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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Die natirliche Reaktion der Olsdure-Hydratase aus Elizabethkingia meningoseptica (Em-
OAMH) ist die stereoselektive Hydratisierung von Olsdure (C18) zu R-10-Hydroxystearinsaure.
Daruber hinaus Kkatalysiert das Enzym die Umsetzung von Palmitinsdure (C16),
Myristoleinsdure (C14) und der chemisch synthetisierten C11-Fettsaure (Z)-Undec-9-ensdure
zum entsprechenden 10-Hydroxyprodukt. Die Charakterisierung des Substratspektrums der
Em-OAH zeigte jedoch, dass die Hydrataseaktivitdt mit der Verkirzung der Fettséure-
Kettenlédnge stark abnimmt. Dartiber hinaus wurde keine Hydratisierung der C10-Fettsdure
Dec-9-enséure beobachtet, welche eine terminale C=C Bindung besitzt. Ziel der hier
vorliegenden Doktorarbeit war eine Erweiterung des Substratspektrums und die Steigerung
der enzymatischen Aktivitdt der Em-OAH im Hinblick auf die Hydratisierung kurzkettiger
nicht-naturlicher Substrate.

Die Em-OAH katalysierte Hydratisierung der nicht-naturlichen C11-Fettsdure wurde durch
eine Optimierung der Reaktionsbedingungen mithilfe einer statistischen Versuchsplanung
deutlich gesteigert. Die optimierten Bedingungen resultierten in einer 2,8-fachen Zunahme
der Produktbildung in nur einem Viertel der Inkubationszeit (0,32 mM 10-
Hydroxyundecansdure; 64 % Umsatz in 28 Stunden). Das optimierte System wurde daraufhin
fur ein Upscaling der (Z)-Undec-9-ensdure Hydratisierung im préparativen Malstab
eingesetzt (1L, 1 mM Substrat) und das Biotransformationsprodukt wurde mithilfe einer
Mosher-Ester Analyse als (S)-10-Hydroxyundecanséure identifiziert (132 mg Produkt, 66 %
isolierte  Ausbeute, >95%  Reinheit). Eine  nachfolgende @~ Analyse  des
Reaktionsgleichgewichtes zeigte, dass unter den gewdhlten Bedingungen keine
Dehydratisierung der 10-Hydroxyundecanséure erhalten wurde.

Da die enzymatische Hydratisierung des kurzkettigen Substrates Dec-9-ensaure mithilfe der
Em-OAH auch unter optimierten Bedingungen nicht erfolgreich war, wurde eine zweite
Strategie flr die Umsetzung nicht-natirlicher kurzkettiger Substrate verfolgt. Hierbei sollte 1-
Decen als Substrat und Hexansédure als Fettsdure-Dummy-Substrat dienen. Das Dummy-
Substrat nimmt selber nicht an der Katalyse teil, hat jedoch eine wichtige Funktion im
Hinblick auf die Organisation des aktiven Zentrums und die Positionierung des eigentlichen
Substrates. Wahrend die stereoselektive Wasser-Addition eine groRe Herausforderung fur die
synthetische organische Chemie darstellt, resultierte die biokatalytische Umsetzung mithilfe
der Em-OAH unter optimierten Bedingungen in einer erfolgreichen Hydratisierung des nicht-

natirlichen Substrates 1-Decen zu (S)-2-Decanol mit exzellenter Stereoselektivitat (>99 % ee)
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und 50 % Umsatz (250 uM) nach viertdgiger Inkubation. Die enzymatische Hydratisierung
des Alkens durch das Em-OAH Wildtypenzym zeigte eine starke Abhéangigkeit vom Dummy-
Substrat und die hdchste Produktkonzentration wurde durch ein &quimolares Verhaltnis von
Alken und Fettsdure erhalten. Darliber hinaus ergab die Analyse alternativer Dummy-
Substrate, wie zum Beispiel Fettsdureester oder funktionalisierte Derivate, dass die
Carboxylgruppe und eine Kettenldnge von sechs bis sieben Kohlenstoffatomen essentiell sind
flr eine effektive Hydratisierung von 1-Decen.

Fur ein besseres Verstandnis des Hydratisierungsmechanismus wurden nachfolgend Em-OAH
Varianten zur Identifizierung/Verifizierung katalytisch-relevanter Aminosauren und zur
Analyse der Substratbindung generiert. Die Mutagenese des Tyrosins 241, der Glutaminséure
122, des Methionins 123 und des Threonins 511 resultierte in eine deutliche Abnahme der
enzymatischen Aktivitat und bestatigte somit die Relevanz dieser Positionen fur die Em-
OAH-katalysierte Hydratisierung verschiedener Substrate. Fur die Analyse der Substrat-
Erkennung mithilfe der Aminosduren am Eingang des Substratkanals wurden verschiedene
Varianten des Histidins 442 und des Asparagins 438 generiert. Die Bedeutung dieser beiden
Aminosaurepositionen fur die katalytische Aktivitat der Em-OAH wurde bestatigt. Die AS-
Substitutionen zeigten jedoch in Abh&ngigkeit der Substrat-Kettenldange unterschiedliche
Auswirkungen. Daruber hinaus war die Hydratisierung des Alkens 1-Decen mit Hexansaure
als Dummy-Substrat in geringerem MaRe von den Mutationen betroffen. Eine
Unabhangigkeit der Katalyse vom Fettsaure-Dummy-Substrat wurde jedoch durch keine der
vorgenommenen Substitutionen erreicht.

Eine Analyse des Alken-Substratspektrums zeigte, dass das Em-OAH Wildtypenzym neben
1-Decen auch 1-Octen als Substrat akzeptiert. Da die Aktivitat mit dem verkirzten Alken
jedoch sehr gering war, wurde nachfolgend eine (semi-)rationale Mutagenese-Strategie
verfolgt. Ziel der Mutagenese war die Verkleinerung der Alkyl-Substratbindetasche zur
besseren Stabilisierung nicht-natlrlicher Substrate wie der C11-Fettsdure (Z)-Undec-9-
enséure und kurzkettiger Alkene. Als Ergebnis der strukturellen und sequenziellen Analyse
wurden Phenylalanin 227 und Alanin 248 als vielversprechende Mutagenesepositionen
identifiziert. Waéhrend der Austausch des F227 gegen die groReren aromatischen
Aminosauren Tyrosin und Tryptophan einen positiven Effekt auf die Hydratisierung der C11-
Fettsdure (Z)-Undec-9-ensdure zeigte, resultierte die Sattigungsmutagenese der Spezifitat-
bestimmenden Position A248 im Vergleich zum Wildtyp in eine bis zu 7-fache Steigerung der

1-Octen Hydratisierung. 160 uM (S)-2-Octanol und ein exzellenter Enantiomerenuberschuss
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von >99 % wurden mithilfe der besten Em-OAH Variante A248L nach sechstégiger
Inkubation erhalten.

Die vielversprechendsten Em-OAH Varianten wurden nachfolgend fir die Hydratisierung
noch kleinerer Alkene ausgewéhlt (C5-C7). Aufgrund der hohen Volatilitat dieser Substrate
wurde jedoch zundchst ein Zweiphasensystem etabliert, wobei langkettige, verzweigte,
unpolare Ldésemittel wie Dodecansauremethylester (DAME), Isopropylmyristat (IPM) und
Bis(2-ethylhexyl)phthalat (BEHP) die besten Ergebnisse lieferten. Nach zahlreichen
Optimierungsrunden zeigte sich, dass der Einsatz hoher Alken-Konzentrationen (300 mM)
essentiell ist fir hohe Umsatzraten im Zweiphasensystem. Neben der Etablierung eines
Zweiphasensystems wurde eine zweite Strategie fir die Hydratisierung kurzkettiger Alkene
verfolgt. Dabei lag der Fokus auf einer Optimierung der Reaktionsbedingungen im Hinblick
auf den Umsatz fliichtiger Substrate ohne Verwendung eines Loésemittels. Auch in diesem
Fall wurde die Substratverfuigbarkeit als kritischer Parameter identifiziert. Mithilfe der beiden
Systeme wurden die Alkene 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten stereoselektiv (>99 % ee) zu
den entsprechenden sekundéaren Alkoholen hydratisiert. 3 mM (S)-2-Heptanol, 125 uM (S)-2-
Hexanol und 20 uM (S)-2-Pentanol wurden nach funftagiger Inkubation mit den besten Em-
OAH Varianten A248L bzw. A248W und Heptansdure als Dummy-Substrat im
Zweiphasensystem mit BEHP als organisches Losemittel und 300 mM Substrat erhalten.

Die anschlieBende Charakterisierung der Em-OAH A248W zeigte eine deutliche Steigerung
der Produktkonzentrationen (200 uM (S)-2-Hexanol, 38 uM (S)-2-Pentanol) durch die
Verwendung des C6-Dummy-Substrates Hexansdure. Daruber hinaus ermdglichte die
Kombination von Pentansdure und cis-2-Hexen die selektive Hydratisierung des
subterminalen Alkens zum sekundédren Alkohol 3-Hexanol mithilfe dieser Mutante. Ein
weiteres interessantes Substrat ist das zweifach ungeséttigte Alken 1,3-Butandien. Es wurde
jedoch unter den gewéhlten Bedingungen keine Hydratisierung des C4-Derivates beobachtet.
Um die Anwendbarkeit der Em-OAH hinsichtlich der Hydratisierung terminaler Alkene zu
demonstrieren, wurden 1-Decen und 1-Octen als Modelsubstrate fur ein Upscaling im semi-
praparativen Malstab ausgewahlt. Die sekundéren Alkohole S-2-Decanol und S-2-Octanol
wurden nach sechstagiger Inkubation mit einer isolierten Ausbeute von 44 % (35 mg) bzw.

22 % (14 mg) und einem exzellenten Enantiomerentiberschuss von >99 % gewonnen.
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ABSTRACT

The oleate hydratase from Elizabethkingia meningoseptica (Em-OAH) catalyzes the
stereoselective hydration of oleic acid (C18) to (R)-10-hydroxystearic acid. Moreover, the
enzyme converts palmitoleic acid (C16), myristoleic acid (C14) and chemically synthesized
(2)-undec-9-enoic acid (C11) to the corresponding 10-hydroxy products. However, hydratase
activity was strongly reduced with decreasing chain length of the fatty acid substrates.
Furthermore, no activity was observed towards the C10-fatty acid dec-9-enoic acid possessing
a terminal C=C double bond. The aim of the present PhD thesis was to broaden the substrate
scope and to increase the enzymatic activity of the Em-OAH with regard to the hydration of
short-chain non-natural substrates.

Product formation in the hydration of the truncated non-natural C11 substrate was improved
by optimizing the reaction conditions applying statistical experiment design. Optimized
reaction conditions resulted in a 2.8-fold increase in product formation in just one quarter of
the time (0.32 mM 10-hydroxyundecanoic acid; 64 % conversion in 28 h). The applicability
has been assessed in the upscaling of (Z)-undec-9-enoic acid conversion in a preparative scale
(1L, 1 mM substrate) and the product was identified as (S)-10-hydroxyundecanoic acid
(132 mg product, 66 % isolated yield, >95% purity) by Mosher ester analysis. The
subsequent analysis of the reaction equilibrium did not result in any dehydration of the
hydrated product.

As the enzymatic hydration of short-chain dec-9-enoic acid by Em-OAH wildtype enzyme
was not successful applying optimized reaction conditions, a second strategy for the
conversion of non-natural substrates was pursued using a short-chain alkene and a fatty acid
dummy substrate. The dummy substrate is not part of the catalysis itself but has an important
function regarding the organization of the active site and the positioning of the substrate.
While the stereoselective addition of water is a great challenge in synthetic organic chemistry,
non-natural 1-decene was successfully hydrated to (S)-2-decanol by Em-OAH wildtype
enzyme with excellent stereoselectivity (>99 % ee) and 50 % conversion (250 uM) after four
days of incubation using hexanoic acid as a dummy substrate. The biocatalytic hydration of 1-
decene showed a strong dependency on the dummy substrate and was best with an equimolar
ratio of the alkene and the fatty acid. Moreover, analysis of alternative dummy substrates,
such as fatty acid ester or functionalized derivatives, revealed the carboxylic group of the
dummy substrate and a chain length of six to seven carbon atoms to be essential for effective

hydration of 1-decene.
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For a better understanding of the hydration mechanism Em-OAH variants were generated to
identify catalytically relevant amino acids and to analyze substrate recognition. The
mutagenesis of tyrosine 241, glutamic acid 122, methionine 123 and threonine 511 resulted in
a strong decrease of enzymatic activity and therefore confirmed the relevance of these
positions for Em-OAH catalyzed hydration. For the analysis of substrate recognition by amino
acids at the entrance of the substrate channel variants of histidine 442 and asparagine 438
were generated. The importance of these two positions for catalytic activity of Em-OAH was
confirmed. However, the amino acid substitutions showed a different effect on hydration
activity depending on the substrate chain length. Moreover, hydration of the alkene 1-decene
with hexanoic acid dummy substrate was effected to a lesser extent by the introduced
mutations. However, an independency of catalysis from the fatty acid dummy substrate was
not achieved.

A further analysis of the alkene-substrate specificity revealed a low activity of Em-OAH
wildtype enzyme towards 1-octene. To increase the conversion of the truncated alkene and the
Cl1-fatty acid, (semi-)rational mutagenesis based on structure and sequence analysis was
applied, aiming at a better stabilization of short-chain non-natural substrates by shortening the
alkyl substrate binding pocket. As a result, phenylalanine 227 and alanine 248 were identified
as promising positions for mutagenesis. While the substitution of F227 against the bulkier
aromatic residues tyrosine and tryptophan showed a positive effect on (Z)-undec-9-enoic acid
hydration, site-saturation mutagenesis of specificity determined position A248 led to a 7-fold
increase in 1-octene hydration compared to the wildtype enzyme. 160 uM (S)-2-octanol and
an excellent ee-value of >99% were obtained after six days of incubation using the best Em-
OAH variant A248L.

The most promising Em-OAH variants were selected for the hydration of even smaller
alkenes (C5-C7). However, due to the high volatility of these substrates a two-phase system
was established. Best results were obtained with long chain, bulky, non-polar solvents such as
dodecanoic acid methyl ester (DAME), isopropyl myristate (IPM) and bis(2-ethylhexyl)
phthalate (BEHP). After several rounds of optimization, high alkene concentrations (300 mM)
turned out to be crucial for high conversion rates in a two-phase system. Apart from the two-
phase system, a second strategy for the conversion of short-chain alkenes was pursued by
optimizing the reaction conditions focusing on the hydration of volatile substrates without
using a solvent. Again, substrate availability turned out as a crucial parameter of the
optimization. As a result of the two systems, 1l-heptene, 1-hexene and 1-pentene were

stereoselectively (>99 % ee) hydrated to the corresponding secondary alcohols. 3 mM (S)-2-
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heptanol, 125 uM (S)-2-hexanol and 20 uM (S)-2-pentanol were obtained after five days of
incubation with the best Em-OAH variants A248L and A248W, respectively, and heptanoic
acid as a dummy substrate employing BEHP as organic solvent and 300 mM substrate.

The subsequent characterization of Em-OAH A248W revealed a strong increase in product
concentrations (200 uM (S)-2-hexanol, 38 uM (S)-2-pentanol) by using the C6-dummy
substrate hexanoic acid. Moreover, the combination of pentanoic acid and cis-2-hexene
enabled the selective hydration of the subterminal alkene to the secondary alcohol 3-hexanol
by this mutant. Another interesting molecule is the twofold unsaturated alkene 1,3-butadiene.
However, no hydration of the C4-derivative was observed by Em-OAH A248W under the
applied conditions.

To demonstrate the applicability of the oleate hydratase with respect to the hydration of
terminal alkenes, 1-decene and 1-octene were selected as model substrates for semi-
preparative upscaling experiments. The secondary alcohols S-2-decanol and S-2-octanol were
obtained with an isolated yield of 44% (35mg) and 22% (14 mg), respectively, and an

excellent enantiomeric excess of >99% after six days of incubation.
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1 EINLEITUNG

Die organische Chemie ermdglicht mit ihren zahlreichen Reaktionen eine grofRe Vielfalt
verschiedenster Modifizierungen, Funktionalisierungen und Synthesen.! Wahrend unzahlige
Prozesse bereits vollstandig etabliert sind und in jahrzehntelanger Erfahrung ausgefihrt
werden (z. B. Haber-Bosch-Verfahren?), stellt die selektive chirale Synthese neuer
Pharmazeutika, Naturstoffe und Polymere die Chemie regelméRig vor grole
Herausforderungen. Um mdgliche Nebenprodukte zu verhindern und die Ausbeute zu
erhdhen, werden daher haufig Schutzgruppen eingesetzt. Dieses Verfahren ist jedoch zumeist
aufwendig und bedingt je nach Komplexitdt des Substrates zahlreiche zusétzliche
Synthesestufen. Dariiber hinaus erfordert die geringe Reaktivitat der eingesetzten Molekiile in
vielen Fallen den Einsatz harscher Reaktionsbedingungen, wie zum Beispiel hohe
Temperaturen und Driicke, saure oder alkalische Bedingungen oder aber die Verwendung
nicht griiner Losemittel.!

Besonders interessante sowie wertvolle Basischemikalien und Vorstufen fir die Produktion
Enantiomer-reiner Pharmazeutika, Feinchemikalien und Naturstoffe sind chirale Alkohole
und Hydroxyfettsauren.>” Dariiber hinaus besitzen hydroxylierte Fettsauren ein groRes
Potenzial als Bausteine fur die Polymerchemie und flr die Synthese cyclischer Lactone zur
Herstellung verschiedener Antibiotika und Aromastoffe.®®* Ein interessanter Nebenaspekt
flr eine Anwendung in der Lebensmittelindustrie ist des Weiteren die antifungielle Wirkung
monohydroxylierter Fettsauren.>** Die asymmetrische Hydratisierung der nicht-aktivierten
C=C Bindung von Alkenen und ungesattigten Fettsauren zur Synthese dieser Komponenten
stellt fur die Chemie jedoch eine groBe Herausforderung dar.*>!® Ein Grund hierfiir liegt
insbesondere in der geringen Reaktivitat des Wassers unter neutralen Bedingungen, da es sich
hierbei sowohl um ein schwaches Nukleophil als auch Elektrophil handelt. Aus diesem Grund
bedarf die chemische Hydratisierung einer Aktivierung des im Wasser stabilen Alkens
beispielsweise unter Einsatz starker Sauren oder Basen." Methoden zur Funktionalisierung

17,18

von Alkenen sind unter anderem die Palladium-katalysierte Hydrosilylierung und die

Rhodium-katalysierte Hydroborierung'® oder aber Hydratisierungsreaktionen mithilfe von

2022 ynd ionischen Fliissigkeiten?®. Entscheidende Nachteile der

Woll-Palladium Komplexen
chemischen Aktivierung sind jedoch beispielsweise die zeitaufwéndige Vorbereitung des
Katalysators, die Notwendigkeit zahlreicher Reaktionsschritte und/oder die Bildung
schadlicher und gefahrlicher Nebenprodukte. Ein weiteres Problem ist insbesondere die

Kontrolle der Selektivitdat. So zeigte beispielsweise die asymmetrische Hydratisierung
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verschiedener  Styren-Derivate  mithilfe von  Woll-Palladium  Komplexen eine
Stereoselektivitat von 47 % bis 94,4 % fiir das R-Enantiomer des hydratisierten Produktes.?
Die einfache stereoselektive Addition wvon Wasser an Alkenen wunter milden
Reaktionsbedingungen in einer sowohl atomékonomischen® als auch Redox-neutralen®
Reaktion bezeichnet hingegen einen Traum der synthetischen organischen Chemie.?*%
Stattdessen werden die wertvollen chiralen Alkohole bislang in zweistufigen Oxidations-
Reduktions-Verfahren oder mithilfe einer racemischen Auflésung gewonnen.’”?® Die
wenigen beschriebenen Katalysatoren fiir die Addition von Wasser zeigen dartiber hinaus
h&ufig eine nur moderate Stereoselektivitat und sind limitiert auf aktivierte Alkene wie Enone
oder Hydroxystyrene.®%® So katalysieren beispielsweise verschiedene Decarboxylasen die
Hydratisierung von 4-Hydroxystyren-Derivaten zum entsprechenden Alkohol mit einem
Enantiomereniiberschuss von bis zu 71%.*° Die Hydratisierung nicht-aktivierter,
aliphatischer Alkene stellt infolge der inerten Natur, des limitierten sterischen und
elektronischen Effektes und des hohen Grades konformativer Flexibilitat eine besondere
Herausforderung dar.* Wahrend der synthetischen organischen Chemie fiir dieses Problem
bislang keine direkte Ldsung zur Verfugung steht, katalysieren Hydro-Lyasen (EC 4.2.1.)
sowohl die regio- und stereoselektive Addition und Abspaltung von Wasser an isolierten als
auch konjugierten C=C Bindungen (a,p-ungesattigte Carbonsdauren). Unter milden
Reaktionsbedingungen entsteht der entsprechende Alkohol als finales Produkt, wobei der
Natur eine Vielzahl verschiedener Cofaktor-abhangiger als auch -unabhéngiger Enzyme zur
Verfiigung steht.?®3 Wie die saure Katalyse, verlauft die enzymatische Hydratisierung der
Olefine dabei gemaR der Regel von Markovnikov®® (Abbildung 1): durch die Bildung des
stabilsten Carbokations infolge der Protonierung der C=C Bindung bindet die

Hydroxylgruppe am Kohlenstoffatom mit den meisten Substituenten.

R, R,
Hydro-Lyase
R, R, R; Ry

Abbildung 1: Die enzymatische Wasseraddition an isolierten C=C Bindungen mithilfe von Hydro-Lyasen verlauft
|.34

gemaR der Regel von Markovnikov®, verandert nach Demming et a
Die Anwendung von Biokatalysatoren in der synthetischen organischen Chemie ist von
groRem okologischen und ©konomischen Interesse und hat in den vergangenen Jahren
deutlich an Bedeutung gewonnen.®** Neben den bereits aufgefiihrten Vorteilen (u. a. die

exzellente Selektivitit) bietet die Verwendung von Mikroorganismen und Enzymen eine
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groRe Bandbreite verschiedener Optimierungsmoglichkeiten. Wéhrend zum Beispiel
bakterielle Stdamme mithilfe von metabolic engineering hdufig sehr einfach und gezielt
modifiziert werden kdnnen, erlaubt das rationale Proteindesign, das de novo Design und die
gerichtete Evolution sowohl die spezifische Verbesserung gewilinschter enzymatischer

Eigenschaften als auch die Umsetzung neuer Substrate und Reaktionen.®

1.1 Die selektive Addition/Abspaltung von Wasser mithilfe von Hydro-Lyasen

Wahrend die chemische (De)Hydratisierung zumeist durch eine geringe Selektivitat, das
Auftreten von Nebenreaktionen und harsche Reaktionsbedingungen limitiert wird, bietet die
biokatalytische Addition und Abspaltung von Wasser eine umweltfreundliche und selektive
Alternative. Das groRe Potential der enzymatischen Katalyse wird insbesondere am Beispiel
der Acrylamid-Produktion ersichtlich. Hergestellt wird dieses Produkt beispielsweise durch
die Nitto Chemical Industry mit einer Produktionskapazitat von 30.000 Tonnen pro Jahr.*?
Fur die Addition des Wassers an das entsprechende Nitril (Abbildung 2) werden
typischerweise immobilisierte Rhodococcus rhodochrous Zellen eingesetzt. Dass dieser
Prozess im Vergleich zur chemischen Kupfer-basierten Katalyse ékonomischer und somit
erfolgreicher ist, liegt insbesondere an der hohen Reinheit und der damit verbundenen
vereinfachten Aufbereitung des isolierten Produktes.’**? Ein weiteres Beispiel fiir einen
etablierten Prozess stellt die biotechnologische Herstellung von (S)-2-Hydroxybutan-1,4-
disaure (auch Apfelsdure genannt) mithilfe der Fumarat-Hydratase dar (Abbildung 2). Auch
dieses Verfahren wird im Multi-Tonnen Malstab durchgefiihrt und bietet den Vorteil, dass
das Reaktionsgleichgewicht durch die Prézipitation der Apfelséure in Richtung des Produktes
verschoben werden kann. Wahrend die AMINO GmbH fir diese Reaktion suspendierte

Corynebacterium glutamicum Zellen einsetzt, verwendet Tanabe Seiyaku Co., Ltd. einen

immobilisierten Brevibacterium flavum Ganzzell-Katalysator.32# ¢
(0]
N \)J\
A~ +H,0 Rhodococcus rhodochrous NH,
Hydrat
Acrylnitril (Hydratase) Acrylamid
O Corynebacterium glutamicum (0}
0 NN o +H0 Brevibacterium flavum » O o
(Hydratase)
o O OH
Fumarat S-Malat (Apfelsiure)

Abbildung 2: Biokatalytische Hydratisierungsreaktionen im industriellen MaRstab, verandert nach Hiseni et al.*
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Bei den aufgefiihrten Beispielen handelt es sich um Hydratisierungsreaktionen an aktivierten
C=C Bindungen. Besonders interessant ist jedoch auch die selektive Addition und Abspaltung
von Wasser an nicht-aktivierten C=C Bindungen, da dies unter anderem die wertvolle
Interkonvertierung funktioneller Gruppen ermdglicht. Da eine solche Reaktion die Chemie
vor eine grolRe Herausforderung stellt, lag der Fokus der biotechnologischen Forschung in den
vergangenen Jahren insbesondere auf der ldentifizierung und Charakterisierung geeigneter

Hydratasen.

1.2 Enzymatische Hydratisierung nicht-aktivierter C=C Bindungen

Die selektive Hydratisierung nicht-aktivierter C=C Bindungen bezeichnet ein fortlaufendes
Problem in der synthetischen organischen Chemie. Seit geraumer Zeit steigt daher das
Interesse am Potential entsprechender Hydratasen im Hinblick auf eine Anwendung in
industriellen Prozessen. VVon besonderer Bedeutung ist in dieser Hinsicht die Entwicklung von
Biokatalysatoren zur Umsetzung nicht-nattrlicher Substrate. Dabei ist aus industrieller Sicht
der Einsatz von Enzymen ohne Cofaktor-Aktivierung wunschenswert. Dariiber hinaus
prasentieren die Enzyme einen direkten Ansatz fur die (De)Hydratisierung der Zielmolekiile
ohne die Bildung phosphorylierter Intermediate.”” Ein Beispiel fiir eine entsprechende
Cofaktor-unabhéngige Dehydratase ist die Linalool-Dehydratase-Isomerase (LinD) aus
Castellaniella defragrans.”*>* Das Enzym katalysiert die Isomerisierung von Geraniol zu
Linalool und ebenso die anschlieRende Dehydratisierung von Linalool zu Myrcen (Abbildung
3)_48

OH
)\/\)\/\OH LinD ™ % LinD )\/\/U\/

—~—~—— —~——
Geraniol S-Linalool Myrcen

Abbildung 3: LinD-katalysierte Isomerisierung von Geraniol zu Linalool mit anschlieRBender Dehydratisierung zu
Myrcen, verandert nach Demming et al.*

Identifiziert und charakterisiert wurde das bifunktionale Enzym zum ersten Mal durch
Brodkorb und Kollegen in 2010. Im Rahmen der biochemischen Studien wurde fur das
isolierte Enzym ein Temperatur-Optimum von 35 °C mit einer hohen Aktivitat bei leicht
basischem pH-Wert ermittelt. Eine Analyse der Aminosauresequenz lasst darlber hinaus
vermuten, dass es sich bei der LinD um ein periplasmatisches Protein handelt.*® In 2016
wurde in zwei unabhangigen Studien die Kristallstruktur des Enzyms geldst.”>*' Das
Homopentamer besteht hauptsachlich aus o-Helices und das aktive Zentrum ist an der
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Grenzflache zweier benachbarter Monomere lokalisiert. Mithilfe von Mutagenesestudien
wurden daruber hinaus katalytisch-wichtige Aminosauren identifiziert und zwei hypothetische
Reaktionsmechanismen postuliert. Wahrend der erste Mechanismus die Bildung eines
kovalenten  Intermediats umfasst, verlauft die zweite  S&ure-Base-katalysierte
(De)Hydratisierung/Isomerisierung (iber ein tertidres Carbokation.® Eine Analyse der
Spezifitat zeigte, dass die LinD eine groRe Vielzahl verlangerter als auch verkirzter
aliphatischer und aromatischer tertidrer Alkohole (C5-C15) als Substrat akzeptiert. Nicht
dehydratisiert wurden hingegen Molekiile, denen das notwendige a-Methylallyl-Alkohol-
Erkennungsmotiv fehlte (Abbildung 3, mit einem Kastchen markiert).® Nichtsdestotrotz
handelt es sich bei der LinD um einen sehr interessanten Kandidaten fiir die Synthese
verschiedener Alkene und tertiarer Alkohole. So sind beispielsweise die industriell wertvollen
chiralen (De)Hydratisierungsprodukte von Terpenoiden (u.a. (S)-(+)-Linalool (auch
Coriandrol)) haufig nicht kommerziell erhéltlich und auch Geraniol und Myrcen stellen
interessante Produkte dar.*

Ein weiteres Beispiel flr eine Cofaktor-unabhéngige Hydratase stellt die Carotinoid-1,2-
Hydratase (EC 4.2.1.131) dar.>*®°" Die enzymatische Hydratisierung der terminalen C=C
Bindung der Carotinoide resultiert dabei in die Bildung des entsprechenden tertidaren Alkohols
(Abbildung 4). In Abhéangigkeit des Substratspektrums wird derzeit zwischen zwei
verschiedenen Carotinoid-Hydratasen unterschieden: Waéhrend die CruF (z.B. aus
Deinococcus radiodurans R1) zyklische Carotinoide wie y—Carotin als Substrat akzeptiert,
katalysieren CrtCs die Addition von Wasser an azyklischen Molekilen wie zum Beispiel
Lycopin oder Neurosporin.®*>>*" Biochemisch charakterisiert wurden bislang die CrtCs aus
Rubrivivax gelatinosus und Thiocapsa roseopersicina.>® Die Analyse der Spezifitat zeigte,
dass die Enzyme ein enges, auf Carotinoide begrenztes Substratspektrum aufweisen.>®
Wahrend jedoch eine Hydratisierung des verkirzten Substrates Geranylgeraniol (C20)
beobachtet wurde, waren die Enzyme mit mittel- und kurzkettigen Molekulen wie Farnesol
(C15), 2-Methyl-2-penten (C6) und 2-Methyl-2-buten (C5) trotz des vorhandenen ,,2-Methyl-
2-en“-Motivs (Abbildung 4, mit einem Kastchen markiert) inaktiv.>® In 2016 wurden dariiber
hinaus anhand eines Homologie-Modells und mithilfe von Mutagenesestudien katalytisch
wichtige Aminosduren identifiziert und ein hypothetischer Reaktionsmechanismus
postuliert.’” Da der beschriebene Protonierungs-Mechanismus Uber eine besonders saure
Asparaginsdure verlauft, wurde ein Vergleich zur Squalen-Hopen-Cyclase aus
Alicyclobacillus acidocaldarius vorgenommen: ein hoch promiskuitives Enzym, welches eine

Vielzahl verschiedener Saure-katalysierter Reaktionen erméglicht.>”®
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Abbildung 4: CrtC-katalysierte (Di)Hydratisierung von Lycopin zu 1-Hydroxy-Lycopin bzw. 1,1°-Dihydroxy-
Lycopin, verandert nach Demming et al.>

Neben der LinD und den Carotinoid-Hydratasen ist infolge eines breiten Substratspektrums
dartiber hinaus eine weitere Subgruppe der Hydro-Lyasen von besonderem Interesse fir die
industrielle Anwendung: die Fettsdure-Hydratasen.

1.3 Fettsdure-Hydratasen

Die Hydratisierung von Olsaure zu 10-Hydroxyoctadecansaure wurde zum ersten Mal im
Jahre 1962 beschrieben als Wallen und Kollegen einen von fettigem Material isolierten
Pseudomonaden  analysierten.®® Das entsprechende Enzym von Elizabethkingia
meningoseptica (zuvor Pseudomonas sp. strain 3266) wurde jedoch erst 2009 identifiziert und
biochemisch charakterisiert.®® Bis heute wurde eine Vielzahl an Enzymen aus einer groRen
Bandbreite Gram-negativer und Gram-positiver Bakterien (Bifidobacterium animalis®,
B. breve®, Chryseobacterium gleum®, Desulfomicrobium baculatum®,
E. meningoseptica®®®,  Gemella  morbillorum®,  Lactobacillus  acidophilus®**¢,
L. hammesii*?, L. plantarum®*®-97 | reuteri®?, L. rhamnosus®, L. spicheri*?, Lysinibacillus
fusiformis’™, Macrococcus caseolyticus’?, Rhodococcus erythropolis’, Stenotrophomonas

maltophilia™, S. nitritireducens’, Streptococcus pyogenes’®)

rekombinant exprimiert,
charakterisiert und als Olsaure-Hydratasen (OAH), Linolsaure-Hydratasen (LAH) oder
allgemeine Fettsdure-Hydratasen identifiziert. In 2016 wurde dartber hinaus eine Hydratase
Datenbank (Hydratase Engineering Database; URL: https://hyed.biocatnet.de/) mit 2046

Sequenzen bekannter oder aber putativer Hydratasen erstellt. Bei der Mehrzahl dieser
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Hydratasen handelt es sich um bakterielle Proteine, es wurden aber auch 103 bzw. 24
Sequenzen aus Pilzen und Archaeen aufgenommen. Die Sequenzen wurden in elf homologe
Familien (HFam1 bis 11) eingeteilt, wobei die durchschnittliche Sequenzidentitat innerhalb
der einzelnen Familien bei ca. 62 % liegt. Die groéfite Familie stellt mit 1188 Sequenzen die
HFam2 dar, gefolgt von der HFam1l (436 Sequenzen), der HFam3 (191) und der HFam11
(116), wahrend alle anderen homologen Hydratase-Familien jeweils maximal 50 Sequenzen
umfassen. Daruber hinaus wurden in die Datenbank die bis dato einzigen geldsten
Kristallstrukturen der LAH aus L.acidophilus NCFM’’ (HFam2) und der OAH aus
E. meningoseptica’® (HFam11) aufgenommen (siehe auch Absatz 1.3.3).%%

Trotz des ubiquitaren Vorkommens der Fettsaure-Hydratasen, ist wenig bekannt tber die
biochemische und physiologische Funktion dieser Proteine. Da ungeséttigte Fettsduren unter
anderem infolge ihres Zellmembran-permeabilisierenden Effektes toxisch auf viele Bakterien

8L \wird vermutet, dass es sich bei der Hydratisierungsreaktion um einen

wirken,
zusétzlichen bakteriellen Detoxifizierungsmechanismus handelt.”®"® So wurde beispielsweise
flr die Hydratase-Knockout-Mutante des Bakterienstammes S. pyogenes M49 eine zweifach
erhohte Sensitivitat gegentiber Olsaure ermittelt.”® Dariiber hinaus inhibieren ungeséttigte
Fettsduren die Enoyl-acyl Carrier Protein Reduktase und beeintrachtigen somit die Fettséure-
Biosynthese.?? Die Hydratisierung ungesattigter Fettsauren stellt somit eventuell einen
essentiellen Schutzmechanismus fiir die bakterielle Besiedelung und das Uberleben in
fettsaurereichen Umgebungen dar (z. B. die Haut oder entziindetes Gewebe).”® Bei der
Hydratisierung von Linolsdure durch Milchsdurebakterien wie L. plantarum handelt es sich
beispielsweise um den erster Schritt der Biohydrogenierung zur Umwandlung dieser
toxischen Verbindung in wertvolle konjugierte Produkte.”®#838 MCRA-Proteine (Myosin-
cross-reactive antigen), welche infolge ihrer enzymatischen Aktivitat als Hydratasen
klassifiziert wurden, spielen dariiber hinaus moglicherweise eine wichtige Rolle im Rahmen

der bakteriellen Zelladhasion, Virulenz und Stresstoleranz, 12627685

1.3.1 Substratspektrum der Fettsdure-Hydratasen

Die natirlichne Reaktion der Olsiure-Hydratase (EC 4.2.1.53) ist die Cofaktor-unabhingige
regio- und stereoselektive Hydratisierung von Olsiure (cis-9-Octadecenséaure) zu (R)-10-
Hydroxyoctadecansaure (Abbildung 5).32%%7*737 Die Linolsaure-Hydratase hingegen weist
die hochste Aktivitat mit Linolséure ((cis,cis)-Octadeca-9,12-diensdure) auf, mit dem Resultat

des 10- bzw. 13-Hydroxyproduktes.**®>®” Dariiber hinaus katalysieren die verschiedenen
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Hydratasen in Abhangigkeit des jeweiligen Substratspektrums die Addition und Eliminierung
von Wasser an zahlreichen weiteren (mehrfach-)ungesattigten Fettsduren mit 14 bis 18

Kohlenstoffatomen,1260-6569.72.73.76

Wahrend mit allen charakterisierten Enzymen nur
Monohydroxy-Produkte erhalten wurden, flihrten Hydratasen aus M. caseolyticus und
S. pyogenes bei Inkubation mit Linolsdure, a-Linolsdure bzw. y-Linolsdure ein zweites
Wassermolekiil ein.”*™® Dariiber hinaus wurde in 2015 eine neue regioselektive Hydratase aus
L. acidophilus identifiziert, welche die Hydratisierung langkettiger mehrfach ungesattigter
Fettsduren (C16-C22) zu den entsprechenden 10,- 12-, 13-, 14- und 15-Monohydroxy-

Produkten katalysiert.®

o +H,0 Po)
J]\/\/\/\/W/ OAH
— R
HO —~— HOJJ\/\/\/\/\‘/\/\/\/\
-H,0 OH
Olsiure (R)-10-Hydroxyoctadecansiure

Abbildung 5: OAH-katalysierte Hydratisierung von Olsiure zu (R)-10-Hydroxyoctadecansaure, verdndert nach
Demming et al.*?

Obwohl eine Mindestkettenlange von 14 Kohlenstoffatomen als essentieller Faktor fir die
enzymatische Hydratisierung beschrieben wurde,* beobachteten J. Schmid und Kollegen eine
geringe  Aktivitit der Wildtyp-Hydratasen aus G. morbillorum, C.gleum und
E. meningoseptica (Em-OAH) mit der chemisch-synthetisierten C11-Fettsdure (Z)-Undec-9-
ensiure.®® Die Hydratisierung der Dec-9-ensaure (C10), welche als einziges der getesteten
Substrate eine terminale C=C Bindung aufwies, war jedoch nicht erfolgreich. Dariiber hinaus
zeigten die bislang charakterisierten Hydratasen keine Hydratisierungsaktivitat mit Methyl-
und Ethyl-Fettsaureestern.?*®®®97%7" Dje Ergebnisse der verschiedenen Studien deuten darauf
hin, dass die Aktivitat der Hydratasen von mehreren Faktoren abhéngig ist:

a) einem Abstand von mindestens neun Kohlenstoffatomen zwischen der C=C Bindung

und der Carboxylgruppe,

b) einer cis-Konformation der adressierten Doppelbindung,

c) einer subterminalen Position der C=C Bindung und

d) einer Carboxylgruppe fiir die Substrat-Erkennung.
Interessanterweise beschreiben Patente von Marliére®® und Atsumi®” die Produktion
kurzkettiger Alkene und Alkohole wie zum Beispiel Isobuten bzw. Ethanol mithilfe der

(De)Hydratisierungsaktivitat der Olsaure-Hydratase. Dabei liefern die Dokumente jedoch nur
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wenige Informationen im Hinblick auf die Enzyme, die experimentelle Ausfiihrung und die

Produktausbeute.

1.3.2 Funktion und Bedeutung des Flavin-Cofaktors

Fur die meisten (De)Hydratasen wurde eine Abhéngigkeit von Cofaktoren wie
Metallionen®®® Eisen-Schwefel-Clustern®®* oder Reduktionsaquivalenten®®®* (NAD(P)H",
FADH,;) beschrieben, welche sowohl an der Substratbindung und -orientierung als auch an
der Stabilisierung von Intermediaten oder aber der Bildung von Radikalen beteiligt sein
konnen.** Die Hydratisierungsreaktion mithilfe der Fettsaure-Hydratasen verlauft im
Endeffekt ohne eine Veranderung des Netto-Redoxzustandes. Interessanterweise besitzen
dennoch alle derzeit charakterisierten Fettsdaure-Hydratasen einen Flavin-Cofaktor
(FAD/FMN), dessen genaue Funktion jedoch bislang ungeklart ist '2©16264-66:69.72-74,76.78
Mithilfe eines Sequenzalignments wurde ein konserviertes N-terminales FAD-Bindemotiv
GXGXXGs/amy(X)1sEwp)(X)sEmrars) (dabei reprasentiert ein X eine beliebige Aminoséure)
identifiziert, welches die bereits bekannte Rossmann-Faltung (GXGxxG) beinhaltet.*
Flavoproteine katalysieren typischerweise Reaktionen mit einer Verdnderung des Netto-
Redoxzustandes wie Reduktionen, Oxidationen oder Oxygenierungen.*** Beschrieben sind
jedoch auch Katalysen ohne Netto-Redox-Veranderung, darunter sowohl Beispiele fir eine
zwei-Elektronen und freie Radikalchemie als auch Reaktionen ohne direkte Beteiligung des
Flavin-Cofaktors.”® Die Analyse der Kristallstruktur der Linolsaure-Hydratase (LAH) aus
L. acidophilus NCFM zeigte, dass das Protein eine strukturelle Ahnlichkeit zu anderen
Flavoproteinen wie zum Beispiel den Amin-Oxidoreduktasen aufweist.””¥’ Interessanterweise
gehoren die bekannten Flavoproteine ohne Redox-Beteiligung des Flavins zu den Carbon-
Carbon-Lyasen (EC 4.1.). Diese Enzymklasse evolvierte vermutlich aus den Oxidoreduktasen
(EC 1), wobei die Notwendigkeit des Cofaktors bestehen blieb.”® Die genaue Rolle des
Flavin-Cofaktors im Hinblick auf die Hydratisierungsreaktion durch die Fettsaure-Hydratasen
bleibt jedoch zu klaren. Da der Cofaktor nicht an der enzymatischen Katalyse beteiligt zu sein
scheint, Ubernimmt er moglicherweise eine wichtige strukturelle oder ladungsstabilisierende

Rolle in dieser Enzymklasse.®0469.72.76.78

1.3.3 Strukturelle Aspekte der Fettsaure-Hydratasen

Die ersten strukturellen und mechanistischen Informationen einer Fettsdure-Hydratase wurden
in 2013 von Volkov und Kollegen nach erfolgreicher Kristallisation der LAH aus
L. acidophilus NCFM (La-LAH, HFam2) verbffentlicht.”” Dabei wurde die Kristallstruktur
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des Apoenzyms und der LAH mit gebundener Linolsdure mit einer Auflésung von 2,3 bzw.
1,8 A erhalten (PDB: 4ia5 & 4ia6). Die Analyse zeigte, dass es sich bei der La-LAH um ein
Homodimer handelt, dessen Protomere jeweils aus vier Domanen bestehen. Wahrend drei der
Doménen die FAD- und Substrat-Bindestelle definieren und strukturelle Ahnlichkeit zu
weiteren Flavin-abhangigen Enzymen aufweisen (1.3.2), verdeckt die vierte Doméne den
Eingang zum hydrophoben Substratkanal. Die Anwesenheit des Substrates Linolsdure bewirkt
eine Konformationsédnderung der vierten Doméne und oOffnet somit den Zugang zum
Substratkanal des jeweils anderen Protomers. Darlber hinaus erleichtern mdglicherweise
positiv-geladene Aminoséuren an der Oberflache der Doméne 1V durch Interaktion mit der
Carboxylgruppe die Erkennung des Fettsaure-Substrates.”” Unterstiitzt wird diese Vermutung
durch die Inaktivitat verschiedener Hydratasen im Hinblick auf die Umsetzung von Methyl-
und Ethyl-Fettsaureestern (1.3.1).6206976.77

Die erste Kristallstruktur einer Olsaure-Hydratase, der Em-OAH aus der HFam11, wurde
2015 von Engleder und Kollegen verdffentlicht (PDB: 4uir).”® Die Ergebnisse dieser Studie
werden jedoch im nachfolgenden Kapitel (1.3.4) ausfuhrlich dargestellt und dementsprechend
hier nicht weiter behandelt. In 2017 wurde dariiber hinaus die Kristallstruktur einer Olsaure-
Hydratase aus R. erythropolis (Re-OAH) im Apo-Zustand, d.h. ohne Bindung des FAD-
Cofaktors, publiziert (PDB: 5o0do; Auflésung: 2,64 A).” Das Enzym gehért zur Hydratase
Familie 3 und weist eine nur sehr geringe Sequenzidentitat von 35 % bzw. 34 % zu den
beiden strukturell bereits charakterisierten Proteinen La-LAH’’ und Em-OAH’® auf.”®
Dennoch ergab die Analyse eine generelle Ubereinstimmung im Hinblick auf die 4-Doméanen-
Struktur mit einer Beteiligung der Doménen | bis Il an der Definierung der FAD- und
Substratbindetasche. Die vierte, C-terminale Domane des in diesem Fall monomeren Enzyms
ist hingegen im Vergleich zu den anderen beiden Hydratasen deutlich verkirzt. Eine
Uberlagerung der drei verfiigbaren Strukturen deutet darauf hin, dass die Anwesenheit bzw.
Abwesenheit der C- und N-terminalen Sequenzverlangerungen einen entscheidenden Einfluss
auf den oligomeren Zustand der Hydratasen hat. Mithilfe einer Sequenz-basierten Mutagenese

wurden dariiber hinaus katalytisch-relevante Aminosauren identifiziert.”

1.3.4 Olsaure-Hydratase aus E. meningoseptica
Die best-charakterisierte Fettsaure-Hydratase ist die Olsaure-Hydratase aus E. meningoseptica
(Em-OAH, GQ144652) 340637898100 1ag protein besteht aus einem Homodimer mit einem

Molekulargewicht von ca. 73 kDa pro Monomer und besitz ein katalytisch-unbedeutendes
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Calcium-Atom je Untereinheit.®®”® Kinetische Studien mit dem rekombinanten Enzym und
dem natiirlichen Substrat Olsaure ergaben eine maximale Aktivitat bei pH 6 und 25 °C und
eine optimale Salzkonzentration von 50 mM NaCl.®*"® Die Em-OAH katalysiert die
regioselektive Hydratisierung von Linolsdure (C18:2), Olsaure (C18:1), Palmitinsaure
(C16:1), Myristoleinséure (C14:1) und (Z)-Undec-9-enséure (C11:1) zum entsprechenden 10-
Hydroxyprodukt. Auffallig ist dabei ein mit der Verkirzung der Substratkettenldange
einhergehender deutlicher Aktivitatsverlust des Enzyms. So wurde eine Konzentration von
500 UM des natiirlichen Substrates Olsaure unter Verwendung von 0,15 mg/ml Zelllysat
innerhalb von funf Minuten fast vollstdndig umgesetzt, wéhrend fir die verkurzte chemisch-
synthetisierte C11-Fettsdure mit 4 mg/ml E. coli Lysat nur 23 % Produktbildung nach
funftagiger Inkubation erhalten wurde. Darlber hinaus wurde keine Aktivitat mit der C10-FS
Dec-9-ensaure beobachtet (siehe auch 1.3.1).%

In 2015 wurde durch Engleder und Kollegen die Kristallstruktur der Em-OAH in
Anwesenheit des nicht kovalent-gebundenen FAD-Cofaktors geldst (Auflésung: 2,75 A,
Abbildung 6a).”® Die Substratbindetasche weist demnach eine V-formige Struktur auf
(Abbildung 6b) und besteht hauptséchlich aus hydrophoben Aminosédureresten. Docking
Studien zeigten dariiber hinaus, dass die C=C Bindung des Substrates Olsaure an der
Krimmung der Bindetasche in rdumlicher Nahe zum Isoalloxazinring des FADs und den
katalytisch-aktiven Aminosauren lokalisiert ist. So wurden mithilfe einer strukturbasierten
Analyse und einer positionsgerichteten Mutagenese das Glutamat an Position 122 und das
Tyrosin 241 der Aminosauresequenz als essentiell fur die Hydratisierungsaktivitat des
Enzyms identifiziert. Der postulierte strukturbasierte Reaktionsmechanismus (Abbildung 6c¢)
beschreibt die Protonierung der C=C Bindung am Cy-Atom der Olséure durch das Y241 mit
dem Resultat eines sekundéaren Carbokations am Cip-Atom. Durch die Glutaminsaure-basierte
Aktivierung (E122) eines Wassermolekiils kommt es anschlieBend zu einem rickseitigen
nukleophilen Angriff auf das Carbokation-Intermediat. Die Ergebnisse der Docking-
Kalkulationen lieBen dariiber hinaus auf eine Interaktion des Olsaure-Carboxylats mit den
Aminosauren am Eingang der Substratbindetasche schlieBen (Q265, T436, N438, H442). Die
Bedeutung dieser Aminosduren fur die enzymatische Hydratisierung wurde durch eine
nachfolgende Mutagenesestudie bestétigt. So wurde flr die entsprechenden Alanin-Mutanten
ein deutlich verringerter Umsatz des natiirlichen Substrates Olsaure beobachtet.”
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Abbildung 6: Strukturelle und mechanistische Charakterisierung der Em-OAH
a) Bandermodell der dimeren Olséure-Hydratase aus E. meningoseptica (Em-OAH) mit gebundenem FAD-Cofaktor (gelb).
Das ins aktive Zentrum gedockte natiirliche Substrat Olsaure ist griin dargestellt. (verandert nach Engleder et al.”®)
b) V-férmige Substratbindetasche mit den katalytisch-relevanten Aminosduren Y241 und E122. Das gedockte Substrat
Olsaure ist in Magenta dargestellt und die Atome der C=C Bindung sind mit den Nummern 9 und 10 gekennzeichnet.
(iibernommen aus Demming et al.®?)
c) Postulierter Reaktionsmechanismus: Protonierung der C=C Bindung am Cg-Atom der Olsdure durch das Y241 und
nukleophiler Angriff eines Glutaminsaure-aktivierten (E122) Wassermolekiils. (verandert nach Engleder et al.”)

Eine kinetische Analyse des Em-OAH Holo- und Apoenzyms zeigte des Weiteren, dass der
Flavin-Cofaktor eine entscheidende Rolle fiir die enzymatische Aktivitét spielt. So verlor das
Enzym infolge der FAD-Abwesenheit fast vollstandig seine Funktionalitat, wahrend hingegen
eine Inkubation des Apoenzyms mit dem Cofaktor in eine Wiederherstellung der Aktivitat
resultierte. Daruber hinaus fiihrte sowohl eine Photoreduktion als auch die chemische
Reduktion des FADs mithilfe von DTT zu einer deutlichen Aktivitatssteigerung.”® Wahrend
mit dem gereinigten Enzym (86 % FAD-Cofaktor Beladung) und Olséure als Substrat zuvor
eine scheinbare maximale Aktivitdt von 1,0 £0,1 pumol/(min*mg) und ein scheinbarer K-
Wert von 0,11 +0,06 mM erhalten wurden, lagen diese Werte nach Photoreduktion des FAD-
Cofaktors bei 2,1 pmol/(min*mg) bzw. 0,07 £0,05 mM. Da im bakteriellen Cytoplasma ein
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101102 st vermutlich die reduzierte Form des FADs an der Em-

reduzierendes Milieu vorliegt,
OAH katalysierten Hydratisierung beteiligt.”® Aufgrund der leicht sauren Eigenschaften des
Isoalloxazinrings und der hohen Wahrscheinlichkeit im Hinblick auf das Vorliegen einer
negativen Ladung infolge der gewdahlten Bedingungen, ist das FADH;, somit wohlmdglich
maRgeblich fiir die Stabilisierung des Carbokation-Intermediats verantwortlich.”®% Dariiber
hinaus besitzt der reduzierte Isoalloxazinring mdoglicherweise das Potential zur direkten
Protonierung der C=C Bindung.'®® Da jedoch wahrend der Katalyse keine Anderung des
Redoxzustandes beobachtet wurde, ist eine direkte Beteiligung am Reaktionsmechanismus
eher unwahrscheinlich. Auch eine Enzym-stabilisierende Wirkung des FADs wurde mithilfe
einer  Schmelzpunktbestimmung und einer  Circulardichroismus  Spektroskopie
ausgeschlossen. Auffallig war jedoch, dass ein flexibler Loop mit der katalytisch-wichtigen
Aminosaure E122 bei Cofaktor-Bindung besser geordnet war. Das FAD hat somit
wohlmaglich eine wichtige strukturelle Bedeutung im Hinblick auf die richtige Orientierung
des Substrates und die Positionierung der katalytisch-relevanten Aminoséuren. In der Em-
OAH kommt dem FAD-Cofaktor dementsprechend scheinbar eine duale Rolle zu: erstens, die
korrekte Organisation des aktiven Zentrums und zweites, die Stabilisierung der positiven
Ladung des putativen Ubergangszustandes. Die strukturelle Analyse deutete dariiber hinaus
darauf hin, dass auch das Ende einer C-terminalen Helix (Aminoséduren N218 bis F227) an

der Stabilisierung der positiven Ladung beteiligt sein konnte.”

1.3.5 Industrielle Anwendung der Fettsdure-Hydratasen

Infolge der exzellenten Regio- und Stereoselektivitdt und insbesondere Cofaktor-
Unabhédngigkeit der Katalyse handelt es sich bei den Fettsdure-Hydratasen um hoch-
interessante Biokatalysatoren fir die Produktion verschiedener hydroxylierter Fettsduren.

71.74,75,104-106 \,01umetrische Produktivitaten von bis zu

67,68,75,107

Wahrend fur (Di)Hydroxysterinsaure
16 g/(I*h)™* erreicht wurden, wurde Hydroxyoctadecensaure (Ricinolsaure) sogar
mit bis zu 26,3 g/(I*h)®" hergestellt. Ein groRer Vorteil der biotechnologischen Produktion ist
dartiber hinaus die Maoglichkeit der Prozessoptimierung mithilfe permeabilisierter

108109 " periplasmatisch exprimierter Ganzzell-Biokatalysatoren*'® oder immobilisierter

Zellen
Enzyme®. Letzteres resultiert beispielsweise haufig in einer verbesserten operativen Stabilitat
und erlaubt unter anderem die Wiederverwendung des Katalysators. Von besonderem

Interesse ist des Weiteren die Anwendung von Hydratasen in Enzymkaskaden fur die
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Produktion industriell-relevanter Carbonséuren (z. B. a,o-Tridec-9-endisaure) und Lactone

(y-dodecelactone).®8100111.112

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Olsaure-Hydratase aus E. meningoseptica katalysiert die regioselektive Hydratisierung
von Olsaure (C18), Palmitinsaure (C16) und Myristoleinsaure (C14) zum entsprechenden 10-
Hydroxyprodukt. Darlber hinaus wurde eine geringe Aktivitat des Enzyms mit der chemisch-
synthetisierten C11-Fettsaure (Z)-Undec-9-ensdure beobachtet.”® Der Umsatz dieses nicht-
natlrlichen Substrates war jedoch mit 23 % Produktbildung nach finftagiger Inkubation mit
4 mg/ml Zelllysat sehr gering. Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit eine
Optimierung der Reaktionsbedingungen vorgenommen werden. Da die Produktivitét
verschiedener Hydratasen in bereits erfolgten Studien durch eine Optimierung der jeweiligen

Bedingungen deutlich gesteigert wurde,®’"%:74108109.113

lag der Fokus der Analyse
insbesondere auf den bereits identifizierten Optimierungsparametern. Mithilfe der optimierten
Reaktionsbedingungen sollte nachfolgend ein Upscaling der (Z)-Undec-9-enséure-
Hydratisierung zur préparativen  Aufreinigung und Charakterisierung der 10-
Hydroxyundecansdure erfolgen.

Neben der Produktion hydroxylierter Fettsduren ist insbesondere die selektive
Funktionalisierung nicht-aktivierter Alken C=C Bindungen von grolem Interesse. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte das Substratspektrum der Em-OAH im Hinblick auf die Hydratisierung
kurzkettiger Alkene erweitert werden. Da fiir die Substrat-Erkennung durch die OAHSs
scheinbar die Anwesenheit einer Carboxylgruppe essentiell ist,®*%%96"8 hedingt die
Umsetzung von Alkenen méglicherweise den Einsatz eines Dummy-Substrates.®*** Die
Aufgabe eines solchen Molekiils liegt dabei sowohl in der notwendigen Interaktion mit den
Aminoséuren der Substratbindetasche als auch darin die aktive Tasche rdumlich zu flllen. Es
nimmt jedoch nicht an der eigentlichen Katalyse teil. Neben der Identifizierung geeigneter
Substrate und Dummy-Substrate sollte dariiber hinaus der Umsatz der nicht-natirlichen
Alkene gesteigert werden. Eine Herausforderung ist in diesem Zusammenhang insbesondere
die Stabilisierung und Positionierung der kurzkettigen Molekile in der groRen hydrophoben
Substratbindetasche. Eine Lésung hierfir bietet eventuell eine Sequenz- und Struktur-basierte
positionsgerichtete Mutagenese des Em-OAH Wildtypenzyms, mit dem Ziel die
Substratbindetasche rdaumlich zu verkleinern. Problematisch ist dartber hinaus die hohe
Volatilitdt der kurzkettigen Alkene. Um den Verlust der Substrate in die Gasphase zu

verhindern, sollte dementsprechend ein geeignetes Zweiphasensystem etabliert werden.
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In einem weiteren Teilprojekt dieser Arbeit sollte dartiber hinaus der von Engleder und
Kollegen postulierte Reaktionsmechanismus der Hydratisierungsreaktion und die Bedeutung
der Aminosauren am Eingang des Substratkanals analysiert werden.” Der gezielte Austausch
der an der Substrat-Erkennung beteiligten Aminoséuren ermdglicht des Weiteren eventuell
die Umsetzung der nicht-natiirlichen Alkene ohne den Einsatz eines Dummy-Substrates.
Schlussendlich  liefern alle zusammengetragenen Erkenntnisse weitere generelle
Informationen zur Em-OAH-basierten Katalyse und tragen somit zu einem besseren
Verstandnis dieses interessanten Enzyms bei. Daruber hinaus ermdglicht die Studie
moglicherweise die enzymatische Synthese wichtiger industrieller Produkte wie reine chirale

Alkohole und Hydroxyfettsauren, welche chemisch nur schwer zugéanglich sind.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Materialien und Methoden, welche im Rahmen der Dissertation verwendet bzw. durchgefihrt

wurden, werden im folgenden Kapitel erldutert.

2.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Losungen und Pufferkomponenten wurden,
wenn nicht anders angegeben, stets in der hochsten Reinheit von Acros Organics (Geel,
Belgien), Alfa Aesar (Karlsruhe, Deutschland), Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland),
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Peglab (Erlangen,
Deutschland), Serva (Heidelberg, Deutschland), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) und VWR
(Darmstadt, Deutschland) bezogen. Die nicht kommerziell erhaltliche Fettsdure (Z)-Undec-9-

ensdure wurde wie beschrieben (2.11.1) synthetisiert.

2.2 Organismen

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Bakterienstdmme verwendet (Tabelle
1). E.coli Dh5o wurde unter anderem aufgrund einer hohen Replikationsrate fiir
Klonierungsarbeiten und die Amplifikation der Plasmide eingesetzt. Fir die heterologe

Genexpression wurde hingegen der E. coli Stamm BL21 (DE3) verwendet.

Tabelle 1: Bakterienstdmme zur Plasmid-Amplifikation und Genexpression

Stamm Relevanter Phano-/Genotyp? Referenz

E. coli Dh5a F endA1l gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 IBTB Stuttgart
A(lacZY A-argF) U169, hsdR17(rx” mg*), A-

E. coli BL21 (DE3) F~ompT gal dem lon hsdSg(rg” mg”) A(DE3[lacl lacUV5-T7 gene 1 indl IBTB Stuttgart
sam7 nin5])

2.3 Vektoren

Fur die heterologe Genexpression wurde ein pET-Vektorsystem verwendet. Die Transkription
des Zielgens erfolgt hierbei durch die T7-RNA-Polymerase nach Induktion der Genexpression
durch die Zugabe von IPTG. Die Plasmidkarte des Em-OAH Wildtypenzyms ist in Abbildung

7 dargestellt. Tabelle 2 prasentiert dartiber hinaus eine Ubersicht der verwendeten Plasmide.
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(7094) BlpI
(7015) PaeR71I - PspXI - TIiI - Xhol Dralll (245)
(6975) PmII_ / ’
(6957) HindIIL . . / Psil (370)
(6809) PsStl—__ TN ‘ /

(6427 .. 6446) Sequenzierungsprimer 3
(6363) Mfel. \

()
WIS 17 Termingg, -

_AsiSI - Pvul (345)
p

TspMI - Xmal (1067)
\ /- Smal (1069)

(5726 .. 5750) Sequenzierungsprimer 2 ~,

_— Acul (1599)

(5437 .. 5458) Sequenzierungsprimer-4 — pET28a OAH1 —— AlwWNI (1732)

(5330) MscI—— 7177 bp

(5069) NcoI -
(5030) Xbal— \\

(T7 Promotorl /

"~ BspQI - Sapl (2258)
J/— Tatl (2337)
7~ AccI (2373)
\ BStZ171 (2374)
PfIFT - Tth111T (2399)

(4978 .. 5004) Sequenzierungsprimer 1

(4242) MIu1—

(4060) BStEII—
(4042) NmeAIIl ~

(4039) Apar [ / |\ PpuMI (3136)
(4035) PspOMI / \ ! FsSpAI (3164)
(3831) BssHII BglI (3185)
(3796) EcoRV PshAl (3401)

Abbildung 7: Vektorkarte des Plasmids pET28a(+)::Em-OAH

Tabelle 2: Fir die Genexpression verwendete pET28a(+) Plasmide

ITB-Nr. Name Quelle

pITB1877 pET28a(+)::Em-OAH Masterarbeit J. Schmid (ITB)
plTB1878 pET28a(+)::Em-OAH-E122M Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
pITB1879 pET28a(+)::Em-OAH-E122S Masterarbeit A.Hunold (ITB)
plTB1880 pET28a(+)::Em-OAH-E122D Masterarbeit A.Hunold (ITB)
plTB1881 pET28a(+)::Em-OAH-E122R Masterarbeit A.Hunold (ITB)
plTB1882 pET28a(+)::Em-OAH-M123L Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
plTB1883 pET28a(+)::Em-OAH-F227L Diese Arbeit

plTB1884 pET28a(+)::Em-OAH-F227W Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
plTB1885 pET28a(+)::Em-OAH-F227Y Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
plTB1886 pET28a(+)::Em-OAH-Y241C Masterarbeit A.Hunold (ITB)
plTB1887 pET28a(+)::Em-OAH-Y241H Masterarbeit A.Hunold (ITB)
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pITB1888
pITB1889
pITB1890
pITB1891
pITB1892
pITB1893
pITB1894
pITB1895
pITB1896
pITB1897
pITB1898
pITB1899
pITB1900
pITB1901
pITB1902
pITB1903
pITB1904
pITB1905
pITB1906
pITB1907
pITB1908
pITB1909
pITB1910
pITB1911
pITB1912
pITB1913
pITB1914

pITB1915

pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+):
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::
pET28a(+)::

pET28a(+)::

Em-OAH-A248G
Em-OAH-A248V
Em-OAH-A248L
Em-OAH-A248]
Em-OAH-A248M
Em-OAH-A248F
Em-OAH-A248W
Em-OAH-A248P
Em-OAH-A248S
Em-OAH-A248T
Em-OAH-A248C
Em-OAH-A248Y
Em-OAH-A248N
Em-OAH-A248Q
Em-OAH-A248D
Em-OAH-A248E
Em-OAH-A248K
Em-OAH-A248R
Em-OAH-A248H
Em-OAH-N438V
Em-OAH-N438Q
Em-OAH-N438H
Em-OAH-H442L
Em-OAH-H442M
Em-OAH-H442Q
Em-OAH-H442R

Em-OAH-T511D

Em-OAH-E122M/M123L

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
Diese Arbeit

Diese Arbeit

Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
Masterarbeit A.Hunold (ITB)
Masterarbeit A.Hunold (ITB)
Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
Masterarbeit A.Hunold (ITB)
Masterarbeit A.Hunold (ITB)

Bachelorarbeit S. Kleehammer (ITB)
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2.4 Oligonukleotide

Fur die QuikChange Mutagenese des pET28a(+)::Em-OAH Wildtyp-Plasmides wurden
degenerierte Primer verwendet (Tabelle 3). Die Analyse der Mutagenese erfolgte mithilfe der
Sequenzierungsprimer 1-4. Alle Primer sind in 5°-3° Richtung angegeben und die gegeniiber
der Wildtyp-Sequenz ausgetauschten Nukleotide sind in Kleinbuchstaben dargestellt.

Tabelle 3: Fir QuikChange Mutagenese und Sequenzierung verwendete Primer

Bezeichnung
rdm-OAH1-F227Y-fw
rdm-OAH1-F227Y-rv
rdm-OAH1-A248G-fw
rdm-OAH1-A248G-rv
rdm-OAH1-A248V-fw
rdm-OAH1-A248V-rv
rdm-OAH1-A248I-fw
rdm-OAH1-A248I-rv
rdm-OAH1-A248M-fw
rdm-OAH1-A248M-rv
rdm-OAH1-A248F-fw
rdm-OAH1-A248F-rv
rdm-OAH1-A248W-fw
rdm-OAH1-A248W-rv
rdm-OAH1-A248P-fw
rdm-OAH1-A248P-rv
rdm-OAH1-A248S-fw
rdm-OAH1-A248S-rv
rdm-OAH1-A248T-fw
rdm-OAH1-A248T-rv
rdm-OAH1-A248C-fw
rdm-OAH1-A248C-rv
rdm-OAH1-A248Y -fw
rdm-OAH1-A248Y-rv
rdm-OAH1-A248N-fw
rdm-OAH1-A248N-rv

rdm-OAH1-A248Q-fw

Sequenz
CCTTTTGGCGTACCATGTaTGCCTTTGAAAATTG
CAATTTTCAAAGGCAIACATGGTACGCCAAAAGG
GCATCGTTTTCTGCATGgCATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATGCCATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATGtgATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATcaCATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATatCATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATGatATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATatgATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATCcatATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATtCATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATGaaATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATtggATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATccaATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATcCgATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATCcGgATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATICCATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATGGaATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATaCCATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATGGIATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATtgCATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATGCaATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATtaCATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATGtaATGCAGAAAACGATGC
GCATCGTTTTCTGCATaaCATTGATGGTCTGAATGATC
GATCATTCAGACCATCAATGttATGCAGAAAACGATGC

GCATCGTTTTCTGCATcagATTGATGGTCTGAATGATC
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rdm-OAH1-A248Q-rv GATCATTCAGACCATCAATCctgATGCAGAAAACGATGC
rdm-OAH1-A248D-fw GCATCGTTTTCTGCATGaCATTGATGGTCTGAATGATC
rdm-OAH1-A248D-rv GATCATTCAGACCATCAATGICATGCAGAAAACGATGC
rdm-OAH1-A248K-fw GCATCGTTTTCTGCATaaaATTGATGGTCTGAATGATC
rdm-OAH1-A248K-rv GATCATTCAGACCATCAATittATGCAGAAAACGATGC
rdm-OAH1-A248R-fw GCATCGTTTTCTGCATcgCATTGATGGTCTGAATGATC
rdm-OAH1-A248R-rv GATCATTCAGACCATCAATGCgATGCAGAAAACGATGC
Seq.-Primer 1 CGAAATTAATACGACTCACTATAGGGG

Seq.-Primer 2 GCAACTTTTGGACCTTTTGGCGTAC

Seq.-Primer 3 CTGGTTCTGTGGGTTTATGC

Seq.-Primer 4 CGTGAAATGGATATGACCTATG

2.5 NA&ahrmedien & Puffer

Die Sterilisation der Nahrmedien erfolgte Uber einen Zeitraum von 20 min bei einer
Temperatur von 121 °C und einem Druck von 2 x 10° Pa. Feste Nahrmedien wurden durch
Zusatz von 1 % (w/v) Agar entsprechend zur Nahrldsung hergestellt. Zur Aufrechterhaltung
des Selektionsdruckes wurden die Medien bei Bedarf nach dem Abkuhlen auf ca. 50 °C mit

Kanamycin (Tabelle 4) komplementiert.

LB-Medium (Lysogeny broth)

1 % (w/v) NaCl
1 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

TB-Medium (Terrific Broth)

1,2 % (w/v) Trypton
2,4 % (wiv) Hefeextrakt
0,4 % (w/iv) Glycerin

Nach dem Autoklavieren: Zugabe von sterilem TB-Puffer
TB-Puffer (10x)

0,17 M KH2PO4
0,72 M K2HPO4
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Spurenelementlésung

0,38gl* CaCl, x 2 H,0
0,18¢gl* ZnSO, x 7 H,0
01gl* MnSO, x H,0
20,1g 1™ Na,-ETDA
16,7g 1™ FeCl; x 6 H,0
0,159 I* CuSO4 x 5 H,0
0,18 g I* CoCl, x 6 H,0
Citratpuffer
50 mM Zitronensaure

Der pH-Wert wurde mit Natriumhydroxid auf pH 6 eingestellt.

Eingesetzte Antibiotika

Fur die Kultivierung der Expressionsstamme wurde Kanamycin eingesetzt.

Tabelle 4: Kanamycin-Stamml&sung und Endkonzentration

Antibiotikum Stammlésung [mg/ml] Endkonzentration [ug/mi]

Kanamycin 30 in ddH,0 30

2.6 Molekularbiologische Methoden

2.6.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen

Die E.coli Stdamme wurden ausgehend von Glycerinkulturen auf LB-Agarplatten
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C kultiviert. 5 ml LB-Medium wurden mit einer
Einzelkolonie inokuliert und N bei 37 °C und 180 Upm inkubiert. 200 ml LB-Medium (1 |
Kolben ohne Schikanen) wurden am darauffolgenden Tag mit einer ODgo von 0,04
angeimpft und bei 37 °C und 180 Upm kultiviert. Nach Erreichen einer OD von 0,5-0,7
wurden die Kulturen fur 15-30 min auf Eiswasser abgekihlt. Die Zellen wurden in
vorgekihlten 50 ml Zentrifugenbechern geerntet (3220 rcf, 10 min, 4 °C) und vorsichtig in 2-
5 ml sterilem, eisgekihltem Wasser aufgenommen. Das Volumen wurde auf 50 ml aufgefullt
und die Zellen erneut geerntet. Der Waschschritt wurde einmal wiederholt. Die Pellets
wurden anschlieend in 50 ml Glycerin (10 %-ig (v/v), eisgekiihlt) resuspendiert und erneut
zentrifugiert. Die elektrokompetenten Zellen wurden in insgesamt 4 ml Glycerin
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aufgenommen, zu je 50 pl aliquotiert und in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung
erfolgte bei -80 °C.

2.6.2 Transformation mittels Elektroporation

50 ul elektrokompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit ca. 100 ng Plasmid-DNA (Re-
Transformation) bzw. 5 pl aufgereinigtem QuikChange PCR-Ansatz versetzt und in eine
vorgekihlte Elektroporationskiivette uberfiihrt. Als Negativkontrolle diente 1 pl steriles
Wasser. Die Elektroporation wurde bei 2,5V, 200 Q und 25 pF durchgefiihrt. Die Zellen
wurden in 2 ml LB-Medium aufgenommen und eine Stunde bei 37 °C und 180 Upm
regeneriert. 5 pl (Re-Transformation) bzw. 100 pl (nach QuikChange Mutagenese) der
Zellsuspension wurden auf LB-Agarplatten mit Kanamycin-Zusatz ausplattiert und N bei
37 °C inkubiert.

2.6.3 Isolierung von Plasmid-DNA

5ml LB**"-Medium wurden ausgehend von einer Einzelkolonie angeimpft und tiber Nacht
bei 37 °C und 180 Upm inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mithilfe des
,Zyppy™ Plasmid Miniprep Kits” (Zymo Research Corp., Irvine, USA) gemiB der Anleitung
des Herstellers. 30 pl lauwarmes MilliQ-Wasser dienten zur Elution.

2.6.4 Bestimmung der Nukleinsdure-Konzentration

1 pl der isolierten Plasmid-DNA wurde zur Bestimmung der Nukleinséure-Konzentration bei
260 nm mithilfe des NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, USA) eingesetzt. Das
Gerdt wurde zuvor mit MilliQ-Wasser justiert.

2.6.5 Sequenzierung

Auftragssequenzierungen erfolgten durch die GATC Biotech AG (Konstanz, Germany). 20 ul
Plasmid-DNA (60-100 ng/ul) wurden zur Analyse gegeben und mithilfe ausgewahlter
Sequenzierungsprimer (20 ul, 10 pmol/ul, Tabelle 3) sequenziert.

2.6.6 QuikChange Mutagenese

Positionsgerichtete Mutagenese erfolgte mithilfe degenerierter Primer (Tabelle 3) und der
KOD-Hot Start Polymerase (Merck Millipore, USA) in einem PCR-dhnlichen Verfahren
(Mastercycler gradient, Eppendorf AG, Deutschland). Der Reaktionsmix und das

Temperaturprogramm sind nachfolgend dargestellt:
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PCR-Ansatz: 5ul KOD-Puffer (10x)
45l 25 mM MgSO,
1l Forward-Primer (10 uM)
1l Reverse-Primer (10 uM)
5ul dNTPs (2 mM each dNTP)
0,5 ul pET28a(+)::Em-OAH (200 ng/ul)
1l KOD-Hot Start Polymerase (200 units)
ad 50 pl MilliQ
PCR-Programm: Zyklus Temperatur ~ Zeit
1 95°C 2 min
20 95°C 30 sec
50 °C 45 sec
70 °C 3 min
1 70 °C 7 min

Die PCR-Ansatze wurden abzentrifugiert und zum Verdau der methylierten Template-DNA
mit 1 ul Dpnl (rekombinant aus E. coli, Gen aus Diplococcus pneumoniae G41, 10 U/ul,
Thermo Scientific, Waltham, USA) versetzt. Nach UN-Inkubation bei 37 °C wurden 10 pul der
Ansitze mittels MilliQ-Dialyse (MF™-Membrane Filters, 0,025 pm VSWP, Merck Millipore
Ltd., Irland) Uber 30 min aufgereinigt. 5 pl der aufgereinigten Ansédtze wurden zur
Transformation elektrokompetenter E. coli Dh5a Zellen eingesetzt. Ausgewéhlte Klone
wurden Kultiviert und die Plasmid-DNA wurde isoliert. Die Analyse des Mutagenese-

Ergebnisses erfolgte mittels Sequenzierung.

2.6.7 Agarose-Gelelektrophorese

1% (w/v) Agarose wurde in 1x TAE-Puffer geldst, zur Visualisierung der DNA unter UV-
Licht mit PeqGREEN (0,1 pl/ml, Peglab, Erlangen, Deutschland) versetzt und in die
Gelkammer gefullt. Die DNA-Proben wurden mit 6x Ladepuffer (Thermo Scientific,
Waltham, USA) gemischt und in die Geltaschen pipettiert. 5 pul 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific, Waltham, USA) dienten als GroRenstandard. Die Elektrophorese erfolgte
in horizontalen Gelsystemen (PerfectBlue Mini, PegLab, Erlangen, Germany) mit 1x TAE-
Puffer bei einer Spannung von 120 V (Power Pac 300, Bio-Rad, Hercules, USA) (ber ca. 60
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min. Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht visualisiert und dokumentiert (Gelimager,

Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell, Germany).

TAE-Puffer (1x, pH 8,3)

40 mM Tris
20 mM Essigséaure (konz.)
1,3 mM EDTA

2.7 Zellkultivierung

2.7.1 Dauerkulturen/Kryokonservierung

5 ml LB-Medium (mit Kanamycin-Zusatz) wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft und
uber Nacht bei 37 °C und 180 Upm kultiviert. 1 ml der Zellsuspension wurde 1:1 mit 50 %-
iger (v/v) steriler Glycerinldsung versetzt und zur Lagerung bei -80 °C eingefroren.

2.7.2 Heterologe Genexpression

5ml LBX*"-Medium wurden mit einer Einzelkolonie frisch-transformierter E. coli BL21
(DE3) Zellen inokuliert und GN bei 37 °C und 180 Upm kultiviert. Am darauffolgenden Tag
wurden 400 ml TB*®"-Medium (2 | Schikanekolben) mit 800 pl der iiN-Vorkultur angeimpft
und bei 37 °C und 100 Upm inkubiert. Die Induktion der heterologen Genexpression erfolgte
bei einer ODggo Von 0,5-0,7 durch Zugabe von IPTG (0,5 mM finale Konzentration). Nach 20-
stindiger Inkubation bei 20 °C und 180 Upm wurden die Zellen geerntet (8000 rcf, 8 min,
4 °C) und einmal in 100 ml Citratpuffer (50 mM, pH 6) gewaschen. Die Zellpellets wurden
direkt weiter verwendet bzw. zur Lagerung bei -20 °C eingefroren.

BX&" Medium in

Die heterologe Genexpression im kleinen Malistab erfolgte in 100 ml T
500 ml Erlenmeyerkolben ohne Schikanen. Die Kulturen wurden mit 200 ul der GN-Vorkultur
angeimpft und bei 37 °C und 180 Upm inkubiert. Die Induktion der Genexpression und die

nachfolgende Kultivierung der Zellen wurden wie oben beschrieben vorgenommen.

2.7.3 Fed-Batch Kultivierung — 5 Liter Mal3stab

51 TB**-Medium wurden mit 200 ml einer E.coli BL21 (DE3) pET28a(+)::Em-OAH-
Vorkultur zu einer ODgy von 0,05 angeimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und
800 Upm mit einer Beliftungsrate von 8 | pro Minute. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von
Ammoniumhydroxid (28 % (w/v)) und Phosphorsdure (10 % (v/v)) konstant auf 7,2 gehalten.

Die Induktion der heterologen Genexpression erfolgte nach Reduzierung der Kultivierungs-
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temperatur auf 30 °C durch Zugabe von 0,5 mM IPTG bei einer ODgy von 5,5. 25 ml
Magnesiumsulfat-Losung 1 M), 2,5 ml Spurenelementldsung und 150 ml
Diammoniumhydrogenphosphat-Lésung (2,5 M) wurden dem  Kultivierungsmedium
hinzugefugt. 86 %-ige (v/v) Glycerin-Losung diente als Kohlenstoffquelle mit einer
Futterungsrate von 15 g/h, welche 10 Stunden nach Induktion auf 22 g/h erhéht wurde. Nach
23-stlindiger Inkubation wurden die Zellen mit einer finalen ODgoo vVon 44 geerntet und die

Pellets bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.7.4  Zellaufschluss mittels Ultraschall

Die Expressionskulturen wurden auf Eis aufgetaut und in eisgekiihltem Citratpuffer (50 mM,
pH 6) resuspendiert (100 mg/ml). Die Zellsuspensionen wurden wéahrend des Ultraschall-
Aufschlusses (Tabelle 5) kontinuierlich auf Eis gehalten und anschliefend bei 16000 rcf und
4 °C fur 15 min zentrifugiert. Die Zelllysate wurden in neue ReaktionsgefalRe Gberfiihrt und
die Pellets in Citratpuffer resuspendiert. Die Proteinkonzentration der 1:10 bzw. 1:100

verdiinnten Proben wurde mithilfe des BCA-Assays (2.8.1) ermittelt.

Tabelle 5: Parameter fur den Zellaufschluss mittels Ultraschall*

Volumen [ml] Reaktionsgefal Duty cycle [%0] Output Zeit [min]
>5 50 ml Falcon Tube 35 4 5
2-4 5 ml Reaktionsgefal} 35 3 3
1 1,5 ml Reaktionsgefal 35 2 15

* Sonifier 250 (Branson, Danbury, USA)

2.8 Biochemische Methoden

2.8.1 BCA-Assay
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mithilfe des ,,Pierce BCA Protein Assay
Kits” (Thermo Scientific, Waltham, USA) gemil der Anleitung des Herstellers. BSA diente

als Vergleichsstandard im Konzentrationsbereich von 2000 pg/ml bis 25 pg/ml.

2.8.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die heterologe Uberexpression der Zielgene wurde mithilfe einer SDS-PAGE analysiert. Fir
die Zelllysat- und Pelletproben wurden 10 pug Protein pro slot eingesetzt. Bei
Zellsuspensionen in Citratpuffer ohne Ultraschallaufschluss wurde das Volumen anhand einer

OD-Messung mittels NanoDrop abgeschéatzt. Es wurden 12 pl einer Zellsuspension mit einer
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ODggo von 0,5 aufgetragen. Die Proben wurden 1:5 mit 6x SDS-PAGE-Ladepuffer versetzt
und 10 min bei 95 °C aufgekocht. Nach kurzer Zentrifugation wurden die Proben vollstandig
in die Taschen des SDS-Gels tberfihrt.

Die Elektrophorese erfolgte in Vorrichtungen der Firma Peglab (PerfectBlue Dual, Peglab,
Erlangen, Deutschland) gefullt mit SDS-Laufpuffer bei 15 und 25 mA (Power Pac 300, Bio-
Rad, Hercules, USA) im Sammel- bzw. Trenngel. 5 pl PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific, Waltham, USA) diente als Gro3enstandard zur Bestimmung des
Molekulargewichts (siehe Anhang, Abbildung A 1). Die Gele wurden eine Stunde in

Coomassie-Férbeldsung inkubiert und nachfolgend bis zur gew(inschten Intensitét entfarbt.

6x SDS-PAGE-Ladepuffer
350 mM TRIS/HCI pH 8
600 mM DTT

30 % (v/iv)  Glycerin

10 % (w/v)  SDS

0,12 % (w/v) Bromphenolblau

SDS-Laufpuffer

25 mM Tris
200 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS

Sammelgel (5 %) Trenngel (12 %)

0,33 ml 2,0ml 30 % Acrylamid/Bis Solution
0,25 ml - 1 M TRIS/HCI pH 6,8

- 1,3ml 1,5M TRIS/HCI pH 8,8

0,02 ml 0,05 ml 10 % (w/v) SDS

1,4 mi 1,6 mi ddH,0

0,02 ml 0,05 ml 10 % (w/v) APS

0,002 mi 0,002 ml TEMED
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Farbeldsung

2549 Coomassie-Brillant-Blau
10 % (v/v)  Essigsdure

20 % (v/v)  Ethanol

70 % (v/v)  ddH,O

Entfarbeldsung

10 % (v/v)  Essigsdure
30 % (v/v)  Ethanol
60 % (v/v)  ddH,O

2.9 Biotransformationen

Im Rahmen dieser Dissertation wurden verschiedene Aktivitatsanalysen vorgenommen. Alle
Biotransformationen wurden in 50 mM Citratpuffer (pH 6) durchgefuhrt. In Abhangigkeit des
jeweiligen Substrates (Loslichkeit, Membrangéangigkeit, VVolatilitdt, Umsatzrate etc.) wurden
jedoch unterschiedliche  Bedingungen  (Reaktionsgefdle, = Temperatur, Additive,
Phasensysteme etc.) gewéhlt und je nach Versuchsansatz sowohl ganze Zellen als auch
Zelllysate eingesetzt. E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) Zellsuspensionen bzw. Zelllysat dienten
jeweils als Negativkontrolle. Wahrend die Fettsaure-Biotransformationen in 1,5 ml Plastik-
ReaktionsgefaBen durchgefihrt wurden, wurden fur die Alken-Umsétze luftdicht-

verschlielBbare 2 ml GC-Glas-Vials eingesetzt.

2.9.1 Standard/FAD-reduzierende Bedingungen

Biotransformationen wurden im 500 ul Malistab in 1,5ml ReaktionsgeféalRen unter
Verwendung von 50 mg/ml Zellsuspension bzw. 4 mg/ml Protein durchgefihrt.
Ganzzellbiotransformationen wurden mit 50 mM Glucose komplementiert und 0,2 mM FAD,
5mM DTT und 5mM NADH wurden als Additive fir die Gewahrleistung FAD-
reduzierender Bedingungen eingesetzt. Reaktionen wurden durch Substratzugabe (0,5 mM
(2)-Undec-9-ensdure, 1% (v/v) finale DMSO-Konzentration) gestartet und bei 25 °C und
800 Upm (Thermomixer comfort, Eppendorf, Deutschland) inkubiert. Nach funf Tagen
wurden die Biotransformationen mit 20 ul 1 M HCI gequencht und zweimal mit 500 pl
Methyl-tert-butylether (MTBE) plus internem Standard (100 uM Dodecansédure) extrahiert.
Jeweils 300 pl organische Phase (insg. 600 pl) wurden in ein neues Reaktionsgefal uberfiihrt
und in vacuo aufkonzentriert (EZ-2 Plus, GeneVac, Ipswich, England). Die Fettsauren
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wurden in 40l N,O-Bis(trimethylsilyDtrifluoracetamid  (BSTFA) mit 1%
Chlortrimethylsilan aufgenommen und 30 min bei 70 °C derivatisiert. Die Analyse der
Produktbildung erfolgte mittels GC-FID (2.12.1).

2.9.2 Design of experiments — (DoE)

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen fir die Umsetzung von (Z)-Undec-9-ensdure
erfolgte mittels statistischer Versuchsplanung unter Verwendung von MODDE (Version 11,
MKS Umetrics AB, Schweden). Alle Biotransformationen wurden als Ganzzellansatze
(50 mg/ml) im 500 pul Malstab in 1,5ml ReaktionsgefdRen durchgefuhrt. Die
Zusammensetzung der Ansdtze erfolgte durch MODDE gemdR des gewdhlten
Interaktionsmodells (FracFac Res V+, Full Fac (2 Level)). Bis zu fiinf Bedingungen wurden
zeitgleich in vier Optimierungsrunden analysiert (Tabelle 6). Die folgenden Komponenten
und Konzentrationen wurden getestet: Glucose (0-100 mM), NaCl (0-100 mM), FAD (0-
0,5 mM), DTT (0-5 mM), NADH (0-5 mM), Glutathion (0-5 mM) und BSA (0-0,5 mg/ml).
Glucose-, NADH-, FAD-, DTT- und Glutathion-Konzentrationen wurden in der ersten Runde
analysiert. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde Glutathion nachfolgend nicht mehr
bertcksichtigt und die Glucosekonzentration auf 100 mM festgesetzt, wahrend die Parameter
NADH, FAD und DTT einer zweiten Optimierungsrunde unterzogen wurden. In einem
dritten Versuch wurde der Einfluss des DTTs bei konstanter Glucose-, NADH- und FAD-
Konzentration analysiert. Alle vier Parameter wurden in einer letzten Optimierungsrunde
festgesetzt, in welcher die Bedeutung verschiedener NaCl- und BSA-Konzentrationen auf die
Enzymaktivitét bei 25 °C, 30 °C und 37 °C ermittelt wurde. Die Biotransformationen wurden
durch Substratzugabe (0,5 mM (Z)-Undec-9-enséure, 1 % (v/v) finale DMSO-Konzentration)
gestartet und nach 28-stundiger Inkubation bei 800 Upm (Thermomixer comfort, Eppendorf,
Deutschland) wie oben beschrieben (2.9.1) aufbereitet. Substratumsatz und Produktbildung
wurden mittels GC (2.12.1) analysiert und das Ergebnis der einzelnen Optimierungsrunden

uber die MODDE Software ausgewertet.
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Tabelle 6: Ubersicht der vier Optimierungsrunden

Opt.- Interakt.-Modell Glucose  NADH FAD DTT Glutathion NaCl BSA Temp.
Runde [mM] [mM] [mMM]  [mM] [mM] [mMM]  [mg/mi] [°C]
| FracFac Res V+ 0-100 0-5 0-0,5 0-5 0-5
1l Full Fac (2 levels) 100 0-5 0-0,5 0-5
11 / 100 3 0,3 0-5
v Full Fac (2 levels) 100 3 0,3 2 0-100 0-0,5 25-37

2.9.3 (Z)-Undec-9-ensaure-Umsetzung — 1 Liter Malistab

Die Umsetzung von (Z)-Undec-9-ensédure im 1 Liter Malstab erfolgte in einer 21
Schottflasche bei optimierten Bedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose,
0,3 mM FAD und 3 mM NADH) unter Verwendung von 200 mg Fettsaure-Substrat (1 mM
(2)-Undec-9-ensaure, 1% (v/v) finale DMSO-Konzentration). Nach zwei- und dreitdgiger
Inkubation bei 30°C und 180 Upm wurden 500 pl Proben zur Uberprifung der
Produktbildung entnommen und wie oben beschrieben (2.9.1) fiir die GC-Analyse aufbereitet.
Nach drei Tagen wurde der Ansatz mit 40 ml 5M HCI abgestoppt und mit einem
aquivalenten Volumen MTBE extrahiert. Die organische Phase wurde in einen Rundkolben
uberfihrt. Die wassrige Phase wurde drei weitere Male mit jeweils 600 ml MTBE extrahiert.
Die organischen Phasen wurden vereint, in vacuo aufkonzentriert und bei 4 °C gelagert.

Das Extrakt wurde in der mobilen Phase (98 Anteile Dichlormethan mit zwei Anteilen
Methanol und ein Anteil Essigsdure als Additiv) geldst und mittels Sdulenchromatographie
aufgereinigt (40 cm Lénge, 5 cm Durchmesser, 300 g Silicagel 60). Die einzelnen Fraktionen
wurden (ber Duinnschichtchromatographie (pre-coated TLC-sheets ALUGRAM®Xtra SIL
G/UVys;  0,2mm,  Silicagel 60) analysiert. Die DC-Platten  wurden in
Phosphormolybdénsdaure-Hydrat (5 g in 50 ml Ethanol) gefarbt und durch nachfolgendes
Erhitzen entwickelt. Dartiber hinaus wurde von jeder Fraktion eine Probe aufbereitet (2.9.1)
und mittels GC-MS (2.12.1) analysiert. Die Produktfraktionen wurden vereint und in vacuo
aufkonzentriert. Es wurden 132 mg eines hellbraunen Pulvers mit einer Reinheit von >95 %
als Produkt erhalten (Yp;s = 66 %, Yps = 0,0024). 10 mg der extrahierten und gereinigten 10-
Hydroxyundecanséure wurden in 600 pl deuteriertem Chloroform (CDCls) geldst und zur
NMR-Analyse gegeben (*H, *C). Die Auswertung der NMR-Ergebnisse (siehe Anhang,
Abbildung A 10) erfolgte mittels TopSpin 3.0 (Bruker BioSpin GmbH, Deutschland).
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'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.18 (s, 1H, 11-H), 1.19 (s, 2H, 11-H), 1.30-1.47 (m, 12H,
4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 8-H, 9-H), 1.60-1.66 (m, 2H, 3-H), 2.34 (t, J = 7.5 Hz, 2H, 2-H), 3.77-
3.83 (sext, J =6 Hz, 1H, 10-H) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCls): 6 = 23.4, 24.7, 25.7, 29, 29.1, 29.3, 29.5, 34, 39, 68, 179 ppm.

2.9.4 1-Decen-Umsetzung unter optimierten Bedingungen

1-Decen-Biotransformationen wurden im 500 pl MaBstab in 2ml Glas-Vials unter
Verwendung von 50 mg/ml Zellsuspension bzw. 3,8 mg/ml Protein durchgefihrt. 100 mM
Glucose, 0,3 mM FAD, 3 mM NADH und 2 mM DTT wurden zur detaillierten Analyse der
MODDE-optimierten Reaktionsbedingungen eingesetzt. Der direkte Vergleich von
Ganzzellansatzen und Zelllysat-Assays bei optimierten und nicht-optimierten Bedingungen
erfolgte nur unter Zugabe von 100 mM Glucose und 0,3 mM FAD. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von Substrat und Dummy-Substrat (0,5 mM 1-Decen bzw. 0,5mM
Hexansaure, 1 % (v/v) finale DMSO-Konzentration) gestartet und bei 25 °C und 180 Upm
inkubiert. Die Ansédtze wurden mit 20 ul 1 M NaOH abgestoppt und zweimal mit 500 pl
MTBE plus internem Standard (500 uM 1-Octanol) extrahiert. Jeweils 300 pl organische
Phase (insg. 600 ul) wurden in ein GC-Vial 0berfihrt bzw. mit Essigsdureanhydrid
derivatisiert (2.12.3) und mittels (chiraler) GC-FID/GC-MS analysiert.

2.9.5 Molares Verhéltnis von Substrat zu Dummy-Substrat

Die Biotransformationen wurden im 500 ul MaRstab in 2 ml Glas-Vials mit 50 mg/ml
Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose und 0,3 mM FAD durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden
durch Zugabe von Substrat (0,5 mM) und Dummy-Substrat (0; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5 mM) mit
1 % (v/v) finaler DMSO-Konzentration gestartet. Nach dreitdgiger Inkubation bei 25 °C und
180 Upm wurden die Biotransformationen mit 20 ul 1 M HCI gequencht und mit 800 pl
MTBE plus internem Standard (500 uM 1-Octanol) extrahiert. 600 pl organische Phase
dienten zur Analyse der Produktbildung mittels GC-FID (2.12.3).

2.9.6 Prainkubationsversuche

Die Prainkubationsversuche wurden in gasdichten GC-Headspace Vials im 10 ml Mafstab
unter optimierten Bedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD)
durchgefuhrt. Um die Vergleichbarkeit beziiglich des Transports von Substrat bzw. Dummy-
Substrat zu erhéhen und eine schnelle Aufnahme der Substanzen zu gewéhrleisten, wurden

die Zellen mittels Ultraschall permeabilisiert (2.7.4). Der Rohextrakt wurde ohne
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Zentrifugationsschritt direkt fir die Biotransformationen eingesetzt. Es wurden drei Ansatze
vorgenommen:

1. Zugabe von 0,5 mM 1-Decen (Substrat)

2. Zugabe von 0,5 mM Hexansaure (Dummy-Substrat)

3. Keine Zugabe von Substrat- und Dummy-Substrat.
Die verschiedenen Ansdtze wurden 24 Stunden bei 25 °C und 180 Upm prdinkubiert, bevor
die Reaktionen Uber eine Spritze durch das Septum der Vial-Deckel mit Substrat, Dummy-
Substrat bzw. beiden Komponenten komplementiert wurden (1 % (v/v) finale DMSO-
Konzentration). Bei dem dritten Ansatz handelte es sich somit um die Kontrolle mit
gleichzeitiger Substrat- und Dummy-Substrat Zugabe. Nach 0, 15, 30, 60 und 120 Minuten
Inkubation (25 °C und 180 Upm) erfolgte die Probenahme mithilfe einer Spritze ebenfalls
durch das Septum der Vial-Deckel. Die Proben (Triplikate, je 500 ul) wurden mit 20 pl HCI
versetzt und mit 800 pl MTBE plus internem Standard (500 uM 1-Octanol) extrahiert. 600 pl
organische Phase dienten zur Analyse der Produktbildung mittels GC-FID (2.12.3).

2.9.7 Biochemische Analyse zur Umsetzung von 1-Decen

Die Analyse der scheinbaren maximalen Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax@pp)) Und der
scheinbaren Substrataffinitdt (Km@pp) erfolgte fur 1-Decen Konzentrationen zwischen
0,125 mM und 2,5 mM (5-100 mM DMSO Stockldsungen) und einer jeweils aquimolaren
Konzentration des Dummy-Substrates Hexansdure (25-500 mM DMSO Stockldsungen).
Aufgrund der geringen Loslichkeit von 1-Decen in DMSO wurden 3 % (v/v) finale DMSO-
Konzentration eingesetzt. Die Biotransformationen wurden wie oben beschrieben (2.9.5)
durchgefihrt und nach 16 Stunden Inkubation fur die GC-Analyse (2.12.3) aufbereitet.

2.9.8 Alternative Dummy-Substrate

1-Decen Biotransformationen mit alternativen Dummy-Substraten wurden wie oben
beschrieben (2.9.5) durchgefiihrt. Substrat und Dummy-Substrat-Stockldsungen (100 mM)
wurden in DMSO angesetzt, mit Ausnahme von 6-Aminohexansaure und 1,6-Hexandiol,
welche in Puffer geldst wurden. Die Reaktionen wurden durch Substrat- und Dummy-
Substrat-Zugabe (je 0,5 mM finale Konzentration) mit 1 % (v/v) finaler DMSO-Konzentration
gestartet. Nach zweitdgiger Inkubation wurden die Ansédtze wie oben beschrieben (2.9.5)
aufbereitet und mittels GC (2.12.3) analysiert.
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2.9.9 1-Octen- und 1-Dodecen-Umsetzung

1-Octen und 1-Dodecen Biotransformationen wurden wie oben beschriebenen (2.9.5) unter 1-
Decen optimierten Bedingungen durchgefihrt (500 pl Mal3stab, 2 ml Glas-Vials, 50 mg/ml
Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD). Aufgrund der geringen Loslichkeit von 1-
Dodecen in DMSO wurde eine 100 mM Stockldsung in Ethanol hergestellt, sodass in diesem
Ansatz eine finale DMSO- bzw. Ethanol-Konzentration von 0,5 % (v/v) vorlag. Hexansaure
und Heptanséure (jeweils 100 mM DMSO-Stockldsungen) dienten als Dummy-Substrat.
Nach vier Tagen Inkubation bei 25°C und 180 Upm wurden die Ansédtze wie oben
beschrieben (2.9.5) aufbereitet und mittels GC-FID (2.12.3) analysiert.

2.9.10 Substratspektrum der Em-OAH Varianten

Fettsaure-Biotransformationen (Olsaure, Palmitinsaure, Myristoleinsaure, (Z)-Undec-9-
ensdure, Dec-9-enséure) und Alken-Biotransformationen (1-Decen, 1-Octen) wurden im
500 pl MaBstab in 1,5 ml Reaktionsgefallen bzw. 2 ml Glas-Vials durchgefiihrt. Die Assay-
Bedingungen fiir die jeweiligen Substrate sind in Tabelle 7 dargestellt. Die Reaktionen
wurden durch Substratzugabe (0,5 mM, 1 % (v/v) finale DMSO Konzentration) gestartet. Fir
die Alkene wurde Heptansdure als Dummy-Substrat eingesetzt. Nach erfolgter Inkubation
wurden die Ansdtze mit 20 ul 1 M HCI abgestoppt und mit 800 ul MTBE plus internem
Standard (Tabelle 9, Tabelle 12) extrahiert. Fur die Fettsdure-Derivatisierung wurden 600 pl
organische Phase in vacuo aufkonzentriert, wie oben beschrieben (2.9.1) derivatisiert und
mittels GC (2.12.1) analysiert. Fur die Auswertung der Alken-Biotransformationen wurden
600 ul organische Phase direkt per GC vermessen bzw. zur Analyse der Stereoselektivitat

zuvor mit Essigsaureanhydrid derivatisiert (2.12.3).
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Tabelle 7: Reaktionsbedingungen fir die Fettsdure- und Alken-Hydratisierung durch das Em-OAH Wildtypenzym
und die generierten Mutanten

Temperatur &

Substrat* Em-OAH Additive** Schittelfrequenz Inkubationszeit
Olsaure 0,15 mg/ml Lysat / Raumtemperatur 2,5 min
Palmitinsaure 0,15 mg/ml Lysat / Raumtemperatur 5 min
Myristoleinsaure 50 mg/ml GZBT Glucose 30 °C & 800 Upm 1lh
(2)-Undec-9-ensaure 50 mg/ml GZBT Glucose, FAD & NADH 30 °C & 800 Upm 1d
Dec-9-ensdure 50 mg/ml GZBT Glucose, FAD & NADH 30 °C & 800 Upm 4d

1-Decen + Dummy 50 mg/ml GZBT Glucose & FAD 25 °C & 180 Upm 2d

1-Octen + Dummy 50 mg/ml GZBT Glucose & FAD 25°C & 180 Upm 3d

*100 mM bzw. 50 mM Stocklésungen in DMSO (1% (v/v) finale DMSO-Konz.)
** 100 mM Glucose, 3 mM NADH, 0,3 mM FAD

2.9.11 Zweiphasensystem fur die Umsetzung flichtiger Alkene (C7-C5)

Fur die Analyse der 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten Hydratisierung mithilfe eines
Zweiphasensystems wurden die Zellpellets der Expressionskulturen nicht eingefroren sondern
direkt weiter verwendet. Biotransformationen wurden im 500 pl MaRstab in 2 ml Glas-Vials
mit 100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD und 100 ul Bis(2-
ethylhexyl)phthalat (BEHP) als organische Phase durchgefiihrt. Substrat (300 mM Alkene)
und Dummy-Substrat (5 mM Heptanséure) wurden direkt ohne DMSO als Cosolvens
hinzugegeben. Nach erfolgter Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurden die Reaktionen mit
800 ul MTBE plus internem Standard (Tabelle 12) extrahiert. 600 pul der organischen Phase
wurden direkt fur die GC Analyse weiter verwendet (2.12.4) oder aber zur Analyse der
Stereoselektivitat zuvor mit Essigsédureanhydrid derivatisiert (2.12.3).

2.9.12 Optimierte Reaktionsbedingungen fur die Umsetzung fliichtiger Alkene (C7-C5)

Biotransformationen mit flichtigen Alkenen (Hepten, Hexen und Penten) wurden unter
optimierten Reaktionsbedingungen im 2 ml Mafstab in 2 ml Glas Vials mit 100 mg/ml
Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 30 mM Substrat und 10 mM Dummy-
Substrat ohne Verwendung von DMSO als Cosolvens durchgefiihrt. Die Reaktionsgefalie
wurden waagerecht liegend bei 25 °C und 180 Upm inkubiert. Je 500 ul der Ansédtze wurden
nach erfolgter Inkubation mit 800 ul MTBE plus internem Standard (Tabelle 11) extrahiert.
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600 ul der organischen Phase wurden direkt mittels GC-FID analysiert (2.12.4) oder zuvor
mit Essigsaureanhydrid derivatisiert (2.12.5).

2.9.13 Hydratisierung subterminaler Alkene mit verschiedenen Dummy-Substraten

Die Hydratisierung der subterminalen Alkene cis-/trans-2-Hexen und cis-/trans-2-Penten
erfolgte mithilfe des oben beschriebenen Zweiphasensystems (2.9.11). Heptansaure,
Hexanséure, Pentansdure bzw. Butansdure (jeweils 5 mM) dienten als Fettsaure-Dummy-
Substrate und wurden direkt zum Reaktionsansatz gegeben (kein DMSO als Cosolvens). Zur
Verifizierung der cis-2-Hexen-Hydratisierung wurden dariber hinaus unter Verwendung von
Pentansdure drei verschiedene Substratkonzentrationen getestet (0,3-1 M). Die
Biotransformationen wurden mit 800 pl MTBE plus internem Standard (Tabelle 11) extrahiert
und die Analyse der Produktbildung erfolgte mittels GC-FID (2.12.4) und GC-MS (2.12.6).

2.9.14 Hydratisierung des C4-Alkens Butadien

Die Experimente zur enzymatischen Hydratisierung des C4-Derivates 1,3-Butadien erfolgten
unter Verwendung des oben beschriebenen Zweiphasensystems (2.9.11). Das Heptansaure-
bzw. Hexansaure-Dummy-Substrat wurde mit einer Konzentration von 5 mM direkt, ohne
DMSO als Cosolvens, zu den Reaktionsansdtzen gegeben. Als Substrat diente eine 1,3-
Butadienldsung (20 Gew.-% in Toluol) und getestet wurden Substratkonzentrationen von 60
bzw. 300 mM. Die Biotransformationen wurden mit 800 pul Cyclohexan plus internem
Standard (500 uM 1-Pentanol) extrahiert und die Analyse der Produktbildung erfolgte
mithilfe eines GC-MS-Systems (2.12.6).

2.9.15 Dehydratisierung kurzkettiger, sekundarer Alkohole (C6-C4)

Die Biotransformationen zur Dehydratisierung der sekundaren Alkohole (S)-2-Hexanol, rac-
2-Pentanol und rac-3-Buten-2-ol  erfolgten unter  Verwendung  verschiedener
Zweiphasensysteme mit unterschiedlichen Substratkonzentrationen (Tabelle 8). Hexansédure
diente als Dummy-Substrat (DS). Nach erfolgter Inkubation wurden die Ansétze 1 und 2 mit
800 ul Cyclohexan (CH) und internem Standard (Tabelle 13) extrahiert. Die Ansatze 3 und 4
wurden direkt mittels GC-MS (2.12.6) analysiert.
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Tabelle 8: Reaktionsbedingungen fiir die enzymatische Dehydratisierung sekundarer Alkohole

Ansatz Reaktions-Vol. Losemittel [Substrat] & [DS]
1 500 pl 100 pl BEHP 1mM
2 500 pl 100 pl BEHP 5mM
3 500 pl 100 pl BEHP mit 900 pl CH 10 mM
4 1000 pl 900 pl CH 10 mM

2.10 Umsetzung terminal-ungesattigter Alkene im 250 bzw. 500 ml Mal3stab

Fur die Hydratisierung der Alkene 1-Decen und 1-Octen im 250 bzw. 500 ml Malstab
wurden das Em-OAH Wildtypenzym bzw. die A248L-Variante ausgewdéhlt. Um einen guten
Kompromiss zwischen hoher Umsatzrate und ausreichender Produktkonzentration zu finden,
wurden in einem Vorversuch Substratkonzentrationen von 0,5 mM bis 4 mM bei einem
DMSO-Anteil von 1% (v/v) bis 8% (v/v) analysiert. Angewendet wurden die bereits
optimierten Reaktionsbedingungen (2.9.12) ohne Verwendung eines organischen Ldsemittels
als zweite Phase (100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD). Nach
viertdgiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurden die Biotransformationen mit MTBE
und internem Standard (500 uM 1-Octanol bzw. 1-Decanol) extrahiert und die
Produktbildung wurde mittels GC-FID quantifiziert (2.12.3 & 2.12.4). Die Auswahl der

jeweils geeigneten Substrat-Konzentration erfolgte anhand der erhaltenen Ergebnisse.

2.10.1 1-Decen-Hydratisierung im 250 ml MaRstab

Die Umsetzung des Alkens 1-Decen durch das Em-OAH Wildtypenzym erfolgte im 250 ml
MaRstab in einem 250 ml Rundkolben mit 100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose und
0,6 mM FAD. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Substrat (2 mM 1-Decen) und Dummy-
Substrat (2 mM Heptansaure) bei einer finalen DMSO-Konzentration von 4 % (v/v) gestartet.
Nach sechstégiger Inkubation bei 25 °C unter langsamem Rihren wurde der Ansatz zweimal
mit 200 ml MTBE extrahiert. Die beiden Fraktionen wurden vereint, tiber Na,SO,4 getrocknet,
filtriert und in vacuo aufkonzentriert.

Das Extrakt (280 mg) wurde in 10:1 Cyclohexan/Essigsaureethylester (CH/EA) gel6st und
mittels S&dulenchromatographie aufgereinigt (30 cm Lé&nge, 2,5cm Durchmesser, 28 g
Silicagel 60). Als mobile Phase diente ein 5:1 Gemisch aus CH/EA. Die einzelnen Fraktionen
wurden ber Diinnschichtchromatographie (2:1 CH/EA; Produkt-R¢ = 0,49; pre-coated TLC-
sheets ALUGRAM®Xtra SIL G/UVass; 0,2 mm, Silicagel 60) analysiert. Die DC-Platten
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wurden in Phosphormolybdanséure-Hydrat (59 in 50 ml Ethanol) gefdarbt und durch
nachfolgendes Erhitzen entwickelt. Die Produktfraktionen wurden vereint und in vacuo
aufkonzentriert (75 mg). Aufgrund einer im Rahmen der DC-Analyse sichtbaren
Verunreinigung wurde die S&ulenchromatographie wie oben beschrieben wiederholt (20 cm
Lange, 1,5cm Durchmesser, 7,5 g Silicagel 60). Es wurden 51 mg eines gelblichen Ols
erhalten. 10 mg des extrahierten und gereinigten Produktes wurden in 600 pl deuteriertem
Chloroform (CDCls) gelést und zur NMR-Analyse gegeben (*H, *3C). Die Auswertung der
NMR-Spektren zeigte, dass immer noch Reste einer Verunreinigung (vermutlich
Heptansaure) vorlagen. Aus diesem Grund wurde das Extrakt in 20 ml CH/EA (5:1)
aufgenommen, viermal mit dem gleichen VVolumen einer gesattigten NaHCO3-L6sung und
abschlieBend mit Wasser extrahiert. Der Erfolg der Aufreinigung wurde mittels DC
analysiert. Die organische Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und in vacuo
aufkonzentriert (35 mg). 10 mg des Extraktes wurden in 600 pl deuteriertem Chloroform
(CDCl3) gelést und erneut mittels NMR analysiert (*H, **C). Die Auswertung der NMR-
Ergebnisse (siehe Anhang, Abbildung A 2) erfolgte mittels MestreNova (Mnova, Mestrelab
Research). Fir die Uberpriifung der Stereoselektivitat wurden 0,5 pl des gereinigten
Produktes in 600 pl MTBE gel6st und fiir eine chirale GC-Analyse mit Essigsaureanhydrid
derivatisiert (2.12.5).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 0.88 (t, *Jy.+ = 6.6 Hz, 3H), 1.19 (d, Ju.u = 6.2 Hz, 3H),
1.28 — 1.44 (m, 15H), 3.80 (m, 1H) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 14.26, 22.82, 23.64, 25.93, 29.42, 29.74, 29.81, 32.03,
39.54, 68.37 ppm.

2.10.2 1-Octen-Hydratisierung im 500 ml Mal3stab

Die Umsetzung des Alkens 1-Octen durch die Em-OAH Variante A248L erfolgte im 500 ml
MaRstab in einem 500 ml Rundkolben mit 100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose und
0,6 mM FAD. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Substrat (1 mM 1-Octen) und Dummy-
Substrat (1 mM Hexanséure) bei einer finalen DMSO-Konzentration von 2 % (v/v) gestartet.
Nach sechstagiger Inkubation bei 25 °C unter langsamem Rihren wurde der Ansatz dreimal
mit 400 ml MTBE extrahiert. Die organischen Fraktionen wurden vereint, ber Na,SO,4
getrocknet, filtriert und in vacuo aufkonzentriert. Das Extrakt (532 mg) wurde direkt in
DCM/MeOH (98:2) geldst und zweimal mithilfe einer Flash-Chromatographie aufgereinigt
(20 cm Lange, 1 cm Durchmesser, 2,5 g Aluminiumoxid; 98:2 DCM/MeOH). Die organische
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Phase wurde in vacuo aufkonzentriert (200 mg), in CH/EA (10:1) gel6st und nachfolgend
mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt (30 cm Léange, 2 cm Durchmesser, 20 g Silicagel
60; 6:1 CH/EA). Die einzelnen Fraktionen wurden tber Dunnschichtchromatographie (2:1
CH/EA; Produkt-R; = 0,55; pre-coated TLC-sheets ALUGRAM®Xtra SIL G/UVs4; 0,2 mm,
Silicagel 60) analysiert. Die DC-Platten wurden in Phosphormolybdénsaure-Hydrat (5 g in
50 ml Ethanol) gefarbt und durch nachfolgendes Erhitzen entwickelt. Die Produktfraktionen
wurden vereint (ca. 100 ml) und einmal mit 40 ml einer geséattigten NaHCO3-L6sung und
abschlieBend mit Wasser extrahiert. Die organische Phase wurde im Anschluss an die
basische/wéssrige Extraktion uber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und in vacuo aufkonzentriert.
Es wurden 30 mg eines gelblichen Ols erhalten. 10 mg des extrahierten und gereinigten
Produktes wurden in 600 pl deuteriertem Chloroform (CDCl3) gelést und zur NMR-Analyse
gegeben (*H, **C). Die Auswertung der NMR-Spektren zeigte, dass immer noch Reste einer
Verunreinigung vorlagen. Aus diesem Grund wurde das Extrakt erneut mittels
Saulenchromatographie aufgereinigt (20 cm Lange, 1 cm Durchmesser, 3 g Silicagel 60; 5:1
n-Hexan/EA). Die einzelnen Fraktionen wurden wie oben beschrieben mittels DC analysiert.
Produktfraktionen wurden vereint und in vacuo aufkonzentriert (14 mg). 10 mg des Extraktes
wurden in 600 pul CDCl; gelést und mittels NMR analysiert (*H, **C). Die Auswertung der
NMR-Ergebnisse (siehe Anhang, Abbildung A 3) erfolgte mittels MestreNova (Mnova,
Mestrelab Research). Fir die Uberpriifung der Stereoselektivitat wurden 0,5 pl des
gereinigten Produktes in 600 ul MTBE gelést und fir eine chirale GC-Analyse mit
Essigsaureanhydrid derivatisiert (2.12.5).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 0.88 (t, *J4.s = 6.6 Hz, 3H), 1.18 (d, Juns = 6.2 Hz, 3H),
1.24 —1.37 (m, 11H), 3.79 (m, 1H).

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 14.22, 22.76, 23.62, 25.88, 29.46, 31.96, 39.53, 68.36.

2.11 Chemische Methoden

2.11.1 Chemische Synthese der C11-Fettsaure (Z)-Undec-9-ensdure

jl)\/\/\/\/ Findlar-Kat I
HO > HO)M

MeOH

9-Undecinsidure (Z)-Undec-9-ensiure
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Fir die Hydrierung des Alkins 9-Undecinsdure wurde ein modifizierter Katalysator, ein
sogenannter Lindlar-Katalysator, eingesetzt. Statt mit einer Platin- oder Palladium-
Aktivkohle-Suspension erfolgt die Hydrierung hierbei mithilfe eines auf Calciumcarbonat
niedergeschlagenen Palladiums, welches mit Bleiacetat und Chinolin behandelt wurde. Dieses
System bietet infolge der weniger aktiven Konfiguration der Metalloberflache den Vorteil,
dass nur eine n-Bindung hydriert wird. Da die Hydrierung stereoselektiv syn verlauft, handelt
es sich um eine Methode zur selektiven Synthese von cis-Alkenen.

60 mg Lindlar-Katalysator wurden zu 480 mg 9-Undecinsédure (2,64 mmol) gegeben und in
einem trockenen 50 ml Schlenkkolben in 15 ml trockenem Methanol (3 A Molekularsieb)
gelost. Die Losung wurde bei Raumtemperatur gerihrt und die Atmosphédre mittels
zehnmaligem Fluten und Evakuieren mit Wasserstoffgas geséattigt. Der Kolben wurde mit
Septen verschlossen und die Reaktion 20 Stunden geriihrt. Uber einen Wasserstoff-gefiillten
Ballon wurde eine kontinuierliche Wasserstoffzufuhr in die LOsung gewéhrleistet. Die
Uberpriifung der Produktbildung erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie (pre-coated
TLC-sheets ALUGRAM®Xtra SIL G/UVas4; 0,2 mm, Silicagel 60) unter Verwendung eines
Cyclohexan-Ethylacetat-Gemisches (1:1, Substrat-Rs = 0,5; Produkt-Rs = 0,68). Die Platten
wurden in einer Vanillin-Schwefelséurelésung (0,3 g Vanillin, 25 ml Ethanol, 30 ml ddH,0,
4 ml konz. Schwefelséure) gefarbt und durch nachfolgendes Erhitzen entwickelt. Nach Ablauf
der Reaktion wurde das Gemisch ber Celite filtriert, mit Methanol gewaschen und in vacuo
aufkonzentriert. Das resultierende gelbliche Ol wurde Uber eine Saulenchromatographie
(30 cm Lange, 2,5 cm Durchmesser, 60 g Silicagel 60) mithilfe eines 5:1 Gemisches aus
Cyclohexan und MTBE aufgereinigt. Fraktionen mit einem deutlichen Produktspot (Analyse
per DC) wurden vereint und erneut in vacuo aufkonzentriert. 10 mg des aufgereinigten
Produktes wurden in 600 ul deuteriertem Chloroform (CDCl3) gelést und zur NMR-Analyse
gegeben (*H, °C). Die Auswertung der NMR-Ergebnisse (siehe Anhang, Abbildung A 4)
erfolgte mittels TopSpin 3.0 (Bruker BioSpin GmbH, Deutschland). Es wurden 394 mg
farbloses, 6liges (Z)-Undec-9-ensédure-Produkt mit einer Reinheit von >95 % erhalten (2,14
mmol, 81 % Ausbeute).

'"H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.32-1.35 (m, 8H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H), 1.60 (d, J = 6.3 Hz,
3H, 11-H), 1.62-1.65 (m, 2H, 3-H), 2.00-2.04 (m, 2H, 8-H), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H, 2-H),
5.36-5.40 (m, 2H, 9-H, 10-H) ppm.

B3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 12.8, 24.7, 26.8, 29.0, 29.0, 29.1, 29.5, 33.9, 123.7, 130.8,
179.6 ppm.
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2.11.2 Mosher-Ester Analyse

25 mg (0,125 mmol) der aufgereinigten 10-Hydroxyundecansdure (2.9.3) wurden fir die
Derivatisierung der freien Carboxylgruppe in 1 ml Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH,
0,25 M in Methanol) gelost. Nach eine Stunde Inkubation bei 40 °C und 800 Upm
(Thermomixer comfort, Eppendorf, Deutschland) wurde der TMSH-Uberschuss durch
Zugabe von 5pl Ameisensédure (>98 %, 46 g/mol, ~ 0,125 mmol) und 30-min0tiger
Inkubation bei Raumtemperatur und 300 Upm entfernt. Die Lésung wurde in einen 5 ml
Spitzkolben Uberfihrt und flichtige Komponenten wurden mithilfe des Rotationsverdampfers
abgedampft.

Die Stereoselektivitdt der (Z)-Undec-9-ensdure-Hydratisierung (2.9.3) wurde Uber ein
modifiziertes Protokoll der Mosher-Ester-Analyse von Hoye et al..'*> evaluiert. 5 mg des
TMSH-derivatisierten Produktes (~ 0,025 mmol) wurden in einem 2 ml Glas-Vial in 1 ml
deuteriertem Chloroform (Natriumsulfat getrocknet) geltst, mit 40 pl wasserfreiem Pyridin
(~ 0,5 mmol, 20 Aquiv.) und 74 pl (S)-(+)-a-Methoxy-o-trifluormethylphenylacetylchlorid
(S-(+)-MTPA-CI, ~ 0,4 mmol, 16 Aquiv.) versetzt und drei Stunden bei Raumtemperatur
gertihrt. Flr die Derivatisierung des hydratisierten Produktes mit R-(-)-MTPA-CI wurde
analog verfahren. 600 pl beider Reaktionsansatze wurden nachfolgend zur NMR-Analyse
gegeben (500 Hz, *H). Die Auswertung der NMR-Ergebnisse (siche Anhang, Abbildung A 5)
erfolgte mittels TopSpin 3.0 (Bruker BioSpin GmbH, Deutschland).

2.12 Analytische Methoden

Die Quantifizierung der Produktbildung erfolgte mithilfe von Kalibrierungskurven
entsprechender Standards. Die verwendeten Chemikalien wurden dafur, wenn kommerziell
verfugbar, stets in der hdchsten Reinheit bezogen. (Z)-Undec-9-ensédure und 10-
Hydroxyundecansaure wurden chemisch synthetisiert (2.11.1) bzw. biosynthetisch hergestellt
(2.9.3) und nachfolgend gereinigt. Fur die Erstellung der Kalibrierungskurven wurden die
Standard-Ansatze den jeweiligen Biotransformationen entsprechend behandelt und aufbereitet
(2.9). Der Bereich der gewahlten Konzentration wurde der Substratkonzentration und dem zu

erwartenden Umsatz angepasst.

2.12.1 GC-FID Analytik — Fettsaure-Biotransformationen
Derivatisierte Fettsduren wurden mithilfe eines Shimadzu GC2010 Plus Gaschromatographen
(Shimadzu, Kyoto, Japan) analysiert, ausgestattet mit einer DB-5 Sdule

(Polyphenylmethylsiloxan, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um; Agilent Technologies, Santa Clara,
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USA), einem AOC 20s Autosampler und einem AOC 20i Autoinjector. Das
Injektionsvolumen betrug 1 pl mit einem Splitverhaltnis von 1:10 bei einer Injektortemperatur
von 250 °C. Wasserstoff mit einer Lineargeschwindigkeit von 30 cm pro Sekunde diente als
Trégergas und die Temperatur des Flammenionisationsdetektors (FID) betrug 320 °C. In
Abhéangigkeit des jeweiligen Substrates wurden verschiedene Temperaturprogramme und
interne Standards verwendet (Tabelle 9).

Tabelle 9: Temperaturprogramm derivatisierter Fettsdure-Biotransformationen

Fettsaure Interner Standard (100 uM) Heizrate [K/min] Temp. [°C] Haltezeit [min]
Olsaure Heptadecansaure 180 0
(100 mM DMSO-Stockldsung)
5 250 0
10 300 0
Palmitinsdure Heptadecansaure 180 0
(100 mM DMSO-Stockldsung)
5 240 0
50 300 1
Myristoleinsaure Dodecansaure 160 0
. (100 mM DMSO-Stockldsung)
(Z)-Undec-9-ensaure 10 220 0
Dec-9-enoic acid
20 260 0
40 320 2,5

2.12.2 GC-MS-Analytik — (Z)-Undec-9-ensaure-Biotransformation

Die GC-MS-Analyse der derivatisierten Proben erfolgte Uber eine ZB-5-Séule
(Polyphenylmethylsiloxan, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um; Zebron-Phenomenex, Torrance, USA)
unter Verwendung eines Shimadzu GC2010 Systems (Shimadzu, Kyoto, JP) ausgestattet mit
einem GCMS-QP2010 MSD (ElektronenstoRRionisation, 70 eV) und einem AOC 5000
Autosampler/Autoinjector. Das Injektionsvolumen betrug 1 pl mit einem Splitverhaltnis von
1:10 bei einer Injektortemperatur von 250 °C. Wasserstoff mit einer Lineargeschwindigkeit
von 30cm pro Sekunde diente als Tragergas. Die Detektion erfolgte bei 320 °C. Die
Temperatur der MS-lonenquelle betrug 250 °C mit einer Interphase-Temperatur von 270 °C.
Das Temperaturprofil der (Z)-Undec-9-ensdure Analyse entsprach dem GC-FID Programm

wie oben dargestellt (Tabelle 9).
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2.12.3 Achirale GC(-MS)-Analytik — 1-Decen-Biotransformation

Die achirale Analyse der Decen-Biotransformationen erfolgte mithilfe eines Shimadzu
GC2010 Gaschromatographen (Shimadzu, Kyoto, Japan) ausgestattet mit einer HP-1-Séule
(Dimethylpolysiloxan, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um; Agilent Technologies, Santa Clara, USA),
einem AOC 20s Autosampler und einem AOC 20i Autoinjector. Das Injektionsvolumen
betrug 1 pl mit einem Splitverhaltnis von 1:5 bei einer Injektortemperatur von 250 °C.
Wasserstoff diente als Trégergas (Lineargeschwindigkeit: 30 cm/sec) bei einer
Detektortemperatur von 330 °C. Das Temperaturprofil der GC-FID Analyse ist in Tabelle 10
dargestellt.

Die GC-MS-Analyse erfolgte tiber eine DB-5-Sdule ((5 %-Phenyl)-methylpolysiloxan, 30 m,
0,25 mm, 0,25 pm; Agilent Technologies, Santa Clara, USA) unter Verwendung eines
Agilent 7890A GC/MS Systems (Santa Clara, USA) ausgestattet sowohl mit einem
Flammenionisationsdetektor als auch einem massenselektiven Detektor (Agilent 5975C inert
MSD, Santa Clara, USA). Helium diente als Tragergas (konst. Druck von 16,5 psi) und die
Detektortemperatur betrug 320 °C. 1 ul der Proben wurde mit einem Splitverhaltnis von 1:10
bei einer Injektortemperatur von 250 °C injiziert. Tabelle 10 présentiert das fir die GC-MS

Analyse verwendete Temperaturprogramm.

Tabelle 10: 1-Decen Analyse mittels GC-FID und GC-MS

Analyse Interner Standard (500 uM) Heizrate [K/min] Temp. [°C] Haltezeit [min]
GC-FID 1-Octanol 80 0

10 160 0

50 320 4
GC-MS 1-Octanol 80 0

15 140 0

40 310 5

2.12.4 Achirale GC-Analytik — C8-C5 Alkene

Die achirale GC-Analyse der Alken-Biotransformationen (C8-C5) wurde mithilfe eines

Shimadzu GC2010 Systems (AOC 20s Autosampler, AOC 20i Autoinjector, Shimadzu,

Kyoto, Japan) unter Verwendung einer DB-Wax Séule (30 m, 0,25 mm, 0,25 um; Agilent

Technologies, Santa Clara, USA) durchgefihrt. 1 pl der extrahierten 600 pul Proben wurde mit

einem Splitverhdltnis von 1:5 bei einer Injektortemperatur von 200 °C injiziert. Als Trégergas
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diente Wasserstoff (Lineargeschwindigkeit 33 cm pro Sekunde) und die Detektortemperatur
betrug 260 °C. In Abhdangigkeit des jeweiligen Substrates wurden verschiedene
Temperaturprogramme und interne Standards verwendet (Tabelle 11). Als finaler Schritt der

einzelnen Programme wurde die Séule fur drei Minuten bei 220 °C ausgeheizt (50 K/min).

Tabelle 11: Temperaturprogramm nicht-derivatisierter Alken-Biotransformationen

Alken Interner Standard (500 uM) Heizrate [K/min] Temp. [°C] Haltezeit [min]
1-Octen 1-Decanol 130 3

10 180 0
1-Hepten 1-Pentanol 110 5

15 150 0
1-Hexen 1-Pentanol 90 5

cis-/trans-2-Hexen

10 120 0
1-Penten 3-Hexanol 70 6
cis-/trans-2-Penten

20 120 0

2.12.5 Chirale GC(-MS)-Analyse — Alken-Biotransformationen

Fur die chirale GC-Analyse der Alken-Biotransformationen wurden 600 pl organische Phase
mit 250 pl Essigsaureanhydrid und einer katalytischen Menge von 2 mg 4-(Dimethylamino)-
pyridin (DMAP) versetzt. Nach einstundiger Inkubation bei 25°C und 800 Upm
(Thermomixer comfort, Eppendorf, Deutschland) wurde die Derivatisierung durch Zugabe
von 300 pul Wasser abgestoppt und die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat
getrocknet. Die Analyse der Stereoselektivitét erfolgte Gber eine CP-Chirasil-Dex CB-Séaule
(25 m, 0,25 mm, 0,25 um; Agilent Technologies, Santa Clara, USA). In Abh&ngigkeit des
Substrates wurden verschiedene Temperaturprogramme und interne Standards verwendet
(Tabelle 12). Als finaler Schritt wurde die S&ulenofen-Temperatur auf 180 °C erhoht
(50 K/min) und die S&ule flr drei Minuten ausgeheizt.

Die GC-FID-Analyse wurde unter Verwendung eines Shimadzu GC2010 (Shimadzu, Kyato,
Japan) ausgestattet mit einem AOC 20s Autosampler und AOC 20i Autoinjector

vorgenommen. Das Injektionsvolumen betrug 1 pl mit einem Splitverhéltnis von 1:20 und
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einer Injektortemperatur von 220 °C. Wasserstoff mit einer Lineargeschwindigkeit von 40 cm
pro Sekunde diente als Tragergas bei einer Detektortemperatur von 230 °C.

Die GC-MS-Analyse erfolgte mithilfe eines 7820A GC/MS Systems (Agilent Technologies,
Santa Clara, USA) ausgestattet mit einem massenselektiven Detektor (5977B MSD) und
einem PAL RSI 120 Autosampler. Helium diente als Tragergas (konst. Druck von 7,9 psi)
und die Detektortemperatur betrug 230 °C. 1 pul der Proben wurde mit einem Splitverhaltnis
von 1:5 bis 1:20 bei einer Injektortemperatur von 220 °C injiziert. In Abhéngigkeit der zu

analysierenden Produkte wurden verschiedene SIM-Modi gewahlt.

Tabelle 12: Temperaturprogramm derivatisierter Alken-Biotransformationen

Alken Interner Standard GC-MS Heizrate Temp. Haltezeit
(500 uM) (SIM-Modus) [K/min] [°C] [min]

1-Decen, 1-Octanol 100 1
1-Dodecen 10 120 35

10 150 0
1-Octen 1-Decanol 100 0

2 112 0
1-Hepten 1-Pentanol 65 0

5 100 0
1-Hexen 1-Pentanol 2-Hexanol (84,1 m/z) 55 8
cis-/trans-2-Hexen 3-Hexanol (84,1 m/z, 5 65 0

101,1 m/z, 115,1 m/z)

10 80 0
1-Penten 3-Hexanol 2-Pentanol (87,1 m/z) 55 4
cis-/trans-2-Penten 20 85 0

2.12.6 GC-MS-Analytik kurzkettiger Alkene und Alkohole (C6-C4)

Die GC-MS-Analytik der kurzkettigen Alkohole und Alkene erfolgte mithilfe des oben
beschriebenen Shimadzu GC2010 Systems ausgestattet mit einem GCMS-QP2010 MSD
(2.12.2). Die initiale S&ulentemperatur von 40 °C wurde fur 4 Minuten gehalten und
nachfolgend mit einer Heizrate von 40 K/min auf 300 °C erhoht. Die Sdule wurde bei dieser
Temperatur fir 3 Minuten ausgeheizt. In Abhéngigkeit des jeweiligen Substrates wurden

verschiedene interne Standards und spezifische SIM-Modi verwendet (Tabelle 13).
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Tabelle 13: GC-MS-Temperaturprogramm nicht-derivatisierter Alken-Biotransformationen

Alken (SIM-Modus) Alkohol (SIM-Modus) Interner Standard (500 pM)
1-Hexen (41 & 56 m/z) 1-Hexanol (56 m/z) 1-Pentanol
cis-/trans-2-Hexen (55 m/z) 2-Hexanol (45 m/z)

3-Hexanol (59 m/z)

1-Penten (42 & 55 m/z) 1-Pentanol (42 m/z) 3-Hexanol
cis-/trans-2-Penten (55 m/z) 2-Pentanol (45 m/z)
3-Pentanol (59 m/z)

1,3-Butadien (54 m/z) 3-Buten-1-ol (42 m/z) 1-Pentanol
3-Buten-2-ol (57 m/z)
2,3-Butandiol (45 m/z)

2.12.7 Ubersicht der Retentionszeiten

Tabelle 14 prasentiert eine Ubersicht der relevanten Retentionszeiten in Abhéngigkeit des
jeweils verwendeten GC-Systems. Da sich die Retentionszeiten mit andauernder Verwendung
der Séulen (z.B. durch das Schneiden der Séulen, Performance-Verlust etc.) teilweise
deutlich nach vorne verschoben, wurden jeweils entsprechende Standards mitgefuhrt. Bei den
hier angegebenen Retentionszeiten (Tabelle 14) handelt es sich um die zuletzt erhaltenen
Werte.

Tabelle 14: Ubersicht der Retentionszeiten in Abhéangigkeit des jeweils verwendeten GC-Systems

Molekul Verweis zur GC-Methodik Retentionszeit[min]
Olsaure 2.12.1 12,6
10-Hydroxyoctadecansaure 2121 15,7
Palmitinsaure 2.12.1 79
10-Hydroxyhexadecanséure 2121 11,1
Myristoleinséure 2121 7,0
10-Hydroxytetradecansaure 2121 8,6
(2)-Undec-9-enséure 2121 4,0
2.12.2 4,0
10-Hydroxyundecansaure 2121 6,0
212.2 6,0
Dec-9-enséaure 2121 4,0
10-Hydroxydecanséure 2121 6,8
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(S)-2-Dodecanol

1-Decen

2-Decanol

(S)-2-Decanol

2-Octanol
(S)-2-Octanol

2-Heptanol
(S)-2-Heptanol

1-Hexen
cis-2-Hexen
trans-2-Hexen

2-Hexanol

(S)-2-Hexanol

3-Hexanol

(S)-3-Hexanol
1-Penten
cis-2-Penten
trans-2-Penten

2-Pentanol

(S)-2-Pentanol

3-Pentanol

(S)-3-Pentanol
1,3-Butadien
3-Buten-1-ol
3-Buten-2-ol

2,3-Butandiol

2.12.5

2123
2123

2.12.3
2.12.3
2.125

2124
2125

2.12.4
2125

2.12.6

2.12.6

2.12.6

2124
2.12.6
2125

2124
2.12.6
2125

2.12.6

2.12.6

2.12.6

2124
2.12.6
2.12.5

2124
2.12.5

2.12.6

2.12.6

2.12.6

2.12.6

91

4,1 (GC-FID)
3,6 (GC-MS)

6,4 (GC-FID)
5,1 (GC-MS)
56

4,5
3,5

53
52

18
19
18

59
3,9
8,1

55
3,8
8,3

1,6
1,6
1,6

6,6
2,4
4,2

6,4
4,7

15
2,0
1,7

3,6
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2.13 Bioinformatische Methoden
Strukturelle Analysen des Em-OAH Wildtypenzyms und der generierten Mutanten erfolgten
auf Basis der von Engleder et al. versffentlichten Kristallstruktur (PDB ID: 4UIR)."®

2.13.1 Docking-Studien

Molekulare Docking-Studien wurden mithilfe der YASARA Software nach erfolgter
Energieminimierung durchgefiihrt. Fiir das Docking der Olséure wurde eine Simulationszelle
mit einem Radius von 20 A um das N5-Atom des FAD-Cofaktors gewahlt. Das Docking-
Ergebnis der C11-Fettsaure ((Z)-Undec-9-enséure) wurde mithilfe einer Simulationszelle von
10 A um das Sauerstoffatom der Carboxylgruppe des katalytisch-aktiven Glutamats 122
erhalten. Die Docking-Resultate wurden unter Verwendung von PyMol bearbeitet und

visualisiert.

2.13.2 ldentifizierung der Positionen zur gerichteten Mutagenese

Die Auswahl der Mutanten wurde in Kooperation mit der Bioinformatikgruppe des IBTB
vorgenommen. Die ldentifizierung des Alanins 248 als specificity determined position (SDP)
erfolgte durch eine systematische Analyse der Hydratase Engineering Database (HyED)®
unter Verwendung des Programms SDPlight. Phenylalanin 227 wurde durch eine strukturelle
Analyse des Em-OAH Wildtypenzyms als interessante Mutageneseposition identifiziert. In

silico Mutationsstudien wurden mithilfe von PyMol durchgefihrt und visualisiert.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Umsetzung kurzkettiger
Substrate
Die Olséure-Hydratase aus Elizabethkingia meningoseptica (Em-OAH) wurde im Rahmen der
Masterarbeiten von Lisa Steiner und Jens Schmid als vielversprechendes Enzym fur die
Hydratisierung kurzkettiger Fettsauren identifiziert.®**'®" Es wurde gezeigt, dass das
Wildtypenzym die chemisch-synthetisierte C11-Fettsdure (Z)-Undec-9-ensédure regioselektiv
zu 10-Hydroxyundecanséure hydratisiert (Abbildung 8), obwohl eine Mindestkettenldnge von
14 Kohlenstoffatomen als essentiell galt.* Der Umsatz dieses nicht-natiirlichen Substrates
(0,5mM) war jedoch mit 23 % Produktbildung nach finf Tagen Inkubation unter
Verwendung von 4 mg/ml E. coli Lysat sehr gering, wahrend das natirliche Substrat Olsdure
bei gleicher Konzentration innerhalb von finf Minuten fast vollstdndig umgesetzt wurde
(0,25 mg/ml Zelllysat). Aufgrund der geringen Aktivitdit wurde eine Optimierung der
Reaktionsbedingungen zur Umsetzung kurzkettiger nicht-nattrlicher Substrate vorgenommen.

(0] (0}
Em-OAH
HOM + H,0 — HO)I\/\/\/\/Y
OH
(Z2)-Undec-9-ensiure 10-Hydroxyundecansiure

Abbildung 8: Em-OAH katalysierte Hydratisierung von (Z)-Undec-9-ensdure zu 10-Hydroxyundecansaure, verandert
nach Demming et al.>*

3.1.1 Ganzzellbiotransformationen versus Zelllysat-Assays
Da bereits erfolgte Studien auf eine geringe Stabilitit des Em-OAH Zelllysates

hinwiesen 83112

erfolgte zunachst der Vergleich von E. coli Ganzzellbiotransformationen und
Zelllysat-Assays. Die Verwendung ganzer Zellen ermdglicht neben einer erhéhten operativen
Stabilitat unter anderem eine erleichterte Handhabung und die Vermeidung zeitintensiver
Schritte wie Zellaufschluss und Proteinaufreinigung. Dariiber hinaus wurde der effiziente
Umsatz hydrophober Substrate unter Verwendung von Ganzzellsystemen bereits mehrfach
beschrieben.®'1+1811% pa Engleder und Kollegen fiir die Hydratisierung von Olsaure eine
erhohte Aktivitat des Enzyms mit FADH, anstelle des oxidierten Cofaktors beobachteten,’®
wurden reduzierende Bedingungen (Zugabe von FAD, DTT und NADH) mit Standard-
Reaktionsbedingungen (Citratpuffer ohne Additive) verglichen (2.9.1). Darlber hinaus

wurden die Ganzzellansdtze mit Glucose komplementiert. Die heterologe Expression der
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Olsaure-Hydratase erfolgte im Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) (2.7.2) und wurde
mithilfe einer SDS-PAGE Uberpruft (2.8.2). Fur die Lysat-Assays wurden die Zellen mittels
Ultraschall aufgeschlossen (2.7.4) und die Proteinkonzentration wurde bestimmt (2.8.1).
Ganzzellbiotransformationen mit 0,5 mM (Z)-Undec-9-ensdure als Substrat wurden unter
reduzierenden Bedingungen und Standard-Reaktionsbedingungen mit entsprechenden
Zelllysat-Assays verglichen. Die Analyse der Produktbildung erfolgte mittels GC-FID (siehe
Anhang, Abbildung A 6) und GC-MS (siehe Anhang, Abbildung A 7) und das Ergebnis des
Lysat-Assays unter Standardbedingungen wurde auf 100 % gesetzt (Abbildung 9). Wéhrend
durch die Zugabe von FAD, DTT und NADH (FAD-reduzierende Bedingungen) mit Zelllysat
eine Verdoppelung der Produktkonzentration erreicht wurde, wurde die Produktbildung unter
Verwendung ganzer Zellen mit einem Umsatz von 78 % (0,39 mM 10-Hydroxyundecanséure)
nach flnf Tagen Inkubation sogar vervierfacht. Verglichen mit dem Ausgangspunkt von
23 % entsprach dieses Ergebnis einer 3,4-fachen Produktsteigerung. Die Verwendung
ganzer Zellen erhohte dariiber hinaus die Wiederfindungsrate des eingesetzten Substrates und
hydratisierten Produktes bei langen Inkubationszeiten, wéhrend die Bildung eines weif3en
Prézipitats in Zelllysat-Assays auf eine Agglomeration mit denaturiertem Protein hindeutete.
Es wurden keine Hintergrundreaktionen beobachtet und die pET28a(+)-Negativkontrolle
zeigte keine Produktbildung.
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Abbildung 9: Direkter Vergleich von Em-OAH Ganzzellbiotransformationen und Zelllysat-Assays

Die Hydratisierung der C11-Fettsaure (Z)-Undec-9-ensdure (0,5 mM) wurde unter Standard-Reaktionsbedingungen (stand.:
50 mM Citratpuffer (pH 6) ohne Additive) und FAD-reduzierenden Bedingungen (FAD-red.: Zugabe von FAD, DTT und
NADH) analysiert. Ganzzellansdtze wurden mit Glucose komplementiert. Nach fiinf Tagen Inkubation wurde die
Produktbildung in den Ganzzellbiotransformationen (50 mg/ml Feuchtmasse) und Zelllysat-Assays (4 mg/ml Protein) mittels
GC-FID analysiert. Das Ergebnis des Lysat-Assays unter Standardbedingungen wurde auf 100 % gesetzt. (verdndert nach
Demming et al.®)
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3.1.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen mittels DoE

Die nachfolgende Optimierung der Reaktionsbedingungen erfolgte (ber eine statistische
Versuchsplanung (design of experiments, DoE) unter Verwendung von MODDE.*?*** Die
gleichzeitige Analyse verschiedener Faktoren ermdglicht dabei mithilfe einer statistischen
Auswertung die Identifizierung kritischer Parameter, synergistischer Effekte und geeigneter
operativer Bedingungen.

In bereits erfolgten Studien wurden verschiedenste Parameter mit einem Einfluss auf die
Hydrataseaktivitat und die Produktbildung identifiziert.?%6>5-6769.7L727476 Bijs 7y finf
Bedingungen, darunter Glucosekonzentration, Cofaktor-Zugabe (NADH, FAD), reduzierende
Agenzien (DTT, Glutathion), Salzkonzentration, Enzymstabilitat und Inkubationstemperatur
wurden zeitgleich in vier Optimierungsrunden analysiert, wobei die Zusammensetzung der
Biotransformationen durch MODDE vorgegeben wurde (2.9.2). Wéhrend Glutathion (bis zu
5 mM) und BSA (bis zu 0,5 mg/ml) keinen Einfluss auf den Substratumsatz zeigten, sank die
Produktbildung durch die Zugabe von Natriumchlorid (bis zu 100 mM). Eine Steigerung der
Hydrataseaktivitat wurde hingegen durch die Zugabe von Glucose (bis zu 100 mM), FAD (bis
zu 0,5mM), NADH (bis zu 5mM) und DTT (bis zu 5mM) und eine Erhéhung der
Inkubationstemperatur (25-37 °C) erreicht (nicht dargestellt).

In einem finalen Experiment mit 0,5 mM (Z)-Undec-9-ensdure als Substrat wurden diese
Parameter aufeinander aufbauend analysiert, wobei die durch MODDE optimierten
Konzentrationen eingesetzt wurden (Abbildung 10). Die Zugabe von Glucose (100 mM)
resultierte in eine 7-fache Steigerung der Produktbildung und erwies sich als essentiell fir die
Durchfuhrung der Ganzzellansitze, da ohne die zusétzliche Kohlenstoffquelle keine
ausgeglichene Substrat- und Produktbilanz erhalten wurde. Der Umsatz wurde mithilfe der
Cofaktoren FAD (0,3 mM) und NADH (3 mM) weiter auf 50 % gesteigert. Die Verwendung
von DTT (2 mM) zeigte in diesem Versuch keinen Einfluss auf die Enzymaktivitat, kénnte
aber bei Langzeitexperimenten fir die Aufrechterhaltung der reduzierenden Bedingungen in
Anwesenheit von Sauerstoff eine Rolle spielen. Wahrend die Produktbildung durch eine
Erhéhung der Inkubationstemperatur auf 30 °C bei gleichzeitiger Zugabe aller Additive
weiter gesteigert wurde, hatte eine Temperatur von 37 °C einen negativen Einfluss auf die
Produktbildung und die Substrat-Wiederfindungsrate (nicht dargestellt). E. coli pET28a(+)
Ganzzellansatze mit Glucose, FAD, NADH, DTT und 0,5mM Substrat dienten als
Negativkontrolle und zeigten keine Hydratisierungsaktivitdt. Die Optimierung der
Reaktionsbedingungen mithilfe einer statistischen Versuchsplanung resultierte in 64 %

Produktbildung (0,32 mM 10-Hydroxyundecansdaure) nach 28 Stunden Inkubation. Dies
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entspricht einer 2,8-fachen Steigerung des Umsatzes in nur einem Viertel der Zeit verglichen
mit dem Startpunkt von 23 % Produktbildung nach fiinf Tagen Inkubation.®
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Abbildung 10: Optimierung der Reaktionsbedingungen fur die Hydratisierung von (Z)-Undec-9-ensdure (0,5 mM)

Die Analyse der Reaktionsbedingungen mithilfe von MODDE resultierte in optimierte Konzentrationen der Additive Glucose
(Glu, 100 mM), FAD (0,3 mM), NADH (3 mM) und DTT (2 mM). Diese Konzentrationen wurden in einem finalen
Experiment aufeinander aufbauend (durch Pfeile angedeutet) unter Verwendung von 50 mg/ml Em-OAH Biofeuchtmasse bei
25 °C analysiert. Darliber hinaus wurde die Produktbildung unter Einfluss dieser Additive bei 30 °C untersucht. Die
Quantifizierung des Substrates (Z)-Undec-9-enséure (o) und des Produktes 10-Hydroxyundecanséure (m) nach 28-stiindiger
Inkubation erfolgte mittels GC-FID. (verandert nach Demming et al.®})

3.1.3 Umsetzung von (Z)-Undec-9-ensaure im 1 | MaR3stab

Die optimierten Reaktionsbedingungen wurden nachfolgend in einem Upscaling fur die
Isolierung der 10-Hydroxyundecansdure eingesetzt (2.9.3). Der Expressionsstamm E. coli
BL21 (DE3) pET28a(+)::Em-OAH wurde flr die Produktion der bendtigten Biomasse in
einem 5 Liter Fed-Batch-Verfahren kultiviert (2.7.3). Die Induktion der Genexpression
erfolgte bei einer ODgy von 5,5 und nach 23-stiindiger Inkubation mit kontinuierlicher
Glycerinzufuhr wurden die Zellen mit einer finalen ODggo Von 44 geerntet. Die Uberpriifung
der heterologen Genexpression erfolgte mittels SDS-PAGE (2.8.2) und die Enzymaktivitat
wurde in Biotransformationen mit Olsaure und (Z)-Undec-9-ensdure bestatigt. Das Upscaling
wurde im 1 Liter Malistab mit 50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD

und 3 mM NADH durchgefihrt. Als Substrat diente 1 mM C11-Fettsdure (200 mg, 1 % (v/v)
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finale DMSO-Konzentration), da bei dieser Konzentration aufgrund von Vorversuchen ein
gutes Verhéltnis von Produktkonzentration und Substratumsatz erwartet wurde. Nach
dreitagiger Inkubation bei 30 °C und 180 Upm wurde die Reaktion durch Zugabe von
Salzsdure abgestoppt (ca. 90 % Umsatz). Die Biotransformation wurde extrahiert und mittels
Séulenchromatographie aufgereinigt. Die Identifizierung der Produktfraktion erfolgte Uber
eine Dunnschichtchromatographie (siehe Anhang, Abbildung A 8). Die Fraktion wurde
aufkonzentriert und die Reinheit des hydratisierten Produktes mittels GC-MS (siehe Anhang,
Abbildung A 9) und NMR-Analyse (siehe Anhang, Abbildung A 10) Uberpruft.

Der Arbeitsablauf des 10-Hydroxyundecanséure-Upscalings von der Biomasseproduktion bis
hin zum aufgereinigten hydratisierten Fettsdureprodukt ist in Abbildung 11 dargestellt. Es
wurden 132 mg hellbraune, pulverige 10-Hydroxyundecansaure mit einer Reinheit von >95 %
als Produkt erhalten (Yps = 66 %, Ypis = 0,0024).

Biomasse Biotransformation Extraktion Aufreinigung Produkt

Abbildung 11: Upscaling der 10-Hydroxyundecansaure Produktion

Die Produktion der Biomasse erfolgte im 5 L MafRstab mithilfe einer Fed-Batch-Kultivierung. Die Biotransformation wurde
im 1L MaRstab unter optimierten Bedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 MM Glucose, 0,3 mM FAD und 3 mM
NADH) mit 200 mg C11-Fettsdure Substrat durchgefiihrt. Nach dreitégiger Inkubation wurde das Biotransformationsprodukt
extrahiert und mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt. Die Produktfraktion wurde mittels DC identifiziert und in vacuo
aufkonzentriert. (verandert nach Demming et al.>*)

Zur Uberpriifung der Stereoselektivitat der (Z)-Undec-9-ensdure Hydratisierung durch das
Em-OAH Wildtypenzym wurde eine Mosher-Ester Analyse durchgefihrt (2.11.2). Tabelle 15
prasentiert die Auswertung des *H-NMR-Spektrums des jeweiligen S- und R-Ester Derivates
(siehe Anhang, Abbildung A 5). Fir die Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde der
Differenzwert (A5>") der einzelnen chemischen Verschiebungen ermittelt. Die Auswertung
der Mosher-Ester Analyse ist in Abbildung 12 dargestellt. Durch die Einfuhrung der
Phenylgruppe kommt es zu einem Abschirmungseffekt, welche eine Hochfeldverschiebung
des abgeschirmten Restes zur Folge hat. Dabei entspricht ein positiver Differenzwert dem

Rest, der im Vergleich zum S-Ester beim R-Ester abgeschirmt wird, wéhrend ein negativer
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AO™R-Wert eine Entschirmung anzeigt. Wie aus Tabelle 15 hervor geht, wurde fiir die
Protonen des Cio- und Cy;-Atoms ein negativer Differenzwert ermittelt. Die Protonen der
Kohlenstoffatome <10 wiesen hingegen einen positiven Wert auf. Anhand der Differenzwerte
wurde das Biotransformationsprodukt mithilfe der Cahn-Ingold—Prelog-Konvention (CIP-

Konvention) somit als (S)-10-Hydroxyundecanséure identifiziert.

Tabelle 15: Mosher-Ester Analyse der 10-Hydroxyundecansdure

Dargestellt sind die im *H-NMR ermittelten chemischen Verschiebungen des jeweiligen S- und R-MTPA-Chlorid Mosher-
Ester Derivates. Der Differenzwert (A6°F) der chemischen Verschiebung dient zur Evaluierung der absoluten Konfiguration
des hydratisierten Produktes. Abkirzungen: gi, Quintett; m, Multiplett; t, Triplett; sext, Sextett; d, Dublett.

Kohlenstoffatom 4 S-Ester o R-Ester A6*" (=05 — OR)
(ppm) (ppm) ppm Hz (500 Mhz)

Cs (qi) CH2 1,70 1,61 0,09 45
Ca-Cs (M) CH2 1,28 12 0,08 40
Co (M) CH2 1,55 1,51 0,04 20
C, (1) CH2 2,48 2,48 0 0
Cho (sext) CHR 5,13 5,15 -0,02 10
Cu (@) CH3 1,25 1,33 -0,08 -40

1,26 1,34 -0,08 -40

Q)

H H
XY CF Ay CF H
A S M
wh 1 Pl OMe RZ\R OR,
1

Mosher-Ester R-Diastereomer Mosher-Ester S-Diastereomer
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Abbildung 12: Auswertung der Mosher-Ester Analyse mithilfe der Cahn-Ingold—Prelog-Konvention
Anhand der im *H-NMR ermittelten chemischen Verschiebungen wurde die absolute Konfiguration der 10-Hydroxyfettsaure
bestimmt. Der Grund fiir die Verschiebung ist die Phenylgruppe des verwendeten Reagenzes, welche eine Abschirmung

spezifischer Reste zur Folge hat. Mithilfe der berechneten Differenzwerte wurde das hydratisierte Biotransformationsprodukt
als (5)-10-Hydroxyundecansaure identifiziert. (verandert nach Demming et al.>*)

Die aufgereinigte (S)-10-Hydroxyundecansaure (0,5 mM) diente anschliefend zur Analyse
des Reaktionsgleichgewichtes der (Z)-Undec-9-ensdure-Hydratisierung unter optimierten
Bedingungen. Es wurde keine nennenswerte Rickreaktion, d.h. Dehydratisierung, beobachtet
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und das Reaktionsgleichgewicht lag nach 40-stlindiger Inkubation mit 99:1 auf der Seite der
hydratisierten Fettsdure (siehe Anhang, Abbildung A 11).

3.1.4 Strategien zur Umsetzung kurzkettiger Substrate

Die Hydratisierungsaktivitat des Em-OAH Wildtypenzyms gegeniiber der kurzkettigen C11-
Fettsdure (Z)-Undec-9-ensdure wurde durch die Optimierung der Reaktionsbedingungen
deutlich gesteigert. Aufgrund dieses Ergebnisses wurden die optimierten Bedingungen
nachfolgend fir die Hydratisierung kleinerer C10-Substrate eingesetzt. Neben der Fettsaure
Dec-9-ensaure, welche in bereits erfolgten Studien von der Olsaure-Hydratase nicht als
Substrat akzeptiert wurde,® wurde das Alkene 1-Decen fir Biotransformationen mit dem Em-
OAH Wildtypenzym ausgewahlt.

Um eine Hydratisierung des Alkens zu gewéhrleisten, wurde die Substratbindetasche des
Enzyms im Hinblick auf potentielle Bindestellen analysiert. Abbildung 13 présentiert eine
schematische Darstellung der V-férmigen Substratbindetasche der Em-OAH mit dem
Docking-Ergebnis fiir das natiirliche Substrat Olsaure. Die C=C Bindung liegt an der Biegung
der vornehmlich hydrophoben Tasche in raumlicher Néhe zu den katalytischen Aminosduren
Y241 und E122.” Bereits erfolgte Studien verschiedener OAHs deuten darauf hin, dass der
Substratumsatz von der Carboxygruppe der Fettsaure-Substrate anhangig ist, da diese
vermutlich der Substraterkennung durch hydrophile/positiv-geladene Aminoséuren (Q265,
T436, N438, H442) am Eingang der Bindetasche dient (angedeutet durch B*).** Aufgrund
dieser Annahme und der Hydrophobizitat der Tasche wurde vermutet, dass die Fettsauren (2)-
Undec-9-enséure und Dec-9-ensaure &hnlich dem natiirlichen Substrat Olsdure in der
Carboxy-Bindetasche gebunden werden (Abbildung 13, links unten bzw. mittig unten). Das
unpolare Molekul 1-Decen hingegen bindet vermutlich in der Alkyl-Substratbindetasche und
fullt somit den Raum aus, welcher normalerweise durch die Cg- bis Cig-Atome des
natiirlichen Substrates Olsdure besetzt ware (Abbildung 13, rechts unten). Aufgrund der
GroRe der Substratbindetasche wurde dartiber hinaus angenommen, dass die gleichzeitige
Bindung eines Fettsdure-Dummy-Substrates in der Carboxy-Bindetasche moglich waére.
Dieses wurde durch Interaktion mit den Aminoséuren des Substrat-Eingangskanal eine
Hydratisierung des kurzkettigen Alkens ermdglichen. Hexanséure wurde als Dummy-Substrat
fur die Hydratisierung des Alkens 1-Decen ausgewahlt, da es neben der benétigten
Carboxygruppe eine passende Kettenlange fiir die gleichzeitige Bindung zweier Molekiile
aufweist. Wahrend langerkettige Fettsdauren vermutlich eine sterische Hinderung in der
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Substratbindetasche zur Folge hatten, wéren kiirzere Fettsduren moglicherweise zu klein fir

eine effektive Positionierung des Alkens.
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Abbildung 13: Strategien zum Umsetzung kurzkettiger Molekile durch die Em-OAH

Abgebildet ist eine schematische Darstellung der Substratbindetasche mit dem natiirlichen Substrat Olsaure (mittig oben).
Die C=C Bindung liegt an der Biegung der vornehmlich hydrophoben Tasche in rdumlicher Néhe zu den Katalytischen
Aminosduren Y241 und E122.”® Der von Engleder et al. vorgeschlagene Mechanismus beschreibt die Bildung eines
Carbokations (mit einem Kreuz angedeutet) am Cyo-Atom der Fettsdure, gefolgt von einem nukleophilen Angriff eines
aktivierten Wassermolekiils (OH’). Die Substrat-Erkennung erfolgt vermutlich Gber hydrophile/positiv geladene
Aminosauren (Q265, T436, N438, H442) am Eingang der Substratbindetasche (mit B* angedeutet). Wahrend die Bindung
der C11-FS (Z)-Undec-9-enséure (links unten) und der C10-FS Dec-9-ensdure (mittig unten) wahrscheinlich &hnlich wie bei
der Olsdure verlauft, bindet das Alken 1-Decen vermutlich in der Alkyl-Bindetasche (rechts unten). Eine kurzkettige
Fettsdure (Hexansaure) gebunden in der Carboxy-Bindetasche soll als Dummy-Substrat der Substraterkennung dienen. Die
theoretische Position des jeweiligen Carbokations ist mit einem Kreuz markiert. (verandert nach Demming et al.>*)

3.1.5 Hydratisierung von 1-Decen unter optimierten Bedingungen

Die Analyse zur Hydratisierung der beiden C10-Substrate mit dem Em-OAH Wildtypenzym
erfolgte in Ganzzellbiotransformationen unter C11-FS optimierten Bedingungen (100 mM
Glucose, 0,3 mM FAD, 3 mM NADH, 2 mM DTT) bei 25 und 30 °C (2.9.4). Wahrend fr die
Fettsdure Dec-9-enséure kein Umsatz beobachtet wurde, wurde 1-Decen mit Hexansédure als
Dummy-Substrat erfolgreich zum sekundaren Alkohol 2-Decanol hydratisiert (siehe Anhang,
Abbildung A 12 & Abbildung A 13). Wahrend der viertdgigen Inkubation wurden ca. 50 %
des Alkens (0,5 mM) zum hydratisierten Produkt umgesetzt (Abbildung 14). Die Bildung des
primdren Alkohols 1-Decanol wurde nicht beobachtet und E. coli pET28a(+) Kontrollansétze
zeigten keine Produktbildung. Obwohl verschlossene GC Vials als Reaktionsgefélie

verwendet wurden, gingen 20-30 % des Alkens im Laufe der Reaktion ohne entsprechende
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Zunahme der Produktkonzentration durch Evaporation verloren. Der Verlust des Substrates
uber die Gasphase wurde mittels GC-MS-Headspace Messungen bestétigt (nicht dargestellt).
Eine zuvor erfolgte Analyse verschiedener Reaktionsgefdle (Plastik, ,,Cyclase“-Vials,
Schraubgléaschen, GC-Vials) hatte jedoch gezeigt, dass mithilfe der luftdichten GC-Vials die
hochsten Produktkonzentrationen erhalten werden (nicht dargestellt). Aus diesem Grund
wurden auch fir alle nachfolgenden Alken-Biotransformationen GC-Glas-Vials als
Reaktionsgeféale eingesetzt.

Die Bedeutung des Fettsdure-Dummy-Substrates fir die Umsetzung des Alkens 1-Decen
wurde in Biotransformationen mit und ohne Zugabe von Hexansdure analysiert (Abbildung
14). Das Ergebnis des Ansatzes mit Zugabe des Fettsaure-Dummy-Substrates wurde auf
100 % gesetzt. Die relative Produktbildung war ohne Verwendung der Hexanséure mit nur

7 % deutlich verringert.
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Abbildung 14: 1-Decen Hydratisierung des Em-OAH Wildtypenzyms unter optimierten Bedingungen mit und ohne
Hexansaure-Dummy-Substrat, verandert nach Demming et al.**

Links: Hydratisierung des Alkens 1-Decen (0,5 mM) unter optimierten Bedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM
Glucose, 0,3 mM FAD, 3 mM NADH, 2 mM DTT) bei 25 °C und 180 Upm mit Hexans&ure-Dummy-Substrat (0,5 mM). In
regelméRigen Abstdnden wurde uber eine GC-FID Analyse die Abnahme des Substrates 1-Decen (o) und die Zunahme des
sekundéaren Alkohols 2-Decanol (e) quantifiziert.

Rechts: Hydratisierung des Alkens 1-Decen (0,5 mM) unter optimierten Bedingungen mit und ohne Hexansdure-Dummy-
Substrat. Nach viertagiger Inkubation wurde ber eine GC-FID Analyse die Produktkonzentration bestimmt. Dargestellt ist
die relative Produktbildung. Das Ergebnis des Ansatzes mit Zugabe des Fettsdure-Dummy-Substrates wurde auf 100 %
gesetzt.

Fur die Analyse der Stereoselektivitat der 1-Decen Hydratisierung durch das Em-OAH
Wildtypenzym wurde eine chirale GC-Methode etabliert (2.12.5). Biotransformationen ohne
Zugabe von 1-Decen dienten als Kotrollreaktionen. Obwohl diesen Ansatzen kein Substrat
zugesetzt wurde, wurde ein kleiner Peak zur Retentionszeit des R-Produkt-Enantiomers
detektiert. Fir die Berechnung des Enantiomereniiberschusses (ee-Wert) wurde dieses
Hintergrundrauschen von dem Ergebnis der Enzym-katalysierten Hydratisierung abgezogen.
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Die Auswertung der Selektivitat mit und ohne Zugabe des Dummy-Substrates ergab einen
ausgezeichneten ee-Wert von >99 % fir S-2-Decanol (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Chirale GC-FID-Analyse der 1-Decene Hydratisierung durch das Em-OAH Wildtypenzym

Die Analyse der Stereoselektivitat der 1-Decene Hydratisierung erfolgte mittels chiraler GC-FID. Racemisches 2-Decanol
und R-2-Decanol dienten als Produktstandards zur ldentifizierung der beiden Isomere. Hintergrundrauschen wurde vor der
Berechnung des ee-Wertes von dem Ergebnis der Enzym-katalysierten Hydratisierung abgezogen. Das
Biotransformationsprodukt wurde mit einem Enantiomereniiberschuss von >99 % als S-2-Decanol identifiziert. (verandert
nach Demming et al.*%)

Aufgrund der chemischen Unterschiede zwischen Fettsauren und Alkenen wurde der Einfluss
der C11-FS optimierten Bedingungen im Hinblick auf die Hydratisierung von 1-Decen mit
Hexanséure als Dummy-Substrat im Detail analysiert (siehe Anhang, Abbildung A 14). Ca.
15 % Substratumsatz wurden in den Ganzzellansatzen nach dreitdgiger Inkubation ohne
Zugabe der Additive erhalten. Die Produktbildung wurde durch den Einsatz von 100 mM
Glucose verdoppelt und durch gleichzeitige Verwendung von Glucose und FAD (0,3 mM) auf
40 % (200 mM 2-Decanol) gesteigert. Die Zugabe von DTT (2 mM) und NADH (3 mM) und
die Erhéhung der Inkubationstemperatur auf 30 °C zeigten hingegen keinen positiven Einfluss
auf die Hydratisierungsaktivitit. Da die Substrat- und Produkt-Wiederfindungsrate infolge der
verstarkten Evaporation des Alkens bei 30 °C auf 70 % sank, wurden alle nachfolgenden
Experimente zur Alken-Hydratisierung bei 25 °C durchgefiihrt. Dartiber hinaus wurde auf die
Zugabe von NADH und DTT verzichtet.

Als abschliel’ender Versuch zur Analyse der Reaktionsbedingungen wurde ein Vergleich von
Ganzzellbiotransformationen und Zelllysat-Assays mit 0,5 mM 1-Decen und Hexansdure-
Dummy-Substrat vorgenommen (Abbildung 16). Wie bereits fir die C11-Fettsaure
beobachtet, war die Hydrataseaktivitat bei Verwendung von Zelllysat deutlich verringert (ca.
10 % relative Produktbildung im Vergleich zu den GZBT). Dariiber hinaus hatte der Einsatz
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des Lysates einen negativen Effekt auf die Substrat-Wiederfindungsrate. So war der Verlust
des Alkens ohne entsprechende Produktbildung unter Verwendung von Zelllysat deutlich
erhoht. Wéhrend bei den GZBT in Summe 0,43 mM Substrat und Produkt erhalten wurden
(86 % Wiederfindungsrate), betrug dieser Wert im Falle der Lysat-Assays durch Evaporation
des Alkens in die Gasphase nur 0,31 mM (62 % Wiederfindungsrate).

Kontrollexperimente mit Puffer, BSA und E. coli Zellen bestétigten den unterschiedlichen
Einfluss der Protein- und Biomassekonzentration auf die 1-Decen-Evaporation. Wéhrend das
Substrat im reinen Puffer bereits nach einem Tag fast vollstandig verloren ging und mit
1 mg/ml BSA nur 26 % 1-Decen detektiert wurden, wurde mit 50 mg/ml Biofeuchtmasse
immerhin eine Wiederfindungsrate von 75 % erreicht (nicht dargestellt).
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Abbildung 16: 1-Decen Hydratisierung in Ganzzellbiotransformationen und Zelllysat-Assays

Die Hydratisierung des Alkens 1-Decen (0,5 mM) erfolgte unter optimierten Bedingungen (100 mM Glucose, 0,3 mM FAD)
bei 25°C und 180 Upm mit 0,5 mM Hexansdure-Dummy-Substrat. Ganzzellbiotransformationen wurden mit 50 mg/mi
Biofeuchtmasse und Zelllysat-Assays mit 4 mg/ml Protein durchgefiihrt. Nach dreitdgiger Inkubation erfolgte tiber eine GC-
FID Analyse die Quantifizierung des Substrates 1-Decen (m) und des Produktes 2-Decanol (o). Die in Summe zu erwartende
Gesamtkonzentration von 0,5 mM ist mit einer gestrichelten Linie angedeutet.

3.2 Funktion und Bedeutung des Dummy-Substrates

Die Hydratisierung des Alkens 1-Decen unter Verwendung von Hexansaure als Dummy-
Substrat war erfolgreich. Da die Katalyse eine starke Abhéngigkeit von dem Dummy-Substrat
zeigte, wurde nachfolgend eine detaillierte Analyse zur Funktion und Bedeutung der Fettséure
im Hinblick auf die Enzymaktivitit vorgenommen.
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3.2.1 1-Decen Hydratisierung bei verschiedenen Hexansaure-Konzentrationen

Der Umsatz des Alkens 1-Decen wurde bei unterschiedlichen Hexansdure-Konzentrationen
analysiert, wobei das Ergebnis der Produktbildung bei dquimolarer Konzentration (0,5 mM)
auf 100 % gesetzt wurde (Abbildung 17). Die hochste Produktkonzentration (0,25 mM 2-
Decanol) wurde mit einem 1:1 Verhéltnis (4quimolar) von Substrat und Dummy-Substrat
erhalten. Bei stark erniedrigten bzw. erhthten Hexansdure-Konzentrationen (0,2 bzw. 5
Aquivalente) war die Produktbildung hingegen deutlich reduziert. Wie bereits beobachtet, war
das Enzym ohne Zugabe des Dummy-Substrates nahezu inaktiv. Eine chirale GC-Analyse
zeigte eine exzellente Stereoselektivitat von >99 % fir S-2-Decanol unabhéngig von der

jeweiligen Hexansdure-Konzentration.
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Abbildung 17: 1-Decen Hydratisierung bei unterschiedlicher Hexansaure-Konzentration

Die Reaktionen wurden als Ganzzellbiotransformationen (50 mg/ml) unter optimierten Bedingungen (100 mM Glucose,
0,3 mM FAD) durchgefiihrt und durch Zugabe von Substrat (0,5 mM 1-Decen) und Dummy-Substrat (0 mM; 0,1 mM,;
0,25 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2,5 mM Hexanséure) gestartet (1 % (v/v) finale DMSO-Konz.). Nach dreitagiger Inkubation bei
25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung mittels GC-FID analysiert. Dargestellt ist die relative Produktbildung, wobei
das Ergebnis des Ansatzes mit einer &quimolaren Hexansaure-Konzentration (0,25 mM 2-Decanol) auf 100 % gesetzt wurde.

3.2.2 Prainkubationsversuche

Das Vorliegen eines inhibierenden/aktivierenden Effektes des Fettsdure-Dummy-Substrates
wurde nachfolgend in Préinkubationsversuchen analysiert (2.9.6). Die Em-OAH
Biotransformationen wurden hierfir 24 Stunden mit 1-Decen (0,5 mM) bzw. Hexansaure
(0,5mM) unter Verwendung gasdichter GC-Headspace Vials prédinkubiert. Um die
Vergleichbarkeit bezlglich des Transportes von Substrat bzw. Dummy-Substrat zu erhéhen
und eine schnelle Aufnahme der Substanzen zu gewahrleisten, wurden die Zellen mittels
Ultraschall — permeabilisiert. Die lysierten  Zellen wurden nachfolgend ohne
Zentrifugationsschritt direkt fur die Biotransformationen eingesetzt. Die Produktbildung
wurde relativ zur Produktbildung eines Kontrollansatzes mit gleichzeitiger Zugabe von 1-
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Decen und Hexanséure bestimmt, dessen Resultat auf 100 % gesetzt wurde. Es wurde sowohl
fur die 1-Decen- als auch die Hexansdure-Prdinkubation ein negativer Effekt auf die
enzymatische Aktivitdt ermittelt (ca. 80 % relative Produktbildung), sodass die hochste
Produktkonzentration in den Biotransformationen mit gleichzeitiger Substrat- und Dummy-
Substrat-Zugabe vorlag (nicht dargestellt). Da das experimentelle Setup recht komplex war
und die Produktkonzentrationen sehr gering waren, gestaltete sich die Verifizierung der

Ergebnisse generell schwierig.

3.2.3 Biochemische Analyse zur Umsetzung von 1-Decen

Das Em-OAH Wildtypenzym wurde nachfolgend im Hinblick auf die Substrataffinitat und
maximale Umsatzrate der 1-Decen Hydratisierungsreaktion analysiert (2.9.7). Die initiale
Hydratisierungsrate wurde bei einer Substratkonzentration von 0,125 mM bis 2,5 mM
ermittelt. Das Dummy-Substrat Hexansaure wurde aufgrund der obigen Ergebnisse (3.2.1) in
aquimolaren Konzentrationen eingesetzt. Infolge der geringen L&slichkeit von 1-Decen in
DMSO betrug die finale DMSO-Konzentration in diesem Experiment 3 % (v/v). Die
Hydratisierungsrate stieg zundchst mit zunehmender Substratkonzentration an, bevor die
Kurve schlielRlich ab einer Konzentration von 1 mM 1-Decen abflacht (Abbildung 18). Die
Auswertung der Daten mithilfe der Michaelis-Menten Gleichung (als Fit angedeutet) ergab
einen scheinbaren Kpeapp-Wert von 0,55 mM (angedeutet mit gestrichelten Linien) und eine
scheinbare maximale Umsatzrate Vmax@pp) VON 3,9 mU pro Milligramm Biofeuchtmasse. Die
Parameter wurden mit dem Begriff ,,scheinbar* (app = apparent) gekennzeichnet, da unsicher
ist, ob die 1-Decen Hydratisierung mit einer klassischen Michaelis-Menten Kinetik

Ubereinstimmt. Es wurde keine Substratinhibition beobachtet.
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Abbildung 18: Initiale Hydratisierungsrate der Em-OAH Ganzzellbiotransformationen mit 1-Decen

Die Biotransformationen wurden unter optimierten Bedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM
FAD) mit Substratkonzentrationen zwischen 0,125 mM und 2,5 mM (5-100 mM DMSO Stocklésungen) durchgefiihrt. Das
Dummy-Substrat Hexanséure wurde in d&quimolarer Konzentration eingesetzt (25-500 mM DMSO Stockldsungen). Aufgrund
der geringen Ldslichkeit von 1-Decen in DMSO betrug die finale DMSO-Konzentration 3 % (v/v). Nach 13-stiindiger
Inkubation wurde die Produktbildung mittels GC-FID analysiert.

3.2.4 Analyse alternativer Dummy-Substrate

Die oben dargestellten Resultate beschreiben eindeutig eine Abhé&ngigkeit der 1-Decen
Hydratisierung von Hexansdure als Fettsaure-Dummy-Substrat. Daruiber hinaus scheint eine
erfolgreiche Katalyse die gleichzeitige Bindung von Substrat und Dummy-Substrat in der
Substratbindetasche zu bedingen. Um die tatséachliche Bindestelle des Dummy-Substrates und
die Bedeutung der Carboxylgruppe fur die Substrat-Erkennung, Enzymaktivierung und/oder
Substratpositionierung zu analysieren, wurden nachfolgend verschiedene Fettsauren und

(funktionalisierte) Fettsdurederivate als alternative Dummy-Substrate getestet (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Alternative Dummy-Substrate fur die Hydratisierung des Alkens 1-Decen
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Bisher diente Hexanséure (C6) als Dummy-Substrat, da es neben der scheinbar notwendigen
Carboxylgruppe eine geeignete Kettenldange zur zeitgleichen Aufnahme zweier Molekdle in
die Substratbindetasche aufweist. Um diese Hypothese zu bestatigen und die Problematik
sterischer Hinderungen im aktiven Zentrum zu analysieren, wurden gesattigte Fettsduren
unterschiedlicher Kettenldnge (C5-C8) als alternative Dummy-Substrate ausgewéhlt. Dartber
hinaus sollte die Analyse von Hexanséureestern, Hexansaureamid, Hexanal und Hexanol eine
Aussage Uber die Bedeutung der Carboxylgruppe fir den Umsatz von Alkenen ermdglichen.
Die  Verwendung funktionalisierter =~ Hexansdurederivate  (6-Hydroxy- und  6-
Aminohexansdure, 1,6-Hexandiol) erlaubt schlussendlich eventuell Ruckschlisse auf die
tatsdchliche Bindestelle des Dummy-Substrates. Zum einen ware es denkbar, dass die
Funktion des Fettsdure-Dummy-Substrates einzig auf der Interaktion mit den Aminosauren
am Eingang der Substratbindetasche beruht. Darliber hinaus ware es aber auch mdglich, dass
die gleichzeitige Bindung der gesattigten Kohlenwasserstoffkette in der Carboxy-Bindetasche
von Bedeutung ist. Die Aufnahme der aliphatischen Kette in die tberwiegend hydrophobe
Bindetasche kdnnte durch die terminale Funktionalisierung der Hexansaurederivate verhindert
werden.

Die Analyse der 1-Decen Hydratisierung durch das Em-OAH Wildtypenzym mithilfe
alternativer Dummy-Substrate erfolgte unter optimierten Reaktionsbedingungen nach
zweitdgiger Inkubation. Dargestellt ist die relative Produktbildung, wobei das Hexansaure-
Ergebnis auf 100 % gesetzt wurde (Abbildung 20). Der hochste Substratumsatz wurde mit
Heptansdure (113 +4 % rel. Produktbildung) als Dummy-Substrat beobachtet. Der Einsatz
langerkettiger (C8, Octanséure) bzw. kirzerer (C5, Pentanséure) gesattigter Fettséuren
resultierte hingegen mit 36 % bzw. 18 % in eine deutlich verringerte relative Produktbildung.
Eine chirale GC-Analyse zeigte eine exzellente Stereoselektivitat von >99 % flir S-2-Decanol
unabhéngig vom jeweiligen Dummy-Substrat. Unter Verwendung von Hexansaureamid, 6-
Hydroxyhexanséure, 6-Aminohexanséure und 1,6-Hexandiol entsprach das Ergebnis der 1-
Decen Hydratisierung dem Resultat der Negativkontrolle ohne Zugabe von Dummy-Substrat
(gestrichelte Linie). Wahrend die Fettsaure-Dummy-Substrate, das Hexansdureamid und 1,6-
Hexandiol nach zweitdgiger Inkubation erfolgreich extrahiert wurden, blieb die
Identifizierung der wasserloslichen Dummy-Substrate 6-Hydroxyhexansdure und 6-
Aminohexansdure mithilfe einer GC-Analyse ohne Erfolg.

Der Einsatz von Methyl-, Ethyl- und Propylhexanoat resultierte in einer erfolgreichen
Hydratisierung von 1-Decen zu 2-Decanol (bis zu 100 % relative Produktbildung, siehe

Anhang, Abbildung A 15). Die GC-Analyse zeigte jedoch, dass die Fettsdureester im Laufe
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der Inkubation durch zelluldare Enzyme zu Hexansaure hydrolysiert wurden. Mit Hexanal und
1-Hexanol als alternative Dummy-Substrate wurden relative Werte von 25 % bzw. 12 %
Produktbildung erhalten (siehe Anhang, Abbildung A 15). Jedoch wurden auch in diesen
Ansdtzen nach zweitdgiger Inkubation infolge einer Oxidation durch zelluldre Enzyme
geringe Hexansdure-Konzentrationen detektiert. Darlber hinaus wurde Hexanal fast

vollstéandig zu 1-Hexanol reduziert.
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Abbildung 20: 1-Decen Hydratisierung durch das Em-OAH Wildtypenzym mithilfe alternativer Dummy-Substrate
Die Biotransformationen wurden unter optimierten Bedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM
FAD) mit 0,5mM Substrat und 0,5mM Dummy-Substrat und einer finalen DMSO-Konzentration von 1% (v/v)
durchgefiihrt. Die Stocklésungen (100 mM) wurden mit Ausnahme von 6-Aminohexansdure und 1,6-Hexandiol (jeweils in
Puffer) in DMSO angesetzt. Nach zweitégiger Inkubation wurde die Produktbildung mittels GC-FID analysiert. Dargestellt
ist die relative Produktbildung, wobei das Ergebnis des Hexanséure-Ansatzes auf 100 % gesetzt wurde. Die relative
Produktbildung des Ansatzes ohne Dummy-Substrat (ohne Dummy) ist mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet.

3.3 Analyse des Hydratisierungsmechanismus und der Substratbindung

Fur ein besseres Verstandnis des Hydratisierungsmechanismus wurden im Rahmen der
Masterarbeit von Andreas Hunold'® und der Bachelorarbeit von Samuel Kleehammer'?® in
einem rationalen Mutageneseansatz ausgewahlte Em-OAH Varianten generiert. Neben einer
Analyse des katalytischen Mechanismus stand dabei die Substrat-Erkennung bzw. -Bindung
mithilfe der Aminosduren am Eingang des Substratkanals im Fokus der Mutagenesestudien.
Ausfuhrliche Informationen zur Auswahl der einzelnen Mutanten sind in der jeweiligen
Abschlussarbeit dargestellt. Alle Varianten wurden mittels QuikChange Mutagenese

generiert, Uber eine Auftragssequenzierung verifiziert und heterolog in E. coli BL21 DE3
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exprimiert. Das Ergebnis der heterologen Genexpression wurde Uber eine SDS-PAGE
analysiert. Alle Mutanten wurden erfolgreich exprimiert.**>*? Je nach Intention wurden fiir

das nachfolgende Aktivitatsscreening verschiedene Substrate eingesetzt (3.3.1 & 3.3.2).

3.3.1 Analyse des postulierten Hydratisierungsmechanismus

Die Aminosauren Tyrosin 241 (Y241), Glutaminsdure 122 (E122), Methionin 123 (M123)
und Threonin 511 (T511) wurden aufgrund des von Engleder und Kollegen postulierten
Reaktionsmechanismus und infolge einer Sequenz- und Struktur-basierten Analyse fur die
Verifizierung Kkatalytisch-relevanter Positionen ausgewahlt. Tabelle 16 prasentiert eine
Ubersicht der generierten Mutanten und des erfolgten Aktivitatsscreenings. Dargestellt ist
jeweils die relative Produktbildung im direkten Vergleich zum Em-OAH Wildtypenzym.
Wahrend die Varianten Y241H, E122S, E122D und E122R mit allen ausgewahlten Substraten
(Olséure, Linolsaure, Moyristoleinsaure und 1-Decen mit Hexansaure-Dummy-Substrat)
inaktiv waren, zeigte die Em-OAH Y241C eine (geringe) Restaktivitait mit Olsaure,
Linolsdure und 1-Decen. Interessanterweise wurde dartber hinaus mit den Einzelmutanten
E122M und M123L eine schwache Aktivitat mit Olsaure und (Z)-Undec-9-ensdure ermittelt;
die Doppelmutante E122M/M123L war jedoch inaktiv. Auffallig ist das Ergebnis der T511D-
Variante. Wahrend diese Mutante mit Olsaure (500 mM) eine nur sehr geringe
Hydratisierungsaktivitat aufwies (<1 % Umsatz), wurde beispielsweise mit 1-Decen und
Hexans&ure-Dummy-Substrat im Vergleich zum Wildtyp eine relative Produktbildung von
85 % erreicht. Neben den in Tabelle 16 dargestellten Molekilen wurden darlber hinaus 10-
Undecensdure (nur mit den Varianten Y241C, Y241H, E122S, E122D, E122R, T511D) und
9-Decenséure (mit allen Varianten) als Substrat eingesetzt. Es wurde jedoch kein
Hydratisierungsprodukt identifiziert. Biotransformationen mit Methyl-Oleat waren nicht

erfolgreich, da der Ester unter Verwendung von Zelllysat zu Olsaure hydrolysiert wurde.
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Tabelle 16: Aktivitatsscreening der Em-OAH Mutanten zur Verifizierung katalytisch-relevanter Positionen

Die vorliegende Tabelle prasentiert eine Zusammenstellung der Ergebnisse aus der Masterarbeit von Andreas Hunold**® und
der Bachelorarbeit von Samuel Kleehammer!?. Informationen zur experimentellen Ausfiihrung finden sich in der jeweiligen
Arbeit.

Em-OAH Variante Olsaure Linolsaure Myristoleinsaure (Z)-quec-9- 1-Decen
ensaure

Y241C Spuren Spuren n. d. n.a. +
Y241H n.d. n.d. n.d. n. a. n.d.
E122S n.d. n.d. n.d. n. a. n.d.
E122D n.d. n.d. n.d. n. a. n.d.
E122R n. d. n. d. n. d. n. a. n. d.
E122M + n. a. n. a. + n. a.
M123L + n. a. n. a. + n. a.
E122M/M123L Spuren n. a. n. a. Spuren n. a.
T511D Spuren ++ Spuren n.a. +++

n. d.: nicht detektierbar

n. a.: nicht analysiert

Spuren: relative Produktbildung im Vergleich zum Wildtyp < 5 %
+: relative Produktbildung im Vergleich zum Wildtyp 5-20 %

++: relative Produktbildung im Vergleich zum Wildtyp 20-50 %
+++: relative Produktbildung im Vergleich zum Wildtyp >50 %

3.3.2 Mutagenesestudien am Eingang der Substratbindetasche

Fur die Analyse der Substrat-Erkennung mithilfe polarer bzw. positiv-geladener
Aminosdurereste am Eingang des Substratkanals wurden die Aminoséurepositionen Histidin
442 (H442) und Asparagin 438 (N438) ausgewdhlt. Tabelle 17 prasentiert eine Ubersicht der
generierten Mutanten und des erfolgten Aktivitatsscreenings. Dargestellt ist jeweils die
relative Produktbildung im direkten Vergleich zum Em-OAH Wildtypenzym.

Der Austausch des Histidins 442 resultierte in einen schwachen bis starken Aktivitatsverlust
der generierten Mutanten mit allen ausgewdhlten Substraten (Olsaure, Linolsaure,
Myristoleinsdure und 1-Decen mit Hexansaure-Dummy-Substrat). Auffallig war hierbei, dass
die Hydratisierung der C14-Fettsdure Myristoleinsdure starker betroffen war als die der
langkettigen Substrate Olsaure und Linolsaure. Dartiber hinaus war die Em-OAH Variante
H442R  mit allen  Fettsdure-Substraten  inaktiv, zeigte jedoch eine hohe
Hydratisierungsaktivitat mit dem Alken 1-Decen und Hexansdure als Dummy-Substrat. Auch
die Analyse der N438-Varianten resultierte in einer erfolgreichen Hydratisierung des Alkens

unter Verwendung von Hexansaure, wahrend hingegen mit Olsaure nur minimale
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Produktspuren identifiziert wurden. Darlber hinaus wurden die Em-OAH Varianten H442Q),
N438V, N438Q und N438H hinsichtlich einer Aktivitdt mit 1-Decen ohne Verwendung des
Hexansaure-Dummy-Substrates analysiert. Die relative Produktbildung war jedoch ohne
Zugabe der Fettsaure deutlich verringert (<10 %) und es wurde kein Unterschied zum Em-
OAH Wildtypenzym ermittelt.

Tabelle 17: Aktivitatsscreening der Em-OAH Mutanten zur Analyse der Substrat-Erkennung

Die vorliegende Tabelle présentiert eine Zusammenstellung der Ergebnisse aus der Masterarbeit von Andreas Hunol und
der Bachelorarbeit von Samuel Kleehammer!?. Informationen zur experimentellen Ausfiihrung finden sich in der jeweiligen
Arbeit.

d125

Em-OAH Variante Olsaure Linolsaure Myristoleinsaure 1-Decen + DS
H4421L + + Spuren +
H442M ++ ++ Spuren +
H442Q ++ n. a. n. a. +++
H442R Spuren Spuren Spuren ++
N438V Spuren n. a. n.a. +
N438Q Spuren n. a. n.a. +
N438H Spuren n. a. n. a. ++

n. d.: nicht detektierbar

n. a.: nicht analysiert

Spuren: relative Produktbildung im Vergleich zum Wildtyp < 5 %
+: relative Produkthildung im Vergleich zum Wildtyp 5-20 %

++: relative Produktbildung im Vergleich zum Wildtyp 20-50 %
+++: relative Produktbildung im Vergleich zum Wildtyp >50 %

3.4 Substratspezifitdt des Em-OAH Wildtypenzyms

Die Hydratisierung des Alkens 1-Decen unter Verwendung kurzkettiger gesattigter Fettsauren
als Dummy-Substrat war erfolgreich. Eine Unabhéangigkeit der Katalyse vom Fettsaure-
Dummy-Substrat mithilfe einer positionsgerichteten Mutagenese wurde jedoch nicht erreicht.
Um das Substratspektrum des Em-OAH Wildtypenzyms und die Bindung der Alkene in der
Alkyl-Bindetasche genauer zu untersuchen, wurden 1-Dodecen und 1-Octen als Substrate
ausgewahlt. Wéhrend 1-Octen zwei Kohlenstoffatome kdirzer ist als 1-Decen und somit in die
Alkyl-Bindetasche passen sollte, kénnte 1-Dodecen die maximale Kettenlange der Em-OAH
Substrate Gberschreiten (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Struktur des natiirlichen Substrates der Em-OAH (Olsdure) und ausgewéhlter Alkene

Der Umsatz der beiden Alkene 1-Dodecen (0,5 mM) und 1-Octen (0,5 mM) wurde unter
optimierten Bedingungen (3.1.5) bei 25°C mit einer dquimolaren Konzentration des
Hexansaure-Dummy-Substrates  analysiert. E. coli BL21 (DE3) pET28a(+)
Ganzzellbiotransformationen dienten als Negativkontrolle und zeigten keine Produktbildung.
In den Ansatzen des Em-OAH Wildtypenzyms hingegen wurde ein sehr kleiner S-2-
Dodecanol bzw. S-2-Octanol Peak identifiziert (siehe Anhang, Abbildung A 16). Jedoch war
die Produktkonzentration auch nach viertagiger Inkubation sehr gering. Wie bereits im
Rahmen der Analyse zur 1-Decen Hydratisierung beobachtet (Abbildung 20), wurde der
Alkenumsatz durch die Verwendung von Heptansdure als Dummy-Substrat anstelle von
Hexanséure leicht erhoht (siehe Anhang, Abbildung A 16). Auffallig war der grole
Substratverlust (ca. 50 %) in den 1-Octen Biotransformationen, welcher nicht mit einer
entsprechenden Produktzunahme (0,025 mM 2-Octanol, 5% Umsatz) einherging. Ein
Vergleich der 1-Decen, 1-Dodecen und 1-Octen Biotransformationen mit 0,5 mM Alken
bestétigte eine Abhangigkeit des Substratverlusts von der Alken-Kettenldange (Abbildung 22).
So betrug die Wiederfindungsrate des Alkens in pET28a(+)-Kontrollansatzen bei 1-Octen nur
56 %, wahrend hingegen in den 1-Decen- und 1-Dodecen-Kontrollen 82 % bzw. 94 % des

jeweiligen Alkens detektiert wurden.
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Abbildung 22: Alken-Wiederfindungsrate in pET28a(+)-Kontrollansatzen

Die Kontrollansitze zur Wiederfindungsrate der Alkene 1-Dodecen, 1-Decen und 1-Octen erfolgten unter optimierten
Bedingungen mit 50 mg/ml E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) und einer aquimolaren Konzentration des Hexansaure-Dummy-
Substrates. Nach viertdgiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde mittels GC-FID die Alken-Wiederfindungsrate
ermittelt.

3.5 Rationales Design der Em-OAH zur Umsetzung kurzkettiger Alkene

Das C8-Alkene 1-Octen wurde mithilfe des Em-OAH Wildtypenzyms erfolgreich zu 2-
Octanol hydratisiert. Aufgrund der im Vergleich zur 1-Decen-Biotransformation niedrigen
Umsatzrate wurde ein (semi-)rationaler Mutagenese-Ansatz zur Verkleinerung der Alkyl-
Substratbindetasche  gewahlt.  Ziel  dieser  Strategie war eine  effizientere
Stabilisierung/Positionierung des kurzkettigen Alkens 1-Octen im aktiven Zentrum zu
gewadhrleisten.

In  Zusammenarbeit mit der Bioinformatikgruppe des IBTB wurde mithilfe einer
systematischen Analyse der Hydratase-Datenbank (Hydratase Engineering Database,
HyED)® die Aminosaureposition 248 als Spezifitat-bestimmende Position (specificity-
determined position, SDP) identifiziert. Bei SDPs handelt es sich um Positionen, welche sich
deutlich zwischen Subfamilien, in diesem Fall homologe Hydratase-Familien, unterscheiden.
Wihrend die Hydratase-Familien 1 und 2 (HFam 1 und HFam2) an Position 248 der
Aminosauresequenz eine Glutaminsdure (E) bzw. ein Histidin/Glutamin (H/Q) aufweisen,
wurde bei der Olsaure-Hydratase aus E. meningoseptica (HFam11) an entsprechender Stelle
ein Alanin identifiziert (Abbildung 23 A). Andere Mitglieder derselben Hydratase-Familie
weisen an Position 248 hingegen ein Leucin auf. Aufgrund der groRBen Unterschiede der
identifizierten Aminosauren im Hinblick auf ihre GroRe und chemischen Eigenschaften wurde
das Alanin der Em-OAH an Position 248 fiir eine Sattigungsmutagenese ausgewahlt.

Durch eine Analyse der Em-OAH Kiristallstruktur (PDB Code: 4UIR) wurde dartber hinaus
Aminosdure 227 (F227) als vielversprechende Position zur Verkleinerung der
Substratbindetasche identifiziert (Abbildung 23 B). Das Phenylalanin ist Teil eines C-
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terminalen Endes einer alpha-Helix, welche in die Richtung der C=C Bindung zeigt, und ist
mdoglichweise an der Stabilisierung einer positiven Ladung im Rahmen des katalytischen
Mechanismus beteiligt.”® Die Aminosaure wurde gegen die beiden ebenfalls aromatischen
Aminosauren Tryptophan (F227W) und Tyrosin (F227Y) ausgetauscht, da dies eventuell
durch Kation-n-Interaktionen zwischen dem Aromaten und dem katalytischen Intermediat die
Stabilisierung eines primaren Carbokations und somit den Umsatz des kurzkettigen Substrates
Dec-9-ensaure ermdglicht. Die Hydratisierung der C10-Fettsaure, welche eine terminale C=C
Bindung besitzt, war bisher nicht erfolgreich (siehe Kapitel 3.1.5). Neben den beiden oben
genannten Mutanten wurde dartber hinaus die Em-OAH Variante F227L ausgewahlt, da die
verzweigte Aminosdure Leucin in 1 % der Wildtyp-Sequenzen (HFam6, HFam7, HFam8 und
HFam9) an Position 227 des Alignments identifiziert wurde. Das Phenylalanin ist hingegen in

98 % aller Sequenzen konserviert.®®

Abbildung 23: Die Aminosaurepositionen A248 und F227 wurden fir eine (semi-)rationale Mutagenese ausgewahlt
Dargestellt ist die Substrathindetasche des Em-OAH Wildtypenzyms mit dem gebundenen Cofaktor FAD (gelb) und dem
Docking-Ergebnis fiir das natiirliche Substrat Olséure (griin). A: Alanin 248 (lila) wurde als Spezifitét-bestimmende Position
identifiziert und fiir eine Sattigungsmutagenese ausgewdhlt. Das terminale Kohlenstoffatom der Olséure zeigt in die Richtung
des A248 (4 A Abstand) und ist mit der Nummer 18 gekennzeichnet. Die katalytischen Aminosauren Y241 und E122 sind
ebenfalls in lila dargestellt. B: Phenylalanin 227 (lila) ist Teil eines C-terminalen Endes einer a-Helix, welche in die
Richtung der C=C Bindung zeigt (3,5 A Abstand). Die Kohlenstoffatome der C=C Bindung sind mit den Zahlen 9 und 10
nummeriert.

Die Em-OAH Varianten A248L, A248E, A248H, F227Y und F227L wurden im Rahmen der
Bachelorarbeit von Samuel Kleehammer generiert und bereits hinsichtlich einer

126 Alle verbleibenden

Hydratisierungsaktivitat mit ausgewéhlten Substraten analysiert (3.3).
Varianten wurden ebenfalls mittels QuikChange Mutagenese (2.6.6) generiert, Uber eine
Auftragssequenzierung (2.6.5) verifiziert und heterolog in E. coli BL21 DE3 exprimiert
(2.7.2). Das Ergebnis der heterologen Genexpression aller Mutanten wurde Uber eine SDS-
PAGE (2.8.2) analysiert. Der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (siehe Anhang,

Abbildung A 1) diente fur die Identifizierung des ca. 70 kDa Proteins (nicht dargestellt). Die
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Starke der OAH-Proteinbande aller 22 generierter Einzelmutanten war vergleichbar mit der
Bandenstéarke des Em-OAH Wildtypenzyms (Abbildung 24).
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Abbildung 24: SDS-PAGE des Em-OAH Wildtypenzyms und der generierten Mutanten (10 pg Protein, Lysat)

Die Induktion der heterologen Genexpression der 400 ml Hauptkulturen erfolgte bei einer ODgy von 0,5-0,7 durch Zugabe
von IPTG (0,5 mM finale Konzentration). Nach 20-stiindiger Inkubation wurden die Zellen geentet, in 50 mM Citratpuffer
(pH 6) gewaschen und mittels Ultraschall aufgeschlossen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mithilfe des
Pierce BCA Protein Assay Kits gemal der Anleitung des Herstellers. Nach erfolgter Probenvorbereitung wurden 10 pg
Protein der Lysatfraktionen mithilfe einer SDS-PAGE analysiert.

Die von Samuel Kleehammer charakterisierten Em-OAH Varianten wurden im nachfolgenden
Aktivitatsscreening erneut mitgefihrt. Dies ermdglichte neben einer Verifizierung der
erhaltenen Ergebnisse einen direkten Vergleich aller Mutanten. Daruber hinaus wurde im
Rahmen der Bachelorarbeit nur eine Auswahl bestimmter Substrate getestet (3.3).%°

Die enzymatische Aktivitat und das Substratspektrum aller generierter Varianten wurden in
Ganzzellbiotransformationen im Hinblick auf die Hydratisierung der Alkene 1-Decen und 1-
Octen und ausgewdhlter Fettsauren (Olsaure, Palmitinsaure, Myristoleinséaure, (Z)-Undec-9-
enséure, Dec-9-ensaure) analysiert. Aufgrund der zuvor erhaltenen Ergebnisse (Abbildung 20)
wurde fur die Alken-Hydratisierung Heptansdure als Fettsaure-Dummy-Substrat eingesetzt.
Reaktionsbedingungen, Inkubationszeit, Probenaufbereitung und GC-Analyse wurden auf das
jeweilige Substrat angepasst (2.9.10 & 2.12). Die Aktivitdt des Wildtypenzyms mit den
verschiedenen Substraten wurde jeweils auf 100 % gesetzt. Abbildung 25 prasentiert die
Ergebnisse zur enzymatischen Hydratisierung von Olsaure, (Z)-Undec-9-ensaure, 1-Decen
und 1-Octen unter Verwendung der drei Em-OAH F227-Varianten. Die Resultate zur
Hydratisierung von Palmitinsaure (C16) und Myristoleinsédure (C14) sind im Anhang unter
Abbildung A 17 dargestellt.

Der Austausch des Phenylalanins 227 gegen ein Leucin, Tyrosin und Tryptophan zeigte einen
groBen Einfluss auf die enzymatische Aktivitit der Olsaure-Hydratase. Die relative
Produktbildung mit Olsiure (C18; bis zu 2 % rel. Produktbildung), 1-Decen (C10; bis zu
11 %) und 1-Octen (C8; bis zu 37 %) war im Vergleich zum Wildtyp deutlich verringert.
Auch im Hinblick auf die Hydratisierung der mittelkettigen Fettsdauren Palmitinsdure (C16;
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bis zu 6 %) und Myristoleinsdure (C14; bis zu 72 %) zeigte sich ein deutlicher
Aktivitatsverlust (siehe Anhang, Abbildung A 17). Mit der kurzkettigen C11-Fettsdure (2)-
Undec-9-enséure hingegen wurde fir die Em-OAH Varianten F227Y und F227W eine 2,5-
bzw. 2-fache Aktivitatssteigerung ermittelt (Abbildung 25). Die Hydratisierung der C10-
Fettsdure Dec-9-ensdure mit terminaler C=C Bindung wurde jedoch mit keiner der

generierten Mutanten beobachtet.
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Abbildung 25: Fettsaure (Olsiure & (Z)-Undec-9-ensiure) und Alken (1-Decen & 1-Octen) Hydratisierung der Em-
OAH F227-Varianten

Fettsdure- und Alken-Biotransformationen wurden im 500 pl MaRstab in 1,5 ml Reaktionsgefden bzw. 2 ml Glas-Vials
durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen, Inkubationszeit und Probenaufbereitung wurden auf das jeweilige Substrat
angepasst. Die Reaktionen wurden durch Substratzugabe (0,5 mM, 1 % (v/v) finale DMSO Konzentration) gestartet. Fir die
Alkene wurde Heptansédure (0,5 mM) als Dummy-Substrat eingesetzt. Nach erfolgter Inkubation wurde die Produktbildung
mittels GC-FID analysiert. Dargestellt ist die relative Produktbildung, wobei das Ergebnis des Wildtyp-Ansatzes auf 100 %
gesetzt wurde (gestrichelte Linie).

10-Hydroxyoctadecanséure (M); 10-Hydroxyundecansaure (m); 2-Decanol (m); 2-Octanol (O0)

Das Ergebnis des Aktivitatsscreenings zur Sattigungsmutagenese des Alanins 248 lasst auf
eine groBe Bedeutung dieser Aminosaureposition fiir die Substratspezifitat der Olsdure-
Hydratase schlieRen. Fir eine bessere Ubersicht wurden die Resultate auf verschiedene
Abbildungen aufgeteilt. Abbildung 26 préasentiert die enzymatische Hydratisierung von
Olsaure, (Z)-Undec-9-enséure, 1-Decen und 1-Octen unter Verwendung der Em-OAH A248-
Varianten mit einer hydrophoben  Aminoséuresubstitution. Der  Effekt des
Aminosaureaustausches wurde bei dieser Mutantengruppe am deutlichsten und wird daher
hier hervorgehoben. Das Ergebnis des Aktivitatsscreenings aller A248-Mutanten mit allen
Substraten ist im Anhang unter Abbildung A 18 (C18-C14-Fettsduren) und Abbildung A 19
(C11-FS & Alkene) aufgefihrt.

In Abhéngigkeit der Substratkettenlange wurden generelle Tendenzen hinsichtlich der
Hydrataseaktivitat der Varianten beobachtet. Um nicht jede Mutante mit jedem Substrat im

Einzelnen zu diskutieren, wurde stattdessen flr jedes Substrat der Mittelwert der relativen
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Produktbildung alle Mutanten im Vergleich zum Wildtyp bestimmt. Wahrend die
Hydrataseaktivitat mit den langkettigen Fettsauren Olsaure (C18; @28 % rel. Produktbildung)
und Palmitinséure (C16; @40 %) fur die meisten Varianten der Sattigungsmutagenese stark
verringert war, wurde der Umsatz der mittelkettigen C14-Fettsaure Myristoleinsdure (280 %)
durch die eingefiihrte Mutation in deutlich geringerem Male beeinflusst (siehe Anhang,
Abbildung A 18). Im Falle des kurzkettigen Substrates (Z)-Undec-9-ensdure (C11; @114 %)
wurde fur viele Varianten sogar eine Aktivitatszunahme beobachtet, welche in eine
Steigerung der relativen Produktbildung von bis zu 300 % resultierte (siehe Anhang,
Abbildung A 19). Eine Hydratisierung der C10-Fettsdure Dec-9-ensdure mit terminaler C=C
Bindung wurde jedoch fir keine der generierten Mutanten ermittelt. Der Einfluss der
Substrat-Kettenldnge auf die enzymatische Hydratisierung wurde auch im Rahmen der Alken-
Biotransformationen mit Heptansaure als Dummy-Substrat beobachtet. Wahrend die Aktivitat
mit 1-Decen (C10; @25 %) fir die meisten A248-Varianten deutlich verringert war, wurde
hingegen fur das C8-Alken 1-Octen (190 %) eine deutliche Umsatzsteigerung ermittelt,
welche in einer bis zu 7-fach erhéhten relativen Produktbildung resultierte (siehe Anhang,
Abbildung A 19).

Die Analyse des Aktivitatsscreenings im Hinblick auf die Eigenschaften und die Struktur der
jeweils eingefuhrten Aminoséure zeigt, dass die Aktivitdt bzw. Substratspezifitat eindeutig
mit der GrolRe des Aminoséurerestes korreliert (Abbildung 26). Es scheint, dass insbesondere
grolRere (hydrophobe) Aminosduren an Position 248 die Hydratisierung kurzkettiger nicht-
natlrlicher Substrate begunstigen. Beispiele hierfir sind unter anderem die Em-OAH
Varianten A248V, A248L und A2481 im Falle von 1-Octen mit Heptansdure-Dummy-
Substrat und die Varianten A2481, A248F und A248Q im Hinblick auf den Umsatz der C11-
Fettsaure (Z)-Undec-9-ensédure. Sehr kleine und langkettige Aminosauren wie zum Beispiel
Glycin bzw. Tryptophan und Arginin wirken sich hingegen negativ auf die Hydrataseaktivitat
mit 1-Octen bzw. (Z)-Undec-9-ensdure aus. Besonders aufféallig ist das Ergebnis der
Tryptophan-Mutante (A248W), da es sich hierbei um die einzige Variante handelt, welche im
Vergleich zum Wildtyp mit der C11-Fettsdure eine hohere relative Produktbildung aufwies
aber gleichzeitig mit 1-Octen und Heptansaure-Dummy-Substrat weniger aktiv war als der
Wildtyp (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Fettsdure (Olsdure & (Z)-Undec-9-enséure) und Alken (1-Decen & 1-Octen) Hydratisierung
ausgewahlter Em-OAH A248-Varianten

Fettsdure- und Alken-Biotransformationen wurden im 500 pl Mafstab in 1,5 ml ReaktionsgefaBen bzw. 2 ml Glas-Vials
durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen wurden auf das jeweilige Substrat angepasst. Die Assays wurden durch
Substratzugabe (0,5 mM, 1 % (v/v) finale DMSO Konzentration) gestartet. Fur die Alkene wurde Heptansaure (0,5 mM) als
Dummy-Substrat eingesetzt. Nach erfolgter Inkubation wurde die Produktbildung mittels GC-FID analysiert. Dargestellt ist
die relative Produktbildung, wobei das Ergebnis des Wildtyp-Ansatzes auf 100 % gesetzt wurde (gestrichelte Linie).

10-Hydroxyoctadecanséure (M); 10-Hydroxyundecansaure (m); 2-Decanol (m); 2-Octanol (O0)

Die (semi-)rationale Mutagenese der Em-OAH resultierte in einige Varianten mit einer im
Vergleich zum Wildtypenzym deutlich erhdhten Aktivitat im Hinblick auf die Hydratisierung
des Alkens 1-Octen mit Heptansaure als Dummy-Substrat. Die drei besten Mutanten
(A248V/L/1) wurden nachfolgend fir eine Quantifizierung des Produktes 2-Octanol
ausgewahlt (Abbildung 27). Die Produktkonzentration stieg mit zunehmender Inkubationszeit
zundchst stetig an, bevor nach funf bis sechs Tagen ein Plateau erreicht wurde. Mit der besten
Mutante (A248L) wurde mit 500 uM 1-Octen und aquimolarer Heptansaure-Konzentration
ein maximaler Substratumsatz von 32 % (160 uM 2-Octanol) erreicht. Alle Mutanten zeigten
eine exzellente Stereoselektivitdt mit einem Enantiomereniiberschuss von >99 % (siehe
Anhang, Abbildung A 20).
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Abbildung 27: 1-Octen Hydratisierung zu 2-Octanol durch die Em-OAH Variante A248L/1/\V

Die 1-Octen Biotransformationen erfolgten im 500 pl MafRstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen uber acht
Tage bei 25 °C und 180 Upm. Heptansédure (0,5 mM) diente als Fettsaure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch
Substratzugabe (0,5 mM, 1% (v/v) finale DMSO Konzentration) gestartet. Nach erfolgter Inkubation wurde die
Produktbildung mittels GC-FID quantifiziert.

A248L (m); A248I (0); A248V (A)
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3.6 Hydratisierung kurzkettiger Alkene (C7-C5)

Durch die (semi-)rationale Mutagenese des Em-OAH Wildtypenzyms an Position A248 und
F227 und das anschlielende Aktivitatsscreening wurden interessante Varianten im Hinblick
auf die Hydratisierung kurzkettiger Alkene identifiziert. Hierbei handelt es sich
beispielsweise um alle Mutanten mit einer erhdhten Aktivitat in Bezug auf das Substrat 1-
Octen (u.a. A248V/L/1). Von besonderem Interesse ist die Em-OAH Variante A248W,
welche im Vergleich zum Wildtyp mit der C11-Fettsaure eine héhere relative Produktbildung
aufwies aber gleichzeitig mit 1-Octen weniger aktiv war als der Wildtyp. Gleiches gilt auch
fur die Mutanten F227Y und F227W. Die Verwendung sehr kleiner Substrate und
kurzkettiger Fettsdure-Dummy-Substrate, wie zum Beispiel Pentansdure, konnte in diesem
Fall in die Bildung neuer Produkte resultieren. Sieben Alkene mit einer Kettenldnge zwischen
sieben und funf Kohlenstoffatomen wurden ausgewahlt um nachfolgend das Substratspektrum
vielversprechender Varianten weiter zu analysieren (Abbildung 28). Darunter neben den
terminalen Alkene 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten auch die subterminal-ungesattigten

Molekiile cis/trans-2-Hexen und cis/trans-2-Penten.

S Y e N W N

1-Hepten 1-Hexen 1-Penten
cis-2-Hexen trans-2-hexene cis-2-Penten trans-2-pentene

Abbildung 28: Auswahl kurzkettiger Alkene fir die Hydratisierung mithilfe der generierten Em-OAH Varianten

3.6.1 Etablierung eines Zweiphasensystems

Aufgrund der hohen Volatilitat der ausgewéhlten Alkene (Abbildung 28) wurde zundchst ein
Zweiphasensystem etabliert. Dieses sollte den Verlust der flichtigen Substrate in die
Gasphase reduzieren und somit die Verfligbarkeit fur den enzymatischen Umsatz steigern.
Das kurzkettige Alken 1-Octen mit Heptansaure-Dummy-Substrat und die Em-OAH Variante
mit dem hdchsten 1-Octenumsatz (A248L) dienten als Modellsubstrat bzw. Biokatalysator.
Da der Fokus des Zweiphasensystems auf einer Steigerung der Produktbildung lag, wurde
jeweils die relative Produktbildung im Vergleich zum Kontrollansatz analysiert ohne eine

entsprechende Quantifizierung der Produktkonzentration vorzunehmen.
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Die 1-Octen Hydratisierung wurde unter Verwendung von sechs verschiedenen Ldsemitteln
(LM; Cyclohexan, Toluol, CPME, MTBE, MIBK und p-Xylol) analysiert und mit
Biotransformationen ohne LM-Zugabe verglichen. Es wurde jedoch bei 109% (v/v)
Solvensanteil im Reaktionsansatz auch nach viertdgiger Inkubation keine Produktbildung
beobachtet. Stattdessen zeigten die Biotransformationen eine deutliche Triibung, welche in
den Kontroll-Ansédtzen ohne LM nicht auftrat. Aufgrund dieser Beobachtung wurden fir die
weitere Analyse ,,frische* Expressionskulturen der Em-OAH A248L verwendet, wahrend
bisher mit eingefrorenen Zellpellets gearbeitet worden war. Im Anschluss an die heterologe
Genexpression im E. coli Expressionsstamm BL21 (DE3) wurden die Zellen somit gewaschen
und direkt, d.h. ohne Gefrierschritt, fir die Biotransformation eingesetzt (2.7.2). Die
,frischen” Zellkulturen wurden in einem Zweiphasensystem mit dem géngigen Losemittel
Cyclohexan (CH) und dem LM Cyclopentylmethylether (CPME), welches bereits erfolgreich
in Biotransformationen mit Imin Reduktasen®?’ eingesetzt wurde, analysiert. Es wurden zwei
verschiedene LM-Volumina (10 %, 50 % (v/v)) und Substratkonzentrationen (0,5 mM,
1,5 mM) eingesetzt. Wéhrend die Cyclohexan-Biotransformationen am Ende der Inkubation
eine klare Phasentrennung aufwiesen, zeigten die Ansdtze mit CPME-Zugabe bereits nach
einem Tag eine deutliche Trubung. Eine Hydrataseaktivitdt wurde jedoch in keinem der
Zweiphasensysteme  beobachtet. Die Etablierung eines Zweiphasensystems zur
Hydratisierung kurzkettiger fluchtiger Alkene war somit unter den gewéhlten Bedingungen
nicht erfolgreich. Da sich die verwendeten Losemittel moglicherweise inhibierend auf die
Aktivitat der Olsaure-Hydratase auswirken, wurden mithilfe einer Literaturrecherche weitere
organische Ldsemittel mit einer Anwendung in Zweiphasensystemen ermittelt. 1827132

Abbildung 29 prasentiert eine Ubersicht der ausgewdahlten Losemittel.
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Abbildung 29: Organische Lésemittel mit Anwendung in Zweiphasensystemen

Neben der Wahl der organischen Phase konnte auch die geringe Loslichkeit des Alkens in der
wassrigen Phase und somit die Substratverfiigbarkeit ein Problem fur die Anwendung eines
Zweiphasensystems darstellen. Die oben abgebildeten Losemittel (Abbildung 29) wurden
daher in Biotransformationen mit einer deutlich erhdhten Substratkonzentration eingesetzt.
Um eine finale Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentration von 5 mM zu gewabhrleisten,
wurden Ethanol-Stocks anstelle von DMSO-Stocklosungen verwendet. Ein Kontrollansatz
ohne Zweiphasensystem zeigte jedoch, dass die Hydrataseaktivitat bei einem Anteil von 5 %
(v/v) Ethanol als Cosolvens im Vergleich zum Standardansatz (1% (v/v) DMSQO) stark
verringert war (17 % relative Produktbildung, nicht dargestellt). Ethanol eignete sich somit
nicht als Cosolvens fiir Em-OAH Biotransformationen.

Stattdessen wurde in einem zweiten Ansatz die direkte Zugabe von 10 mM 1-Octen und
Heptansaure-Dummy-Substrat ohne Verwendung eines Cosolvens analysiert. Dieses
Vorgehen ermdglicht hohe Substratkonzentrationen ohne die Gefahr inhibierender Effekte
durch eine hohe Cosolvens-Konzentration. Als Kontrollansatz dienten Standardbedingungen
(0,5 mM Substrat- und Dummy-Substrat, 1 % (v/v) DMSO) und Biotransformationen mit
direkter Zugabe von 10 mM 1-Octen und Heptansdure ohne Ldsemittelzusatz. Das Ergebnis
des Aktivitatsscreenings der Em-OAH Variante A248L nach viertagiger Inkubation ist in
Abbildung 30 dargestellt. Es handelt sich um Mittelwerte aus Doppelbestimmungen, wobeli
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das Resultat des Kontrollansatzes unter Standardbedingungen auf 100 % gesetzt wurde.
Waéhrend die beiden Kontrollansatze ohne Zugabe eines Ldsemittels eine vergleichbare
Produktbildung aufwiesen, war die Hydrataseaktivitat in den Zweiphasensystemen mit 10 %
(v/v) Solvenszusatz deutlich verringert (max. 15 % relative Produktbildung). Die besten
Ergebnisse wurden mit Dodecanséduremethylester (DAME), Hexadecan (HD), Chlorbenzol
und 1-Nonanol erhalten.
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Abbildung 30: 1-Octen Hydratisierung in Zweiphasensystemen mit 10 mM Substrat und Dummy-Substrat

Die Biotransformationen wurden im 500 pl Mafstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen mit der Em-OAH
Variante A248L durchgefiihrt. Heptanséure (10 mM) diente als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch
Substratzugabe (10 mM 1-Octen) gestartet. Als Kontrollansatz dienten Biotransformationen unter Standardbedingungen
(0,5 mM Substrat und Dummy-Substrat, 1 % (v/v) finale DMSO-Konzentration). Fir die Analyse der Zweiphasensysteme
wurden 10 % (v/v) (50 pl) organisches Losemittel hinzugegeben. Nach viertdgiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde
die Produktbildung mittels GC-FID analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus Doppelbestimmungen, wobei das Resultat
des Kontrollansatzes unter Standardbedingungen auf 100 % gesetzt wurde.

Die Anwendung eines Zweiphasensystems resultierte fur viele der ausgewahlten organischen
Ldosemittel in einem Aktivitatsverlust der Em-OAH Variante A248L mit dem Alken 1-Octen
und Heptansédure-Dummy-Substrat (Abbildung 30). Nichtsdestotrotz wurde durch die direkte
Zugabe einer hohen Substratkonzentration mit langkettigen, unpolaren Ldsemitteln eine
relative Produktbildung von bis zu 15 % erreicht. Aufgrund der obigen Ergebnisse wurde die
Etablierung eines Zweiphasensystems unter Verwendung von DAME, HD und 1-Nonanol
fortgefiihrt. Darliber hinaus wurden mit 2,2,4,4,6,8,8-Heptamethylnonan (HMN),
Isopropylmyristat ~ (IPM) und  Bis(2-ethylhexyl)phthalat (BEHP) drei  weitere
langkettige/verzweigte/unpolare Losemittel in die Analyse aufgenommen (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Weitere langkettige/verzweigte/unpolare Losemittel fir die Etablierung eines Zweiphasensystems

Um das mogliche Problem der Substratverfligbarkeit weiter zu analysieren, wurden die sechs
ausgewahlten Losemittel in Biotransformationen mit 10 mM bzw. 30 mM Substrat- und
Dummy-Substrat eingesetzt. Wie bereits zuvor beobachtet, war die Hydrataseaktivitat der
Em-OAH A248L bei Zusatz von 10 % (v/v) organischem Losemittel (deutlich) verringert
(Abbildung 32). Die hochste relative Produktbildung wurde nach siebentégiger Inkubation in
Zweiphasensystemen mit DAME (38 % rel. Produktbildung), IPM (79 %) und BEHP (73 %)
erhalten. Die Steigerung der Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentration auf 30 mM zeigte
zumeist keinen positiven Einfluss auf die Produktbildung, resultierte aber in geringere

Standardabweichungen.
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Abbildung 32: 1-Octen Hydratisierung im Zweiphasensystem mit 10 mM und 30 mM Substrat und Dummy-Substrat
Die Biotransformationen wurden im 500 pl MaRstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen mit der Em-OAH
Variante A248L durchgefiihrt. Heptanséure (10 mM bzw. 30 mM) diente als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen
wurden durch Substratzugabe (10 mM bzw. 30 mM 1-Octen) gestartet. Als Kontrollansatz dienten Biotransformationen unter
Standardbedingungen (0,5 mM Substrat und Dummy-Substrat, 1 % (v/v) finale DMSO-Konzentration). Fir die Analyse der
Zweiphasensysteme wurden 10 % (v/v) (50 pl) organisches Ldsemittel hinzugegeben. Nach siebentégiger Inkubation bei
25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert. Das Ergebnis des Kontrollansatzes
unter Standardbedingungen wurde auf 100 % gesetzt.

96



ERGEBNISSE

Aufgrund der obigen Ergebnisse (Abbildung 32) wurden DAME, BEHP und IPM als
vielversprechendste Losemittel fir die Etablierung des Zweiphasensystems ausgewahlt. Um
die erhaltenen Resultate zu verifizieren, wurde die relative Produktbildung bei drei
verschiedenen Substratkonzentrationen (10 mM, 20 mM, 30 mM) analysiert (siehe Anhang,
Abbildung A 21). Wie zuvor beobachtet, hatte eine weitere Erhohung der
Substratkonzentration keinen grof3en Einfluss auf die Produktkonzentration. Da mit bis zu
100 % relativer Produktbildung die hochste enzymatische Aktivitdt bei Verwendung von
BEHP erhalten wurde, wurde die Etablierung des Zweiphasensystems zur Hydratisierung
kurzkettiger Alkene mit diesem Solvens fortgefuhrt. Es zeigte sich, dass eine Erhéhung des
Losemittelvolumens auf 100 pl die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse verbesserte. Darliber
hinaus war die relative Produktbildung deutlich verringert, wenn die Biotransformationen
wahrend der Inkubation nicht geschittelt wurden (nicht dargestellt). Um den Substratumsatz
weiter zu steigern, wurde sowohl die Bedeutung des Ldsemittelvolumens (100-200 ul) als
auch der Einfluss der Biofeuchtmassekonzentration (50-100 mg/ml) und der Additive Glucose
(100-200 mM) und FAD (0,3-0,6 mM) analysiert (Abbildung 33). Das Ergebnis des
Kontrollansatzes unter Standard-Reaktionsbedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM
Glucose, 0,3 mM FAD) mit 100 ul BEHP wurde auf 100 % gesetzt. Wahrend sich die
Erhohung des BEHP-Volumens auf 150 pl und 200 pl negativ auf die Hydrataseaktivitat der
Em-OAH A248L auswirkte, war die Bildung des Produktes 2-Octanol bei Verdopplung der
Biofeuchtmassekonzentration auf 100 mg/ml leicht erhéht. Die relative Produktbildung wurde
dartiber hinaus durch die Verdoppelung der Glucose- und FAD-Konzentration weiter
gesteigert (200 mM bzw. 0,6 mM).
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Abbildung 33: 1-Octen Hydratisierung im Zweiphasensystem (100-200 ul BEHP) mit verschiedenen Biomasse-,
Glucose- und FAD-Konzentrationen

Die Biotransformationen wurden im 500 pl Mafstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen mit der Em-OAH
Variante A248L durchgefiihrt. Heptanséure (10 mM) diente als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch
Substratzugabe (10 mM 1-Octen) gestartet. Als Kontrollansatz dienten Biotransformationen unter Standardbedingungen
(50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD, 100 pl BEHP). Fir die Analyse der Zweiphasensysteme
wurden 100, 150 bzw. 200 pl organisches Losemittel hinzugegeben. Nach flinftagiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm
wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert. Das Ergebnis des Kontrollansatzes unter
Standardbedingungen wurde auf 100 % gesetzt.

Im Rahmen der Optimierung des Zweiphasensystems mit BEHP als organisches Ldsemittel
wurde die hochste relative Produktbildung mit 100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose,
0,6 mM FAD und 100 ul BEHP ermittelt. Eine Steigerung der Substrat- und Dummy-
Substrat-Konzentration zeigte hingegen keinen positiven Einfluss auf die Hydratisierung des
Alkens 1-Octen durch die Em-OAH A248L. Bisher unbeachtet blieb jedoch das Verhaltnis
von Substrat zu Dummy-Substrat. Aus diesem Grund wurde nachfolgend der Einfluss eines
Substrat- bzw. Dummy-Substrat-Uberschusses analysiert (Abbildung 34). Das Ergebnis eines
Kontrollansatzes mit einer aquimolaren Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentration (1:1,
jeweils 10 mM) wurde auf 100 % gesetzt. Wahrend die Erhéhung der Heptansdure-
Konzentration (1:2, 1:3 & 1:4) in eine Verringerung der relativen Produktbildung resultierte
(45-92 %), wurde die enzymatische Hydratisierung durch einen 1-Octen-Uberschuss (2:1, 3:1,
4:1, 6:1 & 8:1) deutlich gesteigert. Die hochste relative Produktbildung (550 %) wurde mit
80 mM 1-Octen und 10 mM Heptanséure (8:1) erhalten. Wé&hrend zuvor ein &quimolares
Verhéaltnis von Substrat und Dummy-Substrat entscheidend war (Abbildung 17), gilt dies im
Falle des Zweiphasensystems somit nicht. Bereits erfolgte Versuche zeigten dariiber hinaus,
dass sich eine Erhéhung des Losemittelvolumens negativ auf die Produktbildung auswirkt
(Abbildung 33). In einem abschliefenden Experiment wurde tberpruft, ob dies auch der Fall

ist, wenn sich das Verhaltnis von Biotransformation und organischer Phase dabei nicht
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veréndert. Daflr wurden 1000 pl und 1500 pl Reaktionsansatze mit 200 pl bzw. 300 pl BEHP
uberschichtet, wahrend die Standardbedingungen (500 pl Biotransformation, 100 pl
organische Phase) als Kontrolle dienten. Es zeigte sich jedoch, dass die relative
Produktbildung bei  VergroRerung des Gesamtansatzes selbst bei achtfachem

Substratuberschuss sehr gering war (siehe Anhang, Abbildung A 22).
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Abbildung 34: 1-Octen Hydratisierung im Zweiphasensystem mit Dummy-Substrat-Uberschuss bzw. Substrat-
Uberschuss

Die Biotransformationen wurden im 500 pl MaRstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen (100 mg/ml
Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD und 100 pl BEHP) mit der Em-OAH Variante A248L durchgefiihrt.
Heptansdure (10-40 mM) diente als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch Substratzugabe (10-80 mM
1-Octen) gestartet. Als Kontrollansatz dienten Biotransformationen mit einem &quimolaren Verhéltnis von Substrat und
Dummy-Substrat (1:1). Nach viertagiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels
GC-FID analysiert. Das Ergebnis des Kontrollansatzes mit einem aquimolaren Verhaltnis wurde auf 100 % gesetzt. Bei der
Angabe der Verhéltnisse bezieht sich die erste Zahl jeweils auf das Substrat und die zweite Zahl auf das Dummy-Substrat
(Bsp. 1:2, 10 mM 1-Octen und 20 mM Heptanséure).

Die Etablierung eines Zweiphasensystems zur Hydratisierung des Alkens 1-Octen mit der
Em-OAH Variante A248L zeigte, dass insbesondere das Verhaltnis von Substrat zu Dummy-
Substrat eine entscheidende Rolle fir eine hohe Produktbildung spielt. Da das
Zweiphasensystem letztendlich fir die Hydratisierung kurzkettiger Alkene (<C8) eingesetzt
werden sollte und die Em-OAH Mutante A248L eine schwache Aktivitat mit 1-Hepten
aufwies (siehe Anhang, Abbildung A 23), wurde die Analyse nachfolgend mit diesem
verkirzten Substrat fortgesetzt. Da der Alken-Uberschuss als wichtigster Parameter fiir die
Etablierung des Zweiphasensystems identifiziert wurde, wurde die Produktbildung noch
einmal unter optimierten Bedingungen unter Verwendung der vielversprechendsten
Losemittel (Abbildung 32) verglichen. Das Ergebnis des Em-OAH A248L Kontrollansatzes
unter Standardbedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD,
0,5mM Substrat und Dummy-Substrat, 1% (v/v) finale DMSO-Konzentration) ohne
Zweiphasensystem wurde auf 100 % gesetzt. Die schrittweise Erhohung des Substrat-zu-
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Dummy-Substrat Verhaltnisses von 10:1 auf 20:1 resultierte unabh&ngig vom jeweiligen
Losemittel in eine deutliche Steigerung der 2-Heptanol-Bildung (Abbildung 35). Die héchsten
Produktkonzentrationen wurden wie auch im Falle von 1-Octen mit BEHP erreicht. Der 20-
fache Uberschuss des Substrates 1-Hepten resultierte, verglichen mit dem Kontrollansatz, in

eine 25-fache Steigerung der relativen Produktbildung.
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Abbildung 35: 1-Hepten Hydratisierung im Zweiphasensystem mit Substrat-Uberschuss (10:1, 15:1, 20:1)
Die Biotransformationen erfolgten im 500 pl MaRstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen (100 mg/ml
Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 MM FAD) mit der Em-OAH Variante A248L. Heptansdure (10 mM) diente als
Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch Substratzugabe (100-200 mM 1-Octen) gestartet. Fir die
Analyse des Zweiphasensystems wurden die Ansétze mit 100 ul BEHP/DAME/IPM/HD uberschichtet. Als Kontrollansatz
dienten Biotransformationen unter Standardbedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD,
0,5 mM Substrat und Dummy-Substrat, 1 % (v/v) finale DMSO-Konzentration) ohne Zweiphasensystem. Nach fiinftagiger
Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert. Das Ergebnis des
Kontrollansatzes unter Standardbedingungen wurde auf 100 % gesetzt. Bei der Angabe der Verhéltnisse bezieht sich die erste
Zahl jeweils auf das Substrat und die zweite Zahl auf das Dummy-Substrat (Bsp. 10:1, 100 mM 1-Octen und 10 mM
Heptansaure).

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde BEHP endgiltig fur die Anwendung im
Zweiphasensystem zur Hydratisierung kurzkettiger Alkene ausgewahlt. In einem
abschlieRenden Experiment wurde die Substratkonzentration auf bis zu 300 mM erhdht,
wahrend die Dummy-Substrat-Konzentration auf 5 mM bzw. 2,5 mM erniedrigt wurde (siehe
Anhang, Abbildung A 24). Wie zuvor beobachtet, resultierte die Erhéhung der 1-Hepten-
Konzentration in eine deutliche Zunahme der Hydrataseaktivitdt der Em-OAH A248L. Die
hochste relative Produktbildung wurde mit einem Substrat-zu-Dummy-Substrat Verhéltnis
von 60:1 (300 mM zu 5 mM) erhalten. Das Ergebnis entsprach einer 52-fachen Steigerung der
Produktkonzentration, wéhrend hingegen ein Verhéltnis von 100:1 (250 mM zu 2,5 mM)

verglichen mit dem Kontrollansatz in eine nur 47-fache Steigerung resultierte.

100



ERGEBNISSE

3.6.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Umsetzung fllchtiger Alkene ohne
Zweiphasensystem

Neben der Etablierung eines Zweiphasensystems wurde eine zweite Strategie fir die
Hydratisierung kurzkettiger Alkene verfolgt. In diesem Fall sollte die enzymatische Aktivitat,
d. h. die Produktbildung, durch eine Optimierung der Reaktionsbedingungen mit Fokus auf
die Umsetzung fllichtiger Substrate gesteigert werden. Das C7-Alken 1-Hepten und die Em-
OAH Variante A248L wurden als Modellsubstrat bzw. Biokatalysator ausgewahlt. Wie fir
das Zweiphasensystem wurde jeweils die relative Produktbildung im Vergleich zum
Kontrollansatz analysiert ohne eine Quantifizierung der Produktkonzentration vorzunehmen.
In einem ersten Versuchsansatz wurde der Einfluss der Substratkonzentration und des finalen
Cosolvensanteil analysiert (Abbildung 36). Das Dummy-Substrat Heptanséure wurde jeweils
in &quimolarer Konzentration eingesetzt. Das Ergebnis eines Em-OAH A248L
Kontrollansatzes unter Standardbedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose,
0,3 mM FAD, 0,5 mM Substrat und Dummy-Substrat, 1 % (v/v) finale DMSO-Konzentration)
wurde auf 100 % gesetzt. Es zeigte sich, dass eine Erhéhung der Substratkonzentration auf
2,5 mM mit 5 % (v/v) finaler DMSO-Konzentration in eine deutliche Steigerung der relativen
Produktbildung resultierte (250 %). Ein &hnliches Ergebnis wurde auch durch die direkte
Zugabe von 10 mM 1-Hepten ohne Cosolvens erreicht. Mit 5 mM Substrat und 10 % (v/v)
DMSO im Ansatz war die Produktbildung hingegen deutlich verringert (54 %). Einen
negativen Einfluss auf die enzymatische Aktivitit hatte auch der Einsatz von Ethanol als
Cosolvens. Bereits eine finale Konzentration von 5 % (v/v) flihrte zu einem fast vollstandigen
Aktivitatsverlust des Enzyms.
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Abbildung 36: 1-Hepten Hydratisierung bei unterschiedlicher Substrat- und Cosolvens-Konzentration

Die Biotransformationen erfolgten im 500 pl MaRstab in 2 ml Glas-Vials mit 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD und 50 mg/ml
Em-OAH Variante A248L. Heptansdure (0,5-10 mM) diente als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden
durch Substratzugabe (0,5-10 mM 1-Hepten) gestartet. Substrat und Dummy-Substrat wurden in &quimolarer Konzentration
eingesetzt (DMSO/Ethanol-Stocklésungen). Als Kontrollansatz dienten Biotransformationen unter Standardbedingungen mit
0,5 mM Substrat und Dummy-Substrat und 1 % (v/v) finale DMSO-Konzentration. Nach viertdgiger Inkubation bei 25 °C
und 180 Upm wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert. Das Ergebnis des Kontrollansatzes unter
Standardbedingungen wurde auf 100 % gesetzt.

Ein weiteres Experiment zeigte, dass auch ,,sekundire® Parameter wie das Waschen der Em-
OAH A248L Expressionskulturen, das Schiitteln der Reaktionsansétze und insbesondere das
Gasvolumen (ber den Biotransformationen eine wichtige Rolle fur die enzymatische
Hydratisierung spielen. So wurde die relative Produktbildung durch das ,,Upscaling® des
Reaktionsvolumens auf 2 ml und die damit verbundene Eliminierung der Gasphase im
Vergleich zum Kontrollansatz auf das 6-fache gesteigert (nicht dargestellt). Um die erhaltenen
Ergebnisse zu verifizieren und synergistische Effekte zu Uberprifen, wurde die 1-Hepten
Hydratisierung nachfolgend mithilfe einer statistischen Versuchsplanung unter Verwendung
von MODDE analysiert. Die ausgewahlten Parameter wurden wie in Tabelle A 1 (siehe
Anhang) dargestellt definiert und die Zusammensetzung der Biotransformationen durch
MODDE vorgegeben (Full Fac (2 levels), interaction model). Die enzymatische Aktivitat
wurde mittels GC-FID analysiert und unter Verwendung der MODDE Software ausgewertet
(siehe Anhang, Abbildung A 26). Die hdéchste Produktbildung wurde mit gewaschenen
Zellen, 2 ml Biotransformationsvolumen und 4 mM Substrat und Dummy-Substrat (8 % (v/v)
finale DMSO-Konzentration) erhalten. Das Schutteln der Reaktionsansétze hatte unter diesen
Bedingungen keinen grof3en Einfluss auf die 1-Hepten Hydratisierung durch die Em-OAH
A248L.

Auffallig war, dass eine Erhohung der Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentration auf
4 mM (8 % (v/v) DMSO) bei Eliminierung der Gasphase keine negative Auswirkung auf die
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Produktbildung zeigte, wahrend zuvor bei 500 pl Reaktionsvolumen mit 5 mM 1-Hepten und
Heptansaure (10% (v/v) DMSO) eine deutliche Verringerung der Hydrataseaktivitat
beobachtet worden war (Abbildung 36). Aus diesem Grund wurde nachfolgend der Einfluss
der Substrat- und DMSO-Konzentration unter Anwendung des optimierten
Reaktionsvolumens (2 ml) analysiert. Das Dummy-Substrat wurde jeweils in &quimolarer
Konzentration eingesetzt und das Ergebnis eines Kontrollansatzes mit 0,5 mM 1-Hepten und
Heptansaure (1 % (v/v) finaler DMSO-Anteil) wurde auf 100 % gesetzt. Verglichen wurde die
Produktbildung unter Verwendung von DMSO-Stockldsungen und bei direkter Zugabe von 1-
Hepten und Heptansdure mit schrittweiser Erhéhung der DMSO-Konzentration als Additiv
(Abbildung 37). Die relative Produktbildung stieg zundchst mit Substrat-Konzentrationen von
bis zu 6 mM und 12 % (v/v) DMSO-Anteil deutlich an. Eine weitere Erhéhung der 1-Hepten-
bzw. DMSO-Konzentration (8-10 mM, 16-20 % (v/v)) resultierte hingegen in einer
Verringerung der Hydrataseaktivitat der Em-OAH A248L. Das beste Ergebnis wurde durch
die direkte Zugabe von 10 mM 1-Hepten ohne Verwendung eines Cosolvens erreicht (730 %
rel. Produktbildung). Die Zugabe von DMSO als Additiv resultierte in eine deutliche
Verringerung der relativen Produktbildung um 60-70 %. Auffallig war hierbei, dass mit 4-
12 % (v/iv) DMSO-Anteil bessere Ergebnisse erhalten wurden als mit 1% (v/v) finaler
DMSO-Konzentration.
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Abbildung 37: 1-Hepten Hydratisierung bei verschiedenen Substrat- und DMSO-Konzentrationen

Die Biotransformationen erfolgten im 2 ml Mafstab in 2 ml Glas-Vials mit 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD und 50 mg/ml
Em-OAH A248L. Heptansdure (0,5-10 mM) diente als Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch Substratzugabe
(0,5-10 mM 1-Hepten) gestartet. Substrat und Dummy-Substrat wurden in dquimolarer Konzentration eingesetzt. Wéhrend
fur den ersten Versuchsteil DMSO-Stockldsungen verwendet wurden, wurden die Substanzen fiir die zweite Analyse direkt
ohne Cosolvens zugegeben und DMSO (1-20 % (v/v) finale Konzentration) wurde als Additiv zugesetzt. Nach dreitagiger
Inkubation bei 25 °C wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert. Das Ergebnis eines Kontrollansatzes
mit 0,5 mM Substrat und Dummy-Substrat und 1 % (v/v) finale DMSO-Konzentration wurde auf 100 % gesetzt.

Aufgrund der obigen Ergebnisse wurde nachfolgend auf DMSO als Cosolvens verzichtet.
Stattdessen wurden fir eine weitere Optimierung der Reaktionsbedingungen verschiedene
Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentrationen durch direkte Zugabe der Komponenten
analysiert. Daruber hinaus wurde der Einfluss der Biomasse-, Glucose- und FAD-
Konzentration untersucht. Wahrend die relative Produktbildung durch eine Verdopplung der
Biofeuchtmasse und der Additive (Glucose, FAD) mit 10 mM 1-Hepten und Heptansaure auf
160 % gesteigert wurde, resultierte eine Erhéhung der Substrat- und Dummy-Substrat-
Konzentration auf 20-30 mM in eine leichte Verringerung der Hydrataseaktivitdt der Em-
OAH A248L (siehe Anhang, Abbildung A 27).

Die Reaktionsbedingungen fiur die Hydratisierung kurzkettiger, fliichtiger Alkene wurden
erfolgreich optimiert. In einem finalen Experiment wurden die einzelnen Parameter noch
einmal aufeinander aufbauend Schritt far Schritt analysiert (Abbildung 38). Als
Vergleichsansatz dienten Em-OAH A248L-Biotransformationen unter Standardbedingungen
(500 pl Reaktionsvolumen, 50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD, 0,5
mM Substrat & Dummy-Substrat, 1 % (v/v) finale DMSO-Konzentration), deren Ergebnis auf
100 % gesetzt wurde. Im direkten Vergleich zum Kontrollansatz war die Bildung des
Produktes 2-Heptanol unter Anwendung aller Optimierungsschritte (2 ml Reaktionsvolumen,
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100 mg/ml Em-OAH A248L, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 30 mM 1-Hepten, 10 mM
Heptansaure, kein DMSO) 33-fach erhoht. Der Einsatz eines groReren Substrat-Uberschusses

(5:1, 10:1) resultierte in keine weitere Verbesserung der Produktbildung (nicht dargestelit).
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Abbildung 38: Zusammenfassung der Optimierung zur 1-Hepten Hydratisierung ohne Zweiphasensystem

Die Analyse der Reaktionsbedingungen resultierte in eine Optimierung des Reaktionsvolumens (2 ml), der Substrat- und
Dummy-Substrat-Konzentration (10 mM, ohne DMSO als Cosolvens), der Biofeuchtmasse-Konzentration (100 mg/ml), der
Konzentration der Additive Glucose (200 mM) und FAD (0,6 mM) und des Substrat-zu-Dummy-Substrat-Verhaltnisses
(3:1). Diese Bedingungen wurden in einem finalen Experiment aufeinander aufbauend (durch Pfeile angedeutet) unter
Verwendung der Em-OAH Variante A248L analysiert. Die Biotransformationen erfolgten in 2 ml Glas-Vials bei 25 °C und
180 Upm. Als Startpunkt der Optimierung dienten Biotransformationen unter Standardbedingungen (500 pl
Reaktionsvolumen, 50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD, 0,5 mM Substrat & Dummy-Substrat, 1%
(v/v) finale DMSO-Konzentration), deren Ergebnis auf 100 % gesetzt wurde. Nach zweitdgiger Inkubation wurde die
Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert.

3.6.3 Analyse ausgewahlter Mutanten mit kurzkettigen terminalen Alkenen (C7-C5)
Sowohl die Etablierung eines Zweiphasensystems (siehe Anhang, Abbildung A 25) als auch
die Optimierung der Reaktionsbedingungen ohne organische Phase (siehe Anhang, Abbildung
A 28) resultierten in einer deutlichen Steigerung der Produktbildung und erhéhen somit die
Chance zur Identifizierung aktiver Em-OAH Varianten im Hinblick auf die Hydratisierung
der kurzkettigen terminalen Alkene 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten. Infolge des
Aktivitatsscreenings mit verschiedenen Fettsauren und den Alkenen 1-Decen und 1-Octen
(Abbildung 25 & Abbildung 26) wurden neben dem Wildtypenzym die Em-OAH Varianten
A248L, A248l, A248F, A248W, F227Y und F227W fir die Hydratisierung der C7-C5
Alkene ausgewdéhlt. Der Umsatz der drei Substrate wurde unter Standardbedingungen
(2.9.10), im Zweiphasensystem (2.9.11) und unter optimierten Reaktionsbedingungen (2.9.12)
analysiert. E.coli BL21 (DE3) pET28a(+) Ganzzellbiotransformationen dienten als
Negativkontrolle.
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Abbildung 39 prasentiert das Ergebnis zur 1-Hepten Hydratisierung mithilfe der Em-OAH
Variante A248L unter Anwendung der drei verschiedenen Bedingungen. Die hdochste
Produktbildung wurde im Zweiphasensystem mit BEHP erhalten. Auch die optimierten
Reaktionsbedingungen (Opt. Beding.) ohne Einsatz eines organischen Lésemittels resultierten
in einer hohen Produktkonzentration, wéhrend unter Standardbedingungen (Stand. Beding.)
nur wenig Produkt detektiert wurde. Da diese Beobachtungen ebenso auf alle anderen
Biotransformationen zutrafen, werden im Folgenden nur die Resultate des jeweiligen
Zweiphasensystems dargestellt. Der Versuch zeigte dariiber hinaus, dass die Optimierung der
Reaktionsbedingungen eine entscheidende Rolle fur die Identifizierung aktiver Mutanten
spielt. So wurde in einigen Fallen im Zweiphasensystem eine Produktbildung beobachtet,
wahrend die Variante mit demselben Substrat unter Standardbedingungen inaktiv war (nicht

dargestellt).
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Abbildung 39: 1-Hepten Hydratisierung der Em-OAH Variante A248L unter Standardbedingungen, im Zweiphasen-

system (BEHP) und mit optimierten Reaktionsbedingungen

Die Biotransformationen wurden in 2 ml Glas-Vials unter Standardbedingungen (500 ul Reaktionsvolumen, 50 mg/ml
Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD, 0,5 mM S & DS, 1% (v/v) finale DMSO-Konzentration), im BEHP-
Zweiphasensystem (100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 100 pl BEHP, 300 mM 1-Hepten, 5 mM
Heptansdure) und unter optimierten Reaktionsbedingungen (2 ml Reaktionsvolumen, 100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM
Glucose, 0,6 mM FAD, 30 mM 1-Hepten, 10 mM Heptansédure) durchgefiihrt. Nach siebentdgiger Inkubation bei 25 °C und
180 Upm wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert.

Aufgrund der obigen Ergebnisse (Abbildung 39) werden im Folgenden nur die Resultate zur
enzymatischen Hydratisierung im Zweiphasensystem prasentiert. Da fir dieses System der
Einsatz einer hohen Substratkonzentration (300 mM) notwendig war, wurden anstelle des
Substratumsatzes die absoluten Produktkonzentrationen verglichen. Das Ergebnis des
Aktivitatsscreenings ist in Abbildung 40 dargestellt. Die terminalen Alkene 1-Hepten, 1-
Hexen und 1-Penten wurden mithilfe der ausgewahlten Em-OAH Varianten erfolgreich zum

jeweiligen sekunddren Alkohol hydratisiert. Der hochste Umsatz des C7-Alkens 1-Hepten
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wurde mithilfe der besten 1-Octen-Mutante A248L erreicht und resultierte in
Produktkonzentrationen von bis zu 2,7 mM 2-Heptanol (schwarz). Aufféllig ist das Ergebnis
der A248W-Variante. Wahrend im Vergleich zu den anderen A248-Varianten eine deutlich
geringere Aktivitat mit 1-Hepten ermittelt wurde, zeigte diese Mutante den hdchsten Umsatz
von 1-Hexen zu 2-Hexanol (grau). Daruber hinaus handelte es sich hierbei um die einzige
Variante, welche 1-Penten erfolgreich zu 2-Pentanol (weil}) hydratisierte. Die
Produktkonzentrationen waren jedoch auch nach siebentdgiger Inkubation mit 120 uM 2-
Hexanol und 20 uM 2-Pentanol ausgehend von 300 mM Substrat sehr gering. Die Em-OAH
Varianten F227Y und F227W zeigten nur sehr geringe bzw. keine Hydrataseaktivitat mit den
ausgewadhlten Substraten. Fur alle Mutanten wurde eine ausgezeichnete Stereoselektivitat mit
einem Enantiomerenuberschuss groRer 99 % flr das S-Enantiomer ermittelt. Die Ergebnisse
der chiralen GC-Analyse fur die Em-OAH A248L mit 1-Hepten und die Em-OAH A248W
mit 1-Hexen bzw. 1-Penten ist im Anhang unter Abbildung A 29 dargestellt.
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Abbildung 40: Quantifizierung der Hydratisierungsprodukte unter Verwendung des Zweiphasensystems

Die Biotransformationen wurden in 2 ml Glas-Vials im optimierten BEHP-Zweiphasensystem (100 mg/ml Biofeuchtmasse,
200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 100 ul BEHP, 300 mM Alken, 5 mM Heptansdure) durchgefiihrt. Analysiert wurde die
Hydrataseaktivitat des Wildtypenzyms und der Em-OAH Varianten A248L, A2481, A248F, A248W, F227Y und F227W mit
1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten. Nach siebentdgiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung
(Triplikate) mittels GC-FID quantifiziert.

2-Heptanol (m); 2-Hexanol (m); 2-Pentanol (o)

In einem abschlieBenden Versuch wurde die Zeitabhéngigkeit der Hydratisierungsreaktion
mit der jeweils besten Variante flr jedes Substrat (300 mM) Uber einen Zeitraum von sieben
Tagen analysiert (siehe Anhang, Abbildung A 30). Die Produktkonzentration stieg in den
ersten vier Tagen zundchst deutlich an, bevor nach funftagiger Inkubation ein Plateau erreicht

wurde. Mit ca. 3 mM 2-Heptanol, 125 uM 2-Hexanol und 20 puM 2-Pentanol nach sieben

Tagen entsprach das Ergebnis dem Resultat des oben dargestellten Aktivitatsscreenings.
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3.7 Charakterisierung der Em-OAH Variante A248W

Die terminalen Alkene 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten wurden mithilfe der ausgewahlten
Em-OAH Varianten mit ausgezeichneter Stereoselektivitait zum jeweiligen sekundéren
Alkohol hydratisiert. Da die Tryptophan-Mutante A248W den hdochsten Umsatz von 1-Hexen
zeigte und vor allem als einzige Variante auch mit 1-Penten aktiv war (Abbildung 40),
handelt es sich hierbei um einen interessanten Kandidaten fir die Hydratisierung industriell-
relevanter kurzkettiger C4-Derivate wie Butadien. Daruiber hinaus kénnte der Einsatz von cis-
und trans-Alkenen in Kombination mit Fettsdure-Dummy-Substraten unterschiedlicher
Kettenlange in neue Produkte resultieren.

3.7.1 Hydratisierung terminaler Alkene mit verschiedenen Dummy-Substraten

Da bisher keine Analyse des Fettsaure-Dummy-Substrates mit der Em-OAH Variante A248W
und unter den Bedingungen des Zweiphasensystems erfolgt war, wurde in einem ersten
Versuchsansatz die Aktivitdt mit den terminalen Alkenen 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten
unter Verwendung von Heptansdure, Hexansdure, Pentansdure und Butansdure als Dummy-
Substrate analysiert. Die Biotransformationen wurden im optimierten Zweiphasensystem
(2.9.11) durchgefuhrt und E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) diente als Negativkontrolle. Die
Aktivitat der Variante mit den ausgewahlten Substraten wurde bestétigt (Abbildung 41) und
die entsprechenden Produkte wurden mithilfe einer GC-FID (2.12.4) und GC-MS Analyse
(2.12.6) als sekundare Alkohole (2-Heptanol, 2-Hexanol und 2-Pentanol) identifiziert (nicht
dargestellt). Mit 215 uM 2-Heptanol, 200 uM 2-Hexanol und 38 uM 2-Pentanol wurden die
hdchsten Produktkonzentrationen jeweils mit Hexansdure als Dummy-Substrat ermittelt,
wéhrend mit Butansdure fir alle drei Substrate nur sehr geringe Umsatzraten erhalten wurden
(16 uM 2-Heptanol, 14 uM 2-Hexanol, 3 uM 2-Pentanol). Der Substratumsatz durch die Em-
OAH A248W wurde somit unter Verwendung von Hexansaure im Vergleich zum
Heptansaure-Dummy-Substrat noch einmal verdoppelt. Das Resultat des C5-Dummy-

Substrates Pentanséure war hingegen vergleichbar mit dem der Heptansaure.
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Abbildung 41: 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten Hydratisierung durch die Em-OAH Variante A248W mit
verschiedenen Fettsdure-Dummy-Substraten

Die Biotransformationen wurden in 2 ml Glas-Vials im optimierten BEHP-Zweiphasensystem (100 mg/ml Biofeuchtmasse,
200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 100 ul BEHP, 300 mM 1-Hepten, 5 mM Dummy-Substrat) durchgefiihrt. Heptanséure,
Hexansdure, Pentansdure bzw. Butanséure dienten als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch
Substratzugabe gestartet. Nach viertagiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels
GC-FID quantifiziert.

2-Heptanol (m); 2-Hexanol (m); 2-Pentanol (o)

3.7.2 Hydratisierung subterminaler Alkene mit verschiedenen Dummy-Substraten

Die Em-OAH Variante A248W wurde anhand der vorgenommenen Analysen als
interessantester Kandidat flr die Hydratisierung kurzkettiger Alkene (C6-C4) identifiziert. Da
die Produktkonzentrationen jedoch auch nach siebentégiger Inkubation sehr gering waren
(Abbildung 40), wurde nachfolgend eine weitere Optimierung des Zweiphasensystems unter
Verwendung von 1-Penten als Substrat vorgenommen. Neben einer Erhoéhung der
Substratkonzentration und des Losemittelvolumens wurden mit BEHP, IPM und DAME auch
die vielversprechendsten organischen LM erneut analysiert. Es zeigte sich jedoch, dass
mithilfe der ausgewéhlten Parameter keine weitere Optimierung der Reaktionsbedingungen
erreicht wurde.

Die Analyse der Em-OAH Variante A248W mit den subterminalen Alkenen cis-/trans-2-
Hexen und cis-/trans-2-Penten (Abbildung 42) erfolgte dementsprechend unter Verwendung
des bereits etablierten Zweiphasensystems (2.9.11) mit Heptanséure, Hexanséaure, Pentansdure
bzw. Butansdure als Fettsdure-Dummy-Substrat. E. coli BL21 (DE3) pET28a(+) diente als
Negativkontrolle und die Analyse der Produktbildung erfolgte mittels GC-FID (2.12.4) und
GC-MS (2.12.6).

2 BN N TN N

cis-2-Hexen trans-2-Hexen cis-2-Penten trans-2-Penten

Abbildung 42: Subterminale Alkene flir die Hydratisierung durch die Em-OAH Varianten A248W, F227Y & F227W
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Die gaschromatographische Auswertung der Biotransformationen wurde durch viele
zusétzliche Signale erschwert. Da jedoch keines dieser Signale spezifisch fur die Em-OAH
Biotransformationen war, wurde fiir die A248W-Variante keine Aktivitat mit trans-2-Hexen
und cis-/trans-2-Penten ermittelt. Moglicherweise resultierte jedoch die Verwendung des
Pentansaure-Dummy-Substrates mit cis-2-Hexen in der Bildung des sekundéaren Alkohols 3-
Hexanol. In diesem Reaktionsansatz war das Signal bei der entsprechenden Retentionszeit
etwas starker als bei der pET28a(+)-Negativkontrolle (nicht dargestellt). Zur Verifizierung
dieses Ergebnisses wurde die Hydratisierung des C6-Alkens cis-2-Hexen mithilfe der Em-
OAH A248W und Heptansaure, Hexansdaure bzw. Pentanséure als Dummy-Substrat (jeweils
5 mM) erneut analysiert. Dartiber hinaus wurden unter Verwendung von Pentansdure drei
verschiedene Substratkonzentrationen eingesetzt (0,3-1 M cis-2-Hexen). Wahrend mit
Heptansaure und Hexanséaure im Vergleich zur pET28a(+)-Negativkontrolle keine bzw. nur
geringe Unterschiede in der Intensitat des scheinbaren 3-Hexanol-Signals erhalten wurden,
wurde mit Pentansdure insbesondere bei erhohter Substratkonzentration eine deutliche
Zunahme der Peakstdrke beobachtet (siehe Anhang, Abbildung A 31). Die anschlieende
Analyse der Proben im SIM-Modus (84,1 m/z, 101,1 m/z & 115,1 m/z) bestatigte geringe
Spuren des sekundédren Alkohols 3-Hexanol. Abbildung 43 présentiert das GC-
Chromatogramm der Em-OAH Biotransformation mit 1 M cis-2-Hexen als Substrat im
direkten Vergleich zum S-/R-2-Hexanol und S-/R-3-Hexanol-Standard. Aufgrund der
geringen Produktkonzentration und eines racemischen 3-Hexanol-Standards, kann jedoch
keine Aussage Uber die Stereoselektivitdt erfolgen. Das ebenfalls mdgliche
Hydratisierungsprodukt 2-Hexanol wurde nicht detektiert.

110



ERGEBNISSE

S-/R-3-Hexanol

w XN

2.0

S-2-Hexanol R-2-Hexanol

e

=
7

6 82 88 94 100 106 min

Abbildung 43: GC-MS Analyse der Cis-2-Hexen Hydratisierung durch die Em-OAH A248W

Die Biotransformationen wurden in 2 ml Glas-Vials im optimierten BEHP-Zweiphasensystem (100 mg/ml Biofeuchtmasse,
200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 100 pl BEHP, 1 M cis-2-Hexen, 5 mM Dummy-Substrat) durchgefiihrt. Pentansdure diente

als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch Substratzugabe gestartet. Nach viertadgiger Inkubation bei
25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung mittels chiraler GC-MS analysiert.

Neben der Em-OAH A248W handelt es sich auch bei den beiden Varianten F227Y und
F227W um interessante Kandidaten flr die Hydratisierung kurzkettiger subterminaler Alkene
(Abbildung 42). Die Analyse der Hydrataseaktivitét erfolgte ebenfalls im Zweiphasensystem
(2.9.11) unter Verwendung von Heptansaure, Hexanséure, Pentansdaure bzw. Butansdure als
Fettsdaure-Dummy-Substrat. Es wurde jedoch auch nach siebentédgiger Inkubation keine

entsprechende Produktbildung ermittelt.

3.7.3 Hydratisierung des C4-Alkens Butadien

Die Em-OAH A248W zeigte die hochste Aktivitat der ausgewahlten Mutanten mit 1-Hexen
und 1-Penten (Abbildung 40). In einem weiteren Experiment wurde die Hydrataseaktivitét der
Variante im Zweiphasensystem (2.9.11) mit dem C4-Derivat 1,3-Butadien analysiert.
Aufgrund der obigen Ergebnisse (Abbildung 41) wurden Heptansédure und Hexansdure als
Fettsdure-Dummy-Substrate ausgewéhlt. Darlber hinaus wurden zwei verschiedene
Substratkonzentrationen (60 mM bzw. 300 mM) bei einer konstanten Dummy-Substrat-
Konzentration von 5mM eingesetzt. E.coli BL21 (DE3) pET28a(+) diente als
Negativkontrolle und die Auswertung erfolgte nach flnftagiger Inkubation mithilfe eines GC-
MS-Systems (2.12.6). Erneut wurde die gaschromatographische Analyse durch das Problem
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vieler Hintergrundsignale erschwert. Da keines dieser Signale spezifisch fir die OAH-
Biotransformationen war, wurde weder im Scan-Modus noch im SIM-Modus eine
Hydratisierung des C4-Alkens zu 3-Buten-2-ol, 3-Buten-1-ol bzw. 2,3-Butandiol (Abbildung
44) beobachtet (nicht dargestellt).

OH

OH )Y
PN HO” VX OH
3-Buten-2-o0l 3-Buten-1-ol 2,3-Butandiol

Abbildung 44: Mdégliche Produkte der 1,3-Butadien Hydratisierung

3.7.4 Dehydratisierung kurzkettiger, sekundarer Alkohole (C6-C4)

Alle bisher vorgenommenen Studien erfolgten mit Fokus auf die Hydrataseaktivitat der Em-
OAH A248W. Da die Hydratisierung der kurzkettigen Alkene 1-Hexen und 1-Penten zu 2-
Hexanol und 2-Pentanol unter Verwendung dieser Variante erfolgreich war, wurde in einem
abschlieBenden Experiment die Dehydratisierung dieser beiden sekundéren Alkohole
analysiert. Darliber hinaus wurde das C4-Derivat 3-Buten-2-ol als weiteres interessantes
Substrat ausgewahlt. Da die entsprechenden Dehydratisierungsprodukte (Alkene) mit
abnehmender Kettenlédnge eine steigende Volatilitat aufweisen, ermdglicht die Verwendung
der  kurzkettigen  Alkoholsubstrate  eventuell ~durch  eine  Verschiebung  des
Reaktionsgleichgewichtes eine erfolgreiche Dehydratisierung. Neben dem etablierten
Zweiphasensystem wurden drei weitere Reaktionsbedingungen getestet (2.9.15). E. coli BL21
(DE3) pET28a(+) diente als Negativkontrolle und die Auswertung erfolgte erneut mithilfe
eines GC-MS-Systems (2.12.6). Es wurden jedoch im Scan- und SIM-Modus auch nach
funftagiger Inkubation keine Dehydratisierungsprodukte identifiziert (nicht dargestellt).

3.8 Umsetzung terminal-ungesattigter Alkene im 250 bzw. 500 ml Maf3stab

1-Decen und 1-Octen wurden als Modelsubstrate fur die Alken-Hydratisierung durch das Em-
OAH Wildtypenzym bzw. die A248L-Variante im semi-praparativen Malistab ausgewahlt.
Ziel der Analyse war eine Bestimmung der isolierten Ausbeute, der Stereoselektivitat und des
NMR-Spektrums. Um fir die verschiedenen Analysen ausreichend Produkt zu erhalten und
gleichzeitig eine hohe Umsatzrate zu erzielen, wurde zunéchst in einem Vorversuch ein
Kompromiss zwischen Umsatzrate und Produktkonzentration gesucht. Unter optimierten
Reaktionsbedingungen (2.9.12) wurden Substratkonzentrationen von 0,5 mM bis 4 mM bei

einem DMSO-Anteil von 1 % (v/v) bis 8 % (v/v) analysiert. Aufgrund der Ergebnisse zur 1-
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Decen-Hydratisierung durch das Em-OAH Wildtypenzym mithilfe alternativer Dummy-
Substrate (3.2.4, Abbildung 19) wurde Heptansaure als Dummy-Substrat ausgewahlt. Da
bisher keine Analyse der Em-OAH A248L-Variante mit verschiedenen Dummy-Substraten
erfolgt war, wurde im Falle der 1-Octen-Hydratisierung sowohl Heptanséure als auch
Hexansaure als Dummy-Substrat getestet. Tabelle 18 prasentiert die Auswertung der 1-
Decen-Hydratisierung durch das Em-OAH Wildtypenzym mit Heptansédure-Dummy-Substrat
und der 1-Octen-Hydratisierung durch die Em-OAH A248L mit Hexansaure. Die Ergebnisse
der A248L-Variante mit Heptansaure sind im Anhang in der Tabelle A 2 dargestellt. Im
Hinblick auf die 1-Decen-Hydratisierung wurde mit einem Umsatz von 56 % die hochste
Produktkonzentration (1,12 mM) unter Verwendung von 2 mM Substrat und Dummy-
Substrat erreicht. Der hdchste Umsatz (93 %) wurde mit 0,5 mM 1-Decen und Heptanséure
beobachtet, wahrend die Produktkonzentration mit 0,46 mM 2-Decanol in diesem Fall
entsprechend verringert war. Die 1-Octen-Biotransformationen resultierten in hohe
Umsatzraten (84-79 %) bei Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentrationen von 0,5 mM bis
1,5mM. Die hdochsten Produktkonzentrationen (1,19-1,27 mM 2-Octanol) wurden mit
1,5 mM bis 2,5 mM 1-Octen und Hexansaure erreicht. Da mit Hexansdure im Vergleich zur
Heptansaure (siehe Anhang, Tabelle A 2) generell etwas hohere Umsatzraten und
Produktkonzentrationen erhalten wurden, wurde das C6-Dummy-Substrat fiir die 1-Octen-

Hydratisierung im semi-préaparativen Mafstab ausgewahit.
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Tabelle 18: Vorversuch zur 1-Decen- und 1-Octen-Hydratisierung im semi-praparativen MaRstab
Substratkonzentrationen von 0,5 mM bis 4 mM Alken bei aquimolarer Konzentration des Fettsdure-Dummy-Substrates (1-
8 % (v/v) DMSO) wurden analysiert. Angewandt wurden die optimierten Reaktionsbedingungen ohne Verwendung eines
organischen Ldsemittels (2 ml Reaktionsvolumen, 100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD). Die 1-
Decen Biotransformationen erfolgten mit dem Em-OAH Wildtypenzym, 1-Octen-Assays wurden mithilfe der A248L-
Variante vorgenommen. Nach viertdgiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung mittels GC-FID
quantifiziert (2.12.3 & 2.12.4).

1-Decen [mMM] Heptansaure [mMM] DMSO (viv) 2-Decanol [mM] Umsatz [%0]
0,5 0,5 1% 0,46 93
1 1 2% 0,75 75
2 2 4% 1,12 56
3 3 6 % 0,96 32
4 4 8% 0,63 16
1-Octen [mM] Hexansaure [mM] DMSO (v/v) 2-Octanol [mM] Umsatz [%0]
0,5 0,5 1% 0,42 84
1 1 2% 0,86 86
15 1,5 3% 1,19 79
2,0 2,0 4% 1,19 59
2,5 2,5 5% 1,27 51

3.8.1 1-Decen-Hydratisierung im 250 ml MaRstab

Infolge der oben dargestellten Ergebnisse (Tabelle 18) erfolgte die Umsetzung des Alkens 1-
Decen durch das Em-OAH Wildtypenzym im 250 ml Malstab unter optimierten Bedingungen
(100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD) mit 2 mM 1-Decen und 2 mM
Heptansaure-Dummy-Substrat bei einer finalen DMSO-Konzentration von 4 % (v/v) (2.10.1).
Nach sechstdgiger Inkubation wurde die Biotransformation extrahiert (ca. 70 % Umsatz,
1,4 mM 2-Decanol) und mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt. Die Identifizierung der
Produktfraktionen erfolgte Gber eine Dunnschichtchromatographie. Es zeigte sich, dass auch
nach zweifacher Saulenchromatographie eine leichte Verunreinigung des Produktextraktes
vorlag. Die Auswertung der NMR-Spektren (nicht dargestellt) deutete darauf hin, dass es sich
bei der Verunreinigung um das Heptansaure-Dummy-Substrat handelt. Aus diesem Grund
erfolgte die weitere Aufreinigung des Biotransformationsproduktes tber eine basische und
waéssrige Extraktion. Die Reinheit des hydratisierten Produktes wurde anschlieBend erneut

mittels NMR (siehe Anhang, Abbildung A 2) analysiert. Es wurden 35 mg 2-Decanol mit
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einer Reinheit von >95 % als Produkt erhalten (Yp;s =44 %). Die Stereoselektivitat der 1-
Decen-Hydratisierung durch das Em-OAH Wildtypenzym im 250 ml Mafstab wurde
nachfolgend mithilfe einer chiralen GC-Analyse Uberprift. Es wurde eine exzellente
Stereoselektivitdt mit einem Enantiomerentberschuss von >99 % fiir S-2-Decanol ermittelt
(Abbildung 45).
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Abbildung 45: Chirale GC-Analyse des gereinigten 1-Decen-Biotransformationsproduktes

Die Umsetzung des Alkens 1-Decen durch das Em-OAH Wildtypenzym erfolgte im 250 ml MaRstab unter optimierten
Bedingungen (100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD) mit 2 mM 1-Decen und 2 mM Heptansdure-
Dummy-Substrat bei einer finalen DMSO-Konzentration von 4 % (v/v). Die Stereoselektivitat der 1-Decen-Hydratisierung
wurde mittels chiraler GC-FID analysiert. Racemisches 2-Decanol und R-2-Decanol dienten als Produktstandards zur
Identifizierung der beiden Isomere. Das Biotransformationsprodukt wurde mit einem Enantiomerenuberschuss von >99 % als
S-2-Decanol identifiziert.

3.8.2 1-Octen-Hydratisierung im 500 ml Mal3stab

Die Hydratisierung des Alkens 1-Octen durch die Em-OAH A248L erfolgte aufgrund der
obigen Ergebnisse (Tabelle 18) im 500 ml Mafstab unter optimierten Bedingungen
(100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD) mit 1 mM 1-Octen und 1 mM
Hexansaure-Dummy-Substrat bei einer finalen DMSO-Konzentration von 2 % (v/v) (2.10.2).
Nach sechstégiger Inkubation wurde die Biotransformation extrahiert (ca. 50 % Umsatz) und
das Extrakt zundchst mithilfe einer Flash-Chromatographie und nachfolgend tber eine
Saulenchromatographie aufgereinigt. Da das Produkt weiterhin leichte Verunreinigungen
aufwies, wurden anschlieBend eine basischen/wéssrigen Extraktion und eine weitere
Séulenchromatographie vorgenommen. Die Reinheit des hydratisierten Produktes wurde
nachfolgend mittels NMR (siehe Anhang, Abbildung A 3) analysiert. ES wurden 14 mg 2-
Octanol mit einer Reinheit von >95% als Produkt erhalten (Yps=22%). Die
Stereoselektivitat der 1-Octen-Hydratisierung durch die Em-OAH A248L-Variante im 500 ml

115



ERGEBNISSE

MaRstab wurde mithilfe einer chiralen GC-Analyse Uberprift. Es wurde eine exzellente
Stereoselektivitdt mit einem Enantiomerenuberschuss von >99 % fiir S-2-Octanol ermittelt
(Abbildung 46).
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Em-OAH A248L /
= Biotransformation
1E i 130 ¥ 3 13 E P

Abbildung 46: Chirale GC-Analyse des gereinigten 1-Octen-Biotransformationsproduktes

Die Umsetzung des Alkens 1-Octen durch die Em-OAH A248L erfolgte im 500 ml Malstab unter optimierten Bedingungen
(100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD) mit 1 mM 1-Octen und 1 mM Hexanséure-Dummy-Substrat
bei einer finalen DMSO-Konzentration von 2 % (v/v). Die Stereoselektivitdt der 1-Octen-Hydratisierung wurde mittels
chiraler GC-FID analysiert. Racemisches 2-Octanol und S-2-Octanol dienten als Produktstandards zur Identifizierung der
beiden Isomere. Das Biotransformationsprodukt wurde mit einem Enantiomereniiberschuss von >99 % als S-2-Octanol
identifiziert.
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4 DISKUSSION

Die selektive Hydratisierung nicht-aktivierter C=C Bindungen von Alkenen und ungesattigten
Fettsduren stellt eine sehr interessante Reaktion zur Synthese wertvoller Basischemikalien,
Pharmazeutika und Naturstoffe dar.>”’ Hydroxylierte Fettsauren besitzen dariiber hinaus ein
grolRes Potenzial als Bausteine fir die Polymerchemie und flr die Synthese verschiedener
Antibiotika und Aromastoffe.>®™ In der Chemie bezeichnet die Hydratisierungsreaktion
jedoch unter anderem infolge einer geringen Selektivitdt, dem Auftreten von Nebenreaktionen
und der Notwendigkeit harscher Reaktionsbedingungen ein fortlaufendes Problem. Wéhrend
die einfache direkte stereoselektive Addition von Wasser an Alkenen unter milden
Reaktionsbedingungen in einer sowohl atomékonomischen® als auch Redox-neutralen®
Reaktion bislang einen Traum der synthetischen organischen Chemie darstellt,®*" bietet die
biokatalytische Addition und Abspaltung von Wasser eine umweltfreundliche und selektive
Alternative. Hydro-Lyasen (EC 4.2.1.) katalysieren sowohl die regio- und stereoselektive
Hydratisierung an isolierten als auch konjugierten C=C Bindungen (o,B-ungesattigte

60,63,78 und

Carbonséuren). Aufgrund der bereits erfolgten biochemischen Charakterisierung
der Verfugbarkeit einer Kristallstruktur® wurde die Olsaure-Hydratase aus Elizabethkingia
meningoseptica als vielversprechender Kandidat fur die Hydratisierung kurzkettiger nicht-

naturlicher Substrate ausgewahit.

4.1 Optimierung der Reaktionsbedingungen

Obwohl eine Mindestkettenlange von 14 Kohlenstoffatomen als essentieller Faktor fir die
enzymatische Hydratisierung von Fettsauren beschrieben wurde,* beobachteten Jens Schmid
und Lisa Steiner im Rahmen ihrer Masterarbeit eine Aktivitat der Em-OAH mit der chemisch-
synthetisierten C11-Fettsaure (Z)-Undec-9-ensaure.®**'®" Aufgrund der sehr geringen
Hydrataseaktivitat der Em-OAH gegeniber der kurzkettigen C11-Fettsdure wurde zundchst
eine Optimierung der Reaktionsbedingungen vorgenommen. Mithilfe einer Literaturrecherche
wurden zahlreiche Faktoren mit einem Einfluss auf die Hydrataseaktivitdt und die

6062,65-67.69.71.72.7476 pje \/erwendung eines Ganzzellsystems und

Produktausbeute identifiziert.
reduzierender Bedingungen resultierte in eine deutliche Steigerung der Produktbildung im
Vergleich zu Zelllysat-Assays. Begriunden lasst sich dies vermutlich durch eine verbesserte

Enzymstabilitat®>**?

und operative Stabilitdt und die Aufrechterhaltung reduzierender
Bedingungen in der Zelle. Darliber hinaus werden durch Ganzzellbiotransformationen

zeitintensive Schritte wie zum Beispiel der Zellaufschluss und die Proteinaufreinigung
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umgangen. Der effiziente Umsatz hydrophober Substrate unter Verwendung von

68,111,118,119

Ganzzellsystemen wurde mehrfach beschrieben und resultierte beispielsweise in die

74,104,106

erfolgreiche Produktion von 10-Hydroxystearinséure und

Hydroxyoctadecensaure®’ .

Bei der Analyse der (Z)-Undec-9-ensédure Hydratisierung
mithilfe von Ganzzellbiotransformationen wurde Glucose als wichtiger Parameter
identifiziert, da die Cl1-Fettsdure ohne Zugabe der zusatzlichen Kohlenstoffquelle nicht
vollstandig zurlickgewonnen wurde. Der Verlust des Substrates lasst sich vermutlich durch
die Verstoffwechselung der Fettsaure im Rahmen der p-Oxidation erklaren.****3 Dartiber
hinaus tragt die Glucose-Zugabe zur Regeneration des NAD(P)H-Cofaktors und zur
generellen Lebensfahigkeit der Zellen bei.

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen fur die Hydratisierung nicht-naturlicher Substrate
mithilfe von MODDE als Tool statistischer Versuchsplanung resultierte in einer 2,8-fachen
Steigerung des C11-Fettsdure Umsatzes in nur einem Viertel der Zeit. Analysiert wurden
unter  anderem  Parameter  wie  Cofaktor-Zugabe, reduzierende  Agenzien,
Inkubationstemperatur  und  Salzkonzentration. Im Rahmen der biochemischen
Charakterisierung der Em-OAH in 2009 wurde fir die Hydratisierung des natirlichen
Substrates Olsaure mit aufgereinigtem Enzym eine optimale Salzkonzentration von 50 mM
ermittelt.®® Eine maximale Aktivitat bei 500 mM Natriumchlorid wurde fiir die Linolsaure-
Hydratase aus L. plantarum beobachtet.®® Im Hinblick auf den Umsatz der C11-Fettsaure (Z)-
Undec-9-enséure in Em-OAH Ganzzellbiotransformationen hatte die Salz-Zugabe jedoch
einen negativen Einfluss auf die Produktbildung. Die positive bzw. negative Wirkung des
Natriumchlorids auf die Enzymaktivitdt scheint somit von einem Zusammenspiel
verschiedenster Parameter wie zum Beispiel den vorliegenden Reaktionsbedingungen, dem
verwendeten Enzym und dem jeweiligen Substrat abhéngig zu sein.

Eine deutliche Steigerung der 10-Hydroxyuncansaure-Produktion wurde durch Zugabe der
Cofaktoren FAD und NADH beobachtet. Die Olsdure-Hydratase aus E. meningoseptica sowie
alle bisher charakterisierten Hydratasen besitzt einen Flavin Cofaktor. Da in der Bilanz der
Hydratisierungsreaktion jedoch keine Verdnderung des Redoxzustandes stattfindet, ist die

12,32,61,62,64-66,69,72,74,76,78 Eine Analyse der

genaue Funktion des Cofaktors noch unklar.
Hydratasen aus M. caseolyticus’® und S.pyogenes’® deutet auf eine stabilisierende,
strukturelle Rolle des Cofaktors hin, welche bereits fiur andere FAD-aufweisende Enzyme
beschrieben wurde.****! In der Em-OAH kommt dem FAD-Cofaktor mit der korrekten
Organisation des aktiven Zentrums und der Stabilisierung der positiven Ladung des putativen

Ubergangszustandes wohiméglich eine duale Rolle zu.”® Der Flavin-Cofaktor der Em-OAH
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ist nicht-kovalent gebunden und das Enzym zeigte in bereits erfolgten Studien eine
unvollstandige Cofaktor-Beladung.” Die Zugabe von FAD begiinstigt somit moglicherweise
eine bis zu 100 %-ige Cofaktor-Sattigung mit dem Resultat maximaler Enzymaktivitét,
wahrend hingegen das Apoenzym eine deutlich verringerte spezifische Aktivitat aufweist.’®
Die FAD-Abhéngigkeit der Hydrataseaktivitat wurde auch fir die Linolsdure-A9-Hydratase
von L.plantarum beschrieben.”® Wie in der hier vorliegenden Arbeit wurde die
Enzymaktivitat durch die Zugabe von NAD(P)H deutlich gesteigert. Das Ergebnis l&sst auf
eine aktivierende Rolle des Nicotinamid-Cofaktors durch eine Reduktion des FADs
schlieRen.®® In Ubereinstimmung hiermit wurde auch nach Photoreduktion und chemischer
Reduktion des Flavin-Cofaktors eine Steigerung der spezifischen Aktivitat der Em-OAH
beobachtet.”® Problematisch ist in diesem Zusammenhang wohlméglich der Einfluss von
Sauerstoff, da der FAD-Cofaktor unter aeroben Bedingungen leicht oxidiert wird.® ™

Die in der Literatur beschriebenen Hydratisierungsreaktionen wurden je nach Enzym und
Substrat bei Temperaturen zwischen 25 °C®+837278.113 g 40 °CP06789109 §rchgefiihrt. Mit
der C11-Fettsaure wurde fiir die Olsaure-Hydratase aus E. meningoseptica bei 30 °C die
hdchste Produktbildung (0,32 mM 10-Hydroxyundecanséure, 64 % Umsatz nach 28 h)
ermittelt. Die Erhohung der Inkubationstemperatur auf 37 °C resultierte in einen Verlust des
Substrates ohne entsprechende Produktzunahme. Erklaren l&sst sich dies vermutlich durch

eine erhdhte metabolische Aktivitat der Zellen.

4.2 Charakterisierung der 10-Hydroxyundecansaure

Das Upscaling der (Z)-Undec-9-ensaure Hydratisierung durch die Em-OAH unter optimierten
Bedingungen resultierte ausgehend von 200 mg Substrat in 132 mg 10-Hydroxyundecansdure
mit einer Reinheit von >95 %. Trotz der in diesem Fall niedrigen Produktausbeute (Yps =
66 %, Yps = 0,0024) besitzen die Olsaure-Hydratasen ein hohes Potential fiir die

Hydroxyfettsaureproduktion®’:#104106.107 68,100,111

und die Anwendung in Kaskadenreaktionen
Die aufgereinigte 10-Hydroxyundecansaure diente zur Uberpriifung der Stereoselektivitit der
Cl1-Fettsaure-Hydratisierung. Mithilfe einer Mosher-Ester Analyse wurde fir das
Biotransformationsprodukt eine S-Konfiguration ermittelt. Bei der natiirlichen Reaktion der
Em-OAH handelt es sich jedoch um die regioselektive Hydratisierung von Olsaure zu (R)-10-
Hydroxyoctadecansaure.’® Die Veranderung der Selektivitat lasst sich moglicherweise durch
Unterschiede in der Orientierung der beiden Substrate im aktiven Zentrum erkléren.
Begunstigt wird dies vermutlich durch die Abwesenheit der langen Alkylkette auf der Omega-

Seite der adressierten C=C Bindung im Falle der kurzkettigen C11-Fettsdure. Diese
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Hypothese wird durch ein Docking-Ergebnis unterstiitzt, welches mit dem Docking-Resultat
des natiirlichen Substrates Olsaure (ibereinandergelegt wurde (Abbildung 47). Die generelle
Bindung der verkirzten Fettsdure (Z)-Undec-9-ensdure (blau) entspricht prinzipiell der
Orientierung der Olsdure (griin). Die C=C Bindung ist jedoch um fast 180 Grad gedreht und
wirde somit die inverse Stereoselektivitdt erklaren. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Stereoselektivitat vom jeweiligen Substrat und dessen Bindung im aktiven Zentrum abhéangig
ist. Dies gilt scheinbar auch fir das Reaktionsgleichgewicht der verschiedenen
Hydratasereaktionen. Wahrend fiir die Umsetzung von Olsaure durch die Em-OAH ein
Gleichgewicht von 85:15 zu Gunsten des hydratisierten Produktes beschrieben wurde,**
wurde mit dem gereinigten Biotransformationsprodukt (S)-10-Hydroxyundecansdure keine
Dehydratisierungsreaktion beobachtet. Griinde hierfiir sind mdglichweise unter anderem die
verkurzte Kettenlange, die inverse Konfiguration oder aber insbesondere die gewahlten

Reaktionsbedingungen.

Abbildung 47: Docking-Ergebnis des Em-OAH Wildtypenzyms mit Olsaure (griin) und (Z)-Undec-9-enséure (blau)
Die Docking-Studie der C11-Fettsdure (Z)-Undec-9-ensdure (blau) erfolgte nach Energieminimierung mithilfe einer
Simulationszelle von 10 A um das Sauerstoffatom der Carboxylgruppe des katalytisch-aktiven Glutamats 122. Das Docking-
Ergebnis wurde mithilfe von PyMol visualisiert und mit dem Resultat fiir die Olsaure (griin) iibereinander gelegt. Bei der
C18-FS wurde die Simulationszelle mit einem Radius von 20 A um das N5-Atom des FAD-Cofaktors gewahlt. Die Atome
der Carboxylgruppen sind in Rot (Sauerstoff) und Weill (Wasserstoff) dargestellt, die Atome der C=C Bindungen sind mit 9
und 10 gekennzeichnet. Der nukleophile Angriff des aktivierten Wassermolekils ist in orange angedeutet und das FAD ist
gelb eingefarbt.

4.3 Hydratisierung des Alkens 1-Decen mithilfe eines Dummy-Substrates
Die C11-Fettsaure (Z)-Undec-9-enséure war das bisher kiirzeste Substrat, welches vom Em-
OAH Wildtypenzym zur Hydratisierung akzeptiert wurde. Auch unter optimierten

Bedingungen wurde kein Umsatz der C10-Fettsdure Dec-9-enséure beobachtet. Studien von
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Engleder und Kollegen deuten darauf hin, dass die Hydratisierung der Olsaure (iber ein
sekundares Carbokation am Cyo-Atom verlauft.”® Im Falle der C10-Fettsaure wiirde dies
aufgrund der terminalen C=C Bindung die Bildung eines priméren Carbokation-Intermediates
voraussetzen. Dieses ist jedoch infolge fehlender induktiver Effekte deutlich weniger stabil,
sodass vermutlich die Abwesenheit der Methylgruppe auf der Omega-Seite der
Doppelbindung fiir die Inaktivitit des Enzyms verantwortlich ist.*** Da dariiber hinaus auch
kein 9-Hydroxyprodukt identifiziert wurde, ist flr die enzymatische Aktivitat scheinbar, wie
bereits beschrieben, ein gewisser Abstand zwischen der Carboxylgruppe und der C=C

Bindung essentiell,*

welcher jedoch bei der Fettsdure Dec-9-ensdure fir die Co-
Hydratisierung nicht ausreicht.

Neben der Hydroxylierung von Fettséuren ist insbesondere auch die Funktionalisierung von
Alkenen von groRem industriellen Interesse. Da die selektive Synthese der entsprechenden
Produkte fiir die organische Chemie eine grofl3e Herausforderung darstellt, wurde im Rahmen
dieser Arbeit das Potenzial der Em-OAH im Hinblick auf die Hydratisierung terminaler
Alkene analysiert. Die Hydratisierung des Alkens 1-Decen verlauft bei korrekter
Positionierung in der Alkyl-Bindetasche Uber ein sekundares Carbokation (Abbildung 48),
wie es fur das natirliche Substrat Olsdure und die verkiirzte C11-Fettsdure der Fall ist.
Daruber hinaus unterstiitzt die Verwendung eines Fettsdure-Dummy-Substrates vermutlich
die Substrat-Erkennung und/oder die Reorganisation der Aminosauren des aktiven Zentrums
und somit die Aktivierung des Enzyms flr die Katalyse. Die generelle Wirkungsweise eines
Dummy-Substrates liegt unter anderem darin die aktive Tasche zu fullen, sodass das
tatséchliche Substrat in einer konsistenten Orientierung gebunden wird. Es nimmt jedoch
nicht an der eigentlichen Katalyse teil und dient selber nicht als Substrat. Die Idee zur
Verwendung eines Dummy-Substrates (auch Decoy-Molekil genannt) fur die falschliche
Substrat-Erkennung ist nicht neu. Der Einsatz perfluorierter Carbonséuren resultierte
beispielsweise in die erfolgreiche P450-vermittelte Hydroxylierung gasférmiger

Alkane 114,144-147
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Abbildung 48: Schematische Darstellung der Substratbindetasche des Em-OAH Wildtypenzyms

Die V-férmige Substratbindetasche kann in zwei theoretische Teile eingeteilt werden (angedeutet durch die gestrichelte
Linie): das Substrat 1-Decen wird in der Alkyl-Bindetasche gebunden, wéhrend das Dummy-Substrat Hexanséure in die
Carboxy-Bindetasche aufgenommen wird. Die Doppelbindung des Alkens liegt an der Krimmung der Bindetasche in
réumlicher N&he zu den katalytisch aktiven Aminoséuren (Y241 & E122) und die Reaktion verlduft infolge dieser
Positionierung uber die Bildung eines sekundéaren Carbokations (angedeutet durch das Plus). Die Bindung des Fettsdure-
Dummy-Substrates wird durch die polaren und positiv-geladenen Aminosduren Q265, T436, N438 und H442 am Eingang
der Substratbindetasche unterstiitzt (angedeutet mit BY).

Die Hydratisierung des Alkens 1-Decen durch das Em-OAH Wildtypenzym unter optimierten
Bedingungen und Verwendung von Hexansaure als Dummy-Substrat war erfolgreich. Die
Bildung des priméren Alkohols 1-Decanol wurde infolge der gewiinschten Positionierung und
der Instabilitdit des entsprechenden Carbokation-Intermediates nicht beobachtet. Die
Identifizierung des verzweigten Isomers 2-Decanol korreliert dariiber hinaus mit dem zu
erwartenden Ergebnis einer Markovnikov Addition.®® Jedoch verlief die Reaktion mit 50 %
Produktbildung (0,25 mM 2-Decanol) nach vier Tagen Inkubation sehr langsam. Ein Grund
hierflr ist vermutlich unter anderem die hohe Flichtigkeit des gewahlten Substrates. So
gingen bis zu 30 % des Alkens trotz der Verwendung fest verschlossener Reaktionsgeféalie im
Laufe der Inkubationszeit verloren. Dartiber hinaus verlangt die erfolgreiche Umsetzung eine
stabile Positionierung des 1-Decen in der Alkyl-Bindetasche und die gleichzeitige Bindung
des Fettsdaure-Dummy-Substrates. Die Katalyse zeigte eine starke Abhéngigkeit von der
Hexansdure, da ohne das Dummy-Substrat bis zu 90 % weniger Produkt erhalten wurde. Die
Funktion und Bedeutung einer Carboxygruppe zur Substrat-Erkennung durch polare und
positiv geladene Aminosauren am Eingang der Substratbindetasche wurde bereits mehrfach
analysiert und diskutiert. Unterstitzt wird die Hypothese zur Carbonséure-Abhangigkeit der

Katalyse durch die Inaktivitat verschiedener OAHs mit Substraten wie beispielsweise Methyl-
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und Ethylfettsaureestern.2%%7%7" Aych Docking-Ergebnisse und Mutagenesestudien der
Em-OAH von Engleder und Kollegen lassen auf eine Interaktion des Fettsaure-Carboxylates
mit Aminosauren am Eingang der Substratbindetasche schlieBen.” Dass das Alken 1-Decen
in sehr geringem MaRe (ca. 7% rel. Produktbildung) auch ohne Verwendung des
Hexansaure-Dummy-Substrates hydratisiert wurde, zeigt jedoch, dass die Hydratisierung auch
ohne Interaktion des Substrates mit den Aminosduren am Eingang der Bindetasche stattfinden
kann, aber deutlich ineffektiver verlauft.

Die 1-Decen-Hydratisierung durch das Em-OAH Wildtypenzym verlief mit einer exzellenten
Stereoselektivitdt von >99 % und das Biotransformationsprodukt wurde mithilfe einer
chiralen GC-Analyse als S-2-Decanol identifiziert. Die inverse Produkt-Konfiguration lasst
sich in diesem Fall durch eine Veranderung der Prioritat bei Anwendung der Cahn-Ingold—
Prelog-Konvention erklaren, so wie bereits fur die Hydratisierung von 12-Oxooleat zu S-10-
Hydroxy-12-Oxostearinsdure beschrieben.'? Die ermittelte Konfiguration des 1-Decen
Biotransformationsproduktes stimmt somit mit dem, gemal der natirlichen Reaktion, zu
erwartenden Ergebnis Uberein.

Die Analyse der 1-Decen-Hydratisierung erfolgte unter C11-Fettsdure optimierten
Bedingungen. Aufgrund der betrachtlichen chemischen Unterschiede zwischen Fettséuren
und Alkenen wurde der Einfluss der optimierten Parameter auf die Produktbildung noch
einmal im Detail analysiert. Wie zuvor im Fall der (Z)-Undec-9-ensdure Hydratisierung zeigte
die Zugabe von Glucose und FAD eine positive Auswirkung im Hinblick auf die
Enzymaktivitdt. Grinde hierfur liegen vermutlich wie oben beschrieben in der
Aufrechterhaltung des Metabolismus und dem damit verbundenen Fortbestand reduzierender
Bedingungen sowie der Séattigung des Enzyms mit dem essentiellen Cofaktor FAD. Die
Verwendung von NADH und DTT zeigte hingegen keinen Einfluss auf den Substratumsatz.
Erklaren lasst sich dies eventuell durch die Unterschiede zwischen den beiden Substraten.
Wiéhrend Fettséuren von E. coli metabolisiert werden, besitzt der Organismus keine Fahigkeit
zum Abbau von Alkenen. Die Zugabe von NADH (und DTT) hat vermutlich infolge einer
Sattigung der oxidativen Zellmaschinerie mit Reduktionsaquivalenten einen entscheidenden
Einfluss auf den Zellmetabolismus. Wahrend dies flr die Hydratisierung von 1-Decen keine
Rolle zu spielen scheint, ist es fir den Umsatz der Cl1-Fettsdure (Z)-Undec-9-enséure
scheinbar sehr wichtig, da diese Verbindung ansonsten im Rahmen des Zellmetabolismus
verstoffwechselt werden wirde. Die Erhéhung der Inkubationstemperatur auf 30 °C wirkte
sich infolge einer verstarkten Evaporation des Alkens negativ auf die Produktbildung aus. Die

Ergebnisse zeigen, dass die Optimierung von Reaktionsbedingungen nicht nur vom Enzym
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selber sondern ebenso vom jeweiligen Substrat abhdngig ist.  Optimierte
Reaktionsbedingungen ermoglichen eventuell den Umsatz weiterer nicht-natirlicher
Substrate, sind aber nicht zwangslaufig optimal fir das jeweilige Molekil. Nichtsdestotrotz
unterstreichen die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse die Bedeutung verbesserter
Reaktionsbedingungen und den Erfolg statistischer Versuchsplanung fir den enzymatischen
Umsatz nicht-nattrlicher Substrate.

4.4 Funktion und Bedeutung des Fettsaure-Dummy-Substrates

Die Analyse zum Einfluss verschiedener Hexanséure-Konzentrationen auf die Hydratisierung
des Alkens 1-Decen durch das Em-OAH Wildtypenzym bestatigt die starke Abhéngigkeit der
Katalyse vom Fettsaure-Dummy-Substrat. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass das Verhaltnis
von Substrat und Dummy-Substrat entscheidend ist. Ein Uberschuss an Hexanséure scheint
die Produktbildung zu inhibieren. Begrunden lasst sich dies moglicherweise mit der Bindung
des Dummy-Substrates am Eingang der Substratbindetasche (Carboxy-Bindetasche), da dies
eventuell den Zugang zur Alkyl-Bindetasche blockiert und somit eine Bindung des Alkens
verhindert. Die Erniedrigung der Hexansdure-Konzentration zeigte jedoch ebenfalls einen
negativen Effekt auf den Substratumsatz. Die Notwendigkeit aquimolarer Konzentrationen
deutet somit auf einen aktivierenden, Enzym-stabilisierenden und/oder strukturellen Effekt
des Fettsaure-Dummy-Substrates hin. Die Stereoselektivitat der Hydratisierungsreaktion
zeigte jedoch keine Abhangigkeit von der Hexansdure-Konzentration.

Die Analyse eines inhibierenden/aktivierenden Effektes des Dummy-Substrates mithilfe von
Préainkubationsversuchen war nicht erfolgreich. Es wurde keine starke Interaktion der
Hexansdure mit der aktiven Tasche bzw. dauerhafte Bindung am Eingang der
Substratbindetasche beobachtet. Stattdessen scheint die Diffusion des Substrates sowie des
Dummy-Substrates in die Bindetasche und wieder heraus sehr schnell zu verlaufen und die
Bindung hoch-reversible zu sein. Eine gleichzeitige Zugabe und somit Verfuigbarkeit des
Substrates- und Dummy-Substrates scheint jedoch vorteilhaft zu sein, da sowohl eine
Prainkubation mit 1-Decen als auch mit Hexansdure in leicht verringerte
Produktkonzentrationen resultierte. Dies deutet daraufhin, dass das Dummy-Substrat nicht nur
am Eingang der Substratbindetasche gebunden wird sondern als zweite Komponente in die
Bindetasche aufgenommen wird. Ein generelles Problem stellt die Vergleichbarkeit der
verschiedenen Ansdtze dar. Wéahrend das Substrat 1-Decen im Laufe der 24-stindigen
Prainkubation infolge der hohen Flichtigkeit zum Teil in die Gasphase verloren geht, wird die

Hexansaure moglicherweise im Rahmen der p-Oxidation von den Zellen metabolisiert.
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Darlber hinaus wird 1-Decen, wie vorherige Versuche gezeigt haben, bereits wéhrend der
Préinkubation ohne Fettsdure-Dummy-Substrat zu einem geringen Prozentsatz hydratisiert.
Da die Umsatzraten bei diesem Experiment sehr gering waren, zeigten bereits kleine
Unterschiede einen groRen Einfluss auf die relative Produktbildung. Nichtsdestotrotz
unterstitzen die Prainkubationsversuche die Ergebnisse zum Einfluss verschiedener
Hexansaure-Konzentrationen: sowohl die gleichzeitige Zugabe als auch &quimolare
Konzentrationen von Substrat und Dummy-Substrat erhéhen die Wahrscheinlichkeit, dass
beide Molekiile fir eine erfolgreiche Katalyse gemeinsam in der Bindetasche vorliegen.

Die Fluchtigkeit des Substrates 1-Decen und die Abh&ngigkeit der Katalyse von Hexansdure
als Dummy-Substrat stellte auch fur die biochemische Analyse ein Problem dar. Zum einen
ist es denkbar, dass der Ubergang des Alkens in die Gasphase von der Konzentration selber
beeinflusst wird. Dartiber hinaus ist die Funktion und Rolle des Fettsaure-Dummy-Substrates
noch nicht gekl&rt. Dennoch war es moglich die Ergebnisse in eine Michaelis-Menten Kinetik
zu fitten. Da es jedoch fraglich ist, ob die Hydratisierungsreaktion mit dem klassischen Model
iibereinstimmt, wurden die Parameter mit dem Zusatz ,,scheinbar* gekennzeichnet. Es wurde
fur die 1-Decen Hydratisierung ein scheinbarer Kpyapp-Wert von 0,55mM und eine
scheinbare maximale Umsatzrate Vmax@p) YOn 3,9 mU pro Milligramm Biofeuchtmasse
ermittelt. Die kinetische Analyse von Engleder und Kollegen zur Hydratisierung von Olsaure
mit dem aufgereinigten Enzym und 86 % FAD-Cofaktor Beladung ergab eine scheinbare
maximale Aktivitit von 1,0+0,1U/mg und einen scheinbaren Ky-Wert von
0,11 +0,06 mM.%° Diese Werte entsprechen dabei in etwa dem Resultat von Bevers und
Kollegen zur erstmaligen Em-OAH Charakterisierung aus dem Jahre 2009 (Vmax(app):
0,39 0,7 U/mg, Kmpp): 0,3 0,26 mM).%° Die maximale Umsatzrate fiir das nicht-natiirliche
kurzkettige Alken 1-Decen war erwartungsgemaf deutlich erniedrigt. Griinde hierfiir liegen
unter anderem in der Fliichtigkeit und der geringen Loslichkeit des Substrates, einer infolge
des fehlenden Carboxy-,,Ankers* unzuldnglichen Stabilisierung/Positionierung des Alkens
und der Notwendigkeit eines Fettsdure-Dummy-Substrates.

Die tatsdchliche Bindestelle der Fettsdure und die Bedeutung der Carboxygruppe fir die
Katalyse wurden mithilfe alternativer Dummy-Substrate analysiert. Der Einsatz gesattigter
Fettsduren unterschiedlicher Kettenldnge (C8-C5) als Dummy-Substrate war erfolgreich.
Wiéhrend mit Heptansdure gefolgt von Hexansdure die hochste 2-Decanol Konzentration
ermittelt wurde, war die relative Produktbildung bei dem Einsatz von Octansdure und
Pentanséure jedoch deutlich verringert. Heptansiure (C7) und Hexansaure (C6) ermdglichen

somit scheinbar unter Verwendung von 1-Decen als Substrat die zeitgleiche Bindung zweier
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Molekdile in der Substratbindetasche. Die Verwendung von Octansdure (C8) fuhrt hingegen
vermutlich zu sterischen Hinderungen im aktiven Zentrum. Kurzkettige Fettsdauren wie
Pentansdure (C5) sind moglicherweise zu Kklein flr eine effektive Enzymaktivierung und/oder
Alkenstabilisierung. Hexansaureamid diente nicht als alternatives Dummy-Substrat fir die
Hydratisierung von 1-Decen. Die relative Produktbildung war genauso niedrig wie ohne
Zugabe eines Dummy-Substrates. Da das Amid ein nur schwacher Wasserstoffbriicken-
Akzeptor ist, lasst sich dieses Ergebnis vermutlich durch den Verlust des Wasserstoffbriicken-
Netzwerks mit den Aminoséduren am Eingang der Substratbindetasche (Q265, T436, N438
und H442) erklaren. Auch der Einsatz funktionalisierter Hexansaure-Derivate wie 6-
Hydroxyhexansaure, 6-Aminohexansaure und 1,6-Hexandiol war nicht erfolgreich. Dieses
Resultat unterstiitzt die Hypothese, dass die aliphatische Kette des Dummy-Substrates fir die
Katalyse in der Carboxy-Substratbindetasche gebunden werden muss. Die terminale polare
Funktionalisierung der Hexansdaure-Derivate verhindert moglicherweise die produktive
Bindung in der iiberwiegend hydrophoben Bindetasche.”® Dariiber hinaus konnten die
geringen Umsatzraten bei Einsatz der funktionalisierten Hexansdurederivate das Resultat
sterischer Hinderungen innerhalb der Substratbindetasche sein. Die erhaltenen Ergebnisse
deuten somit darauf hin, dass fur eine erfolgreiche Katalyse neben der Interaktion der
Carboxylgruppe die Bindung des Dummy-Substrates in der Carboxy-Substratbindetasche
notwendig ist. Die Verwendung von Hexansdureestern als alternative Dummy-Substrate
resultierte in eine selektive Hydratisierung des Substrates 1-Decen mit bis zu 100 % relativer
Produktbildung. Die GC-Analyse zeigte jedoch, dass die Ester infolge der
Ganzzellbiotransformationen im Laufe der Inkubation durch zellulére Esterasen des E. coli
Wirtsorganismus hydrolysiert wurden. Die erfolgreiche Katalyse war somit nicht das
Ergebnis der Akzeptanz alternativer Dummy-Substrate sondern beruhte auf einer steigenden
Hexansaure-Konzentration. Aus diesem Teilexperiment wurde dementsprechend keine
Information zur Akzeptanz von Fettsdureestern bezlglich der Substrat-Erkennung und/oder
Enzymaktivierung gewonnen. Die Charakterisierung verschiedener OAHs deutet jedoch
darauf hin, dass die Carboxygruppe der Interaktion mit polaren und positiv-geladenen
Aminosauren (Threonin, Asparagin, Glutamin, Arginin, Leucin, Histidin) am Eingang der
Substratbindetasche  dient und somit essentiell fiir die Hydrataseaktivitdt der Enzyme
ist.**""® Dariiber hinaus wurde fiir die Hydratasen bisher keine Aktivitat mit Substraten wie
Methyl- und Ethylfettsdureestern beobachtet, denen eine entsprechende funktionelle Gruppe
fehlt.5266%7877 Aych die Analyse von Hexanal und 1-Hexanol als alternative Dummy-

Substrate war infolge der Verwendung ganzer Zellen nicht erfolgreich. Die GC-Analyse
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zeigte, dass die Hexansdurederivate im Laufe der Inkubation durch zellulare Enzyme zu
Hexans&ure oxidiert wurden. Die Produktbildung war somit vermutlich das Ergebnis geringer
Hexansaure-Konzentrationen, sodass keine Information tber die Akzeptanz von Alkohol- und
Ketofunktionen zur Substraterkennung gewonnen wurde.

Die Analyse zur Funktion und Bedeutung der Hexansdure fir die Hydratisierung des Alkens
1-Decen durch das Em-OAH Wildtypenzym bestétigt eindeutig die Abhdangigkeit der
Katalyse vom Fettsdure-Dummy-Substrat. Neben einem aquimolaren Verhéltnis von Substrat
und Dummy-Substrat ist insbesondere die Verfugbarkeit der Carboxygruppe fir eine
erfolgreiche Umsetzung essentiell. Dartiber hinaus scheint die aliphatische Kette der Fettséure
in die Carboxy-Substratbindetasche aufgenommen zu werden, sodass tatsachlich zwei
Molekiile zeitgleich in der Substratbindetasche gebunden werden. Die Stereoselektivitat der
Katalyse war exzellent und wurde durch die obigen Parameter nicht beeinflusst. Beim
generellen Mechanismus der Dummy-Substrat-Abh&ngigkeit handelt es sich vermutlich um
ein Zusammenspiel aus Substrat-Erkennung und Alkenpositionierung. Daruber hinaus kénnte
das Dummy-Substrat an der Formausbildung der aktiven Tasche und somit entscheidend an

der Enzymaktivierung beteiligt sein.

4.5 Analyse des Hydratisierungsmechanismus und der Substratbindung

Fur ein besseres Verstandnis des Hydratisierungsmechanismus wurden im Rahmen der
Masterarbeit von Andreas Hunold*® und der Bachelorarbeit von Samuel Kleehammer'?®
weitere Em-OAH Varianten generiert. Ziel dieser Mutagenese war sowohl die ldentifizierung
bzw. Verifizierung katalytisch-relevanter Positionen als auch die Analyse der Substrat-
Erkennung bzw. -Bindung mithilfe der Aminosduren am Eingang des Substratkanals
(Abbildung 49). Der von Engleder und Kollegen postulierte Reaktionsmechanismus zur
Hydratisierung des natiirlichen Substrates Olsaure beschreibt die Y241-basierte Protonierung
der C=C Bindung mit dem anschliefenden nukleophilen Angriff eines E122-aktivierten
Wassermolekiils.”® Die Relevanz dieser beiden Aminosaurepositionen fiir die Em-OAH-
katalysierte Hydratisierung wurde im Rahmen dieser Arbeit bestatigt. So zeigten fast alle
generierten Mutanten einen vollstandigen Aktivitatsverlust mit den ausgewéhlten Substraten.
Auch der konservative Austausch der Glutaminsdure gegen eine Asparaginsaure (E122D)
resultierte in eine Inaktivitit des Enzyms. Es scheint somit, dass keine Flexibilitat hinsichtlich
des Abstandes zwischen der aktivierenden Sdure, dem Wassermolekil und der C=C Bindung
besteht.
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Abbildung 49: Mutagenesepositionen zur Analyse des Hydratisierungsmechanismus

Dargestellt ist die Substrathindetasche des Em-OAH Wildtypenzyms mit dem gebundenen Cofaktor FAD (gelb) und dem
Docking-Ergebnis fiir das natiirliche Substrat Olsaure (griin). A: Tyrosin 241 (Y241), Glutaminsaure 122 (E122), Methionin
123 (M123) und Threonin 511 (T511) wurden aufgrund des von Engleder und Kollegen postulierten Reaktionsmechanismus
und infolge einer Sequenz- und Struktur-basierten Analyse fir die Verifizierung katalytisch-relevanter Positionen
ausgewdhlt. B: Fur die Analyse der Substrat-Erkennung mithilfe polarer bzw. positiv-geladener Aminosaurereste am Eingang
des Substratkanals wurden die Aminosdurepositionen Histidin 442 (H442) und Asparagin 438 (N438) ausgewahlt.

In vielen Sequenzen der Hydratase-Datenbank® ist die Glutaminsaure direkt neben einem
Methionin konserviert (u.a. HFam2 und HFamll), andere OAHs weisen hingegen an
entsprechender Position ein Methionin-Leucin-Motiv auf (z. B. HFaml). Interessanterweise
wurde fiir die Einzelmutanten E122M und M123L mit Olsdure bzw. (Z)-Undec-9-ensaure als
Substrat eine relative Produktbildung zwischen 5 und 20 % ermittelt, die Doppelmutante
E122M/M123L war jedoch inaktiv. Die Ergebnisse zeigen, dass auch das Methionin eine
entscheidende katalytische, stabilisierende oder aber strukturelle Rolle spielt. Dartiber hinaus
scheint die Glutaminséure eine sehr wichtige aber keine essentielle Funktion zu Gbernehmen.
Mdoglich wére somit die Beteiligung weiterer Aminosauren am katalytischen Mechanismus.
Studien von Lorenzen und Kollegen deuten darauf hin, dass beispielsweise die Olsaure-
Hydratasen der Hydratase-Familie 3 einen individuellen alternativen Mechanismus
aufweisen.” Ein entsprechender Reaktionsmechanismus wurde jedoch nicht postuliert.

Im Hinblick auf die Analyse der Substrat-Erkennung bzw. -Bindung wurden verschiedene
rationale Varianten des Histidins 442 und des Asparagins 438 generiert. Die beiden
Positionen wurden von Engleder und Kollegen im Rahmen der Struktur-basierten
Untersuchungen und infolge eines Alanin-Screenings als kritische Aminosauren
identifiziert.”® Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse bestatigen die Bedeutung der beiden
Aminosaurepositionen. Es scheint jedoch, dass das Asparagin 438 eine entscheidendere Rolle
spielt als das Histidin 442. So wurde fir die N438-Varianten im Gegensatz zu den Histidin-
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Mutanten keine Hydrataseaktivitat mit Olsaure, Linolsdure und Myristoleinsédure identifiziert.
WohImadglich handelt es sich um ein komplexes Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbindungen
und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, welches bereits durch geringfiigige (polare oder auch
sterische) Veranderungen negativ beeinflusst wird. Interessanterweise scheinen sich die
Aminosduresubstitutionen in Abhdngigkeit von der Substrat-Kettenldnge unterschiedlich auf
die enzymatische Aktivitat auszuwirken. Die Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass neben
der Carboxy-Funktion auch die aliphatische Kette der Fettsaure-Substrate eine wichtige Rolle
fir die Substrat-Bindung bzw. -Stabilisierung spielt. Darliber hinaus war der Umsatz des
Alkens 1-Decen im Zweikomponentensystem mit dem Dummy-Substrat im Vergleich zu den
Fettsaure-Biotransformationen zumeist im geringeren MaRe von der jeweiligen Mutation
betroffen.  Erklaren lasst sich  dies  mdglicherweise  durch  die  flexiblere
Bindung/Positionierung der kurzkettigen Fettsdure Hexansdure im Vergleich zu den
langkettigen Substraten wie Olsaure und Myristoleinsaure. Eine Unabhéngigkeit der Katalyse
vom Hexansdure-Dummy-Substrat wurde jedoch durch keine der vorgenommenen
Mutationen erreicht. Die erhaltenen Ergebnisse bestatigen die Relevanz der Carboxygruppe
und die Bedeutung der Substrat-Interaktion mit den Aminosduren am Eingang des
Substratkanals. Dabei uUbernimmt die Carboxy-Funktionalitit moglicherweise neben einer
Positionierung des Substrates eine wichtige Enzym-aktivierende Funktion.

4.6 Substratspezifitdt des Em-OAH Wildtypenzyms

1-Decen (C10) wurde infolge einer erfolgreichen Positionierung in der Alkyl-Bindetasche
(Abbildung 48) stereoselektiv zu S-2-Decanol hydratisiert. Eine Unabhangigkeit der Katalyse
vom Fettsaure-Dummy-Substrat mithilfe einer positionsgerichteten Mutagenese wurde jedoch
nicht erreicht. Um das Substratspektrum des Em-OAH Wildtypenzyms und die Bindung der
Alkene genauer zu analysieren, wurde mit 1-Dodecen (C12) und 1-Octen (C8) ein jeweils
langeres und kirzeres Substrat ausgewahlt. Beide Alkene wurden stereoselektiv. zum
entsprechenden sekundaren Alkohol hydratisiert, jedoch war die Produktbildung im Vergleich
zum 1-Decen-Umsatz um das 10-fache verringert. Wahrend die Bindung des Alkens 1-Decen
in der Alkyl-Bindetasche vermutlich perfekt der Bindung des natiirlichen Substrates Olsiure
entspricht, scheint die Hydratisierung des 1-Dodecen durch sterische Hinderungen am ,,Ende*
der Alkyl-Bindetasche limitiert zu werden. Dies wiederum hatte eine katalytisch ineffiziente
Positionierung der C=C Bindung im aktiven Zentrum zur Folge und wirde die niedrige
Umsatzrate erklaren. 1-Octen hingegen ist vermutlich zu kurz und wird somit in der grof3en

Substratbindetasche fir eine hohe Umsatzrate nicht ausreichend stabilisiert. Problematisch ist
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dartber hinaus die hohe Flichtigkeit dieses Alkens, welche in einen Verlust des Substrates in
die Gasphase ohne entsprechende Produktbildung resultiert. Nichtsdestotrotz wurde die
Umsatzrate beider Hydratisierungsreaktionen (1-Dodecen & 1-Octen) durch die Verwendung
von Heptansdure als Dummy-Substrat um 30 % gesteigert. Wie bereits fir 1-Decen
beobachtet, scheint  Heptansaure somit einen  positiven  Effekt auf die
Positionierung/Stabilisierung der Alkene in der groRen Substratbindetasche zu haben.

4.7 Rationales Design der Em-OAH zur Umsetzung kurzkettiger Alkene

Die stereoselektive Hydratisierung der Alkene 1-Dodecen und 1-Octen zum entsprechenden
sekundéren Alkohol war erfolgreich. Jedoch wurden im Vergleich zum 1-Decen nur sehr
geringe Umsatzraten erhalten. Da 1-Octen zwei Kohlenstoffatome kirzer ist als 1-Decen, ist
das Molekul vermutlich zu klein um in der grofRen Alkyl-Substratbindetasche ausreichend
stabilisiert zu werden. Da das Ziel dieser Arbeit die Hydratisierung kurzkettiger nicht-
naturlicher Substrate war, wurde ein (semi-)rationaler Mutageneseansatz zur Verkleinerung
der Alkyl-Substratbindetasche gewdhlt. Dies sollte eine bessere Positionierung und
Stabilisierung und somit den Umsatz kurzkettiger Alkene ermdglichen.

Mithilfe der Em-OAH Kiristallstruktur’® wurde Phenylalanin 227 der Aminosauresequenz als
interessante Position zur Verkirzung der Alkyl-Substratbindetasche identifiziert. Es liegt in
raumlicher Néhe zur C=C Bindung des natiirlichen Substrates Olsaure und ist Teil eines C-
terminalen Endes einer a-Helix. Da der Phenylring der Aminosdure mdglicherweise an der
Stabilisierung einer positiven Ladung im Rahmen des katalytischen Mechanismus beteiligt
ist,”® wurden fiir die Substitution die beiden ebenfalls aromatischen Aminosauren Tryptophan
(F227W) und Tyrosin (F227Y) ausgewahlt. Die Analyse des Substratspektrums der beiden
generierten Mutanten F227W und F227Y im Hinblick auf die Hydratisierung verschiedener
Fettsauren (C18-C10) und Alkene (C10 & C8) deutet darauf hin, dass der Zugang zur Alkyl-
Bindetasche durch die Einflihrung der gréReren Aminosauren erfolgreich blockiert wird. So
wurden die lang- und mittelkettigen Fettsduren (C18-C14) im Vergleich zum Wildtypenzym
nicht mehr bzw. nur noch in sehr geringem MaRe hydratisiert, wahrend hingegen die Aktivitat
mit der verkirzten C11-FS sogar um das bis zu 2,5-fache gesteigert war. Dariiber hinaus
zeigten die beiden Varianten auch mit den Alkenen 1-Decen und 1-Octen, welche infolge der
Dummy-Substrat-Strategie in der Alkyl-Bindetasche gebunden wirden, keine bzw. kaum
Aktivitat. Das Ergebnis des Aktivitatsscreenings zeigt, dass die Inaktivitat der Varianten nicht
auf eine generelle Inaktivierung des Enzyms sondern auf eine starke Verénderung des

Substratspektrums infolge sterischer Hinderungen zuriickzufiihren ist. Eine Analyse der Em-
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OAH Kiristallstruktur unterstitzt diese Experiment-basierte Hypothese (Abbildung 50), wobei
zu beachten ist, dass es sich hierbei um eine statische in silico Betrachtung handelt. Wahrend
beim Wildtypenzym ein Abstand von 3,6 A zwischen dem Phenylring des Phenylalanins 227
und dem Cy3-Atom der Olsaure vorliegt, betragt die Distanz bei der F227W-Variante lediglich
1,4 A. Die Einfuhrung der groReren Aminosauren fiihrt dementsprechend in der
Substratbindetasche zu sterischen Hinderungen mit langkettigen Fettsduren (>C12) und
Dummy-Substrat-abhangigen Alkenen, wéhrend der Umsatz der C11-Fettsédure nicht
betroffen ist. Stattdessen resultierte die Verkleinerung der Substratbindetasche sogar in einer
Steigerung der Cl1-Fettsdure Hydratisierung, was maoglicherweise auf eine bessere
Stabilisierung des Substrates zuriickzufihren ist. Trotz dieses positiven Ergebnisses im
Hinblick auf die kurzkettige C11-FS wurde kein Umsatz der C10-Fettsaure Dec-9-enséure mit
terminaler C=C Bindung beobachtet. Die Hydratisierung dieses Substrates wiirde geman des
von Engleder und Kollegen beschriebenen Mechanismus™ die Bildung eines priméren
Carbokations voraussetzen. Die Inaktivitat der generierten Varianten mit der Dec-9-enséure
ist vermutlich das Resultat der geringen Stabilitat der positiven Ladung infolge fehlender
induktiver Effekte.**?

F227W

Abbildung 50: In silico-Analyse der Em-OAH Variante F227W basierend auf der Kristallstruktur des Wildtypenzyms
Dargestellt ist ein Ausschnitt der Kristallstruktur des Em-OAH Wildtypenzyms (Cartoon-Ansicht) mit dem Docking-
Ergebnis nach Energieminimierung fir das natiirliche Substrat Olsdure (griin, Stabmodell). Die C=C Bindung ist mit den
Zahlen 9 und 10 gekennzeichnet. Dariiber hinaus ist das Kohlenstoffatom 13 der Olsaure markiert. Der nicht-kovalent
gebundene Cofaktor FAD ist gelb und als Stabmodell dargestellt. Phenylalanin (rosa) an Position 227 der
Aminoséauresequenz ist ebenfalls als Stabmodell hervorgehoben und wurde in silico gegen ein Tryptophan (lila) ausgetauscht.
Durch diese Substitution verringert sich der Abstand zwischen der Aminoséure an Position 227 und dem Cys-Atom der
Olsaure von 3,6 Aauf 1,4 A.
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Neben den beiden aromatischen Substitutionen F227W und F227Y wurde dartber hinaus die
Em-OAH Variante F227L generiert. Obwohl ca. 1 % der Wildtyp-OAHs (HFam6, HFam7,
HFam8 und HFam9) tatsdchlich ein Leucin an dieser Aminosaureposition aufweisen, zeigte
diese Em-OAH Mutante eine nur sehr geringe Restaktivitdit mit allen ausgewéhlten
Substraten, darunter auch die kurzkettige C11-Fettsaure. Das Aktivitatsscreening deutet somit
darauf hin, dass fur die Olsdure-Hydratase aus E.meningoseptica eine aromatische
Aminosdure an Position 227 der Aminosauresequenz eine essentielle Rolle fir den
katalytischen Mechanismus spielt. So ist das Phenylalanin 227, welches in 98 % der
Sequenzen konserviert ist,”> moglicherweise durch Kation-n-Interaktionen zwischen dem
aromatischen Aminosédurerest und dem katalytischen Intermediat an der Stabilisierung des
sekundaren Carbokations beteiligt.”® Olsaure-Hydratasen mit der nicht-aromatischen
Aminosdaure Leucin an entsprechender Position besitzen hingegen mdoglicherweise ein
differenziertes Substratspektrum, kompensieren den stabilisierenden Effekt mithilfe anderer
aromatischer Aminosauren oder aber verwenden einen alternativen Reaktionsmechanismus.

In Zusammenarbeit mit der Bioinformatikgruppe des IBTB wurde neben der Strukturanalyse
auch ein Sequenzalignment basierend auf der Hydratase-Datenbank durchgefiihrt. Im Rahmen
dieser systematischen Analyse wurde die Aminoséure 248 als Spezifitat-bestimmende
Position (specificity-determined position, SDP) identifiziert. Dies bedeutet, dass sich die
homologen Hydratase-Familien in dieser Aminosaureposition deutlich voneinander
unterscheiden. So weisen die Hydratase-Familien 1 und 2 (HFaml und HFam2) an
entsprechender Position eine Glutaminsdure (E) bzw. ein Histidin/Glutamin (H/Q) auf,
wahrend bei der HFam11 die hydrophoben Aminoséuren Alanin und Leucin vorliegen. Aus
der Kristallstruktur der Em-OAH geht dartiber hinaus hervor, dass das Alanin 248 am Ende
der Substratbindetasche liegt und in Richtung des Cig-Atoms des natlrlichen Substrates
Olséure gerichtet ist. Die Einfiihrung groRerer Aminoséauren konnte somit in eine erfolgreiche
Verkleinerung der Alkyl-Substratbindetasche resultieren. Infolge der grof3en Diversitat der
vorliegenden Aminosduren an dieser Position wurde das Alanin 248 der Em-OAH fir eine
Sattigungsmutagenese ausgewahlt.

Das Aktivitatsscreening der generierten A248-Mutanten bestétigt die Bedeutung dieser
Position fir die Substratspezifitat der Olsdaure-Hydratase. Die Einflinrung der verschiedenen
Aminosduren resultierte in eine deutliche Verschiebung des Substratspektrums. Auffallig ist
insbesondere der Zusammenhang zwischen der GroRe des Aminosdurerestes und der
akzeptierten Substratkettenldange, welcher bei den hydrophoben Aminosduren am starksten

ausgepragt ist. Wahrend die enzymatische Hydratisierung lang- und mittelkettiger Fettsauren
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(C18-C14) und des Alkens 1-Decen (C10) bei fast allen Mutanten deutlich verringert war,
wurde fir die kurzkettige Fettsdure (Z)-Undec-9-enséure (C11) und 1-Octen (C8) zumeist
eine Aktivitétssteigerung beobachtet. Die Ergebnisse deuten auf sterische Hinderungen des
Protein-Backbones mit langkettigen Substraten am Ende der Alkyl-Substratbindetasche hin,
resultierend aus der Einfuhrung groRerer Aminoséuren. Diese Hypothese wird auch durch
eine Analyse der Em-OAH Kiristallstruktur unterstttzt (Abbildung 51). Wahrend der Abstand
zwischen dem Alanin 248 und dem Cis-Atom der Olsaure im Wildtypenzym 4 A betrégt,
wird diese Distanz beispielsweise infolge der Substitution mit einem Tryptophan (A248W)
auf 2,3 A reduziert. Der Tryptophanrest wiirde dementsprechend mit der aliphatischen Kette
von Olsaure und Palmitinsdure und den Alkenen 1-Decen und 1-Octen in der Alkyl-
Bindetasche interferieren, wéhrend die Bindung von Myristoleinsaure und (Z)-Undec-9-
ensdure nicht betroffen wére. Das Ergebnis der bioinformatischen Analyse wirde somit den
experimentell ermittelten Daten entsprechen. Es ist jedoch zu beachten, dass es sich bei der
strukturellen Analyse um eine statische in silico Betrachtung handelt, da keine Kristallstruktur
der Em-OAH A248W-Variante zur Verfiigung steht und das Substrat Olsaure lediglich in das
Wildtypenzym gedockt wurde.

A248W

Abbildung 51: In silico-Analyse der Em-OAH Variante A248W basierend auf der Kristallstruktur des
Wildtypenzyms

Dargestellt ist ein Ausschnitt der Kristallstruktur des Em-OAH Wildtypenzyms (Cartoon-Ansicht) mit dem Docking-
Ergebnis nach Energieminimierung fiir das natiirliche Substrat Olsaure (griin, Stabmodell). Das Kohlenstoffatom 14 der
Olsaure ist gekennzeichnet. Der nicht-kovalent gebundene Cofaktor FAD ist gelb und als Stabmodell dargestellt. Alanin
(rosa) an Position 248 der Aminosduresequenz ist ebenfalls als Stabmodell hervorgehoben und wurde in silico gegen ein
Tryptophan (lila) ausgetauscht. Durch diese Substitution verringert sich der Abstand zwischen der Aminoséure an Position
248 und dem Cyg-Atom der Olsdure von 4 A auf 2,3 A.

Nichtsdestotrotz zeigen die erhaltenen Ergebnisse, dass es sich bei dem Alanin 248 der Em-

OAH tatséchlich um eine Spezifitdt-bestimmende Position handelt: die Einfihrung einer
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Einzelmutation resultierte in einer drastischen Verdnderung des Substratspektrums. Dartber
hinaus scheint die Stabilisierung und Positionierung der nicht-naturlichen kurzkettigen
Substrate (Z)-Undec-9-ensdure und 1-Octen ein Kernaspekt zur erfolgreichen Hydratisierung
durch die Em-OAH zu sein. Hierbei handelt es sich offensichtlich um eine Feinabstimmung
zwischen Aminosdurekettenldnge und Substratkettenlange. Wéhrend kleine Aminosaurereste
an Position 248 scheinbar eine hohe Flexibilitat und Beweglichkeit ermdglichen, resultieren
sehr groRe Reste wiederum in sterische Hinderungen. Besonders deutlich wird dies bei der
Tryptophan Mutante A248W. Da diese Mutante mit der C11-FS eine im Vergleich zum
Wildtyp 1,5-fach erhohte relative Produktbildung aufwies, gleichzeitig mit 1-Octen aber
weniger aktiv war als der Wildtyp, scheint das Tryptophan bereits zu groR fir eine effektive
Umsetzung des C8-Alkens. Es handelt sich bei dieser Variante somit um einen besonders
interessanten Kandidaten fur die Hydratisierung noch kleinerer Molekule (Kettenlange <C8).
Die Hypothese, dass die Aminosdureposition 248 des OAH-Sequenzalignments einen
Einfluss auf die Substratspezifitdt hat, wird auch durch Studien von Jens Schmid zum
Substratspektrum verschiedener OAH-Wildtypenzyme unterstiitzt.®® So zeigten die Olsaure-
Hydratasen aus G. morbillorum (Gm-OAH) wund L. acidophilus (La-OAH) hohe
Hydratisierungsraten mit mittelkettigen Fettsduren wie Palmitinsdure (C16) und
Myristoleinsaure (C14), wahrend die Aktivitat mit Olsdure (C18) und der kurzkettigen C11-
FS (Z2)-Undec-9-ensdure deutlich geringer war. Interessanterweise entspricht das
Substratspektrum der Em-OAH A248H-Mutante der Spezifitat der Gm-OAH und La-OAH
(HFam2), welche ebenfalls ein Histidin an Aminosaureposition 248 des Sequenzalignments
aufweisen.

4.8 Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Umsetzung fliichtiger Alkene

mit/ohne Zweiphasensystem
Die (semi-)rationale Mutagenese des Em-OAH Wildtypenzyms an Position A248 und F227
resultierte in einige Varianten mit einer deutlichen Aktivitatssteigerung hinsichtlich der
kurzkettigen nicht-naturlichen Substrate (Z)-Undec-9-enséure und 1-Octen. Bei diesen
Mutanten (u.a. A248V/L/I/W und F227Y/W) handelt es sich um interessante Kandidaten in
Bezug auf die Hydratisierung noch kleinerer Alkene (1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten).
Bereits erfolgte Studien mit 1-Dodecen, 1-Decen und 1-Octen zeigten jedoch, dass die
Volatilitat der Alkene mit abnehmender Kettenldnge deutlich zunimmt und somit ein Problem
flr die Biotransformationen darstellen kdnnte. Um den Verlust der fliichtigen Substrate in die
Gasphase zu reduzieren und somit die Verfugbarkeit fir den enzymatischen Umsatz zu
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steigern, wurde zundchst ein Zweiphasensystem etabliert. Als Modellsubstrat wurde das
bisher kiirzeste Alken-Substrat 1-Octen ausgewdéhlt, mit welchem die Em-OAH Variante
A248L die hochste Umsatzrate zeigte. Da der Fokus auf einer Steigerung der Produktbildung
lag, wurden jeweils die relativen Werte verglichen ohne eine entsprechende Quantifizierung
der Produktkonzentration vorzunehmen.

Der erste Versuch zur Etablierung eines Zweiphasensystems mit sechs verschiedenen
Losemitteln war jedoch nicht erfolgreich. Die deutliche Triibung der Biotransformationen am
Ende der Inkubation deutet auf eine Denaturierung der Proteine hin. Begriinden l&sst sich dies
vermutlich durch die Anwendung aufgetauter Expressionskulturen, deren Zellen infolge des
Gefrierens eine permeabilisierte Membran und somit reduzierte Zellstabilitat aufweisen. ¢4
So resultierte die Verwendung ,.frischer Kulturen (d.h. ohne Gefrierschritt) zumindest im
Fall von Cyclohexan in einer klaren Phasentrennung. Eine Hydrataseaktivitat wurde dennoch
nicht beobachtet. Dies lasst darauf schlieRen, dass die Em-OAH Variante A248L unter den
gewéhlten Bedingungen mdglicherweise keine Losemitteltoleranz besitzt. Ein Problem bei
der Etablierung eines Zweiphasensystems ist jedoch die Wahl des organischen Ldsemittels
selber. So fuhrte die Verwendung von Cyclohexan moéglicherweise zu einer Inhibierung der
Olsaure-Hydratase. Dariiber hinaus spielt auch die Substratkonzentration bzw. der
Verteilungskoeffizient des Substrates in der wéssrigen und organischen Phase eine wichtige
Rolle. Eine Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentration von 0,5-1,5mM st
dementsprechend vermutlich zu gering fir eine erfolgreiche Katalyse im Zweiphasensystem.
Mithilfe einer Literaturrecherche wurden nachfolgend zahlreiche kurzkettige, zyklische,
lineare und verzweigte Losemittel mit  Anwendungen in  Zweiphasensystemen
identifiziert."*®*2" 132 Dariiber hinaus sollte die Substratkonzentration deutlich erhéht werden.
Da dies mithilfe der DMSO-Stockldsung infolge von Loslichkeitsproblemen nicht realisierbar
war, wurde Ethanol als Cosolvens eingesetzt. Die Zugabe des Alkohols resultierte jedoch in
einen deutlichen Aktivitatsverlust der Em-OAH. Vermutlich handelt es sich auch hierbei um
einen inhibierenden Effekt durch die Bindung des kurzkettigen Alkohols in der
Substratbindetasche. Infolge der geringen Ldslichkeit des Alkens 1-Octen in DMSO und des
inaktivierenden Effektes von Ethanol wurde letztendlich auf die Verwendung eines Cosolvens
verzichtet. Stattdessen wurden das Substrat und das Dummy-Substrat in hoher Konzentration
direkt zu den Biotransformationen gegeben. Dies ermdglicht hohe Substratkonzentrationen
ohne die Gefahr Protein-inhibierender oder Zell-permeabilisierender Effekte durch eine hohe
Cosolvens-Konzentration, hat aber eine verringerte Loslichkeit des Alkens im

Reaktionsansatz zur Folge."™! Wahrend die direkte Zugabe von 10 mM 1-Octen und
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Heptansaure im Kontrollansatz ohne Losemittel in eine hohe Produktbildung resultierte,
fuhrte die Anwendung eines Zweiphasensystems zumeist zu einem Aktivitatsverlust der
Olséure-Hydratase. Da die besten Ergebnisse mit langkettigen/verzweigten/unpolaren
Losemitteln wie Dodecansauremethylester, Isopropylmyristat und Bis(2-ethylhexyl)phthalat
erhalten wurden, handelt es sich vermutlich um inhibitorische Effekte der Kkleinen,
kurzkettigen Molekile (u. a. p-Xylol, Cyclohexan, Toluol, Diethylether). Problematisch ist
dartiber hinaus moglicherweise auch die Toxizitat dieser Losemittel, die Interaktion mit der
Zellmembran oder der Proteinoberflache, die Substratverfiigbarkeit infolge eines ungunstigen
Verteilungskoeffizienten oder vielmehr ein Zusammenspiel aus den genannten
Komponenten.'¥**> 1% Ejne Studie zur Membranpermeabilitdt und Zelllyse verschiedener
E. coli Stdimme zeigte, dass der Stamm BL21 durch die Inkubation mit Styroloxid deutlich
starker beeintrachtigt wird als beispielsweise E. coli JIM101.%%

Die besten Eigenschaften der getesteten Losemittel fir die Etablierung eines
Zweiphasensystems zur Hydratisierung kurzkettiger Alkene mithilfe der Em-OAH besitzt
scheinbar das verzweigte, unpolare Losemittel Bis(2-ethylhexyl)phthalat. Erfolgte Studien

|152,157

charakterisieren BEHP als sehr gut biokompatibe und die erfolgreiche Anwendung in

128,152,153,157-159 So wurden

Zweiphasensystemen wurde bereits mehrfach beschrieben.
beispielsweise in einem zehnstindigen Prozess mithilfe rekombinanter E. coli Zellen
ausgehend von dem cyclischen Alken Styrol 11 g Enantiomer-reines (S)-Styroloxid gewonnen
(volumetrische Aktivitat 300 U/L).*?® Der Einsatz von BEHP in Biotransformationen mit der
Em-OAH Variante A248L und 10 mM 1-Octen resultierte in eine relative Produktbildung von
bis zu 100 %. Da eine Steigerung der Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentration keinen
positiven Einfluss auf die enzymatische Aktivitat hatte, schien die Substratverfligbarkeit in
diesem System zundchst kein Problem darzustellen. Es zeigte sich jedoch, dass die
Biotransformationen flr eine ausreichende Substratverfligbarkeit wahrend der Inkubation
geschittelt werden mussen. Darlber hinaus verbesserte die Verdopplung des
Losemittelvolumens die Reproduzierbarkeit der Experimente. Erklaren lasst sich dies
vermutlich durch die vereinfachte Handhabung des sehr viskosen Losemittels infolge des
vergrollerten Pipettiervolumens. Das Zweiphasensystem wurde nachfolgend durch die
Analyse der Biomasse-, Glucose- und FAD-Konzentration weiter optimiert. Allerdings
zeigten auch diese Parameter keinen groRen Effekt auf die relative Produktbildung.

Es schien, dass mithilfe des gewéhlten Zweiphasensystems keine weitere Verbesserung der
Alken-Hydratisierung moglich war. Aufféllig war jedoch, dass die enzymatische Aktivitat

durch eine weitere Erh6hung des BEHP-Volumens deutlich verringert war. Dieses Resultat
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lielR nun doch auf eine mdgliche Substrat-Limitierung schlief3en. Bisher hatte die Steigerung
der Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentration jedoch keine Verbesserung der
Produktbildung bewirkt. Aufgrund der bereits erfolgten Studien war ein &quimolares
Verhaltnis von Alken und Fettsdure-Dummy-Substrat eingesetzt worden. Im Falle des
Zweiphasensystems ist jedoch der jeweilige Verteilungskoeffizient der beiden Verbindungen
in der wassrigen und organischen Phase zu beachten. Wahrend Heptanséure bei
Raumtemperatur eine Wasserloslichkeit von ca. 2,4 g/l (=18 mM) aufweist, ist die
Loslichkeit des Alkens 1-Octen mit 0,0041 g/l (= 0,037 mM) deutlich geringer. Das Dummy-
Substrat ist somit in der Biotransformation vollstandig geldst, wahrend 1-Octen hauptsachlich
in der organischen Phase vorliegt. Eine Erhohung der Substrat- und Dummy-Substrat-
Konzentration in einem &quimolaren Verhéltnis hat infolge der schlechten
Substratverfligbarkeit somit keinen groRen Einfluss auf die relative Produktbildung. Vielmehr
wirkt sich die hohe Dummy-Substrat-Konzentration in der wéssrigen Phase vermutlich
inhibierend auf die enzymatische Aktivitat aus, da der Zugang zur Alkyl-Bindetasche durch
den Uberschuss der Fettsaure-Molekiile blockiert wird. Diese Hypothese wird durch die
experimentellen Daten gestiitzt. So resultierte ein Uberschuss an Heptansaure in eine
Verringerung der relativen Produktbildung, wahrend ein  Alken-Uberschuss im
Zweiphasensystem zu einer Steigerung der Hydrataseaktivitat fihrte. Wie bereits zuvor
beobachtet, ist somit das Verhaltnis von Substrat zu Dummy-Substrat entscheidend fir eine
hohe enzymatische Aktivitat der Em-OAH. Wahrend zuvor jedoch ein dquimolares Verhaltnis
optimal war, gilt dies fur die Anwendung eines Zweiphasensystems nicht. Das Problem der
Substratverfligbarkeit spielt vermutlich auch eine entscheidende Rolle bei der Erhohung des
Losemittelvolumens bzw. der VergroBerung des Gesamtansatzes. Wahrend ein grofReres
Losemittelvolumen eine erniedrigte Substratkonzentration in der organischen Phase zur Folge
hat, erschwert die VergréRerung des Gesamtansatzes zusétzlich die effektive Durchmischung
der Reaktionsansétze unter den gewéahlten Inkubationsbedingungen.

Da das Zweiphasensystem flr die Hydratisierung kurzkettiger Alkene (<C8) eingesetzt
werden sollte, wurde die Optimierung nachfolgend mit 1-Hepten fortgesetzt. Die Resultate
bestétigen die Wahl von BEHP als vielversprechendstes Losemittel. Es zeigte sich allerdings,
dass nicht direkt das Verhéltnis von Substrat zu Dummy-Substrat entscheidend ist, sondern
vielmehr eine hohe Konzentration des Alkens. So wurde die hdchste relative Produktbildung
mit 300 mM 1-Hepten und 5 mM Heptansaure (60:1) ermittelt, wahrend ein Verhaltnis von
100:1 mit 250 mM Substrat und 2,5 MM Dummy-Substrat in eine etwas geringere relative

Produktbildung resultierte. Die Substratverfiugbarkeit wurde somit im Rahmen der Analyse
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zur Etablierung und Optimierung des Zweiphasensystems als wichtigster Parameter
identifiziert. Eine weitere Erhdhung der Substratkonzentration wirde eventuell eine weitere
Steigerung der Produktbildung ermdglichen. Da jedoch ein Kompromiss zwischen Kosten
und Nutzen gefunden werden musste, wurde auf eine weitere Analyse verzichtet.

Neben der Etablierung eines Zweiphasensystems wurde parallel eine zweite Strategie zur
Optimierung der Hydratisierung flichtiger Substrate verfolgt. Aufgrund der bereits
vorhandenen schwachen Aktivitat der Em-OAH Variante A248L mit 1-Hepten wurde das C7-
Alken als Modellsubstrat ausgewahlt. Wie bereits bei der Etablierung des Zweiphasensystems
beobachtet wurde, hatte der Einsatz von Ethanol als Cosolvens, vermutlich infolge einer
Enzyminhibierung, einen negativen Einfluss auf die Hydrataseaktivitdt. Einen positiven
Effekt zeigte hingegen eine Erhohung der Substratkonzentration auf 2,5 mM (5% (v/v)
DMSO), wahrend der Einsatz von 5 mM 1-Hepten und 10 % (v/v) DMSO in eine deutliche
Abnahme der relativen Aktivitét resultierte. Neben einem inhibierenden Effekt des Cosolvens
DMSO konnte es sich in diesem Fall auch um das Problem einer Substratinhibition handeln.
Die Zugabe einer hohen Substratkonzentration (10 mM) ohne Verwendung eines Cosolvens
hat infolge der geringen Ldslichkeit des Alkens in Wasser (0,0182 g/, 0,185 mM) vermutlich
keinerlei  inhibitorische  Wirkung, bringt dafur allerdings das Problem der
Substratverflgbarkeit mit sich.

Neben der Substratkonzentration wurde das Volumen der Gasphase Uber den
Biotransformationen als kritischer Parameter flr die Optimierung der Reaktionsbedingungen
identifiziert. So l&sst sich der positive Effekt der VergroRerung des Ansatzes auf 2 ml
vermutlich durch die Reduktion der Gasphase erklaren, welche den Verlust des fliichtigen
Substrates verringert. Darliber hinaus konnte in diesem Zusammenhang auch der
Sauerstoffeintrag eine wichtige Rolle spielen. So ermdglicht die Reduktion der Gasphase
eventuell eine bessere Stabilisierung des FAD-Cofaktors, welcher unter aeroben Bedingungen
leicht oxidiert wird.®®"® Bereits erfolgte Analysen der Linolsaure-Hydratase aus L. plantarum
zeigten beispielsweise eine deutliche Inaktivierung des Enzyms unter aeroben Bedingungen.®
Wahrend die Bedeutung des Reaktionsvolumens bzw. der Verringerung der Gasphase im
Rahmen einer statistischen Versuchsplanung bestatigt wurde, zeigte die Erhoéhung der
Substrat- und DMSO-Konzentration auf 4 mM bzw. 8 % (v/v) keinen negativen Einfluss auf
die Produktbildung. Eine nachfolgende detaillierte Analyse unter Anwendung des optimierten
Reaktionsvolumens zeigte drei Effekte: erstens, eine Erhdhung der Substratkonzentration hat
einen positiven Einfluss auf die Produktbildung; zweitens, ein hoher DMSO-Anteil im

Reaktionsansatz hat einen negativen Effekt auf die enzymatische Aktivitat; drittens, moderate
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DMSO-Konzentrationen resultieren, vermutlich infolge der verbesserten Substratloslichkeit,
in einer Steigerung der Produktbildung. Wahrend der positive Effekt der
Substratverfligbarkeit bei Konzentrationen von bis zu 6 mM 1-Hepten bzw. 12 % (v/v) DMSO
Uberwog, dominierte scheinbar die negative Wirkung des DMSO auf die enzymatische
Aktivitat bei hoheren Konzentrationen. Der negative Einfluss des Cosolvens wurde
insbesondere durch die Verwendung als Biotransformations-Additiv bei direkter
Substratzugabe ersichtlich. Die Tatsache dass mit 4-12 % (v/v) DMSO-Anteil bessere
Ergebnisse erhalten wurden als mit 1 % (v/v) Cosolvens-Additiv, lasst sich moglicherweise
durch die verbesserte Substratverfligbarkeit bei erhohter DMSO-Konzentration oder aber
einen Pipettierfehler im Ansatz mit 1 % (v/v) DMSO erklé&ren.

Wie im Falle des Zweiphasensystems wurde die Produktbildung durch die Verdopplung der
Biofeuchtmasse-, Glucose und FAD-Konzentration weiter gesteigert. Eine Erhéhung der
Substrat- und Dummy-Substrat-Konzentration auf 20-30 mM bzw. der Einsatz eines hohen
Alken-Uberschusses (5- bzw. 10-fach) hatte hingegen keinen groBen Einfluss auf die
enzymatische Aktivitat. Begriinden lasst sich dies durch die geringe Loslichkeit des Alkens
ohne Verwendung eines Cosolvens. Wahrend im Zweiphasensystem der Alken-Uberschuss
als wichtigster Parameter identifiziert wurde, spielt fir das optimierte System ohne
Verwendung eines Losemittels die Loslichkeit des Substrates und das Gasvolumen Uber der
Biotransformation eine entscheidende Rolle. Beiden Systemen gemein ist somit das generelle

Problem der Substratverfiigbarkeit.

4.9 Analyse ausgewdahlter Mutanten mit kurzkettigen terminalen Alkenen (C7-
Cbh)
Sowohl das Zweiphasensystem als auch die optimierten Reaktionsbedingungen ohne
Verwendung einer organischen Phase erhohen die Chance zur Identifizierung einer
Hydrataseaktivitat mit kurzkettigen flichtigen Substraten. Ausgewahlt fur das Screening mit
den terminalen Alkenen 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten wurden neben dem Wildtypenzym
Varianten mit einer erhohten Aktivitdt im Hinblick auf die Hydratisierung von 1-Octen
(A248L, A248l, A248F). Besonders interessant war dartber hinaus die Em-OAH Variante
A248W. Diese Mutante war mit der C11-Fettsdaure aktiver als der Wildtyp, wahrend hingegen
mit 1-Octen geringere relative Produktkonzentrationen erhalten wurden. Gleiches gilt auch fur
die Mutanten F227Y und F227W, welche aus diesem Grund ebenfalls im Aktivitatsscreening

mitgefuhrt wurden.
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Wahrend unter Standardbedingungen zum Teil nur sehr geringe Produktkonzentrationen
erhalten wurden bzw. keine Aktivitat der Mutanten mit den ausgewahlten Substraten ermittelt
wurde, lieferte insbesondere das optimierte Zweiphasensystem hohe Produktkonzentrationen.
1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten wurden mithilfe der Em-OAH Varianten A248L, A248l,
A248F und A248W mit ausgezeichneter Stereoselektivitdt zum jeweiligen sekundéren
Alkohol hydratisiert (bis zu 3 mM 2-Heptanol, 125 pM 2-Hexanol und 20 uM 2-Pentanol).
Die beste 1-Octen-Mutante A248L zeigte auch den hdchsten Umsatz von 1-Hepten. Die
A248W-Variante hingegen war die beste Mutante fir die Hydratisierung von 1-Hexen und
das einzige Enzym, welches auch mit 1-Penten Aktivitat aufwies. Wahrend das Tryptophan
somit zu groB fur eine effektive Hydratisierung der Alkene 1-Octen und 1-Hepten ist,
ermdoglicht es die beste Stabilisierung/Positionierung der kurzkettigen Substrate 1-Hexen und
1-Penten. Die Ergebnisse bestdtigen somit die Hypothese, dass insbesondere gréRere
hydrophobe Aminosduren an Position 248 der Aminosduresequenz eine Hydratisierung
kurzkettiger terminaler Alkene ermdoglichen. Dartiber hinaus handelt es sich scheinbar bei
jedem neuen Substrat um eine Feinabstimmung zwischen der Aminoséuregrofle bzw. der
daraus resultierenden GroRe der Alkylbindetasche und der Alken-Kettenlange.

Die Em-OAH Varianten F227W und F227Y waren (fast) inaktiv mit den terminalen Alkenen
1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten. Das Ergebnis des Aktivitatsscreenings unterstitzt somit die
Hypothese, dass durch den Austausch des Phenylalanins gegen die beiden gréReren
aromatischen Aminosduren Tryptophan und Tyrosin der Zugang zur Alkyl-Bindestelle

blockiert wird.

4.10 Charakterisierung der Em-OAH Variante A248W

Die Em-OAH A248W wurde als beste Variante fir die Hydratisierung kurzkettiger Alkene
identifiziert. Da bisher keine Analyse des Fettsaure-Dummy-Substrates mit dieser Variante
und unter den Bedingungen des Zweiphasensystems erfolgt war, wurden zundchst geséttigte
Fettsduren unterschiedlicher Kettenldnge als Dummy-Substrate getestet. Die Analyse der
Mutante mit den terminalen Alkenen 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten unter VVerwendung von
Heptansdure, Hexansdure, Pentansdure bzw. Butansdure als Fettsdure-Dummy-Substrat
zeigte, dass die hochste Produktkonzentration jeweils mit Hexansaure (C6) erreicht wurde.
Die bereits erfolgte Charakterisierung des Wildtypenzyms mit 1-Dodecen, 1-Decen und 1-
Octen hatte hingegen ergeben, dass sich die Verwendung von Heptanséaure (C7) positiv auf
die Produktbildung auswirkt. Es scheint somit, dass die optimale Kettenldnge des Fettsaure-

Dummy-Substrates von der Kombination der OAH-Variante und des Alkens abhédngig ist.
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Daruber hinaus konnten auch die jeweiligen Reaktionsbedingungen eine entscheidende Rolle
spielen. So wurde der Einfluss des Dummy-Substrates zuvor nur unter Standardbedingungen
und nicht in dem nun angewandten Zweiphasensystem analysiert.

Die nachfolgende Analyse der Hydrataseaktivitat mit den subterminalen Alkenen cis-/trans-2-
Hexen und cis-/trans-2-Penten unter Verwendung der C4-C7 Fettsaure-Dummy-Substrate
wurde durch viele zusatzliche Signale erschwert. Es scheint, dass nur mit cis-2-Hexen und
Pentansdure eine schwache Aktivitat ermittelt wurde. Der identifizierte 3-Hexanol-Peak
entspricht dabei infolge der hypothetischen Positionierung des Substrates in der Alkyl-
Bindetasche dem erwarteten Produkt (Abbildung 52). Wahrend Pentanséure (C5) somit
scheinbar eine effektive Positionierung der subterminalen C=C Bindung ermdglicht, resultiert
die Verwendung von Hexanséure (C6) und Heptansaure (C6) in diesem Fall moglicherweise
in sterische Hinderungen. Es ist nicht auszuschlieen, dass die Em-OAH A248W auch mit
trans-2-Hexen und cis-/trans-2-Penten eine schwache Aktivitat aufweist, dies infolge geringer
Produktkonzentrationen jedoch nicht beobachtet wurde. Besonders interessant ist die Frage,
ob die bereits beschriebene Abhéngigkeit der Katalyse von der cis-Konformation der
Doppelbindung® auch bei den kurzkettigen Alkenen weiterhin gegeben ist. Die erhaltenen
Ergebnisse deuten darauf hin, dass dies tatsachlich der Fall ist. Aufgrund der sehr geringen
enzymatischen Aktivitat und der Problematik vieler zusatzlicher Signale bei der GC-Analyse

lasst sich diese Frage jedoch nicht endgultig beantworten.

~ 53

cis-2-Hexen 3-Hexanol

& , — &
O 0O
\/\)LO[ I \/\)l\()H
Pentansaure Pentansdure

Abbildung 52: Hypothetische Positionierung des subterminalen Alkens cis-2-Hexen mit Pentansdure-Dummy-
Substrat

Die Abbildung présentiert eine schematische Darstellung der Substratbindetasche. Die Mutageneseposition A248 ist mit
einem Kreis angedeutet. Das subterminale Alken 2-Hexen wird in der Alkyl-Bindetasche der Em-OAH A248W infolge der
cis-Konformation der C=C Bindung vermutlich so positioniert, dass die Bildung des sekundéren Carbokations (angedeutet
mit einem Plus) mit dem anschlieBenden nukleophilen Angriff des aktivierten Wassermolekiils am Cs-Atom des Substrates
stattfindet. Das kurzkettige Dummy-Substrat Pentanséure interagiert hingegen vermutlich mit den positiv-geladenen/polaren
Aminoséuren am Eingang des Substratkanals (B*) und ist somit in der Carboxy-Bindetasche positioniert.
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Neben der Em-OAH A248W handelte es sich bei den beiden Varianten F227Y und F227W
um interessante Kandidaten fur die Hydratisierung kurzkettiger subterminaler Alkene. Es
wurde jedoch unabhéngig vom Fettsaure-Dummy-Substrat keine Aktivitdt mit cis-/trans-2-
Hexen und cis-/trans-2-Penten ermittelt. In bereits erfolgten Analysen wurde eine hohe
Aktivitat der beiden Varianten mit der C11-Fettsdure (Z)-Undec-9-ensédure beobachtet. Die
Verwendung eines kurzkettigen Alkens und sehr kurzer Dummy-Substrate, wie zum Beispiel
Pentansdure oder Butansaure, sollte theoretisch die gleichzeitige Bindung zweier Molekile in
der Carboxy-Bindetasche ermdéglichen. Das Ergebnis des Aktivitatsscreenings mit den cis-
/trans-Alkenen deutet jedoch auf sterische Hinderungen in der Substratbindetasche hin.
Daruber hinaus ist die Bindung der kurzkettigen Dummy-Substrate moglicherweise nicht
ausreichend fiir eine effektive Stabilisierung und Positionierung der Alken C=C Bindung. Ein
weiteres Problem ist die schlechte Qualitat der GC-Chromatogramme infolge vieler
zusétzlicher Signale, welche eine Identifizierung geringer Produktkonzentrationen erschwert.
Die Problematik der GC-Analyse spielte auch im Hinblick auf die Auswertung der 1,3-
Butadien-Hydratisierung durch die Em-OAH A248W eine entscheidende Rolle. Da diese
Variante bereits mit 1-Hexen und 1-Penten sehr geringe Umsatzraten zeigte, war dies auch im
Falle der Butadien-Hydratisierung zu erwarten. Trotz einer Optimierung der
gaschromatographischen Analyse wurde weder im Scan noch im SIM-Modus ein
entsprechendes Produkt identifiziert. Das C4-Derivat Butadien wird somit mdéglicherweise
infolge der geringen MolekilgréRe oder aber einer zu starren Struktur nicht ausreichend im
aktiven Zentrum der Em-OAH A248W stabilisiert bzw. positioniert. Ein grof3es Problem ist
dartiber hinaus wohlmdglich der verwendete Substratstock. Da das C4-Alken bei
Raumtemperatur gasformig ist, wurde eine in Toluol-geldste Stocklosung (20 % (v/v)
Butadien) verwendet. Versuche zur Etablierung eines Zweiphasensystems zeigten jedoch eine
negative Wirkung dieses Losemittels auf die Em-OAH katalysierte Hydratisierung von 1-
Octen. Mit Zugabe des Substrates wurde somit mdglicherweise ebenfalls ein kompetitiver
Inhibitor in die Biotransformation eingebracht.

Wahrend flr die Hydratisierungsreaktion die Volatilitdt der verwendeten Alkene und die
damit verbundene Substratverfligbarkeit die grofite Herausforderung darstellte, sollte dieser
Aspekt fur die Dehydratisierung der sekundaren Alkohole 2-Hexanol, 2-Pentanol und 3-
Buten-2-ol durch die Em-OAH A248W infolge einer hohen Loslichkeit keine Rolle spielen.
Dass die Dehydratisierung dennoch nicht erfolgreich war, lasst sich moglicherweise durch die
generell sehr geringe Aktivitdt der Variante in Kombination mit den gewdhlten

Reaktionsbedingungen erkldren. Daruber hinaus liegt das Reaktionsgleichgewicht infolge des
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wassrigen Milieus wohlmaoglich deutlich auf der Seite der Hydratisierungsreaktion. Wahrend
das Gleichgewicht fiir das natirliche Substrat Olsaure mit 85:15 auf Seiten der Hydratisierung

liegt, 142

wurde beispielsweise im Falle der verkiirzten Fettsdure (Z)-Undec-9-ensdure
ebenfalls keine Dehydratisierung beobachtet. Ein weiteres Problem fiir die Dehydratisierung
der Alkohole liegt vermutlich in der effektiven Stabilisierung bzw. Positionierung der
kurzkettigen Molekile in der zumeist hydrophoben Substratbindetasche und im Zugang der

hydrophilen Verbindungen zum aktiven Zentrum.

4.11 Umsetzung terminal-ungesattigter Alkene im 250 bzw. 500 ml Mal3stab
1-Decen und 1-Octen wurden als Modelsubstrate fir die Hydratisierungsreaktion im semi-
praparativen Malstab ausgewahlt. Die Umsetzung der Alkene mithilfe des Em-OAH
Wildtypenzyms bzw. der A248L-Variante im 250 ml bzw. 500 ml Mal3stab war erfolgreich
und ermoglichte die Identifizierung und Charakterisierung der entsprechenden
Hydratisierungsprodukte S-2-Decanol und S-2-Octanol. Wéhrend die VergroBerung des
Volumens von 2 ml auf 250 ml im Falle von 1-Decen keinen negativen Einfluss auf die
Umsatzrate zeigte, war der Umsatz des Alkens 1-Octen im 500 ml Malstab mit nur 50 % um
ein Drittel verringert. Erkléaren l&sst sich dies vermutlich, durch die héhere Volatilitat des C8-
Alkens 1-Octen. Wéhrend im 2 ml MaRstab keine Gasphase Uber der Biotransformation
vorlag, ging im 500 ml Malistab infolge des geringen aber vorhandenen Gasvolumens
vermutlich ein Teil des Substrates durch Evaporation verloren.

Die selektive Hydratisierung nicht-aktivierter C=C Bindungen stellt fiir die synthetische
organische Chemie eine groRe Herausforderung dar. In dieser Arbeit wurden nun erstmals die
sekundéren Alkohole 2-Decanol und 2-Octanol biokatalytisch durch die Hydratisierung
terminaler Alkene mit einer isolierten Ausbeute von 44 % bzw. 22 % gewonnen (Tabelle 19).
Daruber hinaus zeigte die Analyse der Stereoselektivitit einen exzellenten

Enantiomerenuberschuss von >99 % fiir das S-Enantiomer.

Tabelle 19: Ubersicht zur Hydratisierung von 1-Decen und 1-Octen im semi-préaparativen Mafstab

Substrat-Konz.  Volumen Umsatz Produkt Selektivitat  Isolierte Ausbeute  Produktivitat
1-Decen 2mM 250 ml 70 % S-2-Decanol >99 % ee 44 % (35 mg) 0,97 mg/(I*h)

1-Octen 1 mM 500 ml 50 % S-2-Octanol >99 % ee 22 % (14 mg) 0,19 mg/(I*h)
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4.12 Abschliel}ende Zusammenfassung

Die Olsdure-Hydratase aus E. meningoseptica wurde im Rahmen dieser Arbeit als
promiskuitives Enzym mit einer exzellenten Selektivitét identifiziert. Durch die Optimierung
der Reaktionsbedingungen und mithilfe einer rationalen Mutagenese-Strategie (Abbildung 50
& Abbildung 51) wurde das Substratspektrum von der langkettigen C18-Fettsaure Olsaure in
Richtung kurzkettiger Alkene verschoben. Tabelle 20 présentiert eine abschlieRende
Ubersicht der jeweils besten Mutante fiir die verschiedenen Substrate. Angegeben ist des
Weiteren die in dieser Arbeit hdchste beobachtete Produktkonzentration. Dabei ist zu
beachten, dass je nach Substrat unterschiedliche Reaktionsbedingungen eingesetzt und
getestet wurden. Daruber hinaus haben die Studien gezeigt, dass das beste Dummy-Substrat
von einer Kombination aus Em-OAH Variante, Substrat und den gewahlten
Reaktionsbedingungen abhéngig ist. Da eine solche Analyse nicht fir jede Enzym-Variante
mit jedem Substrat unter allen Reaktionsbedingungen vorgenommen wurde, lasst sich die
Produktausbeute maglicherweise durch eine entsprechende Studie weiter erhdhen. Dargestellt
ist darGber hinaus ein weiteres Beispiel einer biokatalytischen und chemischen

Hydratisierungsreaktion.
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RESUMEE & AUSBLICK

5 RESUMEE & AUSBLICK

Das Ziel dieser Doktorarbeit war eine Erweiterung des Substratspektrums und die Steigerung
der enzymatischen Aktivitit der Olsdure-Hydratase aus Elizabethkingia meningoseptica im
Hinblick auf die Hydratisierung kurzkettiger nicht-nattrlicher Substrate. Der Fokus der Arbeit
lag dabei auf einer Optimierung der Reaktionsbedingungen, der Analyse des katalytischen
Mechanismus und einer rationalen Mutagenese-Strategie zur Verkleinerung der Substrat-
Bindetasche.

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen resultierte in eine deutliche Aktivitatssteigerung
der Em-OAH im Hinblick auf die Hydratisierung kurzkettiger nicht-naturlicher Fettsaure- und
Alken-Substrate. Als entscheidender Faktor fir die enzymatische Hydratisierung wurde die
Stabilitat des Carbokations identifiziert, welches im Rahmen des katalytischen Mechanismus
durch die Protonierung der C=C Bindung am Cj,-Atom gebildet wird. So wurde keine
Aktivitdt des Enzyms mit der C10-Fettsdure Dec-9-ensdure beobachtet, da die Katalyse in
diesem Fall aufgrund der terminalen Doppelbindung die Bildung eines instabilen priméren
Carbokations voraussetzt. Da darliber hinaus auch mit Undec-10-ensdure (C11) kein
Hydroxyprodukt identifiziert wurde, ist fir die enzymatische Aktivitat scheinbar ein gewisser
Abstand zwischen der Carboxylgruppe und der C=C Bindung essentiell. Um eine
Hydratisierung kurzkettiger (<C11) und mdglicherweise terminal-ungesattigter Fettsduren an
der subterminalen Position zu erreichen, miisste vermutlich der ,,Abstand“ zwischen dem
katalytischen Zentrum und der Substrat-Bindestelle, zum Beispiel durch gerichtete
Mutagenese oder iterative Sattigungsmutagenese, angepasst werden. Interessant ist in dieser
Hinsicht insbesondere die (erneute) detaillierte Analyse der bereits generierten bzw. weiterer
Em-OAH Varianten mit einer Mutation im Eingangsbereich des Substratkanals. Die
Einfuhrung zusatzlicher aromatischer Reste in unmittelbarer Nahe des katalytischen Zentrums
konnte dartiber hinaus mdglicherweise die Stabilisierung eines priméren Carbokations
gewdhrleisten. In diesem Zusammenhang wdére auch eine detaillierte Analyse des
Reaktionsmechanismus von Interesse. So wurden im Rahmen dieser Arbeit mit Methionin
123 und Threonin 511 weitere katalytisch-relevante Aminoséuren identifiziert. Dartber
hinaus deuten Studien von Lorenzen wund Kollegen auf einen alternativen
Hydratisierungsmechanismus  der  Olsdure-Hydratasen der HFam3  hin.  Ein
Reaktionsmechanismus wurde jedoch bisher nicht postuliert.

Ein weiterer kritischer Parameter fur die Umsetzung nicht-naturlicher Substrate mithilfe der

Em-OAH ist die Notwendigkeit einer Carboxylgruppe. So ermdglichte nur die Verwendung
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eines Fettsdure-Dummy-Substrates die effektive Hydratisierung kurzkettiger Alkene. Die
genaue Bedeutung und Wirkungsweise der Carboxylgruppe fur die Substrat-Erkennung, die
Aktivierung des Enzyms und/oder den katalytischen Mechanismus ist jedoch weiterhin unklar
und bedarf zusatzlicher Analysen. Eine Co-Kristallisation des Em-OAH Wildtypenzyms mit
dem natiirlichen Substrat Olsaure wiirde moglicherweise im direkten Vergleich mit der von
Engleder und Kollegen veroffentlichten Kristallstruktur zur Identifizierung genereller
Konformationsédnderungen beitragen. Interessant wére darlber hinaus eine Ko-Kristallisation
des Enzyms mit einem Alken-Substrat und dem Fettsdure-Dummy-Substrat. Auch ein
Vergleich der Absorptionsspektren des aufgereinigten Enzyms mit und ohne Zugabe einer
gesattigten Fettsaure liefert eventuell Hinweise auf eine Anderung der Enzymstruktur. So
konnen bereits kleine Umlagerungen im Enzym grofRe Auswirkungen auf das
Absorptionsverhalten des FAD-Cofaktors haben. Deutlich aufwendiger aber dafir
moglicherweise auch sehr viel aufschlussreicher und detaillierter wére eine MD-basierte
(molecular dynamics) Simulation der Molekiilbewegungen bei Bindung eines Fettséure-
Substrates. Ein kritischer Parameter ist in diesem Zusammenhang insbesondere die
Simulationszeit, da diese einen entscheidenden Faktor fur den Umfang der zu beobachtenden
Bewegungen darstellt.

Das Fettsdure-Dummy-Substrat scheint neben einer moglichen Aktivierung des Enzyms eine
wichtige Bedeutung flr die Stabilisierung/Positionierung der Alken-Substrate zu spielen.
Dabei unterscheidet sich die optimale Fettsaurekettenldnge je nach Kombination der Em-
OAH Variante und des Substrates. Eine Unabh&ngigkeit der Alken-Hydratisierung vom
Fettsdure-Dummy-Substrat  konnte eventuell durch eine weitere positionsgerichtete
Mutagenesestudie am Eingang der Substratbindetasche erreicht werden. Interessant ist in
diesem Zusammenhang auch die Analyse der 1-Decen Hydratisierung durch die bereits
generierten Em-OAH Varianten unter Verwendung alternativer Dummy-Substrate.

Die Analyse des Em-OAH Wildtypenzyms und der Mutanten zeigte, dass insbesondere die
Stabilisierung/Positionierung der kurzkettigen Substrate in der groRen Substratbindetasche
eine essentielle Rolle fur eine effektive enzymatische Hydratisierung spielt. Hierbei scheint es
sich um eine Feinabstimmung zwischen der Grél3e der Bindetasche und der Kettenldnge bzw.
Struktur des jeweiligen Fettsdure- bzw. Alken-Substrates zu handeln. Eine Struktur-basierte
positionsgerichtete Mutagenese ermdglicht eventuell die Umsetzung weiterer verkirzter,
linearer, verzweigter, zirkularer, terminal- oder auch subterminal-ungesattigter Alkene und
Fettséduren. Die Analyse subterminal-ungeséttigter Alkene beantwortet dabei moglicherweise

die Frage, ob die bereits beschriebene Abhangigkeit der Katalyse von der cis-Konformation

147



RESUMEE & AUSBLICK

der Doppelbindung auch bei den kurzkettigen Alkenen weiterhin gegeben ist. Abgesehen von
der Zweikomponenten-Strategie bestehend aus Substrat und Dummy-Substrat wére generell
auch ein Dreikomponenten-System unter Verwendung zweier Substrate denkbar. Neben der
Hydratisierungsreaktion ist insbesondere auch die Addition alternativer Nukleophile von
grolRem Interesse.

Problematisch ist die geringe Aktivitat der Em-OAH Varianten mit den kurzkettigen nicht-
natlrlichen Substraten. Zwar wurde die enzymatische Hydratisierung durch die Optimierung
der Reaktionsbedingungen und die Etablierung eines Zweiphasensystems deutlich gesteigert,
dennoch gestaltete sich die ldentifizierung der Biotransformationsprodukte mithilfe einer
gaschromatographischen Analyse in einigen Féllen schwierig. Dartber hinaus wurden mit 1-
Hexen, cis-2-Hexen und 1-Penten und der besten Em-OAH Variante nur sehr geringe
Produktkonzentrationen erhalten, welche auch durch eine weitere Optimierungsrunde nicht
gesteigert wurden. Interessant ware dementsprechend die Etablierung eines Hochdurchsatz
Screenings, welches eine gerichtete Evolution der Em-OAH mithilfe einer Zufallsmutagenese
ermoglicht. Ziel der Mutagenese wére eine Steigerung der enzymatischen Aktivitat bei
gleichzeitiger Beibehaltung der exzellenten Selektivitat. Anbieten wirde sich hierflr
beispielsweise der Einsatz einer Oxidase oder sekundaren Alkohol-Dehydrogenase mit
direkter Analyse des Cofaktors oder aber die Kombination der enzymatischen Aktivitat mit
einem Farbassay.

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen erwies sich als wichtiger Kernaspekt fiir die
Identifizierung aktiver Em-OAH Varianten im Hinblick auf die Hydratisierung nicht-
naturlicher ~ Substrate.  Dartiber  hinaus  unterschieden  sich  die  einzelnen
Optimierungsparameter teilweise deutlich in Abhangigkeit des jeweiligen Substrates. Ein
generelles Problem der Alken-Hydratisierung war die Substratverfiigbarkeit. Interessant ware
in diesem Zusammenhang eventuell der Einsatz des Alken-Substrates selber als organische
Phase im Zweiphasensystem.

Trotz der oben genannten Herausforderungen wurden, unter anderem durch die Etablierung
eines Zweiphasensystems mit BEHP, sehr stabile Bedingungen geschaffen, welche eine
enzymatische Aktivitat mit verschiedensten Substraten iber einen Zeitraum von bis zu sechs
Tagen ermdglichten. Die Olsaure-Hydratase aus E. meningoseptica wurde somit im Rahmen
dieser Arbeit als promiskuitives Enzym mit einer exzellenten Regio- und Stereoselektivitét

identifiziert.
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Der PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Abbildung A 1) diente als GroRenstandard zur
Bestimmung des Molekulargewichtes nach erfolgter SDS-Gelelektrophorese.
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Abbildung A 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Waltham, USA)

10 mg des gereinigten 1-Decen-Biotransformationsproduktes wurden mit 600 pl deuteriertem
Chloroform (CDCls) gemischt und zur NMR-Analyse gegeben (*H, *C, Abbildung A 2). Die
Auswertung der NMR-Ergebnisse erfolgte mittels MestreNova (Mnova).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 0.88 (t, *Jy.4 = 6.6 Hz, 3H), 1.19 (d, Ju.s = 6.2 Hz, 3H),
1.28 — 1.44 (m, 15H), 3.80 (m, 1H) ppm.

BC-NMR (75 MHz, CDCls): & = 14.26, 22.82, 23.64, 25.93, 29.42, 29.74, 29.81, 32.03,
39.54, 68.37 ppm.
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Abbildung A 2: *H- und > C-NMR Analyse des gereinigten 1-Decen-Biotransformationsproduktes
10 mg des gereinigten 1-Decen-Biotransformationsproduktes wurden mit 600 pl deuteriertem Chloroform (CDCl3) gemischt
und zur NMR-Analyse gegeben (*H, **C). Die Auswertung der NMR-Ergebnisse erfolgte mittels MestreNova (Mnova).
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10 mg des gereinigten 1-Octen-Biotransformationsproduktes wurden mit 600 pl deuteriertem
Chloroform (CDCls) gemischt und zur NMR-Analyse gegeben (*H, **C, Abbildung A 3). Die
Auswertung der NMR-Ergebnisse erfolgte mittels MestreNova (Mnova).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 0.88 (t, *Ju.4 = 6.6 Hz, 3H), 1.18 (d, J.ny = 6.2 Hz, 3H),
1.24 —1.37 (m, 11H), 3.79 (m, 1H).

3C-NMR (75 MHz, CDCls): § = 14.22, 22.76, 23.62, 25.88, 29.46, 31.96, 39.53, 68.36.
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Abbildung A 3: 'H- und *C-NMR Analyse des gereinigten 1-Octen-Biotransformationsproduktes

10 mg des gereinigten 1-Octen-Biotransformationsproduktes wurden mit 600 pl deuteriertem Chloroform (CDCl3) gemischt
und zur NMR-Analyse gegeben (*H, **C). Die Auswertung der NMR-Ergebnisse erfolgte mittels MestreNova (Mnova).
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10 mg der synthetisierten und gereinigten (Z)-Undec-9-ensdure wurden mit 600 pl
deuteriertem Chloroform (CDCls) gemischt und zur NMR-Analyse gegeben (*H, *3C,
Abbildung A 4). Die Auswertung der NMR-Ergebnisse erfolgte mittels TopSpin 3.0.
'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1.32-1.35 (m, 8H, 4-H, 5-H, 6-H, 7-H), 1.60 (d, J = 6.3 Hz,
3H, 11-H), 1.62-1.65 (m, 2H, 3-H), 2.00-2.04 (m, 2H, 8-H), 2.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H, 2-H),
5.36-5.40 (m, 2H, 9-H, 10-H) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCls): & = 12.8, 24.7, 26.8, 29.0, 29.0, 29.1, 29.5, 33.9, 123.7, 130.8,
179.6 ppm.
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Abbildung A 4: 'H- und *C-NMR Analyse der synthetisierten und gereinigten (Z)-Undec-9-ensaure
10 mg der gereinigten (Z)-Undec-9-enséure wurden in 600 pl deuteriertem Chloroform (CDCl3) gelést und zur NMR-
Analyse gegeben (*H, *3C). Die Auswertung der NMR-Ergebnisse erfolgte mittels TopSpin 3.0.
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Die Stereoselektivitat der (Z)-Undec-9-ensdure-Hydratisierung (2.9.3) wurde Uber ein

I.1*° evaluiert. Die

modifiziertes Protokoll der Mosher-Ester-Analyse von Hoye et a
Auswertung der NMR-Ergebnisse (Abbildung A 5) erfolgte mittels TopSpin 3.0 (Bruker

BioSpin GmbH, Deutschland).
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Abbildung A 5: Auswertung der Mosher-Ester Analyse mittels NMR
600 pl der Mosher-Ester-Derivate wurden zur NMR-Analyse gegeben (500 Hz, *H). Die Auswertung der NMR-Ergebnisse
erfolgte mittels TopSpin 3.0.
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Die Analyse der Hydratisierung der C11-Fettsaure (Z)-Undec-9-enséure durch die Em-OAH
erfolgte mittels GC-FID. Dargestellt ist ein Beispiel-Chromatogramm der GC-Analyse
(Abbildung A 6). Dodecansdure diente als interner Standard zur Quantifizierung.

Retentionszeiten: (Z)-Undec-9-ensaure (4,0 min), 10-Hydroxyundecanséure (6,0 min).

uVx100.000

3.0

10-Hydroxyundecansiure

(Z)-Undec-9-ensiiure
1.0 \ Interner
Standard

0.0 ——

. . |

3.0 4.5 6.0 min

Abbildung A 6: GC-FID Analyse der (Z)-Undec-9-ensdure Hydratisierung durch die Em-OAH

Die Hydratisierung der C11-Fettsdure (Z)-Undec-9-ensdure wurde unter Standard-Reaktionsbedingungen und FAD-
reduzierenden Bedingungen analysiert. Ganzzellansitze wurden mit Glucose komplementiert. Nach fiinf Tagen Inkubation
wurde die Produktbildung in den Ganzzellbiotransformationen und Zelllysat-Assays mittels GC-FID analysiert. Dargestellt
ist ein Beispiel-Chromatogramm der GC-Analyse. (verandert nach Demming et al.*%)

Die Hydratisierungsreaktion wurde dartiber hinaus mithilfe einer GC-MS Analyse bestéatigt
(Abbildung A 7). Es wurde das charakteristische 117 m/z Signal und ein kleines 331 m/z
Signal erhalten.
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Abbildung A 7: Massenspektrum des hydratisierten Produktes 10-Hydroxyundecanséaure

Die Hydratisierung der C11-Fettsdure (Z)-Undec-9-ensdure wurde mittels GC-MS analysiert. Dargestellt ist das
Fragmentierungsmuster des Produktsignals. Es wurde das charakteristische 117 m/z Signal und ein Kkleines 331 m/z Signal
erhalten. (ibernommen aus Demming et al.*%)
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Fur die Isolierung der 10-Hydroxyundecansédure wurde ein Upscaling durchgefiihrt. Das
Biotransformationsprodukt wurde extrahiert und mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt.
Die Identifizierung der bei der Aufreinigung erhaltenen Fraktionen erfolgte mittels
Dinnschichtchromatographie (Abbildung A 8). Das Substrat (S) und eine Probe der
Biotransformation (B) dienten als Referenzen. Wahrend die Fraktionen 1 und 2 Substratreste
aufwiesen (Rq+Wert 0,45), wurde das hydratisierte Produkt in Fraktion 3 identifiziert (R-Wert
0,22).

S B 1 2 3 4 5 6

Abbildung A 8: Ergebnis der DC zur Identifizierung der Produktfraktionen

Die Fraktionen der Aufreinigung (1-6) wurden Gber Diinnschichtchromatographie analysiert. Die DC-Platten wurden in
Phosphormolybdéanséure Hydrat gefarbt und durch nachfolgendes Erhitzen entwickelt. Das Substrat (S) und eine Probe der
Biotransformation (B) dienten als Referenzen. (iibernommen aus Demming et al.*%)

Fraktion 3 der Aufreinigung (Abbildung A 8) wurde in vacuo aufkonzentriert. Zur
Uberpriifung der Reinheit wurde eine Probe derivatisiert und mittels GC-MS analysiert
(Abbildung A 9). Die derivatisierte Produktprobe wies eine hohe Reinheit von 95 % auf und
das Massenspektrum zeigte die charakteristischen Signale der hydratisierten C11-Fettsdure
(nicht dargestellt). Eine GC-MS Analyse der Fraktionen 1, 2, 4, 5 und 6 (Abbildung A 8)
zeigte dartber hinaus, dass es sich bei den nicht-identifizierten Spots um Verunreinigungen

durch verschiedenste Fettsauren handelte (nicht dargestellt).
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10-Hydroxyundecansédure

Abbildung A 9: Analyse der Produktreinheit des (Z)-Undec-9-ensaure Upscalings mittels GC-MS
Die verschiedenen Fraktionen der Sdulenchromatographie wurden zur Uberpriifung der Reinheit und zur Identifizierung der

isolierten Verbindungen mittels GC-MS analysiert. Dargestellt ist das GC-Chromatogramm der Produktfraktion. (veréndert
nach Demming et al.**)

10 mg der extrahierten und gereinigten 10-Hydroxyundecansaure wurden mit 600 pl
deuteriertem Chloroform (CDCls) gemischt und zur NMR-Analyse gegeben (*H, 3C,
Abbildung A 10). Das **C-NMR-Spektrum stimmte sehr gut mit dem erwarteten Spektrum
des hydratisierten Produktes tiberein. Die *"H-NMR Analyse wies im Bereich der niedrigen
ppm-Werte (1.18-1.19 ppm) kleine Unterschiede zum erwarteten Spektrum auf, welche durch
MTBE-Ldsemittelreste zu erklaren sind.'®® Dariiber hinaus wurde fiir die Hydroxylgruppe ein
nur schwaches Signal erhalten, wéhrend die Carboxygruppe tGberhaupt nicht detektiert wurde.
Die Verschiebung des Cyo-Protons (10-H) im Vergleich zum Spektrum des Substrates (Z)-
Undec-9-enséure (Abbildung A 4) bestatigt jedoch die Hydratisierungsreaktion.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & =1.18 (s, 1H, 11-H), 1.19 (s, 2H, 11-H), 1.30-1.47 (m, 12H,
4-H, 5-H, 6-H, 7-H, 8-H, 9-H), 1.60-1.66 (m, 2H, 3-H), 2.34 (t, J = 7.5 Hz, 2H, 2-H), 3.77-
3.83 (sext, J =6 Hz, 1H, 10-H) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCls): & = 23.4, 24.7, 25.7, 29, 29.1, 29.3, 29.5, 34, 39, 68, 179 ppm.

158



ANHANG

-9
1H-NMR F o
-
OO—=TO - :o
A0 —O Mmoo ™ =
N=O®OWw o =
00 QR M~ ©6o -
vl ivEvivEy] NN =
L N "
- ©
(-
MTBE -
. 3 " o
o o L
s s C
o o™ : '
] T T T T I T T T T I T T T T I T T
35 3.0 25
13C-NMR £
© L
-— o HOWUDWe—TOD -
o o N~ OO0ONMHOWOo S o
- w TOHON—=ONWD~— -
s N NOTO-nOOST |
~ [+:] (o lyXoRoRoN ) R dvl -
-— w OONNONONNNN |
S Fe
_
CDCL, r
— <
Lm 3
o
T I T T T I T T T [ T T T I T T T I T T T I T T T | T T T I T T T I T
180 160 140 120 100 80 60 40 [ppm]

Abbildung A 10: *H- und *C-NMR Analyse des gereinigten Biotransformationsproduktes 10-Hydroxyundecansaure
10 mg der extrahierten und gereinigten 10-Hydroxyundecanséure wurden in 600 pl deuteriertem Chloroform (CDClIs) geldst
und zur NMR-Analyse gegeben (*H, *C). Die Auswertung der NMR-Ergebnisse erfolgte mittels TopSpin 3.0. (verandert
nach Demming et al.>*)

Die isolierte (S)-10-Hydroxyundecanséaure diente zur Analyse des Reaktionsgleichgewichtes
der (Z)-Undec-9-ensdure-Hydratisierung unter optimierten Bedingungen. Es wurde keine
nennenswerte Dehydratisierung beobachtet und das Reaktionsgleichgewicht lag nach 40-
stundiger Inkubation mit 99:1 auf der Seite der hydratisierten Fettsdure (Abbildung A 11).
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Abbildung A 11: Dehydratisierung der (S)-10-Hydroxyundecansaure
Die Biotransformationen erfolgten im 1,5 ml Mafstab unter optimierten Bedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM
Glucose, 0,3 mM FAD und 3 mM NADH) mit 0,5 mM (S)-10-Hydroxyundecanséure als Substrat (1 % (v/v) finale DMSO-
Konzentration). Die Quantifizierung des Substrates und des Produktes erfolgte in regelmaRigen Abstdnden mittels GC-FID.
(S)-10-Hydroxyundecansaure (m); Undec-9-ensaure (o)

1-Decen-Biotransformationen mit dem Em-OAH Wildtypenzym wurden mittels GC-FID
analysiert und mit 1-Octanol als internem Standard quantifiziert. Dargestellt ist ein Beispiel-
Chromatogramm der GC-Analyse (Abbildung A 12). Retentionszeiten: 1-Decen (4,1 min)
und 2-Decanol (6,4 min).

uVx10000
1.0 - Interner
Standard
0.8 -
0.6 -

2-Decanol

0.4 - 1-Decen j
0.2 - \

N _

0.0 T 1 [] I
9.0 min

1
3.0 6.0

Abbildung A 12: GC-FID Analyse der 1-Decen Biotransformationen mit dem Em-OAH Wildtypenzym

Die Hydratisierung des Alkens 1-Decen wurde unter optimierten Bedingungen analysiert. In regelméRigen Abstdnden wurde
tiber GC-FID die Abnahme des Substrates 1-Decen und die Zunahme des sekundéren Alkohols 2-Decanol quantifiziert.
Dargestellt ist ein Beispiel-Chromatogramm der GC-Analyse. (verandert nach Demming et al.®%)

Die Hydratisierung des Alkens 1-Decen zum sekundaren Alkohol 2-Decanol wurde Gber eine
GC-MS-Analyse bestétigt (Abbildung A 13). Das Massenspektrum des Biotransformations-
produktes zeigte eine sehr groRe Ubereinstimmung zu dem des 2-Decanol Standards.
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Abbildung A 13: Massenspektrum des Em-OAH Biotransformationsproduktes im direkten Vergleich zu 2-Decanol
Die Hydratisierung des Alkens 1-Decen wurde unter optimierten Bedingungen analysiert und (ber GC-FID quantifiziert.
Darliber hinaus wurde die Bildung des sekundéren Alkohols 2-Decanol iber eine GC-MS-Analyse bestatigt. Dargestellt ist
das Massenspektrum des Biotransformationsproduktes und des 2-Decanol Standards. (verandert nach Demming et al.>*)

Aufgrund der chemischen Unterschiede zwischen Fettsauren und Alkenen wurden die C11-
FS-optimierten Bedingungen im Hinblick auf die Hydratisierung von 1-Decen analysiert
(Abbildung A 14). Der Einfluss der einzelnen Additive wurde aufeinander aufbauend
untersucht (angedeutet durch Pfeile). In einem abschliefenden Ansatz wurde dartiber hinaus
die Zugabe von Glucose, FAD, NADH und DTT bei einer Reaktionstemperatur von 30 °C
analysiert.
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Abbildung A 14: Analyse der C11-FS optimierten Bedingungen im Hinblick auf die Hydratisierung von 1-Decen

Die Analyse zum Einfluss der verschiedenen Additive auf die Hydratisierung von 1-Decene erfolgte aufeinander aufbauend
(durch Pfeile angedeutet) unter Verwendung von 50 mg/ml Em-OAH Biofeuchtmasse bei 25 °C. Darliber hinaus wurde die
Produktbildung unter Zugabe aller Komponenten bei 30 °C untersucht. Die Quantifizierung des Substrates 1-Decen (o) und
des Produktes 2-Decanol (m) nach dreitagiger Inkubation erfolgte mittels GC-FID. (verandert nach Demming et al.*%)
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Die Verwendung von Methyl-, Ethyl- und Propylhexanoat sowie Hexanal und 1-Hexanol als
alternative Dummy-Substrate resultierte in einer erfolgreichen Hydratisierung von 1-Decen zu
2-Decanol (Abbildung A 15). Die GC-Analyse zeigte jedoch, dass die Fettsaureester im Laufe
der Inkubation durch zelluldare Enzyme vollstandig zu Hexanséure hydrolysiert wurden und
auch in den Hexanal und 1-Hexanol Ansétzen wurden infolge einer Oxidation geringe

Hexansaure-Konzentrationen detektiert.
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Abbildung A 15: 1-Decen Hydratisierung durch das Em-OAH Wildtypenzym mithilfe alternativer Dummy-Substrate
Die Biotransformationen wurden unter optimierten Bedingungen (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM
FAD) mit 0,5mM Substrat und 0,5mM Dummy-Substrat und einer finalen DMSO-Konzentration von 1% (v/v)
durchgefiihrt. Nach zweitagiger Inkubation wurde die Produktbildung mittels GC-FID analysiert. Dargestellt ist die relative
Produktbildung, wobei das Ergebnis des Hexansdure-Ansatzes auf 100 % gesetzt wurde. Die relative Produktbildung des
Ansatzes ohne Dummy-Substrat (ohne Dummy) ist mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet.

Die Hydratisierung der Alkene 1-Dodecen und 1-Octen durch das Em-OAH Wildtypenzym
erfolgte unter optimierten Bedingungen bei 25 °C. Nach viertagiger Inkubation wurden die
Ansétze extrahiert und mittels chiraler GC analysiert. Es wurde ein sehr kleiner S-2-
Dodecanol bzw. S-2-Octanol Peak identifiziert, welcher in den pET28a(+) Kontrollansatzen
nicht auftrat (Abbildung A 16). Der Einsatz von Heptansdaure als Dummy-Substrat anstelle
von Hexansdure resultierte bei beiden Substraten in eine leichte Steigerung der
Produktbildung.
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_| pET28a(+) + Hexansiiure

Abbildung A 16: Chirale GC-Analyse der 1-Dodecen (oben) bzw. 1-Octen (unten) Em-OAH Biotransformationen

Der Umsatz der beiden Alkene 1-Dodecen und 1-Octen wurde unter optimierten Bedingungen mit einer &quimolaren
Konzentration des Hexansdure- bzw. Heptansdure-Dummy-Substrates analysiert. E.coli BL21 (DE3) pET28a(+)
Ganzzellbiotransformationen mit dem jeweiligen Substrat und Hexansdure/Heptansaure-Dummy-Substrat dienten als
Negativkontrolle. Die Auswertung der Stereoselektivitat erfolgte mithilfe einer chiralen GC-Analyse.

Die Em-OAH Mutanten wurden hinsichtlich ihres Substratspektrums analysiert.
Reaktionsbedingungen, Inkubationszeit, Probenaufbereitung und GC-Analyse wurden auf das
jeweilige Substrat angepasst. Die Aktivitat des Wildtypenzyms mit den verschiedenen
Substraten wurde jeweils auf 100 % gesetzt (gestrichelte Linie).

Abbildung A 17 présentiert das Ergebnis der Em-OAH F227-Varianten im Hinblick auf die
Hydratisierung von Palmitinséure (C16) und Myristoleinsaure (C14). Der Umsatz der beiden
Fettsduren wurde im Vergleich zum Wildtypenzym durch die Einfihrung der Aminoséauren

Leucin, Tyrosin und Tryptophan (deutlich) reduziert.
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Abbildung A 17: Palmitinsdure (C16) und Myristoleinsaure (C14) Hydratisierung der Em-OAH F227-Varianten
Fettsdure-Biotransformationen wurden im 500 ul  MaBstab in  1,5ml Reaktionsgefalen durchgefiihrt. Die
Reaktionsbedingungen, Inkubationszeit und Probenaufbereitung wurden auf das jeweilige Substrat angepasst. Die
Reaktionen wurden durch Substratzugabe (0,5 mM, 1 % finale DMSO Konzentration) gestartet. Nach erfolgter Inkubation
wurde die Produktbildung mittels GC-FID analysiert. Dargestellt ist die relative Produktbildung, wobei das Ergebnis des
Wildtyp-Ansatzes auf 100 % gesetzt wurde (gestrichelte Linie).

10-Hydroxyhexadecansaure (m); 10-Hydroxytetradecanséure (o)

Die Sattigungsmutagenese des Alanins 248 bestatigt die grofle Bedeutung dieser
Aminosaureposition fur die Substratspezifitat. Abbildung A 18 prasentiert das Ergebnis des
Aktivitatsscreenings mit  den C18-C14 Fettsauren Olsaure, Palmitinsaure und
Myristoleinsdure. Wahrend die Aktivitat fast aller VVarianten mit den langkettigen Substraten
Olsaure und Palmitinsaure deutlich verringert war, zeigte die Mutation zumeist keinen groRen

Einfluss auf die Hydratisierung der mittelkettigen C14-Fettsaure Myristoleinsaure.
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Abbildung A 18: Fettsaure-Hydratisierung (C18-C14) der Em-OAH A248-Varianten

Fettsdure-Biotransformationen wurden im 500 ul MaRstab in  1,5ml ReaktionsgefdRen durchgefiihrt. Die
Reaktionsbedingungen, Inkubationszeit und Probenaufbereitung wurden auf das jeweilige Substrat angepasst. Die
Reaktionen wurden durch Substratzugabe (0,5 mM, 1 % finale DMSO Konzentration) gestartet. Nach erfolgter Inkubation
wurde die Produktbildung mittels GC-FID analysiert. Dargestellt ist die relative Produktbildung, wobei das Ergebnis des
Wildtyp-Ansatzes auf 100 % gesetzt wurde (gestrichelte Linie).

10-Hydroxyoctadecansdure (m); 10-Hydroxyhexadecansdure (m); 10-Hydroxytetradecanséure (1)
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Abbildung A 19 prasentiert das Ergebnis des Aktivitatsscreenings der A248-
Sattigungsmutagenese mit der C11-Fettsaure (Z)-Undec-9-enséure, und den Alkenen 1-Decen
und 1-Octen. Wéhrend die Hydrataseaktivitat mit dem Alken 1-Decen bei fast allen Mutanten
deutlich verringert war, wurde im Falle der kurzkettigen C11-Fettsaure und des 1-Octens fir
viele Varianten im Vergleich zum Wildtyp eine Steigerung der relativen Produktbildung
beobachtet.
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Abbildung A 19: Fettsdure (C11) und Alken (C10-C8) Hydratisierung der Em-OAH A248-Varianten

Fettsdure- und Alken-Biotransformationen wurden im 500 pl MaRstab in 1,5 ml ReaktionsgefdRen bzw. 2 ml Glas-Vials
durchgefiihrt. Die Reaktionsbedingungen, Inkubationszeit und Probenaufbereitung wurden auf das jeweilige Substrat
angepasst. Die Reaktionen wurden durch Substratzugabe (0,5 mM, 1 % finale DMSO Konzentration) gestartet. Fir die
Alkene wurde Heptansaure als Dummy-Substrat eingesetzt. Nach erfolgter Inkubation wurde die Produktbildung mittels GC-
FID analysiert. Dargestellt ist die relative Produktbildung, wobei das Ergebnis des Wildtyp-Ansatzes auf 100 % gesetzt
wurde (gestrichelte Linie).

10-Hydroxyundecansdure (m); 2-Decanol (m); 2-Octanol (o)

Die drei besten 1-Octen-Mutanten (A248V/L/l) wurden fir eine Quantifizierung des
Produktes 2-Octanol und eine Analyse der Selektivitat ausgewéhlt. Alle Mutanten zeigten
eine exzellente Stereoselektivitdt mit einem Enantiomerentberschuss von >99 % fur das S-
Enantiomer. Dargestellt ist ein Beispiel-Chromatogramm der Em-OAH A248L
Biotransformation (Abbildung A 20).
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Abbildung A 20: Chirale GC-FID Analyse der Em-OAH A248L Biotransformationen mit 1-Octen

Die 1-Octen Biotransformationen erfolgten im 500 pl MafRstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen uber acht
Tage bei 25 °C und 180 Upm. Heptansdure (0,5 mM) diente als Fettsaure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch
Substratzugabe (0,5 mM, 1 % (v/v) finale DMSO Konzentration) gestartet. In regelmaRigen Abstdnden wurde Uber GC-FID
die Zunahme des sekunddren Alkohols 2-Octanol quantifiziert. Die Analyse der Stereoselektivitét erfolgte mithilfe einer
chiralen GC. Dargestellt ist ein Beispiel-Chromatogramm.

Die Etablierung des Zweiphasensystems wurde mit den langkettigen/verzweigten/unpolaren
Losemitteln  Dodecansauremethylester (DAME), Bis(2-ethylhexyl)phthalat (BEHP) und
Isopropylmyristat (IPM) fortgefiihrt. Die relative Produktbildung wurde bei drei
verschiedenen Substratkonzentrationen (10 mM, 20 mM, 30 mM) ermittelt (Abbildung A 21).
Der hdchste Substratumsatz wurde unter Verwendung von BEHP mit 10 mM und 20 mM 1-

Octen und Heptanséure (Dummy-Substrat) beobachtet.
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Abbildung A 21: 1-Octen-Hydratisierung in Zweiphasensystemen mit 10-30 mM Substrat und Dummy-Substrat

Die Biotransformationen wurden im 500 pl MaRstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen mit der Em-OAH
Variante A248L durchgefiihrt. Heptansdaure (10-30 mM) diente als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden
durch Substratzugabe (10-30 MM 1-Octen) gestartet. Als Kontrollansatz dienten Biotransformationen unter
Standardbedingungen (0,5 mM Substrat und Dummy-Substrat, 1 % finale DMSO-Konzentration). Fir die Analyse der
Zweiphasensysteme wurden 10 % (50 pl) organisches Losemittel hinzugegeben. Nach funftagiger Inkubation bei 25 °C und
180 Upm wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert. Das Ergebnis des Kontrollansatzes unter
Standardbedingungen wurde auf 100 % gesetzt. DAME, Dodecanséuremethylester; BEHP, Bis(2-ethylhexyl)phthalat; IPM,
Isopropylmyristat

Da sich eine Erhéhung des Losemittelvolumens negativ auf die Produktbildung auswirkte,
wurde Uberpruft, ob das Verhéltnis von Biotransformation zu organischer Phase hierbei
entscheidend ist. 1000 pl und 1500 pl Reaktionsansdtze wurden mit 200 pl bzw. 300 pl
BEHP (berschichtet, wahrend die Standardbedingungen (500 ul Biotransformation, 100 pl
organische Phase) als Kontrolle dienten. Somit wurde das Lésemittelvolumen in diesem
Versuch erhoht ohne das Verhaltnis von wassriger zu organischer Phase zu verandern. Es
zeigte sich jedoch, dass die relative Produktbildung bei VergroRerung des Gesamtansatzes

selbst bei achtfachem Substratiiberschuss sehr gering war (Abbildung A 22).
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Abbildung A 22: 1-Octen-Hydratisierung in Zweiphasensystemen mit Substrat-Uberschuss bei vergroRertem
Reaktionsvolumen

Die Biotransformationen erfolgten im 500, 1000 bzw. 1500 pl Malstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen
(100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD) mit der Em-OAH Variante A248L. Die Reaktionsansatze
wurden mit 100, 200 bzw. 300 pl BEHP Uberschichtet. Heptansdure (10 mM) diente als Fettsdure-Dummy-Substrat und die
Reaktionen wurden durch Substratzugabe (10-80 mM 1-Octen) gestartet. Als Kontrollansatz dienten Biotransformationen mit
einem &quimolaren Verhaltnis von Substrat und Dummy-Substrat (1:1, jeweils 10 mM). Nach viertdgiger Inkubation bei
25°C und 180 Upm wurde die Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert. Das Ergebnis des 500 pl-
Kontrollansatzes mit einem dquimolaren Verhéltnis wurde auf 100 % gesetzt. Bei der Angabe der Verhdltnisse bezieht sich
die erste Zahl jeweils auf das Substrat und die zweite Zahl auf das Dummy-Substrat (Bsp. 4:1, 40 mM 1-Octen und 10 mM
Heptansaure).

Relative Produktbildung [%]

1:1 4:1 6:1 8:1 11 4:1 6:1 8:1

Die Em-OAH Variante A248L wurde hinsichtlich eine Hydrataseaktivitat mit dem C7-Alken
1-Hepten analysiert. Es wurden 1-Decen-optimierte Bedingungen eingesetzt und Heptansaure
diente als Dummy-Substrat. Dargestellt ist ein Ausschnitt des Chromatogramms der GC-
Analyse (Abbildung A 23).

Interner Standard
1-Pentanol

2-Heptanol

Abbildung A 23: 1-Hepten Hydratisierung durch die Em-OAH A248L unter Standardbedingungen

Die Reaktionen wurden als Ganzzellbiotransformationen (50 mg/ml) unter 1-Decen-optimierten Bedingungen (100 mM
Glucose, 0,3 mM FAD) durchgefiihrt und durch Zugabe von Substrat (0,5 mM 1-Hepten) und Dummy-Substrat (0,5 mM
Heptansdure) gestartet. Nach viertdgiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung mittels GC-FID
analysiert. Dargestellt ist ein Ausschnitt des GC-Chromatogramms.
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Die Hydratisierung des Alkens 1-Heptene durch die Em-OAH Variante A248L im
Zweiphasensystem mit BEHP wurde mit Substrat zu Dummy-Substrat VVerhaltnissen von 20:1
bis 100:1 analysiert. Im Rahmen dieser Experimente wurde die Heptansaure-Konzentration
auf 5mM bzw. 2,5mM erniedrigt. Biotransformationen unter Standardbedingungen
(50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD, 0,5 mM Substrat und Dummy-
Substrat, 1% finale DMSO-Konzentration) ohne Zweiphasensystem dienten als
Kontrollansatz. Die hdchste relative Produktbildung wurde mit 300 mM 1-Hepten und 5 mM
Heptansaure (Verhaltnis von 60:1) ermittelt (Abbildung A 24).
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Abbildung A 24: 1-Hepten Hydratisierung im Zweiphasensystem mit Substrat-Uberschuss

Die Biotransformationen erfolgten im 500 pl Malstab in 2 ml Glas-Vials unter optimierten Bedingungen (100 mg/ml
Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD) mit der Em-OAH Variante A248L. Die Ansatze wurden mit 100 pl BEHP
Uberschichtet. Heptansdure (5 mM bzw. 2,5 mM) diente als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch
Substratzugabe (100-300 mM 1-Hepten) gestartet. Als Vergleich dienten Biotransformationen unter Standardbedingungen
(50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD, 0,5mM Substrat und Dummy-Substrat, 1 % finale DMSO-
Konzentration) ohne Zweiphasensystem. Nach viertagiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung
(Duplikate) mittels GC-FID analysiert. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert der Doppelbestimmung. Das Ergebnis des
Kontrollansatzes unter Standardbedingungen wurde auf 100 % gesetzt. Bei der Angabe der Verhaltnisse bezieht sich die erste

Zahl jeweils auf das Substrat und die zweite Zahl auf das Dummy-Substrat (Bsp. 20:1, 100 mM 1-Hepten und 5 mM
Heptansaure).

Die Hydratisierung des Alkens 1-Hepten wurde durch die Etablierung und Optimierung eines
Zweiphasensystems mit BEHP deutlich verbessert. Die hdchste relative Produktbildung
wurde mit einem 60:1 Verhéltnis von Substrat (300 mM 1-Hepten) zu Dummy-Substrat
(5 mM Heptanséure) ermittelt. Abbildung A 25 présentiert den direkten Vergleich der
Produktbildung (2-Heptanol) unter ,,Standardbedingungen* (50 mg/ml Biofeuchtmasse,
100 mM Glucose, 0,3 mM FAD, 0,5 mM 1-Hepten, 0,5 mM Heptanséure, 1 % finale DMSO-
Konzentration) und im optimierten Zweiphasensystem (100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM
Glucose, 0,6 mM FAD, 100 pl BEHP, 300 mM 1-Hepten, 5 mM Heptansdure). Dargestellt ist
ein Ausschnitt der Gbereinandergelegten GC-Chromatogramme.
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Abbildung A 25: 1-Hepten Hydratisierung durch die Em-OAH A248L unter Standardbedingungen und im
optimierten Zweiphasensystem

Die Biotransformationen wurden unter ,,Standardbedingungen® (50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD,
0,5mM 1-Hepten, 0,5mM Heptanséure, 1% finale DMSO-Konzentration) und im optimierten Zweiphasensystem
(100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 100 ul BEHP, 300 mM 1-Hepten, 5 mM Heptanséure)
durchgefiihrt. Nach viertdgiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung mittels GC-FID analysiert.
Dargestellt ist ein Ausschnitt der ibereinandergelegten GC-Chromatogramme im Bereich des internen Standards und des 2-
Heptanol Produkt-Signals.

1-Hepten diente als Modellsubstrat fur die Optimierung der Reaktionsbedingungen zur
Hydratisierung  Kkurzkettiger Alkene ohne Anwendung eines Zweiphasensystems.
Verschiedenste Parameter (u. a. Substrat-/DMSO-Konzentration und Assay-Volumen) zeigten
einen deutlichen Einfluss auf die enzymatische Aktivitdt. Um die Resultate zu bestatigen und
synergistische Effekte zu Uberprifen, wurde die Hydratisierung mithilfe einer statistischen
Versuchsplanung unter Verwendung von MODDE analysiert. Die Parameter wurden wie
unten dargestellt definiert (Tabelle A 1) und die Zusammensetzung der Biotransformationen
durch MODDE vorgegeben (Full Fac (2 levels), interaction model). Die Auswertung erfolgte
anhand der GC-Daten mithilfe der MODDE-Software (Abbildung A 26).

Tabelle A 1: Parameter zur Anwendung einer statistischen Versuchsplanung mithilfe von MODDE

Parameter Grenze A Grenze B
DMSO 1% 8%
= 0,5 mM Substrat & Dummy =4 mM Substrat & Dummy
Waschschritt ja nein
Schiitteln ja nein
Volumen der Gasphase oml 1,5ml
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Abbildung A 26: 4D-Plot der MODDE-basierten Analyse zur 1-Hepten-Hydratisierung
Die Biotransformationen erfolgten im 500 pl MaRstab in 2 ml Glas-Vials mit 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD und 50 mg/ml
Em-OAH Variante A248L. Heptansdure (0,5-4 mM) diente als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch
Substratzugabe (0,5-4 mM 1-Hepten) gestartet. Nach dreitdgiger Inkubation bei 25°C (und 180 Upm) wurde die
Produktbildung (Produktflache geteilt durch interner Standard) mittels GC-FID analysiert und mithilfe der MODDE-
Software ausgewertet.
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Fir eine weitere Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden verschiedene Biomasse-,
Glucose- und FAD-Konzentrationen bei direkter Zugabe von 10-30 mM 1-Hepten und
Heptansaure analysiert (Abbildung A 27). Die Produktbildung eines Kontrollansatzes mit
50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3mM FAD und 10 mM Substrat- und
Dummy-Substrat-Konzentration wurde auf 100% gesetzt. Die hochste relative
Produktbildung wurde mit 100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD und

10 mM 1-Hepten und Heptanséure erhalten.

50 mg/ml Biofeuchtmasse
100 mM Glucose
0,3 mM FAD

100 mg/ml Biofeuchtmasse
200 mM Glucose

180 1 0,6 MM FAD

160 -
140 -
120 -
100

80 -
60 -

Relative Produktbildung [%]

40 -
20 -

10 mM 20mM 30 mM 10 mM 20 mM 30 mM

Abbildung A 27: Optimierung der Biomasse-, Glucose-, FAD- und Substrat/Dummy-Substrat-Konzentration zur
Hydratisierung von 1-Hepten

Die Biotransformationen erfolgten im 2 ml MafRstab in 2 ml Glas-Vials mit 100/200 mM Glucose, 0,3/0,6 mM FAD und
50/100 mg/ml Em-OAH Variante A248L. Heptanséure (10-30 mM) diente als Fettsaure-Dummy-Substrat und die Reaktionen
wurden durch Substratzugabe (10-30 mM 1-Hepten) gestartet. Substrat und Dummy-Substrat wurden in &quimolarer
Konzentration ohne DMSO-Cosolvens eingesetzt. Nach zweitdgiger Inkubation bei 25°C und 180 Upm wurde die
Produktbildung (Triplikate) mittels GC-FID analysiert. Das Ergebnis eines Kontrollansatzes unter Standardbedingungen
(50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD) mit 10 mM Substrat und Dummy-Substrat wurde auf 100 %
gesetzt.

Die Hydratisierung des Alkens 1-Hepten wurde durch die Optimierung der
Reaktionsbedingungen auch ohne Verwendung einer organischen Phase deutlich verbessert.
Die hdochste relative Produktbildung wurde mit 2 ml Reaktionsvolumen, 100 mg/mi
Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 30 mM 1-Hepten und 10 mM Heptansaure
ohne das Cosolvens DMSO erhalten. Im Vergleich zum Kontrollansatz war die Bildung des
Produktes 2-Heptanol unter Anwendung der Optimierungsschritte 33-fach erhéht. Abbildung
A 28 présentiert den direkten Vergleich der Produktbildung unter ,,Standardbedingungen*
(500 ul Reaktionsvolumen, 50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100 mM Glucose, 0,3 mM FAD,
0,5mM 1-Hepten, 0,5 mM Heptansdure, 1% finale DMSO-Konzentration) und nach
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Optimierung der Reaktionsbedingungen. Dargestellt ist ein Ausschnitt der (bereinander
gelegten GC-Chromatogramme.

2-Heptanol Interner Standard

1-Octanol

Optimierte Bedingungen

L

4 Standardbedingungen ’/LﬁL k

450 ATE £.00 £ 550 ETE 800 825 B850

Abbildung A 28: 1-Hepten Hydratisierung durch die Em-OAH A248L unter Standardbedingungen und nach
Optimierung der Reaktionsbedingungen

Die Biotransformationen wurden unter ,,Standardbedingungen® (500 pl Reaktionsvolumen, 50 mg/ml Biofeuchtmasse, 100
mM Glucose, 0,3 mM FAD, 0,5 mM Substrat & Dummy-Substrat, 1% finale DMSO-Konzentration) und optimierten
Bedingungen (2 ml Reaktionsvolumen, 100 mg/ml Biofeuchtmasse, 200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 30 mM 1-Hepten,
10 MM Heptansdure, kein DMSO) durchgeflihrt. Nach zweitdgiger Inkubation bei 25°C und 180 Upm wurde die
Produktbildung mittels GC-FID analysiert. Dargestellt ist ein Ausschnitt der ibereinandergelegten GC-Chromatogramme im
Bereich des internen Standards und des 2-Heptanol Produkt-Signals.

1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten wurden mithilfe der generierten Em-OAH Mutanten
erfolgreich zum jeweiligen sekundéaren Alkohol hydratisiert. Fir alle Mutanten wurde eine
ausgezeichnete Stereoselektivitat mit einem Enantiomereniberschuss groRer 99 % fir das S-
Enantiomer ermittelt. Abbildung A 29 prasentiert die Ergebnisse der chiralen GC-Analyse fiir
die Em-OAH A248L mit 1-Hepten und die Em-OAH A248W mit 1-Hexen bzw. 1-Penten.
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Abbildung A 29: Chirale GC-MS-Analyse zur Stereoselektivitdt der 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten Hydratisierung
Die Biotransformationen wurden in 2 ml Glas-Vials im optimierten BEHP-Zweiphasensystem (100 mg/ml Biofeuchtmasse,
200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 100 ul BEHP, 300 mM Substrat, 5 mM Heptanséure) durchgefiihrt. Nach siebentagiger
Inkubation bei 25 °C und 180 Upm erfolgte die Analyse der Stereoselektivitat mittels chiraler GC-MS. Die Messung der 1-
Hepten-Biotransformationen wurde im Scan-Modus vorgenommen, die 1-Hexen- und 1-Penten-Assays wurden im SIM-
Modus (84,1 m/z bzw. 87,1 m/z) analysiert. Entsprechende Standards (oben) dienten zur Identifizierung der verschiedenen
Produkte (unten).

Die Hydratisierung der Alkene 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten mithilfe der generierten Em-
OAH Mutanten war erfolgreich. Um die Zeitabh&ngigkeit der Hydratisierungsreaktion zu
analysieren, wurde die Produktbildung mit der besten Variante fur jedes Substrat tiber sieben
Tage quantifiziert (Abbildung A 30).
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Abbildung A 30: Zeitabh&ngige Hydratisierung der Alkene 1-Hepten, 1-Hexen und 1-Penten mit den besten Em-OAH
Varianten

Die Biotransformationen wurden in 2 ml Glas-Vials im optimierten BEHP-Zweiphasensystem (100 mg/ml Biofeuchtmasse,
200 mM Glucose, 0,6 mM FAD, 100 ul BEHP, 300 mM 1-Hepten, 5 mM Heptansaure) durchgefiihrt. Analysiert wurde die
Hydrataseaktivitdt der Em-OAH Variante A248L mit 1-Hepten und der Variante A248W mit 1-Hexen bzw. 1-Penten. Die
Ansétze wurden bei 25 °C und 180 Upm inkubiert und in regelméRigen Abstdnden wurde Uber eine GC-FID die Zunahme
des sekundéren Alkohols quantifiziert.

2-Heptanol (e); 2-Hexanol (o); 2-Pentanol (A)

Die Verifizierung der cis-2-Hexen Hydratisierung mithilfe der Em-OAH A248W erfolgte mit
Heptansdure, Hexanséure bzw. Pentansdure als Dummy-Substrat (jeweils 5 mM). Darlber

hinaus wurden drei verschiedene Substratkonzentrationen eingesetzt (0,3-1 M cis-2-Hexen).
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Die Analyse der Produktbildung erfolgte nach viertagiger Inkubation mittels GC-FID. Mit
dem Pentanséure-Dummy-Substrat wurde insbesondere bei erhdhter Substratkonzentration
eine deutliche Zunahme der Peakstéarke beobachtet (Abbildung A 31).

0,02 - 0,3M 0,6 M 1M
' cis-2-Hexen cis-2-Hexen cis-2-Hexen

0,016 -
0,012 -

0,008 -

Produktflache/IS [AU]

0,004 -

0 .
Heptanséure Hexansaure Pentanséure Pentanséure Pentanséure

Abbildung A 31: Cis-2-Hexen Hydratisierung durch die Em-OAH A248W

Die Biotransformationen wurden in 2 ml Glas-Vials im optimierten BEHP-Zweiphasensystem (100 mg/ml Biofeuchtmasse,
200 mM Glucose, 0,6 MM FAD, 100 pl BEHP, X mM cis-2-Hexen, 5 mM Dummy-Substrat) durchgefiihrt. Heptanséure,
Hexansdure bzw. Pentansdure dienten als Fettsdure-Dummy-Substrat und die Reaktionen wurden durch Substratzugabe
gestartet. Nach viertdgiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung (Duplikate) mittels GC-FID
quantifiziert.

1-Octen wurde als Modelsubstrat fiir die Alken-Hydratisierung durch die Em-OAH A248L-
Variante im semi-praparativen Malistab ausgewdhlt. Da fur die Analyse der isolierten
Ausbeute, der Stereoselektivitat, des NMR-Spektrums und der exakten Masse mindestens
20 mg Produkt bendtigt wurden, wurde in einem Vorversuch ein Kompromiss zwischen einer
hohen Umsatzrate und einer ausreichenden Produktkonzentration gesucht. Tabelle A 2
prasentiert die Ergebnisse zur 1-Octen-Hydratisierung der Em-OAH A248L mit Heptanséure-
Dummy-Substrat.

Tabelle A 2: VVorversuch zur 1-Octen-Hydratisierung im semi-préaparativen Mafstab

1-Octen-Konzentrationen von 0,5 mM bis 2,5 mM bei dquimolarer Konzentration des Heptanséure-Dummy-Substrates (1-
5% (v/iv) DMSO) wurden analysiert. Angewandt wurden die optimierten Reaktionsbedingungen ohne Verwendung eines
organischen Ldsemittels (2 ml Reaktionsvolumen, 100 mg/ml Biofeuchtmasse (Em-OAH A248L), 200 mM Glucose, 0,6 mM
FAD). Nach viertégiger Inkubation bei 25 °C und 180 Upm wurde die Produktbildung mittels GC-FID quantifiziert (2.12.4).

1-Octen [mM] Heptansdure [mMM] DMSO (viv) 2-Octanol [mM] Umsatz [%]
0,5 0,5 1% 0,43 86
1 1 2% 0,78 78
15 1,5 3% 0,71 48
2,0 2,0 4% 0,74 37
2,5 2,5 5% 0,77 31
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