
korrespondierenden (R)-Alkohol in der Synthese des 3-Blockers (R)-(-)-Sotalol.

Eine Vielzahl von Mikroorganismen und Enzymen ist bekannt, die die Reduktion einer
einzigen Ketogruppe von oa-Keto- oder B-Ketoverbindungen katalysieren. Mit Hilfe einiger
dieser Systeme ist es moglich, Vorlaufer der wichtigen Anticholesterin-Wirkstoffe, welche
die Hydroxymethylglutaryl-CoA (HMG-CoA)-Reduktase inhibieren, herzustellen. Mit Hilfe
von getrockneten Geotrichum candidum-Zellen beispielsweise verlief die Reduktion von 4-
Chlor-3-oxobutansduremethylester zu der wichtigen Vorstufe (S)-(-)-4-Chlor-3-hydroxy-
butansauremethylester eines HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors mit 95 % Ausbeute und
98 % e (Abb. 9).

O O Geotrichum candidum OH O N X 0 OH O

C'Mo/ SC 5469 C'Mo/ E—— @

Abb. 9: Reduktion von 4-Chlor-3-oxobutansauremethylester zum korrespondierenden
(S)-Alkohol durch G. candidum in der Synthese eines HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors.
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Bei der Umsetzung von 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit Lactobacillus
kefir-Zellen entstand 6-Chlor-(3R,5S)-dihydroxyhexansaure-tert-butylester mit hoher
Enantio- und Diastereoselektivitat® (Abb. 10). Diese Verbindung ist ebenfalls eine wich-
tige Vorstufe bei der Synthese von HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren.

O O O >< L. kefir OH O O L. kefir OH OH O
o Cl o>< Cl o><
99,4 % ee

Abb. 10: Reduktion von 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit ganzen Zellen
L. kefir zu 6-Chlor-(3R,5S)-dihydroxyhexansaure-tert-butylester.

Ein weiteres Beispiel fur die erfolgreiche Produktion der Vorstufe eines HMG-CoA-Reduk-
tase-Inhibitors ist die Reduktion von 3,5-Dioxo-6-phenoxyhexansaureethylester zum kor-
respondierenden (3R,5S)-Alkohol durch getrocknete Acinetobacter calcoaceticus SC
13876-Zellen®.

Die Reduktion von prochiralen Ketonen kann auBerdem durch den Einsatz ganzer Pflan-
zenzellen geschehen. Mit Hilfe von Daucus carota-Zellkulturen konnte 2-Oxo-4-phenyl-
buttersdure mit 100 % Ausbeute und > 99 % ee zu (R)-(-)-2-Hydroxy-4-phenylbuttersaure

reduziert werden®,

Ein entscheidender Nachteil beim Einsatz ganzer Wildtyp-Zellen ist, dass ein Stamm oft
mehrere konkurrierende Enzyme enthalt, die gegensatzliche Selektivitaten aufweisen, so
dass kein enantiomerenreines Produkt entsteht. Werden dagegen isolierte Enzyme einge-
setzt, kann von definierten Systemen ausgegangen werden. Um effiziente Umsetzungen
mit einem bestimmten Enzym zu erzielen, ist es notwendig, rekombinante Biokatalysa-
toren zu produzieren. Durch rekombinante DNA-Techniken kénnen Enzyme im Vergleich

zu nativer Expression mehr als hundertmal so stark exprimiert werden!?®!,

Enzyme, mit deren Hilfe chirale Alkohole produziert werden kdnnen, sind die Lyasen. Mit
Hilfe der Pyruvat-Decarboxylase aus Zymomonas mobilis, einer Lyase, wird (R)-Phenyl-
acetylcarbinol, eine wichtige Zwischenstufe bei der Synthese von L-Ephedrin, enantio-

selektiv synthetisiert®”.

Eine weitere Mdoglichkeit zur Darstellung chiraler Alkohole ist die enzymatische Racemat-
spaltung. Mit Hilfe von Lipasen kdnnen aus racemischen Alkoholen und acylierenden Rea-
genzien neben Estern die gewlnschten enantiomerenreinen Alkohole synthetisiert
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werden. Immobilisierte Lipase B aus Candida antarctica katalysierte die Umsetzung von
racemischem Seudenol (3-Methyl-2-cyclohexenol) mit Vinylbutyrat, wobei neben (R)-
Seudenolacetat (R)-Seudenol entstand®®,

Die am haufigsten eingesetzte Methode zur enzymkatalysierten Darstellung chiraler
Alkohole ist allerdings die enantioselektive Reduktion von Carbonylverbindungen durch
Dehydrogenasen.

Das bekannteste Enzym, welches die enantioselektive Reduktion von Ketonen katalysiert,
ist die thermostabile Alkohol-Dehydrogenase (ADH) aus Thermoanaerobium brockii (TB-
ADH). Wéahrend kurzkettige Ketone zu den (R)-Enantiomeren reduziert werden, katalysiert
das Enzym die Umsetzung von hdheren Ketonen zu den (S)-Alkoholen®. Das Enzym wird
bei zahlreichen Synthesen von biologisch aktiven Verbindungen eingesetzt. Ein Beispiel
hierfur ist die Darstellung des P.-Agonisten Broxaterol. Der Schlusselschritt der Synthese
ist die Reduktion des Isoxazols zum korrespondierenden (R)-Alkohol durch TB-ADH mit ee
> 98 %% (Abb. 11).

Br TB-ADH Br Br
7\ M .
N. Br N Br N. NH#-Bu

(@) O - (0] 5
@) OH OH

(S)-Broxaterol

Abb. 11: Synthese des B.-Agonisten Broxaterol. Schlisselschritt der Synthese ist die
stereoselektive Reduktion des Isoxazols durch die TB-ADH zum korrespondierenden
(R)-Alkohol.

Mit Hilfe der ADH aus Lactobacillus brevis gelingt die regio- und enantioselektive Reduk-
tion von 3,5-Dioxohexansaure-tert-butylester, welcher der Schllsselschritt in der Synthese
von (R)-semi-Vioxanthin ist®".

2. Alkohol-Dehydrogenasen

Bei der Synthese von chiralen Alkoholen auf biokatalytischem Weg werden hauptséachlich
Dehydrogenasen eingesetzt. Dehydrogenasen sind Enzyme, die zur Gruppe der Oxido-
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reduktasen gehdren und stereospezifisch sowie stereo- und regioselektiv Wasserstoff
Ubertragen. Der Transfer von Wasserstoff findet zwischen dem Substrat und einem
Cofaktor statt. Die von Dehydrogenasen benétigten Cofaktoren sind in den meisten Fallen
Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid(-Phosphat) (NAD(P)), Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD)
oder Flavin-Mononucleotid (FMN).

Vor allem ADHs werden bei der Darstellung chiraler Alkohole eingesetzt. Sie treten in
einer Vielzahl von lebenden Organismen auf, wo sie fir die Entgiftung und den Meta-
bolismus von Ethanol und anderen Alkoholen wichtig sind®?. Diese Enzyme sind NAD(P)-
abhangig und katalysieren den reversiblen Transfer eines Hydridions von NAD(P)H auf
eine Carbonylverbindung gemaB folgender Gleichung (Abb. 12).

O ADH OH

NAD(P)H + H*
RXR' ¥ (PR + R

+ NAD(P)*

Abb. 12: Reduktion von Carbonylverbindungen durch NAD(P)-abh&ngige ADHs.

Viele ADHs gehéren zur Superfamilie der medium-chain Dehydrogenasen/Reduktasen
(MDR) oder der short-chain Dehydrogenasen/Reduktasen (SDR) 3. Wahrend medium-
chain ADHs vorzugsweise primare Alkohole umsetzen, Zn*-lonen benétigen und aus ca.
350 Aminosauren pro Untereinheit bestehen, bevorzugen short-chain ADHs sekundare
Alkohole und benétigen keine metallischen Cofaktoren. Sie enthalten ca. 250 Amino-
sauren pro Untereinheit und katalysieren NAD(P)-abh&ngige Oxidations- bzw. Reduktions-
reaktionen. Bekannte Beispiele sind die Drosophila-ADH sowie 20B-Hydroxysteroid-
Dehydrogenasen. Die Sequenzen der Enzyme weisen einige homologe Bereiche auff®¥.
So ist die Cofaktor-Bindungsstelle mit dem Muster GXXXGXG am N-Terminus lokali-
siert?® wahrend die Substrat-Bindungsstelle am C-Terminus sitzt®®. Die Enzyme dieser
Familie weisen ein breites Substratspektrum auf, das Steroide, Alkohole, Zucker, Xeno-
biotika und aromatische Verbindungen umfasst.

Die biochemischen Eigenschaften der ADHs, die fir préparative Anwendungen eingesetzt

wurden, sind in Tab. 1 zusammengefasst.
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Tab. 1: Zusammenfassung der biochemischen Eigenschaften von ADHs, die fur

praparative Anwendungen eingesetzt wurden (SDR = short-chain Dehydrogenasen, MDR
= medium-chain Dehydrogenasen). ': Messung mit Standardsubstrat.

- - 3 Spez. Akt.
ADHaus | ~PH | cotaktor | Stereo- Substrat Lit.
Klasse selektivitat spezifitat [U/mg]'
Aromatische und
aliphatische :
-4 [37-39]
Pferdeleber MDR NAD S Aldehyde, 3
cyclische Ketone
Aromatische und
. . . [40,
Lactobaq//us SDR NADP R aliphatische 450 "
brevis Ketone und
Ketoester
Rhodococcus Aromatische
ervihropolis MDR NAD S Ketone und 1400 [42-45]
ythrop Ketoester
Thermo- }:(L;:Z:?l%e Cyclische und
anaerobium | MDR NADP L acyclische 63 [46-51]
brockii langkettige Ketone
Ketone: S
Kurzkettige (38,
Hefe MDR NAD S Aldehyde, 460 52-56]
Ketone
Acyclische,
cyclische und
SUIfO/Ol.DUS MDR NAD S aromatische 5 [57-59]
solfataricus

Aldehyde und
Ketone

Bei der Synthese chiraler Alkohole kdnnen Dehydrogenasen als isolierte Enzyme oder in

Form ganzer Zellen eingesetzt werden. Der Einsatz ganzer Zellen hat den Vorteil, dass die

bei der Reaktion bendtigten Cofaktoren von den Zellen nachgeliefert werden kénnen.

Weiterhin entféllt die aufwendige Isolierung und Reinigung der Enzyme. Der Gebrauch von

gereinigten Dehydrogenasen bzw. rekombinanten Mikroorganismen hat den Vorteil, dass

die Existenz konkurrierender Enzyme mit unterschiedlichen Stereoselektivitdten ausge-

schlossen werden kann. Missen allerdings Cofaktoren zugesetzt werden, steigen die

Prozesskosten betrachtlich an. Die Regenerierung der verbrauchten Cofaktoren ist dem-

nach unumganglich.
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3. Regenerierung von Nicotinamid-Cofaktoren

Bei der Reduktion von Carbonylverbindungen durch NAD(P)-abhangige Dehydrogenasen
werden die Nicotinamid-Cofaktoren oxidiert, indem sie stereoselektiv Hydridionen auf die
Carbonylkohlenstoffatome der Substrate Ubertragen. Um solche Prozesse &konomisch
durchzufihren, missen die oxidierten Cofaktoren regeneriert werden. Fir die Rege-
nerierung stehen verschiedene Methoden zur Auswahl.

Ein umweltfreundliches System ist die photochemische Regenerierung, bei der NAD(P)H
mittels Lichtenergie regeneriert wird. Dies kann beispielsweise durch den Einsatz eines
Cyanobakteriums geschehen. Dieses Bakterium wandelt Lichtenergie mittels eines Elek-
tronentransfersystems in chemische Energie in Form von NAD(P)H um. Das erzeugte
NAD(P)H kann genutzt werden, um ein Ketonsubstrat zum chiralen Alkohol zu redu-

zieren®%,

Alternativ kbnnen Nicotinamid-Cofaktoren elektrochemisch regeneriert werden. Hier erfolgt
der Elektronentransfer entweder direkt von einer Elektrode, Uber einen Mediator wie
beispielsweise einen Redoxkatalysator oder Uber ein gekoppeltes System bestehend aus
Mediator und Enzym®'l. Bei der elektrochemischen Regenerierung werden die geringen
Kosten sowie der Einsatz von massefreien Elekironen ausgenutzt. Ein Beispiel fur die
elektrochemische Regenerierung von NAD(P) ist der Einsatz des Tris(3,4,7,8-tetramethyl-
1,10-phenanthrolin)-Eisen(lI/lll)-Komplexes als Elektronen(ibertrager® (Abb. 13).

/v 2 Fe(tmphen)3® NAD(P >< g gjtxaennoi:
\\ 2 Fe( tmphen >< NAD(P 2-Hexen-1-ol

(2-Butanol)

2e

~

moQoZz>»

Abb. 13: Elektrochemisch getriebene Oxidation von 2-Hexen-1-ol bzw. 2-Butanol
katalysiert durch eine ADH mit Fe(tmphen);®* als Mediator (tmphen = 3,4,7,8-Tetramethyl-
1,10-phenanthrolin).

Die am haufigsten angewandte Methode zur Regenerierung von Nicotinamid-Cofaktoren
ist die enzymatische. Die enzymatische Regenerierung erfolgt durch den Zusatz eines
zweiten Enzyms bzw. eines zweiten Substrats. Bei der Regenerierung von NADH werden
hauptsachlich die Enzyme Formiat-DH (FDH), Glucose-DH (GDH), Glucose-6-Phosphat-

H (G-6-P-DH), ADH und Hydrogenase eingesetzt. Die NADPH-Regenerierung erfolgt
enzymatisch zumeist mit Hilfe von GDH, G-6-P-DH und ADH. Glutamat-DH (GluDH),
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L-Lactat-DH (L-LDH), ADH und NADH-Oxidase (NOX) werden bei der Regenerierung von
NAD eingesetzt, wihrend GIuDH NADP regeneriert. Tab. 2 gibt einen Uberblick (iber die
am haufigsten eingesetzten Enzyme bei der Regenerierung von Nicotinamid-Cofaktoren.

Tab. 2: Ubersicht liber die am haufigsten verwendeten Enzyme fiir die Regenerierung von
Nicotinamid-Cofaktoren.

Zu regenerierender Cofaktor Cofaktor-regenerierende Enzyme
NADH FDH, GDH, G-6-P-DH, ADH, Hydrogenase
NADPH GDH, G-6-P-DH, ADH
NAD GluDH, L-LDH, ADH, NOX
NADP GluDH

Das Standardenzym fir die NADH-Regenerierung ist FDH. Vorteile der FDH sind der
geringe Preis von Formiat, die aufgrund der Decarboxylierung von Formiat irreversible
Reaktion sowie die Bildung des Gases CO. als einzigem Produkt. Nachteile beim Einsatz
der FDH sind die geringe spezifische Aktivitdt des Enzyms sowie die strikte NAD-
Abhéangigkeit. Ein Beispiel fir die Regenerierung von NADH mittels FDH ist die von der
ADH aus Rhodococcus erythropolis katalysierte Produktion chiraler Alkohole wie (S)-1-
Phenylpropan-2-o0l“? (Abb. 14).

NADH  NAD*

CO, <~——"_ HCOOH
FDH

Abb. 14: Synthese von chiralen (S)-Alkoholen katalysiert durch eine ADH gekoppelt mit
FDH-katalysierter NADH-Regenerierung.

G-6-P-DH wird eingesetzt fir die NADPH-Regenerierung bei der Synthese von
(R)-Phenylethanol, die durch die ADH aus Lactobacillus kefir katalysiert wird®! (Abb. 15).
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Os_ CHj OH, CHj,
ADH H
NADPH + H* NADP*
Glucono-1,5-lacton-6-phosphat U Glucose-6-phosphat
G-6-P-DH

Abb. 15: Synthese von (R)-Phenylethanol aus Acetophenon katalysiert durch die ADH aus
L. kefir mit Hilfe von G-6-P-DH zur NADPH-Regenerierung.

Wie oben erwéhnt ist es ebenfalls mdglich, durch den Zusatz eines zweiten Substrats die
Regenerierung von Nicotinamid-Cofaktoren zu erreichen. So katalysiert die ADH aus
Thermoanerobium brockii (TB-ADH) gleichzeitig die Reduktion von prochiralen Carbonyl-
verbindungen und die Oxidation von Isopropanol zu Aceton, wahrend NADP(H) regeneriert
wird®! (Abb. 16).

i TB-ADH OH
R{™ Ry R Ro
NADPH + H* NADP*
)(L g ﬂ
TB-ADH

Abb. 16: Reduktion von prochiralen Carbonylverbindungen katalysiert durch TB-ADH mit
Cofaktor-Regenerierung durch die Zugabe von Isopropanol als zweitem Substrat, welches
zu Aceton oxidiert wird.

Eine neue innovative Methode ist die Konstruktion von Ganzzellbiokatalysatoren, die
neben dem rekombinanten produzierenden Enzym ein Cofaktor-regenerierendes Enzym
coexprimiert enthalten. Mit Hilfe dieser sog. Designer-Zellen ist es mdglich, die Vorteile
von Ganzzellkatalysatoren wie die leichte Handhabbarkeit von Biotransformationen durch
Verzicht auf Isolierung und Reinigung von Enzymen sowie die zellinterne Cofaktor-Rege-
nerierung zu nutzen und gleichzeitig das Vorhandensein konkurrierender Enzyme, wie es
beim Einsatz von Wildtypzellen haufig der Fall ist, auszuschlieBen. Ein solcher Ganzzell-
biokatalysator wurde von Kataoka et al. durch Coexpression der NADP-abhangigen
Aldehyd-Reduktase (AR) aus Sporobolomyces salmonicolor AKU4429 und der GDH aus
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Bacillus megaterium konstruiert. Mit Hilfe dieses Katalysators ist es mdéglich, den HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitor-Vorlaufer (R)-4-Chlor-3-hydroxybutanséureethylester zu produ-
zieren®® (Abb. 17).

o O OH O
4-Chlor-3-oxobutansdureethylester \ (R)-4-Chlor-3-hydroxybutansaureethylester
NADPH + H* NADP*
D-Glucono-1,5-lacton -« B-D-Glucose
GDH

Abb. 17: Asymmetrische Reduktion von 4-Chlor-3-oxobutansdureethylester mit Hilfe eines
Ganzzellbiokatalysators, der neben der Aldehyd-Reduktase (AR) aus Sporobolomyces
salmonicolor AKU4429 die GDH aus B. megaterium coexprimiert enthalt.

4. Motivation und Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung von Ganzzellbiokatalysatoren zur
Synthese von chiralen Alkoholen. Diese Ganzzellbiokatalysatoren sollten durch Coex-
pression einer NADP-abhangigen (R)-spezifischen ADH aus Lactobacillus kefir bzw. brevis
und eines Enzyms zur Regenerierung des Cofaktors konstruiert werden. Fir die Auswahl
an regenerierenden Enzymen sollten einige Kriterien beachtet werden. So sollten die
spezifischen Aktivitaten der beteiligten Enzyme in der gleichen GrdBenordnung liegen, die
Gensequenz des regenerierenden Enzyms sollte bekannt sein und bei der Reaktion
entstehende stérende Nebenprodukte sollten vermieden werden. Von groBem Vorteil ist
es auBerdem, wenn die Reaktion des regenerierenden Enzyms irreversibel ablauft. Da die
beiden ADHs aus L. kefir und L. brevis eine geringe NAD-Nebenaktivitat besitzen, sollten
diese Enzyme mit der NAD-abhangigen FDH aus Candida boidinii gekoppelt werden.
Nach der Entwicklung der Ganzzellbiokatalysatoren sollten diese umfassend biochemisch
charakterisiert werden. Zur Ermittlung des optimalen Enzymverhéltnisses an ADH und ent-
sprechendem Cofaktor-regenerierendem Enzym und zum Vergleich mit Ganzzellbiotrans-
formationen sollten Umsetzungen im zellfreien System durchgeflihrt werden. Die Durch-
fihrung von Ganzzellbiotransformationen sollte unter unterschiedlichen Bedingungen
erfolgen. So sollte der Einfluss von zugesetzten Cofaktoren untersucht werden, um zu

Uberprifen, ob die zellinterne Cofaktormenge fir effiziente Umsetzungen ausreichend ist.
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AuBerdem sollte untersucht werden, ob die Umsetzungen durch Permeabilisierung der
Zellmembran beeinflusst werden. Als Substrate sollten das Standardsubstrat der beiden
ADHs, Acetophenon, sowie andere prochirale Ketone in den Umsetzungen eingesetzt
werden. SchlieBlich sollten die einzelnen Ganzzellsysteme anhand der Ergebnisse der
Umsetzungen vergleichend bewertet werden.

Des Weiteren sollte eine weitere NADP-abhangige ADH aus Lactobacillus kefir zur Homo-
genitat gereinigt werden. Nach Isolierung des Gens, Klonierung und Expression sollte das

Enzym umfassend biochemisch charakterisiert werden.
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Material und Methoden

1. Material

1.1 Gerate

Analytik

GC/MS: Gaschromatograph HP 6890, Quadrupol-

Massendetektor HP 5973
Gaschromatograph GC-17A
Protein Sequenzer 477 A

Bildverarbeitung
Eagle Eye Il

Chromatographie
BioCAD Sprint

Desintegration
Schwingkugelmihle MM2000
Ultraschallgerat Sonopuls HD 60
Desintegrator S

Elektrophorese
DNA Elektrophoresekammer GT System
NuPAGE® XCell SureLock™ Mini Cell
mit NuPAGE® Bis-Tris Gelen
NuPAGE® XCell Il ™ Blot Module
Model 491 Prep Cell

PCR
Personal Cycler

Spektroskopie
UV/VIS-Spektralphotometer UV-1602

Hewlett-Packard
Shimadzu
Applied Biosystems

Stratagene

PerSeptive Biosystems

Retsch
Bandelin
IMA

Bio-Rad

Invitrogen

Invitrogen
Bio-Rad

Biometra

Shimadzu
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Ultrafiltration
Microcon 10 kDa
Centripep-10 Concentrator
YM-Membran 10 kDa
Ultrafiltrationszelle Modell 8050 und 8010

Zentrifugation
Sorvall RC5B und RC5B Plus
Tischzentrifuge Mikro 22 R
Tischzentrifuge Rotina 35 R
Speed-Vac-Konzentrator Univapo 150 H mit
Kuhlfalle Unicryo MC2L

1.2 Chemikalien

Millipore
Millipore
Millipore
Millipore

DuPont
Hettich
Hettich

Uniequip

Alle nicht gesondert aufgefihrten Chemikalien waren mindestens von p.a.-Qualitédt und

wurden von Fluka, Sigma, Roth, Acros oder Merck bezogen. Nahrmedienbestandteile

waren von Merck oder Difco, die Coenzyme von Biomol. Restriktionsenzyme kamen von

Roche und New England BiolLabs, alle weiteren Enzyme fir die molekularbiologischen

Arbeiten von Roche und Qiagen. Chemikalien fir die molekularbiologischen Unter-

suchungen waren von hdchster Qualitat.

1.3 Mikroorganismen

Lactobacillus kefir

Lactobacillus brevis

Bacillus subtilis Strain 168
Escherichia coli K12

E. coli XL1-Blue

E. coliBL21(DES3)

E. coli Tuner(DE3)

E. coli Origami(DE3)

E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RP

DSM 20587
DSM 20054
DSM 4424
Stratagene
Stratagene
Novagen
Novagen
Novagen
Stratagene
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1.4 Vektoren

pET-21a(+) Novagen
pETDuet-1 Novagen
pACYCDuet-1 Novagen
pKK223-3 Amersham Pharmacia

2. Mikrobiologische Methoden

2.1  Anzucht und Medien

Soweit nicht anders angegeben, wurden die N&hrmedien vor Gebrauch durch
Autoklavieren bei 2 bar und 121°C fir 20 min sterilisiert. Festen Medien wurde 1,5 % Agar

zugesetzt.

Fdr die Anzucht von L. kefir und L. brevis wurde MRS-Medium mit folgender Zusammen-

setzung verwendet:

Caseinpepton (trypt. verdaut) 10,09
Fleischextrakt 10,09
Hefeextrakt 5049
Glucose 20,09
CH3;COONa 50¢9
KoHPO, 2,09
Tween 80 1,09
Diammoniumhydrogencitrat 209
MgSQO, x 7 H,O 0,29
MnSQO, x H,O 0,059
H.O 1,01
pH 6,5

MRS-Medium wurde flr 15 min bei 118°C sterilisiert.

Die Kulturen wurden ohne Schitteln bei 30°C angezogen. Nach 40 h wurden die Zellen
abzentrifugiert (4°C, 11000 rpm, 20 min) und bei -20°C gelagert.

B. subtilis wurde in low-salt LB-Medium angezogen:
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Low-salt LB (Luria-Bertani)-Medium:

Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 509
NaCl 5049
H.O 1,0
pH 7,0

Die Kultivierung erfolgte in einer Schittelkultur bei 28°C und 200 rpm flr 15 h.

Die Anzucht der verschiedenen E. coli-Stamme erfolgte in LB-Medium mit folgender

Zusammensetzung.

LB (Luria-Bertani)-Medium:

Trypton 10,09
Hefeextrakt 509
NaCl 10,09
H.O 1,01
pH 7,5

Die Flussigkulturen wurden bei 120 rpm und 37°C fir 16 h angezogen.

2.2 Expression der Gene

Zur Expression der verschiedenen Gene wurden unterschiedliche E. coli-Expres-
sionsstdmme, E. coli BL21(DES3), E. coli Tuner(DE3) und E. coli Origami(DE3), eingesetzt.
Des Weiteren wurden die Expressionsvektoren pET-21a(+) und pETDuet-1, welche Ampi-
cillin-Resistenzgene tragen, sowie pACYCDuet-1, welcher das Chloramphenicol-Resis-
tenzgen enthalt, verwendet. Zur Selektion wurde den LB-Medien 50 pg/ml Ampicillin bzw.
34 ug/ml Chloramphenicol zugesetzt. Zunachst wurden Vorkulturen mit Volumina von 5
bzw. 100 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum angeimpft und tGber Nacht bei
120 rpm und 37°C geschittelt. Die Hauptkulturen wurden 1 %ig inokuliert und ebenfalls
bei 120 rpm und 37°C geschittelt. Die Expression der rekombinanten Gene wurde nach
Erreichen einer ODggy von 0,5 mit unterschiedlichen Mengen an IPTG (1 bis 2000 pM)
induziert. AnschlieBend wurden die Kulturen bei verschiedenen Temperaturen (25-37°C)
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far 1,5 bis 19 h geschdittelt. Die Zellen wurden nach Ernte durch Zentrifugation bei -20°C
bzw. -80°C gelagert.

2.3 Konservierung der Bakterienstamme

Flr eine Konservierung Uber langere Zeitrdume wurden die Bakterienstdmme bis zum Er-
reichen der logarithmischen Wachstumsphase in 5 ml des empfohlenen Mediums ange-
zogen. Aliquots von 700 pl wurden entnommen, mit 300 pl sterilem Glycerin versetzt,
durchmischt und bei -80°C gelagert.

3. Biochemische Methoden

3.1  Gewinnung von Rohextrakten

Die durch Zentrifugation geernteten Zellen wurden mit 100 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,2 auf
20 bis 40 %ige Zellsuspensionen verdinnt und anschlieBend verschiedenen Aufschluss-

verfahren unterzogen.

Der Aufschluss von E. coli BL21 (DE3)/AW-11 erfolgte zur Reaktivierung von AcnB durch
Zusatz von 0,25 mM (NH,).Fe(SO,). und 2,5 mM DTT.

Der Zellaufschluss von E. coli BL21(DE3)/AW-9 wurde nach dem Protokoll von Clarke und
Bragg durchgefiihrt(®,

3.1.1 Zellaufschluss im analytischen MaBstab

3.1.1.1  Zellaufschluss mittels Schwingmiihle

Zum Aufschluss geringer Mengen an Bakterienzellen wurde die Nassvermahlung mittels
einer Schwingmuhle der Firma Retsch verwendet.

In 1,5 ml-EppendorfgefaBe wurden 1,2 g Glasperlen (d 0,3 mm) und 0,6 ml Zellsus-
pension geflllt und mittels einer Schwingmuihle 10 min bei maximaler Schwingfrequenz

aufgeschlossen. Durch Zentrifugation fir 10 min bei 13000 rpm und 4°C wurden aus dem
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Zellhomogenat Zellirimmer und Glasperlen abgetrennt. Der Uberstand wurde als
Rohextrakt in Enzymtests eingesetzt.

3.1.1.2 Zellaufschluss mittels Ultraschall

Bei rekombinanten E. coli-Stammen erfolgte der Aufschluss mit gepulstem Ultraschall
mittels eines Pulsed Sonifier der Firma Branson. 1-2 ml Zellsuspension wurde flir 2 min bei
70 % Puls, 80 % Intensitat auf Eis mit Ultraschall behandelt und fir eine Minute zwischen-
geklhlt. Nach zehnmindtiger Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C wurde der Rohextrakt
abgenommen und das Pellet fur weitere Untersuchungen aufbewahrt.

3.1.2 Zellaufschluss fur groBere Volumina

Der Aufschluss gréBerer Volumina an Zellen wurde in einem Desintegrator S (IMA) durch-
geftihrt. Dazu wurden Zellsuspension und Glasperlen (& 0,3 mm) in einem Volumen-
verhéltnis von 1 : 2 gemischt. Die Zellen wurden durch Ruhren unter Eiskihlung fir 20 min
bei 3500 rpm aufgeschlossen. Aus dem Zellhomogenat wurden Glasperlen und Zell-
trimmer durch Zentrifugation fir 10 min bei 11000 rpm und 4°C abgetrennt und der Roh-
extrakt abgetrennt.

3.2 Chromatographische Methoden

Die Aufreinigung bzw. Trennung der verschiedenen Enzyme erfolgte Uber sdulenchroma-

tographische Trennmethoden.

3.2.1 Anionenaustausch-Chromatographie

Als Material fir die Anionenaustausch-Chromatographie wurde Q-Sepharose FF
(Pharmacia) verwendet. Das jeweilige Enzympréparat wurde auf eine mit Puffer A (meist
50 mM TEA-Puffer pH 7,0) aquilibrierte Q-Sepharose FF-Saule aufgetragen. Nach dem
Auftragen des Rohextraktes wurde die Sdule mit dem gleichen Puffer gespult. Die Elution
der gebundenen Proteine gelang durch Verwendung eines linearen Gradienten mit 1 M
NaCl (Puffer B: Puffer A + 1 M NaCl). Die Detektion erfolgte UV-spektrometrisch bei einer
Wellenlange von 280 nm. Die einzelnen Fraktionen wurden auf Aktivitat geprift. Die
Fraktionen mit der héchsten Aktivitdt wurden vereinigt, Gber eine Ultrafiltrationskammer
(Amicon, Millipore) eingeengt und evtl. umgepuffert.
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3.2.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie

Fir die Aufreinigung mittels Hydrophober Interaktionschromatographie wurde das Material
Phenyl-650C (Tosoh) verwendet. Die Proteinldsung wurde auf eine mit Puffer A (meist
50 mM TEA-Puffer pH 7,0 + 1,5 M (NH,).SO,) aquilibrierte Phenyl-650C-Saule (Tosoh)
aufgetragen. Die Konzentration an (NH,),SO, wurde mit Hilfe eines linearen bzw. 3-
Stufen-Gradienten bis auf 0 % verringert (Puffer B entspricht Puffer A ohne (NH,4).SO,).
Die erhaltenen Fraktionen wurden auf Aktivitat getestet. Die aktivsten Fraktionen wurden
vereinigt und Uber eine Ultrafiltrationskammer (Amicon) entsalzt und eingeengt.

3.2.3 Hydroxylapatitchromatographie

Far die Hydroxylapatitchromatographie wurde Hydroxylapatit 20 um (Bio-Rad) eingesetzt.
Die Proteinlésung wurde auf eine mit Puffer A (10 mM KPi-Puffer pH 6,5 + 150 mM NaCl)
aquilibrierte Hydroxylapatitsdule aufgetragen. Zur Elution der Proteine wurde ein 3-Stufen-
Gradient mit Puffer B (400 mM KPi-Puffer pH 6,5 + 250 mM NaCl) angelegt. In den erhal-
tenen Fraktionen wurde die Aktivitat bestimmt, die aktivsten Fraktionen wurden vereinigt.

3.2.4 Gelfiltration

Fdr die Gelfiltration, welche die Auftrennung von Proteinen und zugleich die Bestimmung
ihres nativen Molekulargewichts erlaubt, wurde als Matrix HiLoad 16/60 Superdex 200
(Pharmacia) verwendet. Die Saule hatte ein Volumen von 125 ml sowie einen
Durchmesser von 1,6 cm. Der Trennbereich umfasst Proteine mit einem Gewicht von 10
bis 600 kDa. Die Eichung der S&ule erfolgte mit Thyroglobulin, Catalase, Albumin,
Chymotrypsinogen A, Ferritin, Aldolase, Ovalbumin und Ribonuclease A. Als Puffer flr die
Gelfiltration wurde 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 + 150 mM NaCl verwendet.

3.2.5 Affinitatschromatographie

Als Material fir die Affinitadtschromatographie wurde Red Sepharose CL-6B (Pharmacia)
eingesetzt. Nach Spullen der Saule mit Puffer A (10 mM KPi-Puffer pH 7,5) erfolgte die
Elution der Proteine durch einen linear ansteigenden Gradienten von 0 bis 10 mM NADP.
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3.2.6 Entsalzen und Aufkonzentrieren von Proteinlésungen

Das Aufkonzentrieren, Entsalzen und Umpuffern von Proteinlésungen erfolgte in Amicon-
Ultrafiltrationszellen mit YM10-Membranen (Millipore). Das Einengen auf ein Funftel des
urspriinglichen Volumens erfolgte bei 4 bar Stickstoff-Uberdruck. Alternativ wurden zum
Aufkonzentrieren Zentrifugations-Einheiten wie Centriprep-10™ (Millipore) und fiir kleinere
Volumina Microcon™ (Millipore) verwendet. Die Membranen aller verwendeten Vor-

richtungen besaBen Ausschlussgrenzen von 10 kDa.

3.3 Analytische Methoden

3.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt von Enzymlésungen wurde nach der Methode von Bradford® bestimmt.
Die Eichgerade wurde mit Rinderserumalbumin (BSA) erstellt. Der Proteingehalt wurde
durch Messung der Absorption bei 595 nm bestimmt.

3.3.2 Bestimmung der ADH-Aktivitat

Bei der Reduktion von Ketonen durch die NADP-abh&ngigen ADHs wird NADPH oxidiert.
Die Aktivitatsbestimmung der ADHs beruhte auf der photometrisch gemessenen Abnahme
der NADPH-Menge bei 340 nm. Die Messungen erfolgten in Klvetten bei 30°C Uber einen
Zeitraum von einer Minute. Der molare Extinktionskoeffizient fiir NADPH betrégt 6,22 mM
cm™.
Der Testansatz enthielt 50 mM TEA-Puffer pH 7,0, 11 mM Acetophenon, 1 mM MgCl, und
0,25 mM NADPH bzw. NADH. Das Gesamtvolumen pro Ansatz betrug 1 ml.

3.3.3 Bestimmung der Mut2G38D-ADH-Aktivitat

Der Aktivitatstest fir Mut2G38D-ADH erfolgte analog zum ADH-Aktivitatstest, allerdings in
100 mM KPi-Puffer pH 8,0 und mit 0,25 mM NADH.
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3.3.4 Bestimmung der GDH-Aktivitat

Die Ermittlung der GDH-Aktivitat beruhte auf der photometrischen Messung des bei der
Reaktion entstandenen NADPH bei 340 nm. Der Testansatz setzte sich zusammen aus
75 mM Tris-HCI-Puffer pH 8,0, 100 mM D-Glucose und 2 mM NADP auf 1 ml. Die Reak-
tion wurde durch Zugabe von 10 pl Enzymlésung gestartet. Die Tests wurden bei 30°C in
Kivetten durchgefiihrt, gemessen wurde Uber einen Zeitraum von einer Minute.

3.3.5 Bestimmung der IDH-Aktivitat

Die Aktivitat der IDH wurde ebenfalls durch die Messung des entstandenen NADPH am
Photometer bei 340 nm bestimmt. Die Testlésung enthielt 25 mM MOPS-Puffer pH 7,5,
2,5 mM NADP, 0,5 mM DL-Isocitrat und 5 mM MgCl, auf 1 ml. Die Messung erfolgte bei
37°C Uber einen Zeitraum von einer Minute.

3.3.6 Bestimmung der MAE-Aktivitat

Auch die Aktivitatsbestimmung des MAE beruhte auf der photometrisch gemessenen Zu-
nahme der NADPH-Menge bei 340 nm. Der Testansatz setzte sich zusammen aus
100 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,45, 50 mM KCI, 24 mM L-Malat pH 7,4, 1 mM MnCl, und
0,5 mM NADP in einem Gesamtvolumen von 1 ml. Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde

bei 30°C Uber einen Zeitraum von einer Minute gemessen.

3.3.7 Bestimmung der FDH-AKktivitat

Die Aktivitat der FDH wurde ebenfalls photometrisch bei 340 nm durch die Messung des
entstandenen NADH bestimmt. Der Testansatz enthielt 150 mM Natriumformiat und
1,5 mM NAD in 50 mM KPi-Puffer pH 7,5. Die Messung erfolgte bei 30°C und wurde durch
Zugabe des Enzyms gestartet. Der Anstieg der Absorption bei 340 nm wurde Uber einen

Zeitraum von einer Minute verfolgt.
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3.3.8 Bestimmung der PNT-Aktivitat

Der Test zur Bestimmung der Transhydrogenase-Aktivitat erfolgte photometrisch bei
375 nm und 30°C. Der Ansatz setzte sich zusammen aus 50 mM Tris-Acetat-Puffer
pH 7,5, 250 mM Sucrose, 2,5 M Rotenon, 0,5 mM NADPH und 0,5 mM 3-Acetylpyridin-
Adenin-Dinucleotid. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und wurde

Uber einen Zeitraum von 1 min verfolgt.

3.3.9 Bestimmung der Acn-Aktivitat

Die Acn-Aktivitat wurde durch Kopplung der Acn mit der IDH bestimmt. Hierdurch konnte
die Bildung von NADPH photometrisch bei 340 nm gemessen werden. Der Testansatz ent-
hielt 100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl,, 2,5 mM NADP, 1 U IDH und 1 mM Tri-
natriumcitrat. Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und die Reaktions-
geschwindigkeit bei 30°C Uber einen Zeitraum von einer Minute gemessen.

3.3.10 Nachweis von chiralen Alkoholen mittels Gaschromatographie

Die Analyse praparativer Umsetzungen von Acetophenon zu (R)-Phenylethanol, von
2,5-Hexandion zu (2R,5R)-Hexandiol und von 6-Chlor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester
zu (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester erfolgte am Gaschromato-
graphen GC-17A (Shimadzu). Hierfir wurde die chirale S&ule CP-Chirasil-DEX CB
(Chrompack, 25 m x 0,25 mm ID) verwendet. Als Tragergas wurde Helium (1,3 ml/min)
eingesetzt. Das Temperaturprogramm war folgendes: 60°C (5 min), 60 — 195°C (5°C/min).
Die Zusammensetzung der verschiedenen Anséatze ist in 5.1 und 5.2 beschrieben. Die
Inkubation der Anséatze erfolgte bei 37°C. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden Proben
entnommen und mit dem gleichen Volumen an Ethylacetat bzw. Chloroform grindlich
gemischt. Zur Phasentrennung wurde 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert, die organische
Phase abgenommen und mittels Gaschromatographie untersucht.

3.3.11 Nachweis von (3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansaure-tert-
butylester mittels GC/MS

Der Nachweis von (3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexanséaure-tert-butylester erfolgte mit
einem Gaschromatographen HP 6890 (Hewlett-Packard), welcher mit einem Quadrupol-
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Massendetektor HP 5973 (Hewlett-Packard) gekoppelt war. Die GC-Parameter waren die
folgenden: Kapillarsdule HP-5MS (Hewlett-Packard, 30 m x 0,25 mm ID), Tragergas
Helium (1,0 ml/min, konstanter Fluss), Temperaturprogramm 60°C (0—1 min), 60—-280 °C
(1-14,7 min, 15°C/min), 280°C (14,7-20 min). Der Massendetektior wies folgende
Parameter auf: El (70 eV), lonenquelle 230°C, Quadrupol 106°C, Transfer Line 300°C,
detektierbarer Massenbereich 50-550 amu. Der Testansatz setzte sich zusammen aus
100 mM Imidazol-HCI-Puffer pH 6,5, 1 mM NADP, 40 mM Glucose-6-Phosphat, 0,5 U
Glucose-6-Phosphat-DH, 2 pul (3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansaure-tert-butylester
sowie 50—-200 ul Enzymlésung auf 300 ul. Die Ansatze wurden bei 30°C 2-24 h inkubiert.
Aus jedem Ansatz wurden 40 ul Probe entnommen, mit 100 pl Ethylacetat nach griind-
lichem Mischen ausgeschuttelt, zur Phasentrennung bei 14000 rpm 5 min zentrifugiert und
anschlieBend die organische Phase abgenommen, welche GC/MS-analytisch untersucht

wurde.

3.3.12 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Uberpriifung von Proteinproben unterschiedlicher Reinheitsgrade auf Zusammen-
setzung und Homogenitat sowie die Kontrolle der Expressionsleistung erfolgte Uber Gel-
elektrophorese. Der Zusatz von SDS bewirkt die Denaturierung der Proteine. Die Proteine
erhalten proportional zu ihrer GréBe eine negative Ladung und kdnnen im
Polyacrylamidgel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Das GieBen der Gele
mit unterschiedlichen Acrylamid-Konzentrationen erfolgte nach den Methoden von
Laemmli®®” und Schagger'®®.

Alternativ wurde das NuPAGE Bis-Tris-System (Invitrogen), welches auf Polyacrylamid-
Gelen basiert, die mit Bis-Tris-HCI gepuffert sind (pH 6,4) und verschiedene Acrylamid-
Konzentrationen enthalten (10 %, 12 %, 4-12 %), verwendet. Die Elektrophoresen wurden
nach Anleitung des Herstellers unter reduzierenden Bedingungen durchgefihrt. Es wurden
MES- oder MOPS-Puffer (Invitrogen) verwendet. Als Marker wurden Mark12™ Wide-
Range Protein Standard und SeeBlue® Pre-Stained Protein Standard (beide von

Invitrogen) verwendet.
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3.3.13 Native PAGE

Die Durchfihrung der nativen PAGE geschah gemaB der Vorschrift von Laemmli bzw.
unter Verwendung von NuPAGE Bis-Tris-Gelen (Invitrogen). Alle Lésungen und Puffer
wurden ohne Zusatz von SDS angesetzt.

3.3.14 Praparative native PAGE

Zur Elution von nativem, aktivem Protein aus nach Vorschrift von Laemmli angefertigten
Gelen wurde die praparative native PAGE mittels Model 491 Prep Cell (Bio-Rad) durch-
gefuhrt. Es wurde ein 10 %iges Trenngel sowie ein 10 %iges Sammelgel hergestellt. Die
Hbéhe des Gels betrug 10 cm. Nach Elution der Bromphenolblau-Bande wurden Fraktionen
von je 10 ml gesammelt. Die Durchfihrung der Elektrophorese erfolgte bei 12 W und
50 mA unter Kihlung mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min. Als Elutionspuffer
wurde 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 verwendet.

3.3.15 Blotting von Proteinen

3.3.15.1 Elektroblotting nach Kyhse-Andersen

Der Transfer von Proteinen aus Gelen auf PVDF-Membranen erfolgte nach der Methode
von Kyhse-Andersen'®. Bei diesem Verfahren handelt es sich um ein diskontinuierliches
System, bei dem ein vollstandiger Transfer aller Proteine auf die Membran stattfindet. Es
wurden drei Blottingpuffer angesetzt (Anodenpuffer I: 0,3 M Tris, 10 % MeOH pH 10,4;
Anodenpuffer 1l: 25 mM Tris, 10 % MeOH pH 10,4; Kathodenpuffer: 25 mM Tris, 40 mM
e-Aminohexansaure, 10 % MeOH pH 9,4). Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel in
H.O gewaschen und im Kathodenpuffer aquilibriert. Die Membran (PVDF-Immobilon-P,
Millipore) wurde zunachst kurz in MeOH eingelegt, mit H,O gewaschen und 5 min in
Anodenpuffer Il aquilibriert. Zwei der auf GelgréBe zugeschnittenen Filterpapiere wurden
mit Anodenpuffer I, eines mit Anodenpuffer Il befeuchtet und in dieser Reihenfolge auf die
Anode gelegt. Auf die Filter wurden Membran, Gel und zuletzt drei mit Kathodenpuffer
befeuchtete Filterpapiere gelegt. Die Proteine wurden mit 1,5 mA/cm? geblottet und mit
Amidoschwarz angefarbt.
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3.3.15.2 NuPAGE® Western Transfer

Alternativ erfolgte der Transfer von Proteinen aus NUPAGE®-Gelen auf Membranen nach
erfolgter Elektrophorese laut Vorschrift fiir NuPAGE® Western Transfer. Der Transfer-
Puffer setzte sich zusammen aus 850 ml Millipore-Wasser, 50 ml NuPAGE® Transfer
Puffer 20x sowie 100 ml MeOH. Nach Durchfiihrung der Elektrophorese wurden finf
NuPAGE Pads in Transferpuffer eingelegt. Eine auf GelgrdBe zurecht geschnittene PVDF-
Membran wurde flr 30 s in MeOH und anschlieBend fir einige Minuten in Transferpuffer
gelegt. Zwei Filterpapiere wurden auf GelgréBe zurecht geschnitten. Eines davon wurde
mit Transferpuffer getrénkt und luftblasenfrei auf das Gel gelegt. AnschlieBend wurden Gel
und Filterpapier so auf ein Stiick Parafilm® gelegt, dass sich das Gel oben befand. Auf das
Gelstick wurden luftblasenfrei die vorbehandelte PVDF-Membran und darauf das zweite
mit Transferpuffer getrénkte Filterpapier gelegt. In das Blotmodul wurden zunachst zwei
Pads, anschlieBend das Sandwich aus Filter, Gel, Membran und Filter und nochmals drei
Pads gelegt. Es wurde 65 min bei 30 V und 170 mA geblottet und mit Amidoschwarz
gefarbt.

3.3.16 Farbungen von Gelen und Membranen

3.3.16.1 Coomassie-Farbung von Proteinen

Die Coomassie-Farbung von Proteinen auf Gelen erfolgte laut Vorschrift mittels der
Coomassie G-250-Farbeldsung SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen).

3.3.16.2 Silberfarbung von Proteinen

Geringe Proteinkonzentrationen auf Gelen wurden aufgrund der grdéBeren Empfindlichkeit
nach der Methode von Blum™ mit AgNO; sichtbar gemacht.

3.3.16.3 Amidoschwarzfarbung von Proteinen

Die Detektion von Proteinen auf PVDF-Membranen erfolgte mit Amidoschwarzlésung
(0,1 % Amidoschwarz, 40 % EtOH, 10 % HAc). Nach der etwa zehnminltigen Farbung
wurden die Proteinbanden durch Entfarben des Hintergrundes mit Entfarberlésung (40 %
EtOH, 10 % HAc) sichtbar gemacht.
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3.3.16.4 Aktivitatsfarbung von Proteinen nach nativer PAGE

Nach nativer PAGE erfolgte die Inkubation der Gele in der Aktivitatsfarbelésung unter
Zusatz von 40 pl (3R,5S)-6-Chlor-3,5-dihydroxyhexanséaure-tert-butylester unter Lichtab-
schluss fur 2 — 3 h. Die Aktivitatsfarbel6sung enthielt 25,00 mg INT (p-lodonitrotetrazolium-
violett; 2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-phenyltetrazoliumchlorid), 2,00 mg PES
(Phenazinethosulfat; (N-Ethyldibenzopyrazinethylsulfatsalz) und 41,85 mg NADP auf
100 ml. Anstelle von INT wurde alternativ NBT (p-Nitro-Blue tetrazoliumchlorid; 3,3'-(3,3'-
Dimethoxy-4,4'-biphenylen)bis[2-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazoliumchlorid]) (81,77
mg/100 ml H,O) eingesetzt. Die Strukturen von INT, PES und NBT sind in Abb. 18 darge-
stellt.

o
e e

CHoCHg
PES: Phenazinethosulfat INT: p-lodonitrotetrazoliumviolett
(N-Ethyldibenzopyrazinethylsulfatsalz) (2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-

5-phenyltetrazoliumchlorid)

H5CO OCHj
O,N NO, CH3OH

o o

NBT: p-Nitro-Blue tetrazoliumchlorid
(3,3-(3,3'-Dimethoxy-4,4'-biphenylen)bis[2-(4-nitrophenyl)-5-phenyl-2H-tetrazoliumchlorid])

Abb. 18: Strukturen von PES, INT und NBT.

Das Prinzip der Aktivitatsfarbung mit INT und PES ist in folgendem Schema dargestellt
und beruht auf der Oxidation des Alkohols zum Keton. Der Farbumschlag erfolgt durch
Reduktion des gelben INT zum roten Formazan INTH, (Abb. 19).
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Keton NADPH + H* INTH,

XX

Alkohol NADP* PESH,

Abb. 19: Schematische Darstellung des Aktivitatstests mit PES und INT.

3.3.17 Bestimmung der N-terminalen Aminosauresequenz

Die Bestimmung der N-terminalen Aminosauresequenz von Proteinen erfolgte tber auto-
matisierten Edman-Abbaul’"! mit einem Automated Sequencer 477A (Applied Biosystems)
mit Online-HPLC 120A. Hierbei werden die Aminosauren schrittweise abgebaut. Die freie
Aminogruppe am N-Terminus wird mit Phenylisothiocyanat zum Thioharnstoff-Derivat
umgesetzt. Dessen cyclisierende Spaltung fihrt zu der um die endstédndige Aminosaure
verkirzten Peptidkette und schlieBlich zu einem 3-Phenyl-2-thiohydantoin-Derivat (PTH-
Aminosaure), welches mittels HPLC identifiziert werden kann.

4. Molekularbiologische Methoden

4.1 Praparation von genomischer DNA

4.1.1 Praparation von genomischer DNA aus Lactobacillus kefir

Von der konserviert vorliegenden Stammkultur Lactobacillus kefir wurde eine Vorkultur bis
zum Ende der logarithmischen Phase kultiviert und 10 %ig in den zur Kultivation vorge-
sehenen Ansatz Uberimpft. Dieser wurde bis zu einer ODgg von ca. 0,7 bei 30°C ohne
Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 5000 rpm fir 10 min bei 4°C
zentrifugiert (Sorvall, GS3-Rotor). Nach dem Waschen der Zellen mit 10 ml TE (25 mM
Tris-HCI, 10 mM EDTA pH 8,0) wurde mit 6000 rpm (Sorvall, GS3-Rotor, 10 min, 4°C)
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml TE resuspendiert und nach Zugabe von 1 mg/ml
Lysozym fir 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde Uber Nacht bei 50°C unter
Zugabe von 1 % Natriumlaurylsarcosin, 0,2 mg/ml Proteinase K und 0,1 mg/ml RNAse A
lysiert und die RNA abgebaut. Die genomische DNA wurde durch fraktionierte
Phenolféllungen abgetrennt.
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Phenolféllungen: 1. 1 Vol. Phenol (mit TE-Puffer gesattigt)
2. 1 Vol. Phenol/CHCly/Isoamylalkohol (25 : 24 : 1)
3. 1 Vol. CHClj/Isoamylalkohol (24 : 1)

Bei jedem Fallungsschritt wurden die Phasen durch vorsichtiges Schwenken etwa 5 min
vermischt und anschlieBend durch Zentrifugation bei 20000 rpm (Sorvall, SS34-Rotor,
20°C, 10 min) getrennt. Nach erfolgter Phasentrennung wurde jeweils die wassrige Phase
fir den nachsten Schritt abgenommen. Nach dem letzten Schritt wurde die Oberphase mit
0,0625 Vol. 8 M LiCl vermischt und mit 2 Vol. eiskaltem reinstem EtOH vorsichtig
Uberschichtet. Die an der Grenzschicht ausfallende DNA wurde auf eine gebogene
Pasteurpipette aufgewickelt und zweimal mit 70 %igem EtOH gewaschen. Nach Trock-
nung in der Vakuumzentrifuge wurde die DNA in 2 ml TE (10 mM Tris-HCI + 1 mM EDTA
pH 8,0) aufgenommen.

4.1.2 Praparation von genomischer DNA aus Bacillus subtilis

Flr die Praparation genomischer DNA aus B. subtilis wurden B. subtilis-Zellen nach 15 h
Wachstum bei 28°C und 200 rpm in 100 ml LB-Medium 30 min lang auf 80°C erhitzt. Nach
20mindtiger Zentrifugation bei 4°C und 7000 rpm wurde das Pellet in 20 ml 25 mM Tris-
HCI-Puffer pH 8,0 + 10 mM EDTA suspendiert. AnschlieBend wurde 1 ml Lysozym-L&sung
(10 mg/ml) zugegeben und 3 h bei 37°C inkubiert. Nach Zusatz von 6 ml 10 %iger SDS-
Lésung und 400 pl Protease K (Qiagen) wurde 15 min auf 65°C erhitzt und 4 ml 5 M NaCl
sowie 6 ml CTAB/NaCl-Lésung (10 % CTAB, 4,1 % NaCl) zugesetzt und weitere 20 min
auf 65°C erhitzt. Durch Zugabe eines Volumenanteils einer Ldésung aus CHCl; :
Isoamylalkohol (24 : 1) entstand ein Zwei-Phasen-System, welches nach vorsichtigem
Schwenken 30 min lang bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert wurde. Die wéssrige Phase
wurde abgenommen, erneut mit einem Volumenteil der CHCI; : Isoamylalkohol-Lésung
vermischt und zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde mit 0,6 Volumen Kkaltem
Isopropanol gemischt und 30 min lang bei -20°C inkubiert. Die ausgefallene DNA wurde
aufgewickelt und mit 70 %igem kaltem EtOH gewaschen. Nach Trocknen in der
Vakuumzentrifuge wurde die DNA in H,O geldst und bei 4°C aufbewahrt.
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4.1.3 Praparation genomischer DNA mit Hilfe des DNeasy Tissue Kit

Die Praparation genomischer DNA aus Lactobacillus brevis und E. coli K12 gelang mit
Hilfe des DNeasy Tissue Kits (Qiagen). Die geernteten Zellen wurden zunachst mit Hilfe
von Proteinase K lysiert. AnschlieBend wurde das Lysat auf DNeasy Mini Spin-Saulen
aufgetragen. Wahrend der nachfolgenden Zentrifugation wurde die DNA selektiv an die
DNeasy Membran gebunden, wahrend diese von anderen Substanzen passiert wurde. In
zwei Waschschritten wurden verbleibende Verunreinigungen sowie Enzyminhibitoren
entfernt. Die DNA wurde mit H,O eluiert und bei 4°C aufbewahrt.

4.2 Gelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur ldentifizierung, Qualifizierung und Isolierung doppelstrangiger DNA wurde diese in
Agarosegelen nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Herstellung der Gele und die
Durchfiihrung der Elektrophorese erfolgten nach der Vorschrift von Sambrook et al.”. Es
wurden 0,6—1,5 %ige Agarosegele mit 1x TBE-Puffer (50x TBE-Puffer: 89 mM Tris, 89 mM
H:BO3, 2,5 mM EDTA, pH 8,3) angefertigt. Den Agarosegelen wurde 0,005 % (v/v)
Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) zugesetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftragen
mit 1/6 Volumen an DNA-Probenpuffer (6x DNA-Probenpuffer: 6 x TBE pH 8,0, 50 % (v/v)
Glycerin, 0,25 % Bromphenolblau) versetzt. Als Molekulargewichtsstandard wurde 1 kb
DNA Ladder (Invitrogen) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte in TBE-Puffer bei 5 bis
7 V/cm Gellange. Die Agarosegele wurden mit dem Videosystem EagleEye Il (Stratagene)
dokumentiert. Hierbei wurde die Ethidiumbromidfluoreszenz im UV-Durchlicht bei 312 nm
angeregt.

4.3 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen mit
QlAquick Gel Extraction Kit

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QlAquick Gel
Extraction Kits (Qiagen) gemaB der Anleitung. Hierzu wurden die aus dem Gel ausge-
schnittenen DNA-Banden Uber spezielle Membransaulen isoliert und nach einem Wasch-
schritt die DNA von der QlAquick-Zentrifugationssdule mit 30 pl Elutionspuffer eluiert.
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4.4 Herstellung von Primern

Samtliche Primer wurden von der Firma metabion (Martinsried) hergestellt und in

lyophilisierter Form geliefert.

4.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion gelang die Amplifizierung der verschiedenen
Gene aus genomischer DNA. Es wurden sowohl Tag-Polymerase (Qiagen) als auch
ProofStart DNA Polymerase (Qiagen) verwendet. Die Zusammensetzung eines Standard-
PCR-Ansatzes ist in Tab. 3 beschrieben.

Tab. 3: Zusammensetzung eines Standard-PCR-Ansatzes.

Komponente Menge

Template-DNA 5-100ng
Polymerase-Puffer (10x) 10 pl

dNTPs je 0,2 mM

Primer 1 100 pmol

Primer 2 100 pmol
Polymerase 5U

Aqua bidest ad 100 pl

Die PCR-Ansétze wurden mit leichtem Mineraldl Uberschichtet. Die Durchfihrung der
Reaktionen erfolgte in automatischen DNA-Thermal-Cyclern (Biometra 200 bzw. 500). Das

verwendete Protokoll bei Einsatz der Tag-Polymerase ist in Tab. 4 beschrieben.

Tab. 4: PCR-Programm bei Verwendung der Tag-Polymerase. Die Annealing-Temperatur
hangt von den Schmelzpunkten der Primer ab. Die Schritte 2 bis 4 wurden 30-mal

wiederholt.

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
1. Initialdenaturierung 94°C 3 min
2. Denaturierung 94°C 1 min
3. Annealing (Thn—3)C 1 min

4. Elongation 72°C 1 min
5. Finale Elongation 72°C 10 min

6. Kihlung 4°C ©

Bei Verwendung der ProofStart DNA Polymerase wurde eine abgeanderte Methode

verwendet, welche in Tab. 5 dargestellt ist.
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Tab. 5: PCR-Programm bei Verwendung der ProofStart DNA-Polymerase. Die Annealing-
Temperatur hangt von den Schmelzpunkten der Primer ab. Die Schritte 2 bis 4 wurden
35-mal wiederholt.

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
1. Initialdenaturierung 95°C 5 min
2. Denaturierung 94°C 50 sec
3. Annealing (Tm—3)°C 50 sec
4. Elongation 72°C 50 sec
5. Finale Elongation 72°C 10 min
6. Kihlung 4°C °°

4.6 Aufreinigung von PCR-Produkten mittels QlAquick PCR
Purification Kit

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte mit dem QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen) laut Anweisung. Mit Hilfe dieses Kits wurde die DNA selektiv an eine Silicagel-
Membran gebunden. Verunreinigungen wurden abgetrennt, und die DNA wurde mit 50 pl
Elutionspuffer eluiert.

4.7 Klonierung von DNA-Fragmenten

Mit Hilfe des SureClone™ Ligation Kits (Pharmacia) erfolgte die Klonierung von PCR-
Fragmenten in den Vektor pUC18 Smal/BAP.

4.8 Isolierung von Genen mittels Universal GenomeWalker™ Kit

Mit Hilfe des Universal GenomeWalker™ Kits (Clontech) ist es méglich, ausgehend von
genomischer DNA unbekannte DNA Sequenzen, die in der Nahe einer bekannten
Sequenz liegen, aufzuklaren (Abb. 20). Genomische DNA des gewlnschten Organismus
wird mit verschiedenen, im Kit enthaltenen Restriktionsenzymen (Dral, EcoRV, Pvull, Scal,
Stul) verdaut. Jedes dieser Fragmente wird anschlieBend an mitgelieferte GenomeWalker
Adaptoren ligiert, so dass verschiedene Bibliotheken erhalten werden. Diese werden als
Templates in jeweils zwei PCR-Reaktionen pro Bibliothek eingesetzt. Der erste (auBere)
PCR-Ansatz erfolgt mit dem im Kit enthaltenen &duBeren Primer (AP1) und einem gen-
spezifischen auBeren Primer (GSP1), wahrend der zweite (innere, ,nested”) PCR-Ansatz

mit einem mitgelieferten inneren Primer (AP2) und einem gen-spezifischen inneren Primer
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(GSP2) erfolgt. Die resultierenden PCR-Produkte kénnen in einem Agarosegel getrennt
und das Uberwiegende Amplifikat aufgereinigt und sequenziert werden.

Alle Arbeitsschritte wurden geméaB Anleitung durchgefiihrt. Die PCR-Ansétze erfolgten mit
dem Advantage™ Genomic Polymerase Mix (Clontech).

genomische DNA

Verdau mit Restriktionsenzymen
Ligation mit GenomeWalker-Adaptoren

Amplifizierung des gesuchten Gens
aus den GenomeWalker-Bibliotheken

DNA-Fragment - GSP?
. & GSP1
— .
AP1 =
AP2 » GenomeWalker-Adaptor
AP1 1. PCR
GSP1
[ ]
AP2
GSP2 2. bzw. "nested" PCR
! :

Abb. 20: Schematische Darstellung des Univeral GenomeWalker™-Systems.

4.9 DNA-Restriktion

Far analytische und praparative Anwendungen wurden 0,5 bis 1 ug DNA mit 1 bis 5U
Restriktionsenzym in einem Gesamtvolumen von 30 bis 50 pl fir 60 bis 90 min unter den
vom Hersteller angegebenen Bedingungen (Temperatur, Pufferauswahl) inkubiert. An-
schlieBend wurde der gesamte oder ein Teil des Ansatzes auf ein Agarosegel aufgetragen

und evtl. nach der Trennung aus dem Gel isoliert. Die verwendeten Restriktionsenzyme
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wurden von den Firmen Roche Diagnostics (Mannheim) und New England Biolabs
(Frankfurt) bezogen.

4.10 Dephosphorylierung linearisierter Vektor-DNA

Vor der Dephosphorylierung wurde der Restriktionsansatz zur Inaktivierung des
Restriktionsenzyms fir 20 min je nach verwendetem Enzym bei 65 bzw. 80°C inkubiert.
AnschlieBend wurden laut Anleitung Dephosphorylierungspuffer und Alkalische
Phosphatase aus Shrimps (Roche Diagnostics) zugesetzt und der Ansatz fir eine Stunde
bei 37 °C inkubiert.

4.11 DNA-Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des Rapid DNA Ligation Kits (Roche
Diagnostics) gemaB der Anleitung. Die Ligationsansatze wurden fir 15 min bei Raumtem-
peratur inkubiert.

4.12 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

Kompetente E. coli-Zellen wurden nach der Methode von Hanahan™ hergestellt. Die
Zellen wurden bei -80°C gelagert.

4.13 Transformation von E. coli-Zellen

100 pl kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut und Plasmid-DNA zugegeben. Nach
30 min Inkubation auf Eis wurde 60 sec auf 42°C erhitzt, nach weiteren 2 min auf Eis
wurden 300 ul LB-Medium zusetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden auf
Agarplatten mit Selektionsdruck ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Je nach
Plasmid enthielten die Agarplatten Ampicillin (50 pg/ml) und/oder Chloramphenicol
(34 pg/ml) als Selektionsmarker.
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4.14 Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QlAprep Spin Miniprep Kits von Qiagen isoliert. Die
Methode beruht in einer modifizierten Form auf einer alkalischen Lyse der Bakterienzellen
nach Birnboim und Doly” und anschlieBender Anionenaustausch-Chromatographie. Die
Durchfuhrung erfolgte gemaB dem QIlAprep Miniprep Handbook. Zur Plasmidisolierung
wurde jeweils eine 5 ml-Ubernachtkultur eingesetzt.

4.15 DNA-Sequenzierung

Samtliche DNA-Sequenzierungsarbeiten wurden von der Firma Sequiserve (Vaterstetten)
durchgefuhrt.

5. Enzymatische Synthesen von Alkoholen mit
Cofaktorregenerierung

5.1 Synthese von chiralen Alkoholen in zellfreien Systemen

Zur Synthese von chiralen Alkoholen in zellfreien Systemen wurden die beteiligten
Enzyme partiell aufgereinigt. Als Substrate wurden Acetophenon, 2,5-Hexandion und
6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-butylester eingesetzt, welche von den ADHs aus L. kefir
und L. brevis zu (R)-Phenylethanol, (2R,5R)-Hexandiol bzw. (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-
oxohexansaure-tert-butylester reduziert wurden. Zur Regenerierung von NADPH wurden
GDH und IDH aus B. subtilis sowie MAE aus E. coli, zur NADH-Regenerierung FDH aus
C. boidinii eingesetzt. Die Ansatze erfolgten in einem Gesamtvolumen von 1 ml. Die
Untersuchungen wurden mit ADH und cofaktor-regenerierendem Enzym in verschiedenen
Verhéltnissen sowie 1 mM NADP bzw. NAD bei verschiedenen Inkubationstemperaturen
durchgefiihrt. Die Zusammensetzungen der Ansétze fir die einzelnen Systeme sind in
Tab. 6 dargestellt.
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Tab. 6: Zusammensetzung der Reaktionsansétze bei der Synthese von chiralen Alkoholen
mit verschiedenen Systemen.

System Zusammensetzung
ADH-GDH 100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl,, 100 mM
D-Glucose, 10 oder 20 mM Acetophenon bzw. 15 mM 2,5-
Hexandion bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-

butylester

ADH-IDH 100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 10 mM MgCl,, 50 mM DL-
Isocitrat, 10 mM Acetophenon bzw. 15 mM 2,5-Hexandion
bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester
ADH-MAE | 100 mM TEA-Puffer pH 7,0, 1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 50
mM KCI, 30 mM L-Malat, 10 mM Acetophenon bzw. 15 mM
2,5-Hexandion bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-
tert-butylester
ADH-FDH | 100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl,, 150 mM
Natriumformiat, 10 mM Acetophenon bzw. 15 mM
2,5-Hexandion bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-
tert-butylester

Wahrend der Inkubation der Ansatze wurden in bestimmten Zeitabstdanden Proben
genommen und die Bildung der chiralen Alkohole mittels GC analysiert.

5.2 Durchfiihrung von Ganzzellbiotransformationen

5.2.1 Durchfihrung von Ganzzellbiotransformationen mit substrat-
gekoppelter Cofaktorregenierung

Fir die Durchfiihrung von Ganzzellbiotransformationen mit substrat-gekoppelter Cofaktor-
regenerierung wurden E. coli BL21(DE3)/pAW-3-Zellen eingesetzt. Die Regenerierung von
NADPH erfolgte durch Isopropanol. In einem Gesamtvolumen von 1 ml wurden 50 mg
Zellen suspendiert. Die Reaktionsansatze hatten ein Volumen von 1 ml und enthielten
10 mM Acetophenon, 1 mM MgCl, sowie 100 pl Zellsuspension in 100 mM TEA-Puffer
pH 7,5. Den Ansatzen wurde 0,1 M, 1 M bzw. 5 M Isopropanol zugesetzt. Ein Teil der
Ansétze enthielt auBerdem 1 mM NADP. Die Durchfiihrung der Umsetzungen erfolgte bei
37°C unter leichtem Schutteln. Nach bestimmten Zeiten wurden Proben genommen und
mittels GC auf die Bildung von (R)-Phenylethanol untersucht.
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5.2.2 Durchfihrung von Ganzzellbiotransformationen mit enzymati-

scher Cofaktorregenierung

E. coli BL21(DE3)/pAW-3, pAW-4, pAW-5, pAW-6, pAW-7, pAW-8, AW-9, pAW-10 und
AW-11 wurden in Ganzzellbiotransformationen eingesetzt. 50 mg Zellen wurden in einem

Gesamtvolumen von 1 ml suspendiert. Von diesen Zellsuspensionen wurden den An-

satzen unterschiedliche Mengen zugesetzt. Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze

fir die einzelnen Systeme ist in Tab. 7 dargestellt.

Tab. 7: Zusammensetzung der Reaktionsansétze bei der Durchflhrung von

Ganzzellumsetzungen.

System

Zusammensetzung Reaktionsansatz

pAW-3, pAW-4

100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl,, 100 mM D-Glucose, 10 mM
Acetophenon (100 bzw. 10 pl Zellsuspension) bzw. 15 mM 2,5-
Hexandion (100 bzw. 10 ul Zellsuspension) bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-
dioxohexansaure-tert-butylester (100 ul Zellsuspension)

PAW-5

100 mM TEA-Puffer pH 7,0, 1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 50 mM KClI,
30 mM L-Malat, 100 pl Zellsuspension, 10 mM Acetophenon bzw.
15 mM 2,5-Hexandion bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-
butylester

PAW-6

100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 5 mM MgCl,, 50 mM DL-Isocitrat, 10 mM
Acetophenon (100 bzw. 10 pl Zellsuspension) bzw. 15 mM 2,5-
Hexandion (100 pl Zellsuspension) bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-
dioxohexansdure-tert-butylester (100 pl Zellsuspension)

pAW-7

100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl,, 150 mM Natriumformiat,
10 mM Acetophenon (100 pl Zellsuspension) bzw. 15 mM 2,5-Hexandion
(730 pl Zellsuspension) bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-
butylester (730 pl Zellsuspension)

PAW-8

100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl,, 150 mM Natriumformiat,
10 mM Acetophenon (400 pl Zellsuspension) bzw. 15 mM 2,5-Hexandion
(730 pl Zellsuspension) bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-
butylester (730 pl Zellsuspension)

AW-9

100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl,, 150 mM Natriumformiat,
10 mM Acetophenon (100 pl Zellsuspension) bzw. 15 mM 2,5-Hexandion
(600 pl Zellsuspension) bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-
butylester (600 pl Zellsuspension)

pAW-10

100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl,, 150 mM Natriumformiat,
730 pl Zellsuspension, 10 mM Acetophenon bzw. 15 mM 2,5-Hexandion
bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester

AW-11

100 mM TEA-Puffer pH 7,5, 5 mM MgCl,, 100 mM Trinatriumcitrat,
100 pl Zellsuspension, 10 mM Acetophenon bzw. 15 mM 2,5-Hexandion
bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester
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Bei einem Teil der Ansatze erfolgte der Zusatz von 1 mM NADP bzw. NAD. Die Durch-
fihrung der Versuche erfolgte in Eppendorf-ReaktionsgefaBen bei 37°C unter leichtem
Schiitteln. Nach bestimmten Zeiten wurden Proben entnommen und die Umsetzung
mittels GC analysiert.

5.2.3 Durchfiuhrung von Ganzzellbiotransformationen mit Permeabili-
sierung der Zellmembran

Die Permeabilisierung der Zellmembran bei Ganzzellumsetzungen erfolgte durch die
Zugabe von 10 pul Toluol pro ml Reaktionsmedium nach der Suspendierung der Zellen in
Puffer’”. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C wurden die Ganzzellum-
setzungen nach dem oben beschriebenen Protokoll durchgefihrt. Die Reduktion der ein-
gesetzten Ketone wurde im Gaschromatographen analysiert.

5.2.4 Durchfiuhrung von Ganzzellbiotransformationen in organisch-
wassrigen Zweiphasensystemen

Die Einflhrung organisch-wassriger Zweiphasensysteme diente der erhéhten Léslichkeit
von Substraten sowie Produkten als auch der vereinfachten Isolierung der gewlinschten
Produkte. Es wurden verschiedene organische Lésungsmittel (MTBE, n-Butylacetat und
Toluol) auf ihre Eignung in Zweiphasensystemen bei der Reduktion von Acetophenon
durch das System E. coli BL21(DE3)/pAW-3 untersucht. Die wassrige Phase des Systems
bestand aus 50 mM TEA-Puffer pH 7,5 + 1 mM MgCl, sowie 500 mM Glucose. In der
organischen Phase waren 50 mM Acetophenon im jeweiligen Lésungsmittel geldst. Die
beiden Phasen wurden im Verhéltnis mit einem Gesamtvolumen von 100 ml eingesetzt.
Ein Ansatz enthielt 100 mg Zellen. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte in 500 ml-
Kolben bei 30°C unter Schitteln.

AuBerdem wurde die Reduktion von Acetophenon im Zweiphasensystem nach Permea-
bilisierung der Zellmembran der E. coliBL21(DE3)/pAW-3-Zellen untersucht. Hierbei
wurden die in der wassrigen Phase, bestehend aus 50 mM TEA-Puffer pH 7,5 mit 500 mM
Glucose, suspendierten Zellen fir eine Stunde mit Toluol (10 pl/ml) behandelt, bevor die
organische Phase bestehend aus MTBE mit 50 mM Acetophenon zugesetzt wurde. Die
Inkubation der Anséatze erfolgte bei 30°C unter Schutteln.
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Allen Ansatzen wurden nach bestimmten Zeitintervallen Proben entnommen und mittels

GC analysiert.
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Ergebnisse

1. ,,Zweite“ ADH aus Lactobacillus kefir

Bei Ganzzellumsetzungen von 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit L. kefir-
Zellen zeigte sich Uberraschenderweise, dass neben 6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexanséaure-
tert-butylester auch 6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansaure-tert-butylester im Reaktionsgemisch
vorlag®®®. Da die bekannte NADP-abhangige ADH aus L. kefir lediglich die d-Ketogruppe
des B,0-Diketoesters reduziert, muss L. kefir eine weitere, bisher unbekannte (R)-spezi-
fische ADH enthalten, welche die 8-Ketogruppe des B,5-Diketoesters reduziert. Aus Vor-
arbeiten war bekannt, dass diese ADH ebenfalls NADP-abhé&ngig ist, allerdings im Gegen-
satz zur bereits bekannten ADH nicht die Anwesenheit von Mg®*-lonen benétigt. Teilziel
der vorliegenden Arbeit war die Aufreinigung dieser ,zweiten“ ADH, die Isolierung und
Klonierung des Gens sowie die biochemische Charakterisierung dieses Enzyms.

1.1 Reinigung der ,,zweiten“ ADH

Die Reinigung der ,zweiten® ADH aus L. kefir erfolgte Uber verschiedene sdulenchro-
matographische Trennverfahren. Der durch Glasperlenaufschluss gewonnene Rohextrakt
wurde zundchst mittels Anionenaustausch-Chromatographie gereinigt. Nach Aquilibrieren
der Saule mit 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 erfolgte die Elution der Proteine mit einem
linearen Gradienten von 0-1 M NaCl. Das Enzym wurde am Saulenmaterial Q-Sepharose
FF (Pharmacia) nicht gebunden, allerdings wurde durch dieses Verfahren ein GroBteil der
Fremdproteine abgetrennt. Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und mittels
Hydrophober Interaktionschromatographie (Phenyl-650C, Tosoh) gereinigt. Die Proteine
eluierten nach Aquilibrieren der Saule mit 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 + 1,5 M (NH,),SO,
Uber einen dreistufigen Gradienten durch Verringerung der (NH,).SO,4-Konzentration. Die
aktiven Fraktionen wurden in 10 mM KPi-Puffer pH 6,5 + 150 mM NaCl Uberfihrt und auf
eine Hydroxylapatit-Saule (Hydroxylapatit 20 um, Bio-Rad) aufgetragen. Mittels eines drei-
stufigen Gradienten wurden Phosphat- und NaCl-Konzentration auf 400 bzw. 250 mM zur
Elution der Proteine erhéht. Die Dokumentation der Reinigung erfolgte mittels SDS-PAGE
(Abb. 21).
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Abb. 21: Silbergefarbte SDS-PAGE der ADH-haltigen Proben nach den jeweiligen
Reinigungsschritten.

Da auch nach dem dritten Reinigungsschritt noch sehr viele Banden im SDS-Gel zu sehen
sind, wurden weitere Verfahren angewandt. So wurde versucht, die NADP-abhangige ADH
mittels Affinitdtschromatographie weiter aufzureinigen. Als Gelmaterial wurde Red
Sepharose CL-6B (Pharmacia) verwendet. Die S&aule wurde mit Puffer A (10 mM KPi-
Puffer pH 7,5) gespdlt. Die Elution der Proteine erfolgte mittels eines linear ansteigenden
Gradienten von 0 bis 100 % Puffer B (10 mM KPi-Puffer pH 7,5 + 10 mM NADP). In keiner
der Fraktionen konnte ADH-Aktivitdt gemessen werden.

Des Weiteren wurde versucht, das Enzym durch praparative native PAGE mittels Model
491 Prep Cell (Bio-Rad) zu reinigen. Nach 4,5 h Elektrophoresedauer hatte der Brom-
phenolmarker das untere Gelende des nativen Rundgels erreicht. Die anschlieBend
eluierenden Proteine wurden aufgefangen. Die Elekirophorese wurde unter Kuhlung fir
20 h durchgefihrt. Die ADH konnte in keiner der Fraktionen wieder gefunden werden.

Um herauszufinden, ob das Enzym an ein anderes Anionenaustauscher-Material bindet,
wurde ein Enzympréaparat auf eine HQ20-Saule (PerSeptive Biosystems) gegeben. Auch
hier erfolgte keine Bindung des Proteins.

Da auch diese Versuche nicht zur Aufreinigung bis zum homogenen Enzym fihrten, wurde
eine alternative Strategie zur Reinigung der ,zweiten® ADH gewahlt. Es wurde versucht,
das Protein Uber eine Aktivitatsfarbung zu isolieren. Hierzu wurde eine native PAGE
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durchgefihrt, wobei dreimal die gleiche Probe an partiell aufgereinigter ADH aufgetragen
wurde. Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel gedrittelt. Wahrend ein Teil des Gels
nach der Vorschrift von Kyhse-Andersen geblottet® und die PVDF-Membran
anschlieBend mit Amidoschwarz gefarbt wurde, wurde der zweite Teil des Gels mit Silber
gefarbt und der dritte Teil einer Aktivitatsfarbung mit INT und PES unterzogen. Da bei
dieser Farbemethode die Oxidationsreaktion katalysiert wird, wurde als Substrat (3R,5S)-
6-Chlor-3,5-dihydroxyhexansaure-tert-butylester verwendet. Das Enzym konnte als rote
Bande im Gel nachgewiesen werden. Das Silber-gefarbte Gelstiick, das mit INT und PES

geféarbte Gelstick sowie die Blotmembran wurden nebeneinander gelegt und verglichen
(Abb. 22).
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Abb. 22: Native PAGE der partiell aufgereinigten ,zweiten“ ADH. Teil 1 wurde geblottet,
Teil 2 wurde mit AQNO; und Teil 3 mit PES und INT gefarbt.

Die Bande im Blot, die der sich bei der Aktivitatsfarbung im Gel rot gefarbten entsprach,

wurde aus der Membran geschnitten. Es folgte die N-terminale Sequenzierung Uber auto-
matisierten Edman-Abbaul".
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1.2 N-terminale Sequenzdaten der ,,zweiten“ ADH

Durch die Sequenzanalyse der Aminosduren mittels Edman-Abbau konnten 45
Aminosauren des N-Terminus der ,zweiten“ ADH aus L. kefir bestimmt werden.

N-Terminus: GRLDKKVAIITGGVKGFGLAMAKLFVKEGAKVVITDVDDQHADEA

1.3 Isolierung des ,.zweiten“ adh-Gens mittels Universal
GenomeWalker™ Kit (Clontech)

Auf der Grundlage der N-terminalen Aminoséduresequenz der ,zweiten“ ADH wurden unter
Berlicksichtigung der Codon Usage fiir Lactobacillus brevis, welcher groBe Ahnlichkeit zu
L. kefir zeigt, Primer (N1 bzw. C1) entworfen. Des Weiteren wurden degenerierte Primer
(Ndeg1 bzw. Cdeg1) konstruiert. Die genomische DNA aus L. kefir wurde mittels
Phenol/Chloroform-Extraktion isoliert. AnschlieBend wurden die synthetisierten Primer in
verschiedenen Kombinationen in PCR-Ansatzen mit der genomischen DNA als Template
eingesetzt. Bei allen Ansatzen wurden Amplifikate erhalten. Die nachfolgende Sequenz-
analyse bestatigte die Amplifizierung eines 80 bp-groBen Fragment des Gens. Anhand
dieses Genfragments konnten genspezifische Primer (Cwalk1, Cwalk2, Nwalk1, Nwalk2)
konstruiert werden, die fiir die Durchfiihrung des Universal GenomeWalker™ Kits
(Clontech) benétigt wurden. Die genomische DNA aus L. kefir wurde mit den im Kit
enthaltenen Restriktionsenzymen geschnitten und die erhaltenen Fragmente an ebenfalls
im Kit enthaltene Adaptoren ligiert. Die genspezifischen &auBeren Primer wurden in
Kombination mit den Adaptor-spezifischen duBeren Primern in PCR-Ansétzen eingesetzt.
Die erhaltenen Amplifikate wurden als Templates in PCR-Ansétzen verwendet, bei
welchen die genspezifischen inneren Primer sowie die Adaptor-spezifischen inneren
Primer eingesetzt wurden. Die auf diese Weise erhaltenen Fragmente wurden einer
Sequenzanalyse unterworfen und konnten zu einer sicheren Gesamtsequenz kombiniert

werden.

Die erhaltene Gensequenz der ,zweiten“ adh sowie die daraus abgeleitete Aminoséure-
sequenz sind im Anhang aufgefihrt. Das Gen setzt sich aus 741 Basen zusammen, was
einer Proteinsequenz bestehend aus 246 Aminosauren entspricht. Hieraus ergeben sich
ein Molekulargewicht von 26316 Da sowie ein theoretischer isoelektrischer Punkt von
5,69.
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Die Proteinsequenz der ,zweiten® ADH aus L. kefir wurde mit Hilfe des BLAST P-
Algorithmus!™® mit Eintrdgen der NCBI-Datenbank verglichen (Abb. 23).

GXXXGXG
2.LK ———-MGRLDKKVAIITGGVKGFGLAMAKLFVKEGAKVVITDVDDQHADEALDEIG-RAN- 54
LB ———MSNRLDGKVAIITGGTLGIGLAIATKFVEEGAKVMITGRHSDVGEKAAKSVG-TPDQ 56
LK ———MTDRLKGKVAIVTGGTLGIGLAIADKFVEEGAKVVITGRHADVGEKAAKSIG-GTDV 56
00 ———MVDRLKGKVSIVTGGTLGIGLSIVDLYLKEGAKVVFTGRRQKIGEEAFKHLS-NPKN 56
NA MELSAQRLKGRVAFVSGGLRGIGLACAERFLAEGAEVVLSDLDAEASDTARDVMARLGQA 60
KR ogKoroiRR Kpkk HESE R S S P -

Abb. 23: Partielles Alignment Uber den N-Terminus der beiden ADHs aus L. kefir (LK),
L. brevis (LB) sowie Dehydrogenasen aus Oenococcus oeni (OO) und Novosphingobium
aromaticivorans (NA). Das Alignment wurde mit Hilfe des Clustal W-Algorithmus unter
Verwendung der Blosum-Matrix erstellt’”). Die Cofaktorbindungsstelle der short-chain
ADHs GXXXGXG ist grau markiert.

Es féallt auf, dass die Sequenz der ,zweiten® ADH zu den Sequenzen der bereits bekannten
ADHs aus L. kefir (s. u.) und L. brevis eine hohe Homologie zeigt.

Der Vergleich der Aminosauresequenz der ,zweiten“ ADH aus L. kefir mit der Datenbank
ergab die Klassifizierung zur Familie der short-chain ADHs. Die Vertreter dieser Familie
bestehen aus ca. 250 Aminosauren und zeigen am N-Terminus eine charakteristische
Consensus-Sequenz. Alle in Abb. 23 aufgefiihrten Proteine zeigen dieses Sequenzmotiv
GXXXGXG. Dieser hochkonservierte Bereich stellt die Cofaktorbindungsstelle der short-
chain ADHs dar.

1.4 Klonierung und Expression der ,,zweiten“ ADH

Far die Klonierung der ,zweiten“ adh aus L. kefir wurden Primer konstruiert, welche sich
aus DNA-Fragmenten, die vor dem N- bzw. nach dem C-Terminus des Gens liegen,
zusammensetzten (GG-N bzw. GG-C). Diese Primer wurden in einer PCR eingesetzt,
welche genomische DNA aus L. kefir als Template enthielt. Das aufgereinigte PCR-
Produkt wurde einer Sequenzanalyse unterworfen, welche die Gesamtsequenz des Gens
bestatigte. Mit Hilfe des SureClone™ Ligation Kits (Pharmacia) erfolgte die Klonierung des
Gens in den Vektor pUC 18 Smal/BAP. Drei der sechs untersuchten Klone zeigten nach
Restriktion Vektor und Gen in der richtigen GréBe. Einer diese Klone wurde sequenziert;
die Sequenzanalyse bestatigte die korrekte Gensequenz.
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Zur Expression des Gens wurden Primer entworfen, welche an den Genenden die
Restriktionsschnittstellen Ndel bzw. BamHI anfigen sollten (01Primer3’ bzw. 01Primer5’).
Als Expressionsvektor wurde pET-21a(+) (Novagen) ausgewahlt. Dieser Vektor enthalt
den T7-Promotor sowie das Ampicillin-Resistenzgen. Die Primer wurden in einer PCR
eingesetzt. Das aufgereinigte PCR-Produkt sowie der Vektor pET-21a(+) wurden mit den
Restriktionsenzymen Ndel und BamHI| geschnitten. Nach der Ligation der beiden DNA-
Fragmente erfolgte die Transformation in kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen. Sechs der
Klone wurden mittels Isolierung und Restriktion der Plasmid-DNA auf korrekte Ligation hin
Uberprtft. Finf dieser Klone zeigten Vektor und Gen in der korrekten GréBe. Die nach-
folgende Sequenzanalyse bestatigte die korrekte Sequenz der ,zweiten* adh (p2LKADH).

Das Plasmid p2LKADH wurde anschlieBend in die kompetenten Expressionsstamme
E. coli BL21(DE3) und Tuner(DE3) (beide von Novagen) transformiert. Nach Wachstum
der Vorkulturen Uber Nacht bei 37°C und 120 rpm wurden die Hauptkulturen 1 %ig
angeimpft und bis zu einer ODggo von ca. 0,5 ebenfalls bei 37°C und 120 rpm inkubiert. Bei
Erreichen dieser OD wurde mit 1 mM IPTG induziert und fir 3 h bei 27°C und 120 rpm
geschittelt. Nach Ernte und Ultraschall-Aufschluss wurden Aktivitatsmessungen mit (S)-6-
Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester ~ durchgefihrt. Es erfolgte keine
Umsetzung des Substrats. Lésliche und unlésliche Fraktionen von E. coli BL21
(DE3)/p2LKADH und E. coli Tuner(DE3)/p2LKADH wurden mittels SDS-PAGE analysiert.
Zur Kontrolle wurde Rohextrakt aus L. kefir aufgetragen (Abb. 24).

3 4 5 6 kDa
I—
97 1: E. coli Tuner(DE3) I6slich
p : 66 2: E. coliBL21(DE3) I6slich
. - 3: E. coli Tuner(DE3) unlgslich
. - g? 4: E. coli BL21(DES3) unléslich
5: Rohextrakt L. kefir
ﬂ 6: Novex Mark12 (Invitrogen)
-

Abb. 24: SDS-PAGE der I6slichen und unléslichen Fraktionen von E. coli BL21
(DE3)/p2LKADH und E. coli Tuner(DE3)/p2LKADH sowie Rohextrakt aus L. kefir.

Die SDS-PAGE zeigt, dass eine Uberexpression der ,zweiten“ LK-ADH vorliegt. Im Roh-
extrakt von L. kefirist das Enzym nur in sehr geringen Mengen vorhanden.
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Laut SDS-PAGE sollte eine hohe Enzymaktivitdt zu messen sein. Aus diesem Grund
wurde Uberlegt, ob das Enzym durch das Fehlen elementarer Komponenten inaktiviert
wird. So wurden dem Assay Mg*-lonen und Spurenelementlésung zugesetzt. Des
Weiteren wurden die Zellen in Medium angezogen, welches Spurenelementlésung enthielt
und es wurden verschiedene Substrate eingesetzt. Es wurde keine Aktivitat festgestellt.
Als Kontrolle wurde bei allen Tests Wildtyp-Enzym eingesetzt, welches die Reduktion von
(S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester katalysierte. Rohextrakt von E. coli
Tuner(DE3)/p2LKADH wurde mittels Anionenaustausch-Chromatographie (Q-Sepharose
FF, Pharmacia) aufgereinigt. In einigen der erhaltenen Fraktionen konnte minimale
Umsetzung von 0,44 % nach 6 h und von 1,58 % nach 24 h Inkubationsdauer festgestellt
werden. Auch nach Variation der Expressionsbedingungen konnte keine Aktivitats-

steigerung erzielt werden.

Um ein alternatives Expressionssystem zu Uberprifen, wurden Primer synthetisiert
(02Primer3’ bzw. 02Primer5’), welche den Genenden die Restriktionsschnittstellen EcoRl
und Hindlll anfligen sollten. Das mittels PCR amplifizierte Gen sowie der Expressions-
vektor pKK223-3 wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Hindlll geschnitten.
Nach erfolgter Gelelektrophorese und Gelelution wurden die beiden DNA-Fragmente ligiert
und in kompetente E. coli JM105-Zellen transformiert. Nach Anzucht der Zellen und Auf-
schluss erfolgten Aktivititsmessungen. Auch hier erfolgte keine Umsetzung von (S)-6-
Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester durch das rekombinante Enzym; lediglich
durch das Wildtyp-Enzym.

2. ADH aus Lactobacillus kefir

Die NADP-abhéngige (R)-spezifische ADH aus Lactobacillus kefir wurde erstmals 1990
beschrieben! 7. Neben der Abh&ngigkeit von NADP besitzt sie eine geringe NAD-
Nebenaktivitdt und bendtigt Mg?*-lonen. Sie katalysiert die stereoselektive Reduktion von
prochiralen Ketonen zu (R)-Alkoholen und weist ein breites Substratspektrum auf. Mittels
dieser ADH kénnen aromatische, cyclische, polycyclische und aliphatische Alkohole
synthetisiert werden®®. In der vorliegenden Arbeit wurden als Substrate fiir die ADH das
Standardsubstrat Acetophenon sowie 2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-
tert-butylester verwendet. Diese Verbindungen werden von der ADH stereoselektiv zu (R)-
Phenylethanol, (2R,5R)-Hexandiol bzw. (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butyl-
ester reduziert (Abb. 25).
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Oy, -CHs OH, _CHg
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ADH
+ NADPH + H* + NADP*
Acetophenon (R)-Phenylethanol
0O O O ADH OH O O
CIM + NADPH + H* CIJ\)JVH\ + NADP*
O o)
6-Chlor-3,5-dioxohexansaure- (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-
tert-butylester oxohexansdure-tert-butylester
0] O
ADH
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2,5-Hexandion (5R)-Hydroxyhexan-2-on
0 OH
M + NADPH + H* ADH /Vw‘/ + NADP*
OH OH
(5R)-Hydroxyhexan-2-on (2R,5R)-Hexandiol

Abb. 25: Substrate der ADH aus L. kefir, die in dieser Arbeit eingesetzt und stereoselektiv
zu den korrespondierenden Alkoholen reduziert wurden.

Im Laufe der Dissertation von Bettina Riebel gelang die Aufreinigung der ADH bis zur
Homogenitit sowie die biochemische Charakterisierung des Wildtyp-Enzyms™*!. Des
Weiteren konnte die Aminosauresequenz des Enzyms gréBtenteils aufgeklart werden.

2.1 Isolierung des adh-Gens mittels Universal GenomeWalker™-
Kit (Clontech)

Auf der Grundlage der gréBtenteils bekannten Aminosauresequenz der ADH aus L. kefil*"
sowie der teilweise aufgeklarten Nucleotidsequenz wurden Primer (1_LKADH-Cwalk1,
1_LKADH-Cwalk2, 1_LKADH-Nwalk1, 1_LKADH-Nwalk2) konstruiert. Mit Hilfe der im
GenomeWalker™-Kit enthaltenen Restriktionsenzyme wurde genomische DNA aus L. kefir
verdaut. Aus den aufgereinigten DNA-Restriktionsansatzen wurde mittels Ligation an
GenomeWalker-Adaptoren eine GenomeWalker-Bibliothek angelegt. Diese Bibliothek
diente als Template fur die ersten PCR-Ansatze. Als Primer wurden der im Kit enthaltene
Adaptor-spezifische Primer AP1 sowie die gen-spezifischen Primer 1_LKADH-Cwalk1
bzw. 1_LKADH-Nwalk1 (Up- bzw. Downstream) verwendet. Die so erhaltenen PCR-Pro-
dukte dienten als Templates fur die zweiten PCR-Anséatze, welche mit dem Adaptor-
spezifischen Primer AP2 und den gen-spezifischen Primern 1_LKADH-Cwalk2 bzw.
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1_LKADH-Nwalk2 (Up- bzw. Downstream) durchgefiihrt wurden. Die in den zweiten PCR-
Ansatzen erhaltenen PCR-Produkte sind in Tab. 8 aufgelistet.

Tab. 8: PCR-Produkte aus zweiter PCR nach der GenomeWalker-Methode.

Bibliothek GroBe PCR-Produkt GroBe PCR-Produkt
Richtung Downstream Richtung Upstream
Stul-Bibliothek kein Amplifikat kein Amplifikat
Pvull-Bibliothek 0,9 kb kein Amplifikat
Drall-Bibliothek kein Amplifikat 1,5 kb
EcoRV-Bibliothek kein Amplifikat kein Amplifikat

Mit den erhaltenen PCR-Fragmenten wurde die gesamte Gensequenz der adh sowie
weitere Sequenzinformation vor und hinter dem Gen amplifiziert und konnte durch
Sequenzierung identifiziert werden. Die Gensequenz der adh sowie die daraus abgeleitete
Aminosauresequenz sind im Anhang aufgefiihrt. Das adh-Gen besteht aus 759 Basen.
Daraus abgeleitet setzt sich das Enzym aus 252 Aminosauren zusammen. Aus der Amino-
sauresequenz ergibt sich ein Molekulargewicht von 26781 Da und ein berechneter
isoelektrischer Punkt von 5,09.

Der Vergleich der Aminosauresequenz der ADH mit Eintragen in der NCBI-Datenbank mit
Hilfe des BLAST P-Algorithmus lieferte Gber 500 homologe Aminosauresequenzen. In
vielen Féllen handelte es sich um hypothetische Proteine. Die vier Proteine mit den
ausgepragtesten Sequenzhomologien sind in Abb. 26 aufgefihrt. Diese Enzyme sind die
(R)-spezifische ADH aus L. brevis, zwei mit short-chain ADHs verwandte Dehydrogenasen
mit unterschiedlicher Spezifitdt aus Oenococcus oeni MCW sowie eine mit short-chain
ADHs verwandte Dehydrogenase mit unterschiedlicher Spezifitdt aus Novosphingobium

aromaticivorans.

GXXXGXG
LK ——MSNRLDGKVAIITGGTLGIGLAIATKFVEEGAKVMITGRHSDVGEKAAKSVGTP-DQ 56
LB ———MVDRLKGKVSIVTGGTLGIGLSIVDLYLKEGAKVVFTGRROQKIGEEAFKHLSNP-KN 56
00 1 ———MVDRLKGKVSIVTGGTLGIGLSIVDLYLKEGAKVVFTGRROQKIGEEAFKHLSNP-KN 56
00 2 ———MFDRLKGKVAIVTGGNSGIGKAIAADFIAEGAKVVITGRNQEKGRQTALEIAG——-D 54
NA MELSAQRLKGRVAFVSGGLRGIGLACAERFLAEGAEVVLSDLDAEASDTARDVMARLGQA 60
HE R I G S HESE S .. : :

Abb. 26: Partielles Alignment Uber den N-Terminus der ADHs von L. kefir (LK),
L. brevis (LB) sowie Dehydrogenasen aus Oenococcus oeni (OO 1 und 2) und
Novosphingobium aromaticivorans (NA). Das Alignment wurde mit Hilfe des Clustal W-
Algorithmus unter Verwendung der Blosum-Matrix erstellt’’”). Die Cofaktorbindungsstelle
der short-chain ADHs GXXXGXG ist grau markiert.
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Der Vergleich der Aminosduresequenz der ADH aus L. kefir mit der Datenbank ergab,
dass es sich bei dieser ADH ebenso wie bei der ,zweiten“ ADH aus L. kefir um eine short-
chain ADH handelt. Die fir diese ADH-Familie typische Cofaktorbindungsstelle GXXXGXG
ist in Abb. 26 grau unterlegt. Die in der vorliegenden Arbeit ebenfalls verwendete ADH aus
L. brevis zeigt die héchste Sequenzhomologie zu der ADH aus L. kefir. Die Aminosaure-
sequenzen der beiden Enzyme sind zu 88 % identisch.

2.2 Klonierung und Expression des Gens

2.2.1 Klonierung und Expression

Mittels PCR wurden die Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI an das 5’- bzw. 3’-Ende
des adh-Gens eingefligt. Das PCR-Produkt wurde mittels des Rapid DNA Ligation Kits
(Roche) in den bereits linearisierten und 5’-dephosphorylierten Expressionsvektor pET-
21a(+) (Novagen) ligiert. Dieser Expressionsvektor enthalt den durch IPTG induzierbaren
T7-Promotor, ein Ampicillin-Resistenzgen sowie eine multiple Klonierungsstelle mit elf
Schnittstellen. Ein Aliquot (10 pl) des Ligationsansatzes wurde zur Transformation in kom-
petente E. coli XL1-Blue-Zellen verwendet. Von den nach Selektion auf LB,mp-Platten
resultierenden Kolonien wurden 10 Stiick ausgewahlt und Ubernachtkulturen in jeweils
5ml LBamp-Medium inkubiert. Aus den Kulturen wurde die Plasmid-DNA isoliert und
Restriktionsanalysen durchgefihrt, welche auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufge-
trennt wurden. Die Uberpriifung von Plasmiden mit inseriertem DNA-Fragment geschah
durch Sequenzierung. Die erhaltene Sequenzinformation diente der Kontrolle der
bisherigen Gensequenz. Die Gensequenz stimmte mit den Sequenzinformationen mittels
des GenomeWalker-Kits Uberein. Das Plasmid mit der korrekten adh-Sequenz wurde fir
die weiteren Arbeiten verwendet und wird im Folgenden als pADH bezeichnet.

Zur Expression der ADH wurde pADH in den Expressionsstamm E. coli BL21(DES3)
(Novagen) transformiert. Jeweils eine Einzelkolonie der durch die Transformation von
pADH erhaltenen Klone wurde in 5 ml LBym,-Medium Uberimpft und Gber Nacht geschuit-
telt. AnschlieBend wurde 1 %ig in 100 ml LBsnp,-Medium Gberimpft und nach Erreichen
einer ODggo von 0,5 mit 1 mM IPTG die Genexpression induziert. Nach einer Induktionszeit
von 3 h wurden die Zellen geerntet.
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2.2.2 Optimierung der Expressionsbedingungen

Um in den rekombinanten E. coli-Zellen eine mdglichst hohe Expression der ADH zu
erzielen, wurden die Expressionsbedingungen bezliglich IPTG-Konzentration, Induktions-
dauer und Induktionstemperatur optimiert. Des Weiteren wurde der E. coli-Wirtsstamm
variiert und die ADH-Aktivitdten im Rohextrakt verglichen. Alle Aktivitatstests erfolgten mit

Acetophenon als Standardsubstrat.

Als Wirtsstdamme fir pADH wurden BL21(DE3), Tuner(DE3) und Origami(DE3) (alle von
Novagen) untersucht. Die ADH-Aktivitdten im Rohextrakt nach Ultraschall-Aufschluss der

jeweiligen Zellen sind in Tab. 9 dargestellt.

Tab. 9: Spezifische ADH-Aktivitdten nach Ultraschall-Aufschluss der Expressionsstamme
Tuner(DE3), BL21(DE3) und Origami(DES3).

Expressionsstamm Spez. Akt.
E. coli [U/mg]
Tuner(DE3) 40,62
BL21(DES3) 41,60
Origami(DE3) 37,68

Da mit dem Expressionsstamm BL21(DE3) die besten Aktivitaten erzielt wurden, wurden

die weiteren Arbeiten mit diesem Stamm durchgefihrt.

Um die Auswirkungen der Konzentration an Induktor auf die Genexpression zu unter-
suchen, wurden die E. coli-Zellen angezogen und die Expression des adh-Gens mit
verschiedenen Mengen an IPTG (0,1-2,0 mM) induziert. Die héchsten spezifischen Aktivi-
taten wurden bei IPTG-Konzentrationen von 1,0 bzw. 1,3 mM erzielt, wahrend die Aktivitat

bei einer Konzentration von 2,0 mM IPTG sehr niedrig war.

Weiterhin wurde der Einfluss der Induktionstemperatur getestet. Die Inkubation der E. coli-
Zellen nach der Induktion erfolgte bei verschiedenen Temperaturen (RT, 27°C, 30°C,
33°C, 37°C). Nach Inkubation bei 30°C zeigte die ADH ihre héchste Aktivitat.

Des Weiteren wurde die Induktionsdauer variiert. Nach Induktion wurden die E. coli-Zellen
fur 1, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 20 und 24 h bei 30°C inkubiert. Es stellte sich heraus, dass die
ADH-AKktivitat nach einer Induktionsdauer von ca. 20 h ihr Maximum erreicht, wahrend
nach 3 h Induktion noch ca. 73 % der maximalen Aktivitat erreicht wurden.
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Die Parameter fir eine optimale Expression der ADH in E. coli BL21(DES3) sind in Tab. 10

zusammengefasst.

Tab. 10: Bedingungen fur die optimale Expression der ADH in E. coli BL21(DES3).

Parameter Optima
Induktorkonzentration 1,3 mM
Induktionstemperatur 30°C

Induktionsdauer 20 h

2.3 Biochemische Charakterisierung der ADH

2.3.1

Reinigung der rekombinanten ADH

Die rekombinante ADH wurde durch Anionenaustausch-Chromatographie aufgereinigt. Die

E. coli BL21(DE3)-Zellen wurden durch Ultraschall aufgeschlossen. Der erhaltene
Rohextrakt wurde auf eine mit 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 + 1 mM MgCl, aquilibrierte
Q-Sepharose FF-Saule (Pharmacia) aufgetragen. Die ADH eluierte mit ansteigendem

NaCl-Gradienten bei 160

mM NacCl.

Die Fraktionen wurden anschlieBend auf ADH-

Aktivitat getestet. Die Ergebnisse der Reinigung sind in Tab. 11 wiedergegeben.

Tab. 11: Aufreinigungstabelle der ADH aus E. coli BL21(DE3)/pLKADH.

Reinigungsschritt Akt. Protein Akt. Reinigungs-
[U/ml] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 1449,9 13,0 111,5 1,0
Q-Sepharose FF 781,0 1,4 557,9 5,0

Der Aufreinigungserfolg ist mittels eines SDS-Polyacrylamidgels in Abb. 27 dargestellt.
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kDa
1 2 3
—
1: SeeBlue Plus2 Standard (Invitrogen)
2: Rohextrakt E. coli BL21(DE3)/pADH
- 3: ADH nach IEC
38
28 — -
17

Abb. 27: Silbergefarbte SDS-PAGE (4-12 %). Aufgetragen sind der Rohextrakt E. coli
BL21(DE3)/pADH sowie der Pool nach der Anionenaustausch-Chromatographie.

Die biochemische Charakterisierung der rekombinanten ADH erfolgte mit dem auf diese
Weise aufgereinigten Enzympraparat. Alle Aktivitatstests wurden, soweit nicht anders be-
schrieben, mit Acetophenon als Substrat durchgefihrt.

2.3.2 Bestimmung des Temperaturoptimums der ADH

Das Temperaturoptimum der rekombinanten ADH wurde bei Temperaturen zwischen 5 bis
55°C in 5°C-Schritten aufgenommen. Aus Abb. 28 lasst sich fir die ADH ein Temperatur-
optimum von 50°C ermitteln.
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Abb. 28: Temperaturoptimum der rekombinanten ADH. Die ADH-Aktivitat wurde im

Bereich von 5 bis 55°C gemessen.

2.3.3 Bestimmung des pH-Optimums

Zur Bestimmung des pH-Optimums der rekombinanten ADH wurde die Aktivitat bei pH-

Werten im Bereich von 4 bis 11 mit den in Tab. 12 aufgefihrten Puffern bestimmt.

Tab. 12: Verwendete Puffer zur Bestimmung des pH-Optimums der ADH.

pH-Bereich Puffersubstanz [250 mM]
4,0-7,0 Citrat-Na,HPO,
7,0-8,6 TEA
8,6-11,0 Glycin-NaOH

Aus Abb. 29 ergibt sich ein pH-Optimum von pH 7,0 fir die rekombinante ADH.
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Abb. 29: pH-Optimum der rekombinanten ADH. Die Enzymaktivitat wurde in drei
verschiedenen 250 mM-Puffern (m Citrat-Na,HPO,, pH 4,0-7,0; ¢ TEA, pH 7,0-8,6;
A Glycin-NaOH, pH 8,6-11,0) bestimmt.

2.3.4 Bestimmung der kinetischen Konstanten

Zur kinetischen Charakterisierung der rekombinanten ADH wurden fur verschiedene
Substrate Kinetiken gemessen. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte in 50 mM TEA-
Puffer pH 7,0. Fir das Standardsubstrat Acetophenon wurde zur Bestimmung des Ky-
Wertes mit angereinigter ADH die Aktivitdt im Bereich 0,5 bis 10,3 mM Acetophenon
ermittelt (Abb. 30).
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Abb. 30: Ky-Wert-Bestimmung fur Acetophenon. Die Reaktionsgeschwindigkeit der
rekombinanten ADH wurde gegen die Acetophenon-Konzentration aufgetragen.
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Aus Abb. 30 wird ersichtlich, dass im Bereich bis 10,3 mM Acetophenon keine Substrat-
inhibierung auftritt. Aus den Messwerten lassen sich mit Hilfe der Michaelis-Menten-

Gleichung (Gl. 1) Ky- und Vpa-Wert bestimmen.

_ [S]
max KM +[S]

Gl. 1: Michaelis-Menten-Gleichung. V = Anfangsreaktionsgeschwindigkeit, Vimax =
maximale Reaktionsgeschwindigkeit, [S] = Substratkonzentration, Ky = Michaelis-Menten-
Konstante.

Der Ky-Wert flr Acetophenon betragt nach dieser Messung 1,90 mM und der V-Wert
281,4 U/mg.

Die gleiche Methode wurde zur Bestimmung der Ky-Werte von NADPH, NADP, NADH und
(R,S)-Phenylethanol angewandt. In den gemessenen Bereichen wurde keine Substratinhi-
bierung festgestellt. Die kinetischen Daten fiir Acetophenon, NADPH, NADP, NADH und

(R,S)-Phenylethanol sind in Tab. 13 zusammengefasst.

Tab. 13: Kinetische Daten der ADH fir Acetophenon, NADPH, NADP, NADH und (R, S)-

Phenylethanol.

Substrat Vmax [U/mg] Ky [mM]
Acetophenon 281,4 1,90
NADPH 400,0 0,14
NADP 15,3 0,03
NADH 2,9 0,40
NAD 0,49 0,78
(R,S)-Phenylethanol 23,4 3,09

2.3.5 Einfluss von Metallionen auf die ADH-Aktivitat

Viele Enzyme benétigen flr die Entfaltung ihrer optimalen Aktivitat die Anwesenheit von
Metallionen. Ist das betreffende Metallion nur relativ locker gebunden, kann es wéahrend
der Isolierung des Enzyms verloren gehen, was zur Inaktivierung des Enzyms flihren
kann. Aus diesem Grund ist es wichtig, ein Reaktionsmedium zu verwenden, welches das
betreffende Metallion in ausreichender Menge enthélt. Die ADH aus L. kefir benétigt die
Anwesenheit von Mg?*-lonen. Die Abwesenheit dieser lonen fiihrt zur irreversiblen Inakti-

vierung der ADH.
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Um den Einfluss verschiedener zweiwertiger Metallionen auf die Aktivitdt der
rekombinanten ADH zu untersuchen, wurden dem Testpuffer Cu**, Co**, Mn**, Mg®* und
Zn** in Konzentrationen von jeweils 5, 10 und 15 mM zugesetzt. Zur Kontrolle wurde die
ADH-Aktivitat in Standardpuffer, 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 + 1 mM MgCl,, gemessen.
Dieser Wert wurde gleich 100 % gesetzt. Die ADH-Aktivitat wurde photometrisch bestimmt
und ist in Abb. 31 dargestellt.
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Abb. 31: Untersuchung des Einflusses von zweiwertigen Metallionen auf die Aktivitat der
ADH durch den Zusatz von Cu?*, Co?*, Mn?*, Mg?* und Zn?* in Konzentrationen von jeweils
5, 10 und 15 mM. Zur Kontrolle wurde die Umsetzung in Standardpuffer, welcher 1 mM
MgCl, enthélt, durchgeflhrt. Die Aktivitat der ADH in diesem Ansatz wurde gleich 100 %
gesetzt.

Wie aus der Abbildung zu erkennen ist, erniedrigt der Zusatz von Co?*, Zn®** und Cu®* die
Aktivitat der ADH; wahrscheinlich inhibieren diese lonen teilweise durch Reaktion mit SH-
Gruppen des Enzyms. Wahrend Mn?*-lonen bis zu einer Konzentration von 15 mM keine
Auswirkung auf die ADH-Aktivitdt haben, bewirkt der Zusatz von Mg®-lonen eine
Steigerung der Aktivitat. Insbesondere der Zusatz von 10 mM Mg?* wirkt sich positiv aus.
Im Vergleich zum Standardassay mit 1 mM MgCl, konnte hier eine Aktivitat von 115 %
beobachtet werden.

3. Entwicklung enzymatischer Regenerierungssysteme

Um die Umsetzungen mit der NADP-abhéangigen ADH aus L. kefir (LK-ADH) effizient
ablaufen zu lassen, ist es notwendig, den teuren Cofaktor NADPH, der bei der Reduktion
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prochiraler Ketone oxidiert wird, zu regenerieren. Die Regenerierung von NADPH kann
durch Zugabe eines zweiten ADH-Substrats erfolgen. StandardmaBig wird in solchen sub-
strat-gekoppelten Anséatzen Isopropanol eingesetzt, das von der ADH zu Aceton oxidiert
wird, wahrend NADP reduziert wird (Abb. 32).

O.__CHjg OH, _CHjg
ADH H

NADPH + H* NADP*

X X
ADH

Abb. 32: Reduktion von Acetophenon durch die NADP-abhangige ADH kombiniert mit
Cofaktorregenerierung durch Zugabe von Isopropanol, das durch die ADH zu Aceton
oxidiert wird.

Die Regenerierung von NADPH bei der Reduktion von Acetophenon wurde als substrat-
gekoppelter Ansatz mit verschiedenen Mengen an Isopropanol durchgefihrt. Die Anséatze
enthielten 5 mg E. coli BL21(DE3)/pAW-3-Zellen, die LK-ADH enthalten (3.1.6), 10 mM
Acetophenon und 1 mM MgCl, in 100 mM TEA-Puffer pH 7,5 sowie 100 mM, 1 bzw. 5 M
Isopropanol pro ml. Einem Teil der Ansatze wurde auBerdem 1 mM NADP zugesetzt. Die
Durchfihrung der Umsetzungen erfolgte bei 37°C unter Schitteln. Nach bestimmten

Zeiten wurden Proben entnommen und mittels GC analysiert (Abb. 33).
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Abb. 33: Reduktion von Acetophenon zu (R)-Phenylethanol durch E. coli
BL21(DE3)/pAW-3-Zellen, die LK-ADH enthalten (3.1.6). Die NADPH-Regenerierung
erfolgte durch unterschiedliche Isopropanol-Konzentrationen. Einem Teil der Ansatze

wurde auBerdem NADP zugesetzt.
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Wie der Abbildung zu entnehmen ist, wurde in keiner der Umsetzungen die vollstdndige
Reduktion von Acetophenon erreicht. Bei der unvollstdndigen Umsetzung von Aceto-
phenon ist die Produktaufarbeitung nur unter erschwerten Bedingungen mdglich. Durch
substrat-gekoppelten Ansatz sind demnach keine effizienten Umsetzungen maéglich.

Eine weitere vielversprechende Mdglichkeit ist die Cofaktorregenerierung Uber ein zweites
Enzym. Um leistungsfahige Katalysatoren zu erhalten, sollten durch Coexpression der
ADH mit NADPH-regenerierenden Enzymen Ganzzellsysteme entwickelt werden (Abb.
34).

O OH,
H
ADH
+ NADPH + H* ———— + NADP*
Enzym

Abb. 34: Reduktion von Acetophenon durch die NADP-abhangige ADH. NADPH wird bei
der Reaktion oxidiert und soll von einem zweiten Enzym regeneriert werden, um die
Umsetzung effizient ablaufen zu lassen.

Fir die Auswahl geeigneter Enzyme zur Entwicklung enzymatischer Regenerierungs-
systeme wurden mehrere Kriterien in Betracht gezogen. Wichtig war, dass die entspre-
chenden Gene verflgbar waren. AuBerdem sollten Substrat und Produkt der Reaktion
eines Enzyms die jeweils andere Reaktion nicht inhibieren. Da beide Gene in ein Plasmid
cokloniert und im gleichen molaren Verhaltnis exprimiert werden sollen, sollten die spezi-
fischen Aktivitdten beider Enzyme in der gleichen GrdéBenordnung liegen. Des Weiteren
sollten die Enzyme stabil und die Substrate glinstig sein. Fir die Regenerierung von
NADPH bieten sich mehrere Systeme an. Ein bekanntes und bewéhrtes System ist die
NADPH-Regenerierung mit Glucose/Glucose-Dehydrogenase (GDH). Die Arbeitsgruppe
um Shimizu konstruierte ein Coexpressionssystem, das neben der GDH aus Bacillus
megaterium die Aldehyd-Reduktase aus Sporobolomyces salmonicolor enthalt®". Um ein
ebenso vielversprechendes System zu schaffen, sollte die ADH aus L. kefir mit einer GDH
gekoppelt werden.
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3.1 Cofaktorregenerierung durch Glucose-Dehydrogenase
(GDH): Systeme ADH-GDH (pAW-3, pAW-4)

Die Regenerierung von NADPH mit dem System Glucose/GDH weist einige Vorteile auf.
Glucose ist ein glnstiges Substrat und die spezifischen Aktivitdten von ADH und GDH
liegen in der gleichen GréBenordnung. Die GDH ist zudem sehr stabil. Sie katalysiert die
Oxidation von B-D-Glucose zu D-Glucono-1,5-lacton (Abb. 35). Das gebildete Lacton

hydrolysiert rasch unter Bildung von D-Gluconséure.

CHQOI-C|>H CH,OH
(@) (@)
éH o+ nappy  GPH @ko + NADPH + H*
OH OH
OH OH
B-D-Glucose D-Glucono-1,5-lacton

Abb. 35: Oxidation von B-D-Glucose zu D-Glucono-1,5-lacton, katalysiert durch GDH.

Die Anwendung von GDHs fur die Regenerierung von NAD(P)H wurde schon in vielen
Beispielen dokumentiert!®* 8831,

NADP-abhangige GDHs wurden aus verschiedenen Organismen wie Bacillus megaterium,
Bacillus subtilis, Thermoplasma acidophilum, Sulfolobus solfataricus, Thermoproteus
tenax und Haloferax mediterranei isoliert. Die mesophilen Bacillus-Stamme sind leichter zu
handhaben als die genannten extremophilen Stdmme. Die beiden GDHs aus
B. megaterium und B. subtilis haben sehr dhnliche Eigenschaften, sie zeigen sowohl mit
NAD als auch mit NADP als Cofaktor Aktivitat. Als erstes Regenerierungsenzym wurde die
GDH aus B. subtilis ausgewahlt. Die Kopplung von ADH und GDH zur Schaffung eines
Cofaktorregenerierungs-Systems ist in Abb. 36 dargestellt.

o HO.

NADPH + H* NADP*
CHoOH CHoOH
o o OH
OH o ~—————— H
GDH
OH OH
OH OH

Abb. 36: Kopplung von ADH und GDH als Cofaktorregenerierungs-System.
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3.1.1 Isolierung des gdh-Gens

Zur Isolierung des gdh-Gens wurde genomische DNA aus B. subtilis subsp. subtilis str.
168 isoliert und in H,O geldst. Anhand der bekannten Sequenz der gdh® wurden zwei
Primer konstruiert. Dem 5-Primer GDH+Sacl wurde hinter der Restriktionsschnittstelle
Sacl eine ribosomale Bindungsstelle am 5’-Ende des Gens eingefligt, so dass das gdh-
Gen zur Coklonierung zur Verfigung stand. Der 3’-Primer GDH+Hindlll enthielt die
Restriktionsschnittstelle Hindlll am 3-Ende des Gens. Mittels PCR wurde ein DNA-
Fragment amplifiziert, welches sequenziert wurde. Es konnte die gesamte 786 bp-lange
Gensequenz der gdh gelesen werden.

3.1.2 Klonierung und Expression der gdh

Das gdh-PCR-Produkt wurde mittels des Rapid DNA Ligation Kits (Roche) in den bereits
linearisierten und 5’-dephosphorylierten Expressionsvektor pET-21a(+) (Novagen) ligiert
(pGDH). AnschlieBend erfolgte die Transformation des Plasmids pGDH in den Wirtsstamm
E. coli XL1-Blue. Zur Expression der GDH wurde pGDH in den Expressionsstamm E. coli
BL21(DES3) transformiert. Die Expression des Gens wurde bei einer ODgg, von 0,5-0,6 mit
1 mM IPTG induziert. Nach 3 h Induktion bei 30°C wurden die Zellen geerntet. Der
Rohextrakt wurde auf GDH-Aktivitdt getestet. Die spezifische Aktivitat der GDH im
Rohextrakt betrug 74,6 U/mg.

3.1.3 Reinigung der rekombinanten GDH

Die Reinigung der rekombinanten GDH erfolgte in einem Aufreinigungsschritt Uber
Anionenaustausch-Chromatographie mittels Q-Sepharose FF (Pharmacia). Die Ergeb-
nisse der Reinigung sind in Tab. 14 dargestellt.

Tab. 14: Reinigung der GDH zum Einsatz flir die biochemische Charakterisierung.

Reinigungsschritt Akt. Protein Akt. Reinigungs-
[U/ml] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 1687,4 21,65 77,9 1
Q-Sepharose FF 617,9 2,09 295,3 4

Der Verlauf der Aufreinigung ist in Abb. 37 anhand eines SDS-Polyacrylamidgels darge-
stellt.
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Abb. 37: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE (4-12 %) der GDH-haltigen Proben nach den
jeweiligen Reinigungsschritten.

Far die biochemische Charakterisierung der rekombinanten GDH wurde auf diese Weise
gereinigtes Enzympréaparat verwendet. Alle Aktivitatstests wurden, soweit nicht anders

aufgeflhrt, mit B-D-Glucose als Substrat durchgefihrt.

3.1.4 Biochemische Charakterisierung der rekombinanten GDH

Die GDH aus B. subtilis wurde von Hilt et al. biochemisch charakterisiert®®®. Die spezi-
fische Aktivitat des rekombinanten gereinigten Enzyms lag bei 375 U/mg. Das pH-Opti-
mum war 8,5 und die Ky-Werte fir NAD und D-Glucose bei pH 8,0 und 25°C betrugen
0,11 bzw. 8,7 mM. Zu den verwendeten Puffern wurden keine Angaben gemacht. Die
kinetischen Konstanten des Wildtyp-Enzyms in 700 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,8 liegen nach
Fujita et al. bei 0,23; 0,26 und 42,9 mM fiir NAD, NADP und Glucose®®. Die Arbeitsgruppe
um Ramaley fand eine spezifische Aktivitdt des rekombinanten gereinigten Enzyms von
368 U/mg und einen Ky-Wert fiir D-Glucose von 4,8 mM bei pH 6,557,

3.1.4.1 Ermittlung des Temperaturoptimums der GDH

Zur Ermittlung des Temperaturoptimums der rekombinanten GDH wurde die Aktivitét des
Enzyms im Temperaturbereich von 5 bis 55°C in 5°C-Schritten photometrisch bestimmt
(Abb. 38).
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Abb. 38: Bestimmung des Temperaturoptimums der GDH. Die GDH-Aktivitat wurde im
Bereich von 5 bis 55°C gemessen.

Das Temperaturoptimum der GDH liegt nach Abb. 38 bei ca. 50°C.

3.1.4.2 Bestimmung des pH-Optimums der GDH

Zur Bestimmung des pH-Optimums der rekombinanten GDH wurde die Aktivitdt des
Enzyms im Bereich von pH 4 bis pH 10 mit drei verschiedenen Puffern gemessen (Tab.
15).

Tab. 15: Eingesetzte Puffer flr verschiedene pH-Bereiche zur Bestimmung des
pH-Optimums der rekombinanten GDH.

pH-Bereich Puffersubstanz [230 mM]
4,0-7,0 Citrat-Na,HPO,
7,0-8,5 TEA
8,5-10,0 Glycin-NaOH

Aus den photometrischen Messungen ergab sich die unten stehende Abb. 39.
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Abb. 39: Ermittlung des pH-Optimums der rekombinanten GDH mit den 0,23 M Puffern
Citrat-Na,HPQO,4, TEA und Glycin-NaOH. Zum Vergleich wurde das pH-Optimum der ADH,
ermittelt unter den gleichen Bedingungen, gestrichelt dargestellt. Fir eine tbersichtlichere

Darstellung wurden die Aktivitadten der ADH im MaBstab 1 : 3 aufgetragen.

Es ergibt sich ein pH-Optimum von 8,5 fir die rekombinante GDH. Weiterhin wurde
festgestellt, dass TEA-Puffer im Bereich des pH-Optimums besser geeignet ist als Glycin-
NaOH-Puffer. In Experimenten, bei denen neben der GDH die ADH zugegen ist, sollte ein

pH-Wert von 7,5 gewahlt werden.

3.1.4.3 Bestimmung der kinetischen Konstanten

Die Ermittlung der kinetischen Konstanten fur die rekombinante GDH erfolgte in 100 mM
TEA-Puffer pH 7,7. Fur den Cofaktor NADP wurde die Kinetik im Konzentrationsbereich
von 0 bis 2 mM NADP aufgenommen (Abb. 40).
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Abb. 40: Bestimmung des Ky-Wertes der rekombinanten GDH fir NADP.
Aus Abb. 40 ergibt sich ein Ky-Wert von 0,025 mM sowie ein Vpya-Wert von 60,2 U/mg.

Des Weiteren wurden die kinetischen Konstanten fir B-D-Glucose sowie flir NAD ermittelt.

Die folgende Tabelle fasst die ermittelten Werte zusammen.

Tab. 16: Zusammenfassung der kinetischen Konstanten fiir die rekombinante GDH.

Substrat Vimax [U/mg] Kn [mM]
B-D-Glucose 64,4 1,465
NADP 60,2 0,025
NAD 61,8 0,039

Die ermittelten Werte zeigen, dass die Spezifitdt der GDH fir NADP bzw. NAD unter den

gewahlten Bedingungen in der gleichen GréBenordnung liegt.

3.1.4.4 Einfluss von Metallionen auf die GDH-Aktivitat

Um den Einfluss von Metallionen auf die Aktivitat der rekombinanten GDH zu untersuchen,
wurden dem Puffer Cu®, Co?*, Mn?*, Mg®* und Zn** in Konzentrationen von jeweils 5, 10
und 15 mM zugesetzt (Abb. 41). Die Aktivitat der GDH wurde photometrisch bestimmt. Als
Kontrolle diente der Standardassay, welcher keine Metallionenzusatze enthielt. Die in
diesem Ansatz gemessene GDH-Aktivitat wurde gleich 100 % gesetzt.
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Abb. 41: Einfluss zweiwertiger Metallionen auf die Aktivitat der rekombinanten GDH. Dem
Puffer wurde Cu?*, Co®, Mn?*, Mg®* und Zn?* in Konzentrationen von jeweils 5, 10 und 15
mM zugesetzt. Als Standard wurde Puffer ohne Zusatz von Metallionen gewahlt. Die in
diesem Ansatz gemessene Aktivitat wurde gleich 100 % gesetzt.

Wie aus Abb. 41 zu erkennen ist, wird das Enzym durch die Anwesenheit von Cu®*-lonen

stark inhibiert. Co®*, Mn®* und Mg?* bewirken eine schwache Inaktivierung. Im Gegensatz

dazu wurde eine Zunahme der GDH-Aktivitat festgestellt, wenn im Puffer 10 mM Zn?*-

lonen geldst waren.

3.1.4.5

Vergleich der ermittelten biochemischen Daten mit Literaturangaben

Tab. 17 zeigt einen Vergleich der ermittelten biochemischen Eigenschaften der rekom-

binanten GDH aus B. subtilis mit Literaturangaben.

Tab. 17: Vergleich der ermittelten biochemischen Eigenschaften der GDH aus B. subtilis

mit Literaturwerten.

Hilt et al. ©° Ramaley et al. ®"! | Eigene Ergebnisse
pH-Optimum 8,5 - 8,5
Temperatur- ) ) 50°C
Optimum
Ku-Wert D-Glucose 8,7 mM 4,8 mM 1,5 mM
Kw-Wert NADP - - 0,03 mM
Ku-Wert NAD 0,11 mM - 0,04 mM
Spez. Aktivitat 375 U/mg 368 U/mg 295 U/mg

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass pH-Optimum sowie spezifische Aktivitat des rekombi-

nanten Enzyms in der gleichen GréBenordnung liegen wie die Literaturwerte. Die ermittel-
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ten Ky-Werte weichen von den Literaturwerten ab. Grund hierflr ist wahrscheinlich die
unterschiedliche Zusammensetzung der verwendeten Puffer sowie verschiedene pH-
Werte.

3.1.5 Untersuchung von Kreuzreaktionen

Um mdgliche Kreuzreaktionen von Substraten und Produkten der ADH-Reaktion mit der
GDH sowie Substraten und Produkten der GDH-Reaktion mit der ADH auszuschlieBen,
wurde der Einfluss von (R)-Phenylethanol sowie Acetophenon auf die Aktivitdt der GDH
und die potentielle Beeinflussung der ADH-Aktivitdt durch D-Glucose und 1,5-Glucono-

lacton untersucht.

Um die Auswirkungen von 1,5-Gluconolacton und D-Glucose auf die Aktivitat der ADH zu
testen, wurden diese Stoffe dem Standardassay in Konzentrationen von 0 bis 100 mM
zugesetzt. Die Enzymaktivitat wurde photometrisch bestimmt. Als Kontrolle wurde der
ADH-Standardaktivitatstest durchgefiihrt und die ermittelte Aktivitat gleich 100 % gesetzt
(Abb. 42).
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Abb. 42: Untersuchung des Einflusses von 1,5-Gluconolacton und D-Glucose auf die
Aktivitat der ADH.

Aus Abb. 42 wird ersichtlich, dass der Zusatz von 1,5-Gluconolacton sogar eine
Steigerung der ADH-AKktivitat zur Folge hat. D-Glucose in Konzentrationen bis ca. 40 mM
wirkt inhibierend auf die ADH, bei héheren Konzentrationen nimmt die Inhibierung jedoch
ab. Dieser Verlauf legt es allerdings nahe, dass es sich eher um unspezifische Effekte
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handelt, da es wenig wahrscheinlich ist, dass eine selektive Inhibierung eines Enzyms bei
héheren Konzentrationen verschwindet. Da Uberschiissige Glucose in lebenden Zellen gut
metabolisiert wird, hat eine mégliche hemmende Wirkung der Glucose bei der Durch-

fihrung von Ganzzellbiotransformationen keine negativen Folgen.

Des Weiteren wurde untersucht, ob Substrat und Produkt der von der ADH katalysierten
Reaktion, Acetophenon bzw. (R)-Phenylethanol, die Aktivitat der GDH beeinflussen. Auf-
grund der geringen Loslichkeit von Acetophenon und (R)-Phenylethanol in wassrigen
Systemen wurden GDH-Standardassays mit Acetophenon-Konzentrationen von 0 bis 30
mM bzw. (R)-Phenylethanol-Konzentrationen von 0 bis lediglich 10 mM durchgefuhrt.Die
Aktivitat der GDH im Standardassay ohne Zusatze wurde gleich 100 % gesetzt (Abb. 43).
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Abb. 43: Einfluss von Acetophenon und (R)-Phenylethanol auf die Aktivitat der GDH.

Wie Abb. 43 zeigt, sind Acetophenon und (R)-Phenylethanol im untersuchten Konzen-
trationsbereich keine Inhibitoren der GDH. Bei Einsatz geringer Konzentrationen wurde die
Enzymaktivitét sogar leicht erhéht.

Da keine gravierenden Wechselwirkungen zwischen 1,5-Gluconolacton und D-Glucose mit
der ADH sowie Acetophenon und (R)-Phenylethanol mit der GDH festzustellen sind,
kénnen die Umsetzungen im System mit beiden Enzymen ohne stérende Kreuzreaktionen

durchgeflihrt werden.
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3.1.6 Coexpression von ADH und GDH (pAW-3)

Um einen Ganzzellbiokatalysator zu erhalten, sollten adh und gdh hintereinander in den
Expressionsvektor pET-21a(+) (Novagen) kloniert werden (pAW-3, Abb. 44).

...Hindlll

pAW-3

6963 bps

Abb. 44: Vektorkarte von pET-21a(+) mit adh und gdh (pAW-3).

Far die Coexpression von ADH und GDH wurden pADH sowie das gdh-Gen, welches die
Restriktionsschnittstellen Sacl und Hindlll an seinen Enden trug, einer Restriktion mit Sacl
und Hindlll unterzogen. Nach Ligation der beiden DNA-Fragmente erfolgte die Transfor-
mation in kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen. Die Transformation flhrte zu einem
einzigen Klon. Die nachfolgende Sequenzanalyse dieses Klons nach erfolgter Plasmid-
isolierung bestatigte die korrekte Sequenz beider Gene.

Far die Expression wurde pAW-3 in kompetente BL21(DE3)-, Tuner(DE3)- und
Origami(DE3)-Zellen transformiert. Jeweils eine Einzelkolonie der Klone wurde in 5 ml
LBamp-Medium Uberimpft und tber Nacht geschittelt. AnschlieBend wurde 1 %ig in 100 ml
LBamp-Medium Uberimpft und nach Erreichen einer ODggo von 0,5 mit 1 mM IPTG die Gen-
expression induziert. Nach einer Induktionszeit von drei Stunden wurden die Zellen geern-
tet und mittels Ultraschall aufgeschlossen. AnschlieBend wurden Standard-Aktivitétstests
auf ADH- und GDH-Aktivitat durchgefihrt (Tab. 18). Alle Aktivitatstests erfolgten, soweit
nicht anders beschrieben, mit Acetophenon bzw. D-Glucose als Standardsubstrate.
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Tab. 18: Aktivitdten von ADH und GDH im Rohextrakt von pAW-3 in BL21(DES3)-,
Tuner(DE3)- bzw. BL21(DE3)-Zellen nach Ultraschallaufschluss sowie das Verhéltnis an
exprimierten Enzymen.

Stamm Akt. ADH Akt. GDH GDH/ADH
[U/mg] [U/mg] [%]
E. coliBL21(DE3)/pAW-3 41,6 12,9 31,1
E. coli Tuner(DE3)/pAW-3 40,6 11,2 27,5
E. coli Origami(DE3)/pAW-3 37,7 12,4 30,6

Die Gene werden beide in aktiver Form exprimiert. Allerdings ist die ADH-Aktivitat deutlich
hoher als die Aktivitat der GDH. Das Verhaltnis an exprimierter ADH zu exprimierter GDH
liegt bei ca. 3 : 1. Da die Enzymaktivitdten sowie das Verhéltnis GDH : ADH in E. coli
BL21(DE3)/pAW-3-Zellen am besten waren, wurden die weiteren Arbeiten mit diesem

System durchgefihrt.

3.1.7 Optimierung der Expressionsbedingungen

Um in den rekombinanten E. coli-Zellen eine méglichst hohe Expression an ADH und GDH
zu erzielen, wurden die Expressionsbedingungen beziglich IPTG-Konzentration, Induk-

tionsdauer und Induktionstemperatur optimiert.

Um die Auswirkungen der Konzentration an Induktor auf die Genexpression zu unter-
suchen, wurden die E. coli-Zellen angezogen und die Expression der beiden Gene mit ver-
schiedenen Mengen an IPTG im Bereich von 0,1 bis 2,0 mM induziert. Die aufgeschlos-
senen Zellen wurden anschlieBend auf ADH- und GDH-AKktivitat hin untersucht (Abb. 45).
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Abb. 45: Ermittlung der optimalen IPTG-Konzentration fir die Expression von pAW-3.
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Die hdéchsten spezifischen Enzymaktivititen wurden bei einer IPTG-Konzentration von
1,3 mM erzielt, wahrend die Aktivitdt bei einer Konzentration von 2,0 mM IPTG sehr

niedrig war.

Des Weiteren wurde die Dauer der Induktion variiert. Nach Induktion mit 1,3 mM IPTG
wurden die E. coli-Zellen flr 1, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 20 bzw. 24 h bei 30°C inkubiert. Nach
Aufschluss der Zellen mittels Ultraschall erfolgte die Messung der Enzymaktivitdten (Abb.
46).
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Abb. 46: Ermittlung der optimalen Induktionsdauer fir das System pAW-3.

Es stellte sich heraus, dass die ADH-Aktivitat nach einer Induktionsdauer von ca. 20 h ihr
Maximum erreicht, wahrend nach 3 h Induktion noch ca. 73 % der maximalen Aktivitat
erreicht wurden. Die Aktivitdt der GDH ist nach 3 bzw. 12 h Induktion am hdéchsten.
Innerhalb dieses Zeitraumes schwankt die Aktivitat nur geringfligig, abgesehen von dem
Wert nach 10 h Induktion, wobei es sich um einen Messfehler handeln durfte. Das
Verhaltnis an exprimierter GDH zu ADH ist nach 3 h Induktion relativ ausgeglichen, so
dass in weiteren Experimenten eine Induktionsdauer von 3 h gewahlt wurde.

Weiterhin wurde der Einfluss der Induktionstemperatur getestet. Die Inkubation der E. coli-
Zellen nach der dreistiindigen Induktion erfolgte bei verschiedenen Temperaturen (RT,
27°C, 30°C, 33°C, 37°C). AnschlieBend wurden die Aktivitaten von ADH und GDH photo-
metrisch gemessen (Abb. 47).
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Abb. 47: Bestimmung der optimalen Induktionstemperatur des Systems pAW-3.

Abb. 47 zeigt, dass die beste Expression des Systems bei Induktionstemperaturen von 30-
33°C erreicht wird. Die ADH zeigt nach Induktion bei 30°C ihre hdchste Aktivitat, wahrend
die GDH-AKktivitat nach Inkubation bei 33°C am aktivsten ist. Da die GDH-Aktivitat deutlich
geringer ist als die ADH-AKktivitat, erfolgte die Induktion der Gene in den nachfolgenden
Experimenten bei 33°C. Das Verhaltnis an exprimierter GDH zu ADH konnte auf diese

Weise verbessert werden.

Die Parameter fir eine optimale Expression von pAW-3 in E. coli BL21(DES3) sind in Tab.

19 zusammengefasst.

Tab. 19: Bedingungen fur die optimale Expression von pAW-3 in E. coli BL21(DES3).

Parameter Optima
Induktorkonzentration 1,3 mM
Induktionstemperatur 33°C

Induktionsdauer 3h

3.1.8 Bestimmung der Stabilitat des Rohextraktes

Zur Untersuchung der Stabilitadt des pAW-3-Rohextraktes nach Lagerung in 75 mM Tris-
HCI-Puffer pH 7,2 + 1 mM MgCl, bei unterschiedlichen Temperaturen erfolgte die Inku-
bation des Rohextraktes bei -15°C, 5°C, 20°C, 30°C, 37°C sowie 50°C. Nach bestimmten
Zeitabstanden wurden Proben entnommen und deren ADH- bzw. GDH-Aktivitat (Abb. 48,
Abb. 49) bestimmt.
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Abb. 48: Bestimmung der ADH-AKktivitat im Rohextrakt pAW-3 nach Inkubation bei
unterschiedlichen Temperaturen (-15 bis 50°C).
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Abb. 49: Bestimmung der GDH-AKktivitat im Rohextrakt pAW-3 nach Inkubation bei
unterschiedlichen Temperaturen (-15 bis 50°C).

Abb. 48 ist zu entnehmen, dass die Aktivitdt der ADH im Rohextrakt pAW-3 nach Inku-
bation bei -15°C, 5°C und 30°C nach 100 h noch etwa 50 % der Ausgangsaktivitat betragt.
Nach Lagerung des Rohextraktes bei 50°C nimmt die ADH-AKktivitadt nach sehr kurzer Zeit
auf ein Minimum ab. Lagerung bei 20°C und 37°C bewirkt eine Deaktivierung um ca. 75
bzw. 90 % nach 100 h Inkubation.
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Aus Abb. 49 wird ersichtlich, dass die Lagerung des Rohextrakts pAW-3 bei -15°C fir die
GDH-Aktivitdt am glnstigsten ist. Nach 100 h Lagerung sind noch ca. 60 % der Anfangs-
aktivitdt vorhanden. Auch hier bewirkt die Inkubation bei 50°C eine schnelle Deaktivierung
des Enzyms. Nach Lagerung des Rohextrakts bei 5°C und 20°C sind nach 100 h noch ca.
40 % der GDH-AKktivitat messbar, wahrend eine 100-stiindige Inkubation bei 30°C sowie
37°C zu einem Aktivitatsverlust von ca. 90 % flhrt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Lagerung des pAW-3-Rohextraktes bei
-15°C fur ADH sowie fir GDH am ginstigsten ist.

3.1.9 Trennung von ADH und GDH mittels Chromatographie

Mittels Hydrophober Interaktionschromatographie (HIC; Gelmaterial: Phenyl-650C, Tosoh)
konnten ADH und GDH aus E. coli BL21(DE3)/pAW-3 voneinander getrennt werden. An-
schlieBend wurden ADH und GDH mittels PD-10-S&ule (Pharmacia) bzw. Ultrafiltrations-
zelle (Amicon, Millipore) entsalzt und aufkonzentriert. Der Erfolg der Aufreinigung ist in
Tab. 20 dargestellt.

Tab. 20: Aufreinigung von ADH und GDH aus E. coli BL21(DE3)/pAW-3. Das Entsalzen
und Aufkonzentrieren nach dem Chromatographie-Schritt erfolgte bei der ADH mittels PD-
10-Saule und bei der GDH mittels Ultrafiltrationszelle (Amicon).

ADH GDH
Spez. Akt. Reinigungs- Spez. Akt. Reinigungs-
[U/mg] faktor [U/mg] faktor
Rohextrakt 38,7 1,0 16,8 1,0
Phenyl-650C 287,2 7,4 221,0 13,1
Amicon/PD-10 3474 9,0 255,0 15,1

In der folgenden Abbildung (Abb. 50) ist der Verlauf der Aufreinigung von ADH und GDH
anhand eines SDS-Polyacrylamidgels dargestellt.
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Abb. 50: Coomassie-geférbte SDS-PAGE (4-12 %) der ADH- bzw. GDH-haltigen Proben
nach den jeweiligen Reinigungsschritten.

Aus Abb. 50 wird deutlich, dass die beiden Enzyme erfolgreich getrennt wurden. Auffallig
beim Betrachten des SDS-Gels ist die unterschiedliche Laufstrecke der beiden Proteine.
Die Molekulargewichte von ADH und GDH unterscheiden sich nur geringfligig (ADH:
26780 Da, GDH: 28089 Da), so dass die beiden Proteine nicht oder nur schwach aufge-
trennt werden dirften. Die ADH-Bande zeigt im SDS-Gel die erwartete GréBe, wahrend
die GDH-Bande bei h6herem Molekulargewicht erscheint. Dieses Verhalten der GDH aus
B. subtilis wurde auch von Hilt et al. beobachtet!®?.

3.1.10 Umsetzungen im zellfreien System

3.1.10.1 Ermittlung des optimalen Enzymverhaltnisses

Um das optimale Enzymverhaltnis ADH : GDH herauszufinden, wurden Umsetzungen mit
dem Standardsubstrat Acetophenon im zellfreien System durchgefiihrt. Die gereinigten
Enzyme wurden in den Verhaltnissen ADH:GDH=1:1,2:1,3:1,5:1,10:1,1:2,1:
3,1:5und 1:10 eingesetzt.

Die Ansétze enthielten neben ADH und GDH in den oben genannten Verhéltnissen 20 mM
Acetophenon, 100 mM D-Glucose, 1 mM MgCl, und 100 uM NADP in 50 mM TEA-Puffer
pH 7,5. Die Inkubation der Ansédtze erfolgte bei 37°C unter leichtem Schutteln. Nach
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bestimmten Zeitabstdnden wurden Proben genommen und gaschromatographisch unter-
sucht. Die gebildete Menge an (R)-Phenylethanol wurde fur jeden Ansatz errechnet (Abb.
51).

(R)-Phenylethanol [umol/min]
n

0 . ; . ; . ; . ; . ;
0 2 4 6 8 10

ADH : GDH

Abb. 51: Bildung von (R)-Phenylethanol bei der Reduktion von Acetophenon in Ansatzen
mit verschiedenen Enzymverhaltnissen ADH : GDH.

Die Abbildung zeigt, dass stereoselektiive Reduktionen von Acetophenon mit einem
Uberschuss an ADH im Ansatz die besten Ausbeuten liefern. Werden ADH und GDH im
Verhaltnis 3 : 1 bzw. 10 : 1 eingesetzt, sind bereits nach 2 min Reaktionsdauer 100 % des
eingesetzten Acetophenons umgesetzt. Die Versuche mit ADH und GDH in den Verhalt-
nissen1:2,1:3,1:5und 1: 10 lieferten die langsamsten Umsetzungen. Hier war nach
10 min Reaktionsdauer das gesamte Acetophenon reduziert.

In den pAW-3-Zellen werden ADH und GDH im Verhaltnis 3:1 exprimiert. Dieses Verhalt-
nis ist nach dem oben beschriebenen Versuchsergebnis optimal fir die Durchflihrung von

Umsetzungen.

3.1.10.2 Umsetzungen verschiedener Ketone

Fir Umsetzungen der Substrate Acetophenon, 2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-dioxo-
hexansaure-tert-butylester im zellfreien System wurde das optimale Enzymverhaltnis
ADH : GDH = 3 : 1 gewahlt. Die Ansatze mit 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion
bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester enthielten neben 100 mM TEA-
Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl,, 100 mM D-Glucose und 1 mM NADP 1 U ADH sowie 0,3 U
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GDH pro ml. Alle Ansétze wurden bei 37 °C inkubiert. Die nach bestimmten Zeiten genom-

menen Proben wurden gaschromatographisch gemessen (Abb. 52).
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Abb. 52: Reduktion von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-
3,5-dioxohexansdure-tert-butylester mit ADH und GDH im zellfreien System. Die Ansatze
enthielten jeweils 1 U ADH sowie 0,3 U GDH.

Wahrend 10 mM Acetophenon und 15 mM 2,5-Hexandion von ADH kombiniert mit GDH
im Verhéltnis 3 : 1 vollstéandig reduziert worden sind, wurden nur ca. 9 % des eingesetzten
6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-butylesters nach 2 h Reaktionszeit umgesetzt. Alle Re-

duktionen verliefen stereoselektiv.

3.1.11 Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-3

3.1.11.1 Ganzzellumsetzungen von verschiedenen Ketonen im wéassrigen System

Zur Durchfiihrung von Ganzzellbiotransformationen wurden bei den Umsetzungen von
10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexanséure-
tert-butylester 5 mg Zellen pro ml Ansatz eingesetzt. Da Acetophenon und 2,5-Hexandion
bereits bei der ersten Probennahme vollstandig reduziert waren, wurden die Umsetzungen
dieser beiden Substrate mit 0,5 mg Zellen pro ml Reaktionsansatz wiederholt. Alle Anséatze
enthielten auBerdem 50 mM TEA-Puffer pH 7,5, 1 mM MgCl, sowie 100 mM D-Glucose
und wurden bei 37°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Einem Teil der Ansétze wurde
auBerdem 1 mM NADP zugesetzt. Des Weiteren wurde ein Teil der Zellen vor der
Umsetzung mit 10 ul/ml Toluol behandelt. Nach bestimmten Zeitabstanden wurden Proben
entnommen und mittels GC die Bildung der Alkohole detektiert (Abb. 53).
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Abb. 53: Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-3 von 10 mM Acetophenon,
15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester. Bei der
Umsetzung von 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester wurden 5 mg Zellen, bei der
Umsetzung von Acetophenon 0,5 mg Zellen pro ml Reaktionsansatz eingesetzt. Die
Reduktion von 2,5-Hexandion ist sowohl mit 5 als auch mit 0,5 mg Zellen pro ml Ansatz
dargestellt.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die Permeabilisierung der Zellmembran durch
Toluol nur in einigen Fallen einen Einfluss auf die Biotransformationen hat. So ist die
Umsetzung von Acetophenon ohne NADP-Zugabe und ohne Toluol-Behandlung besser
als nach Toluol-Behandlung, wéhrend die Reduktion von 2,5-Hexandion mit 0,5 mg
Zellen/ml mit NADP nach Permeabilisierung mit besseren Ausbeuten verlauft. Der Zusatz
von NADP zum Reaktionsansatz allerdings hat deutlich héhere Umsatzraten zur Folge.
Aus der Abbildung wird klar, dass Acetophenon von diesem System besser umgesetzt
wird als die anderen beiden Substrate. Acetophenon wird auch mit der geringen
Zellmenge von 0,5 mg/ml vollstdndig stereoselektiv reduziert. Hierbei ist allerdings zu
beachten, dass nur 10 mM Acetophenon eingesetzt wurden, wahrend von dem am
schlechtesten umgesetzten Substrat, 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester, 25 mM

im Ansatz enthalten waren.
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3.1.11.2 Ganzzellumsetzungen von Acetophenon in organisch-wassrigen Zwei-
phasensystemen

Ganzzellumsetzungen im wassrigen System haben den Nachteil, dass die Ld&slichkeit
vieler organischer Stoffe wie auch Acetophenon und Phenylethanol im wéssrigen Milieu
begrenzt ist. Das organische Milieu hingegen stellt fiir die meisten Enzyme ein Problem
dar. Ein geeigneter Kompromiss ware die Durchfihrung der Ganzzellumsetzungen in
einem organisch-wassrigen Zweiphasensystem. Um ein solches System zu etablieren,
wurden zunéachst verschiedene organische Lésungsmittel auf ihre Eignung als organische
Phase bei der Umsetzung von Acetophenon untersucht. Als Lésungsmittel wurden MTBE,
n-Butylacetat und Toluol ausgewahlt. Die wassrige Phase bestand aus 50 mM TEA-Puffer
pH 7,5 sowie 500 mM Glucose, wahrend sich die organische Phase aus dem jeweiligen
Lésungsmittel sowie 50 mM Acetophenon zusammensetzte. Die beiden Phasen wurden
im Verhéltnis 1 : 1 eingesetzt. Pro 100 ml Ansatz wurden 100 mg Zellen zugesetzt. Der
Ansatz mit MTBE als L&sungsmittel wurde zusatzlich mit permeabilisierten Zellen
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Zellen vor Reaktionsstart mit 10 pl/ml Toluol behandelt.
Die Durchfiihrung der Anséatze erfolgte bei 30°C und leichtem Schitteln. Nach bestimmten
Zeitintervallen wurden Proben genommen und mittels Gaschromatographie analysiert. Die
Zweiphasensysteme wurden anschlieBend mit dem wassrigen Einphasensystem
verglichen (Abb. 54).
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Abb. 54: Vergleich der gewéhlten organisch-wassrigen Zweiphasensysteme mit dem
wassrigen Einphasensystem bei der Umsetzung von Acetophenon mit E. coli BL21(DE3)-
Zellen. Die Ansatze im Zweiphasensystem enthielten 50 mM Acetophenon, wahrend im
wassrigen System nur 40 mM Acetophenon enthalten waren.

Die Abbildung zeigt, dass die Umsetzung in allen gewahlten organisch-wassrigen Zwei-
phasensystemen deutlich schlechter ist als im wassrigen Einphasensystem, die Umsatz-
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rate im Zweiphasensystem liegt bestenfalls bei ca. 50 % des rein wassrigen Systems.
Hierbei muss beachtet werden, dass im wassrigen System nur 40 mM Acetophenon im
Ansatz enthalten waren, wahrend den restlichen Anséatzen 50 mM zugesetzt wurden. Ein
Grund fir die schlechten Umsetzungen in organisch-wassrigen Zweiphasensystemen
kdnnte sein, dass die Zellen in organischen Lésungsmitteln nach kurzer Zeit lysieren. Der
gewdhlte Stamm scheint somit nicht fir Umsetzungen in organisch-wassrigen Zwei-
phasensystemen geeignet zu sein.

3.1.12 Coexpression von GDH und ADH (pAW-4)

Das Konstrukt pAW-3 enthélt adh als erstes Gen und im Anschluss an eine ribosomale
Bindungsstelle das gdh-Gen. In diesem System wird die ADH ca. dreimal so stark
exprimiert wie die GDH. Um die Auswirkungen auf die Aktivitdten der beiden Gene zu
untersuchen, wenn das gdh-Gen an erster Stelle im Vektor direkt hinter dem Promotor sitzt
und das adh-Gen im Anschluss an eine ribosomale Bindungsstelle hinter dem gdh-Gen,
wurde ein Konstrukt entwickelt, welches die Gene in umgekehrter Reihenfolge zu pAW-3
enthalt (P AW-4; Abb. 55).

...Hindlll

pAW-4

6951 bps

Abb. 55: Vektorkarte von pET-21a(+) mit gdh und adh (pAW-4).

Fir die Konstruktion dieses Systems wurden spezifische Primer mit integrierten Restrik-
tionsschnittstellen synthetisiert. Dem gdh-Gen sollten die Schnittstellen Ndel und BamHl,
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dem adh-Gen Sacl und Hindlll an den Genenden eingefligt werden. Diese Primer wurden
in PCR-Anséatzen eingesetzt.

Der Vektor pET-21a(+) (Novagen) und das Uber PCR amplifizierte gdh-Gen wurden einer
Restriktion mit Ndel und BamHI unterzogen. Die gesamten Anséatze wurden auf ein préapa-
ratives 0,8 %iges Agarosegel aufgetragen, die Banden ausgeschnitten und aus dem Gel
eluiert. Auf die Ligation der beiden DNA-Fragmente folgte die Transformation in kompe-
tente E. coli XL1-Blue-Zellen. Nach erfolgreicher Transformation wurden 16 der Klone tber
Schnellisolierung der Plasmid-DNA (Miniprep-Kit, Qiagen) auf korrekte Ligation hin
gepruft. Dabei wurde ein Aliquot der Plasmid-DNA durch Restriktion mit den Enzymen
Ndel und BamHI geschnitten und Uber Elektrophorese im 0,8 %igen Agarosegel aufge-
trennt. Zwei der 16 Klone zeigten den pET-21a(+) Vektor und das Gen in der erwarteten
GréBe.

Das amplifizierte adh-Gen, das an den Enden die Restriktionsschnittstellen Sacl und
Hindlll enthielt, und der gdh-enthaltende pET-21a(+)-Vektor wurden mit den Restriktions-
enzymen Sacl und Hindlll verdaut und die Banden ebenfalls nach Auftragen des
gesamten Restriktionsansatzes auf ein 0,8 %iges Agarosegel ausgeschnitten und eluiert.
Nach der Ligation wurde das Konstrukt in kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen transfor-
miert. Zwolf der Klone wurden Uber Isolierung der Plasmid-DNA mit Hilfe des Miniprep-Kits
(Qiagen) Uberpriift. Die Plasmide wurden mit Sacl und Hindlll verdaut und anschlieBend
elektrophoretisch im 0,8 %igen Agarosegel aufgetrennt. Drei der Klone zeigten Vektor und
adh-Gen in der erwarteten GréBe. Aliquots dieser Klone wurden sequenziert. Einer der
Klone zeigte die richtige Sequenz beider Gene.

Das Plasmid mit der korrekten Sequenz (pAW-4) wurde flr die Expression in die
Expressionsstdmme E. coli Tuner(DE3), BL21(DE3) und Origami(DE3) (alle von Novagen)
transformiert. 5 ml LBy, wurden mit jeweils einer Einzelkolonie angeimpft und tber Nacht
bei 30°C und 120 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde 1 %ig in jeweils 100 ml LB, Uber-
impft, bis zur ODggo von 0,5-0,7 bei 30°C und 120 rpm wachsen lassen, mit 1,3 mM IPTG
induziert und far 3 h bei 33°C und 120 rpm inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und per
Ultraschall aufgeschlossen. AnschlieBend wurden Tests auf ADH- und GDH-Aktivitat
durchgefihrt (Tab. 21).
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Tab. 21: Aktivitdten von ADH und GDH sowie Enzymverhaltnis in verschiedenen
Expressionsstammen, die pAW-4 enthalten.

Stamm Akt. ADH Akt. GDH ADH/GDH [%]
[U/mg] [U/mg]
E. coliBL21(DE3)/pAW-4 13,77 58,01 27,7
E. coli Tuner(DE3)/pAW-4 9,14 32,90 23,7
E. coli Origami(DE3)/pAW-4 5,29 17,28 30,6

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass die ADH in diesem Konstrukt viel schwéacher expri-
miert wird als in pAW-3, wahrend die Expressionsrate der GDH stark zugenommen hat.
Das Enzymverhaltnis ist in pAW-4 genau umgekehrt im Vergleich zu pAW-3. Daraus lasst
sich schlieBen, dass das Gen, welches im Vektor pET-21a(+) direkt hinter dem Promotor
sitzt, etwa dreimal so stark exprimiert wird wie das darauf folgende Gen.

Da die Aktivitdten beider Enzyme im Wirtstamm E. coli BL21(DE3) deutlich héher waren
als in den anderen beiden Stammen, wurden die weiteren Arbeiten mit diesem Stamm

durchgefuhrt.

3.1.13 Ganzzellumsetzungen von verschiedenen Ketonen mit E. coli
BL21(DE3)/pAW-4

Die Durchfihrung der Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-4 erfolgte bei
37°C unter leichtem Schitteln mit 1 mM MgCl, und 100 mM D-Glucose in 50 mM TEA-
Puffer pH 7,5. Einem Teil der Ansatze wurde 1 mM NADP zugesetzt. Als Substrate
wurden 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion bzw. 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxo-
hexansaure-tert-butylester eingesetzt. Alle Anséatze enthielten 5 mg Zellen pro ml Ansatz.
Da die Umsetzungen von Acetophenon und 2,5-Hexandion schon bei der ersten Proben-
nahme vollstandig abgelaufen waren, wurden diese Ansatze mit 0,5 mg Zellen pro ml
Ansatz wiederholt. Um die Zellmembran zu permeabilisieren, wurde ein Teil der Zellen vor
der Umsetzung mit Toluol inkubiert. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden den
Ansatzen Proben entnommen und mittels Gaschromatographie auf die Bildung der
Alkohole untersucht (Abb. 56).
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Abb. 56: Ganzzellumsetzung von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion sowie
25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit E. coli BL21(DE3)/pAW-4. Ein Teil
der Zellen wurde vor der Umsetzung mit Toluol behandelt. Die Umsetzungen erfolgten mit

und ohne NADP-Zusatz. Der Acetophenon-Ansatz enthielt 0,5 mg, der 6-Chlor-3,5-

dioxohexansaure-tert-butylester-Ansatz 5 mg Zellen pro ml Ansatz. Die Umsetzung von
2,5-Hexandion ist mit 0,5 und 5 mg Zellen pro ml Ansatz dargestellt.

Die Abbildung zeigt, dass die Behandlung der E. coli BL21(DE3)/pAW-4-Zellen mit Toluol
einen nur vernachlassigbaren Einfluss auf die Umsetzung der eingesetzten Substrate hat.
Der Zusatz von NADP dagegen bewirkt stark erhdhte Umsatzraten. Beim Vergleich der
Substrate fallt auf, dass Acetophenon mit Abstand am besten von den Zellen umgesetzt
wird und dass 15 mM 2,5-Hexandion besser umgesetzt werden als 25 mM 6-Chlor-3,5-
dioxohexansaure-tert-butylester. Sowohl Acetophenon als auch 2,5-Hexandion konnten
mit 100 % Ausbeute umgesetzt werden. Die Reduktion von Acetphenon lief sogar mit der
reduzierten Zellmenge von 0,5 mg/ml vollstdndig ab. Alle Alkohole wurden mit 100 % ee
gebildet.

3.1.14 Vergleich der Systeme E. coli BL21(DE3)/pAW-3 und pAW-4

Die beiden Stamme E. coli BL21(DE3)/pAW-3 und pAW-4 wurden anhand der Umsetzung
von Acetophenon verglichen (Abb. 57).
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Abb. 57: Vergleich der Stdmme E. coli BL21(DE3)/pAW-3 und pAW-4 anhand der
Ganzzellumsetzung von Acetophenon. Eingesetzt wurden 0,5 mg Zellen pro ml Ansatz.

Wie der Abbildung zu entnehmen ist, verlaufen die Umsetzungen mit E. coli
BL21(DE3)/pAW-3 besser. Wahrend Acetophenon von E. coli BL21(DE3)/pAW-3-Zellen
nach Permeabilisierung und NADP-Zusatz schon nach 10 min vollstédndig reduziert wurde,
war dies mit E. coli BL21(DE3)/pAW-4-Zellen bei gleichen Bedingungen erst nach 20 min
der Fall. Das im zellfreien System ermittelte optimale Enzymverhaltnis ADH : GDH = 3 : 1
liegt in E. coli BL21(DE3)/pAW-3-Zellen vor. Mit diesem Stamm sind héhere Umsatzraten
maoglich. Damit wurde das optimale Enzymverhaltnis bestétigt.

3.1.15 Zusammenfassung der Systeme pAW-3 und pAW-4

Flr die Enzyme ADH und GDH wurde ein optimales Enzymverhaltnis von 3 : 1 ermittelt.
Dieses Verhaltnis liegt im Stamm E. coli BL21(DE3)/pAW-3 vor. Obwohl auch E. coli BL21
(DE3)/pAW-4-Zellen die drei eingesetzten Substrate sehr schnell reduzieren, sind die
Umsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-3 deutlich besser. Auch ohne Zusatz von NADP
sind Umsetzungen mdoglich, allerdings verlaufen diese deutlich schlechter. Ein weiterer
Vorteil des Systems ADH-GDH ist die Ausnutzung des preiswerten Substrats D-Glucose.
Ein Nachteil des Systems ist die Ansduerung des Reaktionsmediums bei Umsetzungen im
gréBeren MaBstab durch die Bildung von D-Gluconsaure.
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3.2 Cofaktorregenerierung durch Malic Enzyme (MAE): System
ADH-MAE (pAW-5)

Das am haufigsten angewandte Enzym flr die Regenerierung von Nicotinamid-Cofaktoren
ist die FDH. Wie bereits erwahnt, weist sie wichtige Vorteile auf wie die Irreversibilitat der
Reaktion, die Bildung des Gases CO, als einzigem Produkt und der niedrige Preis des
Substrats Formiat. Nachteile sind allerdings die geringe spezifische Aktivitat sowie die
strikte NAD-Spezifitdt der FDH. Bei der Recherche nach weiteren NADPH-regenerie-
renden Enzymen fir die Konstruktion von Coexpressionssystemen wurde darauf geachtet,

die oben genannten Vorteile soweit wie mdglich zu nutzen.

Als alternatives NADPH-regenerierendes Enzym wurde Malic Enzyme (MAE) aus E. coli
ausgewahlt. Dieses Enzym katalysiert die Decarboxylierung von L-Malat zu Pyruvat (Abb.
58).

O OH O

B MAE
HO)WOH + NADP* )H(OH + COz + NADPH + H*
o) o)
L-Malat Pyruvat

Abb. 58: Decarboxylierung von L-Malat zu Pyruvat durch Malic Enzyme (MAE).

Aufgrund der Decarboxylierung ist diese Reaktion nahezu irreversibel, was die Gleich-
gewichtslage der Reaktion glnstig beeintrachtigt und flr einen permanent hohen Level an
NADPH sorgt. Weitere Vorteile sind der niedrige Preis von Malat, die Verfligbarkeit des
Gens und die Méglichkeit der homologen Expression. Das NADP-abhangige MAE wurde
bisher noch nicht flr die Cofaktorregenerierung eingesetzt. Abb. 59 zeigt das System,
indem ADH und MAE gekoppelt sind.

N

NADPH + H* NADP*

o o

)H(OH + CO,

o)

&
M(

Abb. 59: Kopplung von ADH und MAE als NADPH-regenerierendes Enzym.
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3.2.1 Isolierung des mae-Gens

Far die Herstellung eines alternativen Cofaktorregenerierungs-Systems, welches ADH aus
L. kefir sowie MAE aus E. coli enthalten sollte, wurde das mae-Gen aus E. coli K12 isoliert.
Das mae-Gen sollte die Restriktionsschnittstellen Xhol und Avrl an seinen Enden tragen.
Hierzu wurden anhand der aus der Literatur bekannten Sequenz® spezifische Primer
konstruiert und in einer PCR eingesetzt. Das PCR-Produkt wurde sequenziert; es konnte
die gesamte 2280 bp lange mae-Sequenz gelesen werden.

3.2.2 Coklonierung von ADH und MAE

Fir die Coexpression von ADH und MAE wurde der Expressionsvektor pETDuet-1
(Novagen) gewahlt. Dieser Vektor enthédlt neben einem Ampicillin-Resistenzgen zwei
multiple Klonierungsstellen, denen jeweils ein T7-Promotor sowie eine ribosomale
Bindungsstelle vorausgeht. Der T7-Terminator sitzt am Ende der zweiten multiplen Klonie-
rungsstelle. Der Vektor ist fir die Coexpression zweier Gene optimal geeignet.

Fir das adh-Gen wurden Primer konstruiert, die dem Gen die Restriktionsschnittstellen
Sacl und Notl an den Enden anfligen sollten. Diese Primer wurden in einer PCR
eingesetzt. Das aufgereinigte PCR-Produkt sowie der Vektor pETDuet-1 wurden
anschlieBend einer Restriktion mit den Restriktionsenzymen Sacl und Notl unterzogen.
Die DNA-Fragmente wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und nach Ligation in den
kompetenten Expressionsstamm E. coli XL1-Blue transformiert. Zehn der Klone wurden
mittels Isolierung der Plasmid-DNA auf korrekte Ligation hin untersucht. Die adh-Sequenz
einer der Klone (o DLKADH) wurde durch Sequenzanalyse bestatigt.

AnschlieBend erfolgten Restriktionsansatze von pDLKADH und dem mae-PCR-Produkt
mit den Restriktionsenzymen Xhol und Avrl. Nach der Gelelektrophorese erfolgten die
Ligation der aus dem Gel extrahierten DNA-Fragmente und die Transformation in kompe-
tente E. coli XL1-Blue-Zellen. Von den nach Selektion auf LB,np-Platten resultierenden
Kolonien wurden 10 Klone ausgewahlt und in jeweils 5 ml LB;m,-Medium Uber Nacht
angezogen. Aus den Kulturen wurde die Plasmid-DNA isoliert, welche nach Restriktion auf
einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt wurde. Finf der Klone zeigten Fragmente
in der erwarteten GréBe. Die Sequenzierung eines dieser Klone (pAW-5; Abb. 60)
bestatigte die korrekte Gensequenz von adh und mae.



90 Ergebnisse

T Avill

Abb. 60: Vektorkarte des Expressionsvektors pETDuet-1 (Novagen) mit adh aus L. kefir
und mae aus E. coli. Jedem dieser Gene geht ein T7-Promotor voraus.

3.2.3 Expression von pAW-5
Flr die Expression wurde der Vektor pAW-5 in kompetente E. coli BL21(DE3)-Zellen

transformiert.

Zur Optimierung der Expressionsbedingungen wurde jeweils eine Einzelkolonie E. coli
BL21(DE3)/pAW-5 in 5 ml LByy, Uberimpft und fur 16 h bei 37°C geschittelt. 24 Kolben
mit jeweils 30 ml LBy, wurden 1 %ig mit dieser Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C
geschuttelt. Bei einer ODggo von ca. 0,5 wurde mit 25, 50, 100 bzw. 1000 pM IPTG
induziert und bei 30 bzw. 37°C geschuttelt. Die Ernte der Kulturen erfolgte nach 1,5; 3
bzw. 16,5 h Wachstum. AnschlieBend wurden die Zellen mit Glasperlen aufgeschlossen.
Die Rohextrakte wurden auf MAE- und ADH-Aktivitat getestet (Abb. 61).
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Abb. 61: Aktivitaten von ADH (links) und MAE (rechts) nach Variation der IPTG-
Konzentration, der Induktionsdauer und -temperatur. Die gestrichelten Linien stellen die
Expression bei 37 °C dar, die durchgezogenen Linien die Expression bei 30°C.

Aus dieser Abbildung wird deutlich, dass die ADH-Aktivitat sehr viel niedriger ist als die
Aktivitdt von MAE. Aus diesem Grund war das Ziel der Expressionsoptimierung eine
maoglichst hohe ADH-Aktivitat sowie ein soweit wie moglich ausgeglichenes Verhéltnis an
exprimierten Enzymen. Da aus dieser Abbildung ersichtlich wird, dass die ADH-Aktivitat
nach Induktion bei 30°C wesentlich héher ist als nach Induktion bei 37°C, wurde ein
erneuter Versuch zur Expressionsoptimierung durchgefiihrt, bei dem die IPTG-
Konzentration sowie die Induktionsdauer variiert wurden und die Induktionstemperatur
30°C betrug. Hierzu wurden 5 ml LB,yn, mit E. coli BL21(DE3)/pAW-5 angeimpft, Uber
Nacht bei 37°C geschittelt und anschlieBend 1 %ig in 12 Kolben mit 30 ml LBgmp
Uberimpft. Nach Erreichen einer ODgg von ca. 0,5 wurde mit 50, 100, 500 bzw. 1000 uM
IPTG induziert und bei 30°C geschuttelt. Die Zellernte erfolgte nach 2,5; 4,5 bzw. 16 h.
Nach einem 40 %igen Aufschluss mit Glasperlen wurden Enzymtests auf MAE- und ADH-
Aktivitat durchgefihrt (Abb. 62).
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Abb. 62: Expressionsoptimierung des Systems pAW-5. Die spezifischen Aktivitdten von
ADH und MAE nach Induktion bei 30°C und verschiedenen Erntezeitpunkten wurden
gegen die Induktorkonzentrationen aufgetragen. Fir eine Ubersichtlichere Darstellung

wurde die doppelte ADH-Aktivitat aufgetragen.

Die Abbildung zeigt, dass die maximale ADH-Aktivitdt nach 2,5-stlindiger Induktion mit
100 uM IPTG erzielt wurde. Die MAE-Aktivitat ist bei diesen Bedingungen auch relativ gut.
Um ein mdglichst ausgeglichenes Enzymverhaltnis zu erhalten, missen Bedingungen
gewahlt werden, wo die Aktivitdt der ADH mdglichst hoch ist, wéhrend die MAE-Aktivitat
relativ niedrig ist. Dieses Kriterium wird erfillt bei einer Induktion mit 1 mM IPTG und
einem Erntezeitpunkt nach 18 h. Hier betragt die Aktivitdt der ADH 91 % des Maximal-
wertes, wahrend die MAE-Aktivitat nur 40 % betragt.

Unter diesen Bedingungen erfolgte die Anzucht von Zellen im gr6Beren MaBstab. Hierzu
wurden 4,5 | LBamp-Medium 1 %ig mit E. coli BL21(DE3)/pAW-5 angeimpft. Nach Wachs-
tum bei 37°C und Erreichen einer ODgg von ca. 0,5 wurde mit 1 mM IPTG induziert und
fir 17 h bei 30°C und 120 rpm inkubiert. Es konnten 24,5 g Zellen geerntet werden. Nach
40 %igem Aufschluss mittels Ultraschall erfolgten Tests auf ADH- und MAE-AKktivitat. Die
ADH hatte im Rohextrakt eine Aktivitat von 27,2 U/ml, wahrend die Aktivitdit des MAE
361,3 U/ml war. Das Verhaltnis von MAE zu ADH in E. coli BL21(DE3)/pAW-5 ist demnach

unter den gewdhlten Bedingungen ca. 13 : 1.

3.2.4 Trennung von ADH und MAE mittels Chromatographie

Um die biochemischen Eigenschaften von MAE zu ermitteln sowie zur Durchfihrung von

Umsetzungen mit isolierten Enzymen war es notwendig, ADH und MAE voneinander zu
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trennen. Dies geschah mittels Hydrophober Interaktionschromatographie. Als Gelmaterial
wurde Phenyl-650C (Tosoh), welches mit 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 + 1,5 M (NH,).SO,
gespult wurde, verwendet. Die ADH eluierte vor MAE von der Saule. Die Elution gelang
durch Verringerung der (NH,).SO4-Konzentration mittels eines linearen Gradienten. Es
wurden Standard-Aktivitatstests durchgefthrt, um die Aktivitditen von ADH und MAE zu
bestimmen (Tab. 22 bzw. Tab. 23). Da fir die weiteren Arbeiten mdglichst reines MAE-
Enzympréparat bendtigt wurde, erfolgte ein weiterer Reinigungsschritt. Hierzu wurden die
aktiven MAE-Fraktionen nach dem ersten Reinigungsschritt durch Anionenaustausch-
Chromatographie mittels Q-Sepharose FF (Pharmacia) weiter aufgereinigt. Die Elution der
Proteine erfolgte nach Aquilibrieren der Saule mit 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 durch
Anlegen eines linearen Gradienten von 0-1 M NaCl.

Tab. 22: Partielle Aufreinigung der ADH aus dem Rohextrakt von E. coli BL21

(DE3)/pAW-5.
ADH
Reinigungs- Akt. Protein Akt. Reinigungs-
schritt [U/mI] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 8,47 6,15 1,38 1,0
Phenyl-650C 1,11 0,19 5,94 4,3

Tab. 23: Partielle Aufreinigung von MAE aus dem Rohextrakt von E. coli BL21
(DE3)/pAW-5.

MAE
Reinigungs- Akt. Protein Akt. Reinigungs-
schritt [U/mI] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 213,24 19,10 11,16 1,0
Phenyl-650C 100,50 3,10 32,42 2,9
Q-Sepharose FF 40,64 0,88 46,28 4.1

Die erfolgreiche Trennung der beiden Proteine wurde mittels SDS-PAGE dokumentiert
(Abb. 63).
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Abb. 63: SDS-PAGE gefarbt mit Simply Blue SafeStain (Invitrogen), aufgetragen sind
Rohextrakt E. coli BL21(DE3)/pAW-5, Fraktionen nach Hydrophober Interaktions-
Chromatographie, die MAE bzw. ADH enthalten, sowie eine MAE-haltige Probe nach
Anionenaustausch-Chromatographie.

Die SDS-PAGE zeigt, dass die ADH im Stamm E. coli BL21(DE3)/pAW-5 nur sehr
schwach exprimiert wird, was auch an der geringen spezifischen Aktivitdt des Enzyms zu
erkennen ist. MAE war nach dem zweiten Aufreinigungsschritt weitgehend sauber. Aus
diesem Grund konnte dieses Enzympraparat fir die biochemische Charakterisierung des

Enzyms verwendet werden.

3.2.5 Biochemische Charakterisierung des rekombinanten MAE

Zur biochemischen Charakterisierung von MAE aus E. coli wurde das Enzym von lwakura
et al. gereinigt®. Das gereinigte Enzym hatte eine spezifische Aktivitdt von 94,5 U/mg.
Das pH-Optimum des Enzyms lag bei 7,8 und der Ky-Wert fir L-Malat bei pH 7,4 betrug
2,3 mM. Laut Sanwal und Smando liegt das pH-Optimum von MAE in 100 mM Tris-HCI-
Puffer bei 8,2 bis 8,4 und die spezifische Aktivitat des gereinigten Enzyms bei 30 U/mg!®.

Der Ky-Wert fiir NADP liegt nach Sanwal bei 0,0075 mM®*.

3.2.5.1 Bestimmung des Temperaturoptimums von MAE

Um das Temperaturoptimum des rekombinanten MAE zu ermitteln, wurde die Aktivitat des
Enzyms im Bereich von 5 bis 56 °C photometrisch gemessen.
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Abb. 64: Bestimmung des Temperaturoptimums von MAE. Die Aktivitat wurde im Bereich
von 5 bis 56°C gemessen.

Abb. 64 ist zu entnehmen, dass das Temperaturoptimum des Enzyms bei 48°C liegt.

3.2.5.2

Bestimmung des pH-Optimums von MAE

Die Ermittlung des pH-Optimums von MAE konnte ausschlieBlich in Tris-HCI-Puffer ge-

schehen, da sich zeigte, dass das Enzym in anderen Puffern ausgesprochen instabil ist.
Aus diesem Grund wurde die MAE-AKktivitat lediglich in 100 mM Tris-HCI-Puffer im Bereich

pH 7,2 bis 8,8 gemessen (Abb. 65).
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Abb. 65: Ermittlung des pH-Optimums von MAE in 100 mM Tris-HCI-Puffer im pH-Bereich
7,2 bis 8,8. Zum Vergleich wurde das pH-Optimum der ADH (gestrichelte Kurve)

aufgetragen.
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Im gewdhlten pH-Bereich &ndert sich die MAE-AKktivitdt nur um ca. 11 % und lasst daher
keine eindeutige Aussage Uber ein definiertes pH-Optimum des Enzyms zu. Arbeiten in
Gegenwart von MAE und ADH kénnen demnach beim pH-Optimum der ADH, also bei
pH 7,0, durchgefiihrt werden.

3.2.5.3 Bestimmung der kinetischen Konstanten

Die Aufnahme von Michaelis-Menten-Kinetiken fir die wichtigsten Substrate diente der
Ermittlung der kinetischen Konstanten von MAE. Die Durchflhrung der Experimente
erfolgte mit Standardpuffer (100 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,45), 1 mM MnCl, und 50 mM
KCI bei 30°C.

Um den Ky-Wert fir NADP zu bestimmen, wurde die MAE-Aktivitat mit 0 bis 1 mM NADP
ermittelt (Abb. 66).

Akt. [U/mg]

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
¢ (NADP) [mM]

Abb. 66: Bestimmung des Ky-Wertes fir NADP. Die MAE-Aktivitat wurde mit 0 bis 1 mM
NADP gemessen.

Der Ky-Wert fur NADP betragt nach Abb. 66 0,02 mM, als Vn.-Wert ergibt sich 36,2 U/mg.

Des Weiteren wurden fir L-Malat sowie DL-Malat die Ky-Werte gemessen, Tab. 24 fasst

die Ergebnisse zusammen.
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Tab. 24: Kinetische Konstanten von MAE fiir NADP, L-Malat und DL-Malat.

Substrat Vimax [U/mg] Ku [mM]
NADP 36,2 0,02
L-Malat 59,5 14,25

DL-Malat 12,0 17,55

Bis zu einer Konzentration von 50 mM L-Malat war keine Substratliberschuss-Inhibierung
festzustellen. Der Vergleich von L- und DL-Malat zeigt allerdings einen deutlich niedrigeren
Vmax-Wert bei Einsatz des Racemats. Dies spricht dafiir, dass das D-Enantiomer ein nicht-
kompetitiver Inhibitor des Enzyms ist. Untersuchungen zur Bestimmung eines Ky-Wertes
fir NAD zeigten, dass die Aktivitat von MAE mit NAD vernachléssigbar ist.

3.2.5.4 Vergleich der ermittelten biochemischen Daten mit Literaturangaben

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick (ber die ermittelten biochemischen
Eigenschaften des rekombinanten MAE im Vergleich zu den Literaturdaten fir das native
Enzym (Tab. 25).

Tab. 25: Vergleich der ermittelten biochemischen Eigenschaften des rekombinanten MAE
mit Literaturangaben fir das native Enzym.

lwakura et al. Sanwal et al. Eigene
[el [0, 911 Ergebnisse
pH-Optimum 7,8 8,2-8,4 -
Temperatur-Optimum - - 48°C
Ku-Wert L-Malat 2,3 mM - 14,25 mM
Ku-Wert NADP - 0,0075 mM 0,02 mM
Spez. Aktivitat 94,5 U/mg 30 U/mg 45,28 U/mg

Wie die Tabelle zeigt, ist die ermittelte spezifische Aktivitdt des rekombinanten MAE
niedriger als die Literaturangaben flr das native Enzym. Grinde dafiir sind, dass das
Enzym im Lauf der vorliegenden Arbeit nicht homogen aufgereinigt wurde und dass zwei
Enzyme coexprimiert wurden. Durch die Coexpression von MAE mit ADH werden beide
Enzyme im Vergleich zur Expression eines einzigen Proteins mit geringeren Raten
exprimiert. Die ermittelten Ky-Werte weichen von den Literatur-bekannten Werten ab, was
an unterschiedlichen Puffern liegen kénnte.
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3.2.6 Untersuchung von Kreuzreaktionen

Um stérende Kreuzreaktionen auszuschlieBen, wurde der Einfluss von L-Malat und
Pyruvat auf die ADH sowie von Acetophenon und Phenylethanol auf MAE untersucht.

3.2.6.1 Untersuchung des Einflusses von L-Malat und Pyruvat auf die ADH

Der mdgliche Einfluss von L-Malat auf die ADH-Aktivitdt wurde untersucht, indem dem
ADH-Standardassay 50 mM bzw. 100 mM L-Malat zugesetzt wurden. Als Kontrolle wurde
der ADH-Standardassay ohne Zuséatze durchgefihrt (Tab. 26).

Tab. 26: Einfluss von 50 bzw. 100 mM L-Malat auf die ADH-Aktivitat.

Assay Akt. [U/mg]
Standard 119,09
+ 50 mM L-Malat 121,65
+ 100 mM L-Malat 93,69

Wie die Tabelle zeigt, hat der Zusatz von 50 mM L-Malat keine Auswirkungen auf die
Aktivitdt der ADH. Die Anwesenheit von 100 mM L-Malat bewirkte jedoch eine
Erniedrigung der Aktivitdt um ca. 21 %. Da bei den Umsetzungen aber nur 30 mM L-Malat
eingesetzt wurden, sollte keine Beeinflussung der ADH-Aktivitat auftreten.

Aufgrund der hohen Absorption von Pyruvat bei 340 nm konnte die potentielle Inhibierung
von Pyruvat auf die ADH nicht photometrisch gemessen werden. Die Durchfihrung dieses
Experiments geschah in 100 mM TEA-Puffer pH 7,0 mit 1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 5 mM
KCI, 30 mM L-Malat, 10 mM Acetophenon, 1 mM NADP, 0,1 U ADH, 0,2 U MAE sowie
100 mM Pyruvat in einem Gesamtvolumen von 1 ml bei 37°C unter Schitteln. Nach
bestimmten Zeiten wurden dem Ansatz Proben entnommen, mittels Ethylacetat extrahiert
und die organische Phase im Gaschromatographen analysiert (Abb. 67).
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Abb. 67: Umsetzung von Acetophenon zu (R)-Phenylethanol unter Zusatz von 100 mM

Pyruvat im Reaktionsansatz zur Uberprifung von méglichen stérenden Einflissen. Zum

Vergleich wurde die gebildete (R)-Phenylethanol-Menge im Standardansatz ohne Zusatz
von Pyruvat aufgetragen (gestrichelte Kurve).

Abb. 67 zeigt, dass nach 2 h Reaktionszeit das gesamte eingesetzte Acetophenon
reduziert wurde. Beim entsprechenden Versuch ohne Zusatz von Pyruvat (gestrichelte
Kurve) war die vollstandige Umsetzung von Acetophenon ebenfalls nach 2 h erreicht. Bei
kirzerer Reaktionszeit von 1 h sind ohne Pyruvat 96 % an (R)-Phenylethanol entstanden,
wéahrend in Anwesenheit von Pyruvat ein leicht verminderter Umsatz von 92 % festzu-
stellen war. Dies zeigt, dass die Umsetzung von Acetophenon bei Anwesenweit von
Pyruvat kaum beeinflusst wird.

3.2.6.2 Untersuchung des Einflusses von Acetophenon und Phenylethanol auf
MAE

Um den Einfluss von Acetophenon bzw. Phenylethanol auf die Aktivitat von MAE zu
untersuchen, wurden Standardassays mit Zusatzen von 15 mM Acetophenon bzw. 15 mM
(R,S)-Phenylethanol durchgefihrt. Als Kontrolle diente der Standardassay (Tab. 27).

Tab. 27: Einfluss von Acetophenon und Phenylethanol auf die MAE-Aktivitat.

Assay Akt. [U/mg]
Standard 14,81
+ 15 mM Acetophenon 16,31
+ 15 mM (R, S)-Phenylethanol 13,79
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Tab. 27 sagt aus, dass beide Substanzen keinen gravierenden Einfluss auf die MAE-
Aktivitdt haben. Der Zusatz von Acetophenon bewirkt sogar eine leichte Aktivitatsstei-
gerung um ca. 10 %, wéhrend zugesetztes Phenylethanol die Aktivitat um ca. 6,9 % er-
niedrigt. Diese leichte Aktivitadtserniedrigung durfte allerdings keine negativen Folgen bei

Umsetzungen mit Beteiligung beider Enzyme haben.

3.2.7 Umsetzungen im zellfreien System

3.2.7.1 Ermittlung des optimalen Enzymverhaltnisses

Um das optimale Enzymverhaltnis ADH : MAE herauszufinden, erfolgten Umsetzungen
von Acetophenon im zellfreien System mit den partiell gereinigten Enzymen ADH und
MAE in den Verhaltnissen 1 : 1,1 :2, 2 : 1 und 1 : 11. Das Verhaltnis 1 : 11 wurde
gewahlt, da die MAE-Aktivitat in den Zellen etwa 11mal so hoch ist wie die Aktivitat der
ADH. Die Durchfiihrung der Umsetzungen geschah in 100 mM TEA-Puffer pH 7,0 mit
1 mM MgCl,, 1 mM MnCl,, 5 mM KCI, 30 mM L-Malat, 10 mM Acetophenon sowie 1 mM
NADP bei 37°C unter Schutteln. Pro ml Reaktionsansatz wurden bei einem Enzymver-
héltnis von 1 : 1 0,1 U an entsprechendem Enzym zugesetzt. Nach bestimmten Zeitab-
stdnden wurden Proben entnommen und die Bildung von (R)-Phenylethanol mittels GC
ermittelt (Abb. 68).
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Abb. 68: Bildung von (R)-Phenylethanol mit ADH und MAE in unterschiedlichen
Enzymverhaltnissen. Bei einem Enzymverhaltnis von 1 : 1 wurden 0,1 U an ADH bzw.
MAE zugesetzt.



Ergebnisse 101

Die Abbildung zeigt, dass die Aktivitdten bei den verschiedenen Ansdtzen trotz unter-
schiedlicher Enzymverhaltnisse in der gleichen GréBenordnung lagen. Die Reaktion lief
am schnellsten ab, wenn doppelt so viel MAE wie ADH im Ansatz enthalten war.

3.2.7.2 Umsetzungen verschiedener Ketone

Das ermittelte optimale Enzymverhéltnis ADH : MAE von 1 : 2 wurde ausgenutzt, um Um-
setzungen der drei Substrate Acetophenon (10 mM), 2,5-Hexandion (15 mM) und 6-Chlor-
3,5-dioxohexansdaure-tert-butylester (25 mM) durchzufiihren. Da die Reduktion von Aceto-
phenon sehr viel schneller erfolgte als die Reduktion von 2,5-Hexandion bzw. 6-Chlor-3,5-
dioxohexansaure-tert-butylester, wurden den Ansatzen unterschiedliche Mengen an
Enzymen zugesetzt. Die Anséatze fir die Umsetzungen von 2,5-Hexandion und 6-Chlor-
3,5-dioxohexansdaure-tert-butylester enthielten 5 U ADH und 10 U MAE, wahrend den
Ansatzen zur Reduktion von Acetophenon nur 0,1 U ADH sowie 0,2 U MAE zugesetzt
wurde. Alle Anséatze enthielten 30 mM L-Malat. Die Durchfihrung der Biotransformationen
erfolgte in 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 bei 37°C unter leichtem Schutteln. Nach bestimmten
Zeiten wurden Proben genommen und die Bildung der Alkohole gaschromatographisch
untersucht (Abb. 69).
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Abb. 69: Umsetzungen von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM
6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-butylester mit ADH und MAE im Verhaltnis 1 : 2.
2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester wurden mit 5 U ADH und
10 U MAE umgesetzt, Acetophenon mit 0,1 U ADH sowie 0,2 U MAE.

Wie der Abbildung zu entnehmen ist, werden 10 mM Acetophenon und 15 mM 2,5-Hexan-

dion sehr gut umgesetzt, wobei der Acetophenon-Ansatz deutlich weniger Enzym (0,1 U
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ADH sowie 0,2 U MAE) enthielt als der 2,5-Hexandion-Ansatz mit 5 U ADH und 10 U
MAE. Die Umsetzung von 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester enthielt zwar
genauso viel Enzym wie der 2,5-Hexandion-Ansatz, allerdings waren hier 25 mM an Sub-
strat enthalten. Nach 2 h Reaktionszeit waren erst ca. 40 % an (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-
oxohexansaure-tert-butylester gebildet. Alle Alkohole wurden enantiomerenrein gebildet.

3.2.8 Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-5

Mit ganzen E. coli BL21(DE3)/pAW-5-Zellen wurden Umsetzungen von 10 mM Aceto-
phenon, 15 mM 2,5-Hexandion sowie 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester
durchgefiihrt. Diese Umsetzungen erfolgten mit verschiedenen Zusammensetzungen der
Ansétze. Alle Anséatze enthielten 100 mM TEA-Puffer pH 7,0, 1 mM MgCl,, 30 mM L-Malat
sowie 5 mg Zellen pro ml Reaktionsansatz. Ein Teil der Zellen wurde zum Permeabili-
sieren der Zellmembran mit 10 pl/ml Toluol vorbehandelt. Des Weiteren erfolgte die Halfte
der Umsetzungen nach Zugabe von 1 mM NADP. Die Inkubation aller Anséatze erfolgte bei
37°C unter leichtem Schitteln. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden Proben
entnommen, welche gaschromatographisch auf die Reduktion der Ketone untersucht
wurden (Abb. 70).
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Abb. 70: Reduktion von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion sowie 25 mM
6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit E. coli BL21(DE3)/pAW-5-Zellen (5 mg/ml
Ansatz). Die Zellen wurden teilweise zur Permeabilisierung der Zellmembran mit Toluol
vorbehandelt. Einem Teil der Ansatze wurde NADP zugesetzt.

Es ist auffallig, dass die Permeabilisierung der Zellmembran mit Toluol keinen wesent-
lichen Einfluss auf die Reaktion hat. Reaktionsansatze, die sich lediglich durch den Zusatz
von Toluol unterscheiden, zeigten einen nur minimalen Unterschied im Reaktionsver-
halten. Des Weiteren zeigt die Abbildung, dass Ansatze mit zugesetztem NADP deutlich
bessere Umsatze lieferten. Wéhrend Acetophenon und 2,5-Hexandion vollstdndig redu-
ziert wurden, war 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester nach 6 h Reaktionsdauer
erst zu ca. 60 % umgesetzt. Alle Umsetzungen verliefen stereoselektiv.
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3.2.9 Zusammenfassung des Systems pAW-5

Beim System pAW-5 kann der geringe Preis des MAE-Substrats Malat ausgenutzt werden.
Des Weiteren lauft die MAE-Reaktion aufgrund der Decarboxylierung von Malat nahezu
irreversibel ab, wodurch das Gleichgewicht der Reaktion glinstig beeintrachtigt wird. Das
Verhaltnis an ADH und MAE spielte bei der Reduktion von Acetophenon keine wesentliche
Rolle. 10 mM Acetophenon und 15 mM 2,5-Hexandion wurden von E. coli BL21
(DE3)/pAW-5-Zellen vollstdndig reduziert. Ohne Zusatz von NADP konnte nur
Acetophenon effizient umgesetzt werden.

3.3 Cofaktorregenerierung durch Isocitrat-Dehydrogenase (IDH):
System ADH-IDH (pAW-6)

Ein weiterer Ganzzellbiokatalysator sollte mit der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) aus
B. subtilis als Cofaktor-regenerierendem Enzym geschaffen werden. Dieses Enzym ist
NADP-spezifisch und katalysiert die oxidative Decarboxylierung von D-Isocitrat zu
o-Ketoglutarat (Abb. 71).

O O O

HoHOHﬁ HO ﬁ’ow

OH
NADP* NADPH + H*

D-threo-Isocitrat Oxalsuccmat Oz o- Ketoglutarat

Abb. 71: Oxidative Decarboxylierung von D-Isocitrat katalysiert durch die NADP-abhangige
Isocitrat-Dehydrogenase (IDH).

Die Reaktion ist aufgrund der Decarboxylierung nahezu irreversibel. Dieser Umstand fiihrt
dazu, dass das Gleichgewicht in die glnstige Reaktionsrichtung gezogen wird. Ein
weiterer Vorteil ist, dass das Gen verflgbar ist. Bisher wurde die IDH noch nicht als
Cofaktor-regenerierendes Enzym eingesetzt. Abb. 72 zeigt das gekoppelte System aus
ADH und IDH.
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Abb. 72: Kopplung von ADH und IDH zur Schaffung eines Cofaktorregenerierungs-
Systems.

3.3.1 Isolierung des idh-Gens

Zur Herstellung eines alternativen Konstrukts flr die Anwendung als Ganzzellkatalysator
sollten die ADH aus L. kefir sowie die NADP-abhangige Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)
aus B. subtilis coexprimiert werden. Hierzu wurde die genomische DNA aus B. subtilis
subsp. subtilis str. 168 verwendet. Die Sequenz des idh-Gens ist bekannt®. An den
Enden des idh-Gens sollten die Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol eingefiigt werden.
Hierflr wurden genspezifische Primer konstruiert und in einer PCR mit der genomischen
DNA aus B. subtilis als Template eingesetzt. Die anschlieBende Sequenzierung des PCR-
Produkts bestéatigte die 1272 bp-lange idh-Gensequenz.

3.3.2 Coklonierung und Coexpression von ADH und IDH

Um einen effizienten Ganzzellbiokatalysator zu erhalten, sollten adh und idh cokloniert und
coexprimiert werden. Als Expressionsvektor wurde wiederum pETDuet-1 (Novagen)
gewahlt. Flr die Konstruktion dieses Systems wurden das Plasmid pDLKADH sowie das
idh-PCR-Produkt, welches die Schnittstellen Ndel und Xhol an seinen Enden trug, mit den
Restriktionsenzymen Ndel und Xhol verdaut. AnschlieBend wurden die gereinigten DNA-
Fragmente ligiert und in kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen transformiert. Von den nach
Selektion auf LB,mp-Platten resultierenden Klonen wurden 10 ausgewéhlt und damit
angeimpfte Ubernachtkulturen in jeweils 5 ml LB,y,-Medium inkubiert. Aus den Kulturen
wurde die Plasmid-DNA isoliert und im Anschluss Restriktionsanalysen durchgefihrt.
Eines der Plasmide (pAW-6; Abb. 73) zeigte die richtige GréBe im Agarosegel. Dessen
Sequenzierung ergab die korrekte Sequenz des idh-Gens.
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PAW-6

7393 bps

Abb. 73: Vektorkarte von pAW-6. Dieses Konstrukt basiert auf dem Expressionsvektor
pETDuet-1 (Novagen) und tragt das adh- sowie das idh-Gen.

3.3.3 Expressionsoptimierung von E. coli BL21(DE3)/pAW-6

Fir die Expression von E. coli BL21(DE3)/pAW-6 wurden zundchst Versuche zur Expres-
sionsoptimierung durchgefihrt. Hierzu wurde jeweils eine Einzelkolonie E. coli BL21
(DE3)/pAW-6 in 5 ml LB,y angeimpft und tber Nacht bei 37°C geschittelt. AnschlieBend
wurden die 30 ml-Hauptkulturen 1 %ig angeimpft und bis zu einer ODgg von ca. 0,5 bei
37°C und 120 rpm inkubiert. Die Induktion erfolgte durch Zugabe von 100, 150, 500 sowie
1000 pM IPTG. Die weitere Inkubation der Kulturen erfolgte bei 30 bzw. 37°C und 120 rpm
far 3, 5 und 19 h. Nach Ernte und Glasperlen-Aufschluss der Zellen erfolgten ADH- und
IDH-Aktivitatstests (Abb. 74).
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Abb. 74: Expressionsoptimierung des Systems pAW-6 bei 30°C (links) und 37°C (rechts).
Fdr eine Ubersichtlichere Darstellung wurde die finffache ADH-Aktivitat aufgetragen.

Abb. 74 zeigt, dass die IDH-Aktivitdt um ein Vielfaches héher ist als die Aktivitat der ADH.
Aus diesem Grund wurde bei der Optimierung der Expression vor allem die ADH-Aktivitat
berlcksichtigt. Diese zeigte nach Induktion bei 30°C héhere Werte als nach Induktion bei
37°C. Die héchste ADH-Aktivitat wurde erreicht nach Induktion mit 150 uM IPTG und
19-stlindiger Induktionszeit bei 30°C. Unter diesen Bedingungen betrug die IDH-Aktivitat
noch 72 % ihres Maximalwertes. Fir die Anzucht gréBerer Mengen an Zellen wurden aus
diesem Grund die genannten Bedingungen gewahlt.

3.3.4 Klonierung und Expression der IDH

Die Trennung von ADH und IDH Uber chromatographische Methoden war nicht méglich.
Um die IDH biochemisch charakterisieren zu kénnen, war es deshalb nétig, das idh-Gen

einzeln zu klonieren.

Fur die Klonierung des idh-Gens wurden idh-PCR-Produkt sowie der Expressionsvektor
pETDuet-1 (Novagen) mit den Restriktionsenzymen Ndel und Xhol geschnitten. Nach
Ligation der beiden DNA-Fragmente erfolgte die Transformation in kompetente E. coli
XL1-Blue-Zellen. Von zehn der Klone wurden die Plasmide isoliert und auf korrekte Liga-
tion hin Uberprift. Sechs der Klone zeigten nach elektrophoretischer Auftrennung die
richtige GrdBe. Die Sequenzierung eines dieser Klone (pDIDH) bestatigte die korrekte idh-
Gensequenz.

Fir die Expression der IDH wurde pDIDH in kompetente E. coli BL21(DE3)-Zellen trans-
formiert. Zur Anzucht von Zellen wurden 100 ml LBy, mit einer Gefrierkultur E. coli BL21
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(DE3)/pDIDH angeimpft und tber Nacht bei 37°C und 120 rpm geschuttelt. Die Haupt-
kultur bestehend aus 5 | LBy, wurde 1 %ig mit der Ubernachtkultur angeimpft und bei
37°C und 120 rpm inkubiert. Nach Erreichen einer ODggo von ca. 0,5 wurde mit 1 mM IPTG
induziert und anschlieBend fir 5 h wiederum bei 37°C und 120 rpm geschttelt. Diese
Expressionsbedingungen gehen aus der Expressionsoptimierung fir das System E. coli
BL21(DE3)/pAW-6 hervor. Es wurden die Bedingungen gewahlt, unter denen die IDH ihre
hochste Aktivitat erreicht.

3.3.5 Biochemische Charakterisierung der IDH

Die IDH aus B. subtilis wurde von Ramaley et al. aufgereinigt und biochemisch charak-
terisiert®. Das native Enzym hatte ein pH-Optimum von 7,5 und Ky-Werte von 9,1 und
27,4 uM fur Isocitrat bzw. NADP, gemessen bei 25°C. Das rekombinante Enzym wurde
von Singh et al. partiell charakterisiert®.. Die Ky-Werte fiir D-Isocitrat und NADP betrugen
5,9 bzw. 14,5 uM.

3.3.5.1  Aufreinigung der rekombinanten IDH

Um die biochemischen Eigenschaften der rekombinanten IDH zu untersuchen, wurde das
Enzym aufgereinigt. Hierzu wurden E. coli BL21(DE3)/pDIDH-Zellen per Ultraschall aufge-
schlossen und der erhaltene Rohextrakt auf eine Q-Sepharose FF-Saule (Pharmacia)
aufgetragen. Das Saulenmaterial wurde vorher mit 50 mM Tris-HCI-Puffer pH 7,5 + 5 mM
MgCl, gespdlt. Die Elution der Proteine erfolgte mittels eines linearen Gradienten von 0 bis
1 M NaCl. Die aktivsten Fraktionen nach dieser Anionenaustausch-Chromatographie
wurden mittels Hydrophober Interaktionschromatographie (Phenyl-650C, Tosoh) weiter
aufgereinigt. Hier erfolgte die Elution der Proteine nach Aquilibrieren der Saule mit 50 mM
Tris-HCI-Puffer pH 7,5 + 5 mM MgCl, + 1,5 M (NH,),SO, mittels eines linearen Gradienten
im gleichen Puffer von 1,5 bis 0 M (NH,).SO,. Das Reinigungsprotokoll ist in Tab. 28

wiedergegeben.

Tab. 28: Aufreinigung der IDH aus E. coli BL21(DE3)/pDIDH.

Reinigungsschritt Akt. Protein Akt. Reinigungs-
[U/ml] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 3630,23 23,45 154,81 1,0
Q-Sepharose FF 1350,20 2,37 569,70 3,7
Phenyl-650C 1614,80 1,06 1523,40 9,8
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Der Erfolg der Aufreinigung wurde mittels SDS-PAGE dokumentiert (Abb. 75).

kDa| 1 2 3 4

66

35 1: Novex Mark12 (Invitrogen)

36 2: Rohextrakt E. coli BL21(DE3)/pDIDH
31 3: IDH nach IEC

21 4: IDH nach HIC

14

Abb. 75: SDS-Gel, gefarbt mit Simply Blue SafeStain (Invitrogen). Aufgetragen wurden
IDH-Proben nach den einzelnen Reinigungsschritten.

Nach dem zweiten Aufreinigungsschritt, der Hydrophoben Interaktionschromatographie,
liegt das Enzym in homogener Form vor. Die weiteren Experimente wurden mit Enzym-

praparat durchgefiihrt, das auf diese Weise gereinigt worden ist.

3.3.5.2 Ermittlung des Temperaturoptimums der rekombinanten IDH

Zur Bestimmung des Temperaturoptimums der IDH wurden photometrische Standard-
Aktivitatstests im Bereich von 5 bis 62°C durchgefiihrt. Die IDH-Aktivitaten sind in Abb. 76

graphisch aufgetragen.
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Abb. 76: Bestimmung des Temperaturoptimums der rekombinanten IDH. Die IDH-Aktivitat
wurde im Bereich von 5 bis 62°C gemessen.

Abb. 76 ist zu entnehmen, dass das Temperaturoptimum der IDH unter den gewéhlten
Bedingungen bei 55°C liegt.

3.3.5.3 Bestimmung des pH-Optimums der IDH

Die Ermittlung des pH-Optimums der rekombinanten IDH erfolgte mit den in Tab. 29
aufgefihrten Puffern.

Tab. 29: Verwendete Puffer zur Bestimmung des pH-Optimums der IDH.

Die Aktivitat der IDH wurde in Schritten von ca. 0,5 pH-Einheiten mit den entsprechenden

pH-Bereich Puffersubstanz [250 mM]
4,0-6,9 Citrat-Na,HPO,
7,095 Tris-HCI

Puffern gemessen (Abb. 77).
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Abb. 77: Bestimmung des pH-Optimums der rekombinanten IDH. Zur Abdeckung eines
breiten pH-Spektrums wurden Citrat-Na,HPO,-Puffer sowie Tris-HCI-Puffer verwendet.
Zum Vergleich wurde das pH-Optimum der rekombinanten ADH aufgetragen (gestrichelte
Kurve).

Demnach liegt das pH-Optimum der rekombinanten IDH unter den gewahlten Bedin-
gungen bei pH 8,0. Fir Umsetzungen in Anwesenheit von IDH und ADH sollte ein pH-Wert
im Bereich von 7,5 gewahlt werden.

3.3.5.4 Ermittlung der kinetischen Konstanten der rekombinanten IDH

Die kinetischen Eigenschaften der rekombinanten IDH gegenilber D-Isocitrat, DL-Isocitrat
sowie NADP sollten untersucht werden. Die Durchfihrung dieser Experimente geschah in
25 mM MOPS-Puffer pH 7,5 + 5 mM MgCl.. Beim Auftragen der Reaktionsgeschwindig-
keiten gegen die Substratkonzentrationen der verschiedenen Ansatze fiel auf, dass die
sich ergebenden Kurven nicht hyperbolisch, sondern sigmoid verliefen, wie Abb. 78 fir das
Substrat DL-Isocitrat zeigt.
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Abb. 78: Ermittlung der kinetischen Eigenschaften der IDH fir DL-Isocitrat in 25 mM
MOPS-Puffer pH 7,5.

Die kinetischen Eigenschaften der IDH kénnen aus diesem Grund nicht mit dem Michaelis-
Menten-Modell erklart werden. Enzyme, welche sigmoide Kurven beim Auftragen der Re-
aktionsgeschwindigkeit gegen die Substratkonzentration verursachen, gehéren zu den
allosterischen Enzymen. Bei diesen Enzymen kann die Bindung des Substrats an ein akti-
ves Zentrum die Eigenschaften der anderen aktiven Zentren im gleichen Molekil beein-
flussen. Aufgrund dieser Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Untereinheiten
erfolgt die Substratbindung kooperativ, so dass die Kurve im oben genannten Diagramm

sigmoid verlauft.

3.3.5.5 Vergleich der ermittelten biochemischen Eigenschaften mit Literatur-
angaben
In Tab. 30 sind die ermittelten biochemischen Eigenschaften der rekombinanten IDH

Literaturwerten gegentber gestellt.
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Tab. 30: Vergleich der ermittelten biochemischen Eigenschaften der IDH mit

Literaturdaten.
Ra'zf ['9‘2," et Singh et al.'*® Eigene Ergebnisse
pH-Optimum 7,5 - 8,0
Temperatur-Optimum - - 55°C
Ku-Wert Isocitrat 9,1 uM 5,9 uM -
Ku-Wert NADP 27,4 uM 14,5 uM -
Spez. Aktivitat - - 1523 U/mg

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, wurde die IDH aus B. subtilis bisher nicht vollstandig
biochemisch charakterisiert. Ursache flur die abweichenden Werte beim pH-Optimum
kénnten unterschiedliche Bedingungen sein. Trotz Variation der Reaktionsbedingungen
konnten in der vorliegenden Arbeit keine Ky-Werte bestimmt werden, da das Auftragen der
Daten einen sigmoiden Kurvenverlauf zur Folge hatte und dadurch nicht durch das
Michaelis-Menten-Modell erklart werden konnte.

3.3.6 Untersuchungen auf Kreuzreaktionen

Um den méglichen Einfluss von Komponenten der ADH-Reaktion auf die Aktivitat der IDH
sowie von Substanzen der IDH-Reaktion auf die ADH-Aktivitdt zu untersuchen, wurden
ADH-Standardassays mit Zusatz von DL-Isocitrat sowie o-Ketoglutarat bzw. |DH-

Standardassays nach Zugabe von Acetophenon sowie (R,S)-Phenylethanol durchgefiihrt.

Die mdgliche Beeinflussung der ADH-Reaktion wurde untersucht, indem dem
Standardassay 0,5 sowie 2 mM DL-Isocitrat bzw. 0,5 sowie 2 mM oa-Ketoglutarat zugesetzt
wurden. Als Kontrolle wurde der Standard-Aktivitatstest durchgefiihrt. Die photometrisch
gemessenen ADH-Aktivitdten sind in Tab. 31 aufgelistet.

Tab. 31: Untersuchung des Einflusses von DL-Isocitrat und a-Ketoglutarat auf die Aktivitat

der ADH.
Assay Akt. [U/mg]
Standard 2,52
+ 0,5 mM DL-Isocitrat 3,29
+ 2,0 mM DL-Isocitrat 3,44
+ 0,5 mM a-Ketoglutarat 2,80
+ 2,0 MM a-Ketoglutarat 3,63
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Tab. 31 zeigt, dass der Zusatz von DL-Isocitrat bzw. a-Ketoglutarat keinen inhibierenden
Einfluss auf die ADH-Aktivitat hat. Die ADH-Aktivitat wurde nach Zugabe von 2 mM DL-

Isocitrat bzw. o-Ketoglutarat sogar um ca. 40 % erhéht.

Dem IDH-Standardassay wurden 50 bzw. 100 mM (R,S)-Phenylethanol sowie 50 bzw.
100 mM Acetophenon zugesetzt, um die Auswirkung dieser Verbindungen auf den Test zu
untersuchen. Die entsprechenden IDH-Aktivitaten sind in Tab. 32 aufgefihrt.

Tab. 32: Aktivitaten der IDH in Gegenwart von 50 bzw. 100 mM (R,S)-Phenylethanol sowie
Acetophenon. Als Kontrolle wurde der Standardassay durchgefihrt.

Assay Akt. [U/mg]
Standard 103,30
+ 50 mM (R, S)-Phenylethanol 93,52
+ 100 mM (R, S)-Phenylethanol 109,25
+ 50 mM Acetophenon 117,00
+ 100 mM Acetophenon 94,70

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass weder (R,S)-Phenylethanol noch Acetophenon einen
signifikanten Einfluss auf die IDH-Aktivitdt haben. Die gemessenen Aktivitdten liegen im

Bereich der Messgenauigkeit.

3.3.7 Umsetzungen im zellfreien System

3.3.7.1 Ermittlung des optimalen Enzymverhaltnisses

Zur Bestimmung des optimalen Enzymverhaltnisses ADH : IDH wurde die Reduktion von
Acetophenon zu (R)-Phenylethanol mit isolierten Enzymen ADH und IDH untersucht. ADH
und IDH wurden in den Verhéltnissen1:1,1:2,1:5,1:10,10:1,5:1,2:1 sowie 1:
25 eingesetzt. Das Enzymverhaltnis 1 : 25 wurde gewahlt, da dieses Verhaltnis in E. coli
BL21(DE3)/pAW-6-Zellen vorliegt. Die Umsetzung wurde in 100 mM TEA-Puffer pH 7,5
durchgefiihrt. Die Ansatze enthielten neben 0,025 U jedes Enzyms bei einem Enzym-
verhaltnis von 1 : 1 10 mM MgCl,, 20 mM DL-Isocitrat, 10 mM Acetophenon sowie 1 mM
NADP und wurden bei 37°C unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach bestimmten Zeiten
wurden Proben entnommen und mittels GC auf die Bildung von (R)-Phenylethanol hin
untersucht. Abb. 79 zeigt die entstandene Menge an (R)-Phenylethanol bei den verschie-
denen Umsetzungen von Acetophenon unter den oben beschriebenen Bedingungen.
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Abb. 79: Reduktion von Acetophenon zu (R)-Phenylethanol mit ADH und IDH in
unterschiedlichen Verhaltnissen. Eingesetzt wurden 0,025 pro Enzym bei einem
Enzymverhaltnis von 1 : 1.

Die Abbildung zeigt, dass Umsetzungen von Acetophenon mit ADH und IDH als NADPH-
regenerierendem Enzym am schnellsten verlaufen, wenn die ADH im zehn- und vor allem
im fiinffachen Uberschuss vorliegt. Die Umsetzungen mit den Enzymen in den anderen
gewahlten Verhaltnissen liefen etwas langsamer ab. Bei dem in E. coli BL21(DE3)/pAW-6
vorherrschenden Enzymverhaltnis ADH : IDH = 1 : 25 dauerte zwar die vollstéandige
Reduktion von Acetophenon am langsten, aber auch bei diesem Verhaltnis sind effiziente
Umsetzungen trotz der in diesem Versuch eingesetzten geringen Enzymmengen méglich.

3.3.7.2 Umsetzungen verschiedener Ketone

Nach der Ermittlung des optimalen Enzymverhaltnisses wurden Umsetzungen im zellfreien
System von Acetophenon (10 mM), 2,5-Hexandion (15 mM) und 6-Chlor-3,5-dioxohexan-
saure-tert-butylester (25 mM) durchgefiihrt. Der Acetophenon-Ansatz enthielt 0,125 U
ADH und 0,025 U IDH, wahrend den anderen beiden Ansatzen jeweils 5 U ADH und 1 U
IDH zugesetzt wurde. Grund hierflir war die deutlich bessere Umsetzung des Substrats
Acetophenon. Alle Ansétze enthielten 50 mM DL-Isocitrat. Die Umsetzungen erfolgten in
100 mM TEA-Puffer pH 7,5 bei 37°C unter leichtem Schutteln. Die nach bestimmten Zeiten
entnommenen Proben wurden gaschromatographisch untersucht (Abb. 80).
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Abb. 80: Stereoselektive Umsetzungen von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion
und 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit isolierten Enzymen ADH und
IDH im Verhaltnis 5 : 1.

Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass 10 mM Acetophenon komplett reduziert wurden,
wahrend von anfanglich vorhandenen 15 mM 2,5-Hexandion nur knapp 60 % umgesetzt
wurden. Nach 8 h haben sich lediglich knapp 20 % (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexan-
saure-tert-butylester aus den urspringlich vorhandenen 25 mM Keton gebildet. Es muss
beachtet werden, dass der Acetophenon-Ansatz nur 1/40 der Enzymmenge im Vergleich
zu den anderen beiden Anséatzen enthielt. Acetophenon wird also eindeutig am besten

umgesetzt.

3.3.8 Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-6

Die Umsetzung von 10 mM Acetophenon erfolgte mit 0,5 mg Zellen E. coli BL21
(DE3)/pAW-6 pro ml Ansatz in 50 mM TEA-Puffer pH 7,5, wéhrend die Umsetzungen von
15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit 5 mg
Zellen pro ml Ansatz unter ansonsten gleichen Bedingungen durchgefihrt wurden.
Weiterhin enthielten die Ansatze 10 mM MgCl,, 50 mM DL-Isocitrat und teilweise 1 mM
NADP. Zur Permeabilisierung der Zellmembran wurde die Halfte der Ansatze vor den
Umsetzungen mit Toluol behandelt. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden Proben
entnommen und mittels Gaschromatographie auf die Reduktion der Ketone hin untersucht
(Abb. 81).
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Abb. 81: Reduktion von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-
3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit 0,5 bzw. 5 mg/ml E. coli BL21(DE3)/pAW-6-Zellen.
Die Zellen wurden teilweise mit Toluol vorbehandelt. Bei der Hélfte der Anséatze erfolgte
der Zusatz von NADP.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass ohne Zusatz von NADP die Reduktion der Ketone
kaum mdglich war. Die Permeabilisierung der Zellen mittels Toluol hatte dagegen keinen
wesentlichen Einfluss auf die Reaktion. Weiterhin zeigt Abb. 81, dass 10 mM Acetophenon
innerhalb der gewahlten Zeitspanne vollstandig reduziert wurden, wahrend ca. 70 % an
(2R,5R)-Hexandiol und lediglich ca. 40 % an (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-
butylester gebildet wurden. Bei allen Umsetzungen wurden ee-Werte von 100 % erzielt.
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3.3.9 Zusammenfassung des Systems pAW-6

Das System ADH-IDH hat den Vorteil, dass das Reaktionsgleichgewicht durch die
Decarboxylierungsreaktion der IDH gunstig beeinflusst wird. Reduktionen von Aceto-
phenon liefen mit ADH und IDH am besten ab, wenn die ADH im Uberschuss vorlag. Dies
ist im Stamm E. coli BL21(DE3)/pAW-6 nicht der Fall; hier ist die IDH deutlich im
Uberschuss. Trotzdem verliefen die Umsetzungen der drei ausgewdahlten Substrate mit
diesem Stamm sehr gut. 10 mM Acetophenon konnten nach sehr kurzer Zeit vollstéandig
reduziert werden. Umsetzungen ohne NADP-Zusatz verliefen deutlich schlechter und
waren nur mit Acetophenon als Substrat méglich. Ein entscheidender Nachteil dieses
Systems ist das teure IDH-Substrat Isocitrat.

3.4 Cofaktorregenerierung durch Isocitrat-Dehydrogenase (IDH):
System ADH-IDH-AcnB (AW-11)

Das System pAW-6 (ADH und IDH) funktioniert sehr gut, hat aber den Nachteil, dass das
Substrat der IDH, Isocitrat, sehr teuer ist. Aus diesem Grund sollte eine Aconitase (Acn)
das pAW-6-System erganzen. Durch diese vorgeschaltete Reaktion wird das sehr viel
kostenguinstigere Substrat Citrat in Isocitrat umwandelt (Abb. 82).

O O O~ _OH

m Aconitase w IDH Q Q

OH g OH HO -~ “OH OMOH + CO
OH o)

Citrat D-threo-Isocitrat 2-Ketoglutarat

NADP* NADPH + H*

Abb. 82: Kopplung der Aconitase (Acn) mit der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) fur die
Regenerierung von NADPH unter Vermeidung des Einsatzes der teuren Verbindung
Isocitrat.

Nach Literaturrecherche wurde eine Aconitase aus E. coli bevorzugt, um den Vorteil der
homologen Expression zu nutzen. E. coli besitzt zwei Aconitasen; AcnA und AcnB. Die
Gensequenzen beider Aconitasen sind bekannt®!l. Aufgrund der hdheren spezifischen
Aktivitat® wurde AcnB ausgewdhlt. AcnB sollte kloniert und exprimiert werden. Fiir die
Entwicklung eines Ganzzellbiokatalysators sollte das Plasmid, welches AcnB tragt,
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anschlieBend mit dem Plasmid pAW-6 in einem Stamm gekoppelt werden. Dieses System
wurde bisher nicht fir die Regenerierung von Cofaktoren eingesetzt. In Abb. 83 sind
sowohl die ADH-Reaktion als auch die Reaktionen von IDH und Acn dargestellt, die der
NADPH-Regenerierung dienen.

S A E

NADPH + H* NADP+
H
+ COp ——— D e —
HOWOH IDH HO ~" “OH Acn OH g OH
o) OH

Abb. 83: System zur Cofaktorregenerierung, bei dem die ADH mit IDH und Acn gekoppelt
ist.

Fir die Klonierung der drei oben genannten Gene sollten die Expressionsvektoren
pETDuet-1 und pACYCDuet-1 (beide von Novagen) verwendet werden. pACYCDuet-1 ist
fur die Coexpression von zwei Genen entwickelt worden. Er enthalt zwei multiple
Klonierungsstellen, welchen jeweils ein T7-Promotor/lac-Operator und eine ribosomale
Bindungsstelle vorangeht. Am Ende der zweiten multiplen Klonierungsstelle befindet sich
der T7-Terminator. Des Weiteren tragt er ein Chloramphenicol-Resistenzgen und ist in
Kombination mit dem Expressionsvektor pETDuet-1 (Novagen) in einem passenden
Wirtsstamm fiir die Coexpression von bis zu vier Genen geeignet.

3.4.1 lIsolierung und Klonierung des acnB-Gens

Fir die Isolierung des acnB-Gens wurde eine PCR mit genomischer DNA aus E. coli K12
durchgefihrt. Die verwendeten Restriktionsprimer, die anhand der bekannten Gensequenz
entwickelt wurden, sollten dem Gen die Schnittstellen Ndel und Xhol an den Enden
anfigen. Das erhaltene PCR-Produkt wurde ebenso wie der Expressionsvektor
pACYCDuet-1 (Novagen) einer Restriktion mit den Enzymen Ndel und Xhol unterzogen.
Nach anschlieBender Ligation der beiden DNA-Fragmente erfolgte die Transformation in
kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen. Die finf auf Chloramphenicol-haltigem Medium ge-
wachsenen Kolonien wurden angezogen und mittels Restriktionsanalyse auf korrekte
Ligation hin Oberprift. Die anschlieBend durchgefihrte Sequenzierung eines dieser Klone
(pPACYCACcNB) bestétigte die exakte Sequenz des 2598 bp groBen Gens (Abb. 84).
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pACYCAcnB

6558 bps

Abb. 84: Vektorkarte von pACYCAcnB, basierend auf dem Expressionsvektor
pACYCDuet-1.

3.4.2 Coexpression von ADH, IDH und AcnB

Fur die Coexpression von ADH, IDH und AcnB wurden zunachst kompetente E. coli BL21
(DE3)/pAW-6-Zellen hergestellt. AnschlieBend erfolgte die Transformation von
pACYCAcnB in diese kompetenten Zellen. Nach Selektion auf Ampicillin- und Chlor-
amphenicol-haltigem Medium wurden die gewachsenen E. coli BL21(DE3)/AW-11-Klone
angezogen. Nach Induktion der Genexpression mit 1 mM IPTG und zweistiindigem
Schutteln bei 37°C erfolgte die Ernte der Zellen. Die gewahlten Expressionsbedingungen
wurden der Literatur entnommen®. Nach Aufschluss der Zellen mittels Ultraschall
erfolgten Standard-Aktivitatstests. Die Aktivitdten von ADH, IDH und AcnB sind in Tab. 33
aufgefihrt.

Tab. 33: Aktivitdten von ADH, IDH und AcnB im Rohextrakt von E. coli BL21(DE3)/AW-11.

ADH IDH AcnB
Akt. [U/ml] 58,01 816,84 94,97
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3.4.3 Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/AW-11

Die Umsetzungen der drei Ketone 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und
25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexanséure-tert-butylester erfolgten mit 5 mg E. coli BL21
(DE3)/AW-11-Zellen pro ml Ansatz in 100 mM TEA-Puffer pH 7,5. Die Anséatze enthielten
auBerdem 100 mM Trinatriumcitrat und 5 mM MgCl, und wurden mit und ohne Zusatz von
1 mM NADP durchgefihrt. Zur Permeabilisierung der Zellmembran wurde die Halfte der
Ansatze vor den Umsetzungen far 30 min mit Toluol behandelt. Nach bestimmten Zeiten
wurden Proben entnommen und mittels Gaschromatographie auf die Reduktion der
Ketone hin untersucht (Abb. 85).
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Abb. 85: Reduktion von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-
3,5-dioxohexansdaure-tert-butylester mit 5 mg E. coli BL21(DE3)/AW-11-Zellen pro ml
Ansatz. Die Zellen wurden teilweise mit Toluol vorbehandelt. Bei der Halfte der Ansétze
erfolgte die Zugabe von NADP.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass sowohl 10 mM Acetophenon als auch 15 mM
2,5-Hexandion vollstandig reduziert wurden. Alle Alkohole wurden mit 100 % ee gebildet.
Die Behandlung der Zellen mit Toluol sowie die Anwesenheit von NADP hatten einen
groBen Einfluss auf die Umsetzungen. 2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-

tert-butylester wurden nur reduziert, wenn die Zellen nicht permeabilisiert waren und
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zugleich NADP im Ansatz vorhanden war. Acetophenon wurde auch nach Permea-
bilisierung der Zellen vollstandig umgesetzt, wenn NADP anwesend war, allerdings nach
sehr langer Reaktionszeit. Grund fur die schlechten Umsatzraten nach Permeabilisierung
der Zellen kénnte sein, dass Toluol inhibierend auf AcnB wirkit.

3.4.4 Zusammenfassung des Systems AW-11

Das System AW-11 hat gegenliber pAW-6 den Vorteil, dass das AcnB-Substrat Citrat sehr
viel billiger ist als das teure IDH-Substrat Isocitrat. Ansonsten kénnen die Vorteile von
pAW-6 ausgenutzt werden. So ist die IDH-Reaktion aufgrund der Decarboxylierung
nahezu irreversibel, was das Reaktionsgleichgewicht giinstig beeinflusst. Da Toluol ein
Inhibitor von AcnB zu sein scheint, sind mit AW-11 nur effiziente Ganzzellumsetzungen
maoglich, wenn die Zellmembranen nicht mit Toluol permeabilisiert werden. 2,5-Hexandion
und 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester wurden nach Permeabilisierung Uber-
haupt nicht reduziert. Umsetzungen ohne Zusatz von NADP verliefen deutlich schlechter
als mit NADP. Nur Acetophenon wurde umgesetzt, wenn kein NADP im Ansatz vorhanden
war. Verglichen mit pAW-6 waren die Umsatzraten mit AW-11 deutlich niedriger. Eine
Erklarung hierfir kénnte sein, dass am System AW-11 drei Enzyme beteiligt sind, die

zudem noch auf zwei verschiedenen Plasmiden verteilt sind.

3.5 Cofaktorregenerierung durch Formiat-Dehydrogenase:
System LB-ADH-FDH (pAW-7)

Die NADP-abhéngige (R)-spezifische ADH aus Lactobacillus brevis ist der ADH aus
L. kefir sehr &hnlich. Auch dieses Enzym weist ein breites Substratspektrum auf. Im Laufe
der Dissertation von Bettina Riebel*"! wurde das Gen der ADH aus L. brevis isoliert,
kloniert und exprimiert. Des Weiteren wurde das Enzym biochemisch charakterisiert.

Die ADHs aus L. kefirund L. brevis weisen neben ihrer Abhangigkeit von NADP eine NAD-
Nebenaktivitat auf. Um diese geringe Affinitat der ADH zum Cofaktor NAD ausnutzen zu
kénnen, sollten beide ADHs mit der NAD-abhangigen FDH aus Candida boidinii gekoppelt
werden. Die FDH aus C. boidinii katalysiert die Decarboxylierung von Formiat (Abb. 86).
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i NAD* FOH co NADH + H*
HO  H ¥ T 2 + *

Formiat

Abb. 86: Decarboxylierung von Formiat durch die NAD-abhangige FDH.

Die Reaktion verlauft irreversibel und Formiat ist ein preiswertes Substrat. Als einziges
Produkt entsteht das Gas CO,. Das Funktionieren dieser Systeme hatte eine erhebliche
Reduzierung der Kosten zur Folge, da 1 g NADPH € 399 kostet, der Preis fir 1 g NADH
aber nur € 53 (Biomol, 2004) betragt. Aus 6konomischer Sicht waren diese Systeme also
sehr wertvoll. Die FDH ist ein bewahrtes Enzym fiir die NADH-Regenerierung'®*®. Die
Kopplung von LB-ADH und FDH zur NADH-Regenerierung ist in Abb. 87 dargestellt.

o) HO
LB-ADH H
NADH + H* NAD*
U b
co
? FDH HO™ 'H

Abb. 87: Kopplung von LB-ADH und FDH zur Schaffung eines Cofaktorregenerierungs-
Systems.

3.5.1 Coklonierung und Coexpression von LB-ADH und FDH

Zur Coexpression von LB-ADH und FDH sollten beide Gene hintereinander in den

Expressionsvektor pETDuet-1 (Novagen) kloniert werden (Abb. 88).
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Abb. 88: Vektorkarte des Expressionsvektors pETDuet-1 mit LB-ADH und FDH (pAW-7).

Es wurden Primer synthetisiert, welche dem /b-adh-Gen die Restriktionsschnittstellen
BamHI und Notl an den Genenden anfligen sollten. Diese Primer wurden in einer PCR
eingesetzt. Nach Aufreinigung des PCR-Produkis wurden der Expressionsvektor
pETDuet-1 sowie das PCR-Produkt mit den Restriktionsenzymen BamH| und Nofl
geschnitten, Uber Gelelektrophorese aufgetrennt und nach Elution aus dem Gel ligiert
sowie in kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen transformiert. Von zehn der Klone erfolgten
die Isolierung der Plasmide und die anschlieBende Uberpriifung auf korrekte Ligation.
Sechs dieser Klone zeigten Plasmid in der richtigen GrdBe. Die Ib-adh-Sequenz eines
Klons (pDLBADH) wurde durch Sequenzanalyse bestétigt.

Fir die Klonierung des fdh-Gens wurden Primer konstruiert, welche dem fdh-Gen die
Restriktionsschnittstellen Ndel und Xhol an den Genenden anfligen sollten. Nach erfolg-
reicher PCR mit FDH C23S in pBTac!"" als Template erfolgte die Aufreinigung des PCR-
Produkts. Nach Restriktion des fdh-PCR-Produkts sowie des Plasmids pDLBADH mit den
Restriktionsenzymen Ndel und Xhol wurden die beiden Fragmente ligiert und in
kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen transformiert. Zehn der auf LB,np-Platten gewach-
senen Klone wurden nach Plasmidisolierung auf korrekte Ligation hin Gberprift. Sieben
dieser Klone zeigten nach Agarose-Gelelekirophorese die richtige GroBe. Die Sequenz-
analyse des Plasmids eines Klons (pAW-7) bestéatigte die korrekte Sequenz des fdh-Gens.

Zur Coexpression von LB-ADH und FDH wurde das Konstrukt pAW-7 in kompetente
E. coli BL21(DES3)-Zellen transformiert.
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3.5.2 Expressionsoptimierung von E. coli BL21(DE3)/pAW-7

Um die optimalen Bedingungen fir die Expression von LB-ADH und FDH im Stamm E. coli
BL21(DES3)/pAW-7 herauszufinden, wurden die Expressionsbedingungen beziglich IPTG-
Konzentration, Induktionstemperatur sowie -dauer variiert und die Aktivitdten von LB-ADH
und FDH verglichen. Die Induktion der Genexpression erfolgte mit IPTG-Konzentrationen
von 100 pM, 500 uM bzw. 1 mM Uber einen Zeitraum von 3, 5 bzw. 17 h und bei Tempera-
turen von 30 und 37°C. Die Aktivitdten von LB-ADH und FDH der einzelnen Ansétze sind
in Abb. 89 dargestellt.

—=—ADH 3 h
e~ FDH 3 h

—4—ADH5h
v~ FDH 5 h 1,54 N 37°C

30° —&— ADH 17 H . -

204 +- FDH 17 h
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ﬂ
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Abb. 89: Optimierung der Expressionsbedingungen fur den Stamm E. coli BL21
(DE3)/pAW-7. Dargestellt sind die Aktivitaten von FDH und LB-ADH, gemessen mit
NADPH als Cofaktor, nach Wachstum bei 30 bzw. 37 °C mit unterschiedlichen IPTG-

Konzentrationen bzw. Induktionszeiten.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die Aktivitdten von FDH und ADH in der gleichen
GroéBenordnung liegen. Die Aktivitdten beider Enzyme sind am héchsten nach Induktion
mit 100 uM IPTG fiir 17 h bei 30°C. Diese Bedingungen wurden daher flr die Anzucht von

Zellen gewahilt.

Fur die Aktivitditsmessung der ADH wurde der Standardassay durchgefihrt. Es muss
berticksichtigt werden, dass in diesem System die NAD-Abhangigkeit der ADH und nicht,
wie standardmaBig, die NADP-Abhangigkeit der ADH genutzt wird. Die Aktivitat des
Rohextrakts nach Wachstum der Zellen bei den oben ermittelten optimalen Bedingungen
wurde mit NAD als Cofaktor gemessen. Die Aktivitat betrug 10 % der Aktivitdt mit NADP
als Cofaktor. Die FDH hat also eine héhere Aktivitat als die ADH, wenn die NAD-
Abhéangigkeit dieses Enzyms bericksichtigt wird.
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3.5.3 Trennung von LB-ADH und FDH

Die Trennung von LB-ADH und FDH gelang mittels Anionenaustausch-Chromatographie
mit Q-Sepharose FF (Pharmacia) als Saulenmaterial. Nach Aufschluss von E. coli BL21
(DE3)/pAW-7-Zellen wurde der Rohextrakt auf die mit Puffer A (50 mM TEA-Puffer pH 7,0
+ 1 mM MgCl,) gespllte Saule aufgetragen. Die Elution der Proteine erfolgte mittels eines
linearen Gradienten von 0 bis 1 M NaCl. Wahrend die FDH nicht an das S&ulenmaterial
gebunden hat, eluierte die LB-ADH bei ca. 224 mM NaCl. Die Aktivitaten von FDH und LB-
ADH vor und nach dem Reinigungsschritt sind in Tab. 34 und Tab. 35 dargestellt.

Tab. 34: Aktivitat der FDH im Rohextrakt und nach Anionenaustausch-Chromatographie
aus E. coli BL21(DE3)/pAW-7.

FDH
Reinigungs- Akt. Protein Akt. Reinigungs-
schritt [U/mlI] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 6,32 20,30 0,31 1,0
Q-Sepharose FF 1,40 0,99 1,43 4,6

Tab. 35: LB-ADH-AKktivitat in E. coli BL21(DE3)/pAW-7-Rohextrakt und nach
Anionenaustausch-Chromatographie. Die Messung erfolgte Gber ADH-Standardassay mit
NADPH als Cofaktor.

ADH (mit NADPH)
Reinigungs- Akt. Protein Akt. Reinigungs-
schritt [U/mI] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 2,27 20,30 0,11 1,0
Q-Sepharose FF 0,22 0,45 0,49 4,5

Der Reinigungserfolg ist in Abb. 90 dokumentiert.
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Abb. 90: SDS-PAGE gefarbt mit Simply Blue SafeStain (Invitrogen); aufgetragen ist
Rohextrakt E. coli BL21(DE3)/pAW-7 sowie FDH- und LB-ADH-haltige Fraktionen nach
Anionenaustausch-Chromatographie.

Abb. 90 bestatigt das Ergebnis der Aktivitdtsmessungen. Wéahrend die Aktivitat der FDH in
der gewohnten GréBenordnung liegt, ist die LB-ADH-Aktivitat sehr niedrig. Die SDS-PAGE
gibt die schwache Expression der LB-ADH wieder.

3.5.4 Untersuchung von Kreuzreaktionen

Um mdgliche stérende Nebenreaktionen der FDH mit Acetophenon und (R)-Phenylethanol
sowie den Einfluss von Formiat auf die LB-ADH-Reaktion zu untersuchen, erfolgten Aktivi-
tatstests der FDH mit Zusatz von Acetophenon sowie (R)-Phenylethanol im Ansatz bzw.
der LB-ADH mit Formiat im Reaktionsgemisch.

Zur Untersuchung des Einflusses der Komponenten der ADH-Reaktion auf die FDH
wurden dem FDH-Standardassay 10 mM Acetophenon bzw. 10 mM (R)-Phenylethanol zu-
gesetzt. Als Kontrolle wurde der Standardassay ohne Zuséatze durchgefihrt. Die photo-
metrisch gemessenen Aktivitdten sind in Tab. 36 dargestellt.
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Tab. 36: Untersuchung des Einflusses von Acetophenon bzw. (R)-Phenylethanol auf die
FDH-Reaktion.

Assay Akt. [U/ml]
Standard 87,64
+ 10 mM Acetophenon 89,31
+ 10 mM (R)-Phenylethanol 93,30

Die Aktivitdten zeigen, dass sowohl Acetophenon als auch (R)-Phenylethanol keinen inhi-
bierenden Einfluss auf die FDH-Reaktion ausliben. Die FDH-Aktivitdt war nach Zusatz von
10 mM (R)-Phenylethanol sogar leicht erhéht.

Des Weiteren wurde die mdgliche Beeinflussung von Natriumformiat auf die Aktivitat der
LB-ADH untersucht. Hierzu wurden dem Standardassay 100 bzw. 200 mM Natriumformiat
zugesetzt. AuBerdem wurde der Standardassay ohne Zusatze zur Kontrolle durchgefihrt
(Tab. 37).

Tab. 37: Aktivitat der ADH aus L. brevis in Anwesenheit von 100 bzw. 200 mM
Natriumformiat zur Untersuchung von Kreuzreaktionen. Zur Kontrolle wurde der
Standardassay durchgefihrt.

Assay Akt. [U/ml]
Standard 13,85
+ 100 mM Natriumformiat 9,00
+ 200 mM Natriumformiat 7,66

Die Aktivitatswerte zeigen, dass die Anwesenheit von Natriumformiat auf die LB-ADH inhi-
bierend wirkt. Wahrend der Zusatz von 100 mM Natriumformiat die Aktivitat der LB-ADH
um 35 % vermindert, bewirkt der Zusatz von 200 mM Natriumformiat sogar einen

Aktivitatsverlust von 45 %.

3.5.5 Umsetzungen im zellfreien System

3.5.5.1 Ermittlung des optimalen Enzymverhaltnisses

Fir die Umsetzung von Acetophenon im zellfreien System wurden LB-ADH und FDH in
verschiedenen Verhéltnissen (1 : 1,1 :2,2:1,1:5,1:10 und 1 : 30) eingesetzt. Das
Verhéaltnis ADH : FDH von 1 : 30 wurde gewahlt, da dieses Verhaltnis bei Berlcksichtigung
der NAD-Spezifitdt der LB-ADH in E. coli BL21(DE3)/pAW-7-Zellen vorliegt. Das Enzym-
verhaltnis 1 : 1 entspricht 0,5 U LB-ADH bzw. 0,5 U FDH pro ml Ansatz. Die Umsetzungen
wurden mit und ohne NADP-Zusatz durchgefiihrt. Alle Ansatze enthielten dagegen NAD.
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Nach bestimmten Zeiten wurden Proben genommen und mittels Gaschromatographie
untersucht. Anhand dieser Ergebnisse wurde die entstandene Menge an (R)-Phenyl-
ethanol in jedem Ansatz ermittelt (Abb. 91).
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Abb. 91: Gebildete (R)-Phenylethanol-Menge bei der Umsetzung von Acetophenon mit
isolierten Enzymen LB-ADH und FDH. Die Enzyme wurden in verschiedenen
Verhaltnissen eingesetzt, wobei das Verhaltnis 1 : 1 0,5 U jedes Enzyms pro ml Ansatz
entspricht.

Aus der Abbildung geht hervor, dass die Umsatzraten wesentlich héher waren, wenn den
Ansatzen kein NADP zugesetzt wurde. Ein Grund dafir kdénnte sein, dass NADP ein
kompetitiver Inhibitor fir NAD ist. Die besten Umsetzungen wurden erzielt, wenn die FDH
im Uberschuss gegeniiber der ADH vorlag, was auch in E. coli BL21(DE3)/pAW-7-Zellen
der Fall ist.

3.5.5.2 Umsetzungen verschiedener Ketone

Nach Ermittlung des optimalen Enzymverhaltnisses wurden mit dem Verhaltnis LB-ADH :
FDH von 1 : 5 Umsetzungen von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM
6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-butylester durchgefiihrt. Aufgrund der deutlich besseren
Umsetzung des Substrats Acetophenon wurden den Ansatzen unterschiedliche Mengen
an Enzymen zugesetzt. Wahrend der Acetophenon-Ansatz 0,5 U LB-ADH und 2,5 U FDH
enthielt, wurden den beiden anderen Anséatzen 5 U LB-ADH und 25 U FDH zugesetzt. Alle
Ansatze enthielten 150 mM Natriumformiat. Die Reaktionen erfolgten in 100 mM TEA-
Puffer pH 7,5 bei 37°C unter leichtem Schitteln. Den Ansétzen wurde kein NADP
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zugesetzt. Nach bestimmten Zeiten wurden Proben entnommen und diese mittels GC
analysiert (Abb. 92).
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Abb. 92: Reduktion von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-
3,5-dioxohexanséaure-tert-butylester mit LB-ADH und FDH im Verhéaltnis 1 : 5. Der
Acetophenon-Ansatz enthielt 0,5 U LB-ADH/2,5 U FDH, die beiden anderen Ansatze 5 U
LB-ADH/25 U FDH.

Sowohl 10 mM Acetophenon als auch 15 mM 2,5-Hexandion wurden vollstandig reduziert,
wobei der Hexandion-Ansatz das Zehnfache der Enzymmenge enthielt. Es wurden
dagegen lediglich ca. 30 % (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester gebil-
det. Dazu muss gesagt werden, dass dieser Ansatz 25 mM an Substrat enthielt, wahrend
die beiden anderen Ansatze nur 10 bzw. 15 mM enthielten. Alle gebildeten Alkohole waren

enantiomerenrein.

3.5.6 Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-7

E. coliBL21(DE3)/pAW-7-Zellen wurden in Ganzzellumsetzungen fir die Reduktion von
10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-
tert-butylester eingesetzt. Der Acetophenon-Ansatz enthielt 5 mg Zellen pro ml Reaktions-
mischung, wahrend den beiden anderen Ansatzen jeweils 36,5 mg Zellen pro ml zugesetzt
wurden. Bei einem Teil der Anséatze erfolgte die Behandlung der Zellen mit Toluol vor der
Umsetzung. Des Weiteren wurde der Halfte der Ansadtze 1 mM NADP zugesetzt. Alle
Ansétze enthielten auBerdem 1 mM NAD und wurden in 100 mM TEA-Puffer pH 7,5 bei
37°C unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach bestimmten Zeiten wurden Proben genom-
men und mittels GC analysiert (Abb. 93).
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Abb. 93: Umsetzungen von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM
6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-butylester mit E. coli BL21(DE3)/pAW-7-Zellen, welche
zum Teil mit Toluol behandelt wurden. Einem Teil der Ansatze wurde NADP zugesetzt.

Acetophenon und 2,5-Hexandion wurden von E. coli BL21(DE3)/pAW-7-Zellen nur umge-
setzt, wenn neben NAD auch NADP in den Reaktionsansatzen enthalten war. Eine
mogliche Erklarung daflr ist, dass der Ky-Wert der LB-ADH fiir NAD mit 2,94 mM sehr
hoch ist!'® und in der Zelle Enzyme vorhanden sind, die in der Lage sind, NADPH zu
regenerieren. Auch die in E. coli enthaltene Transhydrogenase kdnnte die verbrauchten
Cofaktoren NADPH und NAD regenerieren, so dass Umsetzung nur nach Zusatz beider
Cofaktoren méglich ist. Der Zusatz von Toluol hatte nur einen geringen Einfluss auf die
Umsetzung; nach Permeabilisierung der Zellmembran verlief die Reaktion mit 10 %
héherer Ausbeute. Wéhrend nach 30 h Reaktionszeit etwa 3 mM Acetophenon stereo-
selektiv zu (R)-Phenylethanol reduziert wurden, waren nach 23 h Reaktionsdauer maximal
0,3 mM des eingesetzten 2,5-Hexandions reduziert, obwohl hier etwa sieben mal so viel
Zellmaterial im Ansatz enthalten war. Es erfolgte nur Umsetzung von 2,5-Hexandion, wenn
die Zellmembran nicht permeabilisiert worden war. 6-Chlor-3,5-dioxohexanséure-tert-
butylester wurde von E. coli BL21(DE3)/pAW-7 Uberhaupt nicht umgesetzt.
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3.5.7 Zusammenfassung des Systems pAW-7

Wichtige Vorteile des Systems LB-ADH-FDH sind der geringe Preis des FDH-Substrats
Formiat, die Bildung von CO, als einzigem Reaktionsprodukt sowie die aufgrund der
Decarboxylierung irreversibel ablaufende Reaktion. Bei der Ermittlung des optimalen
Enzymverhaltnisses LB-ADH-FDH wurde herausgefunden, dass die Reduktion von Aceto-
phenon am besten war, wenn die FDH im Uberschuss vorlag. Dies ist in E. coli BL21
(DE3)-pAW-7-Zellen der Fall. Die Umsetzungen der drei ausgewahlten Substrate mit
diesen Zellen verliefen sehr schlecht. Wahrend 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butyl-
ester Uberhaupt nicht umgesetzt wurde, wurden Acetophenon und 2,5-Hexandion nur mit
geringen Umsatzraten und in Anwesenheit von NADP reduziert. Grund fur die schlechten
Umsatzraten ist, dass das System auf der geringen NAD-Nebenaktivitdt der LB-ADH
beruht.

3.6 Cofaktorregenerierung durch Formiat-Dehydrogenase (FDH):
System LK-ADH-FDH (pAW-8)

Zur Konstruktion eines komplexen Cofaktorregenerierungs-Systems, das neben der ADH
aus L. kefirund der FDH aus C. boidinii die Transhydrogenase (PNT) aus E. coli enthalten
sollte (3.7), sollten ADH aus L. kefir und FDH aus C. boidinii cokloniert werden. Beide
Gene sollten in den Expressionsvektor pACYCDuet-1 (Novagen) kloniert werden (pAW-8)
(Abb. 94).
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Abb. 94: Vektorkarte des Expressionsvektors pACYCDuet-1 (Novagen), welcher ADH und
FDH enthalt.

Zum Vergleich der beiden ADHs aus L. kefir und L. brevis sollte das System pAW-8
charakterisiert und dem Konstrukt pAW-7 gegenibergestellt werden. Abb. 95 zeigt ADH-
und FDH-Reaktion, welche zur NADH-Regenerierung miteinander gekoppelt werden.
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Abb. 95: Kopplung von ADH und FDH zur Regenerierung von NADH.

3.6.1 Coklonierung von ADH und FDH

Fir die Klonierung des adh-Gens in pACYCDuet-1 wurden genspezifische Primer konstru-
iert, welche dem adh-Gen die Restriktionsschnittstellen Sacl und Notl an den Genenden
anfligen sollte. Mittels PCR wurde das entsprechende DNA-Fragment aus genomischer
DNA von L. kefir isoliert und anschlieBend, ebenso wie der Vektor pACYCDuet-1, mit den
Restriktionsenzymen Sacl und Notl geschnitten. Nach Ligation der beiden Fragmente
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erfolgte die Transformation in kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen. Von zehn der auf
Chloramphenicol-haltigem LB-Medium gewachsenen Klone wurden die Plasmide isoliert
und auf korrekte Ligation hin Uberprift. Die Sequenzierung eines dieser Plasmide
(PACYCADH) bestétigte die korrekte adh-Gensequenz.

Dem fdh-Gen sollten fir die Klonierung die Schnittstellen Ndel und Xhol an den Enden
angefligt werden. Es konnte das PCR-Produkt verwendet werden, welches flir die Her-
stellung von pAW-7 isoliert wurde. Dieses fdh-PCR-Produkt sowie das Plasmid
pACYCADH wurden mit den Restriktionsenzymen Ndel und Xhol geschnitten. Die beiden
DNA-Fragmente wurden ligiert und in kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen transformiert.
Von zehn der in Chloramphenicol-haltigem Medium gewachsenen Klone wurden die
Plasmide isoliert und auf korrekte Ligation hin Uberprift. Sieben der Klone zeigten Plasmid
und Insert in der richtigen GréBe. Die Sequenz eines dieser Plasmide wurde Gberpruft. Die
Sequenzanalyse bestatigte die korrekte Sequenz des fdh-Gens.

3.6.2 Coexpression von ADH und FDH

Fir die Expression von pAW-8 wurde das Plasmid in kompetente E. coli BL21(DE3)-Zellen
transformiert. Die Ergebnisse der Expressionsoptimierung des Stammes E. coli BL21
(DE3)/pAW-7 wurden auf den Stamm E. coli BL21(DE3)/pAW-8 (bertragen. Die
Expression der beiden Gene wurde mit 1 mM IPTG induziert, anschlieBend erfolgte das
Wachstum der Zellen bei 30°C flr 5 h.

3.6.3 Trennung von ADH und FDH

Die Trennung von ADH und FDH erfolgte Gber Anionenaustausch-Chromatographie (Q-
Sepharose FF, Pharmacia). Nach Aquilibrieren der Saule mit 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 +
1 mM MgCl, erfolgte die Elution der Proteine Uber einen linearen Gradienten von 0-1 M
NaCl. Zur Bestimmung der FDH-Aktivitat wurden photometrische FDH-Standard-Aktivitats-
tests durchgefiihrt. Die Messung der ADH-Aktivitat erfolgte Uber den ADH-Standardassay,
bei welchem die Abnahme von NADPH bei 340 nm verfolgt wird. Des Weiteren wurden
ADH-Aktivitatstests mit NADH statt NADPH als Cofaktor durchgefiihrt. Die Aktivitaten der
Enzyme sind in Tab. 38-Tab. 40 aufgeflhrt.
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Tab. 38: Aktivitat der FDH aus E. coli BL21(DES3)/pAW-8 im Rohextrakt und nach

Anionenaustausch-Chromatographie.

FDH
Reinigungs- Akt. Protein Akt. Reinigungs-
schritt [U/mI] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 3,91 19,00 0,21 1,0
Q-Sepharose FF 0,62 0,37 1,68 8,0

Tab. 39: ADH-Aktivitat in E. coli BL21(DE3)/pAW-8-Rohextrakt und nach
Anionenaustausch-Chromatographie. Die Messung erfolgte Uber den ADH-Standardassay
mit NADPH als Cofaktor.

ADH (mit NADPH)
Reinigungs- Akt. Protein Akt. Reinigungs-
schritt [U/mI] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 44,92 19,00 2,36 1,0
Q-Sepharose FF 48,54 2,97 16,34 6,9

Tab. 40: Aktivitat der ADH aus E. coli BL21(DE3)/pAW-8, gemessen mit NADH statt
NADPH als Cofaktor, im Rohextrakt und nach Anionenaustausch-Chromatographie.

ADH (mit NADH)
Reinigungs- Akt. Protein Akt. Reinigungs-
schritt [U/mI] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 2,31 19,00 0,12 1,0
Q-Sepharose FF 0,59 2,97 0,20 1,7

Der Erfolg der Aufreinigung wurde Uber SDS-PAGE (Abb. 96) dokumentiert.
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Abb. 96: Coomassie-gefarbte SDS-PAGE der Trennung von ADH und FDH aus E. coli
BL21(DE3)/pAW-8-Zellen. Aufgetragen wurden Rohextrakt sowie ADH- und FDH-haltige
Proben nach Anionenaustausch-Chromatographie.

Wie aus Abb. 96 zu erkennen ist, wurden ADH und FDH mittels Anionenaustausch-Chro-
matographie getrennt. Wahrend die ADH-Probe noch sehr viel Fremdprotein enthielt, lag

die FDH schon sehr sauber vor.

3.6.4 Untersuchung von Kreuzreaktionen

Die mogliche Beeinflussung der ADH-Reaktion durch Natriumformiat wurde durch Zusatz
von 100 mM Natriumformiat zum Standard-Aktivitatstest untersucht. Die ermittelten Aktivi-

taten sind in Tab. 41 aufgeflhrt.

Tab. 41: Mégliche Beeinflussung des ADH-Aktivitatstests durch Natriumformiat.

Assay Akt. [U/ml]
Standard 72,12
+ 100 mM Natriumformiat 74,56

Der Zusatz von Formiat bewirkte keine stérenden Nebenreaktionen, sondern eine sogar
leicht erhdhte ADH-Aktivitat.
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Der Einfluss von Acetophenon und (R)-Phenylethanol auf die FDH-Reaktion wurde bereits
in 3.5.4 erlautert.

3.6.5 Umsetzungen im zellfreien System

3.6.5.1 Ermittlung des optimalen Enzymverhaltnisses

Um das optimale Enzymverhaltnis ADH : FDH herauszufinden, wurde die Reduktion von
Acetophenon zu (R)-Phenylethanol im zellfreien System mit den Enzymverhaltnissen
ADH:FDHvon1:1,2:1,1:2,1:10und 10 : 1 durchgefihrt. Das Verhaltnis 1 : 1 ent-
spricht 0,1 U ADH (mit NADH gemessen) bzw. 0,1 U FDH. Die Bildung von (R)-Phenyl-
ethanol in den verschiedenen Anséatzen wurde mittels GC analysiert (Abb. 97).
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Abb. 97: Bildung von (R)-Phenylethanol bei der Umsetzung von Acetophenon mit ADH
und FDH in verschiedenen Enzymverhaltnissen im zellfreien System. Beim Verhaltnis 1 : 1
wurden 0,1 U jeden Enzyms eingesetzt. Einem Teil der Ansatze wurde NADP zugesetzt.

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die héchste Aktivitat bei einem Verhéltnis ADH :
FDH = 10 : 1 erreicht wurde, wobei beim Verhaltnis ADH : FDH = 1 : 10 auch noch 83 %
der Aktivitat erreicht wurden. Analog zum System pAW-7 waren auch hier deutlich héhere
Umsatzraten in den Anséatzen ohne NADP festzustellen. Der Grund kénnte auch hier sein,
dass NADP ein kompetitiver Inhibitor fir NAD ist.
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3.6.5.2 Umsetzungen verschiedener Ketone

10 mM Acetophenon, 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester und 15 mM
2,5-Hexandion wurden mit ADH und FDH im Verhaltnis 10 : 1 inkubiert. Aufgrund der deut-
lich besseren Umsetzung von Acetophenon enthielt der Acetophenon-Ansatz 1 U ADH
und 0,1 U FDH, wéhrend den beiden anderen Ansatzen 10 U ADH sowie 1 U FDH
zugesetzt wurde. Alle Anséatze enthielten 150 mM Natriumformiat. Die Durchfiihrung der
Umsetzungen erfolgte in 100 mM TEA-Puffer pH 7,5 bei 37°C unter leichtem Schutteln.
Die Ansatze enthielten NAD, aber kein NADP. Nach bestimmten Zeitintervallen wurden

Proben genommen und gaschromatographisch untersucht (Abb. 98).
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Abb. 98: Umsetzungen von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM
6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit ADH und FDH im Verhaltnis 10 : 1 im
zellfreien System. Acetophenon wurde mit 1 U ADH und 0,1 U FDH, 2,5-Hexandion sowie
6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-butylester mit 10 U ADH sowie 1 U FDH umgesetzt.

Wie die Abbildung zeigt, wurden 10 mM Acetophenon vollstdndig reduziert. 6-Chlor-3,5-
dioxohexansaure-tert-butylester wurde Uberhaupt nicht umgesetzt und von den einge-
setzten 15 mM 2,5-Hexandion lediglich ca. 7 %, obwohl diese beiden Anséatze die zehn-

fache Menge an Enzymen verglichen mit dem Acetophenon-Ansatz enthielten.

3.6.6 Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-8

Fir die Durchfiihrung von Ganzzellumsetzungen wurden E. coli BL21(DE3)/pAW-8-Zellen
teilweise mit Toluol behandelt. Der andere Teil der Zellen wurde ohne vorherige Behand-
lung verwendet. Alle Ansatze enthielten 1 mM NAD, ein Teil auBerdem noch 1 mM NADP.
Als Substrate wurden 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion bzw. 25 mM 6-Chlor-
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3,5-dioxohexansdaure-tert-butylester eingesetzt. Der Acetophenon-Ansatz enthielt 20 mg
Zellen pro ml Reaktionsmischung, wahrend den beiden anderen Ansatzen 36,5 mg Zellen
pro ml zugesetzt wurden. Die Durchfliihrung der Ganzzellbiotransformationen erfolgte in
100 mM TEA-Puffer pH 7,5 bei 37°C unter leichtem Schutteln. Die Bildung der chiralen
Alkohole wurde mittels GC analysiert (Abb. 99).
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Abb. 99: Umsetzungen von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM
6-Chlor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester mit ganzen E. coli BL21(DE3)/pAW-8-Zellen,
welche vor den Biotransformationen zum Teil mit Toluol behandelt wurden. Wahrend alle

Anséatze NAD enthielten, wurde nur der Hélfte der Ansatze NADP zugesetzt.

Wie der Abbildung zu entnehmen ist, hat die Permeabilisierung der Zellen keinen wesent-
lichen Einfluss auf die Reduktion von Acetophenon. Die Ansatze, die NADP enthielten,
lieferten bessere Umsetzungen. Eine Erklarung dafir kénnte sein, dass in den Zellen ent-
haltene Enzyme fir die Regenerierung von NADPH sorgen, da der Ky-Wert der LK-ADH
fir NADP (0,03 mM) sehr viel niedriger ist als der fir NAD (0,78 mM). Auch die E. coli-
eigene Transhydrogenase kénnte hier eine Rolle spielen, indem sie die verbrauchten
Cofaktoren NADPH und NAD regeneriert. Nach 28 h Reaktionszeit wurden maximal ca.
2 mM des eingesetzten Acetophenons umgesetzt. Bei den 2,5-Hexandion-Ansétzen er-
folgte nur Umsetzung, wenn die Zellen nicht mit Toluol behandelt wurden, wobei der
Ansatz ohne NADP-Zusatz bessere Ausbeuten brachte. Hier wurden maximal ca. 5 mM
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des eingesetzten Substrats reduziert. Allerdings waren auch fast doppelt so viele Zellen im
Ansatz enthalten. 6-Chlor-3,5-dioxohexanséure-tert-butylester wurde nur umgesetzt, wenn
der Ansatz NADP enthielt und die Zellen nicht permeabilisiert worden waren. Hier bildeten
sich 0,75 mM an (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester nach 23 h Reak-
tionsdauer. Alle Umsetzungen verliefen stereoselektiv.

3.6.7 Vergleich der beiden ADHs aus L. kefir und L. brevis

Der Vergleich der ADHs aus L. kefir und L. brevis zeigt, dass die LK-ADH im pET-
Expressionssystem besser exprimiert wird. Wahrend die LB-ADH im Rohextrakt von E. coli
BL21(DE3)/pAW-7 nur eine Aktivitat von 0,11 U/mg hatte, betrug die Aktivitat der LK-ADH
im Rohextrakt von E. coli BL21(DE3)/pAW-8 2,36 U/mg. Bei der Untersuchung von Kreuz-
reaktionen fiel auf, dass die LB-ADH durch Natriumformiat deutlich inhibiert wird, wahrend
die LK-ADH in Anwesenheit von Natriumformiat keine AktivitatseinbuBen erlitt. Trotz dieser
Inhibierung wurde Acetophenon von LB-ADH und FDH im zellfreien System schneller
umgesetzt als von LK-ADH und FDH. Auch die beiden anderen Substrate wurden im
zellfreien System von LB-ADH und FDH deutlich besser umgesetzt als von LK-ADH und
FDH. Wahrend 2,5-Hexandion von LB-ADH und FDH sogar vollstandig reduziert wurde,
erfolgte mit LK-ADH und FDH Uberhaupt keine Reduktion von 6-Chlor-3,5-dioxohexan-
saure-tert-butylester. Bei den Ganzzellumsetzungen zeigte sich, dass Acetophenon von
E. coli BL21(DE3)/pAW-7 mit LB-ADH und FDH besser umgesetzt wurde. Hier erfolgte mit
nur Y4 an eingesetzten Zellen die gleiche Umsatzrate wie mit E. coli BL21(DE3)/pAW-8 mit
LK-ADH und FDH. Allerdings erfolgte mit E. coli BL21(DE3)/pAW-7-Zellen nur Umsetzung
von Acetophenon, wenn NADP im Ansatz vorhanden war, obwohl das System auf der
NAD-Nebenaktivitat der ADH beruht. Mit E. coli BL21(DE3)/pAW-8-Zellen wurde Aceto-
phenon dagegen auch ohne Zusatz von NADP reduziert. Der Grund daflr liegt wahr-
scheinlich in den kinetischen Konstanten. Wahrend der Ky-Wert der LB-ADH fur NAD bei
2,94 mM liegt, betragt der der LK-ADH fur NAD 0,78 mM. Mit der LK-ADH ist es deshalb
maoglich, auch ohne Zusatz von NADP Umsetzung zu erzielen, wahrend der schlechte Ky-
Wert der LB-ADH fir NAD dies verhindert. Die Umsetzungen von 2,5-Hexandion und
6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester waren ebenfalls mit E. coli BL21(DE3)/pAW-8-
Zellen deutlich besser. Grund hierfir kdénnte die bessere Expression der LK-ADH
gegentber der LB-ADH sein.
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3.6.8 Zusammenfassung des Systems pAW-8

Beim System LK-ADH-FDH kann ebenfalls von den Vorteilen der FDH-Reaktion profitiert
werden. Formiat ist ein billiges Substrat, als einziges Produkt der Reaktion entsteht das
Gas CO, und die Reaktion verlauft irreversibel. Die drei ausgewéahlten Substrate wurden
vom Stamm E. coli BL21(DE3)/pAW-8 relativ schlecht umgesetzt, allerdings besser als
von E. coli BL21(DE3)/pAW-7-Zellen, die statt der LK-ADH die LB-ADH enthalten.

3.7 Cofaktorregenerierung durch Transhydrogenase (PNT):
System LK-ADH-FDH-PNT (AW-9)

Um das bei der ADH-Reaktion verbrauchte NADPH mit Hilfe der NAD-abh&ngigen FDH zu
regenerieren, sollte ein System geschaffen werden, welches neben ADH und FDH eine
Transhydrogenase enthalt. Transhydrogenasen katalysieren den Transfer von Reduktions-
aquivalenten zwischen NADP und NADH (Abb. 100).

Transhydrogenase
NADP* + NADH = = NADPH + NAD*

Abb. 100: Reaktion, die von Transhydrogenasen katalysiert wird.

Die Transhydrogenase soll dabei das bei der ADH-Reaktion entstandene NADP und das
bei der FDH-Reaktion entstandene NADH in NADPH und NAD umwandeln. Die bei beiden
Reaktionen verbrauchten Cofaktoren werden also gleichzeitig regeneriert (Abb. 101).
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Abb. 101: NADP-abhangige ADH gekoppelt mit NAD-abhangiger FDH sowie
Transhydrogenase (PNT), die simultan die verbrauchten Cofaktoren NADPH und NAD
regeneriert.

Als geeignete Transhydrogenase wurde die Pyridin-Nucleotid-Transhydrogenase (PNT)
aus E. coli ausgewahlt. Dieses Enzym katalysiert bevorzugt die Reaktion in Richtung
NADPH/NAD-Bildung. Bisher wurde lediglich eine lésliche Transhydrogenase aus
Pseudomonas fluorescens, die bevorzugt die entgegengesetzte Reaktionsrichtung kataly-
siert, fiir die Cofaktorregenerierung eingesetzt'%. Ein weiterer Vorteil bei Verwendung der
PNT aus E. coli ist die Ausnutzung der homologen Expression. Die ausgewahlte
Transhydrogenase besteht aus zwei Untereinheiten. Zwei Gene, pntA und pntB, codieren
fir diese beiden Untereinheiten. Die Sequenzen beider Gene sind bekannt'®!. Fir die
Konstruktion des Cofaktorregenerierungs-Systems sollten die beiden Transhydrogenase-
Gene in den Expressionsvektor pETDuet-1 (Novagen) kloniert werden. AnschlieBend
sollte dieser Vektor mit dem System pAW-8 kombiniert werden.

3.7.1 Isolierung der pnt-Gene

Fir die Isolierung der pnt-Gene pntA und pntB wurde zundchst genomische DNA aus
E. coli JM83 prépariert. Anhand der bekannten Gensequenzen wurden Primer konstruiert,
welche pntA an den Enden die Schnittstellen BamHI und Pstl sowie pntB die Schnittstellen
Bglll und Avrll anhangen sollten. Diese Primer wurden in PCR-Anséatzen eingesetzt. Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden sequenziert. Es konnten die gesamte 1533 bp-lange
Gensequenz von pntA und die vollstdndige 1389 bp-lange Gensequenz von pntB gelesen

werden.
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3.7.2 Klonierung der pnt-Gene

Fir die Klonierung von pntA wurden das PCR-Produkt pntA sowie der Expressionsvektor
pETDuet-1 (Novagen) mit den Restriktionsenzymen BamHI| und Pstl verdaut. Nach Liga-
tion der DNA-Fragmente erfolgte die Transformation in kompetente E. coli XL1-Blue-
Zellen. Von zehn der auf Ampicillin-haltigem LB-Medium gewachsenen Klone wurden die
Plasmide isoliert und auf korrekte Ligation Uberprift. Die gelelektrophoretische Auf-
trennung zeigte, dass vier der Klone Plasmid und Insert in der richtigen GrdBe trugen. Die
nachfolgende Sequenzanalyse eines dieser Plasmide (ppntA) bestatigte die korrekte
Sequenz von pntA.

PCR-Produkt pntB sowie Plasmid ppntA wurden mit den Restriktionsenzymen Bglll und
Avrll geschnitten, ligiert und nachfolgend in kompetente E. coli XL1-Blue-Zellen trans-
formiert. Nach Schnellisolierung der Plasmide von zehn auf LB,m,-Medium gewachsenen
Klonen zeigten sich neun Plasmide in der entsprechenden GréBe im Agarosegel. Die
korrekte Gensequenz von pntB wurde bei einem dieser Plasmide (ppntAB) durch
Sequenzanalyse bestatigt (Abb. 102).

Bglll
PstL

Abb. 102: Vektorkarte von pETDuet-1 (Novagen) mit pntA und pntB (ppntAB).

3.7.3 Coexpression von ADH, FDH und PNT

Fir die Coexpression von ADH, FDH und Transhydrogenase wurde zunachst pAW-8 in
kompetente E. coli BL21(DE3)-Zellen transformiert. AnschlieBend erfolgte die Praparation
kompetenter E. coli BL21(DE3)/pAW-8-Zellen und die Transformation des Plasmids
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ppntAB in diese kompetenten Zellen. Nach Selektion auf Chloramphenicol- sowie
Ampicillin-haltigem LB-Medium wurden die erhaltenen E. coli BL21(DE3)/AW-9-Klone
angezogen. Die Induktion der Genexpression erfolgte mit 1 mM IPTG bei einer ODggo vON
ca. 0,5. Nach finfstiindigem Wachstum bei 30°C wurden die Zellen geerntet. Nach Auf-
schluss der Zellen und Herauslésen von PNT aus der Membran erfolgten Aktivitatstests.
Die Aktivitaten von der mit NADPH gemessener ADH und FDH betrugen 2,21 und
0,40 U/mg, wahrend die PNT-Aktivitdt nach Ultrazentrifugation bei 0,07 U/ml lag.

3.7.4 Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/AW-9

Far die Reduktion von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-
3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit E. coli BL21(DE3)/AW-9 wurden die Zellen teil-
weise mit Toluol vorbehandelt. Die Ansétze wurden mit und ohne NAD bzw. NADP durch-
gefihrt. Wahrend der Acetophenon-Ansatz 5 mg Zellen pro ml Reaktionsmischung ent-
hielt, wurden den beiden anderen Ansatzen jeweils 30 mg Zellen pro ml zugesetzt. Die
Inkubation der Anséatze erfolgte bei 37°C unter leichtem Schutteln. Nach bestimmten Zeit-
intervallen wurden Proben entnommen und die Umsetzung am Gaschromatographen
analysiert (Abb. 103).



Ergebnisse 145

100 1,0

v
Acetophenon 2,5-Hexandion
80 0,8

60 —m— +Toluol -NAD +NADP
—e— +Toluol +NAD -NADP
—A— +Toluol -NAD -NADP
—v— +Toluol +NAD +NADP
—&— -Toluol -NAD +NADP
. —<— -Toluol +NAD -NADP

—p— -Toluol -NAD -NADP —<— -Toluol +NAD -NADP
207 —e— -Toluol +NAD +NADP 02 —P—-Toluol -NAD -NADP
7 —e— -Toluol +NAD +NADP

o4 : -/// I ' . .

' 7 T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 30
t[h] tih]

0.6 —m— +Toluol -NAD +NADP
—o— +Toluol +NAD -NADP
—A— +Toluol -NAD -NADP
0,4 —v— +Toluol +NAD +NADP
—&— -Toluol -NAD +NADP

40

(R)-Phenylethanol [%]
(2R,5R)-Hexandiol [%)

6-Chlor-3,5-dioxohexanséure-tert-butylester I

13
)

—u— +Toluol -NAD +NADP
—e— +Toluol +NAD -NADP
—A— +Toluol -NAD -NADP
—v— +Toluol +NAD +NADP
—e— -Toluol -NAD +NADP
—<— -Toluol +NAD -NADP
—»—-Toluol -NAD -NADP
—e— -Toluol +NAD +NADP

tert-butylester [%)]
o
~

o
N

(S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-

o
=
b
Y
Y
Y
.

T T T 7 !
10 15 20 25 30
tih]

o

Abb. 103: Umsetzungen von 10 mM Acetophenon, 15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM
6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-butylester mit ganzen E. coli BL21(DE3)/AW-9-Zellen,
welche teilweise mit Toluol vorbehandelt wurden. Die Umsetzungen wurden mit und ohne
NAD bzw. NADP durchgeflhrt.

Effiziente Umsetzung von Acetophenon war nur mdéglich, wenn sowohl NAD als auch
NADP der Reaktionsmischung zugesetzt wurden. Ohne Zugabe von NAD und NADP bzw.
nach Zusatz von nur einem der beiden Cofaktoren wurden nur geringe Umsatzraten
erreicht. Waren allerdings sowohl NAD als auch NADP im Ansatz enthalten, bildeten sich
nach 23 h Reaktionsdauer ca. 90 % (R)-Phenylethanol mit 100 % ee. Die Behandlung der
Zellen mit Toluol hatte keinen wesentlichen Einfluss auf die Reaktion. Obwohl in den
Anséatzen der beiden anderen Substrate 60 mg Zellen pro ml enthalten waren, erfolgte

keine Umsetzung.

3.7.5 Vergleich der Stamme E. coli BL21(DE3)/AW-9 und E. coli BL21
(DE3)/pAW-8
Um zu UOberprifen, ob die in AW-9 enthaltene Transhydrogenase ihre Funktion erflillt,

wurden die Stdmme E. coliBL21(DE3)/pAW-8 (ADH und FDH) und E. coliBL21
(DE3)/AW-9 (ADH, FDH und PNT) anhand der Umsetzung von 10 mM Acetophenon direkt
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miteinander verglichen. Die Durchfihrung des Experiments erfolgte nach Zusatz von 1 mM
NAD sowie NADP in 100 mM TEA-Puffer pH 7,0 bei 37°C unter leichtem Schitteln. Die
Ansatze enthielten jeweils 20 mg Zellen pro ml Ansatz. Die nach bestimmten Zeiten
entnommenen Proben wurden gaschromatographisch untersucht (Abb. 104).
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Abb. 104: Vergleich der Zellen E. coli BL21(DE3)/pAW-8 mit E. coli BL21(DE3)/AW-9,
welche sich nur durch die Anwesenheit von PNT in AW-9 unterscheiden, mittels der
Reduktion von Acetophenon zu (R)-Phenylethanol.

Die Abbildung zeigt deutlich, dass die in AW-9 enthaltene Transhydrogenase ihre Funktion
erfdllt. Ausgehend von 10 mM Acetophenon wurden von E. coli BL21(DE3)/AW-9-Zellen
nach 12 h Reaktionszeit 66 % Acetophenon zu (R)-Phenylethanol reduziert, wahrend unter
gleichen Bedingungen nach derselben Reaktionszeit von E. coli BL21(DE3)/pAW-8-Zellen
nur 19 % (R)-Phenylethanol gebildet wurden.

3.7.6 Zusammenfassung des Systems AW-9

Vorteile des Systems LK-ADH-FDH-PNT sind der niedrige Preis von Formiat, die Bildung
von CO, als einzigem Produkt und die Irreversibilitdt der FDH-Reaktion. Die beiden ver-
brauchten Cofaktoren NAD und NADPH kdnnen durch die PNT gleichzeitig regeneriert
werden. Von den drei ausgewahlten Substraten wurde vom Stamm E. coli BL21
(DE3)/AW-9 nur Acetophenon reduziert. Die Umsatzrate hier war allerdings deutlich héher
als mit E. coli BL21(DE3)/pAW-8-Zellen, die nur LK-ADH und FDH, aber keine PNT
enthalten.
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3.8 Cofaktorregenerierung durch Formiat-Dehydrogenase (FDH):
System Mut2G38D-ADH-FDH (pAW-10)

Fir die Herstellung eines weiteren Ganzzellkatalysators sollten die NAD-abhangige
Mutante der ADH aus L. brevis, Mut2G38D-ADH, sowie die NAD-abhangige FDH aus
C. boidinii miteinander gekoppelt werden. Als Grundlage fir dieses System wurde das
Konstrukt pAW-7 verwendet, welches die NADP-abhangige ADH aus L. brevis und die
FDH aus C. boidinii enthélt. Fir das System pAW-10 sollte die NADP-abhangige ADH im
Konstrukt pAW-7 durch die NAD-abh&ngige Mutante Mut2G38D-ADH ersetzt werden
(Abb. 105).

Pro

pAW-10

7192 bps

Abb. 105: Vektorkarte des Systems pAW-10, das auf dem Expressionsvektor pETDuet-1
basiert und die mut2g38d-adh- und fdh-Gene enthalt.

Abb. 106 zeigt das System, in dem Mut2G38D-ADH und FDH gekoppelt sind.

Mut2G38D ADH

NADH + H+ NAD*

O

P

co
? FDH HO™ H

Abb. 106: Kopplung von Mut2G38D-ADH und FDH zur Schaffung eines
Cofaktorregenerierungs-Systems.



148 Ergebnisse

3.8.1 Coklonierung und Coexpression von Mut2G38D-ADH und FDH

Zunachst wurde das mut2g38d-adh-Gen mittels PCR amplifiziert. Als Template fur diese
PCR wurde ein PCR-Produkt von B. Riebel'® verwendet. Die Primer entsprachen den
Primern, die fir die Amplifizierung des Ib-adh-Gens eingesetzt wurden und dem Gen die
Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl an den Genenden anfiigen sollten. Nach gel-
elektrophoretischer Auftrennung und Aufreinigung des PCR-Produktes erfolgte die
Sequenzierung des PCR-Produktes. Die Proteinsequenz von Mut2G38D-ADH weist
gegenlber der Sequenz der Wildtyp-ADH aus L. brevis vier Aminosaure-Austausche auf
(A10G, G38D, R39L, K49M). Die bisher bekannten Mutanten der LB-ADH mit verbesserter
NAD-Akzeptanz G38D bzw. Mutante 2 weisen die Austausche R39L, K49M, A10G bzw.
G38D aufl®'. Die hier isolierte Mutante beinhaltet alle vier Aminosaure-Austausche.

Das Plasmid pAW-7 sowie das PCR-Produkt mut2g38d-adh wurden mit den Restriktions-
enzymen BamHI| und Notfl geschnitten. Nach Auftrennung im Agarosegel und Gelextrak-
tion erfolgte die Ligation der DNA-Fragmente mit anschlieBender Transformation in kom-
petente E. coli XL1-Blue-Zellen. Die finf nach Selektion auf Ampicillin-haltigem LB-
Medium gewachsenen Klone wurden angezogen und deren Plasmide isoliert. Nach erfolg-
ter Restriktion zeigte sich im Agarosegel, dass drei der finf Klone Plasmid und Insert in
den entsprechenden GréBen enthielten. Die Sequenzierung eines dieser Plasmide
(PAW-10) bestétigte die korrekte mut2g38d-adh-Sequenz.

Fur die Coexpression von Mut2G38D-ADH und FDH wurde das Plasmid pAW-10 in
kompetente E. coli BL21(DE3)-Zellen transformiert.

3.8.2 Expressionsoptimierung von E. coli BL21(DE3)/pAW-10

Um moglichst gute Expressionsraten von beiden Enzymen zu erzielen, wurden die Expres-
sionsbedingungen von E. coli BL21(DE3)/pAW-10 optimiert. Hierzu erfolgte das Wachstum
der Zellen bis zu einer ODgg von 0,5 bei 37°C. Nach Induktion mit 100 uM, 500 uM und
1 mM IPTG wuchsen die Zellen bei 25°C, 30°C und 37°C fir 3, 5 und 16,5 h. Nach Auf-
schluss der Zellen mittels Schwingkugelmuhle erfolgten Mut2G38D-ADH- und FDH-Aktivi-
tatstests (Abb. 107).
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Abb. 107: Expressionsoptimierung von E. coli BL21(DE3)/pAW-10. Variiert wurden
Induktionstemperatur, Induktionsdauer sowie Induktorkonzentration.

Die Abbildung zeigt, dass die Aktivitaten von Mut2G38D-ADH und FDH in der gleichen
GréBenordnung liegen. Mut2G38D-ADH zeigte nach Induktion mit 100 uM IPTG und
Inkubation fir 16,5 h bei 37°C mit Abstand die héchste Aktivitdt. Aus diesem Grund
wurden diese Bedingungen flr die Anzucht von E. coli BL21(DE3)/pAW-10-Zellen gewahilt.

3.8.3 Trennung von Mut2G38D-ADH und FDH

Die Trennung von Mut2G38D-ADH und FDH gelang mittels Hydrophober Interaktions-
chromatographie mit Phenyl-650C (Tosoh) als S&ulenmaterial. Nach Aquilibrieren der
Séule mit 50 mM TEA-Puffer pH 7,0 + 1,5 M (NH,4).SO,4 wurde E. coli BL21(DE3)/pAW-10-
Rohextrakt aufgetragen. Die Elution der Proteine erfolgte mit 50 mM TEA-Puffer pH 7,0.
Wahrend keine Bindung von Mut2G38D-ADH erfolgte, wurde die FDH vom Saulenmaterial
gebunden und eluierte zu einem spateren Zeitpunkt. Die Aktivitdten von Mut2G38D-ADH
und FDH vor und nach dem Reinigungsschritt sind in Tab. 42 und Tab. 43 dargestellt.
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Tab. 42: FDH-AKktivitat im Rohextrakt und nach Hydrophober Interaktionschromatographie
aus E. coli BL21(DE3)/pAW-10.

FDH
Reinigungs- Akt. Protein Akt. Reinigungs-
schritt [U/mI] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 5,74 18,80 0,31 1,0
Phenyl-650C 0,79 0,39 2,02 6,5

Tab. 43: Aktivitat der Mut2G38D-ADH im Rohextrakt und nach Hydrophober Interaktions-
chromatographie aus E. coli BL21(DE3)/pAW-10.

Mut2G38D-ADH
Reinigungs- Akt. Protein Akt. Reinigungs-
schritt [U/mlI] [mg/ml] [U/mg] faktor
Rohextrakt 1,98 18,80 0,11 1,0
Phenyl-650C 0,25 5,73 0,04 0,04

Aus Tab. 43 wird ersichtlich, dass die Aktivitat der Mut2G38D-ADH sehr niedrig ist. Bereits
nach dem ersten Aufreinigungsschritt konnte das Enzym kaum wiedergefunden werden.
Aus diesem Grund wurden Experimente, die den Einsatz isolierter Enzyme erforderten, mit
Rohextrakt aus E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RP/Mut2G38D-ADH durchgeflihrt. Dieses
System wurde von B. Riebel angefertigt und enthalt Mut2G38D-ADH in pET-11al'%.

3.8.4 Biochemische Charakterisierung von Mut2G38D-ADH

3.8.4.1 Ermittlung des Temperaturoptimums der Mut2G38D-ADH

Die Ermittlung des Temperaturoptimums von Mut2G38D-ADH erfolgte anhand photometri-
scher Standard-Aktivitatstests im Bereich von 5 bis 60°C. Die Aktivititen der Mut2G38D-
ADH sind in Abb. 108 dargestellt.
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Abb. 108: Bestimmung des Temperaturoptimums von Mut2G38D-ADH. Die ADH-Aktivitat
wurde im Bereich von 5 bis 60°C gemessen.

Der Abb. ist zu entnehmen, dass das Temperaturoptimum von Mut2G38D-ADH bei ca.

50°<C liegt.

3.8.4.2 Bestimmung des pH-Optimums der Mut2G38D-ADH

Die Ermittlung des pH-Optimums von Mut2G38D-ADH erfolgte mit den in Tab. 44 aufge-
fihrten Puffern. In den einzelnen Ansatzen waren nur 2 mM Acetophenon enthalten.

Tab. 44: Verwendete Puffer zur Bestimmung des pH-Optimums von Mut2G38D-ADH.

pH-Bereich Puffersubstanz [100 mM]
5,0-8,0 KPi
7,5-9,0 TEA
9,0-10,6 Glycin-NaOH

Die Aktivitdten von Mut2G38D-ADH wurden in Schritten von ca. 0,5 pH-Einheiten mit den

entsprechenden Puffern gemessen.
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Abb. 109: Ermittlung des pH-Optimums von Mut2G38D-ADH mit den 100 mM Puffern KPi,

TEA, Glycin-NaOH.

Wie Abb. 109 zeigt, liegt das pH-Optimum von Mut2G38D-ADH bei pH 7,9.

3.8.4.3 Ermittlung der kinetischen Konstanten von Mut2G38D-ADH

Die Bestimmung der kinetischen Konstanten fir Mut2G38D-ADH erfolgte in 100 mM KPi-
Puffer pH 8,0 + 1 mM MgCl,. Fir den Cofaktor NADH wurde die Kinetik im Konzentrations-

bereich von 0 bis 0,35 mM NADH

aufgenommen (Abb. 110).
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Abb. 110: Bestimmung des Ky-Wertes fiir NADH der Mut2G38D-ADH in 100 KPi-Puffer

pH 8,0.
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Aus Abb. 110 ergibt sich ein Ky-Wert von 0,03 mM sowie ein Vyo-Wert von 0,30 U/mg.
AuBerdem wurde der Ky-Wert fur Acetophenon bestimmt. Dieser liegt bei 0,002 mM und
Vmax bei 0,34 U/mg. Weitere kinetische Konstanten konnten aufgrund der geringen Aktivitat
von Mut2G38D-ADH nicht ermittelt werden.

3.8.5 Untersuchung von Kreuzreaktionen

Der Einfluss von Acetophenon und (R)-Phenylethanol auf die FDH-Aktivitat wurde bereits
in 3.4.4 besprochen.

Die mdgliche Beeinflussung der Mut2G38D-ADH durch Formiat, dem Edukt der FDH-
Reaktion, wurde durch Zusatz von 100 bzw. 200 mM Natriumformiat zum ADH-Standard-
assay untersucht. Die Aktivitat der Mut2G38D-ADH unter diesen Bedingungen ist in Tab.
45 wiedergegeben.

Tab. 45: Aktivitat der Mut2G38D-ADH in Anwesenheit von 100 bzw. 200 mM
Natriumformiat zur Untersuchung von Kreuzreaktionen. Als Kontrolle wurde die Aktivitat
unter Standardbedingungen gemessen.

Assay Akt. [U/ml]
Standard 8,38
+ 100 mM Natriumformiat 4,28
+ 100 mM Natriumformiat 4,21

Die Tabelle zeigt, dass Natriumformiat inhibierend auf die Mut2G38D-ADH wirkt. In Anwe-
senheit von Natriumformiat sinkt die Aktivitdt von Mut2G38D-ADH um ca. 49 %.

3.8.6 Umsetzungen im zellfreien System

Aufgrund der geringen Stabilitdt von Mut2G38D-ADH im verdinnten Zustand erfolgte
keine Umsetzung von Acetophenon, 2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-
butylester.

3.8.7 Ganzzellumsetzungen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-10

Trotz Variation der Reaktionsbedingungen wurden die drei eingesetzten Substrate Aceto-
phenon, 2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester durch E. coli
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BL21(DES3)/pAW-10-Zellen nicht umgesetzt. Eine Erklarung kdnnte die geringe Stabilitat
von Mut2G38D-ADH sein.

3.8.8 Zusammenfassung des Systems pAW-10

Beim System Mut2G38D-ADH-FDH kénnten ebenso wie bei den anderen ADH-FDH-
Systemen die Vorteile der FDH-Reaktion genutzt werden. Aufgrund der geringen Stabilitat
von Mut2G38D-ADH konnten die drei eingesetzten Substrate allerdings nicht umgesetzt

werden.
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Diskussion und Ausblick

1. ,,Zweite“ ADH aus Lactobacillus kefir

Die bisher unbekannte ,zweite“* ADH aus L. kefir wurde aufgereinigt. Nach der Isolierung
und Klonierung des Gens erfolgte die Expression in verschiedenen Expressionssystemen.
Obwohl eine Vielzahl von Experimenten zur Optimierung durchgefuhrt wurde, konnte die
ADH trotz Uberexpression nicht aktiv exprimiert werden. Eine mégliche Ursache kénnte
sein, dass das Protein nicht korrekt gefaltet wird. Weniger wahrscheinlich ist, dass das
falsche Gen isoliert wurde. Da sich aber bei der Aktivitédtsfarbung nur eine Bande im Gel
gefarbt hat und da eine minimale Umsetzung festgestellt werden konnte, kann davon aus-
gegangen werden, dass das richtige Gen isoliert wurde. Um diese Tatsache zu bestéatigen,
musste das Enzym bis zur Homogenitat aufgereinigt werden und erneut N-terminal
ansequenziert werden. Bei Bestatigung der Sequenz kénnte das Gen in einem anderen
Organismus exprimiert werden, z. B. in Bacillus oder Lactobacillus. Wenn sich eine andere
Sequenz ergeben wiirde, kénnte das entsprechende Gen isoliert, kloniert und exprimiert
werden. Aus Zeitgriinden wurden diese Arbeiten allerdings nicht fortgesetzt.

2. Entwicklung von Ganzzellbiokatalysatoren

Auf der Basis der ADHs aus L. kefir und L. brevis wurden verschiedene Ganzzellbio-
katalysatoren entwickelt. Bei Dehydrogenase-katalysierten Reaktionen muss neben dem
primaren reduzierenden Enzym auch die Regenerierung des Cofaktors beriicksichtigt
werden. Ein besonders einfaches System zur Cofaktorregenerierung stellt die substrat-
gekoppelte Regenerierung mit Isopropanol dar. Das Edukt Isopropanol ist kostenglnstig,
Rest-Edukt und Produkt Aceton sind bei der Produktaufarbeitung leicht zu entfernen. Die
substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung mit Isopropanol ist eine aus der Literatur be-
kannte Methode!***® allerdings hat diese Methode einige Nachteile. Da sowohl Keton-
Reduktion als auch Isopropanol-Oxidation mit demselben Enzym durchgefihrt werden, ist
zu erwarten, dass es aufgrund der hohen Isopropanol-Konzentrationen zu einer
kompetitiven Inhibierung der Reduktion kommt. Zudem handelt es sich bei der Oxidation
von Isopropanol um eine Gleichgewichtsreaktion, die nach dem Massenwirkungsgesetz
nur bei sehr hohen Konzentrationen an Isopropanol zum vollstdéndigen Umsatz fuhrt. Die
jeweilige Gleichgewichtslage hangt zwar von den kinetischen Daten der Einzelreaktionen

ab, ein vollstandiger Umsatz ist aber prinzipiell nur schwer zu erreichen. Eine verfahrens-
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technische Ldsung ware, das Produkt Aceton in situ zu entfernen. Diese selektive
Abtrennung von Aceton ist bisher allerdings nicht publiziert. Die Konzentration an Iso-
propanol kann zudem nicht beliebig erhéht werden, da Alkohole auf viele Enzyme
deaktivierend wirken.

Auch bei der (R)-spezifischen ADH aus L. kefir bestatigt sich diese Limitierung des
unvollstandigen Umsatzes. Ein Ansatz mit 10 mM Acetophenon fihrt selbst beim hohen
Uberschuss von 5 M Isopropanol nur zu 84 % Ausbeute (s. Ergebnisse 3.). Hohere
Eduktkonzentrationen sollten zu noch geringeren Ausbeuten flihren. Eine solche mit Edukt
verunreinigte Produktlésung hat einen betréchtlichen Mehraufwand und damit hdhere
Kosten bei der Produktisolierung und -Reinigung zur Folge. Unterschiede in den physika-
lischen Eigenschaften wie den Siedepunkten, die fir eine Reinigung ausgenutzt werden
kénnten, sind h&ufig relativ gering, so dass ein gréBerer technischer Aufwand erforderlich
ist.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden daher enzymatische Cofaktorregenerierungs-Systeme
eingesetzt. Es wurden vor allem solche Enzyme fir die Regenerierung der verbrauchten
Cofaktoren verwendet, die irreversible Reaktionen katalysieren. Fir die Entwicklung von
Ganzzellbiokatalysatoren wurde die NADP-abh&ngige ADH aus L. kefir mit NADPH-
regenerierenden Enzymen gekoppelt. Die geringe NAD-Nebenaktivitdt der ADHs aus
L. kefir und L. brevis wurde ausgenutzt, um Ganzzellsysteme zu konstruieren, in denen
ADH und NADH-regenerierende Enzyme coexprimiert wurden. Die in dieser Arbeit ver-
wendeten Cofaktor-regenerierenden Enzyme und ihre katalysierten Reaktionen sind in
Abb. 111 dargestellt.
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Abb. 111: Uberblick iiber die Enzyme, die fiir die Regenerierung von NAD(P)H in

Ganzzellbiokatalysatoren eingesetzt wurden. Die von der vorwiegend NADP-abhangigen
ADH katalysierte asymmetrische Reduktion ist in grau dargestellt, die jeweils gekoppelte
Regenerierungsreaktion, die in derselben Zelle ablauft, ist in schwarz dargestellt.

Eine Ubersicht tiber die im Laufe der vorliegenden Arbeit entwickelten Plasmide, welche in

Ganzzellbiotransformationen eingesetzt wurden, gibt Tab. 46.

Tab. 46: Ubersicht iber die im Laufe der Arbeit entwickelten Plasmide, die in
Ganzzellbiotransformationen eingesetzt wurden.

Bezeichnung des Systems Enthaltene Gene
pAW-3 LK-ADH + GDH
pAW-4 GDH + LK-ADH
pAW-5 LK-ADH + MAE
pAW-6 LK-ADH + IDH
pAW-7 LB-ADH + FDH
pAW-8 LK-ADH + FDH
AW-9 LK-ADH + FDH + PNT

pAW-10 Mut2G38D-ADH + FDH
AW-11 AcnB, LK-ADH + IDH

Die entwickelten Systeme basieren alle auf pET-Vektoren und wurden in E. coli BL21

(DEB)-Zellen exprimiert.
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Ansatze mit E. coli BL21(DE3)/pAW-7- und pAW-8-Zellen, bei denen nur in Anwesenheit
von NADP Umsetzung erfolgte, wurde bei den anschlieBenden Diskussionspunkten nicht
berlcksichtigt. In diesen Fallen muss davon ausgegangen werden, dass die Cofaktorrege-
nerierung Uber andere, in den Zellen vorhandene Enzyme ablief und nicht, wie beab-
sichtigt, die NAD-Nebenaktivitat der ADHs genutzt wurde (s. Ergebnisse 3.5.6. und 3.6.6.).

Mit E. coli BL21(DE3)/pAW-10-Zellen bzw. mit dem zellfreien System Mut2G38D-ADH-
FDH konnten keine Umsetzungen von Acetophenon, 2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-
dioxohexansdaure-tert-butylester erreicht werden (3.8.6, 3.8.7). Aus diesem Grund wird
dieses System bei einigen Diskussionspunkten nicht erwahnt.

2.1 Einfluss der Zellpermeabilisierung auf die Ganzzellbiotrans-
formationen

Um die Diffusion der ein- und austretenden Substanzen bei Ganzzellumsetzungen zu er-
leichtern, wurden Zellen vor den Biotransformationen mit Toluol behandelt. Zum Vergleich
wurden unbehandelte sowie mit Toluol behandelte Zellen unter ansonsten gleichen Bedin-
gungen in den Umsetzungen eingesetzt. Tab. 47 gibt die spezifischen Zellaktivitaten der
verschiedenen Systeme wider, deren Berechnung auf den Umsetzungen von Aceto-
phenon, 2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester nach 2 h Reak-
tionszeit basieren. Alle Ansatze enthielten 1 mM NADP bzw. NAD.

Tab. 47: Spezifische Zellaktivitdten der verschiedenen Systeme bei den Umsetzungen von
Acetophenon, 2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-butylester mit und
ohne Permeabilisierung der Zellmembran. Alle Ansatze enthielten 1 mM des
entsprechenden Cofaktors. Die Berechnung der Werte erfolgte auf der Grundlage der
Aktivitaten nach 2 h Reaktionszeit.

Spezifische Zellaktivitat [U/g ZFM] bei der Umsetzung von

E. coli 6-Chlor-3,5-
BL21 Acetophenon 2,5-Hexandion dioxohexanséure-tert-
(DE3)/ butylester

+ Toluol - Toluol | + Toluol | - Toluol + Toluol - Toluol
pAW-3 166,67 166,67 99,90 40,68 33,42 32,16
pAW-4 166,67 166,67 37,39 21,89 24,12 20,83
pAW-5 16,67 16,67 22,61 25,00 14,25 14,50
pAW-6 166,67 166,67 15,83 14,15 13,70 11,98
AW-11 3,44 16,67 0 23,46 0 1,58
pAW-8 0,37 0,38 0 0,31 0 0
AW-9 2,66 0 0 0 0 0
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Wie aus der Tabelle ersichtlich wird, liegen die spezifischen Zellaktivitdten der einzelnen
Systeme fir die jeweiligen Substrate in den meisten Fallen mit und ohne Toluol-
Behandlung in der gleichen GréBenordnung. Beim Stamm E. coli BL21(DE3)/pAW-3
allerdings ist die Umsetzung von 2,5-Hexandion nach Permeabilisierung der Zellmembran
wesentlich besser als ohne Behandlung der Zellen mit Toluol. Deutliche Unterschiede
wurden bei E. coli BL21(DE3)/AW-11-Zellen festgestellt. Umsetzungen von Acetophenon
mit permeabilisierten E. coli BL21(DE3)/AW-11-Zellen lieferten nur sehr schlechte Ausbeu-
ten, wahrend 2,5-Hexandion und 6-Chlor-3,5-dioxohexanséaure-tert-butylester Gberhaupt
nicht reduziert wurden. Toluol scheint auf AcnB inhibierend zu wirken. Generell kann
gesagt werden, dass die Umsetzungen der drei Substrate durch die Permeabilisierung der
Zellen mit Toluol nicht beeinflusst wird, mit Ausnahme des AW-11-Systems. Vor den Um-
setzungen waren die Zellen eingefroren. Vermutlich wurde die Zellmembran durch das
Einfrieren schon so weit permeabilisiert, dass die einzelnen Stoffe leichter von der Zelle

aufgenommen werden konnten.

2.2 Einfluss von zugesetzten Cofaktoren auf die Ganzzellbio-
transformationen

Die Durchfiihrung von Ganzzellbiotransformationen erfolgte zum Teil mit Zusatz von 1 mM
NADP, wahrend dem anderen Teil der Ansatze kein Cofaktor zugesetzt wurde. Auf diese
Weise sollte Uberpruft werden, ob die zellinterne Cofaktormenge ausreicht, um effiziente
Ganzzellumsetzungen durchzufiihren. Die folgende Tab. 48 gibt einen Uberblick (iber die
spezifischen Zellaktivitaten. Diese Werte wurden aus den Aktivitdten der Anséatze, die die
NADP-Aktivitat der ADH nutzten, nach 2 h Reaktionszeit mit permeabilisierten Zellen
errechnet. Die Werte fir das System AW-11 wurden aus den Umsetzungen mit nicht-
permeabilisierten Zellen errechnet. Aufgeflhrt sind die Zellaktivitdten aus den Ansétzen,
denen kein Cofaktor zugesetzt wurde und diejenigen, die 1 mM NADP enthielten.
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Tab. 48: Ubersicht liber die spezifischen Zellaktivitaten, die bei
Ganzzellbiotransformationen der Systeme, die auf der NADP-Aktivitat der ADH beruhten,
mit und ohne NADP-Zusatz erzielt wurden. Die Werte wurden aus den Aktivitadten der
Ansatze mit permeabilisierten Zellen nach 2 h Reaktionszeit berechnet. (Ausnahme:
AW-11-Umsetzungen mit nicht-permeabilisierten Zellen).

Spezifische Zellaktivitat [U/g ZFM] bei der Umsetzung von
E. coli 6-Chlor-3,5-
BL21 Acetophenon 2,5-Hexandion dioxohexansaure-tert-
(DE3)/ butylester
- NADP + NADP - NADP + NADP - NADP + NADP
pAW-3 19,85 166,67 0 99,90 27,30 33,42
pAW-4 10,85 166,67 0 21,89 3,42 24,12
pAW-5 9,99 16,67 0 22,61 0 14,25
pAW-6 10,47 166,67 0 15,83 0 13,70
AW-11 6,80 16,67 0 1,58 0 23,46
AW-9 0 2,66 0 0 0 0

Tab. 48 zeigt, dass der Zusatz von NADP einen entscheidenden Einfluss auf die Ausbeu-
ten hat. In vielen Féllen wurde Uberhaupt keine Reduktion der Ketone erzielt, wenn den
Anséatzen kein Cofaktor zugesetzt wurde. Beim Betrachten dieser Ergebnisse fallt auf,
dass die zellinterne Cofaktormenge nicht ausreicht, um effiziente Ganzzellumsetzungen
durchzufiihren. Unter normalen Wachstumsbedingungen enthalten E. coli-Zellen ungefahr
5,3 nmol/mg bzw. 3,6 nmol/mg Trockengewicht NAD bzw. NADP!'%! Dies bedeutet, dass
die intrazellularen Konzentrationen 1 mM NAD(H) bzw. 0,4 mM NADP(H) betragen!'®.. Der
Kw-Wert der LK-ADH fir NADPH betragt 0,14 mM, wahrend die Ky-Werte der Cofaktor-
regenerierenden Enzyme fir NADP bzw. NAD zwischen 0,02 und 0,09 mM liegen. Aus
diesem Grund kdnnen optimale Aktivitaten der Enzyme kaum erreicht werden. Der Zusatz
von Cofaktoren zur Erhéhung des zellinternen Cofaktorspiegels ist deshalb unerlasslich fur
die Durchfihrung effizienter Ganzzellbiotransformationen. Um den Zusatz der teuren
Cofaktoren zu umgehen, kénnte bei den Umsetzungen eine gréBere Zellmenge eingesetzt
werden. Die Umsetzungen von Acetophenon und 2,5-Hexandion durch E. coli BL21
(DEB)/pAW-3-Zellen (s. Ergebnisse 3.1.11.1) beispielsweise zeigten, dass mit 5 mg Zellen
pro ml Ansatz bei der ersten Probennahme nach 10 min Reaktionszeit auch ohne NADP-
Zusatz die gesamte Menge an entsprechendem Keton reduziert worden war, wahrend die
Umsetzungen mit 0,5 mg Zellen pro ml Ansatz ohne NADP-Zusatz deutlich schlechter

waren.
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2.3 Vergleich der verschiedenen Systeme

Die verschiedenen Ganzzellbiokatalysatoren wurden miteinander verglichen, indem unter-
sucht wurde, in welchem Verhéltnis die unterschiedlichen Konstrukte die drei verwendeten
Substrate umsetzen und mit welcher Ausbeute die Substrate von den einzelnen
Konstrukten reduziert werden.

2.3.1 Vergleich der Systeme anhand der Umsetzung verschiedener
Substrate

Um zu vergleichen, in welchem Verhéltnis die verschiedenen Konstrukte die drei Substrate
umsetzen, wurden die relativen Aktivitdten ausgerechnet und tabellarisch gegenlber-
gestellt (Tab. 49). Die Aktivitaten, die bei der Umsetzung von Acetophenon erreicht
wurden, wurden gleich 100 % gesetzt.

Tab. 49: Ubersicht (iber die Reduktion der einzelnen Substrate durch die verschiedenen
Systeme. Dargestellt die relativen Aktivitaten sind fur jedes Konstrukt. (Aktivitaten bei der
Umsetzung von Acetophenon = 100 %).

Reduktion von
E. coli BL21 6-Chlor-3,5-

(DE3)/ Acetophenon [%] | 2,5-Hexandion [%] | dioxohexansaure-

tert-butylester [%]
pAW-3 100 6,10 11,36
pAW-4 100 3,52 15,56
pAW-5 100 5,17 31,32
pAW-6 100 3,06 8,73
AW-11 100 25,77 4,00
pAW-8 100 33,88 0
AW-9 100 0 0

Der Tabelle ist zu entnehmen, dass Acetophenon durch alle Konstrukte am besten umge-
setzt wird. Die Systeme pAW-8 und AW-11 setzen 2,5-Hexandion besser um als 6-Chlor-
3,5-dioxohexansaure-tert-butylester. Ein méglicher Grund hierfiir kénnte sein, dass FDH
und AcnB durch 6-Chlor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester inhibiert werden. Im Gegen-
satz dazu setzen alle anderen Systeme 6-Chlor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester mit
héheren Ausbeuten um als 2,5-Hexandion. Der Stamm E. coli BL21(DE3)/AW-9 setzt von
den drei ausgewahlten Substraten nur Acetophenon um. In weiteren Arbeiten kdnnten
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weitere ADH-Substrate anhand ihrer Umsetzung durch die verschiedenen Systeme unter-

sucht werden.

2.3.2 Vergleich der Reduktionsaktivititen der verschiedenen Ganz-
zellsysteme

Die verschiedenen Ganzzellsysteme wurden anhand der Reduktion der ausgewdhlten
Substrate verglichen. Die spezifischen Zellaktivitaten der einzelnen Systeme fiir die Re-
duktion der drei Substrate sind in Abb. 112 dargestellt.
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Abb. 112: Spezifische Zellaktivitaten bei den Umsetzungen von 10 mM Acetophenon,

15 mM 2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester mit den

verschiedenen Stamme E. coli BL21(DE3)/pAW-3 bis AW-11. Fir eine Ubersichtlichere
Darstellung wurden einzelne Bereiche vergrdBert dargestellt.

Die Abbildung zeigt, dass pAW-3 eindeutig das beste System ist. Es setzt alle drei
ausgewahlten Substrate mit Abstand am besten um. Das Konstrukt pAW-4, das ebenfalls
ADH und GDH, aber in umgekehrter Reihenfolge auf dem Plasmid enthalt, liefert wesent-
lich niedrigere Ausbeuten. Dieses Phdnomen macht deutlich, dass das Verhaltnis an expri-
mierten Enzymen eine wichtige Rolle spielt. Das im Vorversuch ermittelte optimale Enzym-
verhaltnis ADH : GDH = 3 : 1 wurde hiermit bestatigt.

Ein weiteres Kriterium, das im Rahmen dieser Arbeit nicht systematisch untersucht wurde,
betrifft die Umsetzung hdherer Substratkonzentrationen. Aus der Literatur ist allerdings be-
kannt, dass Reaktionslésungen bei Verwendung von D-Glucose/GDH aufgrund der
Bildung des Hydrolyseprodukts D-Gluconséure stark angesauert werden. Bereits in einer
1 %igen wassrigen D-Gluconsaure-5-lacton-Lésung féllt der pH-Wert innerhalb von 30 min
von 6,6 nach 3,01'°. Dieser Nachteil entfallt bei den Konstrukten pAW-5 (ADH-MAE),
pAW-6 (ADH-IDH) und AW-11 (ADH-AcnB-IDH). Beim System pAW-5 entsteht im Verlauf
der MAE-Reaktion aus der Dicarbonsaure Malat die Monocarbonsaure Pyruvat, wahrend
die IDH in den Systemen pAW-6 und AW-11 die Reaktion von der Tricarbonsdure
D-Isocitrat zur Dicarbonsdure 2-Ketoglutarat katalysiert. Bei beiden Reaktionen entsteht
aus einer starken S&ure wiederum eine starke Saure, was keinen wesentlichen Einfluss
auf den pH-Wert der abgepufferten Lésung hat. Das Konstrukt pAW-6 liefert ungefahr
gleiche Ausbeuten wie pAW-4. pAW-6 hat allerdings den groBen Nachteil, dass es auf-
grund des hohen Preises von lIsocitrat, 246,40 € pro g Ds-(+)-threo-lsocitronensaure
Monokaliumsalz (Fluka), aus 6konomischen Grinden nicht fir Umsetzungen im gréBeren
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MaBstab eingesetzt werden kann. Aus diesem Grund wurde die Aconitase, welche die
Reaktion von Citrat zu Isocitrat katalysiert, in das pAW-6-System integriert. Mit diesem
neuen Konstrukt AW-11 kénnen aufgrund des niedrigen Preises von Citrat, 28,80 € pro kg
Citronensaure Monohydrat (Fluka), Biotransformationen auch im groBen MaBstab durch-
geflihrt werden.

Alle Systeme, die die FDH enthalten, lieferten nur sehr schlechte Ausbeuten. Mit dem
System pAW-10 ist Gberhaupt keine Umsetzung der drei eingesetzten Ketone mdglich.
Dies beruht auf der geringen Stabilitdt von Mut2G38D-ADH. Wahrend das Konstrukt
pAW-7, das LB-ADH und FDH enthalt, keines der ausgewahlten Substrate ohne NADP-
Zusatz reduzierte, setzte pAW-8, das die LK-ADH neben der FDH enthalt, zwar Aceto-
phenon und 2,5-Hexandion um, allerdings im Vergleich zu den oben besprochenen Syste-
men sehr schlecht. E. coli BL21(DE3)/AW-9 mit LK-ADH, FDH und PNT reduzierte zwar
von den ausgewahlten Substraten nur Acetophenon, aber beim Vergleich mit pAW-8, das
ausschlieBlich LK-ADH und FDH enthalt, fallt deutlich auf, dass die in AW-9 integrierte
Transhydrogenase den Transfer von Redoxaquivalenten zwischen NADP und NADH kata-
lysiert und somit im Gegensatz zu pAW-8 die NADP-Abhangigkeit der LK-ADH ausgenutzt
wird. Acetophenon wird hier mit deutlich héheren Ausbeuten umgesetzt als beim Einsatz
des pAW-8-Konstrukts. Dies zeigt, dass mit den Systemen, die auf der NADP-Abhéangig-
keit der ADHs beruhen, deutlich effizientere Umsetzungen durchgefiihrt werden kénnen
als mit den Konstrukten pAW-7 und pAW-8, die auf der geringen NAD-Nebenaktivitat der
ADHs aus L. kefirund L. brevis basieren.

Fir die schwache Reduktionskapazitat der FDH-gekoppelten Systeme gibt es zumindest
zwei Grinde. Beim Versuch, die NAD-Nebenaktivitat des eigentlich NADP-abhangigen
Enzyms auszunutzen, kann zwar die héhere intrazelluldare Konzentration von NAD aus-
genutzt werden, daflr ist die Affinitat des Enzyms zu diesem Cofaktor, der Ky-Wert, aller-
dings deutlich schlechter. Wird dagegen versucht, das durch die FDH gebildete NADH mit
Hilfe der Transhydrogenase als NADPH nutzbar zu machen, ist zu vermuten, dass durch
diese zwischengeschaltete Gleichgewichtsreaktion zu geringe Konzentrationen an NADPH
fir die ADH zur Verfigung stehen. Bei Kenntnis aller kinetischen Daten kdnnte dies
berechnet werden, allerdings sind diese notwendigen Daten fir die membranstéandige
Transhydrogenase nicht verfligbar.
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2.3.3 Vergleich der Systeme anhand der Aktivititen der einzelnen
Enzyme

Um die Expression der verschiedenen Enzyme in den einzelnen Konstrukten vergleichen
zu koénnen, wurden die spezifischen Aktivitdten der Enzyme in den Rohextrakten aus
E. coliBL21(DE3)-Zellen gegenubergestellt (Tab. 50). Die ADH-Aktivitdten in den
Konstrukten pAW-7, pAW-8 und pAW-10 und wurden mit NADH als Cofaktor gemessen,
da hier die NAD-Nebenaktivitat der ADH ausgenutzt werden sollte. gegenlberstellen

Tab. 50: Ubersicht iiber die Enzymaktivitaten in den Rohextrakten der einzelnen
Konstrukte in E. coli BL21(DE3). Die ADH-Aktivitaten von pAW-7, pAW-8 und pAW-10 und
wurden mit NADH als Cofaktor bestimmt.

. Akt. regenerierendes
E. coli BL21(DE3)/ Akt. ADH [U/mg] Enzym [U/mg]
pAW-3 41,60 12,90
pAW-4 13,77 58,01
pAW-5 1,38 11,16
pAW-6 8,51 136,24
AW-11 1,71 AcnB: 2,79; IDH: 24,02
pAW-7 0,01 (NADH) 0,31
pAW-8 0,12 (NADH) 0,21
AW-9 2,21 0,40 (FDH)
pAW-10 0,11 (NADH) 0,31

Die Tabelle zeigt deutliche Unterschiede in der Aktivitdt der einzelnen Enzyme. Beim
Betrachten der ADH-Aktivitaten fallt auf, dass diese im Konstrukt pAW-3 mit Abstand am
héchsten ist. Mit diesem System wurden auch die besten Umsatzraten erreicht. In den
Systemen pAW-4 und pAW-6, bei denen die Umsatzraten in der gleichen GréBenordnung
lagen, sind auch die ADH-Aktivitaten ahnlich. In den Konstrukten pAW-5 und AW-11 wird
die ADH deutlich schlechter exprimiert, was auch an den entsprechenden spezifischen
Zellaktivitaten zu sehen ist.

Die Systeme pAW-7, pAW-8 und pAW-10, die neben der FDH unterschiedliche ADHs ent-
halten, zeigen relativ niedrige ADH-Aktivitaten. Mit diesen Konstrukten konnten auch in
den Ganzzellbiotransformationen keine guten Ergebnisse erzielt werden. Eine Ausnahme
bildet der Stamm E. coli BL21(DE3)/AW-9. Hier ist die ADH-Aktivitat verhaltnismaBig hoch
im Vergleich zu den Umsatzraten. Die Funktionsweise dieses Systems ist allerdings relativ
kompliziert, da die PNT die verbrauchten Cofaktoren aus zwei Reaktionen gleichzeitig
regenerieren muss. Dies ist vermutlich der Grund flr die vergleichbar schlechten Um-
setzungen mit AW-9. Die Aktivitdt von Mut2G38D-ADH liegt in der gleichen GrdBen-
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ordnung wie der der ADH in pAW-8. Aufgrund der geringen Stabilitdt von Mut2G38D-ADH
konnten die eingesetzten Substrate allerdings nicht umgesetzt werden.

Der Vergleich der ADH-Aktivitdten in den Rohextrakten der einzelnen Systeme in E. coli
BL21(DE3)-Zellen zeigt demnach, dass die mit den einzelnen Systemen erzielten Umsatz-
raten mit den entsprechenden ADH-Aktivitdten korrelieren. Zwischen den Aktivitdten der
regenerierenden Enzyme und den Umsatzraten besteht dagegen kein Zusammenhang.
Die IDH weist mit Abstand die héchste Aktivitat auf, wahrend das System pAW-6 keine
héheren Zellaktivitaten zeigt als die anderen Konstrukte.

AuBerdem zeigt diese Tabelle, dass die ADH im Vektor pET-21a(+), auf dem die Systeme
pAW-3 und pAW-4 basieren, starker exprimiert wird als in pETDuet-1 und pACYC-Duet-1,
die den anderen Konstrukten zugrunde liegen. Alle verwendeten Vektoren enthalten T7-
Promotoren. Wahrend pET-21a(+) nur einen Promotor enthalt, sind in pETDuet-1 und
pACYC-Duet-1 jeweils zwei Promotoren vorhanden. Alle verwendeten Vektoren enthalten
jeweils eine Terminatorsequenz. Die um das Dreifache héhere Expression des Gens, das
direkt hinter dem Promotor in pET-21a(+) sitzt, kann durch vorzeitigen Abbruch der
Transkription erklart werden, wodurch das zweite Gen nicht vollstandig transkribiert wird
und somit das erste Gen stérker exprimiert wird. Bei Verwendung der Vektoren pETDuet-1
und pACYC-Duet-1, die jeweils zwei T7-Promotoren, aber nur einen Terminator enthalten,
kann die RNA-Polymerase an beiden Promotoren binden. Bindet die RNA-Polymerase an
den zweiten Promotor, erfolgt die Transkription des zweiten Gens. Bei Bindung der RNA-
Polymerase an den ersten Promotor findet dagegen die Transkription beider Gene statt,
da zwischen den beiden Genen keine Terminatorsequenz liegt. Somit durfte bei Verwen-
dung dieser beiden Vektoren das zweite Gen starker exprimiert werden. In allen
entwickelten Konstrukten, die auf pETDuet-1 bzw. pACYC-Duet-1 basieren, sitzt die ADH
hinter dem ersten Promotor. Beim Betrachten der ADH-Aktivitadten und der angefertigten
SDS-Gele fallt auf, dass die ADH vergleichsweise schlecht exprimiert wird. Dies kénnte an
der oben besprochenen relativ schlechten Expression des Gens in der ersten multiplen
Klonierungsstelle dieser Vektoren liegen. Da festgestellt wurde, dass die ADH-Aktivitaten
mit den Umsatzraten der einzelnen Systeme korrelieren, sollte die ADH besser in der
zweiten multiplen Klonierungsstelle der oben besprochenen Vektoren sitzen, um eine
maoglichst hohe ADH-Aktivitat und dadurch erhéhte Umsatzraten zu erzielen. Aus diesem
Grund kodnnten in weiteren Arbeiten Konstrukte entwickelt werden, in denen sich das
regenerierende Enzym in der ersten und die ADH in der zweiten multiplen Klonierungs-

stelle der oben genannten Vektoren befindet.
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2.4 Beurteilung der Qualitat der Ganzzellumsetzungen

Um abzuschatzen, wie gut die Ausnutzung der intrazelluldaren Enzymaktivitat ist, wurden
die berechneten Zellaktivititen der einzelnen Systeme den in den entsprechenden
Stdmmen enthaltenen Enzymaktivitdten gegenibergestellt (Tab. 51).

Tab. 51: Vergleich der Zellaktivitaten bei der Reduktion von Acetophenon mit den
Enzymaktivitédten pro g Zellen (Feuchtgewicht) fir die einzelnen Systeme.

) Zellaktivitat
= 1:;2:;/.21 [umol Produkt/min x g Enzymaktivitaten pro g Zellen [U]
Zellen] 2 [U/g Zellen]

pAW-3 3047,16 ADH: 3801,85 | GDH: 2199,65
pAW-4 1419,83 ADH: 453,40 | GDH: 3870,93
pAW-5 347,98 ADH: 87,15 | MAE: 1010,00
pAW-6 1535,10 ADH: 903,80 | IDH: 8706,00

IDH: 2305,60
AW-11 233,76 ADH: 163,74 AcnB: 268,07
pAW-8 0,76 ADHyap: 11,23 | FDH: 9,77

Beim Betrachten von Tab. 51 fallt auf, dass die Zellaktivitdten der Stdmme, mit denen effi-
ziente Umsetzungen méglich sind (E. coli BL21(DE3)/pAW-3, pAW-4, pAW-5, pAW-6 und
AW-11), in der gleichen GréBenordnung liegen wie die entsprechenden ADH-Aktivitaten
bzw. sogar um ein Vielfaches héher sind. H6here Zellaktivitdten als entsprechende ADH-
Aktivitadten kénnen mdglich sein, da beim Zellaufschluss Verluste auftreten kdnnen. Die
Gegenuberstellung der Aktivitaten dieser ,effizienten” Systeme zeigt jedoch, dass die intra-
zelluldren Enzymaktivitdten optimal ausgenutzt werden. Dies beweist die hohe Qualitéat der
meisten entwickelten Ganzzellbiokatalysatoren. Das auf der NAD-Nebenaktivitat der ADH
beruhende System E. coli BL21(DE3)/pAW-8 weist allerdings eine deutlich niedrigere
Zellaktivitat als ADH-Aktivitat auf. Aufgrund der niedrigen NAD-Nebenaktivitdt der ADH
und des relativ hohen Ky-Wertes fir NAD sind mit diesem System, ebenso mit pAW-7,

keine effizienten Umsetzungen moglich.

2.5 Vergleich der Ganzzellumsetzungen mit den Umsetzungen
im zellfreien System

Umsetzungen im zellfreien System wurden mit dem zuvor ermittelten optimalen Enzym-
verhéltnis an ADH und entsprechendem regenerierendem Enzym durchgefihrt. Die Um-

setzungen enthielten ebenso wie ein Teil der Ganzzellumsetzungen 1 mM an ent-
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sprechendem Cofaktor. Die Reaktionsbedingungen und Konzentrationen an eingesetzten
Stoffen waren identisch bei entsprechenden Ganzzellumsetzungen und Umsetzungen im
zellfreien System. Beim Vergleich der zellfreien Umsetzungen fallt auf, dass die Um-
setzungen mit MAE als regenerierendem Enzym die héchsten Ausbeuten lieferten, gefolgt
von den Umsetzungen mit GDH und IDH als regenerierenden Enzymen. Die Umsetzungen
mit der FDH als regenerierendem Enzym waren zwar schlechter als alle anderen, die

Aktivitaten lagen aber in der gleichen GréBenordnung.

Bei den Umsetzungen im zellfreien System ist die Aktivitédtsverteilung demnach anders als
bei den entsprechenden Ganzzellbiotransformationen. Grund hierfiir ist sicherlich die
unterschiedliche Expressionsleistung der einzelnen Stamme. Wahrend bei den Umsetzun-
gen in zellfreien Systemen definierte Bedingungen vorherrschen, da bekannt ist, wie viele
U an entsprechendem Enzym im Reaktionsgemisch vorliegen, kann dies bei den Ganzzell-
umsetzungen nur aufgrund der Enzymaktivitaten im Rohextrakt von parallel aufgeschlos-
senen Zellen abgeschéatzt werden. Die Enzymverhaltnisse, die in den einzelnen Stdmmen
vorherrschen, entsprechen zumeist nicht den ermittelten optimalen Enzymverhaltnissen
(Tab. 52).

Tab. 52: Optimale Enzymverhaltnisse von ADH und jeweiligem Cofaktor-regenerierenden
Enzym sowie Verhaltnisse in den entsprechenden Ganzzellsystemen.

System Optimales Verhiltnis im
(E. coli Enzyme Enzymverhéltnis | Ganzzellbiokatalysator
BL21(DE3))

pAW-3 LK-ADH : GDH 3:1 3: 1

pAW-4 GDH : LK-ADH 1:3 3: 1

pAW-5 LK-ADH : MAE 1:2 1:11

pAW-6 LK-ADH : IDH 5:1 1:25

pAW-7 LB-ADHnap : FDH 1:5 1:30

pAW-8 LK-ADHnap : FDH 10 : 1 1: 2

Wie Tab. 52 zeigt, unterscheiden sich die ermittelten optimalen Enzymverhaltnisse deut-
lich. Wahrend in manchen Féllen die ADH im Uberschuss sein sollte, ist es in anderen
Féllen besser, wenn das Cofaktor-regenerierende Enzym Uberwiegt. Beim System LK-
ADH-GDH ist es vorteilhaft, wenn die ADH im dreifachen Uberschuss vorliegt. Dies ist in
E. coli BL21(DE3)/pAW-3-Zellen der Fall. Im Konstrukt pAW-4 dagegen liegen LK-ADH
und GDH im umgekehrten Verhéltnis von 1 : 3 vor. Die Umsetzungen mit diesen Zellen,
die deutlich schlechter sind, bestatigen, dass fir eine gute Umsetzung ein Enzym-

verhéltnis vorliegen sollte, wie es in zellfreien Versuchen gefunden wurde.
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Die Enzymverhéltnisse, die in den anderen Stdmmen vorherrschen, entsprechen nicht den
ermittelten optimalen Verhaltnissen. In vielen Fallen wird sogar das Enzym starker expri-
miert, das laut optimalem Enzymverhéltnis im Unterschuss vorliegen sollte. Aus diesem
Grund laufen diese Umsetzungen nicht unter optimalen Bedingungen ab. Dies kdnnte in
weiteren Arbeiten dadurch erreicht werden, dass die Gene durch Promotoren reguliert

wirden, die einzeln induziert werden kdnnten.

3. Vergleich verschiedener Verfahren zur Synthese von
(R)-Phenylethanol, (2R,5R)-Hexandiol und (S)-6-
Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester

Um die Qualitat der entwickelten Systeme zu untersuchen, wurden die Umsetzungen der
drei ausgewahlten Substrate Literatur-bekannten chemisch-katalysierten sowie enzym-
katalysierten Synthesen von (R)-Phenylethanol, (2R,5R)-Hexandiol und (S)-6-Chlor-5-
hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester gegentibergestellt.

Die Reduktion von Acetophenon zu (R)-Phenylethanol kann chemisch durch enantio-
selektive Transferhydrierung mit Hilfe von Ubergangsmetallkatalysatoren mit unterschied-
lichen Liganden erfolgen. Beim Einsatz eines Ir-Bisoxazolin-Systems konnten 30 mM
Acetophenon mit Isopropanol als Wasserstoffquelle mit 77 % Ausbeute und 18 % ee zu
(R)-Phenylethanol reduziert werden!®®! (Abb. 113).

OH
R 0]
©/\ + A
77 %
18 % ee

Abb. 113: Reduktion von Acetophenon zu (R)-Phenylethanol durch Transferhydrierung mit
einem Ir-Bisoxazolin-System als Katalysator.

Hobhere optische Ausbeuten in asymmetrischen Transferhydrierungen von Acetophenon
werden mit Ru-Komplexen und Aminophosphin-Liganden erreicht. (R)-Phenylethanol
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konnte aus 90 mM Acetophenon mit einem chiralen Aminophosphin und [RuCl,(p-Cymol)],
mit 95 % Ausbeute und 93 % ee bei 83°C synthetisiert werden!'®® (Abb. 114).

o [RuCly(p-Cymol)]o OH

: I PrOH, KOH, L* @/\

Eh H o 95 %
L* = HO/\‘/ T P// 93 % ee
Pho

Abb. 114: Asymmetrische Transferhydrierung von Acetophenon zu (R)-Phenylethanol mit
einem chiralen Aminophosphin und [RuCl,(p-Cymol)], als Katalysator.

Durch Hydroborierung in Anwesenheit von chiralen Oxazaborolidinen, sog. CBS-Reduktio-
nen, kénnen Ketone wie Acetophenon in guten Ausbeuten zu Alkoholen reduziert werden.
Mit einem B-methylierten Oxazaborolidin als Katalysator konnte (R)-Phenylethanol bei 2°C
mit 100 % Ausbeute und 96,5 % ee erhalten werden!*! (Abb. 115).

H CGH5
—4—CgHs
(0] N. O OH
? 9
CH
+ BHg 3 @/\
THF
100 %
96,5 % ee

Abb. 115: Stereoselektive Reduktion von Acetophenon durch asymmetrische
Hydroborierung mit (S)-Bor-methyliertem Oxazaborolidin als Katalysator.

Zn-Diamin-katalysierte asymmetrische Hydrosilylierungen von prochiralen Ketonen mit
Polymethylhydrosiloxan (PMHS) fihren zu chiralen Alkoholen mit hohen Enantiomeren-
reinheiten. Auf diese Weise konnten ca. 0,89 M Acetophenon unter Stickstoff mit ZnEt,
und einem chiralen Diaminliganden nach 288 h Reaktionszeit zu 66 % (R)-Phenylethanol
mit 91 % ee reduziert werden!'% (Abb. 116).
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1. ZnEty/L* (2 mol%)
0 PMHS (2 eq.) OH
[::]/JL\ Toluol, RT '
2. OH [::T/\\
66 %
Ar, \\Ar 91 % ee
L'= JNH HN
PH Ph
Ar = 2-MeOCGH4

Abb. 116: Zink-katalysierte Reduktion von Acetophenon mit PMHS
(Polymethylhydrosiloxan) und einem chiralen Diaminliganden.

Durch asymmetrische Elektroreduktion konnte Acetophenon durch die ADH aus T. brockii
nach 30 h Reaktionszeit zu (R)-Phenylethanol mit 61 % Ausbeute und 98 % ee reduziert
werden. Es wurden 3 mM Acetophenon eingesetzt. Die Regenerierung von NADPH er-
folgte hier Uber Ferredoxin-NADP-Reduktase (FNR) und Methylviologen (1,1'-Dimethyl-
4,4'"-bipyridiniumdichlorid, MV) als Elektronenmediator!'' (Abb. 117).

OH

MV NADPH

e ©/\98 % ee
o)
+
M FNR NADP* * \bH @)K

Abb. 117: Elektrochemisches Reduktionssystem mit TB-ADH als Katalysator und
Ferredoxin-NADP-Reduktase (FNR) sowie Methylviologen (MV?*) fiir die NADPH-
Regenerierung.

V2+

Bei der Reduktion von Acetophenon mit biokatalytischen Methoden kénnen Zellen des
Pilzes Trichothecium sp. eingesetzt werden. Nach 72 h Reaktionszeit entstand aus
1,39 mM Acetophenon (R)-Phenylethanol mit einer Ausbeute von 85 % und 93,5 % e€'''?.

Durch Racematspaltung von 10 mM Phenylethanol katalysierten Hansenula capsulata IFO
0974-Zellen die Oxidation von (S)-Phenylethanol mit 47,5 % Ausbeute, so dass lediglich

das (R)-Enantiomer mit 90,5 % ee in der Reaktionsmischung verblieb!'™®!.

Die NAD-abhangige ADH aus Pseudomonas sp. katalysierte die Reduktion von 48 mM
Acetophenon zu (R)-Phenylethanol mit 34 % Ausbeute und 94 % ee''¥. Die Reaktion
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erfolgte mit in situ-Regenerierung von NADH mittels Isopropanol als zweites ADH-
Substrat.

Die in dieser Arbeit eingesetzte ADH aus L. kefir reduzierte 10 mM Acetophenon zu
(R)-Phenylethanol mit > 90 % Ausbeute und 100 % ee, wenn NADPH durch das System
Formiat/NADP-abhangige FDH regeneriert wurde. Erfolgte die NADPH-Regenerierung
Uber Isopropanol als zweites ADH-Substrat, entstand (R)-Phenylethanol sogar mit 100 %
Ausbeute und 100 % e,

Die in den oben vorgestellten Synthesen von (R)-Phenylethanol erzielten ee-Werte
betragen maximal 98 %, wahrend die Ausbeuten bis auf die CBS-Reduktion durch
Corey™, bei der allerdings die Menge an eingesetztem Substrat nicht bekannt ist, unter
100 %, oft trotz niedriger Substratkonzentration sogar unter 70 % liegen. Nur durch die
ADH aus L. kefir ist es mdéglich, (R)-Phenylethanol mit einer Enantiomerenreinheit sowie
einer Ausbeute von 100 % zu produzieren. Mit den im Verlauf der vorliegenden Arbeit
konstruierten rekombinanten Ganzzellbiokatalysatoren kann die Reduktion von Aceto-
phenon zudem mit geringen Mengen an Katalysator und ohne Zusatz eines zweiten
Enzyms effizient durchgefihrt werden.

Die chemische Darstellung von (2R,5R)-Hexandiol gelang Uber asymmetrische Reduktion
von 3-Oxobutansdure mit Ru-BINAP als Katalysator und anschlieBender Kolbe-
Elektrolyse!'"® der korrespondierenden Saure!''”! (Abb. 118). Aus den urspriinglich vorhan-
denen 1 M (3R)-Hydroxybuttersdure wurde (2R,5R)-Hexandiol mit 48 % Ausbeute gebil-
det.

0 [Ru((R)-BINAP)] OH KOH OH Kolbe OH
)K/COZMG H2 (100 atm) /'\/002Me /'\/COQH _ COZ /’w‘/
H
100 % 48 % ©
>99 % ee

Abb. 118: Synthese von (2R,5R)-Hexandiol ausgehend von 3-Oxobutanséure.

In einer weiteren chemischen Synthese von (2R,5R)-Hexandiol wurde D-Mannitol als
Edukt verwendet!''®. Die Hydroxylgruppen von Mannitol-Diacetonid wurden hierbei als
Tosylate derivatisiert. Nach Hydrolyse der Acetonidgruppen und Behandlung des entstan-
denen Tetraols mit p-Tosylchlorid in Pyridin entstand neben einem Tritosylat ein Tetra-
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tosylat, welches mit LiAIH, zu (2R,5R)-Hexandiol reduziert wurde. Die Ausbeute dieser
Synthese lag bei 30 %.

Eine weitere Methode zur Darstellung von (2R,5R)-Hexandiol beruht auf der Kombination
chemischer und enzymatischer Katalyse!''. Ein meso-dl-Gemisch der 2,5-Hexandiole
wurde unter Argon bei 70°C mit einem Ru-Katalysator, Novozym 435 (Candida antarctica
Lipase B) sowie 4-Chlorphenylacetat als Acyldonor zum Diacetat umgewandelt. Hierbei
entstand eine 86 : 14-Mischung aus dem (R,R)-Diacetat (> 99 % ee) und dem meso-
Diacetat (Abb. 119). Nach Trennung der beiden Substanzen und Hydrolyse des
(R,R)-Diacetats konnte das (R,R)-Diol erhalten werden.

OH 4 % Kat.
)W Novozym 436 /'\A‘/ )W
OH 3 eq.
dl/meso ~ 50/50 /©/ : 14
AcO
Toluol, 70°C
Kat. = \@
Ph
Ru\ /Ru Ph

Abb. 119: Kinetische Racematspaltung von 2,5-Hexandiol gekoppelt mit Ruthenium- und
enzymatischer Katalyse. Das (R, R)-Diacetat wurde mit > 99 % ee erhalten.

Mit Hilfe der Lipase AK aus Pseudomonas sp. konnte (2R,5R)-Hexandiol mit einer
Ausbeute von 17 %, > 98 % de und > 98 % ee aus kommerziell erhaltlichem 2,5-Hexan-
diol, das aus drei Stereoisomeren besteht, hergestellt werden!'®”. Die Lipase katalysierte
die Umesterung in Gegenwart von Vinylacetat. Die Reaktion wurde abgestoppt, als ein
Verhéltnis Diol/Monoacetat/Diacetat von 1 : 2 : 1 vorlag. Um die geringen de-Werte zu
erhéhen, wurden Mono- und Diacetat hydrolysiert und die Diole anschlieBend wiederum
der Lipase ausgesetzt. AbschlieBend erfolgte die Hydrolyse des Diacetats zum gewtnsch-
ten (R,R)-Diol (Abb. 120).
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OH OH
Lipase
(:)H Vinylacetat OH
OH . OAc
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Vinylacetat OH
3. LiOH

Abb. 120: Lipase-katalysierte Umesterung zur Darstellung aller drei Stereocisomeren von
2,5-Hexandiol.

Pichia farinosa IAM 4682-Zellen katalysierten die Reduktion von 44 mM 2,5-Hexandion zu
(2R,5R)-Hexandiol mit 83 % Ausbeute, 95 % de und > 99 % ee. Die Reaktion lief bei 30°C
{iber zwei Tage in Glucose-Medium unter anaeroben Bedingungen ab!'?".

Die in dieser Arbeit eingesetzte ADH aus L. kefir reduziert 2,5-Hexandion stereoselektiv zu
(2R,5R)-Hexandioll??. Um das Problem der NADPH-Regenerierung beim Einsatz des iso-
lierten Enzyms zu vermeiden, wurden ganze L. kefir-Zellen zur Reduktion von 2,5-Hexan-
dion eingesetzt!'®®. Nach Optimierung der Reaktionsbedindungen konnte (2R,5R)-Hexan-
diol mit >99 % ee und >99 % de mit Glucose als Cosubstrat bei pH 6,0 produziert
werden!'?¥, Die Raum-Zeit-Ausbeute dieser Synthese lag bei 64 g pro | und Tag.

In den oben vorgestellten Synthesen von (2R,5R)-Hexandiol wurden zwar relativ hohe ee-
und de-Werte erreicht, allerdings waren die Ausbeuten bis auf die Synthesen mit LK-ADH
als Katalysator sehr gering. Die im Verlauf der vorliegenden Arbeit entwickelten Ganzzell-
biokatalysatoren reduzieren 2,5-Hexandion stereoselektiv zu (2R,5R)-Hexandiol mit 100 %
ee. Diese Enantiomerenreinheit wird in keiner der hier vorgestellten chemischen sowie bio-
katalytischen Synthesen erreicht. Auch der mit den im Laufe der vorliegenden Arbeit ent-
wickelten Katalysatoren erzielte Diastereomerentberschuss von 100 % wird in keinem der
oben vorgestellten Verfahren erreicht.

Die Synthese von f,5-Dihydroxyestern sowie &-Hydroxy-B-ketoestern ist von groBem
Interesse, da diese Verbindungen vor allem als Vorstufen der cholesterolsenkenden HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitoren Bedeutung erlangt haben. Ein Beispiel fir einen solchen
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Wirkstoff ist Atorvastatin, dessen Seitenkette eine B,56-Dihydroxyester-Struktur mit der fir

die Wirkung entscheidenden syn-(R,R)-Konfiguration aufweist!'®> ! (Abb. 121).

Abb. 121: Struktur des HMG-CoA-Reduktase-Inhibitors Atorvastatin!'?”,

2,5-Dioxohexansauremethylester konnte durch einen Ru-BINAP-Katalysator hydriert
werden. Hierbei entstand syn-(3S,5R)-Dihydroxyhexansauremethylester mit 78 % Aus-
beute und 99 % ee!'® 2% (Abb. 122).

O 0 O Ho, [Ru((+)-T-BINAP)](BF 4),, MeOH OH OH O OH OH O

WOMe /'W)J\OMG /'V'\)J\OMG

+

95 % ee 99 % ee
anti-:syn = 63:37

Abb. 122: Hydrierung von 2,5-Dioxohexansduremethylester mit [Ru((+)-T-BINAP)](BF,)
als Katalysator zu den syn- und anti-Dihydroxyverbindungen.

Die Reduktion der B-Ketogruppe von 3,5-Dioxohexansduremethylester gelang mit ver-
schiedenen Ru-Katalysatoren zur korrespondierenden (R)-3-Hydroxyverbindung mit ee-
Werten bis zu 78 %",

Ausgehend von 4-Chlor-3-oxobutansaureethylester konnte 6-Benzyloxy-(3R,5S)-dihydro-
xyhexanséure-tert-butylester liber mehrere Reaktionsschritte produziert werden!"*". Die
Reduktion der B-Ketogruppe erfolgte hierbei mittels eines Ru-BINAP-Katalysators. Durch
Claisen-Kondensation wurde anschlieBend der C6-Kérper synthetisiert. Die Reduktion der
0-Ketogruppe geschah mit BEts/NaBH,/MeOH (Abb. 123).
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RuCl(CgHg)(R)-BINAP,
O O O O EtOH, 100°C, 4 atm H» OH O

CIMOH —. BHOMOB BnOMOEt

2,4 eq. BEt;
0 3 eq. NaBHg,
4 eq. }\OBU OH O O MeOH/THF, -60°C OH OH O
BnO BnO
-40°C OtBu  Hy0,, THF/H50, 10°C OtBu

64 %
96 % ee

Abb. 123: Synthese von 6-Benzyloxy-(3R,5S)-dihydroxyhexansaure-tert-butylester
ausgehend von 4-Chlor-3-oxobutansaureethylester.

Die Synthese der gewlinschten Hexans&ureester mit syn-(R,R)-Konfiguration gelang der
Arbeitsgruppe um Patel durch stereoselektive mikrobielle Reduktion von 38 mM 6-Benzyl-
oxy-3,5-dioxohexanséureethylester zur korrespondierenden syn-(3S,5R)-Dihydroxyver-
bindung mit Zellextrakten aus Acinetobacter calcoaceticus SC 13786%%. Die NADH-
Regenerierung erfolgte durch Glucose und GDH. Die Ausbeute der Reaktion lag bei 92 %
und die optische Reinheit bei > 99 %. Auch die Monohydroxyverbindungen konnten isoliert
werden (Abb. 124).

0O O O OH O O O OH O

@OMOE‘[ A. calcoaceticus OMOE‘[ @OMOE
+

OH OH O

4. calconcetous @/OMOB

92 %
>99 % ee

Abb. 124: Enantioselektive Reduktion von 6-Benzyloxy-3,5-dioxohexansaureethylester zur
korrespondierenden syn-(3S,5R)-Dihydroxyverbindung Uber die
Monohydroxyverbindungen mit Zellextrakten aus Acinetobacter calcoaceticus. Fir die
Regenerierung von NADH wurde das System Glucose/GDH verwendet.

Mit der in dieser Arbeit eingesetzten ADH aus L. brevis ist es méglich, 3,5-Dioxohexan-
sdureester regio- und enantioselektiv zu den 3-Hydroxy-5-oxoderivaten zu reduzieren!'*?.
Die Reduktion von 29,5 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester zu (S)-6-Chlor-5-
hydroxy-3-oxohexans&ure-tert-butylester gelang mit 72 % Ausbeute und > 99,5 % e’
Die Regenerierung von NADPH erfolgte als substrat-gekoppelter Ansatz (ber Isopropanol
(Abb. 125).
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mw LB-ADH R
OtBu OtBu
72 %
>99,5 % ee
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Abb. 125: Reduktion von 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester zu (S)-6-Chlor-5-
hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester mit der ADH aus L. brevis. Fir die NADPH-
Regenerierung wurde Isopropanol eingesetzt.

Die Reduktion des erhaltenen (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylesters zur
korrespondierenden  syn-(3S,5R)-Dihydroxyverbindung gelang nach Prasad™® mit
B(OMe)Et, in THF/MeOH und NaBH, bei -70 °C. Das gewiinschte Produkt konnte mit

93 % de erhalten werden® 134,

Auch bei der Darstellung von (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester aus
6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester werden mit den in dieser Arbeit entwickelten
Ganzzellsystemen sowohl ee- als auch de-Werte von 100 % erreicht. Diese Reinheiten
werden von keiner der hier vorgestellten Synthesen dieser Verbindungen erzielt.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass im Gegensatz zu anderen sowohl
chemischen als auch biokatalytischen Synthesereaktionen mit den im Laufe dieser Disser-
tation konstruierten Ganzzellbiokatalysatoren die Darstellung chiraler Alkohole aus den
ausgewahlten prochiralen Ketonen mit Enantiomeren- und ggf. Diastereomerenlber-
schissen von 100 % mdglich ist. Eine hohe Enantiomerenreinheit ist bei der Produktion
von Pharmazeutika wichtig. Hier werden > 99,5 % ee gefordert. Diese Reinheit wird mit
Ausnahme der im Verlauf dieser Arbeit durchgeflhrten Umsetzungen von keiner der
vorgestellten Synthesen erreicht. Die eingesetzten Mengen an Acetophenon und
2,5-Hexandion werden durch einige der entwickelten Ganzzellbiokatalysatoren mit 100 %
Ausbeute reduziert. Dies ist durch substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung Uber
Isopropanol nicht méglich. Des Weiteren dirfen keine Schwermetall- und organischen
Lésungsmittelriickstande in pharmazeutischen Wirkstoffen enthalten sein. Die hier verwen-
deten Biokatalysatoren werden diesen Anforderungen aufgrund der Durchflihrung der
Reaktionen im wassrigen Milieu und des Verzichts auf Schwermetallkatalysatoren gerecht.
Bei der Ubertragung der Umsetzungen in den industriellen MaBstab sollten héhere Edukt-
konzentrationen eingesetzt werden. Da die Aufarbeitung von Produkien gerade in
Gegenwart von schwer definierbarem Material wie Zellen nicht trivial ist, missen Schritte
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for die Produktisolierung ausgearbeitet werden. Ansonsten sind die in dieser Arbeit ent-
wickelten Ganzzellsysteme ohne weitere Anpassungen in den industriellen MaBstab Uber-
tragbar. Durch die Anzucht der rekombinanten Stdmme in Hochzelldichte-Fermentationen

kénnen in kurzer Zeit nahezu unbegrenzte Mengen an Katalysator hergestellt werden.



Zusammenfassung 179

Zusammenfassung

Entwicklung von Ganzzellbiokatalysatoren

Far die Synthese chiraler Alkohole wurden neun neuartige Ganzzellbiokatalysatoren ent-
wickelt, die jeweils eine NADP-abhangige (R)-ADH aus Lactobacillus sp. sowie ein oder
mehrere Enzyme fir die Regenerierung des reduzierten Nicotinamid-Cofaktors enthalten.
Basisenzym flir die Kopplung war eine (R)-spezifische ADH aus Lactobacillus kefir (LK-
ADH), die ein breites Spektrum an Ketonen und Ketoestern hoch stereoselektiv reduziert.
Anhand der teilweise bekannten Proteinsequenz der ADH gelang die Isolierung des adh-
Gens. Nach Klonierung und Expression wurde das rekombinante Enzym bis zur Homoge-
nitat gereinigt und biochemisch charakterisiert. Die spezifische Aktivitat des gereinigten
Enzyms betragt 558 U/mg. Die rekombinante ADH hat ein Temperaturoptimum von 50°C
und ein pH-Optimum von 7,0. Die Ky-Werte fir Acetophenon und NADPH betragen 1,9
und 0,14 mM.

Far die Regenerierung des von der LK-ADH verbrauchten NADPH wurden die Enzyme
Glucose-DH (GDH) aus Bacillus subtilis, Malic Enzyme (MAE) aus E. coli, Isocitrat-DH
(IDH) aus B. subtilis sowie die gekoppelten Systeme IDH in Verbindung mit Aconitase
(AcnB) aus E. coli sowie die NAD-abhangige Formiat-DH (FDH) aus Candida boidinii in
Verbindung mit Pyridin-Nucleotid-Transhydrogenase (PNT) aus E. coli eingesetzt. Sowohl
die ADH aus L. kefir als auch die ebenfalls eingesetzte ADH aus L. brevis (LB-ADH)
zeigen eine NAD-Nebenaktivitat, die durch Kopplung mit der FDH ausgenutzt werden soll.
Ein weiteres System wurde entwickelt, indem eine NAD-abhéngige Mutante der ADH aus
L. brevis, Mut2G38D-ADH, mit der FDH kombiniert wurde. Zur Herstellung der Ganzzell-
biokatalysatoren wurden ADH und das jeweilige Regenerierungssystem coexprimiert.
Nach Expressionsoptimierung der einzelnen Systeme erfolgten die Reinigung der einzel-
nen Enzyme und die biochemische Charakterisierung von GDH, MAE, IDH und
Mut2G38D-ADH. Anhand dieser Daten konnten die Reaktionsbedingungen fir Um-
setzungen mit gekoppelten Enzymsystemen definiert werden. AnschlieBend wurden Tests
auf Kreuzreaktionen durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob Substrat und Produkt der
produzierenden Reaktion die regenerierende Reaktion beeinflussen und umgekehrt.
Formiat ist ein Inhibitor der LB-ADH, ansonsten traten keine Kreuzreaktionen auf.

Umsetzungen im zellfreien System
Zur Ermittlung des optimalen Enzymverhaltnisses an ADH und regenerierenden Enzymen
wurden Umsetzungen von Acetophenon im zellfreien System mit unterschiedlichen
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Mengen an Enzymen durchgefiihrt. Die ermittelten optimalen Enzymverhéltnisse wichen
stark voneinander ab. Beim Einsatz von GDH, IDH und FDH als regenerierenden
Enzymen wurden mit LK-ADH im Uberschuss bessere Umsatzraten erreicht, wahrend das
regenerierende Enzym Uberwiegen sollte, wenn LK-ADH und MAE bzw. LB-ADH und FDH
gekoppelt werden.

Als Substrate wurden in allen nachfolgenden Umsetzungen 10 mM Acetophenon, 15 mM
2,5-Hexandion und 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansaure-tert-butylester verwendet. Die
isolierten Enzyme wurden im zuvor ermittelten optimalen Enzymverhéltnis fir die Reduk-
tion dieser prochiralen Ketone eingesetzt. Acetophenon wurde von allen Systemen,
2,5-Hexandion von den Systemen ADH-GDH, ADH-MAE sowie LB-ADH-FDH vollstédndig
reduziert. Von den eingesetzten 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexanséure-tert-butylester
wurden maximal 40 % umgesetzt. Die erzielten ee- und ggf. de-Werte aller gebildeten
Alkohole lagen bei 100 %.

Durchfiihrung von Ganzzellbiotransformationen

Die entwickelten Stamme wurden in Ganzzellbiotransformationen eingesetzt. Die einge-
setzten Substrate wurden, falls Umsetzung erfolgte, durch alle Systeme zu (R)-Phenyl-
ethanol, (2R,5R)-Hexandiol bzw. (S)-6-Chlor-5-hydroxy-3-oxohexansaure-tert-butylester
mit 100 % ee sowie ggf. 100 % de reduziert.

Die Ansatze, die auf der NAD-Abhéangigkeit der beiden ADHs basieren, zeigten sehr
schlechte Umsatzraten. Keines der eingesetzten Substrate wurde durch E. coli BL21
(DE3)/pAW-7-Zellen (LB-ADH + FDH) umgesetzt. Mit E. coli BL21(DE3)/pAW-8-Zellen
(LK-ADH + FDH) war zwar die Reduktion von Acetophenon und 2,5-Hexandion mdglich,
allerdings verliefen diese Ansatze mit schlechten Umsatzraten. Im Vergleich dazu setzte
der Stamm E. coli BL21(DE3)/AW-9, der neben LK-ADH und FDH PNT enthielt und somit
auf der NADP-Abhangigkeit der ADH basiert, zwar lediglich Acetophenon um, dies aber
mit wesentlich hdherer Umsatzrate als das Konstrukt pAW-8, das nur LK-ADH und FDH
enthalt. Durch die komplizierte Funktionsweise des AW-9-Systems waren ebenso wie mit
den Konstrukten pAW-7 und pAW-8 keine effizienten Umsetzungen méglich.

Ganzzellbiotransformationen mit den Stdmmen E. coli BL21(DE3)/pAW-3 (ADH + GDH),
pAW-4 (GDH + ADH) und pAW-6 (ADH + IDH) lieferten deutlich bessere Ausbeuten.
Durch das Konstrukt pAW-3 wurden alle drei Substrate mit Abstand am besten reduziert,
gefolgt von den Systemen pAW-4, pAW-6, pAW-5 (ADH + MAE) und AW-11 (ADH, AcnB
+ IDH). Acetophenon konnte durch alle oben genannten Konstrukte vollstandig umgesetzt
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werden; 2,5-Hexandion wurde durch alle Systeme bis auf pAW-6 komplett reduziert. Von
den eingesetzten 25 mM 6-Chlor-3,5-dioxohexansdure-tert-butylester wurden maximal ca.
80 % umgesetzt. Alle Reduktionen verliefen hoch stereoselektiv mit 100 % ee und ggf.
100 % de.

Die Permeabilisierung der Zellmembranen durch Toluol hatte, mit Ausnahme des Systems
AW-11, keinen wesentlichen Einfluss auf die Umsatzraten. Im Gegensatz dazu wurden die
Ausbeuten durch Zusatz des entsprechenden Cofaktors deutlich erhéht. Die zellinterne
Cofaktormenge ist demnach fur effiziente Umsetzungen nicht ausreichend. Ganzzellbio-
transformationen mit E. coli BL21(DE3)/pAW-3-Zellen wurden auBerdem in organisch-
wassrigen Zweiphasensystemen durchgefuhrt. Hier wurden allerdings deutlich schlechtere
Umsatzraten erreicht als bei entsprechenden Ansatzen in wassrigen Einphasensystemen.
Die Umsatzraten, die mit den einzelnen Systemen erzielt wurden, korrelieren mit den
ADH-Aktivitaten in den jeweiligen Konstrukten. In den Systemen, mit denen die hdchsten
Umsatzraten in Ganzzellbiotransformationen erreicht wurden, waren auch die ADH-
Aktivitdten am hdéchsten. Mit den im Laufe dieser Arbeit entwickelten rekombinanten
Ganzzellbiokatalysatoren ist es im Gegensatz zu bisher bekannten Synthesen mdglich, im
wassrigen Milieu unter moderaten Reaktionsbedingungen chirale Alkohole mit optischen
Reinheiten von 100 % zu produzieren.
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Anhang

Anhang

1. Verwendete Primer

1.1 Klonierungsprimer

Tab. 53 zeigt die Sequenzen der in dieser Arbeit eingesetzten Klonierungsprimer.

Tab. 53: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Klonierungsprimer.

Name des
Enzym . Sequenz von 5’ nach 3’
Primers
GG-N CTG GTC TCC GCT AGA CAT TA
o GG-C TCT CAA AAG TCG CCT TCA TG
Zweite . ,
ADH aus 01Primer3 TCT AGT CAC AAG GAT CCT TAT TGC GCC G
| kefir 01Primer5’ GGG AGG TCG ATA CAT ATG GGG CGT TTA
) 02Primer3’ GCG CAA GCT TTT ATT GCG CCG TAT AAC C
02Primer5’ GCG CGA ATC CAT GGG GCG TTT AGA TAA AAA A
1 LKADH GG-N | CGG CAT TCA AAT AAT AGA GTG GGA CAA AAG GC
1 LKADH GG-C | GCC CGG GCT GGT AAA TAA ATC AGT TCG C
1_LKADH-Nde GAA TCC ATC ATA TGA CTG ATC GIT TAA AAG GC
ADH aus 1_LKADH-Bam GCC GGA TCC TTA TTG AGC AGT GTA TCC ACC AT
L. kefir GAA TCC ATG AGC TCA TGA CTG ATC GTT TAA AAG
1 _LKADH-Sacl
GC
1_LKADH-Not GCG GCG GCC GCT TAT TGA GCAG TGT ATC CAC C
1 LKADH-Hindlll | GCC AAG CTT TTA TTG AGC AGT GTA TCC ACC ATC
GCG CGA GCT CAG GAG GTA TTA TAT GTA TCC GGA
GDH+Sacdl
TTT AAA AGG AAA AGT CGT C
, GCG CAA GCT TCT ACT ATT AAC CGC GGC CTG CCT
GDH aus GDH+Hinalll
N GGA AT
B. subtilis GCG CCA TAT GTA TCC GGA TTT AAA AGG AAA AGT
GDH-Ndel o
GDH-BamHI GCG CGG ATC CCT ACT ATT AAC CTC G
GCG CCT CGA GAT GGA TGA CCA GTT AAA ACA AAG
MAE-Xhol
MAE aus TGC
E. coli GCG CCC TAG GCT ACT ATT ACA GCG GTT GGG TTIT
MAE-Avr|
GCG CTIT CT

(Fortsetzung néchste Seite)
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(Fortsetzung Tab. 53)

Name des
Enzym . Sequenz von 5’ nach 3’
Primers
pntA-Bam GCG GGA TCC ATG CGA ATT GGC ATA CCA AGA G
GCG CTG CAG TTA ATT TTT GCG GAA CAT TTT CAG
pntA-Pst c
PNT aus
) GCG AGA TCT ATG TCT GGA GGA TTA GTT ACA GCT
E. coli pntB-Bglll G
GCG CCT AGG TTA CAG AGC TTT CAG GAT TGC ATC
pntB-Avrl
C
ADH aus LBADH-BamHI GCG CGG ATC CGC GAT GTIC TAA CCG TTT GGA TGG
. ATA AGA ATG CGG CCG CTA AAC TAT CTA TTG AGC
L. brevis LBADH-Notl
AGT GTA GCC A
GGG AAT TCC ATA TGA AGA TTG TCT TAG TTC TTT
FDH-Ndel
FDH aus ATG ATG C
C. boidinii CCG CTC GAG CGG TTA TTT CTT ATC GIG TTT ACC
FDH-Xhol
GTA AGC
GGG AAT TCC ATA TGG TGG CAC AAG GTG AAA AAA
IDH_ Ndel
IDH aus TTA C
B. subtilis CCG CTC GAG CGG TTA GTC CAT GTT TTT GAT CAG
IDH_Xhol
TTC TTC TC
GGG AAT TCC ATA TGG TGC TAG AAG AAT ACC GTA
AcnB-Ndel
AcnB aus AGC ACG TAG
E. coli CCG CTC GAG CGG TTA AAC CGC AGT CTG GAA AAT
AcnB-Xhol cac cce
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1.2 Primer zur Isolierung der adh-Gene

In Tab. 54 sind die in dieser Arbeit verwendeten Primer zur Isolierung der adh-Gene

aufgefihrt.

Tab. 54: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit eingesetzten Primer zur Isolierung der adh-

Gene.
Enzym Name des Primers Sequenz von 5’ nach 3’
1 _LKADH-Cwalk1 CTT GAA GGG GCA GAA GAA ATG ATG TCA CAG C
AAC GAT ATC GCT TGG ATC TGT GTT TAC CTG
ADH aus 1_LKADH-Cwalk2 e
L. kefir
1 | KADH-Nwalk1 GGA CAA AAC GGA TAA CGT CTG TGC CGC
1 |LKADH-Nwalk2 GAC GGC CGG TAA TAA CAA CCT TTG CGC
N1 GAT AAG AAG GTIT GCT ATT ATT A
C1 GCT TCA TCA GCG TGT TGA TCA TC
Ndeg1 GAY AAG AAG GTY GCY ATY ATY A
Cdeg1 GCT TCR TCR GCR TGT TGR TCR TC
o GCG TCA AAG GCT TCG GAC TTG CAA TGG CTA
LZweite Cwalk1 AG
ADH aus CTG TTT GIT AAG GAA GGC GCC AAA GTA GTG
L. kefir Cwalk2
ATT ACT GAT G
AAC ATC AGT AAT CAC TAC TTT GGC GCC TTC
Nwalk1
CTT AAC AAA CAG
GCT TAG CCA TTG CAA GTC CGA AGC CTT TGA
Nwalk2

CG
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2.

Sequenz der ADH aus L. kefir

Im Folgenden sind die Nucleotidsequenz der ADH aus L. kefir sowie die daraus

abgeleitete Aminosduresequenz dargestellt.

1
1

49
17

97
33

145
49

193
65

241
81

289
97

337
113

385
129

433
145

481
161

529
177

577
193

625
209

673
225

721
241

ATG ACT GAT CGT TTA AAA GGC AAA GTA GCA ATT GTA ACT GGC GGT ACC

M T

D

R

L

K

G

K

Y%

A

I

Y%

T

G

TTG GGA ATT GGC TTG GCA ATC GCT GAT AAG TTT GTT GAA GAA

L G

I

G

L

A

I

A

D

K

F

AAG GTT GTT ATT ACC GGC CGT CAC GCT GAT GTA

K \

AAA TCA
K S

TCT GAT

S D

TTT GGC

AAG AGT

GTT AAC

ATG AAG

GAA GGT

GGT GCT

AAG GAC

ACA CCA

CGG ACC

TGG ATC

GCA GAA

4

ATC
I

GAA

E

CCA

GTT

TTG

AAT

TTT

GTC

TAC

TTG

AAG

TGT

TTC

I

GGC

G

GCC

GTT

GAA

GAT

AAA

GTT

AGA

GAT

GTT

ACA

GTT

GTT

T

GGC

G

GGC

ACC

GAT

GGT

GGA

GGT

ATT

GTT

GAC

CCA

TAC

GTC

G

ACA

T

TGG

ACG

ACC

GTC

CTC

GAT

ATG

CGG

GAT

ATG

CTG

GAT

R

GAC

D

ACT

GTT

ACA

TTC

GGA

CCca

TCT

GTT

CTT

GGT

GCA

GGT

H

GTT

v

AAG

GTC

ACT

TTC

GCA

ACT

AAA

AAC

GAA

CAT

TCT

GGA

A

ATC

I

TTG

AAC

GAA

GGT

TCA

CTG

TCA

ACT

GGG

ATC

GAC

TAC

D

CGT

R

TTT

AAT

GAA

ACC

ATC

GGT

GCT

GTT

GCA

GGT

GAA

ACT

4

TTT

F

GAT

GCC

TGG

CGT

ATC

GCA

GCC

CAT

GAA

GAA

TCT

GCT

v

E

E

GGT GAA AAA

G

GTC

ACG

GGA

CGC

CTT

AAT

TAC

TTG

CCA

E

CAA

Q

ACT

ATT

AAG

GGA

ATG

AAC

GAT

GGT

ATG

AAC

TTT

TAA

K

CAC

GAA

GCG

CTG

ATC

TCA

GCT

TGC

TAT

ATG

GAT

GCC

G

T

GGC GCA

G

A

GCT GCC

A

GAT

GAA

GTC

CTC

CAA

TCT

TCA

GCT

ATC

TCA

ATC

ACT

A

GCT

GCA

AGC

TCA

CGT

ATC

AAA

TTG

AAG

CAG

GCT

GGT

48
16

96
32

144
48

192
64

240
80

288
96

336
112

384
128

432
144

480
160

528
176

576
192

624
208

672
224

720
240

759
253
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3. Sequenz der ,,zweiten“ ADH aus L. kefir

Nachfolgend sind die Nucleotidsequenz der ,zweiten“ ADH aus L. kefir sowie die daraus
abgeleitete Aminosauresequenz aufgefihrt.

1 ATG GGG CGT TTA GAT AAA AAA GTT GCC ATT ATT ACC GGT GGC GTC AAA 48

1 M G R L D K K \Y% A I I T G G \Y% K 16
49 GGC TTC GGA CTT GCA ATG GCT AAG CTG TTT GTT AAG GAA GGC GCC AAA 96
17 G F G L A M A K L F v K E G A K 32
97 GTA GTG ATT ACT GAT GTT GAT GAT CAG CAC GCG GAT GAG GCC CTT GAT 144
33 \Y% \Y% I T D \Y% D D Q H A D E A L D 48
145 GAA ATT GGT CGG GCT AAC GCA ATT TTT ACC AAA CAG GAC GTT TCA CAA 192
49 E I G R A N A I F T K Q D \Y% S Q 64
193 GAG GCT GGC TGG GAA CCG GTA TTC AAA ACG GCC GTT GAA AAA TTT GGC 240
65 E A G W E P \Y F K T A v E K F G 80
241 AAA GTC AAC ATT CTG ATT AAC AAT GCT GGG ATC TTG TCG TTT AAC GAT 288
81 K \Y% N I L I N N A G I L S F N D 96
289 GCT GAA ACC ATT GAT CTT GCA ACT TGG CAC AAG ATC TTA TCC GTA GAT 336
97 A E T I D L A T W H K I L S v D 112
337 TTG GAT GGT GTC ATG TTG GGC ACC AAG TGC GCA ATC AAG TTC ATG AAA 384
113 L D G \Y% M L G T K C A I K F M K 128
385 GAA AAT GGT GGC TCA ATC GTC AAC ATT TCG TCA ATT GCC GGC TTA ATC 432
129 E N G G S I \Y N I S S I A G L I 144
433 GGC ATT AGC AAC CTC TAT GCG TAT AAC GCT GCC AAG GGT GGA GTT CGC 480
145 G I S N L Y A Y N A A K G G \Y% R 160
481 ATG CTC ACC AAA TCA GCA GCT CTG TAC TGT GCA GAA AAG CAT TAT GCC 528
161l M L T K S A A L Y C A E K H Y A 176
529 ATT CGG GTC AAT TCC GTT CAT CCC GGG TAC GCT CAC ACG CCA ATG GTG 576
177 I R v N S v H P G Y A H T P M Y% 192
577 GAT GCC TAT CCT GAA ATG CGT CAG AAA TTG GAA AGC CTG CAT CCA ATG 624
193 D A Y P E M R Q K L E S L H P M 208
625 GGT CGT TTG GGA ACG GCT GAT GAA ATT GCC AAT GCG GCG CTT TAT TIG 672
209 G R L G T A D E I A N A A L Y L 224
673 GCA TCC GAT GAG TCT TCA TTC TCG ACC GGT TCG GAA TTG GTT GTC GAT 720
225 A S D E S S F S T G S E L \Y% \Y% D 240
721 GGT GGT TAT ACG GCG CAA TAA 741

241 G G Y T A Q * 247
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