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0.1 Kurzzusammenfassung

Die Motivation dieser durch das BMBF finanzierten ElektroZym Projekts ist die Uber-
windung der Limitation einer geringen spezifischen Produktleistung der bisher etablier-
ten elektrochemisch getriebenen Cytochrom P450 Monooxygenase (CYP) Applikatio-
nen. Diese Applikationen wurden als Alternative zur meist unselektiven chemischen
Metall-katalysierten Hydroxylierung entwickelt und stellen unterschiedliche hydrox-
lierte Produkte zur Verfligung. Dabei sind vor allem hydroxylierte Fettsduren (OHFA)
von Bedeutung, welche als Bausteine (building blocks) zur Synthese von z.B. Geruchs-
und Geschmackstoffen verwendet werden. Momentan sind diese OHFAs aufgrund der
hohen Herstellungskosten nicht kommerziell verfiigbar.

Das Ziel des Projekts ist die Immobilisierung eines CYP Enzyms in einer dreidi-
mensionalen, auf einer Solgel Matrix basierenden Elektrode. Die kovalente Immobili-
sierung von CYP Enzymen auf einer planaren Elektrodenoberfldche fiihrt im Idealfall
zu einer einfachen Oberflichenbedeckung (Monolayer) der Elektrode mit reduzierba-
rem Enzym. Die CYP Elektroden sind aufgrund der geringen Oberfldche in ihrer spe-
zifischen Produktleistung stark limitiert.

Daher wurde ein optimiertes CYP Enzym fiir den Einsatz auf Kohlenstoffnanorth-
ren (CNT) basierten Elektroden etabliert. Als Enzym diente das von einer zusétzlichen
Reduktase unabhingige (autarke) CYP 102A1 aus Bacillus megaterium (P450gy5).

Fiir eine in situ Aktivitdtsbestimmung wurde das Enzym auf den Umsatz von Ani-
lin zum elektroaktiven Aminophenol optimiert. Vier Enzymmutanten wurden zusitzli-
chen mit einer C-terminal lokalisierten und CNT-affinen Petidsequenz (CNT-tag) mo-
difiziert. Diese werden im Folgenden als Modell Proteinvarianten bezeichnet. Diese
Sequenz erlaubt die eigensténdige und orientierte Anlagerung des Enzyms an der CNT
Oberfldche und erleichtert die elektrochemische Hameisenreduktion des Enzyms ent-
scheidend. Die Himeisenreduktion dieses P450y,,; Konstruktes erlaubt die elektroche-
misch getriebene enzymatische Hydroxylierung von Anilin. Diese elektrochemisch en-
zymatische Hydroxlierung erreichte 78 % der Aktivitit, der Nicotinamid-abhéngigen

Susbtratumsetzung.

Das CNT-tag modifizierte Enzym wurde ebenfalls fiir die erfolgreiche ,,proof-of-

concept* Etablierung einer dreidimensionalen CNT-Solgel Matrix Elektrode verwen-



det und die spezifische Produktleistung erreichte das dreifache Niveau einer verfgleich-
baren planaren Elektrode.

Bereits zuvor wurde in der Literatur eine negative Korrelation der Produktbildung
und der Ratenkonstante des Elektronentransfers beschrieben. Daher wurde der intramo-
lekulare Elektronentransfer im P450;,,; System mit Hilfe eines Alaninscanning Ver-
suchs auf Grundlage der in silico Betrachtung von Elektronentransferwegen zwischen
dem in der Reduktase lokalisierten FMN und dem Hidmeisen des BM3 untersucht.
Grundlage der erstellten Bibliotheken waren die drei aktivsten Modell Proteinvarianten.

Innerhalb dieser Bibliotheken wurde eine Variante mit 13-fach gesteigerter Nicotin-
amid-abhingigen Aktivitdt und einer 32-fach gesteigerten Couplingeffizienz identifi-
ziert. Im Gegensatz dazu war die elektrochemisch getrieben Aktivitét der Variante stark
vermindert.

Die Reduktion mittels Nicotinamid und Elektrode stellen sich, in Abhéingigkeit von
der Ausgangssituation, als sehr unterschiedlich effizient dar. Im Zuge einer cylovoltam-
mertischen Untersuchung konnte eine gemif der Literatur addquat niedrige Ratenkon-
stante des Elektronentransfers fiir eine effiziente elektrochemische Aktivitit der Modell
Proteinvariante bestimmt werden.

Durch Implementierung eines Alaninrestes in einem Elektronentransferweg zwi-
schen FMN und Hameisen wurde diese Ratenkonstante stark vermindert, sodass keine
effiziente elektrochemische Aktivitit moglich war.

Die Reduktion mittels NADPH stellt eine Uberversorgung mit Reduktionsiquiva-
lenten dar, welche durch die Implementierung eines zusétzlichen Widerstands auf eine
adaquate Versorgung gedrosselt/vermindert wurde. Die elektrochemische Reduktion
hingegen stellt eine addquate Elektronenmenge fiir den Substratumsatz der Modell Pro-
teinvarianten zur Verfiigung und wird durch einen zusitzlichen Widerstand unter eine
kritische Elektronenmenge fiir eine effiziente Hydroxylierungsaktivitdt vermindert.

Durch Verwendung eines Fusionskonstruktes konnte eine effiziente CYP-Elektroden
Applikation etabliert und dreidimensional erweitert werden. Die Untersuchung des
Elektronentransfers konnte bestétigen, dass die negative Korrelation der Ratenkonstan-
te des Elektronentransfers und der Produktformation giiltig, aber auf einen minimalen

Elektronentransfer beschriankt ist.
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0.2 Abstract

Motivation for the ElektroZym project, funded by the federal ministry of education and
research (BMBF), is to overcome the low space-time-yield of yet established electro-
chemically driven cytochrome P450 monooxygenase (CYP) applications. These appli-
cations were developed as an energy-efficient alternative to chemical, sparsely selective
metal-catalysed hydroxylation. Various hydroxylated products are derived from these
CYP applications. Especially hydroxylated fatty acids (OHFA) are of great interest as
building blocks for the synthesis of fragrance compunds and flavours. At the moment
these OHFAs are not commercially available.

The aim of the project is a multilayer immobilisation of CYP enzymes within a
three-dimensional solgel based electrode. The covalent immobilisation of CYPs at a
planar electrode, ideally results in a monolayer of reducible enzymes at the electrode
surface. These CYP electrodes are limited to a low space-time-yield by their small
surface area.

Therefore an optimised CYP enzyme was developed for the use with carbon nanotu-
be (CNT) based electrodes. The self-sufficient CYP 102A1 from Bacillus megaterium
(P450g,;) was chosen for this purpose. The enzyme was optimised for the turnover
of anilin to the electroactive aminophenol for an in situ determination of enzymatic
activity. Four enzyme mutants were modified with a C-terminal, CNT-affine peptide
sequence (CNT-tag), which are referred to as model-protein-variants. This CNT-tag
sequence facilitates oriented self-assembly of the enzyme at the CNT surface and elec-
trochemical haem iron reduction.

Reduction of the haem iron of this P450g,,; CNT-tag construct results in the electro-
chemically driven enzymatic hydroxylation of aniline. Electrochemically driven enzy-
matic hydroxylation by the model-protein variants achieves up to 78 % of nicotinamide-
dependent activity.

In a successful ,,proof-of-concept* approach, a three-dimensional CNT-solgel elec-
trode was established, using the CNT-tag modified enzyme. This application achieved

triple the space-time-yield of a comparable planar electrode system.

Earlier a negative correlation of enzymatic product formation and the rate con-

stant of electron transfer was described in literature. Therefore intramolecular electron

il



transfer within the P450g,,; system was investigated, using an alanine scanning ap-
proach. These experiments are based on in silico simulation of electron transfer, from
the reductase-localised FMN to the haem iron of BM3. The alanine scanning mutant
library was based on the three most active model-protein-variants.

Within this library, a mutant with 13-fold nicotinamide-dependent activity and 32-
fold enhanced coupling efficiency was identified. In contrast, the electrochemically-
driven enzymatic activity of this mutant was severely decreased

Depending on the starting situation, haem iron reduction by nicotinamide and elec-
trode vary drastically. An appropriate and low rate constant of electron transfer for
efficient electrochemically-driven activity of the model-protein-variant, was shown by
cyclic voltammetry. By implementation of an alanine residue within an electron transfer
pathway between FMN and the haemiron, the rate constant was decreased (resistance).
Therefore no efficient activity was achieved.

Reduction by nicotinamide facilitates an oversupply of reduction equivalents, which
is decreased by the implementation of an additional resistance to an appropriate amount.
In contrast, electrochemical reduction supplies an appropriate amount of electrons for
aniline hydroxylation by model-protein-variants. An additional resistance decreases
electron supply below a critical amount for efficient hydroxylation activity.

In summary, an efficient CYP-electrode application was established and expanded
into the third dimension by using a CNT-tag modified CYP fusion construct. Investi-
gation of electron transfer proved a negative correlation of the rate constant of electron
transfer and product formation. This correlation is limited to a minimal amount of elec-

trons transferred.
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Einleitung

Die Einfiihrung einer Hydroxy- (OH-) Gruppe in eine Molekiilstruktur wird als eine
Hydroxylierungsreaktion bezeichnet und ist von entscheidender Bedeutung im Meta-
bolismus der lebenden Zelle. Dazu gehoren im aufbauenden Stoffwechsel (Anabolis-
mus) z.B. die Biosynthese von Tyrosin aus Phenylalanin, die Aktivierung des Hormons
1, 25 Dihyroxycholecalciferol in der Leber und Niere, sowie die Biosynthese von Xan-
thopyllen in pflanzlichen Zellen.®- 39 Auch im abbauenden Metabolismus (Katabo-
lismus) wie z.B. der Verstoffwechselung vieler Xenobiotika in der Leber spielt die Hy-
droxylierung eine entscheidende Rolle.®” Die eingefiihrten Hydroxygruppen erlauben
den weiteren Abbau und erleichtern dem Gesamtorganismus die Ausscheidung durch

eine hohere Wasserloslichkeit.

Ist die OH- Gruppe die charakteristische reaktive Gruppe eines Molekiils, spricht
man von Alkoholen. Chemisch werden diese mittels Hydratisierung von Alkenen, Hy-
drolyse von Alkylhalogeniden, Hydrierung von Kohlenstoffmonoxid (CO) und Reduk-
tion von Carbonyl-Verbindungen, unter Verwendung von metallischen Katalysatoren
(CuO, ZnO und Cr,0;) dargestellt.!3” Die nicht katalysierte Einfiihrung einer Hydro-
xygruppe in eine nicht aktivierte Kohlenstoffbindung (C-H, C-C) ist aufgrund der ge-

ringen Reaktivitit schwierig.(®®
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1.1 Hydroxylierte Produkte als ,,building blocks*“in der

chemischen Industrie

Alkohole konnen zu Ethern, Estern, Aldehyden und Ketonen weiter reagieren und fin-
den Verwendung in der industriellen Synthese von organischen Losungsmitteln, Ge-
schmacks- und Geruchsstoffen, Konservierungsstoffen und Farbstoffen.# 113

Auch Fettsduren konnen mit Hydroxygruppen zu Hydroxy-Fettsduren (OHFA) funk-
tionalisiert werden und dienen als Grundbausteine fiir die Synthese von Schmiermit-
teln, Kosmetika, Pharmazeutika und Biokunststoffen.® 2! 41-57.73) Eine Hydroxy- Funk-
tionalisierung kann an unterschiedlichen Positionen der Fettsidure erfolgen. Dabei un-
terscheidet man grundsitzlich die terminale (w) und die subterminale (w-n) Hydroxy-
lierung (Abbildung 1.1). Je nach Position zeigen die Hydroxygruppen die Reaktivitiit
von priméren (@) oder sekundiren Alkoholen (w-n). Damit entscheidet die Position der

Hydroxylierung iiber den jeweiligen Verwendungszweck.

(|3|n subterminal
WOH Q-2
HO
HO o]
)\/W\A/H\ Q-1
OH
(|:|> terminal

HO

Abbildung 1.1: Position der Hydroxygruppe am Beispiel der Hydroxydodekansiure.

Nachteile der chemischen OHFA Synthese sind die geringe Regioselektivitit der
verwendeten Reaktionen, die energieintensiven Reaktionsbedingungen und die Ver-
wendung von schwermetallischen Katalysatoren. Jeder dieser Faktoren erhoht die Her-

stellungskosten der OHFASs, sodass diese momentan nicht kommerziell erhiltlich sind.®
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1.2 Biokatalyse in der Chemie

In vivo werden chemische Reaktionen wie die Hydroxylierung unter milden Bedingun-
gen von Enzymen katalysiert. Die Verwendung von Enzymen zur Verarbeitung von
Nahrungs- und Tierfuttermitteln hat eine jahrhunderte alte Tradition. Dementsprechend
stellen die Nahrungsmittel-, Leder- und Papierindustrie noch heute die groten indus-
triellen Einsatzgebiete fiir biokatalytische Prozesse dar.!!?

Das enge Substratspektrum, die hohe Chemo-, Stereo- und Regioselektivitit, so-
wie die Fahigkeit zwischen Enantiomeren zu differenzieren, erlauben einen stark spe-
zifizierten und auf die jeweilige Reaktion optimierten Einsatz eines Enzyms als Bio-
katalysator.!'* 119 Im Gegensatz zu vielen chemischen Prozessen, werden fiir die bio-
katalytische Reaktivitit keine harschen Reaktionsbedingungen benétigt. 14> Zusammen-
genommen erlauben diese Parameter eine resourcenschonende und energieeffiziente

Alternative zur Chemosynthese.!!?

Beispiele fiir die bereits heute eingesetzte Enzyme sind die Nitril-Hydratase (EC
4.2.1.84) katalysierte Ganzzell-Biotransformation von Nitril zu Acrylamid in Rhodo-
coccus rhodochrous J1,%% die R-selektive Transaminase (R-ATA, ATA-117) aus Ar-
throbacter sp. zur Sitagliptin Darstellung,!'V sowie die f-Galactosidase (Lactase) zur

Herstellung Lactose-freier Produkte.(!%4 134

1.3 Cytochrom P450 Monooxygenasen

Cytochrome P450 Enzyme (CYP) gehoren zu den Hamoproteinen (Cytochrome) und
bilden mit mehr als 12.000 Genen eine der groBten Enzymsuperfamilien.®® Diese En-
zymfamilie kommt ubiquitir, von den Archaeen iiber Bakterien bis hin zu Pilzen und
Pflanzen vor. Die CYPs unterscheiden sich von anderen Himoproteinen durch ihre en-
zymatische Aktivitdt und das namensgebende Absorptionsmaximum der reduzierten,
Kohlenstoffmonooxid (CO) gebundenen Form (Eisen-CO Komplex). Durch die Bin-
dung eines CO Molekiils verschiebt sich das Absorptionsmaximum des reduzierten

Enzyms von A = 420 nm auf eine Wellenlénge von A4 = 450 nm.
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Ihre omniprisente Rolle im zelluldren Stoffwechsel zeigt sich vor allem im Reich
der Pflanzen, wo CYPs sowohl am priméren als auch sekundiren Stoffwechsel be-
teiligt sind.®? Im Zuge dieser Aktivititen werden aromatische Verbindungen wie die
Zimtsdure und ihre Derivate (CYP73A, CYP98A und CYP84A), unterschiedlich lange
Fettsduren mit einer Kettenldnge von C10-C18 (CYP86), sowie Terpene wie die Kau-
rensiure (CYP88A, CYP716D) als Substrate akzeptiert.?

Cytochrome P450 Monooxygenasen sind fiir den industriellen Einsatz besonders in-
teressant, da diese Enzyme ein sehr breites Substratspektrum aufweisen. Auch einzelne
Vertreter der Enzymfamilie akzeptieren mit unter ein ganzes Spektrum an Substraten
(Promiskuitit). Viele dieser promiskuitiven Enzyme wurden bereits erfolgreich auf den
regio- und stereoselektiven Umsatz eines der moglichen Substrate optimiert. Beispie-
le sind der erhohte CYP 2A6 katalysierte Umsatz von Indol und die Etablierung des
Umsatzes mehrerer substituierter Indole durch CYP 1A2, sowie der CYP 102A1 kata-
lysierte Umsatz verschiedener Terpene.(!%- 116 146) Ebenso divers wie das Substratspek-
trum ist die Bandbreite der CYP-katalysierten Reaktionen; neben der hauptsichlich
beobachteten Hydroxylierung gehoren auch Deaminierung, Dehalogenierung, Epoxi-
dierung sowie N-, S- und O-dealkylierung, sowie C-C Kupplungen zum beschriebenen

Reaktivititsspektrum dieser Enzymsuperfamilie.(!3 %9

Trotz erheblicher Unterschiede in der Primistruktur der einzelnen Enzyme, verbin-
det alle Vertreter der Superfamilie eine stark konservierte Faltung (Sekundér-/Tertiir-
struktur).®> Daher wird nach Nelson et al. die Sequenzihnlichkeit der einzelnen En-
zyme zur Unterscheidung von Familien (2 40 %) und Unterfamilien (= 55 %) heran-
gezogen.®” Allen Vertretern der Superfamilie ist die Thiolbindung des Hiimeisens an

einen Cysteinrest gemein.!4?

1.3.1 Der P450 Zyklus

Der Reaktionszyklus, in der Literatur als P450 Zyklus bekannt, ist bei fast allen Vertre-
tern der Superfamilie identisch.(® 3% Das Himeisen wird dquatorial von vier Stickstoff-
atomen des umgebenden Porphyrinrings und proximal von einem Cysteinrest koordie-

niert. Die sechste Koordination tibernimmt im Ausgangszustand ein Wassermolekiil.
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Abbildung 1.2: Cytochrom P450 Reaktionszyklus. Mogliche Nebenreaktionen
(Peroxygenase- und Oxidaseaktivitit) sind in blau dargestellt. Die Aufnahme und
Abgabe von Sauerstoff wird in rot gezeigt. Dabei verldsst ein Atom des aufgenommenen
molekularen Sauerstoffs (O,) die Reaktion in Form eines Wassermolekiils. Lediglich
ein Atom wird zur Hydroxylierung des Substrats verwendet (Monooxygenase). Die

Darstellung ist angelehnt an die Arbeit von Denisov e al. aus dem Jahr 2005.(19

Zu Beginn des in Abbildung 1.2 gezeigten Reaktionszyklus, wird das Wassermole-
kiil von einem Substratmolekiil (1) verdriangt. Diese Substitution bewirkt eine leichte
Konformationsinderung des Himmolekiils, das Himeisen verlésst die planare Porphy-
rinebene. Die verringerte Uberlappung der d-Oribitale der Himeisen Liganden resul-
tiert in einer Anderung der Spin Konfiguration, vom Low Spin (LS) zum High Spin
(HS) der Himeisen Elektronen (Fe3*).12® Dieses HS Himeisen (2) stellt einen besse-
ren Elektronenakzeptor dar, sodass die Aufnahme eines ersten Elektrons (Fe?*) wesent-
lich erleichtert wird.(!?» Das einfach reduzierte Eisenatom (3) kann molekularen Sau-
erstroff (O,) binden, sodass ein stabiler Oxy-Eisenkomplex (4) entsteht. Dieser stabile

Komplex kann ein weiteres Elektron aufnehmen und wird zu einem instabilen Peroxo-
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Eisenkomplex (5a). Durch Protonierung entsteht der intermedidre Hydroperoxo-Eisen-
komplex (5b), welcher durch weitere Protonierung, unter Abspaltung von Wasser, zu
dem in der Literatur als Verbindung I bezeichneten Komplex (6) dissoziiert. Die Ver-
bindung I iibertrdagt den gebundenen Sauerstoft schlieBlich auf das Substratmolekiil,
das Hydroxylierungsprodukt wird aus der aktiven Tasche entlassen und wieder durch
ein Wassermolekiil (sechster Ligand) ersetzt (1). Dieser fein abgestimmte Reaktions-
zyklus kann durch die, als Peroxidase Shunt oder Uncoupling bekannte Nebenreaktion
zwischen den Stadien (2) und (5§b) kurzgeschlossen werden. Die Bindung von Wasser-
stoffperoxid fiihrt direkt zur Formation des Hydroperoxo-Eisenkomplexes und kann zur
Produktbildung beitragen. Diese Wasserstoffperoxid-abhingige Produktbildung ist als
Peroxygenase Aktivitit der CYPs bekannt.“® Diese ist jedoch wenig effizient und fiihrt
nach wenigen Substratumsitzen zur Inaktivierung des Enzyms.'" Eine weitere mog-
liche Nebenreaktion ist die vom Substratumsatz entkoppelte Formation von Wasser,
bekannt als Oxidaseaktivitiit.!3? Diese tritt ausschlieBlich bei sehr hohen Elektronen-

transferraten auf.

1.3.2 Reduktionspartner der CYPs

Wie zuvor beschrieben sind CYPs natiirlicherweise auf die Bereitstellung von Redukti-
onsédquivalenten (Elektronen) fiir den Substratumsatz angewiesen. In vivo werden Elek-
tronen fiir CYPs hauptséchlich von Nikotinamiden in Form von Hydridionen (H") bereit-
gestellt.®¥ Natiirlich in der Zelle vorkommende Nicotinamide sind das Nicotinamid-
Adenin-Dinukleotidphosphat (NADPH) und das Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
(NADH). Da das Hameisen der CYPs diese Hydridionen nicht direkt akzeptieren kann,
sind die Enzyme auf die Interaktion mit Reduktionspartnern angewiesen. Zusammen
bilden diese und das CYP eine Elektronentransportkette. Diese Elektronentransport-
ketten kommen in unterschiedlichen Auspriagungen vor und sind Gegenstand mehrerer
Abhandlungen. 3> %9

Insgesamt sind 10 verschiedene Klassen dieser Elektronentransportketten in der Li-

teratur beschrieben. Diese unterscheiden sich in der Anzahl der beteiligten Enzyme, in
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der Verwendung unterschiedlicher prosthetischer Gruppen, sowie der genutzten Elek-
tronenquellen. Im Folgenden werden lediglich die am weitesten verbreiteten Variatio-
nen der CYP Elektronentransportkette vorgestellt. Abbildung 1.3 zeigt eine Ubersicht

der hier kurz besprochenen, natiirlich vorkommenden CYP Elektronentransportketten.>

Cytosol
Membran

FeS Cluster

@ @ o
FM
. . Membran
FAD/FMN

FAD/FMN  H&m

Abbildung 1.3: Ubersicht der hiufigsten CYP Elektronentrasportketten. Angelehnt an die
Arbeit von Bernhardt et al. aus dem Jahr 2006.5>

Diese Elektronentransportketten konnen zusitzlich zum CYP aus einer oder zwei
weiteren Komponenten bestehen und bewerkstelligen den Transfer von Reduktionsi-
quivalenten. Die zwei Komponenten Systeme (dunkelgrau) bestehen aus einer Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD) tragenden Ferredoxin Reduktase (FdR), sowie einem weite-
ren Elektronen transportierenden Enzym. Dieses kommt im Fall des Ferredoxins (Fdx)
als Eisen-Schwefel-Cluster ([2Fe-2S]; [3Fe-4S]; [4Fe-4S]; [3Fe-4S]/[4Fe-4S]), sowie
im Fall des Flavodoxin (FId) als Flavin-Adenin-Mononukleotid (FMN) tragendes En-
zym vor. Die Fdx Elektronentransportkette ist als cytosolische Variante in Bakterien
und als teilweise membranstiandige Variation (FdR und CYP) in Mitochondrien zu fin-
den. Die Fld Variante kommt ausschlieBlich in Form von 16slichen Enzymen in Bakte-

rien vor.
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Die Elektronentransportketten mit einer zusitzlichen Enzymkomponente (hellgrau)
wird von einer FAD und FMN tragenden Reduktase vermittelt und stellt die unter Euka-
ryoten am weitesten verbreitete Variante dar. Sowohl die Cytochrom P450 Reduktase
(CPR) als auch die CYPs kommen ausschlieflich als membranstidndige Enzyme der
mikrosomalen Zellfraktion vor. Haupsichlich sind sie in der Membran des Endoplas-
matischen Retikulums lokalisiert.

Im unteren Bereich der Abbildung 1.3 ist beispielhaft das CYP 102A1 aus Bacillus
megaterium (P450g,,;) gezeigt. Dieses Enzym entspricht in seinem Aufbau einem na-
tiirlichen Fusionskonstrukt des eukaryotischen zwei Komponenten Systems. Es kommt
jedoch als 16slicher Enzymkomplex ausschlieBlich in Bakterien vor. Weitere Beispiele
fiir diese Klasse sind die Enzyme CYP 102A2 und CYP 102A3 aus Bacillus subtilis.

1.4 Der intra-molekulare Ladungstransport

Die Reduktase (CPR) dient als Vermittler zwischen dem zwei Elektronen Donator
(NAD(P)H) und dem ein Elektronen Akzeptor (Himeisen). Der Redoxzyklus der Fla-
vine ist in Abbildung 1.4 gezeigt. Zunichst wird in der initialen Reduktion (Abbildung
1.4 A - D) ein Hydridion auf das FAD iibertragen und somit zum Hydrochinon FADH,
(B) reduziert. Vom FAD wird ein Elektron auf das FMN iibertragen. Beide Flavine lie-
gen somit als Semichinone FADH und FMNH vor (C). Nach der Ubertragung eines
weiteren Elektrons auf das FMN zum FMNH, liegt das FAD wieder in seiner Aus-
gangsform vor und kann ein weiteres Hydridion akzeptieren (D), die Initialreaktion ist
an dieser Stelle abgeschlossen. Dieses Stadium ist der Ausgangspunkt fiir den anschlie-

Benden Redoxzyklus der Flavine.

Im weiteren Verlauf sind zwei unterschiedliche Redoxzyklen theoretisch moglich.
Im ersten moglichen Verlauf wird zunéchst ein Elektron vom FMNH, an das Hédmei-
sen des CYPs weitergegeben (E,), bevor das vollstidndig oxidierte FAD ein weiteres
Hydridion akzeptiert und erneut zum FADH, reduziert wird (F). Dieses gibt ein Elek-
tron an das als Semichinon vorliegende FMNH ab und reduziert dieses zum FMNH,
(G). Nach erneuter Abgabe eines Elektrons an das Hameisen liegen beide Flavine wie-

der als Semichinone vor (H). Mit der Ubertragung eines Elektrons vom FADH zum
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Abbildung 1.4: Redox Zyklus der Flavine. Die initiale Reduktion (A - D) ist in grau darge-
stellt. Zwischen den Stadien D und F sind zwei Routen moglich (E; oder E,). Die Anzahl

der aufgenommenen Elektronen ist farblich kodiert. Angelehnt an Ortiz de Montellano

FMNH kehrt der Zyklus wieder zum Ausgangspunkt (D) zuriick. Im zweiten mogli-

chen Verlauf nimmt das FAD ein weiteres Hydridion auf, bevor das FMN ein Elektron

an das Hidmeisen tbertrdgt (E,). Das System befindet sich kurzzeitig im vollstindig

reduzierten Zustand (4 e°). Experimentelle Untersuchungen haben gezeigt, dass der 1-

3-2-1 Zyklus (E,) der bevorzugte, in der lebenden Zelle vorkommende Mechanismus

ist.®> Unabhiingig vom Mechanismus gibt jeweils das FMNH, Hydrochinon ein ein-

zelnes Elektron an das Hiameisen ab und wird erneut zum Semichinon oxidiert.

Aus kristallographischen Untersuchungen verschiedener CYP Reduktasen ist be-

kannt, dass diese aus mehreren Dominen und Linkerregionen ,,zusammengesetzt‘
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sind.#% 5481 138) Dieser Aufbau verleiht den CPRs eine hohe konformationelle Flexi-
bilitdt. Im Ausgangszustand liegt das Enzym in einem ausgewogenen Gleichgewicht
(ca. 50:50 %) einer offenen und einer geschlossenen Konformation vor.?® Wird ein
Nicotinamid gebunden, verschiebt sich dieses Gleichgewicht in Richtung der geschlos-
senen Konformation.® 1% In dieser Konformation befinden sich die Isoalloxazinrin-
ge der beiden Flavine in unmittelbarer Nachbarschaft von ungefihr 4 A Entfernung
zueinander.®® Die zusammenfassende Betrachtung vieler Studien zum Elektronentrans-
port in Proteinen zeigt, dass eine Distanz von < 14 A von Elektronen direkt iiberbriickt
werden kann.©®” Daher wird von einer direkten Elektroneniibertragung zwischen den
Flavinen ausgegangen. Nach der Oxidation des Nicotinamides nimmt das Enzym vor-
rangig die offene Konformation ein, welche die Elektronenweitergabe an das Hameisen
des CYP erméglicht.®” In vielen Fillen kann auch zwischen dem FMN und dem Him
von einer direkten Elektroneniibertragung ausgegangen werden, da sich beide Molekiile
bis auf ca. 6 - 12 A annihern.®* 1?® Dieser Abstand variiert zwischen den Spezies und
wurde in den eben zitierten Arbeiten fiir eine Aminoséduredeletionsmutante der Ratten
Cytochrom P450 Reduktase (ATGEE), mit konstant offener Konformation, sowie der
Cytochrom P450 Reduktase aus Rinderleber bestimmt. In anderen CYP Elektronen-
transportketten wie z.B. P450,,; aus Bacillus megaterium ist der minimale Abstand
von FMN und Him mit 18 A deutlich groBer. Der genaue Mechanismus in diesem Sys-

tem ist bis heute nicht genau bekannt.!'!”)

Mehrere Arbeiten beschiftigen sich mit der Erkldrung des stattfindenen Elektro-
nentransfers in P450g,,;. Diskutiert werden u.a. eine Konformationsédnderung mit ei-
ner Drehung der FMN-Doméne entlang der Linkerregion zwischen FMN- und FAD-
Domiine, welche zu einem theoretischen Abstand von ca. 8 A fiihrt, sowie die Elektro-
nenweitergabe unter Beteiligung mehrerer Aminosduren als Stationen der Elektronen-
weiterleitung (bridge).®> 1> Im zweiten Fall iiberlagern die z-Orbitale der beteiligten
Aminosdurerreste und ermoglichen das Tunneln der Elektronen iiber einen groferen
Abstand.(2 118

10
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1.5 Limitation der CYP Biokatalyse

Ungeachtet der zuvor beschriebenen Vorteile der enzymatisch katalysierten Reaktio-
nen, ist die Anzahl der bereits industriell etablierten biokatalytischen Prozesse zum
heutigen Zeitpunkt vergleichsweise gering.® 192 Grund dafiir sind einige grundlegende
Limitationen der Verwendung von Enzymen, die fiir einen effizienten Einsatz zunichst
tiberwunden werden miissen.

Im Folgenden wird auf die Hiirden im Umgang mit Cytochrom P450 Monooxy-
genasen eingegangen; viele davon gelten ebenfalls fiir den Umgang mit Enzymen im
Allgemeinen:

Die Anzahl der verfiigbaren Enzyme ist begrenzt, sodass nicht fiir jede gewlinschte
Reaktion ein passendes Enzym zur Verfiigung steht. Eine Ubersicht der bereits etablier-
ten Reaktionen bieten diverse Veroffentlichungen, u.a. die Arbeit von Nestl et al. aus
dem Jahr 2011.0-%0-102.103) 7ydem ist das Substratspektrum der verfiigbaren Enzyme
meist limitiert. Nicht alle industriell genutzten Reaktionen konnen momentan biokata-

lytisch bewerkstelligt werden.®?

Einen Ausweg aus dem begrenzten Substratspektrum bietet das sogenannte Protein-
Engineering. Enzyme werden rational oder evolutiv modifiziert (Mutagenese), bis sie
das gewiinschte Substrat akzeptieren und umsetzen konnen. Ist ein passendes Enzym
fiir den Umsatz eines Substrates gefunden, kann eine Biotransformation in lebenden
Zellen (in vivo), oder aulerhalb von lebenden Zellen mit Hilfe des Zelllysats oder des

isolierten Enzyms (in vitro) durchgefiihrt werden.

Zu den Einschrinkungen einer in vivo CYP-katalysierten Biotransformation geho-
ren niedrige CYP Expressionsraten, die Notwendigkeit passende Reduktionspartner zu
ko-exprimieren, sowie die Formierung des cytotoxischen Wasserstoffperoxides in der
Uncoupling Nebenreaktion der CYPs. Diese Hiirden konnen durch optimierte Anzucht-
bedingungen, Verwendung anderer Vektorsysteme oder den Wechsel des Wirtsorganis-
mus iiberwunden werden.’® Die unerwiinschte Formation des cytotoxischen Wasser-
stoffperoxides durch Uncoupling kann in vivo durch die Wahl der Reduktionspartner

positiv beeinfluit werden.

11
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In vivo kommen der In- und Efflux des Substrates, bzw. des formierten Produk-
tes iiber die Zellmembran als wichtige Faktoren hinzu.®¥ Dieser Membrantransport
kann durch zusitzlich exprimierte Carrier Proteine oder die Erh6hung der Membran-
permeabilitit erreicht werden.’® 7”) Eine weitere hiufige Limitation der Biotransforma-
tion stellt die Hemmung der katalytischen Aktivitdt durch das Substrat oder das Produkt
dar.® Speziell in vivo miissen der Influx des Substrates und der Efflux des Produktes

auf diese Problematik abgestimmt sein.””

Einige dieser Hiirden konnen durch die in vitro Verwendung von CYPs umgangen
werden, es kommen dann aber andere Faktoren zum tragen. Dazu zidhlen vor allem
die geringe Stabilitdt der meisten CYPs nach der Zelllyse, sodass diese aus dem Lysat
isoliert und anschlieBend in ein geeignetes Medium {iiberfiihrt und/oder immobilisiert
werden miissen.®% 133

Isolierte Enzyme sind meist toleranter gegeniiber organischen Losungsmitteln als
lebende Zellen. Allerdings kann die enzymatische Aktivitiit durch die Anwesenheit von
organischen Losungsmitteln vermindert sein.®* 19 Die Bereitstellung lipophiler Sub-
strate wie Fettsduren, setzt jedoch erhohte Konzentrationen an organischen Losungs-
mitteln wie z.B. Dimethylsulfoxid (DMSO) voraus. In diesem Fall kann auch die Lo-

sungsmitteltoleranz durch gerichtete Evolution verbessert werden.©V

Nicht alle P450 Enzyme konnen gleichermafen einfach isoliert werden. Speziell eu-
karyotische CYPs lassen sich aufgrund ihres membranstindigen Charakters nur schwer
isolieren und in vitro einsetzen. Daher werden fiir diese Applikationen vorrangig 16sli-
che prokaryotische CYPs verwendet.®!) Diese werden mittels Protein-Engineering als
Alternative zu eukaryotischen CYPs fiir die jeweilige Anwendung optimiert.

Ebenfalls aus lebenden Zelle isolierte CYPs bendtigen geeignete Reduktionspart-
ner und Elektronen fiir den in vitro Substratumsatz. Dabei ist es wichtig, sowohl eine
adidquate Konzentration an Reduktionspartnern, als auch eine effektive Elektroneniiber-
tragung zu gewihrleisten, da iibertragene Elektronen auch zur Formierung des cytotoxi-
schen Wasserstoffperoxids (H,0,) beitragen konnen. H,O, kann in der aktiven Tasche
der CYPs binden und durch Formation der Verbindung I (vgl. Stadium 6 in Abbildung
1.2) zur Produktformation beitragen. Dieser Vorgang wird in der Literartur als die Per-

oxigenaseaktivitdt der CYPs beschrieben, diese ist allerdings wenig effizient und fiihrt

12
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bereits nach wenigen Umsiitzen zur Inaktivierung des Enzyms. (101D

Nicotinamide stellen die natiirliche Quelle der bendtigten Elektronen in der Zel-
le dar. Viele CYPs zeigen eine eindeutige Priferenz fiir NADPH iiber NADH. Die
dquimolare Zugabe von NADPH ist aufgrund des hohen Marktpreises (ca. 1612 €
mmol™'; Sigma-Aldrich) und der geringen Stabilitit in wissrigen Losungen unwirt-
schaftlich. Daher wird NADPH meist in geringer Konzentration zugebeben und in
situ regeneriert. Im Labormassstab geschieht dies zumeist mit Hilfe der Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase welche Glucose-6-Phosphat, unter Reduktion von NADP™,
zu 6-Phospho-D-Glucono-1,5-Lactone umsetzt.'*" Auch andere potenziell nutzbare

Regenartionssysteme sind in der Literatur beschrieben.74 125 149)

1.6 Bioelektrochemie der Cytochrom P450 Monooxy-

genasen

In der Literatur ist ebenfalls eine elektrochemische Nicotinamid Regeneration an ei-
ner Zinn(IV)-oxid Elektrode, als Alternative zur enzymatischen Regeneration beschrie-
ben.®¥ Die Moglichkeit das Nicotinamid elektrochemisch regenerieren zu konnen, wirft
die Frage nach der Notwendigkeit des Kofaktors auf. Im oben beschriebenen Mechanis-
mus werden zunichst Reduktionsidquivalente in Form von Hydridionen von den Cyto-
chrom P450 Reduktasen aufgenommen, doch ist der Cytochrom P450 Reaktionszyklus
ausschlieBlich auf die Bereitsellung von Elektronen angewiesen. Die Herkunft dieser
Elektronen spielt dabei keine entscheidende Rolle. Diese konnen theoretisch auch mit-
tels einer technischen Elektronenquelle in Form einer Elektrode bereitgestellt werden.
Tatséchlich finden sich zahlreiche Arbeiten zur CYP Bioelektrochemie in der Literatur
der letzten 30 Jahre. Aus diesen Studien geht hervor, dass die direkte Himeisen Reduk-
tion bei gelostem Enzym kaum méglich ist.1%® Die elektrische Interaktion zwischen
der Elektrodenoberfliche und dem Himeisen ist duBerst ineffektiv. Dies kann u.a. der
Denaturierung der Enzyme an metallischen Elektrodenoberflachen und dem daraus re-

sultierenden Elektroden ,,Fouling*, sowie der stark abgeschirmten Position des Hims
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im Inneren des CYP geschuldet sein.*” Daher wurde mit verschiedenen Methoden zur

CYP Immobilisierung an der Elektrodenoberfliiche experimentiert.% 196)

Biosensoren

Einen technischen MefB3sensor mit einer immobilisierten aktiven biologischen Kompo-
nente bezeichnet man als Biosensor.) Wird ein aktives Cytochrom P450 Enzym auf
einer Elektrode immobilisiert, sodass die enzymatische Aktivitit mittels der Elektrode
gemessen werden kann, erfiillt diese Applikation die Voraussetzung eines Biosenors.
Dies kann durch elektrochemische Oxidation/Reduktion des enzymatisch gebildeten
Produkts oder der direkten Messung des Elektronenverbrauchs im P450 Zyklus erfol-
gen. Diese Applikationen konnen sowohl in der Medizin-, als auch Nahrungsmittel-
und Umweltanalytik eingesetzt werden. Dort werden sie zur Detektion von Abbau- und
Nebenprodukten im Metabolismus von Medikamenten, sowie toxischer Substanzen in

Nahrungsmitteln, Boden- und Wasserproben genutzt.®"

Wie bereits zuvor beschrieben, muss das Enzym fiir eine effektive Elektroneniiber-
tragung, in seiner aktiven Konformation zunichst auf der Elektrodenoberfliche immo-
bilisiert werden. Dies kann mittels unterschiedlicher Methoden erreicht werden.

Hill ez al. zeigten in ihrer Arbeit die Moglichkeit CYP 101 reversibel mit Hilfe ei-
ner ,.,edge-plain® Graphit Elektrode zu reduzieren.®® Die selbstindige Anlagerung des
Enzyms geht mutmaBlich auf die positiv geladenen, exponierten Aminosiurereste zu-
riick. Zwar geben die Autoren an, eine Produktformation beobachtet zu haben, doch
wurden keine genaueren Angaben publiziert. Weitere Arbeiten ohne Modifikation der
Elektrode wurden von Fleming et al. und Johnson et al. durchgefiihrt.?> 305D In allen
Versuchen wurden hohe Ratenkonstanten des Elektronentransfers (k) von k, = 550 s!
(CYP 199A2), k, = 164 s' (CYP 17) und k, = 138 s! (CYP 102A1), ohne eine resul-

tierende Produktformation bestimmt.

Eine weitere Moglichkeit der Enzym Immobilisierung ist die Copolymerisation der
Enzyme, in einer der Elektrode aufgelagerten ,,Matrix*. Die Verwendung von Tensi-
den (im weitesten Sinne) wie z.B. Didodecyldimethylammoniumbromide (DDAB) er-

laubte Bernhardt und Mitarbeitern die Immobilisierung verschiedener CYPs aus der
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humanen CYP 2C Unterfamilie.!?” Auch die Arbeitsgruppe um Johnson konnte CYP
2C9 mittels DDAB erfolgreich auf einer Graphit Elektrode immobilisieren und charakt-
erisieren.®? Dabei erreichte das immobilisierte Enzym einen k, Wert von 150 s, es
konnten allerdings keine Produktformation beobachten. Auch das 16sliche CYP 101
konnte mittels DDAB erfolgreich von Iwuoha ef al. immobilisiert und elektrochemisch
angesprochen werden, setzte aber kein Substrat um.“® Ein entscheidender Nachteil
von DDAB ist die Stabilisierung der inaktiven P420 Form einiger CYPs wie z.B. CYP
102A1 (P450g,5).1*Y Diese kann zwar reduziert werden, jedoch kein Kohlenstoffmo-
nooxid oder molekularen Sauerstoff binden und ist somit nicht katalytisch aktiv.

Leitende Polymere wie Poly-Diallyldimethyl-Ammoniumchlorid (PDDA), Polyethy-
lenimin (PEI) und Poly-Natrium-4-Styrenesulfonat (PSS) erlauben ebenfalls die Immo-
bilisierung von CYPs und tragen gleichzeitig zur erleichterten Elektroneniibertragung
auf das Enzym bei.(% 2425, 53.83. 112) Rijr die Polymerisation auf einer Elektrodenober-
flache bietet sich die Elektropolymerisation an. Dabei werden durch Applikation eines
passenden Potentials die Monomere zu radikalischen Kationen oxidiert. Diese reagie-
ren mit anderen Kationen oder ungeladenen Monomeren zu Dimeren, welche anschlie-
Bend oxidiert werden.''9 Diese Kettenreaktion fiihrt zur Ausbildung langer Polymer-
ketten auf der Elektrodenoberfliache. Da diese Reaktion nur fiir die Dauer der Potential-
applikation andauert, kann die Schichtdicke des Polymerfilms genau bestimmt werden.

Das mittels PDDA immobilisierte CYP 2E1 konnte nicht nur charakterisiert wer-
den, sondern setzte im Gegensatz zum mit DDAB immobilisierten Enzym sogar Sub-
strat um.®> Dabei wurde ein k, Wert von 2,0 s’ bestimmt.

Durch den leitenden Charakter der verwendeten Tenside und Polymere ist eine ver-
besserte Elektroneniibertragung auf alle Enzymmolekiile in einem Poly- oder Multi-
layer theoretisch moglich. Die vorgestellten Immobilisierungstechniken fiihren zur Bil-
dung eines Oligo- oder Polylayer auf der Elektrodenoberfldche. Innerhalb dieser Layer
ist aber keine Kontrolle iiber die Orientierung der Enzymmolekiile moglich.

Auch Scheller und Mitarbeiter berichten von einer reversiblen Reduktion von CYP
101 mit Hilfe einer Natrium-Montmorillonit modifizierten Glaskohlenstoff Elektrode.®”
Trotz einer hohen Ratenkonstante von k, = 152 s! konnte keine Produktformation be-

obachtet werden.
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Tabelle 1.1: Ubersicht iiber ausgesuchte Beispiele immobilisierter CYPs.

CYP Elektrode, Immobilisierung k, [s!'] Produkt Quelle
199A2 pyrolytisches Graphit, - 550 Nein (29)
17 ,edge-plain‘ Graphit, - 164 Nein (51)
102A1 ,edge-plain‘ Graphit, - 138 Nein (30)
101 Glaskohlenstoff, Na-Mont. 152 Nein (67)
2C9 ,edge-plain“ Graphit, DDAB 150 Nein (120)
2E1 Glaskohlenstoff, PDDA 2 Ja (25)
2E1 Gold, Cystamin-Maleimid 10 Ja .
2C9 Gold, 11-MUA/Mercaptan-C8 6-31 Ja (147)
3A4 Gold, Cystamin-Maleimid 3,7 Ja (18)
3A4-BMR Gold, Cystamin-Maleimid 1,0 Ja ’

3A4-FLD Gold, Cystamin-Maleimid 0,6 Ja s

Natrium Montmorillonit (Na-Mont.)
11-Mercaptoundecanséure/Octanethiol (11-MUA/Mercaptan-C8)

Ein alternativer Ansatz ist die kovalente Bindung der Enzyme auf einer modifizier-
ten Elektrode. Dieser Ansatz wurde von Mak et al. verfolgt, um das humane CYP 2E1
auf einer modifizierten Gold Elektrode zu immobilisieren. Das Enzym besitzt mehrere
an der Oberfliche exponierte Cysteinreste, welche als mogliche Ankerpunkte zur Ver-
fiigung stehen.’ Die Oberfliche dieser Elektrode ist vollstindig von einem Maleimid
Monolayer abgeschirmt, sodass das Enzym nicht mit der Metalloberflache in Kontakt
tritt. Die kovalente Bindung erfolgt thiolspezifisch an den exponierten Cysteinresten der
Enzymoberfliche. Das humane CYP 2E1 konnte mit Hilfe dieser Methode reversibel

reduziert werden.

Elektrochemische Charakterisierung

Mit Hilfe eines CYP Biosensors konnen die Enzyme charakterisiert werden. Die am

weitesten verbreitete Methode zur Charakterisierung von CYPs ist die Cyclovoltamme-
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trie. Zu diesem Zweck wird ein an der Elektrode immobilisiertes Enzym einer wech-
selnden Spannung ausgesetzt und der resultierende Strom aufgezeichnet. Neben der
,linear sweep* Methode (vgl. Abbildung 1.5 A) wird auch die ,,square wave* Methode
(vgl. Abbildung 1.5 B) standardmiBig genutzt. Die Methoden unterscheiden sich in der

applizierten Spannungsinderung, der das Enzym ausgesetzt wird.

A) B)
E; E,

Potential [V]
Potential [V]

m
L
u

Zeit [s) Zeit [s]

Abbildung 1.5: Potentialkurven der Cyclovoltammetrie Methoden. A) Potentialkurve der
linear sweep Methode. Das Potential wird linear zwischen den Punkten E; und E, variiert
B) Potentialkurve der square wave Methode. Das Potential wird in einer Kaskaden zwi-

schen E; und E, variiert.

Im Detail wird im Folgenden lediglich auf die ,,linear sweep* Methode eingegan-
gen. Eine Ubersicht iiber die Moglichkeiten der Cyclovoltammetrie geben die Arbeiten
von Mabbott et al. und Kissinger et al. jeweils aus dem Jahr 1983, sowie die Arbeit
von Eckermann et al. aus dem Jahr 2010.%%%7® Wie in Abbildung 1.5 gezeigt, wird
die Spannung linear zwischen zwei Werten E, und E, alterniert. Da CYPs unter Elek-
tronenverbrauch ein Saustoffmolekiil nutzen um ein Substratmolekiil zu hydroxylieren
oder alternativ zu Wasserstoffperoxid reduzieren, wird die Cyclovoltammetrie unter
Ausschluss von Sauerstoff durchgefiihrt. Somit wird ein ,,Verlust “ von Elektronen im
Substratumsatz oder Uncoupling vermieden. Der aufgezeichnete resultierende Strom
wird in einem Cyclovoltammogramm iiber die angelegte Spannung aufgetragen. Die-
sem Cyclovoltammogramm konnen Informationen iiber die elektrische Anbindung des
Enzyme, der reduzierbaren Stoffmenge, die Reversibilitédt der Reduktion sowie die Ge-
schwindigkeit der Elektroneniibertragung entnommen werden:

Ist das CYP elektrisch an die Elektrode angebunden, werden bei einem passenden

Potential Elektronen auf das Hameisen des Enzyms iibertragen (Reduktion) oder dem
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Enzym entzogen (Oxidation). Die Reduktion und Oxidation ist im Voltammogramm
als Peak sichtbar (Abbildung 1.6; I, ). Die Peakfliche des Reduktionspeak lésst Riick-
schliisse auf die reduzierbare Stoffmenge an Enzym auf der Elektrodenoberfliche zu.
Der Vergleich des Reduktions- und des Oxidationspeak gibt Aufschluss iiber die Rever-
sibilitdt der Elektroneniibertragung auf das Enzym. Theoretisch treten Reduktion und

Strom | [pA]

Potential E [V]

Abbildung 1.6: Beispiel Cyclovoltammogramm. Gezeigt ist ein reduktiver Peak zwischen

den Punkten a und b.

Oxidation beim Mittelpunktpotential (E ;) der jeweiligen Redoxspezies auf. Praktisch
tritt die Reduktion bei einem negativeren, die Oxidation bei einem positiveren Potential
als E_., auf. Diese Abweichung wird als Uberpotential bezeichnet und kann letztlich
zur Berechnung der Ratenkonstante des Elektronentransfers (Geschwindigkeit) genutzt
werden.

Wird wihrend der anaeroben Cyclovoltammetrie dem CYP ein Substrat zugesetzt,
kann die Bindung des Substrats in der aktiven Tasche als positive Potentialinderung
beobachtet werden (vgl. Spinshift in Abbildung 1.2). Diese Beobachtung lésst jedoch
keinen Riickschluss auf den tatsdchlichen enzymatischen Umsatz des Substrats unter
aeroben Bedingungen zu. Auch in einem aeroben System kann durch den Potential-
shift nicht mit Sicherheit auf eine enzymatische Aktivitét geschlussfolgert werden (vgl.

Uncoupling).
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Elektrochemisch getriebener enzymatischer Substratumsatz

Tatséchlich ist ein elektrochemisch getriebener enzymatischer Substratumsatz deutlich
schwieriger zu realisieren als die reine elektrochemische Charakterisierung eines CYP
Enzyms. Wie bereits oben skizziert, sind hohe Ratenkonstanten des Elektronentransfers
nicht gleichbedeutend mit katalytischer Aktivitit.

In ihrer Arbeit aus dem Jahr 2010 zeigen Gilardi ez al. den Vorteil einer determi-
nierten Orientierung der CYPs auf der Elektrode fiir eine effiziente Elektroneniiber-
tragung.”’® Es wurden zwei Mutanten, mit jeweils nur einem verbleibenden Cysteinrest
(Cystein-Serine Austauschmutanten) und das wildtypische Enzym verglichen. Es konn-
te gezeigt werden, dass Mutanten mit einer determinierten Orientierung einen htheren
elektrochemisch getriebenen Substratumsatz (durchschnittlich 2,3-fach) ermdglichen.”
Bereits zuvor wurde die Rolle der Reduktionspartner fiir die enzymatische Aktivitit
der CYPs skizziert. Stellen die Reduktionspartner und das CYP keine effiziente Elek-
tronentransportkette dar, fiihrt der Elektronentransfer hauptséchlich zur Formation von
Wasserstoffperoxid. Dieser Zusammenhang konnte auch fiir elektrochemisch getriebe-
ne CYPs gezeigt werden. In ihrer Veroffentlichung aus dem Jahr 2008 stellen Dod-
hia et al. artifizielle Fusionskonstrukte des humanen CYP 3A4 mit dem Flavodoxin
(F1d) aus Desulfovibrio vulgaris und der P450g),,; Reduktase (BMR) aus Bacillus me-
gaterium vor und zeigen, dass die Wahl des Reduktionspartners mafigeblich Einfluss
auf das Couplingverhalten und die resultierende Produktformation nimmt.!'® Fiir die
elektrochemische Reduktion wurde wahlweise eine Glaskohlenstoff (GC) sowie eine
Cystamine-Maleimid modifizierte Goldelektrode verwendet. Die Immobilisierung er-
folgte mittels PDDA (GC Elektrode) und kovalenter Bindung (Goldelektrode). Allge-
mein konnte auf der Goldelektrode, unabhiingig vom gewihlten CYP Konstrukt, eine
hohere Produktformation erreicht werden. Obwohl nur niedrige k, Werte fiir die vorge-
stellten Mutanten und das wildtypische Enzym bestimmt werden konnten, zeigten alle
Enzyme Produktformation.

Dabei konnte eine eindeutige positive Korrelation der Couplingeffizienz und der
Produktformation nachgewiesen werden. Neben der Produktformation wurde auch die
Ratenkonstante des Elektronentransfers ermittelt. Die ermittelten k; Werte der Fusi-

onskonstrukte waren deutlich vermindert. Die Beobachtung belegte einen eindeutig
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negativen Zusammenhang, sodass mit sinkendem k, Wert die Produktformation stetig
zunimmt.

Die in Tabelle 1.1 aufgefiihrten Beispiele zeigen, dass eine hohe Ratenkonstan-
te des Elektronentransfers nicht zwingend im Substratumsatz resultiert. Obwohl die k
Werte der kovalent immobilisierten Enzyme deutlich niedriger sind als anderweitig im-
mobilisierte Enzyme, konnen diese tendenziell besser Substrat durch elektrochemische
Reduktion umsetzen.

Aufgrund dieser Ergebnisse kann auf eine hiufige Uberversorgung des Himeisens
mittels der elektrochemischen Reduktion geschlossen werden. Mit Blick auf den P450
Reaktionszyklus in Abbildung 1.2, muss fiir eine effiziente enzymatische Aktivitit die
Bereitstellung von Elektronen auf den Substratumsatz zeitlich abgestimmt (getaktet)
sein.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass fiir eine produktive, elektrochemische
CYP Hiameisen Reduktion das Enzym in einer determinierten Orientierung auf einer
Elektrodenoberflache immobilisiert werden muss. Idealerweise sollte das Enzym in ei-
nem elektroaktiven Multilayer angeordnet sein. Dabei muss darauf geachtet werden,
dass die Immobilisierung keinen negativen Einfluss auf die Konformation des Enzyms
nimmt und eine addquate Elektronenversorgung ohne Elektroneniiberschuss gewihr-

leistet wird.
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Zielsetzung

Die Kombination des CYP mit einem addquaten Reduktionspartner (Reduktase) in ei-
nem Fusionskonstrukt, erlaubt eine Drosselung der sonst iibermifigen elektrochemi-
schen Elektronenversorgung.

Die hauptsichliche Ursache der geringen spezifischen Produktleistung (space-time-
yield) friitherer Arbeiten, ist im planaren Aufbau der vorgestellten Applikation zu fin-
den. Dies gilt insbesondere fiir die kovalente Immobilisierung der CYP Enzyme auf
einer Elektrodenoberflache. Obgleich die kovalente Immobilisierung von Cytochrom
P450 Monooxygenasen eine produktive Reduktion des Himeisens erlaubt, bleibt diese
Methode stets durch die geringe Oberflichenkonzentration des reduzierbaren Enzyms
limitiert.

Die Uberwindung der im Idealfall einfachen Oberflichenbedeckung, stellt die Mo-
tivation fiir das Tandemprojekt ,,Carbon Nanotube (CNT) Elektroden fiir den direk-
ten Elektronentransfer auf optimierte P450 Protein Systeme: Enzymeengineering und
Screening in elektrochemischem Mikrotiterplattensystem* im Rahmen des ,,Biotech-
nologie 2020+ Programms dar.

Im Zuge dieses Projektes soll eine Elektrode mit dreidimensionalem Aufbau durch
Copolymerisierung des Enzyms und einer umgebenden Matrix etabliert werden. Gleich-
zeitig soll eine determinierte Orientierung der Enzyme gewdhrleistet werden. Das im
Folgenden vorgestellte Konzept basiert auf einer, mit Kohlenstoffnanorohren (CNT)
und dem leitenden Polymer Poly-3,4-ethylendioxythiophen (PEDOT) copolymerisier-
ten Solgel Matrix auf einer Gold Elektrode (CNT-Solgelelektrode). Die Elektrodeno-
berflache soll mittels der CNTs bei gleichbleibender Grundfliche vergrofert werden.

21



2. ZIELSETZUNG

Innerhalb der Matrix soll eine modifizierte Cytochrom P450 Monooxygenase einen
elektroaktiven Komplex mit den CNTs bilden. Die orientierte Bindung in diesem Kom-
plex soll durch ein am Enzym lokalisiertes Ankermolekiil vermittelt werden. Der Kom-
plex soll mittels des PEDOT Polymers elektrisch an die Elektrodenoberfliche ange-
schlossen sein. Die immobilisierende Matrix darf die enzymatische Aktivitat nicht be-
einflussen und stabilisiert im Idealfall das Enzym in seiner aktiven Konformation. Als
Referenz dient eine planare kommerziell erhiltliche Siebdruck CNT-Elektroden auf

Graphit Basis der Firma DropSens (Llanera, Spanien).

Ziel dieser Dissertation ist die Etablierung einer Cytochrom P450 Monooxygenase
fiir den Einsatz auf einer solchen CNT-basierten Elektrode, speziell im CNT/Solgel-
Elektrodesystem. Fiir diesen Einsatz soll die etablierte Monooxygenase verschiedene
Voraussetzungen erfiillen:

Wie zuvor erldutert, zeigen Fusionskonstrukte eine erhohte elektrochemisch getrie-
bene Produktformation, daher soll ein CYP-CPR Fusionskonstrukt verwendet werden.

Die Polymerisation der Solgel Matrix verlangt eine vorherige selbstidndige und sta-
bile Anlagerung der CYPs an die CNT Oberflache. Idealerweise sollte diese Anlage-
rung ohne vorherige (posttranslationale) Modifikation des Enzyms verlaufen. Zu die-
sem Zweck soll das Enzym mit einem CNT-affinen Ankermolekiil modifiziert wer-
den. Dieses Ankermolekiil soll einerseits die Anlagerung ermoglichen, andererseits
den elektrischen Anschluss des Enzyms an die CNTs vermitteln. Zudem wird durch die
Position des Ankermolekiils die Orientierung des CYP zur CNT Oberfldche bestimmt.

Ein schnelles und einfaches Screening der elektrochemisch getriebenen CYP Ak-
tivitdt erfordert ein direktes in situ Messverfahren der Produktformation. Idealerweise
setzt das CYP, bei Applikation der Arbeitsspannung, ein Substrat in ein elektroche-
misch quantifizierbares Produkt um. Verschiedene Substrate sollen auf enzymatische
Hydroxylierung zu elektroaktiven Produkten getestet werden.

Die weitere Optimierung des Systems verlangt ein eingehendes Verstindnis des in-
tramolekularen Elektronentransfers der verwendeten Monooxygenase. Daher soll der
Einfluss verschiedener, gemall der Literatur ausgesuchter Elektronentransferwege an
der Interaktionsstelle der Reduktase- und der P450-Domine auf die enzymatische Ak-

tivitdat untersucht werden.
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Zusammengenommen soll eine elektrochemisch getriebene und sich selbstiandig an
CNT Elektroden anlagernde Cytochrom P450 Monooxygenase, deren Aktivitét in situ
bestimmt werden kann, etabliert werden. Diese soll fiir die Entwicklung eines dreidi-
mensionalen CNT Solgel Matrix Elektrodensystems genutzt werden und somit die spe-
zifische Produktleistung der Cytochrom P450 Elektroden Applikationen entscheidend

erhoht werden.
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Material und Methoden

3.1 Verbrauchsmaterialien

Alle fiir diese Arbeit benotigten Chemikalien, organische Losungsmittel sowie Kom-
ponenten zum Ansatz von Medien wurden, sofern nicht anders angegeben, von Sigma-
Aldrich (Sandhausen, D), VWR (Darmstadt, D) und Carl Roth (Karlsruhe, D) bezogen.
Es wurden die hauseigenen Escherichia coli (E.coli) Stimme, DH5a zur DNA Ampli-
fikation, sowie BL21(DE3) zur heterologen Protein Expression verwendet. Zur Prépa-
ration von Plasmid DNA aus Zellen das Zyppy™ Plasmid Miniprep Kitverwendet. Zur
Isolierung von DNA aus PCR Ansitzen sowie aus Agarosegelen wurde das DNA Clean

& Concentrator Kit, jeweils von Zymo Research (Irvine, CA, USA) genutzt.
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3.2 Plasmide und Konstrukte

Tabelle 3.1: Verwendete Plasmide zur Expression von P450g); basierten Konstrukten.

Index Enzym Ankerpos. Anker Mut.
pITB1647 hBM3 Q387C - -
- hBM3 Q387C Py -

pITB1648 hBM3 C-term.GGSC - -
- hBM3 C-term.GGSC Py -
- hBM3 - CNT-tag -
pITB619 BMR - - -
pITB583 BM3 - - -
- BM3 C-term.GGSC - -

- BM3 - CNT-tag -
pITB935 BM3 - - F87A
Seifert BM3 - - F87G
pITB950 BM3 - - F87V
Seifert BM3 - - A328V
pITB931 BM3 - - A328F
Seifert BM3 - - A328G
Seifert BM3 - - A328S
pITB959 BM3 - - R47L/Y51F
pITB953 BM3 - - F87A/A328G
pITB936 BM3 - - F87A/A328L
pITB946 BM3 - - F87L/A328F
Seifert BM3 - - A328L/L437F
Seifert BM3 - - A328V/L437A
Seifert BM3 - - A74G/F87V/L188Q
pITB957 BM3 - - F87V/A328L/1L4371
pITB958 BM3 - - F87V/A328L/L437V
pITB962 BM3 - - R47L/YS51F/F87V/A328F
pITB963 BM3 - - R47L/Y51F/F87V/A3281
pITB964 BM3 - - R47L/Y51F/F87V/A328L
pITB965 BM3 - - R47L/Y51F/F87V/A328V
Seifert BM3 - - V78L/F87V/A328F/1.4371
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Index Enzym Ankerpos. Anker Mut.
pITB1651 BM3 - CNT-tag F87L/A328F
pITB1652 BM3 - CNT-tag A328V
pITB1653 BM3 - CNT-tag A328V/LA3TA
pITB1654 BM3 - CNT-tag R47L/YS1F/F87V/A328F
pITB1655 BM3 - CNT-tag R47L/YS51F/F87V/A328V
pITB1656 BM3yn - - 664STOP
pITB1657 BM3pyn - CNT-tag 664CNT-tag
pITB1658 BM3 LFVFa - CNT-tag F390A
pITB1659 BM3 LFVFb - CNT-tag K391A
pITB1660 BM3 LFVFd - CNT-tag F390AK/K391A
pITB1661 BM3LFVFe - CNT-tag F390A/P392A
pITB1662 BM3LFVFg - CNT-tag F390A/K391A/P392A
pITB1663 BM3 LFVFh - CNT-tag F393A
pITB1664 BM3 LFVFi - CNT-tag F393A/M490A
pITB1665 BM3LFVF) - CNT-tag Q403A
pITB1666 BM3 LFVFk - CNT-tag Q403A/M490A
pITB1667 BM3 LFVF1 - CNT-tag M490A
pITB1668 BM3328Vb - CNT-tag K391A
pITB1669 BM3328Vc - CNT-tag P392A
pITB1670 BM3328Ve - CNT-tag F390A/P392A
pITB1671 BM3328Vf - CNT-tag F391A/P392A
pITB1672 BM3328Vg - CNT-tag F390A/K391A/P392A
pITB1673 BM3328Vh - CNT-tag F393A
pITB1674 BM3 328V i - CNT-tag F393A/M490A
pITB1675 BM3 328V j - CNT-tag Q403A
pITB1676 BM3328Vk - CNT-tag Q403A/M490A
pITB1677 BM3 328V 1 - CNT-tag M490A
pITB1678 BM3 328VAa - CNT-tag F390A
pITB1679 BM3 328VAb - CNT-tag K391A
pITB1680 BM3328VAc - CNT-tag P392A
pITB1681 BM3328VAd - CNT-tag F390A/K391A
pITB1682 BM3328VAg - CNT-tag F390A/K391A/P392A
pITB1683 BM3 328VAj - CNT-tag Q403A
pITB1684 BM3 328VAl - CNT-tag M490A

Index: Nummerierung der ITB Stammsammlung; Seifert: Lagerung in Mitarbeiter

Box von A. Seifert
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3.3 Oligonukleotide

Alle in Rahmen dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Snap-

Gene Software entworfen und in lyophilisierter Form bestellt. Die lyophilisierten Oli-

gonukleotide wurden in Wasser gelost und auf eine Arbeitskonzentration von 10 uM

verdinnt.

Tabelle 3.2: Oligonukleotide fiir die Implementierung einer kiinstlichen Ankerposition

(Cystein) mittels Aminosédureaustausch.

Nr Variante Primer Sequenz Protokoll
1  U-PCRpET28 F CCCCTCTAGAAATAATTTTIG U-PCR
TTTAAC
2 hBM3 387C F CCAAGTGCGATTCCGTGCCA QC
TGCGTTTAAACCG
3 R CGGTTTAAACGCATGGCACG
GAATCGCACTTGG
4 hBM3 C-term. R CCGGAATTCTTAGCAGCTGC U-PCR
GGS-C CGCCGCGTACTTTTTTAGCA
GACTGTTC
5 BM3 674C F GCAAAGAACTTCAATGTCCA QcC
GGCAGTGCACG
6 R CGTGCACTGCCTGGACATTG
AAGTTCTTTGC
7 BM3 C-term. R CCGGAATTCTTAGCAGCTGC U-PCR
GGS-C CGCCCCCAGCCCACACGTCT
TTTGCG

Uberhang PCR (U-PCR)
QuikChange (QC)
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Tabelle 3.3: Oligonukleotide fiir die CNT-tag Modifikation an der Himdoméne (hBM3)
und der Reduktase des Gesamtkonstruktes (BM3).

Nr Variante Primer Sequenz Protokoll
8 hBM3 C-term. R CCGGAATTCTTAAGAAAAAT U-PCR
CNT-tag AGGTGCCCCAAGACAGACGA
AAAATGCTGCCGCCGCGTAC
TTTTTTAGCAGACTGTTC
9 BM3 C-term. R CCGGAATTCTTAAGAAAAAT U-PCR

CNT-tag

AGGTGCCCCAAGACAGACGA
AAAATGCTGCCGCCCCCAGC
CCACACGTICTTTTGCG

Uberhang PCR (U-PCR)
QuikChange (QC)

Tabelle 3.4: Oligonukleotide fiir die Klonierung der CNT-tag modifizierten und nativen

Varianten des BM3 1, 5 Konstruktes.

Nr Variante Primer Sequenz Protokoll

10 BM3FMN F GCACGGTGCGTTTTCATAAA QC
CGAACGTCGTAGCAAG

11 R CTTGCTACGACGTTCGTTTA
TGAAAACGCACCGTGC

12 BM3FMN C-term. R CCGGAATTCTTAAGAAAAAT U-PCR

CNT-tag

AGGTGCCCCAAGACAGACGA
AAAATGCTGCCGCCTGAAAA
CGCACCGTGCATTTTCGCAA
GCGG

Uberhang PCR (U-PCR)
QuikChange (QC)
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Tabelle 3.5: Oligonukleotide fiir die Klonierung der P450g,; Alaninscan Bibliothek.

Nr Variante Primer Sequenz Protokoll

13 BM3 390A F GCGATTCCGCAGCATGCGGC QC
GAAACCGTTTGGAAACGG

14 R CCGTTTCCAAACGGTTTICGC
CGCATGCTGCGGAATCGC

15 BM3 391A F CCGCAGCATGCGTTTGCGCC QC
GTTTGGAAACGGTCAGC

16 R GCTGACCGTTTCCAAACGGC
GCAAACGCATGCTGCGG

17 BM3 392A F CAGCATGCGTTTAAAGCGTT QC
TGGAAACGGTCAG

18 R CTGACCGTTTCCAAACGCTT
TAAACGCATGCTG

19 BM3 393A F GCATGCGTTTAAACCGGCGG QC
GAAACGGTCAGCGTGCG

20 R CGCACGCTGACCGTTTICCCG
CCGGTTTAAACGCATGC

21 BM3 403A F CGTGCGTGTATCGGTGCGCA o]
GTTCGCTCTTCATGAAGC

22 R GCTTCATGAAGAGCGAACTG
CGCACCGATACACGCACG

23 BM3 490A F GCTATACGGTTCAAATGCGG QC
GAACAGCTGAAGGAACG

24 R CGTTCCTTCAGCTGTTCCCG
CATTTGAACCGTATAGC

25 BM3 390A/391A F GCGATTCCGCAGCATGCGGC QcC
GGCGCCGTTTGGAAACGGTC
AGC

26 R GCTGACCGTTTCCAAACGGC
GCCGCCGCATGCTGCGGAAT
CGC
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Nr Variante Primer Sequenz Protokoll

27 BM3 390A/392A F GCGATTCCGCAGCATGCGGC QC
GAAAGCGTTTGGAAACGGTC
AGC

28 R GCTGACCGTTTCCAAACGCT
TTCGCCGCATGCTGCGGAAT
CGC

29 BM3 391A/392A F CCGCAGCATGCGTTTGCGGC QC
GTTTGGAAACGGTCAGC

30 R GCTGACCGTTTCCAAACGCC
GCAAACGCATGCTGCGG

31 BM3 F GCGATTCCGCAGCATGCGGC QC

390A/391A/392A GGCGGCGTTTGGAAACGG

32 R CCGTTTCCAAACGCCGCCGC
CGCATGCTGCGGAATCGC

QuikChange (QC)

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Herstellung chemisch kompetenter E.coli Zellen

Der gewiinschte E.coli Stamm wurde zunichst in einer 5 mL Ubernacht-Kultur ange-
zogen. Am Folgetag wurden zwei Schiittelkolben, mit jeweils 100 mL. LB Medium,
mit 1 mL der Ubernacht-Kulturen inokuliert. Die Kolben wurden bei 37°C im Wirme-
schiittler bis zu einer ODy, von ca. 0,6 AU inkubiert. Die Kultur wurde im Anschluss
in zwei 50 mL Zentrifugenbecher iiberfiihrt und 20 min auf Eis gelagert. Alle nach-
folgenden Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die Zellen wurden bei 3000x g fiir
5 min zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend entfernt. Die sedimentierten Zellen
wurden in 15 mL Transformationspuffer (Tfb) I resuspendiert und fiir 20 min inkubiert.
Nach erneutem Zentrifugieren wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 2 mL
Ttb II aufgenommen. Dieser Ansatz von chemisch kompetenten (chem. komp.) Zellen

wurde zu jeweils 50 uL aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C ge-
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lagert. Die Zusammensetzung der Losungen Tfb I und Tfb II sind der Tabelle 3.6 zu

entnehmen.

Tabelle 3.6: Losungen Tfb I & Ttfb II zur Herstellung von chememisch kompetenten E.coli
Zellen

Tfb 1

Komponente Konzentration
KOAc 30 mM
MnCl, 50 mM
RbCl 100 mM
Ca(Cl, 10 mM
Glycerin 15 % (vIv)
Tfb 11

Komponente Konzentration
MOPS 10 mM
Ca(Cl, 75 mM
RbCl 10 mM
Glycerin 15 % (vIv)

Kalium Acetat (KOAc)
3-(N-Morpholino)propansulfonsidure (MOPS)

3.4.2 Transformation von Plasmiden in chemisch kompetenten
Zellen

Zur Transformation von Plasmid DNA wurden ungefidhr 100 ng DNA (ca. 1 uL. DNA
Losung) zu einem 50 uLL Aliquot der gewiinschten chem.komp. Zellen zugegeben und
fiir 30 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde anschlieBend fiir 45 sek auf 42°C er-
hitzt und erneut fiir 2 min auf Eis gelagert. Fiir die eineinhalbstiindige Inkubation unter
leichtem Schiitteln bei 37°C, wurde den transformierten Zellen 400 yLL. LB Medium zu-
gegeben. Im Anschlufl konnten die Zellen auf Antibiotika haltigem LB-Agar Medium

ausplattiert werden.
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3.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli Zellen

Die Isolierung von Plasmid DNA aus jeweils 2 mL einer E.coli Ubernacht-Kultur wurde
mit dem Zyppy” ™ Plasmid Miniprep Kit der Firma Zymo Research (Irvine, USA) gem.
des Hersteller Protokolls durchgefiihrt. Die isolierte in Wasser geloste Plasmid DNA
wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Fiir die Sequenzierung aller
hergestellten Genkonstrukte wurden 20 uLL der gelosten Plasmid DNA an die Firma
GATC Biotech (Konstanz, D) gesendet und vor Ort mittels der Didesoxymethode nach
Sanger analysiert.'%® Die Primer wurden, sofern nicht bei GATC vorriitig, zusammen

mit den Proben versandt.

3.4.4 Mutagenese mittels Uberhang-PCR und QuikChange™

Fiir die zielgerichtete Mutagenese einzelner Aminosiuren wurde das QuikChange® 11
Protokoll gemifBl den Angaben des Herstellers Agilent Technologies (Santa Clara, USA)
verwendet. Die im Abschnitt 3.3 vorgestellten QuikChange® (QC) Primer kodieren ei-
ne oder mehrere Punktmutation(en), welche bei der DNA Elongation in das Zielgen
eingebaut werden. Die parentale, methylierte DNA wird im Anschluss durch eine ein-
stiindige Inkubation bei 37°C mit 2 uL des Restriktionsenzyms Dpnl verdaut. Der stan-
dardméBige QC Reaktionsansatz und das Temperaturprogramm des PCR Blocks sind
in Abbildung 3.7 dargestellt. Die mutierte DNA wurde mit Hilfe des Zymoclean™

Concentrator Kits gereinigt und in E.coli DHS5« transformiert.

Tabelle 3.7: Puffer und Reaktionsbedingungen einer PCR Reaktion.

Komponente Volumen
10x PfuUltra 11 Reaktionspuffer 5,0 ulL
dNTP Mix (25 mM jeweils) 0,5 uL
DNA Templat (100 ng/uL.) 1,0 uL
Primer #1 (10 uM) 1,0 uL
Primer #2 (10 uM) 1,0 ulL
PfuUltra 11 fusion HS DNA Polymerase 1,0 uL
destilliertes Wasser 40,5 uL
Gesamtvolumen 50 uL
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Abbildung 3.1: Temperaturprogramm einer PCR Reaktion.
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Die genetische Modifikation einzelner BM3 Varianten mit einem Kohlenstoff-
Nanorohren bindenden Peptid (CNT-tag) wurde mittels einer Uberhang-PCR (U-PCR)
durchgefiihrt. Die dazu verwendeten, in Abschnitt 3.3 vorgestellten Primer zeichnen
sich durch einen, nicht am Zielgen bindenden Uberhang aus, welcher fiir die Sequenz
des CNT-tag kodiert. Das generierte PCR Produkt trigt die zusétzliche Sequenz und
kann erneut in den Vektor pET-28a(+) kloniert werden. Das Reaktionsschema ist iden-
tisch zum QC Protokoll, lediglich die Annealing Temperatur muss dem Schmelzpunkt

(T,,) der verwendeten Primer angepasst werden.

3.4.5 Klonierung von Plasmiden

Das Genkonstrukt fiir wildtypisches P450g,,; und alle mittels Quikchange generierten
Genkonstrukte befinden sich im pET-28a(+) Vektor. Genkonstrukte die mittels U-PCR
generiert wurden, kodieren 5’ fiir eine Xbal und 3’ fiir eine EcoRI Restriktionsschnitt-
stelle mit Hilfe derer die Konstrukte wieder in pET-28a(+) kloniert wurden. Die Ex-
pression des Zielgens im pET-28a(+) Vektor erfolgt mittels des T7-Expressionssystems.
Der lacl Repressor bindet an den lacl Promotor und verhindert die E.coli RNA-Poly-
merase-abhéngige Expression der T7 RNA-Polymerase. Durch Zugabe von Isopropyl-
p-D-thiogalactopyranosid (IPTG) wird der Repressor vom lacl Promotor gel6st und die
T7 RNA-Polymerase wird exprimiert. Die T7 RNA-Polymerase transkribiert anschlie-
Bend das unter Kontrolle des T7 Promotors stehende Zielgen. Die T7 RNA-Polymerase
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wird jedoch durch unvollstiandige Repression stetig basal exprimiert, wodurch auch das
Zielgen basal transkribiert wird. Diese basale Expression wird auch als ,,leaky expres-
sion‘ bezeichnet. Durch die ebenfalls auf dem pET-28a(+) kodierte Kanamycin Resis-
tenz kann wihrend der Expression durch Kanamycin Zugabe gezielt auf transformier-
te Zellen selektiert werden. Da pET-28a(+) jeweils 5’ und 3’ der Multiple-Cloning-
Site fiir eine 6x Histidin Sequenz (His-tag) kodiert, kann das Zielprotein wahlweise
N- und/oder C-terminal mit einem His-tag exprimiert und mittels Affinitdtschromato-
graphie aus dem Lysat isoliert werden. Alle hier vorgestellten Genkonstrukte wurden
mit einem STOP-Codon vor der 3’ lokalisierten His, Sequenz in pET-28a(+) kloniert,

sodal} das Zielprotein mit einem N-terminalen His,-tag exprimert wurden.

PET-28a(+)
5369 bp

Abbildung 3.2: Vektorkarte des pET-28a(+).

3.4.6 Heterologe Proteinexpression in E.coli BL21(DE3)

Die heterologe Expression aller vorgestellten BM3 Konstrukte erfolgte in E.coli BL21
(DE3) Zellen. Das Plasmid mit dem gewiinschten Zielgen wurde zunichst wie in Ab-
schnitt 3.4.2 beschrieben transformiert. Die transformierten Zellen wurden iiber Nacht
in einer 5 mL LB Medium Kultur mit Kanamycin (30ug/L) bei 37°C angezogen. Aus
dieser Vorkultur wurden am Folgetag drei Kulturen (300 mL) in 1 L Schiittelkolben
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mit jeweils 500 uL inokuliert. Abweichend vom Standardprotokoll fiir die T7 RNA-
Polymerase abhiingige Expression unter Kontrolle des Lactose-Operons (lacl), wurde
die Expression nicht mit Isopropyl-f-D-thiogalactopyranosid (IPTG) bei einer ODy,
von ca. 0,6 AU induziert. Fiir die Expression fiir P4505,,; hat sich die Inkubation der

Expressionskulturen bei 25°C fiir 38 h und 180 rpm ohne Zugabe von IPTG bewihrt.

3.4.7 Zellaufschluss von E.coli

Nach einer 38 stiindigen Inkubation wurden die Expressionskulturen in Zentrifugen-
becher iiberfiihrt und die Zellen bei 3.300x g sedimentiert. Der Niederschlag wurden
in 3 mL/g ,,;;masse Kallumphosphatpuffer (50 mM, pH 7.4) resuspendiert und mit ei-
ner Spatelspitze DNase versetzt. Die Zellsuspension wurde in einen EmulsiFlex-C5
Homogenisator der Marke Avestin Inc. (Ottawa, CA) tiberfiihrt. Der Zellaufschluss er-
folgt in diesem Gerit durch Aufbau eines Drucks von ca. 700 bar und schlagartiger
Entspannung auf Normaldruck. Die dabei entstehenden Scherkrifte lysieren die Zellen
und stellen eine fiir Proteine schonende Art der Lyse dar. Zur Abtrennung von verblei-
benden Zelltriimmern wurde die Suspension bei 35.000x g fiir 30 min zentrifugiert und
der proteinhaltige Uberstand (Lysat) abgenommen. Das Lysat wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4.8 Chromatographische Proteinreinigung

Zur Isolation der Zielproteine aus dem Lysat wurden ein AKTA | fast protein liquid
chromatography* System (FPLC) der Firma GE Healthcare (Little Chalfont, GB) in
Kombination mit verschiedenen chromatographischen Trennmethoden verwendet. In
3.4.8.1 wird zunichst die standardméBige Isolationsmethode fiir His-tag modifizierte
Proteine aus dem Lysat vorgestellt, in 3.4.8.2 und 3.4.8.3 werden zusitzlich verwende-
te Methoden fiir weitere Reinigungsschritte besprochen. Als Standard-Laufmittel wéh-
rend der Proteinauftragung wurde ein 50 mM Kaliumphosphat Puffer pH 7,4 verwen-
det. Das Lysat wurde mittels einer 50 mL Probenschleife auf die jeweilige Sdule ma-

schinell appliziert.
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3.4.8.1 Affinitits-Chromatographie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die ,,Jmmobilisierte Metallionen Affinitdtschromato-
graphie* (IMAC) verwendet. Dazu wurden mit Chelating Sepharose™ gepackte 5 mL
HiTrap™ Siulen der Firma GE Healthcare verwendet. Diese Siulen kénnen mit ver-
schiedenen, fiir die jeweilige Anwendung ausgesuchten Metallionen beladen werden.
Fiir die Isolation von His-tag modifiziertem P450g,,; erzielte die Verwendung von
Co?* beladenen Siulen die gewiinschte Trennleistung. Die Chelating Sepharose Sdulen
wurden vor der ersten Verwendung gemifl des Herstellerprotokolls mit 2,5 mL einer
100 mM CoCl, Salzlosung beladen. Nach dem Waschen mit dreifachem Siulenvolu-
men an destilliertem Wasser, konnten die Co?* beladenen Séulen fiir die Reinigung von
His-tag modifiziertem Protein genutzt werden.

Vor Verwendung wurden die beladenen Sdulen mit Laufmittel dquilibriert und an-

schlieBend Protein mit einem Fluss von 2 mL min~!

auf die Séule aufgetragen. Der
erste Waschschritt erfolgte bei gleichbleibender Flussrate des Laufmittels fiir mindes-
tens 3 Sdulenvolumen. Im zweiten Waschschritt wurden unspezifisch gebundene Pro-
teine mit 5 SV 30 mM Imidazol-haltigem Kaliumphosphatpuffer und einer Flussrate

von 5 mL min~!

ausgewaschen. Die Elution der mittels His-tag gebundenen Proteine
erfolgte mit 250 mM Imidazol-haltigem Kaliumphosphatpuffer und gleichbleibender
Flussrate. Im Anschluss an die Reinigung wurde die Imidazol-haltige Elution in eine
Dialysemembran iiberfiihrt und in ein 50 mM Kaliumphosphatpuftfer pH 7,4 Dialyse-
bad gegeben. Die imidazolfreie Proteinlésung wurde bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

3.4.8.2 Ionenaustausch-Chromatographie

Fiir die zusétzliche Proteinreinigung mittels Ionenaustauschchromatographie wurde ei-
ne XK16/20 Siule (GE Healthcare) mit dem schwachen Anionenaustausch (AEX) Me-
dium Toyopearl 650M (Tosoh Bioscience; Griesheim, D) verwendet. Die aus der IMAC
Reinigung stammende Proteinldsung wurde mit einer Flussrate von 2 mL min~! auf die
AEX Séule appliziert und mit 2 SV Laufmittel gewaschen. Der verwendete Elutionspuf-
fer besteht aus dem Standard-Laufmittel mit zugesetztem Natriumchlorid. Die Elution
des Zielproteins erfolgte bei einer Flussrate von 5 mL min~! und eines Natriumchlorid
Gradienten von 25 mM mL!, bei ca. 300 mM NaCl.
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3.4.8.3 Gel-Permeations-Chromatographie

Ein dritter Reinigungsschritt wurde mittels Gel-Permeations-Chromatographie (GPC)
in einer Sephacryl S-100 Gel-Permeations Medium befiillten XK16/70 Siule (beides
GE Healthcare) durchgefiihrt. Die bereits zweifach gereinigte und konzentrierte Prote-
inlosung wurde mit einer Flussrate von 0,25 mL min~! des Standard-Laufmittels auf
die Sdule aufgetragen. Die Elution erfolgt isokratisch unter gleichbleibender Flussrate
nach ca. 21 mL.

3.4.9 Anlagerungsreaktion mit N-(1-Pyren) Iodoacetamid

Lyophilisiertes und zuvor mittels IMAC gereinigtes P450g,,; wurde in 50 mM Ka-
liumphosphatpuffer pH 7,4 bei Raumtemperatur gelost. Im Anschluss wurde mit ei-
nem 10-fach molarem Uberschuss an Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) reduziert
um Disulfidbriickenbindungen zu 16sen. Die Losung wurde fiir die weitere Verwen-
dung auf 4°C gekiihlt. Die Konjugationsreagenz N-(1-Pyren) lodoacetamid wurde nach
der Reduktion, ebenfalls in 10-fach molarem Uberschuss, tropfenweise unter stindigen
Riihren der Losung zugegeben und iiber Nacht geriihrt. Der Uberschuss an Konjugati-
onsreagenz wurde durch Dialyse in 2 x 3 L 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 iiber
Nacht entfernt.

3.4.10 Modifikation mit einem CNT-bindenden Peptid (CNT-tag)

Die Modifikation mit einem CNT-bindenden Peptid wurde gemifl Abschnitt 3.4.4 mit
CNT-tag Uberhangprimern fiir die jeweiligen Konstrukte durchgefiihrt. Das PCR Pro-
dukt wurde isoliert und erneut in den pET-28a(+) Vector kloniert. Die DNA Amplifika-

tion und Proteinexpression erfolgte gemifl den Protokollen fiir wildtypische Enzyme.

3.5 Analytische Methoden

3.5.1 Gaschromatographie

Gaschromatographische Messungen wurden auf einem Shimadzu GC-2010-System

(Kyoto, JP) in Kombination mit einem Flammenionisationsdetektor (FID) oder einem
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Quadrupol Massenspektrometer (GCMS-QP2010) durchgefiihrt. Fiir die Auftrennung
der Analyten wurden die (5%-Phenyl-)methyl- 95%-dimethylpolysiloxane Saulen DB-
5 (FID) der Firma Agilent Technologies und ZB-5 (MS) der Firma Phenomenex (Tor-
rence, USA) mit identischen Spezifikationen von 30 m Linge, 0,25 mm Durchmesser
und einem Film von 0,25 um Dicke verwendet. Als Trigergase dienten Wasserstoff
(FID) und Helium (MS) mit einer Flussgeschwindigkeit von jeweils 30,1 cm s™'. Die
Injektion von 1uL. Probe erfolgte standardméfig mit einem Split-Verhéltnis von 1:10
und einer Injektiortemperatur von 250°C. Der FID Detektor wurde bei einer konstanten
Temperatur von 310°C gehalten. Das Temperaturprogramm wurde auf die jeweiligen
Analyten angepasst (Basislinientrennung) und in beiden Analyseverfahren gleich ge-
handhabt. Eine Ubersicht iiber die Versuchsparameter ist in Tabelle 3.8

Die Extraktion einer Biotransformation fiir die gaschromatographische Analyse er-
folgte standardm@Big mit einfachem Reaktionsvolumen Methyl-tert-butylether (MT-
BE). Fiir eine quantitative Analyse wurde dem Extraktionsmittel ein interner Stan-
dard (ISTD) zugegeben. Fiir die Analyse von Anilin Biotransformationen wurde m-
Aminophenol, fiir Biotransformation mit Dodekansdure wurde Dekanséure als ISTD
zugesetzt. Im Fall der Fettsduren wurde der Extrakt vollstindig in einer Vakuumzen-
trifuge eingedamptft, die Analyten wurden in 60 uL N,O-Bis(trimethylsilyl)-Trifluoro-
acetamid (BSTFA) resuspendiert und 30 min bei 70°C fiir die Derivatisierung der Hy-

droxygruppen der Fettsduren mit einer Trimethylsilylgruppe inkubiert.

3.5.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Proben fiir die HPLC Analyse wurden standardméfig mit einem einfachen Volumen
m-Aminophenol-haltigem (ISTD) MTBE extrahiert. Jeweils 1uL des Extraktes wur-
de anschliefend maschinell in das HPLC System zur Analyse injiziert. Zur Analyse
wurde eine HPLC Anlage der Serie 1200 von Agilent™ verwendet. Fiir die Detekti-
on der Analyten wurden ein Diodenarray Detektor (DAD, G1315D), sowie eine Fluo-
reszenz Detektor (FLD, G1321B) eingesetzt. Die Auftrennung der Analyten erfolgte
tiber eine konstant auf 25°C temperierte Exclipse XD8-C18 4,6 mm ID x 250 mm
(5 ym) Sidule des selben Herstellers. Das Laufmittel bestehend aus einem 75:25 Ge-
misch aus 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 und Methanol und wurde isokratisch
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Tabelle 3.8: Bedingungen der gaschromatographischen Analysemethoden mit FID und MS

Detektoren.

GC-1

Saule DB-5/7ZB-5
Inj.Temp [°C] 250
Inj.Vol. [uL] 1
Split Verh. 1:10
Druck [kPa] 52,1
Fluss [mL min'] 11,9
FID Temp. [°C] 310

Séulen Temp. [°C]

Rate [°C min!] Temp. [°C] Dauer [min]
140 -
10 230 1
65 300 2
ges.Zeit [min] 13,8
GC-2
Séule DB-5
Inj. Temp [°C] 250
Inj.Vol. [uL] 1
Split Verh. 1:5
Druck [kPa] 47,5
Fluss [mL min™'] 8,4
FID Temp. [°C] 330
Séulen Temp. [°C]
Rate [°C min!] Temp. [°C] Dauer [min]
90 1
6 127 -
15 132 0,5
15 150 -
65 300 1

ges.Zeit [min]

12,51
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mit einer Flussrate von 1 mL min~! appliziert. Durch Vergleich der relativen Peakfli-
chen (Auiy = Aanayt/ Arstp) Yon p- und o-Aminophenol bei einer Wellenldnge von
A = 232 nm, mit einer zuvor gemessenen Standardgerade konnte die in der Biotrans-

formation gebildete Konzentration an Hydroxylierungsprodukten quantifiziert werden.

Tabelle 3.9: Bedingungen der HPLC gestiitzten Analysemethoden.

Methode
Faktor HPLC-1 HPLC-2
Flussrate [mL min'] 1 1
Laufmittel A/B KPi/MeOH (85:15) KPi/MeOH (75:25)
Injektion [uL] 1 1
DAD; Ref [nm] 285; 360 232; 360
FLD; Ex.; Em. [nm] - 343; 233
Temperatur [°C] 25 25
Séule XDB-C18 XDB-C18

3.5.3 Photometrie

Alle photometrischen Messungen wurden in 96-Well Mikrotiterplatten mit flachem Bo-
den der Firma Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, D) durchgefiihrt. Fiir die Mes-
sungen wurde ein POLARstar Omega™ Plattenleser der BMG LABTECH GmbH (Or-
tenberg, D) verwendet, die genutzten Wellenldngen und Inkubationsprogramme werden

in den jeweiligen Unterpunkten erldutert.

3.5.3.1 P450 Konzentrationsbestimmung

Die Enzymkonzentration von P450g,,; wurde nach Omura und Sato®*°® in einem
Mikrotiterplattenformat bestimmt. Dazu wurden 10 uL einer Enzymlosung in jeweils
190 uL einer unbehandelten (nb) und einer CO-begasten (CO) 1,5 %-igen Natriumdi-
thionitlosung verdiinnt. Fiir beide Proben wurde ein Spektrum (S) von A = 400 nm bis

A = 500 nm in 2 nm Schritten aufgezeichnet und diese zu einem Differenzspektrum
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(Spig = Sco —S,p) verrechnet. Aus der Differenz der Absorptionen bei Az = 448 nm
und Ap; = 490 nm (Basislinienkorrektur) kann mittels des molaren Extinktionskoeffi-
zienten von E = 91.000 M~! ¢m™!, unter Beriicksichtigung der Verdiinnung im ersten

Schritt, die Enzymkonzentration bestimmt werden.

3.5.3.2 P450-Reduktase Aktivititsbestimmung

Die Reduktaseaktivitit wurde anhand der Reduktionsrate von Cytochrom C (CytC)
nach Masters ef al. bestimmt.®® Es wurde ein Reaktionsansatz mit 40 uM CytC,_
und 100 mM NADPH in 300 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,6 vorbereitet und ca.
5 nM P450;,,; zugegeben, sodass eine lineare CytC Reduktion iiber 10 min aufge-
zeichnet werden konnte. Vor jeder Messung wurde der Ansatz zur Homogenisierung
2 s geschiittelt. Die Reduktionsrate wurde anhand des Extinktionskoeffizienten £ von

CytC,,y Ecye =21, 1 mM'cm’ bei A = 550 nm bestimmt.

3.5.3.3 NAD(P)H Verbrauchsbestimmung

Alle Nikotinamid-abhingigen enzymatischen Reaktionen wurden zur Bestimmung der
Verbrauchsraten in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 mit maximal 250 uM NAD(P)H
angesetzt und bei einer Wellenldnge von 4 = 340 nm verfolgt. Vor jeder Messung wurde
der Ansatz zur Homogenisierung 2 s geschiittelt. Die aufgezeichneten Absorptionswer-
te wurden mit einem molaren Extinktionscoeffizienten von € = 6,22 mM 'e¢m™ zu den

entsprechenden Konzentrationen verrechnet.*®

3.5.3.4 Pyren Quantifizierung in wissriger Losung

Das mit Pyren konjugierte und mittels Dialyse gereinigte Enzym wurde in Losung pho-
tometrisch untersucht. Die Quantifizierung der Pyrenkonzentration (Np, ) erfolgte nach
Siu et al. bei einer Wellenldnge von 4 = 340 nm und einem Extinktionskoeffizienten
von €py., = 26.000 M 'em!.(*? Fiir eine ungefihre Abschitzung der Konzentration
an konjugiertem Enzym (Np,50,p, Wurde die zuvor beschriebene Messung mit der CO

abhiingigen P450 Konzentrationsbestimmung verglichen.
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3.5.3.5 P450-abhiingige 4-Nitroanisol Umsatzbestimmung

Fiir die Bestimmung der Hydroxylierungsrate von 4-Nitroanisol, wurde eine Biotrans-
formation in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 photometrisch verfolgt. Gemessen
wurde dabei die Formation des Produktes 4-Nitrophenol bei einer Wellenlidnge von
A = 405 nm. Die Bestimmung der Produktkonzentration erfolgt durch Verrechnung
der gemessenen Absorptionswerten mit dem molaren Extinktionskoeffizienten fiir 4-

Nitrophenol von € = 18,3 mM 'cm™!.

3.5.4 Elektrochemische Messmethoden

Alle elektrochemischen Messungen am ITB wurden mit einem MultiEmStat 8 Kanal
Potentiostat und der zugehorigen MultriTrace Software der Firma PalmSens (Houten;
NL) durchgefiihrt. StandardmifBig wurden mehrwandige Siebdruck (screen-printed)
Kohlenstoff Nanorohren (MWCNT) Elektroden der Firma Dropsens (Llanera, ES) ver-
wendet. Alle Messungen wurden in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 durchgefiihrt.
Vergleichbare Messungen am NMI wurden mit einem VSP Potentiostat der Firma Prin-
ceton Applied Research (Oak Rich; USA) in 150 mM Natriumchlorid haltigen PBS
Puffer durchgefiihrt.

Cyclovoltammetrie

Voltammogramme wurden grundsitzlich in Sticktoft (N, ) gesittigtem Puffern (entgast)
und unter N, Atmosphire aufgezeichnet. Enzymlosungen wurden immer mit lyophili-
siertem Enzym frisch in entgastem Puffer pH 7,4 angesetzt.

Die Aufzeichung erfolgte mit der zugehorigen MultiTrace Software. Vor jeder Mes-
sung wurde die Elektrode standardméBig 3 min in der Enzyml6sung inkubiert. In dieser
Zeit sollte dem Enzym die Moglichkeit der selbstdndigen Assemblierung an der Elek-
trodenoberfldche gegeben werden. Vor jeder voltammetrischen Messung wurde das En-
zym fiir 2 Sekunden bei einer Spannung von E = +1 V gehalten. In einem Vorversuch
wurde fiir BM3cyr.,, der lineare Bereich der Scanrate (0,1 - 2,5 Vs!) bestimmt. Im
Folgenden wurde standardmiRig mit einer Scanrate von 1,5 Vs™! verfahren. Die Scan-
sensitivitdt wurde auf 1 A - 1 mA gesetzt und die Spannung zwischen E = +1V bis

-1V, in einem Intervall von 0,05 V alterniert.
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Chronoamperometrie

Alle chronoamperometrischen Messungen der enzymatischen Aktivitéit wurden in nicht
entgastem Puffer durchgefiihrt. Zur Reduktion wurde ebenfalls eine Siebdruck MW-
CNT Elektrode verwendet und entsprechend der zuvor beschriebenen Vorgaben vorbe-
reitet. Die Reduktion erfolgte bei -700 mV und wurde mit einer Samplingrate von 0,5 s
aufgezeichnet. Fiir die Aminophenol Detektion wurde eine Glaskohlenstoff Elektrode
(3 mm Durchmesser; Nr.: 002012) der Firma ALS Co. Ltd (Tokyo JP) verwendet. Diese
wurde auf eine Spannung von E = +150 mV polarisiert und der resultierende Detek-
tionsstrom mit einer Sensitivitidt von 1 nA - 100 nA und einer Samplingrate von 0,5 s

aufgezeichnet.
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Ergebnisse

Im Folgenden wird gezeigt, wie das P450,,; zundchst mit einem passenden Ankermo-
lekiil fiir die selbstindige Anlagerung an eine Kohlenstoffnanordhren (CNT) basierte
Elektrode modifiziert wurde. Das wildtypische P450g,,; wurde fiir die Hydroxylierung
ausgesuchter Substrate zu elektroaktiven Produkten, mittels dem Rational Design An-
satz optimiert und anschliefend mit einem Ankermolekiil modifiziert. Diese Aktivitat
sollte die in situ Aktivitdtsbestimmung ermdglichen. Diese optimierte und modifizierte
Variante wurde genutzt, um die Moglichkeit der elektrochemischen Hameisen Reduk-
tion in einem CNT basierten System zu untersuchen und gegebenenfalls zu zeigen,
dass diese zur enzymatischen Produktformation beitragen kann. Weiterfiihrend sollte
eine dreidimensional erweiterte P450-Elektroden Applikation etabliert werden. Mittels
einer erhohten Stoffmenge an reduzierbarem Enzym bei gleichbleibender Elektroden-
grundfliche sollte die Limitation der spezifischen Produktleistung (space-time-yield)
elektrochemischer P450-Applikationen iiberwunden werden. Vertiefend wurde der in-
tramolekulare Elektronentransfer im P450g,,; System als Grundlage fiir weitere Opti-

mierungen der elektrochemisch getriebenen P450 Katalyse genauer beleuchtet.

4.1 P450g,,; Modifikation mit einem Ankermolekiil

4.1.1 P450g,,; Modifikation mit einem Cysteinrest

Fiir eine positionsspezifische Anlagerung eines N-(1-Pyren)-Acetamid (Pyren) Anker-

molekiils musste zunichst ein artifizieller, exponierter Cysteinrest als Ankerposition
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an der Enzymoberflache eingefiihrt werden. Es wurden mehrere Varianten der P450-
Domine (hBM3), als auch des vollstandigen Fusionskonstruktes (BM3) mit einem ar-
tifiziellen Cystein generiert. Ausgehend vom hBM3 Genkonstrukt wurden die bereits
von Udit et al. verwendete Variante mit einem artifiziellen Cystein an Position 387
(hBM3 38;¢), sowie eine Variante mit einem C-terminalen Cystein (hBM3,,,,, ) in €i-
ner Polymerasekettenreaktion (PCR) mit den Primerpaaren 2 + 3 und 1 + 4 generiert.
Einem C-terminalen Cystein wurde stets eine flexible Glycin-Glycin-Serin (GGS) Se-
quenz vorangestellt, sodass die Ankerposition stirker exponiert und flexibler in ihrer
relativen Konformation ist. Varianten mit dieser GGS-C Sequenz werden als ., - be-
nannt. Fiir das BM3 Gesamtkonstrukt wurde eine Variante mit C-terminalem GGS-C
an der Reduktase Domine (BM3

einzelnen Aminoséureaustausch wurde eine QuikChange® (QC) Polymerasen-Ketten-

rerm.c) mittels PCR (Primer: 1+ 7) generiert. Fiir einen
Reaktion (PCR) verwendet. Die Einfithrung der C-terminalen GGS-C Sequenz erfolg-
te mit einer Uberhang-PCR (U-PCR). Die genaue Vorgehensweise ist im Abschnitt
3.4.4 beschrieben. Alle Konstrukte wurden, wie in Abschnitt 3.4.5 erldutert, in einen
pET-28a(+) Vektor kloniert und nach positiver Sequenzierung in E.coli BL21(DE3)
(TB-Kanamycin; 25°C; 180 Umin™'; 36 h) exprimiert. Die Isolation der N-terminal mit
einer 6-fach Histidin Sequenz (His-tag) versehenen Zielproteine aus dem Lysat, erfolg-
te gemil der Beschreibung in Abschnitt 3.4.8.1 mittels Immobilisierter-Metallionen-
Austausch-Chromatographie (IMAC).

4.1.2 Pyren Anlagerungsreaktion

Die zuvor generierten Cystein Varianten des P450g,,; konnen fiir die in Abschnitt 3.4.9
beschriebene Anlagerungsreaktion verwendet werden. In dieser Reaktion wird ausge-
hend von einem N-(1-Pyren)-lodocateamid, ein Pyrenrest (Py) thiolspezifisch an die
zuvor eingebrachten Cysteinreste angelagert. Der Erfolg der Anlagerungsreaktion wur-
de exemplarisch, mittels ESI-MS Analyse eines Chymotrypsin Verdaus der Variante
hBMSzerm.O

on erfolgreich mit dem gewiinschten Pyren (Py) modifiziert. Ebenfalls das Himeisen-

getestet. Das artifizielle C-terminale Cystein wurde wihrend der Reakti-

koordinierende Cystein an Position 400 (C400) wurde mit einem Pyren konjugiert. Die

durch eine Sulfidbriicke verbundenen Positionen C62 und C156 blieben unverindert.
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Eine genaue Auflistung der massenspektrometrisch identifizierten Peptide ist in Abbil-
dung 7.2 dargestellt.

Fiir eine ungefidhre Abschitzung der aktiven und gleichzeitig mit Pyren modifi-
zierten Enzymkonzentration (Np,s ,p,), wurde fiir alle Proben, wie im Abschnitt 3.5.3
beschrieben, die Enzymkonzentrationen vor (Np,s,,\ ) und nach der Modifikations-
reaktion (Npys0 ), SOWie die Pyrenkonzentrationen (Np, ) ermittelt. Der Berechnung
wird die vollstindige Konjugation (C-terminal und am C400) aller gleichzeitig kon-
jugierten und inaktiven Enzymmolekiile vorausgesetzt. Damit ergibt sich die gesuchte

Konzentration Np,s,p, aus der Gleichung 4.1:

NP450+Py = NPy - 2(NP450 vM. NP45O n.M.) (41)

Die ermittelten Konzentrationen sind der Spalte 4 in Tabelle 4.1 zu entnehmen.
Die maximale, erfolgreich in aktiver Konformation konjugierte Enzymkonzentration,
erreichte im Fall des BM3,,,, -, 83 % der urspriinglich eingesetzten Konzentration. Die
beiden anderen Enzyme blieben mit 48 % (hBM3y347c) und 45 % (hBM3,, , <) deutlich
darunter. Eine Anderung des Verhiltnisses Pyren zu Enzym, konnte keine Verbesse-

rung bewirken.

Tabelle 4.1: Bestimmung ungefihren Konzentration an aktivem und mit Pyren modifizier-
tem P450 Enzym (Npys0.py; HM) und der daraus resultierenden relativen Konjugation (rel.
Konj.; %

Variante Npssonm.  Npy  Npgsoom.  Npssorp,  rel. Konj.
hBM3ye 576 834 800 386 67.0
hBM3,, . 777 892 1000 446 57,4
BM3,, .. 327 4718 430 272 83,2
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4.1.3 Vergleichende Charakterisierung des wildtypischen Enzyms
und der Pyren modifizierten Varianten

Fiir die Bewertung der in dieser Arbeit angestrebten elektrochemisch getriebenen en-
zymatischen Aktivititen, miissen die Nicotinamid-abhéingigen Aktivitdten der etablier-
ten Enzyme ebenfalls bestimmt werden. Da eine C-terminale Modifikation des Enzyms
eine sterische Hinderung fiir den Zugang des Nikotinamids in die spezifische Bindeta-
sche darstellen konnte, wurden die Varianten mit artifiziellem Cystein jeweils vor und
nach ihrer Modifikation untersucht und mit dem wildtypischen P450,,; verglichen.
Die vorgestellten P450g,,; Varianten wurden mittels gaschromatographischer Analyse
(GC-FID) einer Biotransformation (Tabelle 4.2; Methode: GC-FID-1) untersucht. Da-
bei wurde die NADPH-abhingige Dodekansidure Hydroxylierungsaktivitit bestimmt.
Im Folgenden werden alle, in Tabellen aufgefiihrten Aktivititen, als k., (min!) ange-
geben. Dazu wurden Proben nach jeweils 1 min, 5 min und 15 min entnommen und
analysiert. Das wildtypische P450g,,; setzte Dodekansidure mit einer initialen Rate von

K. = 152 min"'um. Die Variante BM3,,,,, - setzte die Dodekansiure, verglichen zum

term.
wildtypischen Enzym, mit k_,, = 19 min”(12,5 %) deutlich langsamer um. Die Kon-
jugation mit einem Pyren (BM3,,,, ~+Py) senkte die Aktivitit nochmals auf k_,, =

13 min'(8,5 %).

Tabelle 4.2: Einfluss der artifiziellen C-terminalen GGS-C Sequenz, sowie deren Pyren-
modifikation auf die Rate der enzymatischen NADPH-abhingigen Dodekansidure Hydro-

xylierung.

Variante ~ Anker k_, (min')

BM3 wt - 152(initial)
BM3term.C - 19
BM3,,...c Pyren 13
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4.1.4 Gentechnische Modifikation mit einem C-terminalen Kohlen-

stoffnanorohren-bindenden Peptid

Alternativ zur chemischen Modifikation des P4504,,; mit einem Py Ankermolekiil,
wurde ein rein molekularbiologischer Ansatz verfolgt. Die Genkonstrukte fiir hBM3
und BM3 wurden in diesem Ansatz am 3’ Ende des jeweiligen Gens modifiziert (sie-
he Abschnitt 3.4.10; Abbildung 7.1), sodass die Proteine ohne weitere Behandlung mit
einem C-terminalen Kohlenstoffnanordhren-bindendem Peptid (CNT-tag) exprimiert
werden. Die Sequenz dieses Peptides (IFRLSWGTYEFES) ist der Arbeit von Li et al. aus
dem Jahr 2013 entnommen.”® Fiir die gentechnische Modifikation mit einem CNT-
tag, wurde eine Uberhang—PCR mit den Primern 1 und 8 fiir hBM3, sowie den Primern
1 und 9 fiir das BM3 Gesamtkonstrukt verwendet. Die PCR Produkte wurden erneut
in pET-28a(+) kloniert und sequenziert. Fiir die Expression (TB-Kanamycin; 25°C;
180 Umin'; 36 h) wurden die Konstrukte in E.coli BL21(DE3) transformiert. Nach
der Zell Lyse wurden die Zielproteine hBM3.yr_,,, und BM3.y7_,,, mit Hilfe des

tag
N-terminalen Hisg-tag aus dem Lysat isoliert (IMAC).

4.1.5 Vergleichende Charakterisierung der CNT-tag Variante mit

dem nicht modifizierten P450,,;

Die CNT-tag modifizierte BM3 Variante wurde ebenfalls charakterisiert und mit

P450g,5 verglichen (Tabelle 4.3; Methode: GC-FID-1). Erneut wurde eine Reaktions-
zeit von 15 min gewihlt und eine drei Punktbestimmung durchgefiihrt. Die initiale Ak-
tivitit der CNT-tag Variante wurde auf k_,, = 128 min 'bestimmt und lag somit nur

ca. 15 % unter der Hydroxylierungsrate des nicht modifizierten P450,,.

4.1.6 Elektrochemischer Vergleich der Pyren- und CNT-tag modi-
fizierten Varianten (NMI)

Am Naturwissenschaftlichen und Medizinischen Institut an der Universitét Tiibingen

(NMI) wurde mittels Square Wave Voltammetrie die Eignung der beiden vorgestell-

ten Ankermolekiile iiberpriift, das P450,,,, ebenfalls elektrisch leitfihig an eine CNT-

basierte Elekrode zu binden. Die zuvor am Institut fiir Technische Biochemie der Uni-
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Tabelle 4.3: Einfluss der artifiziellen C-terminalen GGS-IFRLSWGTYFS Sequenz (CNT-
tag) auf die Umsatzrate k, [min'!)] der enzymatischen NADPH-abhiingigen Dodekansiu-
re Hydroxylierung.

Variante k., (min’!)
BM3 wt 152 (initial)
BM3n 7 rag 128

versitét Stuttgart (ITB) exprimierten Enzyme, wurden in lyophilisierter Form (5 ymol
Aliquot) an das NMI weitergegeben und vor Ort in PBS Puffer (140 mM NacCl) re-
suspendiert. Fiir die nicht modifizierte P450g,,; Reduktase (BMR), das wildtypische

P4504,,; sowie die modifizierten Varianten P450.,,_,,, und BM3,,,, ~+Py wurden

tag

die Amplitudenhochen der Reduktionspeaks (I, ; #A) gemessen und gegeniibergestellt

pk>
(Abbildung 4.1). Dabei zeigten die nicht modifizierte Reduktase, sowie das wt P450,,5
eine Reduktionspeakhhe von I, = 10,8 pA (BMR; Flavin) und I, = 13,5 pA (BM3;
Him). Diese Werte dienten als Vergleichswerte fiir die nachfolgenden Messungen. Fiir
die CNT-tag modifizierte Variante P450. 7 _,,,, wurde eine um 48 % gesteigerte Am-
plitude des Reduktionspeaks gegeniiber dem wt BM3 bestimmt . Den hochsten Wert

erreichte die mit Py modifizierte Variante BM3 +Py mit einer um 112 % gestei-

term.Cys
gerten Amplitude. Beide Ankermolekiile bewirkten eine deutlich erhohte Elektronen-

tibertragung auf das Himeisen des Enzyms.

4.2 Etablierung einer Methode zur in-situ Aktivititsbe-

stimmung
Um die elektrochemisch getriebene Aktivitit einer mit Anker modifizierten P4504,,,
Variante in situ verfolgen zu kdnnen, muss ein in Echtzeit detektierbares Produkt en-

zymatisch formiert werden. Im Zuge dessen wurden Substrate getestet deren Hydroxy-

lierungsprodukte photometrisch und/oder elektrochemisch nachweisbar sind.
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Abbildung 4.1: Bewertung der mittels Ankermolekiil erleichterten P450 Hameisenreduk-

o [WA]

tion. Verglichen wurden die im Square Wave Voltammogramm erreichten reduktiven (I)
und oxidativen (Ipa Peak Amplituden. Dargestellt sind die BM3 Reduktase (BMR), das
wildtypische BM3, sowie die Varianten mit einem CNT-tag und einem konjugierten Py-
ren. Die Abbildung ist mit freundlicher Erlaubnis von ChemBioChem der Veroftentlichung
von Llaudet ef al. 2016 entnommen.(7>

4.2.1 Screening der Bibliothek auf Aktivitit mit ausgesuchten Sub-
straten

Die Mutanten einer hauseigenen, rational entworfenen P450,,, Biobliothek wurden
mittels gaschromatographisch-massenspektrometrischer (GC-MS) Analyse einer 24-
stiindigen Biotransformationen gescreent.'*? Diese zeichnet sich durch eine erweiterte
Aktive Tasche fiir eine verbesserte Bindung aromatischer Substrate aus. Als potenzi-
elle Substrate wurden p-Nitro-anisol (5) und Anilin (7) getestet (Abbildung 5.4). Die
Zuordnung der Substrat- und erwarteten Produkt-Peaks erfolgte durch Abgleich des

Verhiltnisses Masse zu Ladung (m/z).
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p-Nitroanisol

In einer qualitativen GC-MS Analyse einer DMSO extrahierten 24-stiindigen Biotrans-
formation wurden sieben Mutanten der Bibliothek erfolgreich auf Umsetzung von (5)
zu p-Nitro-phenolat (6) getestet (vgl. Abbildung 5.4). Das erwartete Produkt wurde bei
einer Retentionszeit (R,) von R, = 6, 15 min identifiziert (Methode GC2). Eine 10 mi-
niitige Biotransformation dieser Mutanten wurde ebenfalls photometrisch beobachtet
(Tabelle 4.4). Die photometrische Aktivititsbestimmung des p-Nitroanisol Umsatzes
beruht auf der Absorption des formierten p-Nitrophenolat bei 4 = 405 nm und wird
mit einem molaren Extinktionskoeffizienten von € = 18.300 M! ¢m™! berechnet.!%
Wihrend der photometrischen Messung konnte lediglich die Mutante 87A/328F p-

Nitrophenolat in detektierbarer Konzentration formieren (k_,, = 0,55 min!). Die Modi-

cat

fikation dieser Variante mit einem CNT-tag zu BM3 87A/328F -y 7_,,,, ging mit einem

Aktivititsverlust von ca. 38 % einher (k_,, = 0,34 min™).

Tabelle 4.4: Qualitative GC-MS und quantitative photometrische Analyse des p-
Nitroanisol Umsatzes. Der erfolgreiche massenspektrometrische Nachweis des Substrat
Umsatzes nach 24 Stunden wird durch einen Haken (v') gezeigt. Die photometrische Be-

stimmung der initialen Aktivitit (k) erfolgte bei 4 = 405 nm.

BM3 Mutante Anker  (24h) k_, (min™)
328V - v -
87A/328F - v 0,55
74G/87V/188Q - v 0,00
47L/51F/87V/328F - v 0,00
4TL/51F/87V /3281 - v 0,00
47L/51F/87V/328L - v 0,00
78L/87V/328F/4371 - v 0,00
87A/328F CNT-tag n.d. 0,34

52



4. ERGEBNISSE

Anilin

Eine erste Umsatzbestimmung der P450;,,, katalysierten Anilin Hydroxylierung er-
folgte mittels GC-MS Analyse. Anders als in den zuvor vorgestellten Biotransforma-
tionen wurde den Anilin Umsatzreaktionen standarmiBig Katalase 3.000 U mL™! zu-
gegeben. Die Analyse dieser Reaktionen zeigte fiir mehrere Mutanten die Bildung von
zwel Aminophenol Isomeren. Die GC-MS gestiitzte Analyse (Methode: GC-2) lieferte
keine sauberen und zuverlissig reproduzierbaren Chromatogramme der Analyten Ani-
lin und Aminophenol. Deshalb wurde die Aktivitit der Mutanten Bibliothek und des
wildtypischen BM3 erneut mittels HPLC-DAD untersucht (Methode: HPLC-1). Die
Identifikation der formierten p- und o-Aminophenol Isomere erfolgte wie zuvor, mit-
tels Vergleich der Retentionszeiten (R,) mit Produktstandards. Die Retentionszeit des
p- Isomers wurden mit R,(p—) = 2,2 min, die des o- Isomers mit R(0—) = 5,5 min
bestimmt.

Fiir alle Varianten konnte die Formation von Aminophenol (AP) Isomeren nach 24-
stiindiger Inkubation nachgewiesen werden (Tabelle 7.1). Die Chromatogramme der
vier aktivsten Mutanten, welche fiir die Modifikation mit einem CNT-tag weiter ver-
wendet wurden, sind in Abbildung 4.2 gezeigt. Die Mutanten wiesen eine zwischen 1,7-
fach (BM3 328V; 770 uM AP) und bis zu 2,8-fach (BM3 47L/51F/87V/328F; 1250 uM
AP) gesteigerten Umsatz von Anilin, verglichen mit dem wt P450,,, (440 uM AP) auf.

Die Genkonstrukte BM3 328VA (328V/437A), BM3 328V (328V), BM3 LFVV
(47L/51F/87V/328V) und BM3 LFVF (47L/51F/87V/328F) wurden, gentechnisch mit
einem CNT-tag modifiziert und in E.coli BL21(DE3) transformiert. Nach der Expressi-
on (TB Medium, 25°C, 180 rpm fiir 36 h) wurden die Zellen lysiert und die Zielproteine
mittels IMAC aus dem Lysat isoliert. Diese modifizierten CNT-tag Varianten wurden
mit einer fiir niedrige Analytkonzentrationen optimierten und verkiirzten HPLC-DAD
Analytik charakterisiert (R,(p—) = 2,0 min und R,(o—) = 3,1 min; HPLC-2). Daher
konnte die Reaktionszeit von einer Ubernacht Inkubation auf 15 min verkiirzt werden
und wie zuvor eine drei Punktbestimmung (1 min, 5 min und 15 min) durchgefiihrt
werden Abbildung 7.4).

Inder Tabelle 4.5 sind in Spalte 1 die NADPH-abhiéngigen Umsatzraten (k.
sowie die relativen Aktivititen (%) des wildtypischen P450,,; und der CNT-tag mo-

v -l
e INT),

difizierten Varianten dargestellt. Die initialen Umsatzraten einer 15-miniitigen Reakti-
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Abbildung 4.2: A) Ubersicht iiber die mutierten Aminosiurepositionen der fokussierten
Bibliothek: Positionen 47 und 51 befinden sich am Eingang der aktiven Tasche (hellblau),
wihrend die restlichen Positionen in der aktiven Tasche lokalisiert sind (dunkelblau). B)
HPLC-DAD Chromatogramme der fiir die CNT-tag Modifikation ausgesuchten Mutanten.
Die mit * markierten Peaks wurden nicht niher identifiziert. Gezeigt sind die Mutanten
BM3 328VA (328V/437A), BM3 328V (328V), BM3 LFVV (47L/51F/87V/328V) und
BM3 LFVF (47L/51F/87V/328F). Als Negativkontrolle diente eine Expression des lee-
ren pET-28a(+) Vektors. Die Abbildung ist der Verdffentlichung von Llaudet et al. 2016

entnommen.”>

on der Mutanten sind verglichen mit dem wt P450,,5 (0,0005 s™!) zwischen 2,4-fach
(BM3 LFVV;0,0014 s") und 5,5-fach (BM3 LFVF und BM3 328V; 0,0031 s*!) erhoht.
Zudem ergibt sich eine klare Tendenz der Varianten: BM3 LFVF/BM3 328V < BM3
328VA < BM3 LFVV.

4.2.2 Validierung der elektrochemisch getriebenen Aktivitit

Elektrochemische Aminophenol Detektion

Fiir die elektrochemische Bestimmung der NADPH-abhiéngigen Aktivititen am NMI,
wurden diese CNT-tag modifizierten Varianten zu jeweils 5 ymol aliquotiert und ly-
ophilisiert. Dort wurden die Enzyme in PBS Puffer resuspendiert und analog zu dem
eben beschriebenen Experiment, mittels oxidativer Aminophenoldetektion (DED; di-
rect electrochemical detection) an einer auf E = 4+150 mV polarisierten Glaskohlenstoff
(GC) Elektrode untersucht.
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Die gemessenen Detektionsstrome der GC Elektrode dienten als Berechnungsgrund-
lage der relativen Aktivitidten der Enzyme untereinander (Spalte 2 in Tabelle 4.5). Un-
abhingig von der Detektionsmethode wurden die Mutanten BM3 328V (100 %) und
BM3 LFVF (86 %) als die aktivsten Enzyme identifiziert und die tendenzielle Einord-
nung der Mutanten untereinander bestitigt. Die elektrochemische, oxidative Aktivi-
tiatsbestimmung (DED) mit Hilfe einer GC Elektrode konnte mit diesem Ergebnis als

vergleichbare Analytik verifiziert werden.

Nachweis der elektrochemisch getriebenen, von einem CNT-tag modifizierten CYP
katalysierten Produktformation

In folgenden Versuchen wurde gezeigt, dass der eingebrachte CNT-tag die Elektronen-
tibertragung erleichtert und zur elektrochemischen, in der Produktformation resultie-
renden (produktiv) Himeisen Reduktion betrigt. Die reduktive Elektrode wurde auf E
= -700 mV polarisiert und die Produktbildung mit Hilfe der oxidativen GC Elektrode
verfolgt (Abbildung 4.3). Fiir das CNT-tag modifizierte Enzym wurde ein unmittelbarer
Anstieg des Detektionsstromes gemessen, wihrend die Detektionsstrome der Negativ-
kontrolle und des nicht modifizierten Enzyms auf einem basalen Niveau blieben.

Eine CNT Elektrode kann in Kombination mit einem CNT-tag modifizierten CYP, als

Alternative zum Nicotinamid fiir die Himeisen Reduktion genutzt werden.

Im Anschluss wurden die vier Mutanten auf ihre elektrochemisch getriebene (DET-
abhiéngige; direct electron transfer) Aktivitdt untersucht. Die resultierenden Detekti-
onsstrome wurden mangels fehlender Kenntnis der elektrodenstindigen P450 Stoft-
menge in relative Aktivitdten umgerechnet (Spalte 3 in Tabelle 4.5; beste Variante =
100 %). Eine Methode zur Bestimmung der reduzierbaren Stoffmenge wurde erst im

Anschluss etabliert.

Die zuvor beobachtete tendenzielle Einordnung der NADPH-abhingigen Aktivitét
konnte fiir die DET-abhingigen Aktivititen nur teilweise bestitigt werden (BM3 LFVF
100 %; BM3 328V 32 %).
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Abbildung 4.3: Untersuchung der elektrochemisch getriebenen Aktivitit eines CNT-tag
modifizierten CYP am NMI mittels DED. Gezeigt ist die Aktivitidt des CNT-tag modifi-
zierten BM33,¢,-(griin), des nicht modifizierten BM35,¢;, (rot), sowie eine Kontrollreakti-
on ohne Substrat (blau). Die Abbildung ist mit freundlicher Erlaubnis von ChemBioChem

der Veroffentlichung von Llaudet et al. 2016 entnommen.(>

Priparative HPLC-DAD/FLD gestiitzter Nachweis der elektrochemisch getriebe-
nen Aktivitit

Unter Beriicksichtigung des geschitzten Enzymdurchmessers von ca. 4 ym (PyMol)
finden nur wenige pmol Enzym auf der Elektrodenoberfliche (12,56 mm?) Platz. Ei-
ne direkte HPLC-DAD gestiitzte Analyse der Produktformation nach wenigen Minuten
Reaktionszeit, ist bei einer maximalen Umsatzrate von 0,0031 s™! aufgrund der nano-
molaren Detektionsgrenze ausgeschlossen. In Folge dessen wurde fiir eine qualitative
HPLC Analyse der DET-abhidngigen Aminophenol Formation, eine Reaktionszeit von
6 h gewihlt und die DAD Detektion mit einer fiir aromatische Verbindungen sensitiven
Fluoreszenzdetektion (FLD) kombiniert (Abbildung 4.4; Methode HPLC-1). Exem-
plarisch wurde die CNT-tag modifizierte Variante BM3 328 VA auf Produktformation
untersucht. Die libereinstimmenden Retentionszeiten der Fluoreszenzsignale und der
zuvor gemessenen DAD Signale authentischer Produktstandards erbrachte den direk-
ten Nachweis der DET-abhéngigen Produktbildung durch CNT-tag modifiziertes BM3
328VA.

56



4. ERGEBNISSE

Tabelle 4.5: Relative Aktivitaten? der BM3 Varianten mit NADPH (HPLC-DAD) und
NADH (DED), sowie mit elektrochemischer Reduktion mittels CNT Elektrode (DED).
Messungen der Arbeitsgruppe am NMI sind in Blau dargestellt. Die dargestellten Aktivi-
titen wurden bereits von Llaudet et al. 2016 verstfentlicht.(7>)

HPLC (DAD) NADPH DED

NADH DET

(CNT Elektrode, (CNT Elektrode,

Enzym/®! k., (min'!)  rel. Akt. (%) nicht polarisiert) polarisiert)
wtP450,,,  0,0005 18 i i
BM3 328V 0,186 99 100 32
BM3 328VA 0,102 55 48 73
BM3 LFVF 0,186 100 86 100
BM3 LFVV 0,084 44 57 64

a) Produktformation wurde mit HPLC-DAD und DED Analytik verfolgt. Aktivitit der besten
Variante innerhalb einer Detektionsmethode wurde auf 100 % festgelegt. b) Mutanten: BM3
LFVF (47L/51F/87V/328F), BM3 LFVV (47L/51F/87V/328V), BM3V (328V), BM3 VA
(328V/437A). c) Das fiir die HPLC Analyse genutzte wt P4505,,5; war nicht mit einem
CNT-tag modifiziert und konnte nicht fiir die DET genutzt werden.

Vorraussetzungen fiir eine dreidimensionale Erweiterung mittels Solgel Immobi-

lisierung

Letztlich sollte die planare CNT Elektrode zu einem dreidimensionalen, CNT-Solgel-
matrix Elektrodensystem erweitert werden. Zunichst wurde iiberpriift, ob die Substrat-
und Produktmolekiile ungehindert durch die Matrix diffundieren konnen. Ein Teil der
gelosten Enzyme wurde so in der dreidimensionalen Solgelmatrix immobilisiert. Die
restliche Losung wurde entfernt und durch einen P450-freien, Katalase- und Anilin-
haltigen PBS Puffer ersetzt. Die NADH induzierte Aktivitit wurde mittels Detektions-
elektrode detektiert (Abbildung 4.5A). Weder die Diffusion von NADH, Anilin oder
den Hydroxylierungsprodukten (Abbildung 4.5A) wurde durch die Solgel Matrix be-
hindert. Der gemessene Detektionsstrom {iibertraf die Kontrollreaktion (freies Enzym

in Losung) um ca. 40 %.
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Abbildung 4.4: Ausschnitt aus dem Fluoreszenz Chromatogramm der elektrochemisch
getriebenen BM3 LFVF Aminophenol Formation. Die Produkte (4; R, = 2 min) und (5;

R, = 3,1 min) konnten anhand ihrer Retentionszeiten eindeutig zugeordnet werden

Fiir die Interpretation dieser Ergebnisse ist es von besonderer Bedeutung zu erwih-
nen, dass im Falle des immobilisierten Enzyms nur im Solgel selbst Produkt formiert
wird. Von dieser lokal begrenzten Zone der Produktbildung in der Solgel Matrix kann
das Produkt in alle Richtungen diffundieren. Daher wird lediglich ein Teil der gesamten
formierten Stoffmenge des Produktes an der Detektionselektrode oxidiert. Die tatsdch-
liche Produktformation iibersteigt daher, die anhand des Detektionsstroms bestimmte
Formationsrate. In der Kontrollreaktion wird hingegen in der gesamten Losung gleich-
miBig Produkt formiert, sodass die Diffusion der Produktmolekiile keinen nennenswer-

ten Einfluss nimmt.

Im néchsten Schritt wurde auf einer, mit BM3 ., versetzten planaren CNT Elek-
trode, eine Solgel Matrix formiert und gepriift ob die Polymerisationsreaktion Einfluss
auf die Bindung des Enzyms an der CNT Oberfliche nimmt. Wie zuvor wurde nach
der Polymerisation die restliche Enzymlosung gegen den oben beschriebenen Reakti-
onspuffer ersetzt. Durch Polarisation der CNT Elektrode auf E = -700 mV konnte das
via CNT-tag gebundene und zusitzlich in einer Solgel Matrix immobilisierte Enzym
produktiv reduziert werden (Abbildung 4.5 B; ca. 7 nA). Dabei erreichte die elektroche-
misch getriebene Aktivitit ca. 60 % der Nicotinamid-abhingigen (NADH) Kontrollre-

aktion.
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Abbildung 4.5: A) Elektrochemische Bestimmung der Nicotinamid-abhéngigen Produkt-
formation durch in Losung befindliches (rot) und mittels Solgel immobilisiertes (blau) BM3
LFVF. B) Elektrochemischer Vergleich der Nicotinamid-abhzngigen (NADH) und elek-
trochemisch getriebenen (DET) Produktformation mittels BM3 LFVF. C) Elektrochemi-
sche Bestimmung der elektrochemisch getriebenen Produktformation durch in einer CNT-
PEDOT:PSS-Solgelmatrix immobilisiertes BM3 LFVF. Die Abbildung ist mit freundlicher

Erlaubnis von ChemBioChem der Veroffentlichung von Llaudet ez al. 2016 entnommen.(”>

Dreidimensionale Erweiterung einer Goldelektrode durch CNT-PEDOT:PSS-Sol-
gelmatrix

Ausgangspunkt fiir eine dreidimensionale Elektrodenapplikation ist eine nicht modifi-
zierte Goldelektrode. Fiir die Etablierung eines dreidimensionalen Elektrodensystems,
wurde das BM3yr.,, zundchst mit CNTs in wissriger Losung inkubiert. Dieses Ge-
misch wurde anschlieBend mit der Solgel Matrix auf der Elektrodenoberflache cop-
olymerisiert. Dabei wurde dieselbe Enzymkonzentration wie zuvor fiir den planaren
Solgelaufbau verwendet. Nach der Copolymerisation sind die Enzym-CNT Komplexe
in der Matrix verteilt, aber noch nicht elektrisch mit der Goldelektrode verbunden. Fiir
diese Anbindung wurden 3,4-Ethylenedioxythiophen:Polystyren Sulfonat (EDOT:PSS)
Monomere zugegeben und zur Diffusion in die pordse Solgel Matrix kurzzeitig inku-
biert. Durch Applikation eines Potenzials von E = +900 mV wurden diese Monomere

zum leitenden Poly-3,4-Ethylenedioxythiophen (PEDOT) polymerisiert. Idealerweise
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werden auf diese Weise alle in der Matrix befindlichen Enzymmolekiile elektrisch ver-
bunden. Im Gegensatz zu den vorherigen Versuchen sind die CNT-Enzym Komplexe
in diesem Aufbau, sofern nicht direkt an der Goldoberfliche befindlich, ausschlief3-
lich durch diese leitende Polymer elektrisch verbunden. Die elektrochemisch getriebene
Produktformation der dreidimensional immobilisierten BM3 Enzyme iibertraf die zu-
vor im planaren Solgel System beobachtete Rate. Der gemessene Detektionsstrom von
ca. 22 nA legt nahe, dass auf diese Weise mehr als dreimal so viele Enzymmolekiile

produktiv reduziert werden konnen (Abbildung 4.5 C).

4.3 Intramolekularer Elektroneniibertragung im P4504,,;

System

Fiir die Optimierung des zuvor etablierten elektrochemisch getriebenen, enzymatischen
Umsatzes von Anilin zu Aminophenol, ist ein tieferes Verstindnis der internen Elek-

troneniibertragung des P450;,,, Systems von groem Interesse.

4.3.1 Die Rolle der FAD- und NADPH-bindenden Doméinen fiir die
elektrochemische und Nicotinamid-abhiingige Reduktion

Fiir diese Untersuchung wurde ein Enzym nach den Vorgaben von Hazzard et al. mit
verkiirzter Reduktasedoméne (BM3-FMN), dhnlich der aufgel6sten Kristallstruktur von
P450;,,; (PDB 2HPD!D) entworfen.®®

Das BM3 Genkonstrukt wurde in einer QC mit den Primern 10 und 11 so verin-
dert (STOPP Kodon), dass die Aminosduresequenz nach der Position 664 endet. Der
Reduktase (BMR) fehlen somit die NADPH-Bindestelle sowie die FAD-Doméne. Eine
identische mit CNT-tag modifizierte Variante wurde mittels U-PCR und den Primern
1 und 12 generiert (BM3pyy cNT.tag)-

Beide Genkonstrukte wurden in den Vektor pET-28a(+) kloniert und fiir die Ex-
pression in E.coli BL21(DE3) transformiert. Nach der Expression (TB-Kanamycin;
25°C; 180 rpm; 36 h) wurden die Proteine mittels IMAC isoliert. Die gelelektrophoreti-

sche Untersuchung des isolierten Enzym zeigte, dass das Enzym in zwei Ausprigungen
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vorlag (vergl. SDS-PAGE in Abbildung 4.7; Original nicht gezeigt). Die Elutionsfrak-
tion der IMAC beinhaltete das Zielprotein (BM3p,,y ) sowie eine verkiirzte Proteinva-
riante. Durch eine Abspaltungsreaktion wiahrend der Expression wurde in der Elution
ebenfalls die die reine Himdomine (hBM3) aufgefunden. Die hBM3 wird aufgrund des
N-terminalen His,-tag wihrend der IMAC ebenfalls angereichert. Im Zuge der P450
Konzentrationsbestimmung (CO-Assay) kann nicht zwischen BM3p,, und hBM3 un-
terschieden werden, sodass eine Bestimmung der aktiven BM3,, Konzentration in
der IMAC nicht moglich ist.

Die Beobachtung von BM3,, setzt zudem voraus, dass die bestimmten Aktivita-
ten nicht durch die Anwesenheit von hBM3 verfilscht sein konnten. Der direkte Elek-
tronentransfer von NADPH in Form von Hydridionen auf das Himeisen ist mangels
eines fehlenden Akzeptors im hBM3 ausgeschlossen. Aus der Literatur ist allerdings
bekannt, dass die E.coli eigenen Enzyme Flavodoxin (ecFld) und NADPH-Flavodoxin
(Ferredoxin) Reduktase (ecFdR) P450 Enzyme (z.B. CYP C17) reduzieren knnen.®?
Die Arbeit von Fatuzzi et al. gezeigt, dass hBM3 vom Flavodoxin aus Desulfovibrio
vulgaris reduziert werden kann.®® Abbildung 7.3 A zeigt, dass bereits geringste Kon-
zentrationen an ecFdR/ecFld in der IMAC Elution, hBM3 iiber einen lingeren Zeit-
raum von 150 min reduzieren konnen. Diese reduktive Aktivitit bewirkt, wie in Abbil-
dung 7.3 B dargestellt, eine basale Hydroxylierungsaktivitit von hBM3. Eine Formal-
kinetik der hBM3 Biotransformation von Fettsdure, mit steigenden Konzentrationen
an ecFdR/ecFld, belegt eindeutig die Interaktion von hBM3 mit den E.coli Enzymen
(Abbildung 4.6). Die gezeigte drei Punkte Bestimmung erlaubt lediglich eine qualita-
tive Aussage iiber die Abhédngigkeit der gemessenen hBM3 Aktivitdt mit den E.coli
Enzymen.

Diese hBM3/ecFdR/ecFld-abhingige Nebenreaktion konnte die Beobachtung der
erwarteten BM3p,, Aktivitit empfindlich storen. Fiir eine genaue Betrachtung muss
sowohl die Nebenreaktivitit, als auch eine Verfilschung der Zielproteinkonzentration
ausgeschlossen werden.

Die Verunreinigung mit hBM3 konnte mittels einer Anionenaustausch Chroma-
tographie (AEX) wie in Abbildung 4.7 gezeigt aus der Proteinlosung entfernt wer-
den. Dargestellt ist eine Uberlagerung des FPLC Chromatogrammes mit dem SDS-
PAGE Gel der aufgefangenen Elutionsfraktionen. Wihrend die erste Fraktion (50 mM
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Abbildung 4.6: Nicotinamid-abhingige hBM3-katalysierte Dodekansdure Umsetzung
in Abhingigkeit von der ecFdR/Fld Konzentration. Zur qualitativen Validierung einer
ecFdR/Fld-abhingigen Aktivitit wurden lediglich 3 Punkte bestimmt.

bis 200 mM NaCl) ausschlielich hBM3 beinhaltet und die zweite Fraktion ein Ge-
misch beider Proteine darstellt, befindet sich das isolierte Zielprotein der Molekiilmasse
74,6 kDa in der dritten Fraktion (250 mM bis 400 mM NacCl). Die vollstindige Ent-
fernung von ecFld (20 kDa) und ecFdR (29 kDa) aus der BM3,,y IMAC Reinigung
wurde durch eine Gelfiltration sicher gestellt. Ohne die Verunreinigung durch hBM3
war die standardmidf3ge Bestimmung der aktiven BM3p,, Konzentration, mittels CO-

Assay wieder problemlos moglich.

Die NADPH-abhingige Aktivitit der verkiirzten Reduktase wurde mittels Cyto-
chrom C (CytC) Assays*®, wie in Tabelle 4.6 gezeigt, auf k_,, = 0,560 min 'bestimmt
und lag somit deutlich (rel. Aktivitit = 0,232 %) unter der Aktivitit des wildtypi-
schent Enzyms (241 min™). Die CytC Reduktion nach Zugabe von NADH als Re-
duktionsiquivalent wurde mit 0,169 min"!gemessen und liegt mit 30,2 %, verglichen
mit der NADPH-abhiingigen Aktivitit, hoher als beim wt BM3 (NADPH: 241 min!vs.
NADH:11,5 min™).

Die GC-FID Analyse einer 50 uM BM3,\-katalyierten Biotransfromation mit Do-
dekansiure ergab eine Konzentration von 818 M formiertes Produkt nach 150 min.
Aus der Formation innerhalb der beschriebenen Reaktionsdauer ergibt sich eine theo-

retische Aktivitit von k_,, = 0,109 min!. Dies entspricht einer relativen Aktivitit von
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Abbildung 4.7: Kombinierte Darstellung des FPLC-AEX Chromatogrammes und des
SDS-PAGE Gels der gesammelten Fraktionen. Die Absorption des Gesamtproteins
(280 nm; schwarz) und des Hameisens (418 nm; Rot) sind auf der linken vertikalen Achse,
die Konzentration des Elutionsmittels Natriumchlorid (Blau) ist auf der rechten vertikale

Achse aufgetragen.

0,24 % verglichen mit der gemessenen P450g,,; Aktivitit von k_,, = 45 min™.

4.3.2 Elektrochemische Charakterisierung der BM3py iy, cNT-tag
Variante

Um die elektrochemisch getriebene Fettsdurehydroxylierung der BM3pyn, onroe Vari-
ante bewerten zu konnen, wurde das Enzym mit den CNT-tag modifizierte Varianten
BM3NT¢ und hBM3 -y, Verglichen. Ausgehend vom P450;,; Genkonstrukt wur-
de mit den Primern 1 und 7 eine CNT-tag modifizierte Variante BM3yr,, erstellt, in
pET-28a(+) kloniert und in BL21(DE) Zellen transformiert. Nach der Expression (TB
Medium, 25°C, 180 rpm fiir 36 h) wurde das BM3yr.,, mittels IMAC isoliert.

Die elektrochemisch getriebene Fettsdurehydroxylierung der CNT-tag modifizierten
Varianten BM3 gy, onT-tags BM3eNTotae Und hBM3 ., Wurde nach 6-stiindiger Inku-
bation (20 uM Enzym; RT; MWCNT Elektrode bei E = -700 mV) extrahiert und mit
Hilfe der GC-FID analysiert (Abbildung 4.8; GC-1). Aufgrund der geringen Stoffmenge
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Tabelle 4.6: Vergleich der Reduktase- und der P450 Aktivititen (k) des wildtypischen
BM3 und des BM3p,y unter Verwendung unterschiedlicher Nicotinamide. Die Reduktase
Aktivitdt wurde anhand des Cytochrome C Umsatzes (CytC), die P450 Aktivitit anhand des
Dodekansidure Umsatzes bestimmt (FS). In Klammern sind die mittels NADH erreichten
relativen Aktivitdten (vergl. mit NADPH) angegeben.

Nicotinamid Test BM3g (min!)  P450g,,; (min!)

NADPH CytC 0,560 241
FS 0,109* 45
NADH CytC 0,169 (30,2 %) 11,5 (4,8 %)

FS 0,04* (36,7 %) 16 (35,6 %)

an reduzierbarem Enzym auf der Elektrodenoberfliache, war von geringen Produktkon-
zentrationen nahe am Detektionslimit der FID Analytik auszugehen, weshalb wihrend
der Extraktion der Reaktionsansitze auf einen internen Standard (Dekansédure; 1 mM)
verzichtet wurde. Die qualitative Analyse der Produktformation belegte eine vergleich-
bare von BM3py i\ onToae UNd BM3cyr,, Katalysierte und elektrochemisch getriebene
Aktivitét. Die elektrochemisch, enzymatische Produktformation der Negativkontrolle
(hBM3cyr.y,,) liegt deutlich darunter.

4.3.3 Intramolekularer Elektronentransfer (FMN — Hiameisen)

In ihrer Arbeit aus dem Jahr 2014 betrachten Verma, Schwaneberg und Roccatano die
Elektroneniibertragung (FMN—Him) im P4505,,; System, unter Beteiligung verschie-
dener Aminosiuren (in silico).'*> Die Autoren beschreiben sieben theoretische Elek-

tronentransferwege (ETW) vom FMN zum Héimeisen.

Mit einem Alaninscan wurden die drei theoretisch effektivsten Elektronentransfer-
wege (ETW1: F390/K391/P392; ETW2: M490/F393 und ETW3: M490/Q403) experi-
mentell {iberpriift. Als Modell Proteinvarianten (MPV) zur Erstellung der Biobliothe-
ken dienten die drei besten Anilin hydroxylierenden CNT-tag Varianten BM3 LFVF
(1), BM3 328V (2) und BM3 328VA (3). Die Bibliothek wurden mit Hilfe einer QC
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Abbildung 4.8: GC-FID Chromatogramm (GC-1) der elektrochemisch getriebenen Do-
dekansiure Hydroxylierung durch BM3 ., 5 (schwarz), P450g); (lila) und hBM3 (blau).
Jeweils 20 M Enzym in 50 mM Kaliumposphatpuffer pH 7,4 mit 3000 U mL"! Katalase
und 1,5 yM Laurinsidure. Die MWCNT Elektrode wurde fiir 6 Stunden auf E = -700 mV
polarisiert. Nebenstehend sind die drei mit Trimethyl-Silan derivatisierten OHFA Produkte
der Reaktion gezeigt.

und den Primern aus Tabelle 3.5 auf Grundlage der MPVs generiert. Alle QC Produkte
wurden in pET-28a(+) kloniert und in E.coli BL21(DE3) transformiert. Die erfolgreich
exprimierten (TB-Kanamycin; 25°C; 180 rpm; 36h) und mittels IMAC isolierten Elek-

tronentransferweg Mutanten sind in Tabelle 4.7 gelistet.

Um die NADPH-abhiingigen Aktivitdten und zugehorigen Couplingraten (%) der
Mutanten in einen Kontext stellen zu konnen, wurden zunichst die Couplingraten der
Varianten (1), (2) und (3) bestimmt und mit dem wildtypischen Enzym verglichen. Dazu
jeweils eine 15-miniitige Reaktion angesetzt und Proben nach 1 min, 5 min und 15 min
Reaktionszeit analysiert. Die Modell Proteinvarianten konnten Anilin deutlich schneller
umsetzten als das wildtypische P450,,; (Abbildung 4.9; rechts in Blau). Gleichzeitig
stiegen die NADPH Verbrauchswerte von (1) [7,83 min™'], (2) [4,26 min'!] und (3)
[4,23 min!] proportional mit der Aktivitit. Die Couplingraten der MPVs waren auf
vergleichbarem Niveau mit dem wildtypischen Enzym (Abbildung 4.9; links in Rot).

Alle Mutanten wurden mittels HPLC-DAD Analyse auf ihre Aktivitéit und in ei-

ner unabhéngigen Biotransformation photometrisch auf ihre NADPH Verbrauchswerte
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Abbildung 4.9: Coupling Effizienz und Aktivitit der Modell Proteinvarianten und ausge-
suchter Elektronentransferweg Mutanten. Die Abbildung ist mit freundlicher Erlaubnis von

Bioelectrochemistry der Verdffentlichung von Darimont et al. 2017 entnommen. ()

untersucht. Aus diesen Ergebnissen wurden die zugehorigen Couplingraten bestimmt.
Die Werte aller Mutanten sind in Tabelle 4.7 aufgefiihrt. Im Detail werden hier die Mu-
tanten P450;,,; LFVF 393A/490A (1i), P4505,,; 328V 390A/392A (2e) und P450g,,;
328VA 392A (3¢) mit dem stirksten, sowie die Mutanten P450;,,; LFVF 393A (1h),
P4505,; 328V 392A (2¢) und P450g,,; 328VA 390A/391A (3d) mit dem geringsten
Effekt auf die Aktivitdt und die Couplingrate innerhalb der jeweiligen Bibliothek in
Abbildung 4.9 erlédutert. Die erhohten NADPH-abhédngigen Aktivititen der Mutanten
(1i), (2e) und (3c) gingen mit ebenfalls stark erhohten Couplingraten einher. Die Mu-
tantionen der Varianten (1h), (2¢) und (3d) zeigten nur einen geringen Effekt auf die
Nikotinamid-abhidngige Aktivitdt und die zugehorigen Couplingraten des Enzyms. Mit
Ausnahme von Mutante (1h) korreliert die Anderung der Aktivitit mit der Couplingra-
te. Aus den vorliegenden Ergebnissen ist allerdings keine eindeutige Signifikanz eines
Elektronentransferwegs fiir die Elektronenweitergabe zu erkennen. Dies trifft sowohl
auf den Vergleich zwischen den Elektronentransferwegen einer Bibliothek, als auch
auf den Vergleich eines bestimmten Elektronentransferwegs in unterschiedlichen Bi-

bliotheken zu.
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4.3.4 Bestimmung der reduzierbaren Enzymstoffmenge

Fiir eine Bestimmung der elektrochemisch, enzymatischen Aktivitédten (k

o> Min"") muss

die an der Elektrodenoberfliche befindliche, reduzierbare Stoffmenge an P450 Enzym
bekannt sein. Zur Bestimmung der reduzierbaren Stoffmenge, bei gegebener Enzym-
konzentration in Losung, wurde eine zyklische Voltammetrie (CV) mit einer mehrwan-
digen Kohlenstoff Nanorohren (MWCNT) Elektrode, unter Ausschluss von Sauerstoff,
durchgefiihrt. In einem Vorversuch wurde die fiir dieses Enzym passende Scanrate (v)
ermittelt (Abbildung 4.10). Dazu wurden mehrere Voltammogramme mit steigender
Scanrate aufgezeichnet. Das Verhéltnis des kathodischen Peak Stroms (I,) zur Scan-
rate (Abbildung 4.10; orangene Kurve) blieb wihrend des gesamten Versuches linear,

sodass fiir den folgenden Versuch eine Scanrate von 1,5 V s! gewihlt wurde.

4y =2,9178x-0,1575

R? = 0,9609 e ®
R

E‘:L 0 g o
i
2
£
e
= -4
v
-
3 6
Q.
3 y =-3,6349x + 0,3198
RZ=0,9799
-10
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Scanrate v [V/s]

Abbildung 4.10: Schaubild zum linearen Zusammenhang des Peak Strom und der Scan-

rate. Gezeigt sind sowohl der kathodische (orange) als auch der anodische (blau) Strom.

Waihrend der quantifizierenden CV wurde die Enzymkonzentration schrittweise er-

hoht und jeweils die reduzierbare Stoffmenge (N) gemif der Gleichung 4.2 bestimmt.

[l1v)yav

N=—oun— 4.2
vnF (4.2)
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Es wurde nachgewiesen, dass die reduzierbare Stoffmenge auf der Elektrodenober-
flaiche mit steigender Konzentration linear ansteigt und ab einer Konzentration von ca.
2 uM in Losung zunehmend eine Séttigung erreicht (Abbildung 4.11). Bei einer Kon-
zentration zwischen 7,7 uM und 12,3 uM stellt sich eine Séttigung der Oberflichen-
gebundenen Stoffmenge ein. Dieser Verlauf konnte in mehreren unabhéngigen Versu-
chen zuverldssig reproduziert werden. Daher wurde im Folgenden standardmifig mit

einer Konzentration von 10 yuM P450;,,, gearbeitet.

25 }

15

10

reduzierbare Stoffmenge [pmol]

0 2 4 6 8 10 12
Enzymkonzentration [pM]

Abbildung 4.11: Bestimmung der Oberflichen-gebundenen Stoffmenge BM3, in Abhén-
gigkeit von der Enzymkonzentration in Losung (dreifach Bestimmung mit Standardabwei-

chungen). Der angegebene Wert wurde bereits von Darimont ez al. 2017 veréffentlicht. 14

4.3.5 Bestimmung der Mittelpunktpotentiale E,

Fiir die P450g,; Variante BM3 LFVF wurde aus den zuvor aufgezeichneten CVs mit
steigender Enzymkonzentration das Mittelpunkt Potential des Himeisens und der Fla-
vine bestimmt (Abbildung 4.12). Deutlich sichtbar verschiebt sich das Mittelpunktpo-

tential mit steigender Konzentration zu hoheren Spannungswerten.
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Abbildung 4.12: Bestimmung der Mittelpunktpotentiale E y,,, und Eq g,yi, aus den CVs
einer BM3 Konzentrationsreihe (Grau: 1,22 uM, Gelb: 2,34 uM, Blau: 4,36 uM und Griin:
7,66 uM; dreifach Bestimmung).

Die bestimmten Werte aller Enzymkonzentrationen wurden gemittelt, sodass sich
ein Mittelpunktpotential von E .. = -44+24 mV fiir das Himeisen, sowie ein Mittel-

punktpotential von Ej .., = -584+38 mV ergab.

4.3.6 Bestimmung der Ratenkonstante des Elektronentransfers

Expemplarisch wurde die allgemeingiiltige Ratenkonstante (kg) des Elektronentrans-
fer, der Mutante (3a) sowie deren zugehorige Modell Proteinvariante (3), nach Laviron
bestimmt.®> Fiir jedes Enzym wurden CVs mit steigenden Scanraten aufgezeichnet
und die Scanraten-abhédngigen Peak Potentiale (E,(v)) in Abbildung 4.13 gegen die lo-
garithmierte Scanrate aufgetragen.

Aus den Steigungen der kathodischen (m,) und anodischen (m,) Kurven wurden
die Transfer Koeffizienten (a; kathodisch), sowie (1 — a; anodisch) mittels Auflosung

der Gleichungen 4.3 und 4.4 errechnet:

—2,3RT
mk -

nF 4.3)
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Abbildung 4.13: Graph des Peakpotentials iiber der Scanrate. Kathodische (orange) und
anodische Halbreaktion (blau).

2,3RT

m, = m (44)

Die Schnittpunkte der Kurven mit der x-Achse erlauben die Bestimmung der ka-
thodischen und anodischen Scanraten (v, ) und (v,) bei den theoretischen Mittelpunkt
Potentialen E,, und E,. Unter Verwendung der ermittelten Werte fiir die Scanrate so-

wie der Transferkoeffizienten wurde ki mit Hilfe der Gleichung 4.5 bestimmt:

kpr = =l-a) ! 4.5)

Im Zuge dieser Rechnung wurde ein kg Wert von 0,42 +/- 0,01 s”! fiir (3) und einen
Wert von 0,006 +/- 0,006 s fiir (3a) bestimmt."'"¥ Der Aminosiureaustausch einer
einzelnen Position konnte die unabhingige Ratenkonstante des Elektronentransfers um

drei Grofenordnungen verringern.
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4.3.7 Elektrochemische Bestimmung der elektrochemisch getrie-

benen Aktivitiaten

Die bereits vorgestellten Elektronentransferweg Bibliotheken wurden auf ihre elektro-
chemisch getriebene Aktivitit untersucht. Fiir eine direkte Vergleichbarkeit der Mes-
sungen unter identischen Reaktionsbedingungen (3000 U mL™!' Katalase und 10 uM
P450 Enzym) wurden die zuvor am NMI getesteten MPVs (1), (2) und (3) erneut
vermessen. Unter Beriicksichtigung der CV-gestiitzten Quantifizierung wird von ei-
ner elektrodenstindigen P450 Stoffmenge von 23,7 pmol fiir die Aktivitidtsbestimmung
ausgegangen. Im Gegensatz zu den deutlich gesteigerten NADPH-abhédngigen Akti-
vitdten einzelner Mutanten, fiihrte der Aminosédureaustausch zu Alanin, unabhingig
von der Position, zu einem beinahe vollstindigen Verlust der Aktivitit (Tabelle 4.7).
Die Mutante (3a) zeigte die hochste elektrochemisch getriebene Aktivitéit von k_,, =
0,017 min!'(17 %) verglichen mit der zugehorigen MPV (3; 0,081 min!).

4.3.8 Ausschluss der Wasserstoffperoxid getriebenen Peroxygenase-
aktivitat

Viele CYPs u.a. auch P450y,,; zeigen eine Wassertoffperoxid abhéngige Peroxygen-
ase Aktivitit.*» Wassertoffperoxid kann im aktiven Zentrum des Enzyms binden und
ohne vorherige Reduktion des Hdmeisens zur Produktformation beitragen. Diese Ak-
tivitdt ist sehr ineffizient, kann allerdings zu falsch positiven Ergebnissen wihrend der
elektrochemischen, produktiven Hameisen Reduktion fiihren.

Fiir die Untersuchung wurde die nicht mittels NADPH reduzierbare Himdoméne
von P450g,,; (hBM3) gewiihlt. Zu einer hBM3 katalysierten Dodekanséure Biotransfor-
mation wurde schrittweise alle 15 min Wasserstoffperoxid (H,0,) zugegeben (Abbil-
dung 4.14. Die Konzentration wurde mit jeder Zugabe verdoppelt (31,25 uM, 62,5 uM,
125 uM, 250 uM, 500 uM und 1000 uM). Diese Vorgehensweise wurde aufgrund des
toxischen Charakters des H,O, gegeniiber dem Enzym gewihlt. Vor jeder H,O, Zugabe

wurde eine Probe entnommen und die Produktkonzentration mittels GC-FID gestiitzter
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Abbildung 4.14: Wasserstoffperoxid-abhingige und hBM3-katalysierte Produktformati-
on. Zu einer Biotranformation von Dodekansidure wurde schrittweise H,O, titriert (drei-
fach Bestimmung mit Standardabweichungen). Vor jeder H,O, Zugabe wurde eine Probe

zur GC-FID gestiitzten Analyse entnommen.

Analyse (GC-1) bestimmt. Innerhalb der ersten vier Titrationsschritte (60 min) erreich-
te die enzymatische Aktivitit eine konstante Umsatzrate von k_,, = 0,005 min™'. Mit
steigender Konzentration wird das Enzym inaktiviert und die Produktformation nimmt
deutlich ab. Vergleicht man die erreichte Peroxygenase Aktivitat des hBM3 mit der
NADPH abhingigen Aktivitit des wt BM3 (45 min’!; vgl. Tabelle 4.5) erreichte diese
~ 0,01 %. Durch Zugabe von Katalase 3000 U mL! konnte die Peroxygenaseaktivitit
von hBM3 vollstdndig unterdriickt werden.
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Tabelle 4.7: NADPH-abhéngige Aktivitidten und Coupling Effizienzen, sowie elektroche-

misch getriebene Aktivititen aller Elektronentransferweg Mutanten auf Basis der Modell
Proteinvarianten P450gy; LFVF (R47L/YS51F/F87V/A328F), P450g\3 328V (A328V)
und P4505,3 VA (A328V/L437A). Die angegebenen Aktivititen wurden bereits von Dari-

mont at al. 2017 verdtfentlicht. 1. Alle elektrochemischen Messungen wurden lediglich

als Duplikate durchgefiihrt.

Modell Proteinvariante (MPV)
NADPH-abhingige Aktivitit (k.,,)*; Couplingeffizienz (%)°;

elektrochemisch getriebene Aktivitét (k)

Mutante Index BM3 LFVF (1) BM3 328V (2) BM3 VA (3)
MPV - 0,188%; 2,4 0,105 0,185% 4,3%;0,117¢ 0,103?%; 2,4%; 0,081¢
390A (a) 0,680; 3,4; 0,005 n.e. 0,165; 3,3; 0,014
391A (b) 0,925;8.9; - 0,189; 9.1; 0,005 0,147; 5,5; 0,007
392A (¢) ne. 0,070; 0,9; 0,004 0,520; 8,6; -
390A/391A (d) 0,602;2,8;0,016 n.e. 0,085; 1,2; 0,007
390A/392A (e) 0,892;4,5;0,017 2,011; 16,6; - n.e.
391A/392A ) n.e. 0,344; 6,2; 0,008 n.e.
390A/391A/392A (g)  0,640; 5,6; - 0,317; 4,4; 0,005 0,125; 0,9; 0,005
393A (h)  0,331; 1,5; 0,007 0,272; 1,5; 0,001 n.e.
393A/490A (i)  2,406; 76,8; 0,002 0,181; 0,2; 0,012 n.e.
403A G)  0,509; 6,4; 0,0098 0,199; 1,6; - 0,271; 6,2; 0,06
403A/490A (k)  1,040; 10,3; 0,012 0,212; 3,4; - n.e.
490A @  0,625;0,4; 0,003 0,095; 1,5; 0,006 0,125; 1,8; 0,13

n.e.: nicht exprimiert

- : keine Aktivitit
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Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine elektrochemisch getriebene Cytochrome P450
Monooxygenase (CYP) zur Anwendung auf einer Kohlenstoffnanoréhren (CNT) ba-
sierten Elektrode entwickelt. Etabliert und charakterisiert wurde dieses P450 mit Hil-
fe einer kommerziell erhéltlichen Siebdruck CNT Elektrode der Firma DropSens. Im
Folgenden wurde dieses elektrochemisch getriebene Cytochrome P450 zur Entwick-
lung einer neuen dreidimensionalen CNT-Solgel-Elektrode am kooperierenden Natur-
wissenschaftlichen und Medizinischen Institut an der Universitét Tiibingen (NMI) ver-
wendet. Dieses neuartige dreidimensionale System soll die bisherige Limitation einer
begrenzten Oberflachenkonzentration des elektroaktiven Enzyms tiberwinden.

Die nachfolgenden Faktoren miissen fiir eine erfolgreiche Umsetzung realisiert wer-
den: A) fiir eine gezielte Einspeisung von Elektronen in das P450 System, muss sich das
Enzym selbstidndig und orientiert an die Elektrodenoberfliche anlagern, B) die Akti-
vitdt eines potentiell elektrochemisch getriebenen Enzyms muss wihrend der Reaktion
und innerhalb des Reaktionsraumes einer Elektrozelle, in situ gemessen werden konnen
und C) die Enzyme sollten fiir das Screening ganzer Mutantenbibliotheken, idealerwei-
se ohne weitere Reinigung oder Modifikation verwendet werden konnen. Eine weiter-
fiihrende Optimierung einer solchen Applikation setzt das tiefere Verstindnis des intra-
molekularen Elektronentransfers voraus. Deshalb sollte ausgehend von theoretischen in
silico Untersuchungen eine experimentelle Uberpriifung der vorgeschlagenen Elektro-
netransferwege und deren Einfluss auf das Coupling Verhalten und die enzymatische

Aktivitdt untersucht werden. Auch in diesem Ansatz sollten die Nicotinamid abhéngige
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und die elektrochemisch getriebene Hameisen Reduktion miteinander verglichen wer-

den.

5.1 Etablierung einer elektrochemisch getriebenen Cy-

tochrome P450 Monooxygenase

5.1.1 Die Wahl des Enzyms

Die Monooxygenase CYP 102A1 (P450g,,;) aus Bacillus megaterium katalysiert vor-
rangig die Hydroxylierung von mittel- bis langkettigen Fettsduren an den Positionen
®— 1, —2und @ — 3 (Abbildung 5.1).(149

CIH 0]

A~~~ Hon @

f\/\/\/\/\)k —“—» '\(\/\/\/\)\,H (3)

eI, @

Abbildung 5.1: Schema der von P450g,,; katalysierten, subterminalen Hydroxylierung

am Beispiel der Dodekanséure.

Zuvor wurde bereits das industrielle Interesse an hydroxylierten Verbindungen als
Ausgangsstoffe fiir die Synthese verschiedener Produkte und speziell an Hydroxy-Fett-
sduren (OHFA) erldutert. Die von P450;,,; katalysierte subterminale Hydroxylierung
ist keine industriell relevante Reaktion, dennoch soll im Folgenden dargelegt werden
warum P4505,,; das ideale Enzym zur Etablierung einer elektrochemisch getriebenen
P450 Applikation darstellt.

Die bisherige Forschungen zur elektrochemischen Reduktion des P450 Himeisens
konnte eindeutig belegen, dass unter Verwendung einer geeigneten Immobilisations-
methode, polarisierte Elektroden als technische Elektronenquelle eingesetzt werden
konnen. In voltammetrischen Versuchen kénnen immobilisierte P450 Enzyme rever-

sibel reduziert und elektrochemisch charakterisiert werden.* 2% 12D Diese Reduktion
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resultiert jedoch nicht zwangslaufig im Umsatz von Substrat, sondern fiihrt hdufig zur
Reduktion von molekularem Sauerstoft (O,) zu Wasserstoffperoxid (H,O,). Diese Ne-
benreaktion ist in der Literatur als Uncoupling bekannt. Uncoupling tritt sowohl bei der
Nicotinamid-abhéngigen als auch der elektrochemischen Hameisen Reduktion, vor al-
lem beim Umsatz von nicht nativen Substraten, sowie der Interaktion nicht natiirlicher
Reduktionspartner auf (Reduktase — P450).

Wie zuvor beschrieben, kommen unterschiedliche CYP Elektronentransportketten
in der Natur vor (vgl. Abbildung 1.3). Meistens besteht diese Elektronentransportkette
aus zwel bis drei interagierenden Enzymen (Reduktase-Ferredoxin/Flavodoxin-CYP).
Im Gegensatz dazu ist P450g,,; ein natiirliches Fusionskonstrukt dieser Reaktionspart-
ner, welches die von NADPH bezogenen Elektronen wihrend des Umsatzes von Dode-
kanséure (1) mit einer 96 %-igen Effizienz nutzten kann. 43 Bereits zuvor wurde von
Sadeghi et al. gezeigt dass die elektrochemisch getriebene Produktformation durch Ver-
wendung von artifiziellen Fusionskonstrukten deutlich gesteigert werden kann.!®27)
In einer spiteren Arbeit postulierten Sadeghi et al. eine negative Korrelation der Ra-
tenkonstante des Elektronentransfers (kg;) und der zur Produktformation beitragenden
(produktiven), elektrochemischen Himeisenreduktion.(!° Die dieser Hypothese zu-
grunde liegenden Daten sind in Abbildung 5.2 zusammengefasst.

Weitere Vorteile der Verwendung von P4505,,, ist die Loslichkeit, die eine problem-
lose Isolierung des Enzyms aus dem Lysat ermdglicht.®” Das Enzym kann heterolog in
Escherichia coli in hohen Konzentrationen exprimiert werden und bleibt auch in vitro

lange Zeit stabil.

Zusammenfassend bietet BM3 die Vorteile einer bestens charakterisierten Monooxy-
genase, welche als natiirliches Fusionskonstrukt sehr gute Elektronentransfereigenschat-
ten aufweist und deren Reduktasedoméne, aufgrund ihrer Struktur mit diversen tieri-

schen CYPs in artifiziellen Fusionskonstrukten kombiniert werden kann.®: 143

5.1.2 Die Wahl des Ankermolekiils

Fiir eine effektive Elektroneniibertragung von der Elektrode zum katalytischen Hamei-

sen muss BM3 in unmittelbarer Nihe der Elektrodenoberflache elektroaktiv koordiniert
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Abbildung 5.2: Kombinierte Darstellung der Produktformation (Balken) und der Raten-
konstanten des Elektronentransfers (Kreuz) verschiedener CYP Konstrukte (unten) auf je-
weils einer Glaskohlenstoff- (GK) und einer Goldelektrode. Mit sinkender Ratenkonstante
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Produkt [uM pmol-1]
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Ker [57]

kgt steigt die Produktformation der Enzyme. Diese negative Korrelation zeigt sich sowohl
im Vergleich der Enzymkonstrukte als auch in der Gegeniiberstellung der beiden Elektro-
denmaterialien. Die Abbildung fasst die Daten aus der Arbeit von Sadeghi et al. aus dem
Jahr 2010 zusammen. (199
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und idealerweise immobilisiert werden. Es wurden zwei grundsitzlich verschiedene
Modifikationen mit einem Ankermolekiil zur elektroaktiven Bindung des Enzyms ge-
testet.

Das ideale Ankermolekiil weist eine hohe Affinitédt, sowie Spezifitit fiir die gewéhlte
Elektrodenoberflache auf und kann ohne Beeintrichtigung der Enzymaktivitit in das
System eingefiihrt werden. Fiir eine selbstdndige Anlagerung des P450 Enzyms an eine
CNT Elektrode wurden zwei unterschiedliche Ansitze getestet. Zum einen die bereits
zuvor etablierte Konjugation des Enzyms mit einem Pyren Molekiil, zum anderen eine
neue gentechnische Modifikation mit einer C-terminal befindlichen, artifiziellen CNT-

bindenden Peptidsequenz (CNT-tag).

Chemische Modifikation mit einem Pyren Molekiil

In einer Veroffentlichung aus dem Jahre 2004 beschreiben Udit et al. die thiol-spezifische
Konjugation eines N-(1-Pyren)lodoacetamid unter Abspaltung von Iodwasserstoff (Ab-
bildung 5.3 A) an einen exponierten, gentechnisch eingebrachten Cysteinreste der P4505,,5
Himdomime (hBM3) an der Position N381C.("*? Der Pyrenrest erlaubte die Anlage-
rung des Pyren-Enzym Komplexes an eine Graphitoberfliche.

Diese nicht kovalente Bindung ermdglicht durch Uberlagerung der 7 Orbitale (z-
stacking), sowohl eine selbstidndige als auch elektrisch leitfihige Anlagerung des En-
zyms an eine Graphit-oberfliche.®> Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine hervorra-
gende elektrische Anbindung des Enzyms nachgewiesen werden, welche in der bisher
hochsten fiir BM3 bestimmten Ratenkonstante der Elektroneniibertragung resultierte.
Das Pyren ist somit in der Theorie bestens als Ankermolekiil geeignet. Die dhnliche
hexagonalen Oberflachenstruktur des Graphits (planar) und der CNTs (gewdlbt), legt
die erfolgreiche Ubertragung der Selbstassemblierung von Pyren modifizierten Enzy-

men auf CNTs nahe.

Zunichst wurde hBM3 an den Positionen Q387 (hBM35,-) und am C-terminalen
Ende (hBM3,,,, ) mit einem Cystein modifiziert, kloniert und exprimiert. Fiir die C-
terminale Modifikation wurde eine Glycin-Glycin-Serin-Cystein (GGSC) Sequenz ge-

wihlt. Durch den zusitzlichen Linker (GGS) sollte eine verbesserte Zugéinglichkeit des
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Abbildung 5.3: Ubersicht iiber die verwendeten Ankermolekiile. A) Pyren B) CNT- bin-
dendes Peptid (CNT-tag). In beiden Fillen steht R fiir das Enzymmolekiil. Die Sequenz

des CNT-tag nach der GGS Sequenz ist zur besseren Ubersicht in Buchstaben angegeben.
Aromatische Aminosduren sind in blau gekennzeichnet. Beide Ankermolekiile vermitteln
die Bindung mittels Uberlappung der z Orbitale (z-stacking) der aromatischen Reste und
der CNT Oberfléache.

Cysteinrestes und eine erhohte Flexibilitit des spiter konjugierten Pyrens gewihrleis-
tet werden. Nach der Konjugationsreaktion mit N-(1-Pyren)lodoacetamid wurde eine
exemplarische Probe eines Pyren modifizierten Enzyms (hBM3,. ., ~+Py) in der Core
Facility der Universitit Hohenheim massenspektrometrisch untersucht und die thiol-
spezifische Pyren Konjugation verifiziert (Abbildung 7.2). Parallel wurde mittels pho-
tometrischer Messung der CO Differenzspektren und der Pyren Absorption die Kon-
zentration an aktivem Enzym vor und nach der Konjugationsreaktion, sowie die Kon-
zentration an gebundenem Pyren ermittelt.

Die Konjugationsreaktion ging mit einer Inaktivierung von bis zu 28 % der einge-
setzten Enzymkonzentration einher. Die massenspektrometrische Untersuchung beleg-
te eine zusitzliche Konjugation mit einem Pyren, am Himeisen koordinierenden Cy-
stein an Position 400 (C400). Diese resultiert in einer vollstindigen und irreversiblen
Inaktivierung des Enzyms.!*® Die tatsichliche Konzentration an aktivem und gleich-
zeitig erfolgreich konjugiertem Enzym (Npysq,p,) konnte daher lediglich anhand der
photometrischen Messungen geschitzt werden.

Um diese Inaktivierung zu vermeiden, wurde in weiteren Reaktionen auf eine Re-
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duktion des Enzyms mittels Tris(2-carboxyethyl)phosphin (Reduktion von Thiolbriicken)
zur erleichterten Konjugation verzichtet. Durch diese Massnahme konnte die Inakti-
vierung des Enzyms wihrend der Konjugationsreaktion nicht entscheidend verringert

werden und eine genaue Konzentrationsbestimmung war weiterhin nicht moglich.

Gentechnische Modifikation mit einem CNT bindenden Peptid

Alternativ wurde ein molekularbiologischer Ansatz zur Modifikation des BM3 mit ei-
nem CNT-affinen Peptid verfolgt (Abbildung 5.3 B). Das vollstindige Genkonstrukt
von BM3 wurde mittels einer Uberhang-PCR am 3’ Ende des kodierenden Stranges
mit einer zuséatzlichen Sequenz verldngert. Die neu eingebrachte DNA Sequenz kodiert
einen C-terminalen, flexiblen GGS Linker und einer anschlieBenden Peptidsequenz,
welche fiir die Bindung an Kohlenstoffnanoréhren optimiert wurde (CNT-tag). Diese
Aminosduresequenz wurde zuvor mit Hilfe des Ribosomen-Display Verfahrens von Ito
et al. bestimmt.”> Das modifizierte Genkonstrukt fiir BM3yr.,, konnte analog zum
wildtypischen Enzym in E.coli exprimiert und im Anschluss mittels Affinititschroma-
tographie isoliert werden. Der entscheidende Vorteil dieser Strategie ist die direkte Ver-
wendungsmoglichkeit des exprimierten Enzyms, da dieses keiner weiteren Modifika-
tion bedarf. Theoretisch ist die direkte Verwendung des Lysates moglich, das Enzym
kann aber ebenfalls mittels des N-terminalen His,-tag chromatographisch isoliert wer-
den. Die Konzentration des BM3 ., erfolgt standardméRig anhand des CO-Differenz
Spektrums.

Einfluss der Modifikationen auf die enzymatische Aktivitit

Bei nédherer Betrachtung der Kristallstruktur der BM3 Reduktase (BMR; PBC ID Co-
de 4DQK) fillt auf, dass der C-Terminus direkt am Eingang der NADPH Bindestelle
lokalisiert ist.5? Wird das Enzym mit Hilfe eines am C-Terminus lokalisierten Ankers
an einer Elektrodenoberfliche gebunden, wird die Reduktase in Richtung der Elektro-
de ausgerichtet. Eine determinierte Orientierung des Enzyms wurde bereits zuvor, als
positiver Einflussfaktor fiir die zur Produktformation beitragende (produktive) elektro-

chemische Hameisen Reduktion identifiziert.?3: 7
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Eine C-terminale Modifikation mit einem Ankermolekiil kann unter Umsténden ei-
ne sterische Hinderung und somit eine empfindliche Stérung der NADPH Aufnahme
und der resultierenden P450 Aktivitét darstellen. Wéhrend der elektrochemischen Re-
duktion kann dies zwar aufler Acht gelassen werden, doch wiirde eine solche sterische
Hinderung fiir eine Nicotinamid-abhéngige Charakterisierung ein Problem darstellen.
Der objektive Vergleich der beiden Reduktionsmethoden wiirde dabei verfélscht wer-
den.

Als Referenz fiir alle Charakterisierungen diente das wildtypische P450g,,;. Typi-
scherweise ist die BM3-katalysierte Substratumsetzung in zwei Phasen, eine schnel-
le anfidngliche (initial) und eine anschlieBende langsamere Phase unterteilt. In allen
Versuchen wurde immer die initiale Aktivitit der jeweiligen Reaktion beriicksichtigt.
Die initiale Dodekansidure Umsatzrate wurde fiir das wildtypische Enzym auf k_,, =
152 min™! (Tabelle 4.2) bestimmt und blieb in unseren Experimenten somit deutlich
unter dem von Noble et al. verdffentlichten k_,, Wert von 1200 min".®" Aufgrund der
Reproduzierbarkeit dieses Messwertes, sowie der konsistenten NADPH Verbrauchs-
werte wurde dieses Ergebnis jedoch im Folgenden weiterhin als Referenz fiir weiter-

fiihrende Experimente verwendet.

Die initialen Dodekansidure Umsatzraten der mit einem Anker modifizierten Vari-
anten wurden analog zum wildtypisch Enzym bestimmt. Bereits die C-terminale GGSC

Sequenz der Variante (BM3 ) verringerte die gemessene Hydroxylierungsrate um

term.C
A =-87,5 % (12,5%; Restaktivitit) und stellt offensichtlich eine sterische Hinderung
fiir die effiziente Aufnahme von NADPH dar. Die Konjugation dieser Variante mit ei-

nem Pyren zu BM3 verschlechterte die NADPH Aufnahme zusitzlich, sodass

term.C+P:
die Aktivitit des Enzyms lim weitere A = -4 % (8,5 %; Restaktivitit), verglichen zum
wildtypischen Enzym, verringert war.

Obwohl der gentechnisch eingefiihrte Anker (CNT-tag) ebenfalls am C-Terminus
lokalisiert ist, zeigte dieser einen deutlich geringeren Einfluss auf die Nicotinamid-
abhéngige Aktivitit. Die Variante BM3yr.,, zeigte eine um lediglich A = -15,8 %

niedrigere Aktivitit (84,2 %; Restaktivitit) als das wildtypische Enzym.

Im Anschluss wurde am NMI die Elektronenleitfihigkeit der beiden Ankervari-

anten mittels Cyclovoltammetrie iiberpriift. Im Zuge dieses Experiments wurden die
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Amplituden (Peakstrom) der Oxidations- (I,,) und der Reduktionspeaks (o) bestimmit.
Unter Annahme eines konstanten Uberpotenzials () und einer konstanten iibertrage-
nen Ladung (Q) pro Enzymmolekiil, korrelieren die Amplituden direkt mit der Raten-
konstante des Elektronentransfers (k (77)). Dieser Zusammenhang ergibt sich aus der
Gleichung 5.1:

~

ky(n) = — (5.1)

Q

Die gemessenen Peakamplituden beider Pyren Varianten (BM3 und

term.C+Py
BM3¢;4cpy) libertrafen sowohl die fiir das nicht modifizierte wildtypische Enzym be-
stimmten Peakstrom als auch den der CNT-tag Variante deutlich. Dies bestitigt die zu-
vor von Udit et al. beschriebene hohe Leitfahigkeit des Pyrens. Ebenfalls die CNT-tag
Variante ereichte einen um 30 % erhohten Peakstrom und erleichtert somit die elektri-
sche Anbindung des Enzyms. Die Leitfdahigkeit des Pyrenankers wurde mit Hilfe des

CNT-tag nicht erreicht.

Zusammengenommen erlaubte die Pyrenmodifikation eine sehr gute elektrische
Anbindung zur Reduktion und Oxidation des Himeisens, konnte aber nur unter starker
Inaktivierung des Enzyms an die entsprechende Ankerposition konjugiert werden. Zu-
dem war eine genaue, einfache Bestimmung der aktiven und gleichzeitig modifizierten
Enzymkonzentration nicht moglich. Vor dem Hintergrund einer negativen Korrelation
der Ratenkonstante des Elektronentransfers und der Produktformation, sollten die ho-
hen k, Werte der Pyren modifizierten Variante kritisch hinterfragt werden. Dennoch ist
die elektrische Anbindung des Enzyms mit einer erleichterten Elektroneniibertragung
grundsitzlich zur Etablierung einer elektrochemisch getriebenen CYP Applikation not-
wendig.

Die gentechnische Modifikation mit einem CNT-tag erlaubte die direkte Expression
und Isolation des modifizierten Enzyms sowie die einfache und zuverlissige Konzent-

artionsbestimmung des aktiven Enzyms. Dariiber hinaus konnte mit Hilfe des CNT-tag
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die Elektroneniibertragung von der Elektrode zum Hameisen deutlich verbessert wer-
den und das Ankermolekiil beeintrichtigt die NADPH Aufnahme und die resultierende
Nicotinamid abhédngige Aktivitit im geringeren Mal3. Zusammenfassend iiberwiegen
die Vorteile der gentechnischen Modifikation, sodass die weitere Verwendung dieser

Anker Variante fiir die Bindung von P450;,,; auf CNT basierten Elektrode nahe liegt.

5.1.3 Die Wahl des Substrates

Die bisher etablierte CNT-tag Variante des P450;,,, katalysiert noch immer die subter-
minale Hydroxylierung von Fettsdren. Langfristig ist die elektrochemisch getriebene,
terminale Hydroxylierung von Fettsduren Ziel des ElektroZym Projektes. Ein rationa-
ler oder evolutiver Mutagenese Ansatz konnte genutzt werden um BM3 in Richtung
einer terminalen Hydroxylierung zu optimieren. Fettsduren und die daraus resultieren-
den Hydroxyfettsduren eignen sich aber nur bedingt zur Etablierung eines elektroche-
misch aktiven P450 Enzyms. Die formierten Hydroxyfettsduren miissen aus der Reakti-
on extrahiert und anschlieend quantitativ mit Hilfe einer gaschromatographisch (GC)
gestiitzten Analyse bestimmt werden. > 13119 Diese Art der Analyse erlaubt keinen
hohen Durchsatz und keine in situ Bestimmung der enzymatischen Aktivitit. Daher

wire die Formierung eines direkt detektierbaren Produktes von Vorteil.

Eine Alternative stellt die Verwendung von p-Nitro-Phenoxycarboxylsduren (pN-
CAs) mit der Aminosiureaustauschmutante BM3,, dar, welche das pNCA zu einem
instabilen Halbacetal hydroxyliert.!'> Beim spontanen Zerfall des Halbacetals wird
photometrisch und elektrochemisch detektierbares p-Nitrophenolat freigesetzt. Aller-
dings sind pNCAs nur bei erhohten pH Werten (2 pH 9,6) stabil, wihrend das En-
zym ein neutrales Millieu (pH 7,4) bevorzugt. Weitere Beispiele sind photometrische
Assay Systeme zur Detektion von enzymatisch freigesetzten Phenolen und priméren
Alkoholen.©3 %6 149 Viele dieser Assay Systeme setzen ungiinstige Reaktionsbedingun-
gen wie hohe pH Werte, den Einsatz bestimmter BM3 Mutanten oder die Verwendung
zusitzlicher Reaktionskomponenten voraus, welche Einfluss auf die elektrochemische
Reduktion des P450p,,; haben konnen.
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(3) O“‘H (6)
B) NH, NH, NH,
OH
 — +
HO
(7) (8a) (8b)

Abbildung 5.4: Ubersicht iiber die Hydroxylierung ausgesuchter Substrate zu photo-
metrisch und elektrochemisch detektierbaren Produkten. A) p-Nitroanisol (§) wird von
P4505); an der Methoxygruppe zu einem instabilen Halbacetal hydroxyliert und zer-
fillt spontan zum elektroaktiven p-Nitrophenolat (6). B) Die BM3-katalysierte Anilin
(7) Hydroxylierung fiihrt zu den elektroaktiven Substraten p-Aminophenol (8a) und o-
Aminophenol (8b).

Die dreidimensionale CNT-Solgel Elektrode soll in einem Multititerplatten kom-
partiblen Aufbau zu jeweils 4 parallelen Elektroden (24 Wells; 4 x 6) etabliert werden.
Unter Verwendung von Multititerplatten liegt eine photometrische und/oder elektroche-
mische Detektionsmethode zur in situ Aktivititsbestimmung nahe. Im Rahmen einer
solchen Aktivititsbestimmung, muss eindeutig zwischen Substrat und dem enzyma-

tisch formierten Produkt differenziert werden konnen.
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Als Substrate wurden die in Abbildung 5.4 vorgestellten aromatischen Verbindun-
gen p-Nitroanisol (5) und Anilin (7) ausgesucht. Durch Hydroxylierung von (5) am
Kohlenstoffatom der Methoxy- (-OCH;) Gruppe entsteht, wie zuvor beim pNCA, ein
instabiles Halbacetal, sodass p-Nitrophenolat (6) freigesetzt wird. Das p-Nitrophenolat
kann anhand seiner gelben Farbung eindeutig vom farblosen Substrat unterschieden und
photometrisch quantifiziert werden. Im Gegensatz zum pNCA ist das Substrat (5) auch
bei neutralem pH Wert stabil.(!'> Dariiber hinaus kann die Verbindung (6) ebenfalls
elektrochemisch detektiert werden. Das zweite vorgestellte Substrat Anilin (7) wird
durch Hydroxylierung zu den elektroaktiven p- und o- Isomeren des Aminophenols um-
gesetzt. Diese konnen oxdidativ an einer Detektionselektrode quantifiziert werden. Alle
Aminophenol Isomere, das m- Isomer eingeschlossen (verwendet als interner Standard
in der Extraktion), sind photometrisch nachweisbar und kdnnen anhand der Absorpti-

onsspektren eindeutig zugeordnet und vom Substrat unterschieden werden.??

In ersten Versuchen (10 min Reaktionszeit) konnte das wildtypische BM3, weder
Anilin noch p-Nitroanisol umsetzen. Speziell fiir Anilin war dieses Ergebnis unerwar-
tet, da in der Literatur der Umsatz bereits beschrieben wurde.(!” Daher wurde eine
hauseigene fokussierte P450;,,; Mutantenbibliothek auf potenziellen Umsatz der ge-
wiinschten Substrate untersucht. Diese Bibliothek wurde zuvor von Weber et al. fiir ei-
ne verbesserte Hydroxylierung von zyklischen und azyklischen Alkanen entworfen. 4%
Die Bibliothek zeichnet sich durch eine veridnderte aktive Tasche aus. Die Positionen
F87 und A328, sowie die am Substrateingang lokalisierten Positionen R47 und Y51
wurden durch hydrophobe Aminoséduren substituiert (Abbildung 4.2 A). Hydrophobe-
ren Substraten wie z.B. Aromaten soll somit der Zugang und die Bindung in der aktiven

Tasche des Enzyms erleichert werden.

Screening auf p-Nitroanisol Umsatz

Alle Mutante der hauseigenen Bibliothek wurden in einer 24-stiindigen Biotransfor-
mation mit p-Nitroanisol als Substrat getestet. Die Reaktionen wurden im Anschluss

extrahiert und mittels massenspektrometrischer GC Analyse auf Produktformation un-
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tersucht. Fiir sieben der getesteten Mutanten konnte die enzymatische Bildung des er-
warteten p-Nitrophenolat qualitativ nachgewiesen werden.

Im Anschluss wurde die initiale (10 min) NADPH getriebenen enzymatische Akti-
vitdt photometrisch (4 = 405 nm) bestimmt. Nur die Variante (BM3 87A/328F) zeigte
eine messbare initiale Aktivitit. Diese Variante wurde ebenfalls mit einem CNT-tag
modifiziert. Die Modifikation des BM3 87A/328F ging ebenfalls mit einem Aktivitéts-
verlust von A = -38 % (62 % Restaktivitit) einher.

Das formierte Produkt (6) ist zusitzlich elektrochemisch aktiv und kann oxidativ
quantifiziert werden.® Die elektrochemische Quantifizierung von (6) ist durch die an-
odische Polymerisation von Oxidationsprodukten und die daraus resultierende Inakiti-
vierung der Detektionselektrode stark limiert.”-°” Mittels verinderter Potentialbedin-
gungen oder Zugabe von Ozon (O5) kann der Polymerisation entgegen gewirkt wer-
den. Unter den gegebenen Reaktionsbedingungen fiir BM3 kann diese Polymerisati-
on nicht verringert werden.® °” Bedingt durch die Polymerisation der Oxidationspro-
dukte schwicht der Detektionsstrom ab, sodass eine zuverldssige Untersuchung einer
Biotransformation mittels einer Detektionselektrode nicht moglich ist. Eine GC gestiitz-
te Analyse ist aufgrund der hohen Siedetemperatur (Tg,,) des Produktes von Tg,, =
279°C und des einsetzenden Zerfalls nicht zuverldssig und nicht reproduzier-
bar,Www-.ChemSpidercom Tyie photometrische Untersuchung erlaubt aufgrund des mikromo-
laren Detektionslimits, sowie der geringen Stoffmenge an reduzierbarem Enzym, keine

Bestimmung der initialen Aktivitit.

Screening auf Anilin Umsatz

Alternativ wurde Anilin als Substrat untersucht, welches laut Di Nardo et al. von wild-
typischem P450g,,; zu p-Aminophenol umgesetzt wird.!!” Die Autoren identifizierten
die Analyten (Substrat und Produkt) mittels der Retentionszeiten und des charakteris-
tischen UV Spektrums. Anhand der verminderten Substratkonzentration nach 30 min
wurde die Umsatzrate auf k_,, = 9,3 min™! bestimmt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zunichst keine initiale Produktformation durch
P4505,.; (15 min) beobachtet werden, sodass in einem lidngerfristigen Versuch erneut

die vollstdandige, fokussierte Mutantenbibliothek gescreent wurde. Fiir alle getesteten
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Mutanten, einschlieBlich des wildtypischen BM3 konnte nach 24-stiindiger Biotrans-
formation das erwartete Hydroxylierungsprodukt (8a) identifiziert werden. Zusétzlich

wurde ein weiterer Produktpeak gemessen und als o-Aminophenol (8b) identifiziert.

Zur Analyse einer Biotransformation wurde zunichst ebenfalls eine GC gestiitzte
Analyse, dhnlich der Fettsdure Analytik, verwendet. Anders als zuvor kdnnen die or-
ganischen Extrakte aufgrund der hohen Fliichtigkeit der Analyten nicht eingedampft
(konzentriert) werden. Die Detektion geringer Konzentrationen ist somit deutlich limi-
tiert. Alternativ wurde Ethylacetat als Extraktionsmittel eingesetzt. Die Aminophenol
Isomere zeigten eine hohere Loslichkeit als im standardmiBig zur Fettsdure Analytik
verwendeten Methyl-tert-butylether (MTBE). Durch Extraktion mit Ethylacetat konn-
te bei gleichbleibendem Probenvolumen eine hohere Konzentration der Produkte im
Gaschroamtographen analysiert werden. Die Detektion der Analyten war grundsitz-
lich moglich, aber die Quantifizierung war aufgrund der stark asymmetrischen Peak-
form (Tailing) ungenau und wenig reproduzierbar. Eine Derivatisierung mit Essigsiu-
reanhydrid resultierte in multiplen nicht identifizierten Peaks (bis zu 9 Peaks; nicht ge-
zeigt). Ein solches Ergebnis ist von einer Derivatisierung der beiden Produkte (p- und
o-Aminophenol) und des internen Standards (m-Aminophenol) mit unterschiedlichem
Grad (ng,,) der Substitution (ng,, = 0; 1; 2) zu erwarten. Aus den genannten Griinden

wurde im Folgenden von einer GC gestiitzten Analyse abgesehen.

Die Etablierung einer HPLC gestiitzten Analytik mit einem Dioden Array Detek-
tor (DAD) konnte diese Hiirden iiberwinden. Der Ethylacetat Extrakte einer Biotrans-
formation konnte ohne weitere Behandlung zuverldssig und reproduzierbar analysiert

werden.

Eine 24-stiindige Biotransformation der gesamten Mutanten Bibliothek wurde er-
neut mittels HPLC-DAD Analytik untersucht. Die Formierung der p- und o- Amino-
phenol Isomere konnte bestétigt werden. Die vier aktivsten Mutanten BM3 47L/51F
/87V/328F, BM3 47L/51F/87V/328V (LFVV), BM3 328V und BM3 328V/437A wur-
den fiir die Modifikation mit einem CNT-tag ausgesucht. Diese erfolgte wie zuvor be-

schrieben mittels einer Uberhang PCR auf Grundlage der Gesamtkonstruktes fiir BM3
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LFVF, BM3 328V und BM3 328VA. Nach erfolgreicher Expression und ,,immobi-
lisierter Metallionen Affinitdtschromatographie® (IMAC) gestiitzter Reinigung dieser
CNT-tag Varianten, wurden die Enzyme zunichst biochemisch charakterisiert. Zur Ver-
einfachung werden die CNT-tag modifizierten Varianten im Folgenden mit BM3 LFVF
(BM3 Nt 47L/51F/87V/328F), BM3 LEVV (BM3 ., 47L/S1F/87V/328V), BM3
328V (BM3nr.e 328V) und BM3 328VA (BM3 ., 328V/437A) abgekiirzt.

Die HPLC-DAD gestiitzte Analyse einer 15-miniitiger Biotransoformationen der
CNT-tag modifizierten Varianten zeigte eindeutige und reproduzierbare Hydroxylie-
rungsaktivititen. Die Varianten unterscheiden sich sowohl in ihrer Umsatzrate, als auch
in der Verteilung der formierten Produktisomere. Fiir beide Produktisomere wurde ei-
ne Standardgerade bei A = 232 nm bestimmt, die gemessenen Raten wurden zu ei-
ner Gesamtformationsrate summiert. Die Produktformation aller Varianten konnte un-
abhéngig von der Isomerenverteilung quantifiziert und verglichen werden. Keine der
BM3yr.,, Mutanten erreichte die von Di Nardo ez al. beschrieben Aktivitit.!” Im
Gegensatz zur zitierten Arbeit, wurde im Rahmen dieser Experimente erstmals das pho-
tometrisch quantifizierte Hydroxylierungsprodukt (Aminophenol) zur Berechnung der
enzymatischen Aktivitit herangezogen. In Tabelle 4.5 Spalte 2 sind die gemessenen
Nicotinamid-abhédngigen Umsatzraten der CNT-tag modifizierten BM3 Varianten auf-

gelistet.

Beide Aminophenolisomere konnen gleichwertig unter Abgabe von zwei Elektro-
nen pro Molekiil (n = 2) oxidativ bei einem Potential von E = +150 mV quantifiziert
werden (Abbildung 5.5 A). Im Folgenden wird deshalb ausschlielich auf Aminophenol
im Allgemeinen als Hydroxylierungsprodukt eingegangen. Die elektrochemische De-
tektion des Aminophenol unterliegt keiner Limitation durch Elektrodeninaktivierung
und das elektroaktive Produkt kann vom elektroinaktiven Substrat differenziert wer-
den. Die photometrische Detektion ist im mikromolaren Bereich nicht limitiert. Die
Produkte konnen durch Verwendung eines Fluoreszenzdetektors bis in den nanomola-
ren Bereich gemessen werden. Aufgrund der notwendigen, vorherigen Extraktion der
Reaktion zur chromatographisch-photometrischen Analyse, ist die Bestimmung der in-

itialen elektrochemisch getriebenen Aktivitit nicht moglich.
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Abbildung 5.5: Ubersicht iiber die verwendeten Elektrodenaufbauten A) Reaktionsche-
ma der oxidativen Quantifizierung an einer Glaskohlenstoff (GK) Elektrode B) Aufbau
der kommerziellen MWCNT Elektrode unter Verwendung der GK Detektionselektrode.

Das angelagerte Enzym setzt Anilin zu Aminophenol um, welches an der GK Elektrode
quantifiziert wird. C) Schema der 3D Solgel Matrix Elektrode unter Verwendung der GK
Detektionselektrode. Die CNT/Enzym Komplexe sind willkiirlich im Solgel verteilt und
werden durch das leitende PEDOT Polymer elektrisch an die Goldelektrode angeschlossen.
Die Abbildung ist mit freundlicher Erlaubnis von ChemBioChem der Veroffentlichung von
Llaudet et al. 2016 entnommen. 7>

Obwohl P450g,,; auf den Umsatz von p-Nitroanisol optimiert werden konnte, und
das resultierende Produkt theoretisch sowohl photometrisch als auch elektrochemisch
detektiert werden kann, muss dieses Substrat als ungeeignet zur Etablierung einer elek-
trochemischen P450 Applikation bewertet werden. Fiir die Verwendung von Anilin als
Substrat konnten vier unterschiedliche Enzymvarianten etabliert werden, die elektro-
chemische Detektion ist uneingeschrinkt moglich und die HPLC-DAD gestiitzte Ana-
lyse ist fiir die NADPH abhingige Aktivitit zuverlédssig und reproduzierbar. Aus diesen
genannten Griinden wurde nachfolgend Anilin als das Substrat der Wahl verwendet und
ausschlieBlich die Anilin hydroxylierenden Varianten weiter untersucht. Fiir weiterfiih-
rende Untersuchungen wurden die drei aktivsten Varianten BM3 LFVF, BM3 328V
und BM3 328VA als Modell Proteinvarianten ausgesucht und Mutantenbibliotheken

auf Grundlage dieser Enzyme generiert.
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5.1.4 Validierung der oxidativen Detektion als gleichwertige Ana-

lysemethode

Am Naturwissenschaftlich und Medizinischen Institut an der Universitét Tiibingen
(NMI) wurde eine NADPH getriebene, von BM3 328V yr,,, katalysierte Biotrans-
formation in einer Elektrozelle chronoamperometrisch verfolgt. Der Versuchsaufbau
entsprach dem in Abbildung 5.5 A gezeigten Schema. Dazu wurde das Hydroxylie-
rungsprodukt an einer Glaskohlenstoff (GK) Elektrode oxidiert und der resultierende
Detektionsstrom aufgezeichnet.

Fiir die Experimente am NMI wurde das nicht spezifisch in der Reduktasedoméne
(BMR) bindende NADH als Nikotinamid verwendet. Das System sollte so besser mit
der spiteren elektrochemischen Reduktion vergleichbar sein. Anhand der gemessenen
maximalen Detektionstrome wurden relative Aktivititen berechnet (Tabelle 4.5 Spalte
3), welche sich mit denen der vorangegangenen HPLC-DAD analysierten Biotransfor-
mation (Tabelle 4.5 Spalte 1) decken. Auf Grundlage dieser Ergebnisse stehen eine
direkte ex situ (HPLC), als auch eine indirekte in situ (DED); direct electrochemical de-

tection) Messmethode zur Verfiigung.

5.1.5 Nachweis der erleichterten produktiven Himeisen Redukti-
on durch Modifikation mit dem CNT-tag

In fritheren Arbeiten lag der Fokus auf einer maximierten Elektroneniibertragung auf
das P450 Himeisen, doch nur in wenigen Fillen resultierte daraus eine produktive Re-
duktion des Enzyms.!>- 1847 Somit ist die zuvor demonstrierte elektrische Anbindung
des P450g,,; mit Hilfe von Ankermolekiilen notwendig, aber nicht hinreichend fiir die
Produktformation. Zur Uberpriifung wurde am NMI ein CNT-tag modifiziertes BM3
auf eine kommerziell erhiltliche CNT Elektrode appliziert und mit Hilfe der DED Ana-
lytik auf produktive Reduktion untersucht. Wie in Abbildung 5.5 B gezeigt dient die
CNT Elektrode der Himeisen Reduktion, wihrend die GK Elektrode fiir die oxidative
Quantifizierung des enzymatisch formierten Aminophenols dient. Nach Reaktionsstart
durch Applikation eines reduktiven Potentials von E = -700 mV, ist nach ca. 60 Se-
kunden ein Anstieg des Produkt-abhingigen Detektionsstroms an der GK Elektrode zu
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erkennen (Abbildung 4.3). Das Ausbleiben eines Anstiegs des Detektionsstroms in den
Kontrollreaktionen belegt die erleichterte produktive Hameisen Reduktion unter Ver-
wendung eines CNT-tag modifizierten Enzyms. Gleichzeitig belegen diese Ergebnisse,
dass chronoamperometrisch eindeutig zwischen dem Substrat und dem Hydroxylie-

rungsprodukt unterschieden werden kann.

Nach dem Reaktionstart durch Polarisation der Kathode, steigt der Detektionstrom
langsam an. Diese Phase ist durch die Diffusion des an der Kathode enzymatisch for-
mierten Produktes zur detektierenden GK Elektrode bestimmt. Die Steigung des Detek-
tionsstroms resultiert aus der Diffusionsstrecke sy, sowie der Diffusionsgeschwindig-
keit vy, der Produktmolekiile. Werden iiber einen Zeitraum (t = 1, 2, ..., z) konstante

Stoffmenge enzymatisch an der Kathode formiert (k.,, = konst.), stellt sich zum Zeit-

cat
punkt t = z eine Gleichgewichtskonzentration zwischen den Elektroden ein (Abbildung
5.6 B). Ab diesem Zeitpunkt t = z entspricht der oxidative Verbrauch an der Detekti-
onselektrode, der enzymatischen Aktivitidt an der Kathode, sodass der Detektionsstrom

einen Plateauwert (I erreicht. Da die in Abbildung 4.3 gezeigte Messung vor dem

)
max
Erreichen von I, vorzeitig beendet wurde, ist in Abbildung 5.6 A eine beispielhafte

oxidative Detektion der enzymatischen Aktivitit gezeigt.

=

Konzentration

50 100 150 200 250 300 350 400
Abstand Zeit [s]

Abbildung 5.6: A) Theoretische zeitliche Entwicklung der Aminophenol Konzentration
mit zunehmendem Abstand von der Kathode. Zu Beginn der Biotransformation t = 1 ist die
Aminnophenol Konzentration an der Kathode hoch und an der Detektionselektrode nied-
rig. Mit der Zeit stellt sich zum Zeitpunkt t = z eine Gleichgewichtskonzentration zwischen
den Elektroden ein. B) Beispielhafte chronoamperometrische Aminophenol Detektion ei-

ner von BM3 ., Katalysierten elektrochemisch getriebenen Biotransformation.
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5.1.6 Vergleich der Nicotinamid und elektrochemisch getriebenen

Hydroxylierungsaktivitit

In einer ersten chronoamperometrischen Bestimmung am NMI wurden alle CNT-tag
Varianten auf ihre elektrochemisch getriebene Aktivitdt untersucht. Aus den ermittel-
ten Detektionstromen wurde eine Rangordnung (relative Aktivititen; Tabelle 4.5 Spalte
5) der einzelnen CNT-tag Varianten aufgestellt und mit den Ergebnissen der vorheri-
gen Nicotinamid-abhéngigen Ergebnisse verglichen (Tabelle 4.5 Spalte 2). Die elek-
trochemische Reduktion konnte zunichst die NAD(P)H abhéngige Rangordnung nicht
vollstdndig bestdtigen.

Dennoch zeigte die Variante BM3 LFVF, wie in den beiden vorherigen Versuchen,
erneut die hochste Aktivitat. Die Aktivitidten der weiteren Mutanten BM3 LFVV, BM3
328V und BM3 328VA ergaben eine abweichende Rangordnung als zuvor. Es wurden
zunéchst unterschiedliche, vom Reduktionsmechanismus abhédngige, intramolekulare

Elektronentransfermechanismen vermutet.

5.1.7 Elektrochemische Quantifizierung und Bestimmung der elek-

trochemischen, enzymatischen Aktivitiiten

Ein direkter Vergleich der Nicotinamid-abhidngigen und elektrochemisch getriebenen
Aktivititen setzt die Kenntnis der Oberflichenkonzentration (mol cm™) der reduzier-
baren Enzyme an der Elektrode voraus. Der konventionelle Kohlenstoffmonoxid (CO)
Bindungs Assay nach Omura und Sato®® findet aufgrund der geringen Schichtdicke
und Oberflichenkonzentration in diesem Fall keine Anwendung. Alternativ kann je-
doch mit Hilfe einer Cyclovoltammetrie, unter Beriicksichtigung der Laviron Theorie,
die Stoffmenge einer Redoxspezies bestimmt werden. >

Wihrend der Cyclovoltammetrie wird die Spannung mit konstanter Anderungsra-
te, auch Scanrate (v) genannt, in einem determinierten Spannungsbereich variiert (hier:
von -1 V bis 1 V). Das P450 Hidmeisen und die in der Reduktase lokalisierten Flavi-
ne nehmen bei Erreichen des jeweiligen Redoxpotentials (E,) Elektronen auf (ka) und
geben diese nach Umkehr der Spannungsidnderung bei E,, wieder ab (I,,). Im Idealfall
sind die bei E, aufgenommene und abgegebene Ladungen (Q(Ipa) = Q(ka)) identisch.
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Strom | [nA]

E.x n= Epk - E,

Potential E [V]

Abbildung 5.7: Beispielvoltammogramm von BM3 ... Dargestellt ist ein hintergrund-
bereinigtes (Differential-) Voltammogramm sowie die zur Berechnung der Stoffmenge und

des Elektronentransferkoeffizienten Kgp benétigten Messgrofen, L, und E; .

In Abbildung 5.7 ist beispielhaft ein P450g,,; Cyclovoltammogram gezeigt. In diesem
Voltammogram féllt auf, dass die Reduktion und Oxidation nicht beim gleichen Po-
tential auftreten. Beim Hameisen und den Flavinen handelt es sich nicht um ideale an
der Oberflache adsorbierte Redoxspezies; die Reduktion und Oxidation sind relativ zu
E, verschoben sind. In diesem Zusammenhang spricht man von einem Uberpotenzial
(n #0).

StandardméBig wird aus der ermittelten Peak Stromstirke (I,) anhand der Glei-

chung 5.2 die Oberflichenbedeckung der Redoxspezies (I';; mol cm?) errechnet:

n2 F2

I =
P 4RT

VAT (5.2)

Da die elektrochemisch aktive Oberfliche der genutzten mehrwandigen CNT Elek-
troden (MWCNT) nicht bekannt ist, wurde ein eigenes, von der Oberflichenbedeckung
der Redoxspezies (I';) unabhingiges vereinfachtes Modell (vgl. Gleichung 5.3) fiir die

Enzymquantifizierung genutzt:

94



5. DISKUSSION

o

F (5.3)

Npysp =

Aus der Menge an iibertragenen Elementarladungen (Q) und der Menge an Elektronen
die jedes Himeisen aufnehmen kann (n = 1), ldsst sich mit Hilfe der Faraday Konstante
(F) die reduzierte Stoffmenge an P450 Enzym (Np,s,) berechnen. Ein dhnliches Modell

wurde bereits von Suroviec im Jahr 2012 genutzt.(!?”

Das genutzte Rechenmodell geht von einer maximal einfachen Oberflichenbede-
ckung I'; < 1 (Monolayer) der Elektrode aus. Fiir eine aussagekréftige Quantifizierung

des Enzyms mittels Cyclovoltammetrie miissen die folgenden Nebenbedingungen er-

fiillt sein:
ﬁ =m 5.4)
%
und
m = konstant (5.5)

Mit steigender Scanrate (v) steigt der gemessenen Peakstrom der Reduktion (L)
an. Dabei bleibt die iibertragene Ladung Q stets konstant. Eine Quantifizierung ist so-
mit nur unter der Bedingung eines linearen Zusammenhangs (m) von L, und v sinnvoll.
Mit steigender Scanrate wird diese konstante Reaktionsgeschwindigkeit m, der Uber-
gang der oxidierten zur reduzierten Spezies (I',, — I,,,), liberschritten. Es besteht
kein linearer Zusammenhang m der Parameter I, und v mehr. In diesem Fall ist die
Berechnung der iibertragenen Elementarladungen anhand der Fldche unter dem Reduk-
tionspeak ( fa "1 (V)dV; vgl. Abbildung 5.7) und der Scanrate (v), mittels der Gleichung
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5.6 nicht mehr aussagekriftig.

"1V)dV
0= /‘JT (5.6)

Mit einer Scanrate innerhalb des linearen Bereiches, wurde die durchschnittliche
elektrisch reduzierbare BM3 Stoffmenge auf ca. 23,7 pmol, bei einer Enzymkonzentra-
tion von 10 M, bestimmt (aus der Messkurve Abb. 4.11 interpoliert). Dies entspricht
einem reduzierbaren Anteil von ungefihr 0,9 % des in Losung befindlichen Enzyms

(ebenfalls extrapoliert).

Durch Einsetzen des chronoamperometrisch bestimmten Detektionsstroms I, ei-
ner Biotransformation in die Gleichung 5.7, wurde die formierte Stoffmenge an Ami-

nophenol (N,;) pro Sekunde berechnet:

(5.7)

Dabei gilt:
I1=— (5.8)

Mit Hilfe der Nebenbedinung 5.8 werden aus der gemessenen Stromstédrke I die
tibertragenge Ladung Q (Coulomb; C) errechnet. In der Gleichung 5.7 ist die Faraday
Konstante mit (F) und die Anzahl an iibertragenen Elektronen pro Molekiil Aminophe-
nol mit (n) angegeben. Wihrend der Oxidation eines Molekiils Aminophenol werden

zwei Elektronen (n = 2) abgegeben. (129
Anhand der gemessenen reduzierbaren Stoffmenge an Enzym und der chronoam-

perometrisch bestimmten Produktformation pro Sekunde, konnten elektrochemisch ge-

triebene Umsatzraten (k) errechnet und den NADPH-abhiingigen Werten direkt ge-
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geniibergestellt werden. Verglichen mit den Nikotinamid-abhingigen Aktivititen der
einzelnen Varianten konnten mit Hilfe der elektrochemischen Reduktion relative Akti-
vitdten von jeweils 56 % (1), 63 % (2) und 78 % (3) erzielt werden. Im Zuge dieser Ver-
suche konnte die urspriinglich aufgestellte Rangfolge der Enzyme (Tabelle 4.5; Spalte

2) ebenfalls fiir die elektrochemisch getriebenen Aktivititen bestitigt werden.

5.1.8 Ausschluss der Peroxygenase Aktivitidt von BM3 als treiben-

de Kraft der beobachteten Substratumsiitze

Die potentielle Anwesenheit von Wasserstoffperoxid (H,O,) ist eine oft wenig beach-
tete Problematik fiir die erfolgreiche Etablierung einer produktiven elektrochemischen
Himeisen Reduktion. Einerseits ist H,O, in hohen Konzentrationen toxisch fiir das
Enzym und fiihrt zur Inaktivierung. Andererseits konnen viele Cytochrom P450 Mo-
nooxygenasen, wie z.B. P450y,,; Wasserstoffperoxid anstelle von molekularen Sauer-
stoff binden und ebenfalls zur Hydroxylierung ihres Susbtrates nutzen.') Man spricht
in diesem Zusammenhang von der Peroxygenase Aktivitit der CYPs.> Dieser Me-
chanismus fiihrt somit zu falsch positiven Ergebnissen der elektrochemisch getriebe-
nen und produktiven Hdameisen Reduktion. Die Peroxigenaseaktivitéit des P450g,,; ist
verglichen zur O,-abhingigen Aktivitdt wenig effizient und fiihrt bereits nach wenigen
Substratumsitzen zur Inaktivierung des Enzyms.!') Daher muss die Anwesenheit von

H, 0O, moglichst ausgeschlossen werden.

Wihrend der CYP katalysierten (elektrochemischen) Biotransformation konnen zwei
Mechanismen zur Formation von H,O, beitragen. Fiir die Hydroxylierung von Substra-
ten sind CYP Enzyme auf molekularen Sauerstoff in Losung angewiesen. Diese Abhén-
gigkeit besteht unabhiingig von der Quelle der Reduktionsidquivalente. In einer Elektro-
zelle wird das Enzym durch Applikation einer negativen Spannung an der Arbeitselek-
trode (Kathode) reduziert. Im Zuge dieser Reduktion werden alle in Losung befindli-
chen Redoxspezies, abhingig vom Standardpotential (E, bzw E ;) der jeweiligen Spezi-
es an der Kathode reduziert. Neben dem CYP, stellt auch der geloste molekulare Sauer-
stoff eine Redoxspezies dar und kann unter Umstéinden reduziert werden.©% 64 124 Dag
Produkt dieser elektrochemischen Sauerstoff Reduktion ist Wasserstoffperoxid (H,0,).

Neben der elektrochemischen Bildung, kann H,O, ebenfalls durch Uncoupling, direkt
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am Himeisen selbst formiert werden.*? Eine effiziente und langfristige Nutzung eines
elektrochemisch getriebenen P4505,,; Systems setzt somit den Ausschluss von H,0O,
voraus. Im Zuge dieser Arbeit sollen Elektronen iiber die Flavine der Reduktase zum
Hiameisen transportiert werden. Daher wurde das reduktive Potential anhand des be-
stimmten Mittelpunktpotentials der Flavine (E, ,,i,) gewihlt. Wie in Abbildung 4.12
gezeigt, wurde dieses auf einen Wert von E ) ,..;, = -583 mV bestimmt, sodass standard-
miBig ein Potential von E = -700 mV zur Reduktion des BM3 an einer CNT Elektrode
genutzt wurde. Die kathodische Formation von H,O, erfolgt, abhéingig vom verwende-
ten Elektrodensystem, bereits bei weit positiverem Potential.®». Unter Verwendung ei-
ner mehrwandigen CNT Elektrode, bereits bei einem Potential von ca. E = -500 mV.?
Diese Reduktion ist stark vom pH Wert der verwendeten Losung abhéngig, sodass die
Formation von Wasserstoffperoxid an CNT Elektroden in einem Puffersystem mit nied-
rigerem pH Wert (£ pH 8) nicht nachweisbar ist. Des weiteren kann das kathodisch
formierte H,O, bei einem negativeren Potential von A E =-200 mV direkt weiter zu
Wasser reduziert werden.®® Sollte dennoch H,0, an der Kathode formiert werden,
sollte das verwendete Potential von E = -700 mV ausreichen um dieses direkt weiter
zu reduzieren. Die potentielle Formierung und Reduktion des H,O, sollte simultan an
der Kathode verlaufen.

Zusitzlich wird dem Reaktionspuffer Katalase in hohen Konzentrationen zugege-
ben. Die verwendete Konzentration von 3000 U mL! ist ausreichend um die potentielle
und von kathodisch formiertem H,O, abhéngige Peroxygenase Aktivitit des Enzyms
auszuschlieBen (vergl. Abbildung 4.14).

Der zweite Mechanismus der H,O, Formation ist weit schwieriger zu verhindern.
Durch ineffiziente Nutzung von Elektronen am Himeisen (Uncoupling) kann der ge-
bundene Sauerstoff zu H,O, reduziert werden. Dieser Mechanismus ist als Shunt Pa-
thway in der Literatur bekannt.** > Das freigesetzte Peroxid kann die aktive Tasche
verlassen oder wieder an das Hdameisen binden. Durch diese Bindung wird ohne vor-
herige Reduktion des Hameisens, die Verbindung I (vergl. Abbildung 1.2; Stadium 6)
gebildet und kann zur Produktbildung beitragen.

An dieser Stelle muss klar hervorgehoben werden, dass mit Hilfe der zuvor be-

schriebenen MaBBnahmen (pH, Potential und Katalase) potenziell direkt am Hadmeisen
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formiertes und erneut bindendes H,O, nicht abgefangen werden kann. Die Toleranz
gegeniiber H,O, und die Peroxygenaseaktivitit konnen mittels Mutagenese optimiert
werden.(1: 10-11.70.7D [ jhrer Arbeit aus dem Jahr 2002 stellten Cirino et al. eine BM3
Variante (BM3 F87A) mit einer maximalen initialen Peroxygenaseaktivitit von k,, =
11 min™! (ca. 0,9 %; rel. Aktivitit wt BM3) vor. Das wildtypische Enzym zeigte keine
Messbare initiale Aktivitdat und wurde nach ca. zwei bis drei Umsétzen (Turnover Num-
ber; TON) bereits vollstidndig inaktiviert. Nach weiteren fiinf Runden der Mutagenese
wurde auf Grundlage der Variante BM3 F87A eine Mutante mit einer Peroxygenase-
aktivitit von k_,, = 50 min"! und gesteigerten mindest Molekiilumsetzung (TON) von
TON = 280 etabliert. Dies entspricht einer 93-fachen Toleranz gegeniiber Wasserstoft-

peroxid, verglichen mit dem wildtypischen Enzym.

Betrachtet man die gemessenen Umsatzraten der elektrochemisch getriebenen Bio-
transformationen der Varianten BM3 LFVF (k_, = 0,105 min!; ~ 57 %), BM3 328V
(Kear = 0,081 min';~ 79 %) relativ zur
NADPH-abhingigen Aktivitit, ldsst sich diese nicht durch eine Peroxygenaseaktivitit

cat

=0,117 min'; &~ 63 %) und BM3 328VA (k_,
der CYPs erklidren. Zusitzlich wurde eine sechs stiindige elektrochemisch getriebene
Biotransformation mit den Varianten angesetzt und mittels HPLC gestiitzter Analyse
untersucht. Uber den gesamten Verlauf der Reaktion blieb das Enzym aktiv (reduk-
tiver Strom konstant), sodass das Enzym bei gleichbleibender Aktivitit ~ TONg, =
29 (3), ® TONg, = 38 (1) und =~ TON, = 42 (2) Substratumsitze (TONg,) kataly-
sierte. Ohne eine wie zuvor beschriebene Optimierung der Enzymtoleranz gegeniiber
Wasserstoffperoxid mittels Mutagenese, ist die Peroxigenaseaktivitit zur Erkldarung der
gemessenen Aktivitidten nicht hinreichend. Unter Verwendung der vorgestellten Reak-
tionsbedingungen ist die Peroxygenaseaktivitdt aufgrund von kathodisch und/oder en-

zymatisch am Hameisen formiertem Wasserstoffperoxid auszuschlie3en.

5.2 Untersuchung des intramolekuaren Elektronen-

transfers

Zuvor wurde bereits auf den positiven Effekt der Verwendung eines Fusionskonstruk-

tes, bestehend aus einer P450 Reduktase und einer P450 Himdoméne, fiir die produk-
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tive elektrochemische Reduktion eingegangen.('%® Bis auf wenige Ausnahmen, sind
CYPs auf eine addquate Bereitstellung von Elektronen (Reduktionsdquivalent) fiir einen
effizienten Substratumsatz angewiesen.®> %% 139 Dabei ist sowohl die Menge an Elek-
tronen als auch die zeitliche Bereitstellung (Takt) von gro3er Bedeutung. Unter physio-
logischen Bedingungen stellen meist Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)
und Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) Reduktionsédquivalente in Form von Hy-
dridionen (H; 2¢°) zur Verfiigung.®> Cytochrome P450 Reduktasen vermitteln diese
Bereitstellung von Reduktionsidquivalenten, indem sie Hydridionen vom Nicotinamid
aufnehmen und einzelne Elektronen an das P450 Himeisen weitergeben. In ihrer Funk-
tion erfiillen sie die Kriterien eines Akkumulators; Energie wird in chemischer Form
(H") gespeichert und bei Bedarf als elektrische Energie (e”) abgegeben (Bioakkumula-
tor). Gleichzeitig legt die Beobachtung einer verringerten Ratenkonstante des Elektro-
nentransfers (kg) verschiedener Fusionskonstrukte in elektrochemischen Applikatio-
nen, die Eigenschaften eines elektrischen Widerstandes der Reduktasen nahe.!8

Die BM3 Reduktase (BMR) besitzt zwei Flavine als prosthetische Gruppen.!%>
Ein Hydridion des Nicotinamides wird zunichst auf das Flavin-Adenin-Dinukleotid
(FAD) und in einer direkten Interaktion auf das lediglich 4 A entfernte Flavin-Adenin-
Mononukleotid (FMN) iibertragen.% 13® Vom FMN aus werden einzelne Elektronen
an das in der P450 Domine lokalisierte Himeisen weitergegeben. Der genaue Ablauf
der Redoxzustdnde von FAD und FMN wihrend der Ladungsweitergabe (Ox = Red,,
= Red,,) kann zwischen den verschiedenen Reduktasen wie in Abbildung 1.4 gezeigt
variieren und ist fiir die P450g,,;; Reduktase (BMR) noch nicht abschlieBend geklart.®>
Die beschriebene Elektronenweitergabe innerhalb des Enzyms kann als elektrischer
Kreislauf verstanden und wie die Abbildung 5.8 gezeigt, als elektrischer Schaltkreis
darstellt werden.
Der unerwiinschte Verlust von Elektronen im Uncoupling, konnte durch die Verwen-
dung der Varianten (1), (2) und (3), wie in Abbildung 4.9 gezeigt, bisher nicht verringert
werden. Der Verbrauch an NADPH stieg proportional mit der Anilin Umsetzung, so-
dass die Coupling Effizienz der Varianten (%) konstant niedrig blieb. Fiir die weitere
Optimierung der Varianten ist ein tieferer Verstdndnis des intra- und intermolekularen

Elektronentransfers wichtig.
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Abbildung 5.8: Elektronenweitergabe im BM3 System. Gezeigt sind die optionale Modifi-
kation mit einem CNT-tag (hellblau) zur elektrochemischen Reduktion des Enzyms, sowie
die Bindestelle fiir NADPH. Die Bypésse 1 und 2 stellen alternative Einspeisungswege fiir
Elektronen dar. Bypass 2 ist von der Interaktion der E.coli Enzyme ecFdR und ecFld abhin-
gig. An der Interaktionstelle der Reduktase (griin) mit der CYP-Domine (rot) sind die hier
untersuchten theoretischen Elektronentransferwege nach Verma et al. zwischen FMN und
Himeisen gezeigt. Die Aminosiuren P392, F393 und Q403 vermitteln die direkte Ubertra-
gung von Elektronen auf das Himeisen. Die Abbildung ist mit freundlicher Genehmigung

von Bioelectrochemistry der Veroffentlichung von Darimont et al. 2017 entnommen. ()

5.2.1 Notwendigkeit der Flavine zur Produktformation

Im Zuge der elektrochemischen Reduktion stellt sich die Frage nach der Notwendig-
keit beider Flavin, da hier lediglich die Eigenschaft als Widerstand von Bedeutung ist.
Bei nédherer Betrachtung des in Abbildung 5.8 dargestellten Schaltkreises, sind zwei
alternative Punkte fiir die elektrochemische Einspeisung von Elektronen in das System
zu erkennen. Elektronen konnen theoretisch direkt auf das FMN oder das Himeisen
tibetragen werden. Diese Alternativen sind im Schaubild als Bypass 1 (FMN) und als
Bypass 2 (Him) dargestellt.

Die direkte Reduktion des Himeisens (Bypass 2) mittels NADPH ist aufgrund des
fehlenden Akzeptors fiir ein Hydridion ausgeschlossen. Dennoch wurde in eigenen Ver-
suchen zur NADPH abhiingigen Dodekansdure Hydroxylierung mittels hBM3, eine ba-

sale und reproduzierbare Produktformation nachgewiesen. Bei genauerer Untersuchung
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konnte diese Aktivitidt auf die Wechselwirkung des hBM3 mit den E.coli eigenen En-
zymen Flavodoxin (ecFld) und NADPH-Flavodoxin (Ferredoxin) Reduktase (ecFdR)
zuriickgefiihrt werden. Offensichtlich konnten diese E.coli Enzyme durch die IMAC ge-
stiitzte Isolierung nicht vollstindig aus der Losung entfernt werden. Diese Beobachtung
deckt sich mit den bereits beschriebenen Interaktionen anderer CYPs mit nicht natiir-
lichen Reduktionspartnern.®%-°% Eine dreistufige Reinigung des hBM3 mittels IMAC,
Anionen Austausch Chromatographie (AEX) und Gelfiltration (SEC) konnte die uner-
wiinschten Enzyme vollstindig entfernen, sodass keine NADPH abhingige Aktivitit

mehr nachgewiesen werden konnte.

Bereits Udit ef al. haben im Jahr 2004 gezeigt, dass die direkte Elektroneniibertra-
gung von einer Elektrode auf das Hameisen eines mit Pyrenanker gebundenen hBM3
funktioniert. Im Rahmen dieses Experiments wurde die hochste bisher fiir CYPS ge-
messene Ratenkonstante des Elektronentransfers kpr = 650+50 s! erreicht. Die Re-
duktion des Hidmeisens resultierte ausschlieBlich in der Formation von Wasser und
Wasserstoffperoxid.(!*? In einer 6-stiindigen, elektrochemisch getriebenen und von CNT-
tag modifiziertem hBM3 (hBM3\r.,,) katalysierten Dodekansdure Biotransformati-
on, konnte keine Produktformation nachgewiesen werden (Abbildung 4.8). Die experi-
mentellen Ergebnisse decken sich vollstindig mit den Literatur gestiitzten Erwartungen
zur Nicotinamid abhingigen und elektrochemischen direkten Reduktion des Enzyms.
Die Verwendung des hBM3 ist somit nicht zielfiihrend fiir die Etablierung einer elek-

trochemisch getriebenen P450 Applikation.

Mit Hilfe einer verkiirzten BM3 Variante wurde die direkte Reduktion des FMN
untersucht. Die Reduktase Domiine dieser Variante beinhaltet ausschlieBlich die FMN
bindende Doméne und endet nach dem Serin an Position 664 (S664). Diese Varian-
te wurde bereits 1997 von Hazzard et al. elektrochemisch charakterisiert.*® Bedingt
durch die fehlende NADPH Bindestelle, ist von einer erschwerten Nicotinamid ab-
hingigen Reduktion des Enzyms auszugehen. Dennoch sollte diese Variante ebenfalls

Elektronen in Form von Hydridionen akzeptieren kbnnen.

Um eine wie bereits beim hBM3 beobachtete ecFdR/ecFld abhéngige Aktivitét aus-

zuschlieBen, wurde das BM3p,,y ebenfalls mittels einer dreistufigen chromatographi-
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schen Reinigung aus dem Lysat isoliert. Die Analyse der NADPH abhéngigen Aktivi-
tdt der Variante BM3py, zeigte eine um A = -99,75 % verminderte Aktivitit (k,
= 0,109 min™') verglichen mit dem wildtypischen Enzym. Aufgrund der fehlenden
NADPH Bindestelle, ist die Aktivitiat stark vermindert, die verkiirzte Reduktase des
BM3\ kann aber noch immer Hydridionen von NADPH akzeptieren. Das Redox-
potential der Nicotinamide NADPH und NADH unterscheidet sich nicht signifikant
voneinander, sodass die starke Priferenz des wildtypischen BM3 Enzyms fiir NADPH
ausschlieBlich auf die spezifische Bindestelle der Reduktase Doméne zuriickzufiihren
ist.®® Ohne diese Bindestelle sollten beide Nicotinamide gleichermaBen als Elektro-
nenquelle fiir BM3p,, genutzt werden konnen. Entgegen der Erwartung zeigte auch die
Variante BM3,, eine Priferenz fiir NADPH, welche jedoch verglichen mit dem wild-
typischen Enzym deutlich geringer ausgeprigt ist. In Tabelle 4.5 ist die deutlich schnel-
lere NADH abhingige Reduktion von Cytochrom C (~ 30 % von NADPH) gezeigt.
Diese spricht fiir eine geringer ausgeprigte Priferenz, welche sich aber nicht positiv
auf die NADH abhiéngige Dodekansdure Umsatzrate auswirkt. MutmaBlich ist die Rate
der Dodekansédure Hydroxylierung dieser Variante durch den unnatiirlichen Redoxzy-
klus des Flavin-Mononukleotids (FMN — FMNH, - FMNH — FMN; vgl.
Abbildung 1.4) limitiert. Natiirlicherweise wechselt das FMN wihrend der Himeisen
Reduktion zwischen der Hydrochinon- (FMNH,) und der Semiquinonform (FMNH).
Dieser Mechanismus ist fiir BM3p,;y ausgeschlossen, da das FMN vollstindig oxidiert
werden muss, bevor es ein weiteres Hydridion vom Nicotinamid akzeptieren kann.

Ob das fehlende FAD auch wihrend der elektrochemischen Reduktion eine Hiirde
darstellt, wurde mit Hilfe einer CNT-tag modifizierten Variante (BM3py iy ontiag) UN-
tersucht. In einer sechs stiindigen elektrochemisch getriebenen und von BM3py iy, oNT-tag
katalysierten Biotransformation, konnte die Hydroxylierung von Dodekansdure mit-
tels einer GC-FID gestiitzten Analyse qualitativ nachgewiesen werden (Abbildung 4.8).
Diese Produktbestimmung nach 6 Stunden (Endpunktbestimmung ohne ISTD; 10 uL.
Injektion) erlaubt keine quantitative Aussage iiber die genaue Umsatzrate der kataly-
sierten Reaktion, doch lieferte die analoge Analyse einer von BM3cyr.,, katalysier-
ten Reaktion, in ihrer Intensitét vergleichbare Produktpeaks. Eine Negativkontrolle mit
hBM3\r.,, ergab erwartungsgemiB keine nennenswerte Produktformation. Die de-
taillierte Bewertung der elektrochemisch getriebenen Aktivitidt der Variante

BM3pyntont-e Dedart weitere zukiinftige Versuche.
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Aufgrund der experimentellen Ergebnisse ldsst sich zusammenfassen: Die NADPH
bindende Domdine ist fiir eine effiziente Aufnahme von Elektronen in Form von Hydri-
dionen unerlésslich. Wie Girvan et al. gezeigt haben kann die Priferenz fiir NADPH
iiber NADH durch Mutagenese deutlich veriindert werden.’®°*?0!2 Fiir die Weiterlei-
tung von Elektronen vom Nicotinamid ist das Zusammenspiel aus FAD und FMN als
,Biloakkumulator “ (H — 2 x 1 ) von hoher Bedeutung, aber nicht zwingend erfor-
derlich. Dies bestitigen ebenfalls erste praparative Versuche zur produktiven elektro-
chemischen Reduktion des BM3py\, cnrre- Tendenziell benétigt das Enzym keinen
,Bioakkumulator “, lediglich einen Widerstand zur effizienten Hydroxylierungsaktivi-
tat in einer Elektrozelle. Ob die FMN Doméne einen solchen Widerstand darstellt muss
in zukiinftigen Versuchen zur Bestimmung der Ratenkonstante des Elektronenverkehrs

(kgy) untersucht werden.

5.2.2 Theoretische Elektronentrasferwege an der Interaktionsstel-

le zwischen Reduktase und P450 Doméane

Wie in Abbildung 5.8 dargestellt, findet der Elektronentransfer zwischen FMN und dem
Hémeisen an der Interaktionstelle der beiden Reduktionspartner (Reduction Partner
Interaction Site; RPIS) FMN- und P450 Domine statt. Da viele CYPs auch mit nicht
natiirlichen Reduktionspartnern interagieren konnen liegt es nahe, dass diese RPISs
ubiquitir in CYPs vorkommen.®® Der Einfluss einer Modifikation dieser RPISs auf die
Aktivitit und die Coupling Effizienz ist bereits mehrfach in der Literatur belegt.? 38 62)
Obwohl die Primistruktur der CYPs stark variiert, finden sich RPISs meist in dhnlichen
Regionen (sekundiren Strukturen) der Enzyme. Hlavica ef al. geben in ihrer Arbeit
eine Ubersicht vieler bereits mittels Mutagenese untersuchter Aminosiurepositionen
und listen diese in einer Strukturiiberlagerung mit P450g,,, auf.®®

Bereits in der Veroffentlichung von Gricman et al. wurden sechs verschiedene RPISs
des CYP153A (P450,,,,) in silico untersucht.®¥ Der Einfluss einer Modifikation die-
ser Interaktionstellen auf die enzymatische Aktivitit und die Coupling Effizienz konnte
experimentell nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels des zuvor
beschriebenen Standard Numerierungssystem fiir Klasse II CYPs eine Strukturiiberla-

gerung mit P450g,,, gezeigt.G% 33139
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Im Jahr 2013 beschrieben Verma, Schwaneberg und Roccatano sieben theoretische
Eletronentransportwege (ETW) zwischen dem FMN und dem Héidmeisen der hBM3
Domine. Diese Elektronentransferwege wurden in silico durch eine Molekulardyna-
mik (MD)-Simulation charakterisiert und entsprechend ihrer ermittelten durchschnitt-
lichen Ratenkonstante des Elektronentransfers (kgy) aufgelistet. 13> Viele der bereits
zuvor untersuchten RPISs Positionen (Strukturiiberlagerung) sind ebenfalls Teil der
theoretischen Elektronentransferwege von Verma et al. Auch die von Gricman et al.
untersuchten RPIS 5 und RPSIS 6 iiberlagern teilweise mit den fiir P450g,,; simulier-
ten Elektronentransferwegen.®® Dies ist von besonderer Bedeutung da CYP153A mit
der Reduktase des P450g,,, interagiert und bereits erfolgreich fusioniert und charakte-

risiert wurde.(3% 42.76)

Der Einfluss dieser RPISs ldsst sich mit Hilfe des Zusammenhangs der Ratenkon-
stante des Elektronentransfers und der enzymatischen Aktivitit erkldaren. Die Variation
unterschiedlich effizienter Reduktionspartner (RPISs), nimmt Einfluss auf die Raten-
konstante des Elektronentransfers und die resultierende enzymatische Aktivitit.(!> '8
Im Rahmen dieser Arbeiten wurde eine negative Korrelation des k;; Wertes und der
elektrochemisch getriebenen Aktivitit und Coupling Effizienz festgestellt. Gleichzei-
tig ist die enzymatische Aktivitit auf die Elektroneniibertragung angewiesen, sodass
die Ratenkonstante kg limitierend fiir den Substratumsatz ist.#” Werden Elektronen
wie in silico simuliert, entlang dieser ET W transportiert kann die Ratenkonstante kg
durch gezielten Aminosdureaustausch reguliert werden. Im Fall der stark entkoppelten
BM3-katalysierten Anilin Hydroxylierung (£ 5 %), liegt eine Limitierung der Elektro-

nenzufuhr zur Optimierung der Aktivitdt und Coupling Effizienz nahe.

Zu diesem Zweck wurden die drei effektivsten von Verma et al. beschriebenen
ETWs (ETW1, ETW2 und ETW3), als Grundlage fiir eine ETW Knock-Out Bibliothek
ausgesucht.'3) Der ETW1 beinhaltet die Positionen F390, K391 und P392, der ETW2
die Positionen M490 und F393 und der ETW3 die Positionen M490 und Q403 (Abbil-
dung 5.8). Diese Bibliothek ist folgendermafen konzipiert: Alle zu einem ETW geho-
rigen Positionen werden nacheinander, bis zur vollstindigen Substitution eines ETW
ausgetauscht; jeder ETW wird einzeln blockiert. Fiir jede Modell Proteinvariante (1),

(2) und (3) wurde eine gesonderte Mutantenbibliothek erstellt.
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Die Wahl einer addquaten Aminosdure zur Substitution ist von gro3ter Bedeutung. Der
Elektronentransfer im BM3 System wurde von Verma et al. auf Grundlage des Tunnel-
effektes berechnet, kann jedoch ebenfalls nach dem als "Hopping"bezeichneten Mecha-
nismus erfolgen. Beim Tunneln von Elektronen spielt die Uberlagerung von Orbitalen
des Elektronendonors (D), der weiterleitenden Aminosdure (bridge) und des Akzep-
tors (A) eine entscheidende Rolle (Abbildung 5.9). Eine Ubersicht iiber die Elektro-
nentransfermechanismen in Peptiden und den Einfluss der Aminosédureseitenketten ist
in den Veroffentlichungen von Shah er al. 2015 und Cordes et al. 2008 gegeben.(!> 118)
Die bridge Aminosdure wird wihrend der Elektronenweiterleitung nicht reduziert, das
Elektron tunnelt lediglich entlang der iiberlappenden Orbitale bis zum Akzeptor. Im Ge-
gensatz dazu, werden beteiligte Aminoséurereste wihrend des Hopping Mechanismus

reduziert und stellen eine tatsdchliche Zwischenstation fiir den Elektronentransport dar.

A)

e O

B)
e ——0 —— 0

Abbildung 5.9: Schematische Darstellung der Elektronentransfermechanismen Tunneling
und Hopping. A) Wihrend des Tunneln von Elektronen werden lediglich iiberlappende Or-
bitale zur Elektronenweiterleitung genutzt. B) Beim Hopping iiberlagern die Orbitale der
beteiligten Aminosdurereste nicht und stellen einen tatsidchlichen tempordren Aufenthalts-

ort des Elektrons dar. Der Rest wird reduziert und anschlieBend oxidiert.
Mit steigender Entfernung (= 20 A) von D und A nimmt der Einfluss des Hop-

ping zu, die bridge stellt in diesem Fall eine tatsdchliche Zwischenstation (relay) des
Elektrons dar.!'>!'® Fiir die Substitution der ETW Positionen wurde deshalb Alanin
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ausgewdhlt. Alanin als kleinste Aminosédure verringert, die Wahrscheinlichkeit einer
Orbitaliiberlagerung von D, bridge und A und stellt durch sein verhéltnismiBig schlech-
tes Redox-Verhalten (schwer zu oxidieren) ein schlechtes relay dar.!>1'® Ausgehend
von diesen Eigenschaften wurde mit steigendem Substitutionsgrad eines ETW, mit ei-
ner verringeten Ky gerechnet, welche sich positiv auf die Coupling Effizienz und auf

die Aktivitit auswirken sollte.

Nikotinamid-abhéngige Charakterisierung der Bibliothek

Um diese Hypothese zu iiberpriifen wurden alle erfolgreich exprimierten Mutanten auf
ithre NADPH Verbrauchsraten und Susbtratumsatzraten untersucht und diese zu Coup-
lingraten verrechnet. Tatsédchlich konnten mehrere Mutanten mit signifikant erhohten
Coupling- und Umssatzraten identifiziert werden. Wie zuvor vermutet konnte ein kla-
rer positiver Zusammenhang zwischen der Coupling- und der Substratumsatzrate be-
obachtet werden.? 3% 62 Die aktivsten Mutanten innerhalb einer Bibliothek zeigten die
hochsten Couplingraten, wihrend die am wenigsten aktiven Mutanten die verhéltnis-

miBig niedrigsten Couplingraten aufwiesen.

Betrachtet man die Bibliothek der Variante (1), so ist der Effekt des vollstindigen
ETW2 Knock-Out besonders stark ausgepriagt. Wie zuvor vermutet wird der Effekt des
Einzelpositionsaustausches (393 oder 490) deutlich durch den vollstdndigen Knock-Out
von ETW2 iibertroftfen. Diese Tendenz gilt ebenfalls fiir den Knock-Out von ETW3, der
zusitzliche Effekt einer vollstindigen Substitution ist verglichen mit ETW?2 deutlich ge-

ringer.

Die Substitution einzelner Positionen des ETW 1 zeigen einen groBeren Einfluss auf
die enzymatische Aktivitit als dies fiir andere ETWs der Fall ist, eine eindeutige Ten-
denz oder Steigerung durch einen hoheren Grad der Substitution ist nicht erkennbar.
Bei den Elektronentransferwegen ETW2 und ETW3 handelt es sich um nicht benach-
barte, unabhéngige und somit in ithrem Abstand voneinander variable Aminosiuren,

deren Interaktion im Elektronentransfer vom Minimalabstand determiniert ist. Dieser
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Minimalabstand héngt von der Bewebung der Enzymdominen, der einzelnen Motive
sowie der Seitenkettengroe der Aminoséduren selbst ab. Dabei gilt: Mit steigender Gro-
Be der Seitenkette steigt die Wahrscheinlichkeit einer Interaktion der einzelnen ETW
Positionen.

Die am ETW1 beteiligten Positionen sind direkt benachbart, sodass weitere Fakto-
ren die Interaktion dieser Aminosduren beeinflussen konnen. In Peptidketten (n = 3)
tragen vor allem Wasserstoffbriicken des Peptidriickgrates zur Elektronenweiterleitung
bei, diese werden maBgeblich durch die Aminosiduresequenz bzw. durch die daraus re-
sultierende Sekundérstruktur bestimmt.!'® Somit konnten Wechselwirkungen der ein-
zelnen Faktoren das Erkennen einer Tendenz deutlich erschweren.

Zusammenfassend konnte die Aktivitit durch Knock-out aller ETWs in Bibliothek (1)
positiv beeinfluss werden, die deutlichste Steigerung erbrachte dabei die vollstdndi-
ge Substitution des ETW2. Ein dhnlich starker Effekt auf die Enzymaktivitdt konnte
ebenfalls fiir die ETW1 Doppelaustausch Mutante (2e; BM3 328V F390A/P392A) aus
Bibliothek (2) nachgewiesen werden. Wie von Verma und Mitarbeitern simuliert, fin-
det der Elektronentransfer im BM3 System nicht ausschlielich iiber einen der vorge-
stellten ETWs statt. Durch Modifikation einzelner Wege kann der Elektronentransfer
unterschiedlich stark beeinflusst werden. Aufgrund einer nicht eindeutig erkennbaren
Tendenz der Bibliotheken (2) und (3), konnte im Rahmen dieser Arbeit keine experi-

mentelle Einstufung der ETWs in ein Ranking erbracht werden.

Elektrochemische Charakterisierung der Bibliothek

Vor dem Hintergrund einer bis zu 13-fach gesteigerten NADPH-abhéngigen Aktivi-
tat der ETW Mutanten, wurde die elektrochemisch getriebene Aktivitét aller Mutan-
ten bestimmt. Auch in diesem System zeigten die Substitutionen von ETW Positionen
einen eindeutigen Effekt auf die enzymatische Aktivitdat. Im Gegensatz zu den vor-
herigen Beobachtungen, wurde die elektrochemisch getriebene, enzymatische Aktivi-
tit durch beliebige Mutationen einer ETW Position drastisch reduziert. Wihrend die
meisten Mutanten keine elektrochemisch getriebene Aktivitit aufwiesen, erreichte die
Mutante (3a; BM3 328 VA F390A) der Bibliothek (3) die hochste restliche Aktivitét
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von 17 %. Im Vergleich zu den vorherigen NADPH-abhingingen Versuchen zeigte sich
ein eindeutig negativer Zusammenhang: Mutanten mit stark gesteigerter Nikotinamid-
abhingigen Aktivitit zeigten keine elektrochemisch getriebene Aktivitit, wihrend die
zuvor wenig beeinflussten Mutanten die hochsten elektrochemisch getriebenen Restak-
tivitdten aufwiesen. Um dieser Beobachtung auf den Grund gehen zu konnen wurde die

Ratenkonstante des Elektronentransfers genauer untersucht.

Bestimmung der unabhiingigen Ratenkonstante K,

Eine Interpretation der gegensitzlichen Beobachtungen der Nicotinamid abhingigen
und elektrochemischen enzymatischen Aktivitdten erfordert den tieferen Einblick in die
Auswirkungen der ETW Modifikation auf den Elektronentransfer innerhalb des BM3

Systems.

Fiir die Bewertung der Elektroneniibertragung kann die Ratenkonstante der Elektro-
neniibertragung (k,) herangezogen werden. Diese ist abhiingige vom jeweiligen Uber-
potenzial (1) einer Redoxspezies (k (7)) und errechnet sich wie in Gleichung 5.9 gezeigt

aus dem Peakstrom I, und der iibertragenen Ladung (Q):*?

~

k(n) = = 5.9
() 0 (3.9

Mit steigender Scanrate nehmen sowohl L als auch # bei konstantem Q zu. Das
beispielhafte P450y,,; Voltammogramm in Abbildung 5.7 zeigt ein eindeutiges Uber-
potenzial (n = E, — E,), welches sich aus der diffusionsbeschrénkten Ubertragung
der Elektronen auf das Himeisen ergibt. Da diese Diffusionsbeschrinkung fiir jedes
Elektroden adsorbierte P450 System variiert, sind diese Ratenkonstanten (k (7)) nicht
direkt vergleichbar.

Um dennoch verschiedene Systeme miteinander vergleichen zu kdnnen wird stan-
dardmiBig die unabhingige Ratenkonstante des Elektronentransfers Ky (s!) heran-

gezogen.®
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Diese ist definiert als:

kep = k(= 0) (5.10)

Da das Uberpotenzial (n(v)) eine lineare, positive Funktion der Scanrate darstellt,
wird aus diesem Zusammenhang eine theoretische Ratenkonstante in einem diffusions-

losen System errechnet und zum Vergleich herangezogen.

Fiir die Bestimmung der K wurden exemplarisch, die elektrochemisch relativ ak-
tivste ETW Mutante (3a), sowie die zugehorige Modell Proteinvariante (3) untersucht.
Durch Substitution einer ETW Position (F390A) verringerte sich K aufca. 1,5 % (kg
= 0,006 s) des urspriinglichen Wertes (kgr = 0,42 s). Der partielle Knock-out des
ETW1 stellt offensichtlich einen signifikanten Widerstand fiir die Elektroneniibertra-
gung dar.

Zusammenfassend zeigten die ETW Mutanten eine verbesserte NADPH abhéngige
Aktivitdt und Coupling Effizienz, sowie eine stark reduzierte elektrochemisch getrie-
bene Aktivitit, bei gleichzeitig verringerten k;r Werten. Anhand der niedrigeren kg
Werte der getesteten Mutanten, kann auf einen zusitzlichen Widerstand fiir die Elek-
troneniibertragung durch Mutation der ETWs geschlussfolgert werden.

Diese Daten legen folgende Schlussfolgerung nahe: Unter Verwendung des Nico-
tinamids NADPH zur Hameisen Reduktion der Model Proteinvarianten und des wild-
typischen Enzyms, kommt es zu einer Uberversorgung mit Elektronen. Diese resultiert
im Verlust vieler Elektronen in der Shunt Nebenreaktion. Der hohe Verlust ist als nied-
rige Coupling Effizienz der enzymatischen Reaktion sichtbar.

Wird durch Mutagenese der ETWs ein zusétzlicher Widerstand geschaffen und die
Elektroneniibertragung verlangsamt, konnen die iibertragenen Elektronen effizienter
fiir den Substratumsatz genutzt werden. Die Coupling Effizienz der ETW Mutanten
ist daher im Vergleich zu den Model Proteinvarianten erhoht.

Die niedrige Ratenkonstante der Elektroneniibertragung der Modell Proteinvarian-

te (3; 0,42 s'') wihrend der elektrochemischen Reduktion, spricht fiir eine erschwerte
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Elektroneniibertragung, verglichen zu NADPH. In diesem System liegt keine Uberver-
sorgung mit Elektronen vor, sodass der Elektronentransport durch einen zusitzlichen
Widerstand (ETW Mutation), unter einen fiir den Substratumsatz kritischen Wert ge-
drosselt wird. Die ETW Mutanten sind in ihrer Aktivitéit durch die niedrige Ratenkon-
stante (kgp = 0,006 s™) limitiert. Tatséchlich liegen diese kg Werte sogar unterhalb der
von Sadeghi et al. verdffentlichten Ratenkonstanten des CYP3A4-CPR (kgp = 1) und
CYP3A4-FId (kg = 0,6).1® Im Umkehrschluss legen die oben beschrieben Ergebnisse
eine Optimierung der elektrochemisch getrieben CYP Aktivitit durch eine marginale
Erhohung des Elektronentransports nahe. Wie bereits besprochen kann der Elektronen-
transport entlang der ETWs nicht gezielt durch eine einfache rationale Mutagenese der
beteiligten Aminosiduren gesteuert werden. Allerdings fiihrte die Implementierung von
Alaninresten in allen Experimenten zu einer verringerten elektrochemisch, enzymati-
schen Aktivitit, sodass die Auswahl der verwendeten Aminosiure ebenfalls mafgeb-

lich zur Optimierung beitragen kann.

5.3 Validierung der elektrochemisch, enzymatischen
Aktivititen mittels qualitativer HPLC Analytik

Im bisherigen Verlauf konnte eindeutig die elektrochemisch getriebene, enzymatische
Anilin Hydroxylierung mittels oxidativer Detektion gezeigt werden. Diese Hydroxy-
lierungsaktivitét erreichte ein maximales Aktivitdtsniveau von 78 %, verglichen mit
der Nikotinamid-abhingigen Reaktion der Modell Proteinvariante (3). Fiir eine zwei-
felsfreie Verifikation der elektrochemisch getriebenen Aktivitét einer BM3 ., Vari-
ante, sollte diese ebenfalls mit einer unabhéngigen Analysemethode bestitigt werden.
Die Detektion mittels HPLC-DAD ist auf den getesteten Konzentrationsbereich von =
5 uM limitiert, sodass die Analyse einer 6-stiindigen elektrochemisch, enzymatischen
Biotransformation unter der Annahmen in Gleichung 5.11 erwartungsgemalf ohne ein-

deutigen Nachweis blieb:
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Np = NpysoK oyl (5.11)

cat

Npyso = 23,7 pmol
K., = 0,105 min!
t =360 min

Unter den angegebenen Werten ergibt sich eine theoretische Stoffmenge von 896 pmol
Aminophenol. In einem Reaktionsvolumen von 200 uL entspricht dies eine Konzentra-
tion von = 1,8 uM, welche sich zusétzlich auf die Produktisomere p- und o-Aminophenol
verteilt.

Alternativ wurde die Messung mit einem fiir aromatische Verbindungen sensiti-
ven Fluoreszenz Detektor (FLD) beobachtet.!?” Diese Methode weist eine niedrigere
getestete Detektionsgrenze von = 0,5 uM. Das Substrat und die erwarteten Produkti-
somere sind die einzigen aromatischen Verbindungen im Reaktionsansatz, sodass die
Identifizierung gegeniiber der DAD Detektion erleichtert ist. Anhand der Retentions-
zeiten (Abbildung 7.5) konnte ein eindeutiger, qualitativer Nachweis der erwarteten
Hydroxylierungsprodukte erbracht werden.

Die qualitative Analyse einer 6-stiindigen elektrochemisch getriebenen Biotransor-
mation konnte sowohl die produktive Reduktion des via CNT-tag gebundenen Enzyms
auf einer CNT Elektrode als auch die positive oxidative Beobachtung der enzymati-
schen Aktivitit bestédtigen. Eine quantitative Validierung war aufgrund der geringen
Stoffmenge an reduzierbarem Enzym und der geringen Elektrodenoberflache bisher

nicht moglich.

5.4 Bewertung der dreidimensionalen ElektroZym

Applikation

Bereits mehrere Veroffentlichungen berichten von einer erfolgreich Etablierung der
produktiven, elektrochemischen Reduktion diverser P450 Enzyme. Die meisten vorge-

stellten Systeme sind durch eine geringe Elektrodenfliche und die resultierende geringe
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Oberflichenkonzentration an reduzierbarem Enzym limitiert. Ziel dieser Arbeit war die
Entwicklung einer elektrochemisch aktiven P450g,,; Variante, welche sich selbsténdig
an eine CNT-basierte Elektrode assembliert und in situ charakterisiert werden kann.
Diese Variante wurde, wie zuvor beschrieben, zunichst mit Hilfe einer herkommlichen
planaren Siebdruck CNT Elektrode untersucht. AnschlieBend wurde im Rahmen des
ElektroZym Projekts dieses Enzym fiir die Entwicklung einer dreidimensionalen CNT
Elektrode am kooperierenden Naturwissenschaftlichen und Medizinischen Institutes an
der Universitét Tiibingen (NMI) genutzt. Die planare Oberfliche einer Gold Elektro-
de wird, wie in Abbildung 5.5 C gezeigt, durch Polymerisation einer aufgelagerten ,
pordsen Solgel Matrix dreidimensional erweitert. Die Schichtdicke der Matrix kann
durch die Dauer der Polymerisationsreaktion bestimmt werden. Da die Matrix in ei-
nem CNT-Enzym-haltigen Puffer polymerisiert wird, sind die CNT-Enzym Komplexe
gleichmiBig in der Matrix verteilt. Die CNTs werden durch ein nachtrédglich, innerhalb
dieser Matrix, polymerisiertes Netzwerk aus Poly-3,4-ethylendioxythiophen (PEDOT)
Nanodrihten elektrisch an die Gold Elektrode angeschlossen.

Als Vergleichssystem diente eine wie in Abbildung 5.5 B gezeigte planare Solgel
Matrix mit einem Monolayer P450g,,; auf einer kommerziellen Siebdruck CNT Elek-
trode. Die CNT Elektrode wurde zunéchst in Enzym-haltigem Puffer inkubiert. Wh-
rend dieser Zeit kann das CNT-tag modifizierte Enzym sich an der Oberfldchse assemb-
lieren. AnschlieBend wurde wie bereits zuvor eine Solgel Matrix aufgelagert polymeri-
siert. Der Enzym Monolayer wird durch die Solgel Matrix auf der Elektrodenoberfldache
immobilisiert. Alle Enzymmolekiile die keinen direkten Kontakt zur Elektrodenober-
flache besitzen, sind nicht elektrisch angeschlossen und kdnnen folglich nicht reduziert

werden.

Obwohl fiir beide Elektrodensysteme eine identische Konzentration an P450g,,; in
Losung verwendet wurde, unterscheiden sich beide Ansitze in der reduzierbaren Stoff-
menge an Enzym. Geht man von einer identischen enzymatischen Umsatzrate in bei-
den Systemen aus, belegt der deutlich hohere Detektionstrom der dreidimensionalen
Applikation (I, ~ 22 nA) verglichen zum ,,planaren™ Aufbau (I, ~ 7 nA) eine hohere

reduzierbare Stoffmenge an CYP pro Flicheneinheit.
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Das Enzym konnte in seiner aktiven Konformation in einer Solgel Matrix immobili-
siert und durch Polymerisation des leitenden PEDOT Polymers via CNTs elektrisch an
eine Gold Elektrode angeschlossen werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass mittels
dieser Technik groere Stoffmengen pro Flicheneinheit auf einer Elektrode immobili-
siert und reduziert werden konnen. Die spezifische Produktleistung der Applikation

konnte durch den dreidimensionalen Elektrodenaufbau verdreifacht werden.
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Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Limitation einer geringen spezifischen Produktleis-
tung der bisher etablierten elektrochemisch getriebenen P450 Applikationen iiberwun-
den werden. Ziel war eine vielschichtige Immobilisierung des CYP in einem dreidimen-
sionalen, auf einer Solgel Matrix basierten Elektrodenaufbau. Die kovalente Immobili-
sierung von CYP Enzymen auf einer planaren Elektrodenoberfliche fiihrt im Idealfall
zu einer einfachen Oberflichenbedeckung (Monolayer) der Elektrode mit reduzierba-
rem Enzym. Die Verwendung von leitenden Polymeren zur Immobilisierung kann eine
hohere Oberflaichenbedeckung erreichen (Multilayer), erlaubt aber weder eine determi-
nierten Orientierung der Enzyme, noch eine vorgegebene Interaktionsstelle zwischen

Enzym und Elektronenquelle.

Daher wurde ein optimiertes CYP Enzym fiir den Einsatz auf Kohlenstoff Nano-
rohren (CNT) basierten Elektroden etabliert. Als Enzym diente das CYP 102A1 aus
Bacillus megaterium (P450g,,5;). Die Wahl dieses Enzyms beruht auf den im Folgen-
den dargestellten Eigenschaften: Das P450g,,; (BM3) ist ein natiirliches Fusionskon-
strukt, bestehend aus einer NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase- (CPR) und ei-
ner P450-Domine. Daher ist die Elektronenversorgung der P450 Doméne unabhin-
gig (autark) von zusitzlichen Reduktasen. Die CPR des BM3 (BMR) wurde dariiber
hinaus bereits erfolgreich z.B. von Hoffmann ez al. 2016 mit anderen P450 Doméinen
fusioniert.®” Die gute Exprimierbarkeit in Escherichia coli, sowie die hohe Stabilitit
des Enzyms in vitro erlauben die Aufbereitung groBBer Stoffmengen an gereinigtem En-

zZym.
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Als Ausgangspunkt wurde eine ,,planare mehrwandige Kohlenstoffnanoréhren
(MWCNT) Siebdruck Elektrode verwendet. Das BM3 wurde mit einer zusitzlichen
C-terminal lokalisierten und CNT affinen Petidsequenz (CNT-tag) modifiziert. Diese
urspriinglich von Li et al. vorgestellte Sequenz sollte die Solubilisierung von CNTSs in
wiissrigen Losungen verbessern ohne die Oberflicheneingenschaften zu verindern.’?
Diese erlaubt die eigenstindige und orientierte Anlagerung des Enzyms an der Ober-
flache von CNTs. Nach unserem Wissen wurde erstmals ein gentechnisch mit einem
CNT-tag Ankermolekiil modifiziertes Enzym fiir den Einsatz auf einer Elektrode kon-
zipiert. Dieses Enzym benotigt keine weitere Aufarbeitung und kann direkt mit Hilfe

einer unbehandelten CNT Elektrode elektrochemisch charakterisiert werden.

Aufgrund der geringen Elektrodenoberflache und der resultierenden Oberflachen-
konzentration an aktivem Enzym, ist die klassische gaschromatographische Analyse ei-
nes Extraktes der elektrochemisch getriebenen Biotransformation zur Bestimmung der
enzymatischen Aktivitdt nicht moglich. Alternativ zur Analyse eines Extraktes wurde
eine direkte in situ Analyse der Aktivitdt angestrebt.

Als Substrat wurde Anilin ausgesucht, da das wildtypische P4504,,; Anilin zum
elektrochemisch aktiven Aminophenol umsetzen kann.!"” Da entgegen der Erwartung
kein messbarer Umsatz von Anilin fiir BM3 mittels HPLC-gestiitzter Analyse einer
24-stiindigen Biotransformation nachgewiesen werden konnte, wurde eine fokussier-
te BM3 Bibliothek auf den Umsatz von Anilin gescreent. Die vier aktivsten Mutanten
wurden fiir die Modifikation mit einem CNT-tag ausgesucht und erfolgreich exprimiert

und isoliert.

Die vier CNT-tag modifizierten Mutanten wurden im Folgenden sowohl mit Hilfe
der Nicotin-amid-abhéingigen als auch mit der elektrochemischen Reduktion charakte-
risiert. Der CNT-tag verminderte die Aktivitéit der ausgesuchten Enzyme nur marginal
(ca. 15 %) und erlaubte eine eindeutige und reproduzierbare Bestimmung der Nicotina-
mid abhédngigen Aktivitit und Coupling Effizienz jedes Enzyms. Obwohl die Umsatzra-
te der Mutanten deutlich hoher als die des wildtypischen Enzyms sind, ist die Coupling

Effizienz der Mutanten vergleichbar gering.

116



6. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Mittels zyklischer Voltammetrie (CV) konnte eindeutig belegt werden, dass der
CNT-tag zu einer verbesserten elektrischen Ansprechbarkeit des Enzyms gegeniiber
dem nicht modifizierten BM3 beitrdgt. Wihrend fiir das wildtypische Enzym auch in
situ (oxidativ) keine initiale Aktivitdt nachgewiesen werden konnte, zeigte eine elektro-
chemisch getriebene Biotransformation mit einem CNT-tag modifizierten BM3 einen
eindeutigen Anstieg des oxidativen Detektionsstroms an der Glaskohlenstoffelektrode.
Die Enzyme erreichten eine elektrochemisch getriebene Aktivitit von 0,105 min!(1),
0,117 min'(2) und 0,081 min!(3). Dies entspricht einer jeweiligen relativen Akti-
vitdt von 57 %, 63 % und 78 % verglichen mit den Nicotinamid-abhingigen Werten
(Abbildung 6.1; linke Seite).
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Abbildung 6.1: Ubersicht der erreichten Ziele zur Etablierung einer elektrochemisch ge-
triebenen Cytochrom P450 Monooxygenase. Links werden die Nicotinamid-abhéngigen
und elektrochemischen Aktivitdten der drei aktivsten CNT-tag Varianten gegeniiberge-
stellt. Rechts sind die Detektionsstrome (ka) der planaren Siebdruck CNT Elektrode und
der dreidimensionalen CNT-Solgelelektrode mit der BM3 LFVF Variante gegeniiberge-
stellt.

Nach momentanem Wissensstand wurde erstmals ein P450 Enzym ohne post-ex-

pressionale Modifikation auf einer nicht modifizierten Elektrode, ohne Polymer- oder

Detergenz- vermittelter Immobilisierung in determinierter Orientierung assembliert
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und kann elektrochemisch produktiv reduziert werden.

Da die Enzyme auf molekularen Sauerstoff in Losung angewiesen sind, konnte die
Reduktion von Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid nicht vollstindig ausgeschlossen wer-
den. Diese Nebenreaktion ist unter den gegebenen Reaktionsbedingungen (pH 2 8) an
CNT Elektroden zwar unwahrscheinlich, dennoch wurde dem Reaktionspuffer stets Ka-
talase zugegeben. Diese fingt potenziell an der Kathode gebildetes Wasserstoffperoxid
vollstindig ab. Die Formierung von Wasserstoff am katalytisch aktiven Himeisen der
elektrochemisch getriebenen Enzyme durch Uncoupling kann nicht verhindert werden.
Die Wasserstoffperoxid abhéngige Peroxigenaseaktivitit kann jedoch aufgrund der ho-
hen elektrochemisch getriebenen Umsatzraten (bis zu 78 % vgl. NADPH-abhingige
Reaktion) und der langen Lebensdauer (TON = 42) der Enzyme als treibende Kraft der

Aktivitédt ausgeschlossen werden.

Die Immobilisierung der Enzyme auf der Siebdruck CNT Elektrode mittels Poly-
merisation einer Solgel Matrix hatte keinen Einfluss auf die CNT-tag vermittelte An-
lagerung der Enzyme auf der CNT Oberflache. Die Diffusion des Substrats und der
katalytisch formierten Produkte wurde von der Solgel Matrix nicht beeintrichtigt. Es
wurde gezeigt dass Enzym-CNT Komplexe innerhalb einer Solgel Matrix immobilisiert
und mittels des leitfdhigen PEDOT Polymers elektrisch an eine Elektrodenoberfldche
angeschlossen werden konnen. Dieser Aufbau erreichte unter Verwendung der selben
Enzymmenge wie zuvor mit der Siebdruck Elektrode eine ca. 3-fache Aktivitit bei
gleicher Elektrodenoberfliche (Abbildung 6.1; rechte Seite). Im Gegensatz zu vorheri-
gen elektrochemischen P450 Applikationen, vereint die CNT Solgel Matrix Elektrode
alle bereits beschriebenen Vorteile des CNT-tag modifizierten Enzyms mit einer ho-
heren Oberflichenkonzentration des Enzyms auf der Elektrodenoberflache. Des Wei-
teren wird das Enzym in einer amphiphilen Umgebung immobilisiert, welche sowohl
den Zugang eines eher lipophilen Substrats wie Anilin gewihrleistet und gleichzeitig
das hydrophile Enzym stabilisiert. Mit der erhohten Oberflichenkonzentration wird die
spezifische Produktleistung der P450 Elektroden Applikation ohne weitere Optimie-

rung der enzymatischen Aktivitét auf ein 3-faches Niveau verbessert.
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Die Optimierung der katalytischen Aktivitdt stellt eine weitere Moglichkeit zur
Verbesserung der spezifischen Produktleistung dar. Eine solche Optimierung erfordert
ein tieferes Verstindnis des intra- und intermolekularen Elektronentransfers (FAD —
FMN; FMN — Him-eisen) innerhalb der P450g,,; Systems. Anhand einer Alaninscan
Mutantenbibliothek konnte experimentell gezeigt werden dass drei zuvor in silico fiir
P450;,; simulierte Elektronentransferwege tatsidchlich zum Elektronentransfer beitra-
gen. Durch Aminosdureaustausch konnte die Ratenkonstante des Elektronentransfers
entscheidend beeinflusst werden. Diese Verdanderung bewirkte eine bis zu 13-fache Stei-
gerung der Nicotinamid abhiingigen, enzymatischen Umsatzrate mit Anilin und eine bis
zu 32-fache erhohte Coupling Effizienz (Abbildung 6.2).

76.8 2,406  LFVF F393A/M490A
2.4 0,188 BM3 LFVF
35 W 0,03 P450 gy, wildtypisch

B0 30 0 1 2 3
Coupling Effizienz [%] Aktivitat [k.; min-']

Abbildung 6.2: Ubersicht iiber die Aktivititen und Coupling Effizienzen des wildtypischen
BM3, sowie der Modell Protein Variante BM3 LFVF und deren Elektronentransferweg
Mutante F393A/M490A.

Gleichzeitig wurde eine beinahe vollstindige Unterdriickung der elektrochemisch
getriebenen Aktivitit durch Mutation der Elektronentransferwege beobachtet. Es wurde
experimentell gezeigt, dass durch Mutation der Elektronentransferwege die Ratekon-

stante des Elektronentransfers stark verringert wurde (Abbildung 6.3).

Auf Grundlage dieser gegensitzlichen Ergebnisse, je nach Reduktionsmechanis-
mus, wird von einem Uberangebot an Elektronen bei NADPH und einer gerade ausrei-
chenden Versorgung durch die elektrochemisch Reduktion ausgegangen. Die Uberver-
sorgung mit Elektronen resultiert in einer niedrigen Coupling Effizienz, welche bei Ver-
ringerung der Ratenkonstante des Elektronentransfers durch Mutation der Elektronen-
transferwege positiv beeinflusst wird. Die verbesserte Coupling Effizienz spiegelt sich
ebenfalls in einer deutlich erhohten Nicotinamid-abhédngigen Aktivitdt der mutierten
Enzyme wider. Die elektrochemische Reduktion hingegen liefert bereits wenige Elek-

tronen an das Hidmeisen (vgl. K,), sodass durch Mutation der Elektronentransferwege
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Abbildung 6.3: Oxidative Produktdetektion am Beispiel der Enzyme BM3 LFVF und de-
ren Elektronentransferweg Mutante LEVF F393A. Die niedrige Ratenkonstante des Elek-
tronentransfers der Elektronentransferweg Mutanten ist nicht ausreichend fiir die effiziente

elektrochemisch getriebene Produktbildung.

nicht mehr ausreichend Elektronen zur Verfiigung stehen. Eine weitere Verringerung
der Ratenkonstante des Elektronentransfers ist fiir die Optimierung der elektrochemisch
getriebnen Aktivitit nicht zielfiihrend.

Es wurde gezeigt dass eine vollstindige (FAD-und FMN-Dominen) Reduktase fiir
die Nicotinamid-abhingige Aktivitit von hochster Bedeutung ist. Dies ist einerseits auf
die NADPH Bindestelle zuriick zu fiihren, welche die Bindung und die Ubertragung
eines Hydridions an das FAD begiinstigt. Andererseits kann das FMN des BM3p,
Enzyms ebenfalls Hydridionen aufnehmen und einzelne Elektronen an das Hameisen
ibertragen. Die Aktivitit scheint aber nicht ausschlieBlich durch die fehlende NADPH
Bindestelle limitiert zu sein. Diese konnte ebenfalls durch einen nicht natiirlichen Re-
duktionszyklus des FMN bedingt sein. Ohne das FAD, muss das FMN nach der Auf-
nahme einer Hydridions zunéchst vollstindig oxidiert werden bevor es wieder reduziert
werden kann. Natiirlicherweise wechselt das FMN im Gesamtkonstrukt der Reduktase,
zwischen den Redoxstadien eines Hydro- und Semiquinons. Erste Versuche zur elek-
trochemischen Reduktion des BM3,,\ deuten auf einen adequaten Elektronentransfer

fiir die enzymatische Aktivitét hin.

Bezogen auf die Ziele des ElektroZym Projekts, konnte eine selbstassemblierende
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P450 Variante etabliert werden, deren elektrochemisch getriebene Aktivitit in situ, an-
hand der oxidativen Quantifizierung des Hydroxylierungsprodukts Aminophenol, ver-
folgt werden kann. Die reduzierbare Stoffmenge an Enzym auf der Oberfliche einer
planaren MWCNT Elektrode konnte eindeutig und reproduzierbar quantifiziert werden.
Mit diesem Faktor konnte die elektrochemisch getriebene Aktivitit der vorgestellten
Varianten bestimmt und mit den Nicotinamid-abhédngigen Aktivitéiten verglichen wer-
den. Die Varianten wurde erfolgreich eingesetzt um in einem ersten ,,proof-of-concept*
Versuch eine dreidimensionale CNT-Solgelelektrode zu testen.

In weiterfithrenden Arbeiten sollte zunidchst die Bestimmung der Ratenkonstante
des Elektronentransfers aller Elektronentransferweg Mutanten eine detaillierte Uber-
sicht iiber die k;; Modulation durch einzelne Elektronentransferweg Positionen lie-
fern. Des Weiteren konnte im Rahmen eines Phenylalaninscanning untersucht werden,
ob die Ratenkonstante des Elektronentransfers mittels aromatischer Reste schrittwei-
se erhoht werden kann und welchen Einfluss dies auf die elektrochemisch getriebene
enzymatische Aktivitit nehmen kann. Diese Einsicht konnte in Kombination mit den
Erkenntnissen aus der Arbeit von Gricman et al. einen Wechsel der PA50 Domine zu
einem elektrochemisch getriebenen BMR-P450y; ., cnr.iag €rleichtern.C?

Des Weiteren konnte der CNT-tag weiter auf eine stirkere Bindung an der CNT
Oberfliche optimiert werden. Eine Verlangerung des CNT-tag konnte die Interaktion
mit der CNT Oberflidche bestindiger machen und gegebenenfalls die k. Werte positiv
beeinflussen. Ahnliche Resultate sind durch eine weitere Optimierung des Sequenz zu
erwarten.

Eine weitere Untersuchung der elektrochemischen enzymatischen Aktivitit des
BM3\n Konstruktes ist aufgrund der vergleichbaren Umsatzraten wie das wildtypi-
sche Enzym vielversprechend. Die Variante sollte zur besseren Vergleichbarkeit mit den
entsprechenden Mutationen der aktiven Tasche auf den Umsatz von Anilin optimiert
werden. Dies wiirde eine bessere Vergleichbarkeit mit dem BM3 Gesamtkonstrukt er-
moglichen.

Abschlieend konnte ein erster und entscheidender Schritt zu einer elektrochemisch
getriebenen, enzymatischen Hydroxylierung von ausgesuchten Substraten unter phy-

siologischen Reaktionsbedingungen in vitro erreicht werden.
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Anhang

Tabelle 7.1: Liste der formierte Aminophenolkonzentrationen nach 24-stiindiger Inkuba-
tion der Biotransformation. Alle Blau hinterlegten Mutanten bildeten mehr Aminophenol
als das wildtypische Enzym.

Variante 87A 8N 87V 328F 3285 328V LF S87AL S87LF
Produkt[xM] 195 348 216 437 216 |60 299 133 376
Variante 328LF 328VA GVQ LEVF LFVI LFVL LFVV LVFI  wt
Produkt[¢M] 383 260 286 439
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ATGACAATTAAAGAAATGCCTCAGCCAAAAACGTTTGGAGAGCTTAAAAATTTACCGTTATTAAACACAGATAAAC
CGGTTCAAGCTTTGATGAAAATTGCGGATGAATTAGGAGARATCTTTAAATTCGAGGCGCCTGGTCGTGTAACGCG
CTACTTATCAAGTCAGCGTCTAATTAAAGAAGCATGCGATGAATCACGCTTTGATAAAAACTTAAGTCAAGCGCTT
AAATTTGTACGTGATTTTGCAGGAGACGGGTTATTTACAAGCTGGACGCATGAAAAAAATTGGAAAAAAGCGCATA
ATATCTTACTTCCAAGCTTCAGTCAGCAGGCAATGAAAGGCTATCATGCGATGATGGTCGATATCGCCGTGCAGCT
TGTTCAAAAGTGGGAGCGTCTAAATGCAGATGAGCATATTGAAGTACCGGAAGACATGACACGTTTAACGCTTGAT
ACAATTGGTCTTTGCGGCTTTAACTATCGCTTTAACAGCTTTTACCGAGATCAGCCTCATCCATTTATTACAAGTA
TGGTCCGTGCACTGGATGAAGCAATGAACAAGCTGCAGCGAGCARATCCAGACGACCCAGCTTATGATGAARAACAA
GCGCCAGTTTCAAGAAGATATCAAGGTGATGAACGACCTAGTAGATAAAATTATTGCAGATCGCAAAGCAAGCGGT
GAACAAAGCGATGATTTATTAACGCATATGCTAAACGGAAAAGATCCAGAAACGGGTGAGCCGCTTGATGACGAGA
ACATTCGCTATCAAATTATTACATTCTTAATTGCGGGACACGAAACAACAAGTGGTCTTTTATCATTTGCGCTGTA
TTTCTTAGTGAAAAATCCACATGTATTACAAAAAGCAGCAGAAGAAGCAGCACGAGTTCTAGTAGATCCTGTTCCA
AGCTACAAACAAGTCAAACAGCTTAAATATGTCGGCATGGTCTTAAACGAAGCGCTGCGCTTATGGCCAACTGCTC
CTGCGTTTTCCCTATATGCAAAAGAAGATACGGTGCTTGGAGGAGAATATCCTTTAGAAARAAGGCGACGAACTAAT
GGTTCTGATTCCTCAGCTTCACCGTGATAAAACAATTTGGGGAGACGATGTGGAAGAGTTCCGTCCAGAGCGTTTT
GAAAATCCAAGTGCGATTCCGCAGCATGCGTTTAAACCGTTTGGAAACGGTCAGCGTGCGTGTATCGGTCAGCAGT
TCGCTCTTCATGAAGCAACGCTGGTACTTGGTATGATGCTAAAACACTTTGACTTTGAAGATCATACAAACTACGA
GCTGGATATTAAAGAAACTTTAACGTTAAAACCTGAAGGCTTTGTGGTAAAAGCAAAATCGAAAAAAATTCCGCTT
GGCGGTATTCCTTCACCTAGCACTGAACAGTCTGCTAAAARAGTACGCAAAAAGGCAGAAAACGCTCATAATACGC

CGCTGCTTGTGCTATACGGTTCAAATATGGGAACAGCTGAAGGAACGGCGCGTGATTTAGCAGATATTGCAATGAG
CAAAGGATTTGCACCGCAGGTCGCAACGCTTGATTCACACGCCGGARATCTTCCGCGCGAAGGAGCTGTATTAATT
GTAACGGCGTCTTATAACGGTCATCCGCCTGATAACGCARAGCAATTTGTCGACTGGTTAGACCAAGCGTCTGCTG
ATGAAGTAAAAGGCGTTCGCTACTCCGTATTTGGATGCGGCGATAAAAACTGGGCTACTACGTATCAAAAAGTGCC
TGCTTTTATCGATGAAACGCTTGCCGCTAAAGGGGCAGARAAACATCGCTGACCGCGGTGAAGCAGATGCAAGCGAC
GACTTTGAAGGCACATATGAAGAATGGCGTGAACATATGTGGAGTGACGTAGCAGCCTACTTTAACCTCGACATTG
AAAACAGTGAAGATAATAAATCTACTCTTTCACTTCAATTTGTCGACAGCGCCGCGGATATGCCGCTTGCGARAAT
GCACGGTGCGTTTTCAACGAACGTCGTAGCAAGCAAAGAACTTCAACAGCCAGGCAGTGCACGAAGCACGCGACAT
CTTGAAATTGAACTTCCAAAAGAAGCTTCTTATCAAGAAGGAGATCATTTAGGTGTTATTCCTCGCAACTATGAAG
GAATAGTAAACCGTGTAACAGCAAGGTTCGGCCTAGATGCATCACAGCAAATCCGTCTGGAAGCAGAAGAAGAAAA
ATTAGCTCATTTGCCACTCGCTAAAACAGTATCCGTAGAAGAGCTTCTGCAATACGTGGAGCTTCAAGATCCTGTT
ACGCGCACGCAGCTTCGCGCAATGGCTGCTAAAACGGTCTGCCCGCCGCATAAAGTAGAGCTTGAAGCCTTGCTTG
AAAAGCAAGCCTACAAAGAACAAGTGCTGGCAAAACGTTTAACAATGCTTGAACTGCTTGAAARATACCCGGCGTG
TGAAATGAAATTCAGCGAATTTATCGCCCTTCTGCCAAGCATACGCCCGCGCTATTACTCGATTTCTTCATCACCT
CGTGTCGATGAAAAACAAGCAAGCATCACGGTCAGCGTTGTCTCAGGAGAAGCGTGGAGCGGATATGGAGAATATA
AAGGAATTGCGTCGAACTATCTTGCCGAGCTGCAAGAAGGAGATACGATTACGTGCTTTATTTCCACACCGCAGTC
AGAATTTACGCTGCCAAAAGACCCTGAAACGCCGCTTATCATGGTCGGACCGGGAACAGGCGTCGCGCCGTTTAGA
GGCTTTGTGCAGGCGCGCAAACAGCTAAAAGAACAAGGACAGTCACTTGGAGAAGCACATTTATACTTCGGCTGCC
GTTCACCTCATGAAGACTATCTGTATCAAGAAGAGCTTGAAAACGCCCAAAGCGAAGGCATCATTACGCTTCATAC
CGCTTTTTCTCGCATGCCAAATCAGCCGAAAACATACGTTCAGCACGTAATGGAACAAGACGGCAAGAAATTGATT
GAACTTCTTGATCAAGGAGCGCACTTCTATATTTGCGGAGACGGAAGCCAAATGGCACCTGCCGTTGAAGCAACGC
TTATGAAAAGCTATGCTGACGTTCACCAAGTGAGTGAAGCAGACGCTCGCTTATGGCTGCAGCAGCTAGAAGAARA
AGGCCGATACGCAAAAGACGTGTGGGCTGGGGGCGGCAGCATTTTTCGTCTGTCTTGGGGCACCTATTTTTCT

Abbildung 7.1: Basensequenz des CNT-tag (rot) modifizierten P450gy; Gens. Die Lin-
kerregion zwischen der P450 Doméne und der BMR Domaéne ist unterstrichen dargestellt.
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Abbildung 7.2: ESI-MS Analyse eines Chymotrypsin Verdau der Pyren-modifizierten
P450 BM3 Himdoméne mit artifizieller C-terminalen Glycin-Glycin-Serin-Cystein Se-

quenz (hBM3
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). Die identifizierten Peptide sind in Rot dargestellt. Das Pyren ist an
den unterstrichenen Cysteinresten konjugiert.
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Abbildung 7.3: A) Vorversuche zur Langzeitinkubation einer Kohlenstoffmonoxid (CO)
P450 Konzentrationsbestimmung mit 50 uM hBM3. Inkubation des reduzierten Enzyms
vor der CO Zugabe (oben) und Inkubation des Enzyms in CO gesittigtem Puffer vor der Na-

triumdithionit Zugabe zur Reduktion (unten). Die Konzentrationsbestimmung ist auch nach

einstiindiger Inkubation prizise und reproduzierbar. B) Nachweis einer Reduktase Verun-
reinigung des isolierten hBM3. CO Konzentrationsbestimmung mit 60-miniitiger Vorin-
kubation von hBM3 mit Dodekansiure und anschlieBender NADPH Reduktion (Rot). Die
Kontrollreaktion wurde ohne Dodekansdure (Schwarz) inkubiert. Die Ergebnisse deuten

auf die Anwesenheit einer minder effizienten Reduktase in Losung hin (Verunreinigung).

Diese Verunreinigung wurde als Escherichia coli eigene Enzyme ecFdR und ecFld identi-

fiziert.
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Abbildung 7.4: HPLC-DAD Chromatogramm der Produktstandards p- und o-
Aminophenol, sowie des Substrats Anilin. Der verwendete interne Standard (ISTD)

m-Aminophenol ist in Rot gezeigt.
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Abbildung 7.5: Absorptionspektren der Hydroxylierungsprodukte p- und o-Aminophenol
sowie dem Substrat Anilin im Bereich von 4 =210 nm und 4 = 300 nm. Dargestellt sind

die gemessenen Spektren, jeweils eines Produktstandards und des enzymatisch formierten

Analyten.
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