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Zusammenfassung

In vorliegender Dissertation werden Grundlagen fur die in situ Synthese von Polyketid-
Sekundarmetaboliten erarbeitet. Die Verwendung permeabilisierter Escherichia coli Zellen ist ein
neuartiger, vielversprechender Ansatz zur Synthese von komplexen Sekunddrmetaboliten. Eine
Behandlung von Zellen mit geringen Konzentrationen geeigneter Detergenzien fiihrt dazu, dass
niedermolekulare Verbindungen die Zellmembran ungehindert passieren koénnen, wahrend grofere
Biopolymere, wie z.B. Enzyme, in der Zelle verbleiben und fur Synthesen genutzt werden konnen.
Analyse und Manipulation des metabolischen Netzwerks ermdglichen darliber hinaus das Design
mafBgeschneiderter Biokatalysatoren. Durch Substratlimitierung kénnen die permeabilisierten Zellen dazu
genutzt werden, moglichst selektiv einzelne Biosyntheserouten zu bevorzugen. Zunachst wurde geprift,
ob es grundsatzlich mdoglich ist, den zellfremden Polyketid-Sekundarmetaboliten Flaviolin in
permeabilisierten E. coli Zellen zu synthetisieren. Bedingungen fiir die Permeabilisierung der
Zellmembran von E. coli BL21 wurden hierzu ermittelt und optimiert. Anhand der Anforderungen zur
selektiven Synthese von Flaviolin wurde eine geeignete Syntheseroute ausgewéhlt. Die Syntheseroute
wurde durch gezielte Uberexpression von Schliisselenzymen (Acetyl-CoA-Synthase (Acs) und Polyketid-
Synthase (RppA)), sowie Deletion von Enzymen, welche unerwiinschte Nebenreaktionen katalysieren
(Acetat-Kinase (AckA) und Phospho-Transacetylase (Pta)), weiter optimiert. Darauf aufbauend konnte die
Synthese von Oxytetracyclin (OTC) in permeabilisierten E. coli Zellen realisiert werden. Zur
erfolgreichen Umsetzung der Synthese kamen modulare Versorgungssysteme fiir die bendtigten
Cofaktoren ATP, NADPH und SAM zum Einsatz, welche speziell fiir die Anforderungen einer Synthese
mit permeabilisierten Zellen adaptiert wurden. Die Produktivitdt von einem Gramm des entwickelten
Katalysatorgemischs, bestehend aus finf E. coli Stammen, betragt 3,6- 10~3 nmol Oxytetracyclin pro
Stunde und erreicht eine Endkonzentration von 1,88- 10~3 mmol/L. Fiir Synthesen komplexer Polyketide
konnte in dieser Machbarkeitsstudie eine vollig neue Methode erschlossen werden. Eine Umsetzung in

industrielle Produktionen bedarf noch weiterer Optimierung der Biokatalysatoren.



Summary

The foundations for in situ Synthesis of natural compounds, especially polyketide secondary metabolites,
are subject of this thesis. Using permeabilised cells for the synthesis of complex structures is a new,
promising technique. Treatment of cells with low concentrations of surfactants enables low molecular
weight compounds to diffuse through the membrane, while large biopolymers, i.e. enzymes, are trapped
inside the cell and can be used for syntheses. Analysis and manipulation of the metabolic network allows
for the design of tailored biocatalysts. Permeabilized cells can be used to selectively address distinct
biosynthetic routes by limiting the substrates. First, the synthesis of the heterologous polyketide secondary
metabolite flaviolin in permeabilized cells of E. coli was tested. Conditions for successful
permeabilization of the cellular membrane were determined and optimized. Synthesis routes for flaviolin
were developed depending on the demand of a selective synthesis. The synthesis was further optimized by
overexpression of key enzymes (acetyl-CoA synthase (Acs) and polyketide synthase (RppA)) and deletion
of enzymes catalyzing undesired side reactions (acetate-kinase (AckA) and phospho-transacetylase (Pta)).
Based on the results, the synthesis of oxytetracycline (OTC) could be realized in permeabilized cells of E.
coli. Modular supply modules supporting the reaction were developed for the essential cofactors ATP;
NADPH and SAM regarding the demands of in situ synthesis. The productivity of one gram of the
biocatalyst mixture, containing of five strains of E. coli, could be determined as 3,6: 10~3 nmol
oxytetracycline per hour, reaching a final concentration of 1,88: 103 mmol/L. For the synthesis of
complex polyketide secondary metabolites, this proof of principle study reveals a completely new method.

Implications in industrial processes, however, require further optimizations of the biocatalysts.
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1. Einleitung

1.1 Hinfiihrung zum Thema

Eine der Aufgaben, welcher sich die synthetische Chemie annimmt, besteht in der Herstellung von
Feinchemikalien. Dabei sind die komplexen Strukturen von Naturstoffen von besonderer Relevanz. Durch
evolutiondre Optimierung sind hochpotente Wirkstoffen entstanden, welche gezielte Funktionen bei
Verteidigung und Signaliibertragung Ubernehmen. In der Entwicklung neuer Arzneistoffe spielen
Naturstoffe daher eine essentielle Rolle. Sie dienen als Leitstrukturen zur Synthese therapeutisch aktiver
Substanzen. Die Synthese interessanter Molekile in industriellem MaRstab ist daher von enormer
Bedeutung flr eine breite Anwendung. Die organische Synthese hélt eine Vielzahl von Reaktionen bereit
um die Zielmolekule effizient herzustellen. Dennoch stof3en die Verfahren aufgrund der Komplexitat von
Naturstoffen und deren komplizierten Strukturen schnell an ihre Grenzen. Effektiver kdnnen dabei
biotechnologische Methoden sein, mit welchen die gewinschten Produkte aus Kulturen genetisch
optimierter Mikroorganismen gewonnen werden. In die Licke zwischen diesen Verfahren tritt die
Biokatalyse mit permeabilisierten Zellen. Grundlagen aus der Biotechnologie werden dabei genutzt um
organisch-chemische Probleme aufzugreifen. Uber die letzten Jahrzehnte hinweg wurden enorme
Fortschritte auf dem Gebiet der Biokatalyse erzielt, welche die Effizienz biokatalytischer Prozesse
verbessern und diesen Ansatz zu einer Alternative in der Naturstoffsynthese heranreifen lielen. Man
spricht derzeit von der dritten Welle der Biokatalyse (Moore und Bornscheuer, 2014), welche aufbauend
auf den Erkenntnissen der Genom- und Enzymforschung zusammen mit verldsslichen Methoden zur
Modifikation der katalytisch-aktiven Komponenten vielversprechende Mdglichkeiten bietet um sich einem

Syntheseproblem zu nahern.

1.2 Das synthetische Potential der Natur

Vom Mikroorganismus bis hin zum komplexen Wirbeltier ist jede Zelle ein hochkomplexes System aus
biochemischen Prozessen, welches darauf abzielt Ressourcen aus der Umgebung aufzunehmen und
umzuwandeln. Als Schranke zwischen Zelle und Umwelt dient die Zellmembran, eine Phospholipid-
Doppelschicht, welche das Zytoplasma an der Diffusion in die Umgebung hindert. Die &uRRere Hdlle
ermdglicht es der Zelle biochemische Prozesse im Inneren zu steuern und die Vitalitat durch einen fein
abgestimmten Stoffwechsel aufrecht zu erhalten. Der Metabolismus versorgt die Zelle mit Energie und
Molekiilbausteinen um hochkomplexe Strukturen fiir die Proliferation aufzubauen. Es sind lediglich zwolf

essentielle Precursormolekiile sowie Kohlendioxid, Stickstoffverbindungen, Phosphate und Sulfate nétig,

Seite | 9
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um Biopolymere zu synthetisieren. Vom Bakterium bis zum Mensch bildet dieses Netzwerk die

Grundlage fiir Leben.

Biochemische Reaktionen werden meist von Enzymen Kkatalysiert und erreichen eine (berragende
Effizienz. Enzymatisch katalysierte Reaktionen ermdglichen es, chemische Reaktionen in einer
physiologischen Umgebung zu realisieren. Enzyme stabilisieren den Ubergangszustand chemischer
Umwandlungen durch Koordinierung der Substrate im katalytisch aktiven Zentrum, wodurch die
Aktivierungsenergie herabgesetzt wird. Milde Reaktionsbedingungen, hohe Substratselektivitdt und
stereochemisch wohldefinierte Produkte sind ein enormer Vorteil enzymatisch katalysierter Reaktionen.
Die Zelle steuert die Aktivitat der Enzyme dabei auf mehreren Ebenen um bei Bedarf Stofffllisse
umzuleiten. Zum einen sind die Enzyme selbst meist durch Feedbackinhibierungen reguliert und reagieren
auf Konzentrationsunterschiede ihrer Substrate und Produkte. Zum anderen kann auch durch
Beeinflussung der Transkription die Enzymmenge kontrolliert werden, wobei auch die Gene selbst einer
Regulation unterliegen. So ist es der Zelle moglich auf Umwelteinfllisse zu reagieren, mit dem Ziel, unter

mdoglichst geringem Aufwand den maximalen Nutzen zu generieren.

1.3 Ziel und Aufbau der Arbeit

Das Ziel der Arbeit ist die Aufklarung der Grundprinzipien zur Synthese komplexer Naturstoffe mit
permeabilisierten Zellen am Beispiel von Polyketid-Sekundarmetaboliten. Dabei sollen Méglichkeiten zur
Synthese von Flaviolin und Oxytetracyclin in permeabilisierten Escherichia coli Zellen entwickelt
werden. Hierzu werden die benétigten Stoffwechselwege mit Expressionsvektoren in eine genetisch
optimierte Zelle eingeschleust. Anhand des metabolischen Netzwerks von E. coli werden mdgliche
Syntheserouten entwickelt und durch gezielte Gendeletionen stérende Enzyme ausgeschaltet, bzw. durch
Uberexpression von Genen die Aktivitat von Schliissel-Enzymen verbessert. Regenerationsverfahren fir
relevante Cofaktoren werden entsprechend den Anforderungen einer Synthese in permeabilisierten Zellen
adaptiert, so dass die Zielmolekile Flaviolin und Oxytetracyclin schlieBlich aus kostenginstigen

Vorlaufern gebildet werden sollen.

Zunéchst werden die Hintergriinde aus Wissenschaft und Forschung ausgefiihrt um die Methodik bei der
Erarbeitung der gewonnenen Erkenntnisse zu verstehen. Die Ergebnisse werden daraufhin préasentiert und
diskutiert, wobei ausfiihrlich auf Faktoren eingegangen wird, welche zu diesen gefiihrt haben. Kapitel 5

enthalt die Methoden und Arbeitstechniken, welche bei den praktischen Arbeiten eingesetzt wurden.
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2. Forschungsstand

Das folgende Kapitel entspricht in weiten Teilen dem Inhalt des Review-Artikels ,, Directed Multistep
Biocatalysis  Using Tailored Permeabilized Cells” der Serie , Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology — Fundamentals and Application of New Bioproduction Systems‘* erschienen

im Springer Verlag (Krauser et al., 2013).

2.1 Gerichtete Mehrschritt-Biokatalyse mit permeabilisierten Zellen

Hintergrund

In unzéhligen evolutiondren Schritten entwickelte die Natur ein beeindruckendes Repertoire an Strategien
zur Synthese organischer Molekile und Strukturen. Nahezu jedes kohlenstoff-, stickstoff-, sauerstoff- oder
schwefelhaltige Grundgeriist, samt funktionalen Gruppen, kann prinzipiell durch biochemische
Umwandlung hergestellt werden. Eine grof3e Zahl unterschiedlicher, enzymatisch katalysierter Reaktionen
unterstiitzen das Wachstum und Uberleben der Zelle (Lopez-Gallego und Schmidt-Dannert, 2010). Nicht
nur die Substrat- und Reaktionsspezifitat, sondern auch die Effizienz enzymatischer Reaktionen ist in der
Regel den vom Menschen entwickelten chemischen Prozessen (iberlegen. Die neuesten Entwicklungen in
biochemischer Forschung ermdglichen einen detaillierten Einblick in die mechanistischen Abldaufe und
Zusammenhénge zwischen Struktur und Reaktivitat. Zusétzlich erlauben neue Techniken die Modifikation
von Enzymen zur Optimierung fir gezielte Anwendungen. Sogar Enzyme mit ganzlich neuartiger
Funktion kénnen mit modernen Methoden vorhergesagt und umgesetzt werden (Siegel et al., 2010). Die
Biokatalyse wird zu einem immer wichtigeren Aspekt technologischer Entwicklungen und industrieller
Prozesse (Bornscheuer et al., 2012; Moore und Bornscheuer, 2014). Die Unterstlitzung der Forschung im
Labor durch Informatik und datengestiitzte Netzwerkmodelle er6ffnen neue Mdglichkeiten fir in vivo und
in vitro Anwendungen von mehrstufigen biokatalytischen Synthesen.

Derzeit nutzen etwas mehr als 100 kommerzielle Anwendungen Enzyme im industriellen MaRstab (Liese
et al., 2000). Aufgrund der fur gewdhnlich hohen Preise fir die Entwicklung potenter Industrieenzyme
und der im Vergleich zur organischen Synthese langen Entwicklungszeit werden biokatalytische Prozesse
nur selten in Betracht gezogen. Hinzu kommt eine geistige Schranke im Kopf vieler Synthesechemiker
sich der enzymatischen Umwandlungen zu bedienen (Wohlgemuth, 2011). Nichts desto trotz geht der
Trend in Richtung biotechnologischer Prozesse. Der 6kologische FuRabdruck industrieller Verfahren, der
sogenannte E-Faktor, erlangt eine immer grofRere Bedeutung, da er auch mit der Wirtschaftlichkeit der
Produktion zusammenhédngt (Aehle, 2004; Drauz und Waldmann, 2012; Heinzle et al., 2006;
Wohlgemuth, 2010). Biokatalytische Prozesse haben im Vergleich zur organischen Synthese in der Regel
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geringere Okologische Auswirkungen, wie zum Beispiel bei der selektiven Oxidation von Zuckern
(Schneider et al., 2012). In anderen Féllen sind die chemischen Alternativen im Vorteil (Kuhn et al.,
2010). Manche biochemischen Routen zur Synthese sind mit organisch-chemischen Methoden Uberhaupt
nicht realisierbar, z.B. bei der Herstellung hochkomplexer pharmazeutischer Wirkstoffe.

Die in vivo Synthese zur Herstellung komplexer Molekile kann durch gezielte Manipulation des
Stoffwechsels von Mikroorganismen relativ glnstig realisiert werden. Eine Limitierung der Prozesse
durch den Anspruch der eingesetzten Zellen auf Vitalitat, Transportbarrieren fir Substrate, limitierende
Reaktionsschritte im Metabolismus, sowie toxische Effekte der Produkte und ein hoher Aufwand zur
Aufreinigung der Zielmolekiils schranken die Anwendungsmaglichkeiten ganzer Zellen ein (Abbildung 1
C).

Eine Produktion mit einzelnen Enzymen in vitro ist andererseits eine gebréuchliche Alternative zur
klassischen Katalysechemie (Abbildung 1 A,B). Bezlglich Aktivitat, Stabilitdt und Substratspektrum
optimierte  Enzyme verfligen Uber hochste Umsatzraten, wahrend gleichzeitig eine (Uberragende
Selektivitat der Reaktionen erreicht wird (Bornscheuer et al., 2012). In komplexen Synthesen ist die
Verwendung von enzymatischen Schritten durch die Anforderungen des jeweiligen Enzyms an
Temperatur, pH-Wert und Puffermedium eingeschrénkt. Hinzu kommt der Bedarf an Cofaktoren mancher
Enzyme, welche in stéchiometrischen Mengen umgesetzt werden. Eine Regeneration der kostspieligen
Cofaktoren aus giinstigen Substraten (iber enzymatische Kaskaden ist bereits weit verbreitet, schrénkt die
Anwendungsmoglichkeiten aber weiter ein. Mehrstufige enzymatische Synthesen in einer one-pot
Reaktion, ohne Aufarbeitung der Intermediate, erfordern meist intensive Optimierungen der beteiligten
Enzyme um die bestmdéglichen Reaktionsbedingungen zu erreichen. Auch Zelllysate komplexer
Zusammensetzung kommen dabei zum Einsatz (You und Zhang, 2013). Des Weiteren kommen auch
synthetische Gemische von Enzymen zum Einsatz, etwa in Emulsionen (Broadwater et al., 2005), durch
Immobilisierung an Oberfldchen oder gar durch gezielte Anordnung entlang von Tragermaterialien
(Moses et al., 2013).

Eine weitere Methode, die in situ Synthese, ist die Nutzung permeabilisierter Zellen (Abbildung 1 D). Die
permeabilisierte Zellmembran ermdglicht die Diffusion niedermolekularer Substanzen zwischen dem
Zytoplasma und dem umgebenden Reaktionspuffer, wéhrend grofle Biopolymere wie Proteine und DNA
in der Zelle zuriickgehalten werden. Im Gegensatz zu Zelllysaten verbleiben Enzyme bei der in situ
Synthese in einer nativen Mikroumgebung und behalten im idealen Fall ihre naturliche Struktur. So lassen
sich makromolekulare Effekte wie die Ausbildung von Aggregaten und Enzymclustern erhalten und die
daraus resultierenden Eigenschaften fiir die Aktivitdt der Enzyme, wie z.B. Substratchanneling und
allosterische Aktivierung/Inhibition, werden bewahrt (Minton, 2006; Monti et al., 2009). Wahrend der
Herstellung permeabilisierter Zellen werden tblicher Weise alle niedermolekularen Komponenten aus der

Zelle ausgewaschen, wéhrend die mikroskopische Struktur erhalten bleibt (Kaur et al., 2009; Sestak und
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Farkas, 2001; Tryfona und Bustard, 2008). Dies entspricht einem Reset des metabolischen Netzwerks und
erlaubt es durch gezieltes Design von Reaktionskomponenten einzelne Biosynthesewege zu adressieren.
Generell lasst sich diese Methode auch mit den molekularbiologischen Veranderungen kombinieren und
ermoglicht so eine Verbesserung der Selektivitat. Anderungen des metabolischen Netzwerks umfassen
Gendeletionen, die Erhohung der Enzymmenge durch Uberexpression oder das Einfiihren heterologer
Gene. Zusétzlich lassen sich durch den Einsatz von selektiven Enzyminhibitoren unerwiinschte
Nebenreaktionen unterdriicken, welche nicht durch eine Deletion erreicht werden kénnen (Krauser et al.,
2012). Eine Interessante Alternative zur Permeabilisierung ist die Verwendung von Enzymen aus
thermophilen Organismen, bei der durch Erhitzen alle temperaturempfindlichen Komponenten inaktiviert
werden (Ye et al., 2012).

Ausgangsmaterial ’

-

— g { v

Schritt 1

Enzym 2 "One-pot" In vivo In situ
Synthese Synthese Synthese
Schritt 2

-~

- [ F

&

=0 Le e o
@ (- Schritt n
‘ "Down stream" Prozess (DSP) ]
Produkt

Abbildung 1: Typen von mehrstufigen Biosyntheseverfahren. A Synthese mit Enzymen und Intermediataufreinigung, B Synthese
mit mehreren Enzymen in einem Reaktionsansatz, C In vivo Synthese mit lebenden Organismen in Fermentationsmedien, D In
situ Synthese mit permeabilisierten Zellen.

Die aus der Verwendung permeabilisierter Zellen als Biokatalysator resultierenden Mdglichkeiten zur
Herstellung von Feinchemikalien und Wirkstoffen werden im Folgenden hervorgehoben.

Der Begriff der ,,in situ Synthese® wurde Anfang der 1960er Jahre eingefiihrt und deutet darauf hin, dass
Enzyme in ihrem natirlichen, makromolekularen Umfeld verbleiben. Diese ist nicht mit dem chemischen

Begriff der in situ Umwandlung von Substanzen zu verwechseln, wobei man eine Reaktionskomponente,
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meist aufgrund ihrer Instabilitdt, wahrend der Reaktion aus Vorlduferverbindungen herstellt.
Prokaryotische sowie eukaryotische Zellen lassen sich permeabilisieren, wobei aufgrund der
Membranbeschaffenheit die jeweils optimalen Bedingungen gefunden werden mussen (Niklas et al., 2011;
Yuan und Heinzle, 2009). Frihe Studien mit permeabilisierten Zellen lieferten bereits vielversprechende
Ergebnisse. Permeabilisierte Zellen kénnen schnell und einfach hergestellt und sogar mehrfach verwendet
werden (Felix, 1982). Die Ergebnisse dieser Arbeiten erhielten aufgrund der fehlenden genetischen und
metabolischen Verdanderungsmaoglichkeiten zur damaligen Zeit nicht die nétige Aufmerksamkeit wodurch
die Methode bei der biotechnologischen Forschung vernachlédssigt wurde. Seit dem haben sich die
Mdglichkeiten zur gezielten Veranderung von Organismen durch die Etablierung neuer genetischer
Methoden und den Einsatz computergestitzter Modelle enorm gesteigert. Es ist anzunehmen, dass
permeabilisierte Zellen eine brauchbare Alternative zu den bestehenden Methoden der Biokatalyse
darstellen und die Liicke zwischen in vivo und in vitro Biosynthesen zu schliel3en.

Die enorme Leistungssteigerung in der DNA-Sequenzierung hat dazu geflhrt, dass riesige Mengen an
Genomen und metabolischer Netzwerke analysiert werden und durch entsprechende Datenbanken die
Informationen verfligbar gemacht werden. Nicht nur einzelne Organismen werden untersucht, sondern
ganze Habitate werden in Metagenomen zusammengefasst und auf ihren Informationsgehalt hin
untersucht. Gleichzeitig werden die informatischen Methoden zur Analyse der Datenmengen immer
besser und liefern Informationen tiber Zusammenhénge, wéhrend experimentelle Charakterisierungen der
Enzymeigenschaften nur mihsam erstellt werden. Dennoch liefern die entstandenen Datenbanken enorme
Mengen an Information, welche fir die Synthese mit permeabilisierten Zellen sehr niitzlich sind.
Genomweite metabolische Netzwerke sind in immer grofRerer Zahl verfugbar, einige davon bereits
sorgféltig geprift. Fir einige Mikroorganismen, wie z.B. Escherichia coli und Saccharomyces cerevisiae
sind die metabolischen und regulatorischen Netzwerke sehr gut untersucht. Dennoch ist die Erstellung
verlasslicher Modelle zur Vorhersage der Reaktionen von metabolischen Netzwerken schwierig. Die
Ubertragung der Netzwerkmodelle zwischen den Spezies ist ebenfalls schwierig, obwohl groRe Teile des
Zentralmetabolismus Ubereinstimmen. So sind es zwolf kleine Precursormolekiile, welche als
Ausgangsmaterial fir alle Bausteine und Polymere dienen (Abbildung 2) (Ma und Zeng, 2003). Wéhrend
Biopolymere den groRten Massenanteil der Zelle ausmachen, sind es die Sekundérmetabolite, welche fiir
die Anwendung als Wirkstoffe und Leitstrukturen zur Entwicklung neuer Pharmazeutika von besonderem
Interesse sind (Clardy und Walsh, 2004).
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Abbildung 2: Aufbau des Metabolismus

Mit dem heutigen Wissenstand, molekularbiologischen und informationstechnologischen Methoden,
sowie der Entwicklung neuer Methoden zur Veranderung von Enzymeigenschaften und metabolischer
Synthesewege entsteht ein breites Feld fiir neue Methoden und Anwendungen der Biokatalyse. Ist der
Biokatalysator einmal entwickelt, lasst er sich theoretisch unbegrenzt vervielféltigen. Ein Vorteil
permeabilisierter Zellen gegeniiber chemischen Synthesen und sequenziellen multienzymatischen
Synthesen ist der reduzierte Ressourceneinsatz und damit ein geringeres Abfallaufkommen. Die one-pot
Strategie bei Reaktionsansdatzen mit permeabilisierten Zellen ermdglicht es auf die Isolierung von
Intermediaten zu verzichten und fuhrt zur drastischen Reduzierung des nétigen Aufreinigungsaufwands.
Bis zur Etablierung der Strategie in praktischen Anwendungen sind noch wichtige Hirden zu nehmen. Die
Atomokonomie spielt dabei neben der Erhthung der erreichbaren Endkonzentrationen eine essentielle
Rolle. Auch die Selektivitat der metabolischen Netzwerke zur Bevorzugung bestimmter Stoffwechselwege
kann enorm verbessert werden. Biosynthesewege, deren Mechanismus und Regulierung, missen hierzu
detailliert aufgeklart werden. Edukte missen moglichst effizient zur Verfligung gestellt und Cofaktoren
optimal durch Regenerationen genutzt werden. Wichtig ist ganz besonders die Versorgung mit
Cofaktoren, wie etwa Adenosin-5¢-triphosphat (ATP) und [-Nicotinamid-adenin-dinucleotiden
(NAD(P)H). Weiter ist von grofRer Bedeutung zu verstehen, wie die Permeabilisierung auf molekularer

Ebene entsteht, da dieser Prozess bislang noch nicht ausfthrlich aufgeklart ist.

Seite | 15



®@

Synthese der Polyketide Flaviolin und Oxytetracyclin in permeabilisierten Zellen |||"'““|

MECA genetisch modifizierter Escherichia coli

Permeabilisierung

Lipide und Membranstrukturen

Zellen sind umschlossen von Hiillen, die das Zellinnere von der Umgebung trennen. Obwohl es eine groRe
Vielfalt beim Aufbau der Zellhillen gibt, weisen sie gemeinsame Komponenten auf. Lipide,
Peptidoglycan und Membranproteine bilden die Hauptbestandteile, welche oft mit funktionellen
Kohlenhydrat- und Proteinstrukturen dekoriert sind (Abbildung 3) (Silhavy et al., 2010).

O-Antigen

Kernregion

duBere
Membran

Peptidoglycan [
Periplasma

Zellmembran [

Gram-positiv Gram-negativ

Abbildung 3: Aufbau der Zellwand von Gram-positiven (links) und Gram-negativen (rechts) Bakterien (Silhavy et al., 2010).
Kovalent verkniipfte Proteine (CAP), membranintegriete Proteine (IMP), Lipoproteine (LP), duBere Membranproteine (OMP),
Lipopolysaccharide (LPS), Teichonsduren (WTAJ/LTA), Peptidoglycan und Phospholipide sind die Hauptbestandteile der
Zellwand.

Mikroorganismen werden aufgrund der Beschaffenheit ihrer Zellwand in zwei Klassen unterteilt.
Grampositive Organismen entwickeln eine dicke Schicht aus Peptidoglycan als Hauptbestandteil der
auleren Zellwand. Gram negative Organismen besitzen zusétzlich eine &ufiere Doppellipidschicht als
Schutz vor dem Eindringen unpolarer Substanzen (Vaara, 1992). Hefen haben ebenfalls eine robuste
Zellwand, welche aus stark verzweigtem Glycan aufgebaut ist. Durch die Festigkeit der &uferen
Strukturen zeigen Bakterien und Hefen eine hohe mechanische Stabilitat, welche nach Permeabilisierung
der Membranen gréRtenteils aufrechterhalten bleibt (Abraham und Bhat, 2008; Céanovas et al., 2005; Yuan
und Heinzle, 2009). Dies erleichtert die Verarbeitung permeabilisierter Zellen. Die meisten
Permeabilisierungsmethoden zerstéren die Zellmembran ganz oder teilweise, wahrend die verbleibenden
Bestandteile der Zellwand weitestgehend intakt bleiben (Abraham und Bhat, 2008; Ding et al., 2008;
Malik et al.,, 2012; Zhang et al., 2006). Die mikroskopische Struktur der Zellen nach der

Permeabilisierung weitgehend erhalten.
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Sdugerzellen besitzen keine Zellwand und sind daher anfélliger fur mechanischen Stress und eine
Permeabilisierung fuhrt zu einer strukturellen Instabilitat (Niklas et al., 2011). Im Gegensatz zu
prokaryotischen Zellen setzen permeabilisierte Saugerzellen aufgrund der fehlenden Zellwand viele
Proteine frei (Cook et al., 1983). Der Verlust der Makromolekiile kann durch eine vorhergehende
Vernetzung der Membranbausteine durch beispielsweise Glutaraldehyd eingeschrankt werden (Aragon et
al., 1980).

Permeabilisierungsmethoden und Reagenzien

Aufgrund der sehr unterschiedlichen Strukturen von Zellmembranen und Zellwand gibt es keine allgemein
einsetzbare Methode zur erfolgreichen Permeabilisierung. Es muss fir jeden Organismus empirisch
ermittelt werden, welche Methode die jeweils optimale ist. Es ist auch nicht zwangsléufig davon
auszugehen, dass sich die Methoden zwischen &hnlichen Spezies ubertragen lassen. Sogar verschiedene
Stdmme des selben Organismus kénnen sich im Aufbau der Zellwand derart unterscheiden, dass die
Permeabilisierungsmethoden stark variieren (Cénovas et al., 2005; Krauser et al., 2012; Zhang et al.,
2006; Zhang et al., 2006; Zhang et al., 2009). Die Kenntnisse Uber Prozesse wahrend der
Permeabilisierung der Zellwand nehmen weiter zu. Kinftig wird es eventuell mdglich sein, durch
entsprechende Modelle, Anforderungen an die Wahl des Permeabilisierungsreagenz und die optimalen
Bedingungen vorherzusagen (Owen et al., 2012). Tabelle 1 listet einige Reagenzien zur Permeabilisierung

auf und beschreibt deren Wirkung.

Tabelle 1: Reagenzien zur Permeabilisierung von Zellen

Stoffname Struktur / Beispiele Permeabilisierungseigenschaften
zerstoren die Zellmembranstruktur
oftmals zusammen mit divalenten Kationen
eingesetzt (Canovas et al., 2005; De Groeve et al.,
Organische Losemittel Toluol, Ethanol, Chloroform 2009 Flores et al.. 1994 Jackson und Demoss

1965; Martin et al., 2011; Rundback et al., 2012;
Thedei et al., 2008; Tokuda und Matsuyama, 2004;
Upadhya et al., 2000; Zhang et al., 2009)

n=8-9
nicht ionisches Detergenz,
O‘FAO]H 16st die Membran teilweise auf, unspezifisch
Triton X-100 n (Bernal et al., 2007; Cénovas et al., 2005; Jamur
7;7‘—3/@/ und Oliver, 2010; Krauser et al., 2012; Martin et
al., 2011; Miozzari et al., 1978; Niklas et al., 2011;
Yuan und Heinzle, 2009)
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Struktur / Beispiele

Permeabilisierungseigenschaften

CTAB

Tween 80

Digitonin

EDTA

Alamethicin

R\

Ho//.

XyI—?IcGaI =
Glc—Gal

OY\l/N:H ° %0 é/H?
iy
0)\(NH o?n\ro

NH,

Kationisches Detergenz

16st die Membran teilweise auf, unspezifisch
(Cheng et al., 2006; Foulstone und Reading, 1982;
Kaur et al., 2009; Silhavy et al., 2010; Upadhya et
al., 2000)

nicht ionisches Detergenz,

16st die Membran teilweise auf, unspezifisch
(Aidemark et al., 2009; Bernal et al., 2007;
Bogman et al., 2003; Canovas et al., 2005; Elling,
1996; Powers und Hancock, 2003; Shen et al.,
2002; Tokuda und Matsuyama, 2004)

Steriodglykosid,

Permeabilisiert selektiv Membranen mit hohem
Cholesterinanteil (Aragon et al., 1980; Cook et al.,
1983; Fiskum et al., 1980; Niklas et al., 2011)

Komplexbildner,

komplexiert divalente Kationen, verhindert den
Ladungsausgleich von Phospholipiden,
unspezifisch (Malik et al., 2012; McCord und Day,
1978; Rundback et al., 2012; Rutter und Denton,
1992; Ryan und Parulekar, 1991; Upadhya et al.,
2000; Vaara, 1992; Zhang et al., 2006; Zhang et
al., 2009)

Porenbildner,

ermdglicht Diffusion geladener lonen und
Molekiile durch die Zellmembran (Aidemark et al.,
2009; Bonnafous et al., 1982; Johansson et al.,
2004)

Organische Lésemittel

Toluol ist das am hé&ufigsten verwendete LOsemittel zur Permeabilisierung. Bereits 1965 wurden

entsprechende Studien verdffentlicht, bei welchen E. coli Zellen nach Kontakt mit Toluol permeabilisiert

vorlagen (Daines et al., 2004; Silhavy et al., 2010). Wéhrend neuere Studien davon ausgehen, dass eine

Permeabilisierung der Zellwand mit organischen Ldsemitteln unvorteilhaft im Vergleich zur Verwendung
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von Detergenzien ist, wurden mit geringen Konzentrationen in Anwesenheit von Komplexbildnern wie
EDTA gute Ergebnisse erzielt (Zhang et al., 2006; Zhang et al., 2006). Auch Hefezellen konnten durch
Kontakt mit Gemischen aus Chloroform, Ethanol und Toluol permeabilisiert werden (Jamur und Oliver,
2010).

Detergenzien

Die Behandlung mit Detergenzien ist die am weitesten verbreite Methode um Zellen zu permeabilisieren.
Es werden drei grundsatzliche Prinzipien unterschieden, auf welchen die Interaktion von Detergenzien mit
der Membran beruht. Kationische Detergenzien wechselwirken mit der negativ geladenen, aufieren Seite
der Membran. Der apolare Teil des Detergenz kann sich zwischen die hydrophoben Molekulketten
innerhalb der Membran einlagern und die transversale Struktur stéren (Kaur et al., 2009). Beide Effekte
konnen auch gleichzeitig auftreten, wie es auch bei den meisten gebrduchlichen Detergenzien der Fall ist
(Abraham und Bhat, 2008; Jamur und Oliver, 2010; Zaragoza et al., 2009). Oberhalb einer Konzentration,
welche Micellenbildung ermdglicht, werden Assoziationskolloide geformt, welche aus dem Detergenz
und Membranbausteinen bestehen. Da die meisten Proteine ebenfalls aus polaren und apolaren Teilen
bestehen, konnen diese von dem Detergenz ebenfalls beeinflusst werden. Damit verbundene
Konformationsédnderungen und Denaturierung gehen oft mit einem Aktivitatsverlust einher (Tandon und
Horowitz, 1987; Weber und Kuter, 1971; Womack et al., 1983). Die Permeabilisierung mit Triton X-100
ist eine sehr milde Variante, bei welcher schon geringe Konzentrationen ausreichen um die
Membranstruktur zu stdren und eine Permeabilisierung zur erreichen (Galabova et al., 1996). Es wurde
ebenfalls gezeigt, dass bestimmte Detergenzien selektiv nur bestimmte Typen von Membranen
permeabilisieren. So lasst sich mit Digitonin selektiv die &uRere Zellmembran von Saugerzellen zerstdren,
wahrend die mitochondriale Struktur weitestgehend unbeeinflusst bleibt (Fiskum et al., 1980; Niklas et al.,
2011). Digitonin stort dabei die cholesterolhaltigen Strukturen selektiv (Colbeau et al., 1971; Sperry und
Webb, 1950). Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) ist das am meisten verbreitete kationische
Detergenz. Durch die starke Bindung an Lipide und Phospholipide induziert CTAB die Bildung von Poren
in der Membran (Cheng et al., 2006). Es wurde auch festgestellt, dass das Verhaltnis der Menge des
Detergenz zur Membranoberflache der Zellen das Ausmal} der Permeabilisierung beeinflusst (Gowda et
al., 1991).

Komplexbildner

Die strukturelle Stabilitat der Zellmembran basiert auf elektrostatischen und atomaren Wechselwirkungen.
Divalente Kationen wie Mg*" und Ca?* gleichen die Ladung der Phosphatgruppen von Phospholipiden
aus, sodass diese in raumlicher Nahe gepackt werden koénnen. Auch Lipopolysaccharide sind Uber
Kationen der Membran mit der Zelloberflache verknipft. Komplexbildner wie EDTA weisen eine hohe
Affinitat zu diesen Kationen auf und binden diese (McCord und Day, 1978).
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Peptide und Proteine

Eurkaryonten synthetisieren eine Vielzahl an Peptiden und kleinen Proteinen, welche aufgrund ihrer
permeabilisierenden Eigenschaft antibiotisch wirken (Hill et al., 1991; Lehrer et al., 1989). Aufgrund ihrer
Ladung und Struktur lagern sich solche Defensine genannte Molekile in die Membran ein und bilden
Poren (Lichtenstein, 1991; van Kan et al., 2002; White et al., 1995). Unterschiedliche Mechanismen der
Interaktion wurden untersucht und es wurden Versuche unternommen Wechselwirkungsbeziehungen
zwischen Struktur und Aktivitat zu beleuchten (Aidemark et al., 2009; Ferrer et al., 1996; Kearsey et al.,
2005; Michalek et al., 2009; Powers und Hancock, 2003).

Physikalische Methoden

Elektroporation ist eine gangige Methode zur zeitweisen Stdrung der Membranstruktur, um z.B. DNA von
auBen in die Zelle zu schleusen. Dabei wird entlang der Membran ein elektrisches Feld erzeugt welches
aufgrund der geringen Leitfahigkeit der Doppellipidschicht zu einer voriibergehenden Porenbildung fiihrt.
Ein genereller Vorteil der Elektroporation ist der Verzicht auf zusétzliche Reagenzien (Becker und
Guarente, 1991; Dower et al., 1988; Escoffre et al., 2007; Fromm et al., 1987; Pliquett et al., 2007;
Tryfona und Bustard, 2006). Durch einen osmotischen Schock wird die Membran ebenfalls permeabel
(Bernal et al., 2007; Crotti et al., 2001; Miozzari et al., 1978). Diese Methode wird vorrangig in der
Molekularbiologie zum Einschleusen von Genmaterial verwendet. Anwendungen in Biokatalysen wurden

bislang noch nicht berichtet.

Enzymatische Synthese komplexer Molekiile

Enzymatische Synthesen haben einen hohen Standard erreicht und werden genutzt um Bulkchemikalien,
aber auch hochkomplexe Produkte herzustellen (Bornscheuer et al., 2012; Liese et al., 2000). Dennoch
dominieren in vivo Anwendungen bei der Produktion komplexer Endprodukte, wie z.B. Fermentationen in
riesigen Bioreaktoren. Wahrend sich in vitro Anwendungen hauptséchlich auf die Enzymcharakteristiken
fokussieren, wird bei in vivo Verfahren das gesamte Spektrum metabolischer Manipulationsmdglichkeiten
auf die genutzten Organismen angewandt. Die (blichen Methoden zur Optimierung der Effizienz von
Mikroorganismen in industriellen Prozessen zielen auf die Verbesserung des Substratflusses in Richtung
des gewinschten Endprodukts ab. Stochiometrische Methoden wie die FluRanalyse liefern aussagekréftige
Daten, an welchen Stellen im Metabolismus angesetzt werden sollte um die Produktivitat zu steigern
(Becker et al., 2011; Curran et al., 2012; Kroemer et al., 2006; Neuner und Heinzle, 2011). Fir die
Optimierung von Reaktionen mit Zellextrakten oder permeabilisierten Zellen kénnen diese Verfahren
ebenfalls genutzt werden. Quellen fur die ndtigen Netzwerkdaten sind Offentliche Datenbanken (siehe
Datenbanken, Seite 27). Thermodynamische Eigenschaften von Biosynthesewegen geben weitere
Anhaltspunkte ber die Abldufe in Biosynthesen und werden zunehmend verfigbar (Bujara und Panke,

2012; Soh et al., 2012). Ein vollstdndiges Netzwerkmodell misste zusatzlich zu Stochiometrie und
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Thermodynamik auch kinetische Daten enthalten, welche allerdings wesentlich schwerer vorherzusagen

sind, da auch regulatorische Effekte einflielen.

Enzymatische Reaktionen

Lebende Zellen basieren auf metabolischen Netzwerken mit berragend effizienten Synthesewegen zur
Erzeugung von essentiellen Zwischenstufen und Molekulbausteinen (Yuryev und Liese, 2010). Enzyme,
welche dieselbe Reaktion katalysieren, aber unterschiedlicher Herkunft sind, sind oft in ihren Struktur-
Funktions-Eigenschaften stark konserviert, wéhrend die Primarstruktur der Proteine stérker variieren kann
(Weinig et al., 2003). Tausende bereits charakterisierte Sekundarmetabolite und die unzéhligen noch zu
entdeckenden Strukturen geben einen Eindruck tber das synthetische Potential, auf welches die Natur
zuriickgreifen kann.

Enzyme verwenden zur Katalyse biochemischer Umwandlungen hdufig Cofaktoren und Coenzyme um
den Bedarf an Energie, Redoxequivalenten und Monomerbausteinen zu decken. Enzyme kénnen dadurch
sogar thermodynamisch riickwérts gerichtete Reaktionen katalysieren (Wessjohann et al., 2012).
Bezlglich permeabilisierter Zellen ist dabei zu unterscheiden, ob diese geldst, oder als prosthetische
Gruppe in das Enzym integriert sind. Zytosolische Cofaktoren kénnen in permeabilisiertem Zustand aus
der Zelle ausgewaschen werden und sind daher entscheidende Variablen im Designprozess von

Synthesekaskaden in permeabilisierten Zellen. In Tabelle 2 sind wichtige Cofaktoren aufgelistet.

Tabelle 2: Cofaktoren und prosthetische Gruppen

Cofaktor / prosthetische Gruppe Ubertragene Gruppen Vorkommen
B-Nicotinamid-adenin-dinucleotid Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Pollak et
Elektronen
/phosphat (NAD/NADP) al., 2007)
Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Negishi et
3'-Phosphoadenosine-5'-phosphosulfat Sulfat al., 2001)
Adenosine-5¢-triphosphat (ATP) Phosphat, Energie durch Hydrolyse Bakterien, Archaeen und Eukaryonten

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Linster und
Ascorbinsaure Elektronen Van Schaftingen, 2007)

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Jitrapakdee
Biotin CO; und Wallace, 2003)

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Banerjee

Cobalamin Wasserstoff, Methylgruppen und Ragsdale, 2003)

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Leonardi et
Coenzym A Acetyl- und andere acyl-Gruppen al., 2005)
Coenzym B Elektronen Methanogene Organismen (Noll et al., 1986)

Methanogene Organismen und manche Bakterien
Coenzym F420 Elektronen (Mack und Grill, 2006)
Methanogene Organismen (Taylor und Wolfe,

Coenzyme M Methylgruppen 1974)
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Cofaktor / prosthetische Gruppe Ubertragene Gruppen Vorkommen
Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Crane,
Coenzyme Q Elektronen 2001)
Cytidin-triphosphat Diacylglycerol und Lipid-Endgruppen Bakterien, Archaeen und Eukaryonten

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Joosten und
Flavin mononucleotid Elektronen van Berkel, 2007)

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten) (Joosten

Flavin-adenin-dinucleotid (FAD Elektronen und van Berkel, 2007)

Manche Bakterien und die meisten Eukaryonten
Glutathion Elektronen (Meister und Anderson, 1983)

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Wijayanti
Hém Elektronen et al., 2004)
Lipoamide Elektronen, acyl-Gruppe Bakterien, Archaeen und Eukaryonten

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Soballe und
Menaquinon Carbonyl-Gruppen und Elektronen Poole, 1999)

Methanogene Organismen (Vorholt und Thauer,
Methanofuran Formyl-Gruppe 1997)

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Banerjee
Methylcobalamin Acyl-Gruppe und Ragsdale, 2003)

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Mendel und
Molybdopterin Atomarer Sauerstoff Hansch, 2002)

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Ginsburg,
Nucleotid-Zucker Monosaccharide 1978)

Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Eliot und
Pyridoxalphosphat Amino- und carboxyl-Gruppen Kirsch, 2004)

Pyrrologuinolin-quinon Elektronen Bakterien (Salisbury et al., 1979)
Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Chiang et
S-Adenosylmethionin (SAM) Methylgruppen al., 1996)
Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Thony et
Tetrahydrobiopterin Atomarer Sauerstoff und Elektronen al., 2000)
Methyl-, formyl-, methylen- und formimino-  Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Donnelly,

Tetrahydrofolséure
Gruppen 2001)

Tetrahydromethanopterin Methylgruppen Methanogene Organismen (Dimarco et al., 1990)
Bakterien, Archaeen und Eukaryonten (Frank et al.,
Thiamin-pyrophosphat a-C-Verknupfung 2007)

Wasser hat durch Entropieeffekte, Sdure-Base-Katalyse und Auswirkungen auf die Tertidrstruktur eine
besondere Funktion bei Enzymreaktionen. Es beeinflusst die Aktivitidt des Enzyms und die Bindung der
Substrate (Branco et al., 2009). Organische Ldsemittel beeinflussen nicht nur die Loéslichkeit von Edukten
und Produkten, sondern wirken sich auch stark auf die Struktur der Enzyme aus, was im schlimmsten Fall
zum Aktivitatsverlust fahrt (Trodler und Pleiss, 2008). Die Verwendung organischer Ldsemittel in

multienzymatischen Synthesen ist daher schwierig.
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Enzyme katalysieren die Umsetzung des bevorzugten Substrats meist sehr selektiv. Dennoch kommt es
vor, dass ein breites Spektrum an Substraten gebunden werden kann. Dies erschwert zwar das Design
komplexer Reaktionsnetzwerke, er6ffnet aber auch Mdglichkeiten zur Verwendung von Substratanaloga.
Diese kénnen genutzt werden um Derivate natlrlicher Molekdile herzustellen, deren Eigenschaften sich

von den priméaren Produkten unterscheiden (Struck et al., 2012).

Enzymbkinetik

Obwohl biosynthetische Netzwerke generell denselben Prinzipien wie isolierte Enzyme unterliegen, sind
einige Besonderheiten zu beachten. Agglomerate fihren zu Effekten wie Substrat-channeling, bei dem
Zwischenprodukte nicht durch Diffusion lber das Cytosol, sondern gezielt zwischen Enzymen oder
Untereinheiten grofRer Enzymkomplexe wandern (Minton, 2006; Myung et al., 2013; You et al., 2012;
You und Zhang, 2013; You und Zhang, 2013; You und Zhang, 2014; Zhang, 2011). Kinetische Modelle
von biosynthetischen Netzwerken konnen auf unterschiedliche Weise erstellt werden. Das einfachste
Modell bezieht sich auf die Untersuchung der Einzelschritte. Der limitierende Schritt einer Kaskade gibt
daher die Reaktionsgeschwindigkeit vor (Wilson et al., 2013). Ein anderer Ansatz bildet die Untersuchung
des Netzwerks als Ganzes, wobei oft power-law oder lin-log Kinetiken eingesetzt werden (Heinzle et al.,
2007; Link et al., 2013; Wu et al., 2012). Im Fall permeabilisierter Zellen ist es mdglich gewlnschte
Substrate zuzusetzen und auf unerwiinschte zu verzichten. Dennoch bleiben alle Enzyme aktiv und
katalysieren entsprechende Biotransformationen, wenn deren Substrate verflighar sind. Bei komplexeren
Reaktionskaskaden kann es daher vorkommen, dass Intermediate durch unerwiinschte Nebenreaktionen
verbraucht werden. Durch gezielte Deletion eines Gens und damit verknupfter Entfernung des
entsprechenden Enzyms aus dem metabolischen Netzwerk, lassen sich Nebenreaktionen unterdriicken,
solange die Deletion nicht letal fiir den Wirtsorganismus ist (Krauser et al., 2012). Gleichgewichte
zwischen Edukt und Produkt, welche bei Enzymreaktionen sehr haufig sind, lassen sich durch Zugabe der
Substrate im Uberschuss auf die Produktseite verschieben, wobei der Konzentrationsbereich fiir Aktivitat
der Enzyme beachtet werden muss (Broadwater et al., 2005). Das kann von enormem Vorteil flr
Reaktionen in permeabilisierten Zellen sein.

Durch die Isolierung von Enzymen biiRen diese oft einen Teil ihrer natlrlichen Aktivitét ein, oder werden
ganzlich zerstort. Die Stabilitdt von Enzymen héangt von der Umgebung ab, in welcher sie aufbewahrt
werden. Mechanischer Stress und chemische Alterung koénnen teilweise drastische Effekte auf die
Aktivitat haben (Treitz et al., 2001; Wohlgemuth, 2007). Durch die Verwendung von permeabilisierten
Zellen wird dies umgangen. Enzyme und Megacluster lassen sich sogar mehrere Tage lagern ohne
groReren Aktivitatsverlust (Felix, 1982; Yuan und Heinzle, 2009).
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Sekunddrmetabolite

Sekundarmetabolite sind sehr nitzliche Leitstrukturen fir die Entwicklung neuartiger pharmazeutischer
Wirkstoffe (Clardy und Walsh, 2004). Die Methoden zur Entdeckung und Strukturaufklarung von
Naturstoffen werden immer effektiver (Hoffmann et al., 2014) und das Interesse an einer synthetischen
Produktion steigt (Bode und Muller, 2005; Brachmann und Bode, 2013; Walsh et al., 2013; Wong und
Khosla, 2012; Wu et al., 2012). Synthesen solcher Substanzen und ihrer Derivate in permeabilisierten
Zellen wiirden diese Entwicklung zuséatzlich unterstutzen.

Besonders Syntheseenzyme fur Sekundarmetabolite sind oft in Syntheseclustern zusammengeschlossen
und werden meist Uber zusammenhangende Operons auf genetischer Ebene codiert (Kim et al., 1994;
Pickens und Tang, 2009; Pulsawat et al., 2007; Schultz et al., 2008; Tang et al., 2004). Bislang ist es nur
schwer mdglich Synthesecluster in aktiver Form zu isolieren und eine Rekonstruktion in vitro konnte nur
fir kleinere Komplexe realisiert werden (Cryle und Schlichting, 2008; Schlichting und Cryle, 2009).
Substratchanneling in Megaclustern ermdglicht eine effektive Umsetzung der Zwischenstufen und
verhindert die Entstehung unerwiinschter Nebenprodukte.

Toxische  Wirkungen der meisten Sekunddrmetabolite auf etablierte  biotechnologische
Produktionsstimme machen oft Resistenzen gegen die Produkte nétig und schréanken die Ausbeute ein
(Stevens et al., 2010). Durch den Einsatz permeabilisierter Zellen lieRe sich eine Reihe toxischer Effekte
umgehen, z.B. solche mit Auswirkungen auf die Membran oder die Replikation der Zellen. Meist werden
die nativen Produzenten in grofRlem Malistab kultiviert und die Produkte unter hohem Aufwand isoliert.
Die Verwendung permeabilisierter Zellen zeigt bei der Synthese von Naturstoffderivaten ihre Starke. Die
Nutzung von permeabilisierten Zellen zur Synthese macht es mdglich, durch induzierte Expression von
Enzymen heterologe Organismen zur Produktion zu nutzen, welchen Resistenzgene oder spezielle
Transporter fehlen. Das Wachstum kann ohne Einschrédnkungen stattfinden und mdgliche toxische Effekte
durch die Anreicherung heterologer Produkte werden auf die Syntheseenzyme beschrénkt. Hohe
Expressionsraten ermdglichen zusétzlich eine Erhohung der Enzymmenge, welche im Fall von
Megasyntheseclustern in der Regel auf wenige Kopien pro Zelle beschrénkt ist. Die Raumzeitausbeute
kann ebenfalls gesteigert werden, da die Zelldichte im Vergleich zu Fermentationen bei Ansédtzen mit
permeabilisierten Zellen tber weite Bereiche frei wahlbar ist (Krauser et al., 2012).

Megasynthesecluster gezielt zu nutzen ist ein neuartiger Ansatz mit diversen Vorteilen. Synthesekomplexe
koénnen durch die Verwendung in permeabilisierten Zellen direkt adressiert werden, so dass die
Reaktionsbedingungen recht einfach kontrolliert werden kénnen. Die Wirkung niedriger Konzentrationen
von Detergenzien ist einigermalen selektiv auf die Zellwand und Membran beschrénkt. In wie weit
Synthesecluster durch die Behandlung mit Permeabilisierungsreagenzien beeinflusst werden, ist noch
nicht vollstdndig aufgeklart. Das verwendete Detergenz kann aber einen Effekt auf die Struktur des

Komplexes haben. Nur wenige Synthesecluster wurden bislang detailliert untersucht (Wilson et al., 2013).
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Die Aufklarung von Reaktionsmechanismen und Zwischenstufen ausgehend von bekannten
Startmonomeren ist sehr aufwandig. Forschungen auf diesen Gebieten werden nicht nur Erkenntnisse Uber
die Evolution dieser biosynthetischen Werkzeuge liefern, sondern auch Ansatzpunkte liefern, wie man
gezielt Anderung vornehmen kann um Enzymkomplexe den Anspriichen praktischer Synthesen
anzupassen. In Tabelle 3 sind die wichtigsten Sekundarmetabolitklassen mit dem entsprechenden

Monomer aus dem Zentralmetabolismus aufgefthrt.

In der Natur sind Kombinationen aus den Substanzklassen (blich, beispielsweise bei der Alkaloidsynthese
in Pflanzen (Weissman und Mueller, 2008). Im letzten Jahrzehnt gab es bei der Erforschung von
Syntheseclustern erstaunliche Fortschritte. Ausflihrliches Wissen liber Genome erlaubt es zunehmend
Gencluster zu identifizieren und zu aktivieren (Findrik und Vasic-Racki, 2009; Ochi, 2013). Die
Verwendung von Streptomyceten und Myxokokken zur Sekunddrmetabolitproduktion vermehrt
zunehmend die Anwendungsmdglichkeiten fir permeabilisierte Zellen (Boddy und Garza, 2010; Medema
et al., 2011; Medema et al., 2011; Medema et al., 2011). Auch werden vermehrt Anstrengungen
unternommen synthetische Anordnungen von Enzymen in Nanokontainern oder auf DNA-Strangen zu
realisieren.(Akai et al., 2010; Caiazzo et al., 2009; Fowler und Koffas, 2009; Santacoloma et al., 2011).

Tabelle 3: Sekundarmetabolitklassen, Monomerbausteine und bekannte Beispielmolekdile

Sekundarmetabolitklasse Enzymkomplex Monomer Beispiel

Ry oRe
. Nicht-ribosomale >\ m "
Peptide HoN COOH ° o N~

Peptid Synthasen COOH

Aminosauren

Penicillin G (Antibiotikum)

OH O —
0O o :
. Polyketid Synthasen
Polyketide Typ -1 HOMS-CoA
Malonyl-CoA

Radicicol (Antibiotikum)

Isoprenoide Prenylierende Enzyme )k/\o-one 4@“'{

Isoprenyl-pyrophosphat S (-) Limonen (Aroma)
OH COOH
R-(CoHzn1011) Ho OH
s [¢]
Kohlenhydrate Kohlenhydrat Synthasen aktivierte Zucker
R = aktivierender Rest AcHN OH
(z.B.: UDP)

Neu5Ac2en (Antiviral)
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Kiinstliche Enzyme

Sehr interessant ist die Modifikation von Enzymen fur spezielle Anwendungen. Besonders die Resistenz
gegenuber organischen Losemitteln und hohen Temperaturen, sowie die Stabilitdt und
Immobilisierungsalternativen sind Ziele des Enzymengineering. Am Computermodell vorhergesagte
Enzyme zur Katalyse bislang unbekannter Reaktionen sind ebenfalls Forschungsthemen (Richter et al.,
2011). Enzym-Substrat-Wechselwirkungen auf der Ebene des Ubergangszustands ermdglichen die
Simulation von Reaktionen, welche Enzyme bislang noch nicht katalysieren konnen.
Molekularbiologische Methoden und die Automatisierung des Screenings durch Roboter erleichtern high-
throughput Analysen grofRer Enzymbibliotheken aus gerichteter Evolution. Rationales Design von
katalytisch aktiven Zentren erlaubt dariiber hinaus die Selektivitat und den Reaktionsverlauf am Computer
vorherzusagen und durch gezielte Mutationen umzusetzen. Auch ganze Biosynthesewege werden bereits
auf diese Weise optimiert (Bar-Even und Tawfik, 2013; Nestl et al., 2011).

Netzwerkanalyse

Fur simple Synthesen mit kurzen Routen und wenigen Reaktionspartnern ist die Ubersichtlichkeit noch
gegeben und eine manuelle Optimierung mit einfachen Mitteln umzusetzen. Mit zunehmender
Komplexitdt des Zielmolekiils und der daraus resultierenden Zunahme an Substraten und potentiellen
Nebenreaktionen, wird es anspruchsvoller Netzwerke entsprechend anzupassen und eine verléssliche
Vorhersage durch in silico Daten umso wichtiger. Unerwiinschte Nebenreaktionen kdnnen drastisch
zunehmen, wenn mehrere Intermediate unkontrolliert abreagieren kénnen. Daher ist es sehr wichtig das
Design komplexer Biosynthesen durch geeignete informatische Methoden zu unterstiitzen. Informationen
hierzu sind in 6ffentlichen Datenbanken verfligbar und es sind bereits in silico Methoden entwickelt
worden um Netzwerkmodelle von zellfreien Biokatalysesystemen zu erstellen (Bujara und Panke, 2012).
Netzwerkmodelle kdnnen unvorteilhafte Routen vorhersagen und Verbesserungsvorschldge liefern, um
das genomweite Netzwerk durch entsprechende Modifikationen anzupassen (Feist et al., 2007). Beispiele
fiir diese Anwendungen sind bislang rar. Es ist davon auszugehen, dass die Forschung auf diesem Gebiet
zunimmt. Netzwerkmodelle fir lebende Organismen sind schon weit verbreitet und liefern bereits recht
genaue Vorhersagen.

Die Planung und Entwicklung biosynthetischer Prozesse wird durch in silico Vorhersagen effektiv
gestltzt. Zunehmend finden Computermodelle auch Anwendung bei der Optimierung von
Mikroorganismen in der industriellen Produktion (Kroemer et al., 2006; Neuner und Heinzle, 2011). Die
Qualitat der Vorhersagen hangt von der Verfugbarkeit und der Exaktheit entsprechender Daten in
Datenbanken ab. Die meisten Netzwerkmodelle basieren auf der Stochiometrie der Einzelreaktionen.

Seltener werden auch kinetische Informationen und regulatorische Effekte einbezogen. Die Information
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aus Datenbanken ermdglicht die Programmierung von Netzwerkrekonstruktionen, welche als Grundlage
fir die Entstehung  weiterer  bioinformatischer  Verarbeitungsmethoden  dienen.  Solche
Netzwerkrekonstruktionen kdnnen dazu genutzt werden Netzwerkpfade fir biokatalytische Anwendungen

zu analysieren und daraus Ansatze zur Optimierung der Syntheserouten abzuleiten.

Datenbanken

Biologische Datenbanken kdnnen, abhangig von ihrem Inhalt in mehrere Kategorien unterteilt werden.
Dazu zéhlen biochemische Datenbanken, genomische Datenbanken, Protein- und Enzymdatenbanken,
Netzwerkdatenbanken und Modelldatenbanken (Tabelle 4).

Biochemische Datenbanken

Rhea ist eine manuell erstellte und von Experten gepflegte Reaktionsdatenbank mit Hauptaugenmerk auf
enzymatisch katalysierte Reaktionen (Alcantara et al., 2012). Alle Reaktanden sind mit ChEBI verlinkt,
wo physikalische Eigenschaften bereitstellt werden (de Matos et al., 2012). Die Daten sind
stdchiometrisch korrekt und Reaktionsrichtung und Ladungsausgleich, soweit bekannt, angegeben.
SABIO-RK sammelt Daten zur Reaktionskinetik biochemischer Reaktionen (Wittig et al., 2012).
Substrate und empirische Daten zu Reaktionsgeschwindigkeiten in experimentellen Setups werden dort
aufgefuhrt. Die Transporter Classification Database enthédlt funktionelle und phylogenetische
Informationen  (ber membranstandige  Transportproteine, eingeteilt in  ein  Transporter
Klassifikationssystem (TC) (Saier et al., 2009). Die Datenbank enthalt gepriifte Angaben aus mehr als
zehntausend Veroffentlichungen und liber 5600 Proteinsequenzen von etwa 600 Transporterproteintypen.
TransportDB erganzt diese Angaben durch die Verknipfung komplementédrer Sequenzen aus den
Genomen von mehr als 365 Organismen (Ren et al., 2007).

Genomdatenbanken

Genomdatenbanken enthalten Nukleotidsequenzen und Anmerkungen zur Funktion einzelner Gene.
GenBank vom National Center for Biotechnology Information ist eine 6ffentlich zugangliche Datenbank
mit bibliografisch annotierten genomischen Daten von tiber 260000 Organismen (Benson et al., 2013).
Protein- und Enzymdatenbanken

Auskunft tiber Funktion und Struktur von Proteinen und Enzymen kann in Protein und Enzymdatenbanken
eingeholt werden. Die Braunschweig Enzyme Database (BRENDA) enthélt manuell ausgewertete Daten
aus Primdrliteratur Ober Kilassifikation, Nomenklatur, Reaktionen, Spezifitdt, Funktion, Struktur,
VVorkommen, Gewinnung und Verwendung von Enzymen (Scheer et al., 2011). Die aufgefihrten Enzyme
sind verlinkt mit metabolischen Netzwerken, Proteinsequenzen und Gensequenzen der Organismen, in
welchen sie vorkommen. Die Universal Protein Resource (UniProt) besteht aus UniProt Knowledge Base
(UniProtkB), UniProt Reference Clusters (UniRef), UniProt Archive (UniParc) und UniProt

Metagenomic and Environmental Sequences (UniMES). UniProtKB enthalt alle zur Verfiigung stehenden
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Angaben Uber die Aminosduresequenz, Proteinname und eine Beschreibung, taxonomische Angaben und
Referenzen Uber Zitierungen. Zusatzlich werden Ontologie, Klassifikation, Querverweise und Aussagen
Uber die Qualitat der Angaben aufgefuhrt. UniProtKB ist aufgeteilt in zwei Sektionen bestehend aus
UniProtKB/SwissProt mit begutachteten, manuell eingetragenen Daten und UniProtKB/TrEMBL mit
automatisch generierten Eintrdgen ohne manuelle Bearbeitung (stand April 2013). UniRef enthalt
Gruppierungen von Varianten und Isoformen aus UniProtKB, sowie ausgewdéhlte Eintrdge aus UniParc
mit dem Ziel einen umfassenden Uberblick uber die Proteinsequenzen auf diversen Ebenen zu
ermdglichen. In UniParc sind alle 6ffentlich zugénglichen Proteinsequenzen hinterlegt.
Netzwerkdatenbanken

Netzwerkdatenbanken enthalten Daten Uber chemische Routen, Reaktionen und Stoffe sowie die
Interaktionen zwischen diesen, beschreiben also die Biochemie des Metabolismus. Solche Datenbanken
ermdglichen die graphische Darstellung von Informationen iber Synthesewege mittels Netzwerkkarten.
BioCyc 16.1 ist eine Zusammenstellung von Netzwerkedatenbanken welche Daten uber das Genom eines
bestimmten Mikroorganismus enthalten (Caspi et al., 2012). Die Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) ist die umfassendste Netzwerkdatenbank. In ihr sind die Informationen aus fast allen
Datenbanken zusammengefasst und direkt verlinkt. Neben den metabolischen Netzwerken zahlreicher
Organismen kdnnen auch Daten Uber Reaktionen, Metabolite und Krankheitsbilder abgefragt werden. Die
BioPath Datenbank ist eine digitale Weiterentwicklung der Biopathways der Roche AG welche die erste
metabolische Karte eines gesamten Organismus darstellte (Michal und Schomburg, 2012). Eine
Datenbank flir Biokatalyse und biologischen Abbau der Universitat von Minnesota (UM-BBD) enthalt
Informationen Uber die Aktivitdt xenobiotischer Stoffe auf den Metabolismus (Gao et al., 2010).
MetaNetEx.org bietet automatisierte Genidentifizierung in groflen metabolischen Netzwerken (ber die
Verlinkung zu Genomen an (Ganter et al., 2013).

Modelldatenbanken

Mathematische Modelle biologischer Systeme werden in Modelldatenbanken uber Rekonstruktionen
einfacher Synthesewege bis hin zu genomskaligen Netzwerken zusammenfasst. Die BiGG database ist
eine genomskalige Netzwerkrekonstruktion, basierend auf biochemischen, genetischen und genomischen
Daten (Schellenberger et al., 2010). BioModels enthédlt Modelle aus begutachteten Publikationen, sowie
anhand von Netzwerkdaten computergeneriete Modelle aus der Path2Models Initiative (Li et al., 2010).
Organismusspezifische Datenbanken

Héaufig verwendete Organismen sind von besonderem Interesse und daher sind umfassende und
verlassliche Datenbanken zu deren Eigenschaften wie z.B. EcoCyc flr E. coli oder SGD flir S. cerevisiae
vorhanden (Caspi et al., 2012; Keseler et al., 2011).

Die Planung biochemischer Synthesen beinhaltet neben weiteren Aspekten die Aufdeckung mdglicher

Nebenreaktionen. Es wére daher von Vorteil wenn alle mdglichen Reaktionen katalysiert durch ein
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bestimmtes Enzym, sowie die thermodynamischen und kinetischen Parameter bekannt sind. Bislang

existiert noch keine Datenbank, die diese Daten in einer umfassenden Weise systematisch zur Verfligung

stellen kann.

Tabelle 4: Datenbanken

Datenbank

URL

Information

Biochemische Datenbanken

PubChem http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ Molekiile und deren Aktivitat in Enzymassays
ChEBI hittp:/Awww.ebi.ac. uk/chebil ﬁ\?g:gslzghe Untereinheiten von biologischem
TCDB http://www.tcdb.org/ Transporter Klassifikationen

Transport DB http://www.membranetransport.org/ Transportproteine

SABIO-RK http://sabio.villa-bosch.de/ Reaktionskinetik

Rhea http://www.ebi.ac.uk/rhea/ Kommentare zu chemischen Reaktionen
Genomdatenbanken

GEM https://www.gem.re.kr/ Genome Encyclopedia of Microbes

GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/ Kommentierte Sammlung offentlicher DNA-

NCBI Entrez Genome
NCBI Entrez Gene
GO

EMBL

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/genome
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
http://www.geneontology.org/

http://www.ebi.ac.uk/embl/

Sequenzen
Sequenzdaten und Karten von tber 1000 Genomen

Gendatenbank
The Gene Ontology

Européische Nucleotidsequenz Datenbank

Protein- und Enzymdatenbanken

BRENDA
Expasy - ENZYME

http://www.brenda-enzymes.info/

http://www.expasy.org/enzyme

Umfassende Enzyminformationen

Enzymnomenklaturdatenbank

UniProt http://www.uniprot.org/ The Universal Protein Resource

PSORTdb http://db.psort.org/ Zelluldre Lokalisierung von Proteinen

ProLinks http://prl.mbi.ucla.edu/prlbeta/ gtrgzg?r?eenfunktionelle R E I
STRING http://string-db.org/ Abfrage von Interagierenden Genen/Proteinen

IntAct http://www.ebi.ac.uk/intact/ Datenbank fiir molekulare Wechselwirkungen
Netzwerkdatenbanken

KEGG http://www.genome.jp/kegg/ Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

BioCyc http://biocyc.org/ Sammlung von 1962 Netzwerk/Genome Datenbanken
BioPath http://www.molecular-networks.com/biopath3 Biomolekiile, Reaktionen und Netzwerke

ExPASy - Biochemical
Pathways

UniPathway
UM-BBD

http://web.expasy.org/pathways/
http://www.grenoble.prabi.fr/obiwarehouse/unipathway

http://Jumbbd.ethz.ch/

Digitale Version der ,,Biopathways“ von Roche
Metabolische Netzwerke

Biokatalyse/Stoffwechsel Datenbank

Seite | 29



‘/ Synthese der Polyketide Flaviolin und Oxytetracyclin in permeabilisierten Zellen ulu@:f:"
MECAT genetisch modifizierter Escherichia coli i
Datenbank URL Information

Netzwerkmodelle

Basis genomskaliger metabolischer

Ei5E D) sl sl Netzwerkrekonstruktionen

BioModels http://www.ebi.ac.uk/biomodels-main/ Veréffentlichte Netzwerkmodelle (kommentiert)

Organismusspezifische Datenbanken
EcoCyc http://ecocyc.org/ Escherichia coli K-12 MG1655

SGD http://www.yeastgenome.org/ Saccharomyces cerevisiae Genome Database

Netzwerkrekonstruktion

Rekonstruktionen metabolischer Netzwerke sind strukturierte Datenbanken, welche verfiigbare Daten aus
Genetik, Genomics und Biochemie tber einen Organismus vereinen (Reed et al., 2006). Im Allgemeinen
beinhaltet eine genomskalige Netzwerkrekonstruktion eine Liste aus Reaktionen, ihrer Stdchiometrie, den
entsprechenden Genen und Enzymen, sowie ausfiihrlicher Charakterisierungen mit Quellenangaben. Ziel
der Rekonstruktion ist eine genaue Definition der chemischen Prozesse im Stoffwechsel und erméglicht
eine berechenbare, mathematische Darstellung des Metabolismus fir in silico Experimente (Zomorrodi et
al., 2012). Die Entwicklung einer Netzwerkrekonstruktion besteht aus fiinf grundlegenden Schritten
(Schema 1) (Thiele und Palsson, 2010). Begonnen wird mit einem Entwurf des Netzwerks, welcher eine
Liste der Gene mit den zugordneten Reaktionen und entsprechenden EC-Nummern beinhaltet. Der
Entwurf basiert auf den aktuellsten Datenbankinformationen ber das Genom und entspricht einer
Sammlung der genomcodierten Funktionen des Metabolismus. Relevante Informationen zu jedem Gen
sind Funktion, Lokalisierung auf dem Genom, Strang und Locusname und codiertes Protein. In
Eukaryonten ist auch die Existenz alternativer Transkripte von Relevanz, welche spezielle Funktionen
erflllen oder zelluldre Lokalisierung indizieren (Thiele und Palsson, 2010). Die Erstellung eines Entwurfs
wird in der Regel automatisch mit Hilfe entsprechender Software durchgefiihrt (Schema 1). Um den
Entwurf zu verbessern ist eine manuelle Verfeinerung nétig. Zunédchst wird die Konsistenz gepruft und
fehlende Eingaben ergénzt. Route fur Route wird begutachtet und mit vorhandenen Netzwerkkarten,
beispielsweise KEGG, abgeglichen. Eine stimmige Stochiometrie beinhaltet Stoff- und Elementbilanzen,
sowie einen Ladungsausgleich. Auch die Beurteilung von Gleichgewichtslagen und Reaktionsrichtung
muss manuell erfolgen. Besonderheiten wie die Verwendung von Cofaktoren werden ebenfalls von Hand
geprift. Thermodynamische Daten sind sehr nitzlich, missen aber von Hand eingegeben werden.
Entsprechende Daten sind nur selten verfuigbar und eher fir kleinere Netzwerke praktikabel. Intrazelluldre
Transportreaktionen in Eukaryonten kdnnen sehr wichtig sein und missen daher bei der manuellen
Evaluation berticksichtigt werden. Falsche Zuordnungen kénnen groRRe Probleme bereiten und zu Liicken
im Netzwerk fuhren. Die Umwandlung der Netzwerkrekonstruktion in ein mathematisches Modell erfolgt

groftenteils automatisiert. Eine stochiometrische Matrix wird anhand der definierten Reaktionen generiert
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und Randbedingungen hinzugefiigt, wie z.B. die Definition extrazelluldrer und intrazellulérer Metabolite.
AnschlieBend erfolgt eine Evaluation und Validierung der Rekonstruktion. Das Modell wird auf die
Fahigkeit getestet alle bendtigten Metabolite synthetisieren und balancieren zu kénnen. Zudem sollte das
Verhalten des Netzwerks bei Stérungen dem des Organismus mdglichst entsprechen (Haggart et al.,
2011). Netzwerkrekonstruktionen konnen in mehreren Anwendungen mit unterschiedlichen Zielen
verwendet werden. Die Auswertung von ,,high throughput™ Daten kann enorm beschleunigt werden. Neue
Netzwerkeigenschaften kénnen ebenso wie intergenetische Zusammenhdnge basierend auf Hypothesen
entdeckt werden. Im metabolic engineering dient die Netzwerkrekonstruktion als Ausgangspunkt zur

Identifizierung von Engpéssen im Substratfluss und ermdéglicht den Test von Phanotypen ohne praktische
Laborarbeit.

f Netzwerkentwurf
Genom

Automatisierter Entwurf

[ERG O]
©

Literatur & Datenbanken

PublQed PubChem

~
&
g
s )

Verbesserungen Umwandlung in ein
" mathematisches Modell
MECOCYC _
i g o 1
PN ) 100
- > < 111 -
Kompartimentierung . L. / 1100
o Evaluierung / Validierung \ >
Ny
?

il

58

[eNe]
o

cor o
=

[N
or oo
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Start- Precursor
bedingungen Wachstum?

C Sackgassen?

Lucken?

&

/ Metabolische Netzwerkrekonstruktion \

Netzwerkmodelle Metabolic engineering

\_ /

Schema 1: Arbeitsablaufe bei einer iterativen Erstellung von Netzwerkrekonstruktionen
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Design und Bearbeitung metabolischer Netzwerke

Die Planung von Biosynthesen mit permeabilisierten Zellen besteht hauptséchlich darin eine
Syntheseroute aus den zur Verfligung stehenden metabolischen Pfaden auszuwahlen. Ziel ist es aus
maoglichst einfachen Substraten selektiv und mit hoher Ausbeute das gewtiinschte Produkt zu produzieren.
Unerwiinschte Nebenreaktionen kdnnen vermieden werden, indem das jeweilige Substrat selektiv in ein
Produkt umgewandelt wird oder Reaktionskomponenten nicht zur Verfigung stehen. Die grofte
Herausforderung besteht darin den Reaktionsansatz so zu wahlen, dass moglichst keine Anderungen am
Metabolismus der Wirtszelle nétig sind. Besonders im Fall von cofaktorabhangigen Reaktionen sind neue
Methoden gefragt um die metabolische Versorgung zu ersetzen (Horinouchi et al., 2006; Horinouchi et al.,
2012; Lee et al., 2013).

Anwendungen

Gerichtete mehrstufige Biokatalyse mit permeabilisierten, ganzen Zellen ist eine neue Strategie zur
Synthese von Feinchemikalien. Bislang sind nur wenige Beispiele fur die erfolgreiche Anwendung
vorhanden. Horinouchi et al. haben ein effizientes System zur Regeneration von ATP in permeabilisierten
S. cerevisiae entwickelt und mit der Synthese von 2-Deoxyribose-5-Phosphat und 2-Deoxy-ribonucleosid
gekoppelt (Horinouchi et al., 2006; Horinouchi et al., 2012). Die Mdglichkeit NADPH mit
permeabilisierten Zellen zu regenerieren wurde von Zhang et al. bei der Reduktion von B-Keto- zu B-
Hydroxy-Estern untersucht (Zhang et al., 2006; Zhang et al., 2009). Eine Regeneration von NADPH
wurde Uber enzymatische Oxidation von Glucose in permeabilisierten B. subtilis, B. pumilus und E. coli
erreicht. Ni et al. haben ebenfalls versucht NADPH auf diese Art zu regenerieren, wobei auch ohne
Cosubstrat signifikante Ausbeuten erzielt wurden (Ni et al., 2012).

Die Synthese von UDP-Glucose konnte mit permeabilisierten E. coli Zellen katalysiert werden (Schema
2). Dazu wurde Sucrose-Phosphorylase aus Leuconostoc mesenteroides in einer E. coli K12 Apgm
Phosphoglucomutase-Deletionsmutante  (berexprimiert.  Ausgehend wvon  Sucrose, ATP und
Uridinmonophosphat konnte UDP-Glucose mit einer maximalen Rate von 52 pM pro Minute erzeugt
werden. Im Gegensatz zu Literaturangaben konnte gezeigt werden, dass Mn*" der geeignetere Metall-
Cofaktor fiir die enzymatische Katalyse im Vergleich zu Mg ist. Der Katalysator konnte durch
Zentrifugation aus der Reaktionsmischung entfernt werden, wobei maximal 2% zelluldre Proteine

freigesetzt wurden.
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/%é\ OH
HO Lo S%J
UMP, ATP

Sucrose

| G-6-P =X— OH

f‘\NH
/%é\ 0\ n_ N/KO
UGPase HOHo \l o

UDP-Glucose OH OH

Schema 2: Synthese von UDP-Glucose in permeabilisierten E. coli. Ausgehend von Sucrose, Adenosin-5'-Triphosphat (ATP) und
Uridin-5‘-monophosphat  konnte UDP-Glucose mit nahezu 100% Umsatz hergestellt werden. Durch Deletion von
Phosphoglucomutase konnte eine unerwiinschte Isomerisierung vermieden werden.

Einen &hnlichen Ansatz verwendet Kyowa Hakko Bio zur Herstellung von Nukleotiden, Zuckern und
Peptiden (Schema 3). Eine Cofermentation von C. ammoniagenes und genetisch modifizierten E. coli wird
hierzu mit kleinen Mengen Detergenzien versetzt (Endo und Koizumi, 2000; Endo et al., 1999; Endo et
al.,, 2001; Endo et al.,, 2000; Koizumi et al., 2000; Koizumi et al., 1998). Dies ermdglicht den
Substrataustausch zwischen den Zellen und beschleunigt die Aufnahme von Nucleotid-Triphosphaten in

E. coli, welche dort zu Zucker-Nucleotiden umgesetzt werden.

recombinante E. coli

Zucker

Orotsdure
GMP

C. Ammoniagenes, etc.

| %“QQ

iGene zur Biosynthese von!
2z |:> i Zucker-Nucleotiden |

Zucker-Nucleotid

Schema 3: Zucker-Nucleotid Synthese mit permeabilisierten C. ammoniagenes und E. coli Zellen (Endo et al., 2000; Koizumi et

al., 2000; Koizumi et al.,
zwischen den Zellen.

1998). Geringe Mengen an Detergenzien erleichtern den Transport von Nucleotid-Triphosphaten
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AbschliefRende Bemerkungen

Biokatalytische Synthese mit permeabilisierten Zellen konnte die Liicke zwischen in vivo und in vitro
Biotechnologie schlieBen. Die Kombination der Fortschritte in Genomsequenzierung und
bioinformatischer Verarbeitung gibt der Biokatalyse neuen Schwung. Durch das Aufkommen
genomskaliger Netzwerkmodelle konnen die Prozesse im Metabolismus besser verstanden werden und
lassen Anwendungen, wie die Synthese mit permeabilisierten Zellen, mdglich werden. Auch die
zunehmend vereinfachte Modifikation von Mikroorganismen auf genetischer Ebene spielt der
Implementierung in der technischen Biochemie zu (Fu et al., 2012). Die mehrstufige Biosynthese mit
permeabilisierten Zellen konnte eine groRe Rolle bei der Herstellung komplexer Molekilstrukturen, vor

allem bei deren Derivatisierung, spielen.
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2.2 Polyketid-Sekundiarmetabolite

Polyketide bilden eine breit gefacherte Substanzklasse der Naturstoffe. Als Leitstrukturen in der
Entwicklung pharmakologisch aktiver Substanzen sind Polyketide von enormem Interesse. Wirkstoffe aus
der Isolierung und Derivatisierung nattrlicher Polyketid-Sekundarmetabolite decken das gesamte
Spektrum therapeutischer Anwendungen ab. Die zahlreichen Strukturvariationen der Polyketide liefern

Ansatzpunkte bei der Entwicklung von Verbindungen zur pharmazeutischen Nutzung.

Die sehr heterogene Substanzklasse der Polyketide vereint ein gemeinsamer Synthesemechanismus. Der
Aufbau des Kohlenstoffgrundgerists erfolgt tber Acyl-Coenzym A Monomere, welche, &hnlich der
Fettsauresynthese, meist aus Malonyl- und Acetyl-CoA, sukzessive eine Kette aufbauen. In einigen Fallen
werden auch andere Substrate, wie beispielsweise Methylmalonyl-CoA eingebaut. Die Synthese der
Kernstruktur erfolgt in minimalen Polyketid-Synthasen. Diese bestehen in der Regel aus einer Acyl-
Carrier-Untereinheit und weiteren Untereinheiten, welche eine katalytisch aktive Tasche formen (Dutta et
al., 2014). Die Struktur der resultierenden Produkte wird dabei durch die dreidimensionale Anordnung der
Polyketidkette im aktiven Zentrum des Synthesekomplexes definiert. Man unterscheidet bei
Polyketidsynthasen zwischen drei Typen. Typ | Polyketidsynthasen sind groRe, modular aufgebaute
Synthesekomplexe. Polyketidsynthasen vom Typ Il sind ebenfalls groRe Aggregate. Diese bestehen aus
Untereinheiten, welche jeweils nur eine spezielle Funktion in der Biosynthese erfiillen. Bei dem dritten
Typ handelt es sich um einfachere Polyketidsynthasen, welchen die Acyl-Carrier Funktion fehlt. In vielen

Fallen bilden die Polyketidketten durch intramolekulare Kondensationen aromatische Ringsysteme aus.

Pflanzen stellen den (berwiegenden Teil der bekannten Polyketid-Sekundarmetabolite her. Die
bekanntesten darunter sind die Flavonoide, welche meist als Farb- oder Duftstoffe dienen. Auch
Streptomyceten stellen oft Polyketid-Sekundarmetabolite her, wobei diese meist antibiotische
Eigenschaften haben, wie beispielsweise die Gruppe der Tetracycline. Funa et al. gelang es die fur die
Synthese des Farbstoffs Flaviolin verantwortliche Polyketid Typ Il Synthase (RppA) in E. coli zu

exprimieren (Funa et al., 1999).

Das Flavonoid Flaviolin (1) ist ein einfaches Polyketid. Es wird durch die spontane Oxydation mit
gelostem Sauerstoff aus Tetrahydroxynaphthalin (THN, 2) erhalten. THN wird durch sukzessive
Kettenverldngerung von 5 Malonyl-CoA (3) Bausteinen in einer Polyketid Synthase vom Typ 11l (RppA)
enzymatisch synthetisiert (Schema 4). Der intramolekulare Ringschluss erfolgt dabei (ber eine Claisen-

Kondensation.
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Schema 4: Synthese von Flaviolin. Tetrahydroxynaphthalin 2 wird in einer Polyketidsynthase vom Typ Il (RppA) durch
Verknupfung von 5 Malonyl-CoA 3 synthetisiert und nach erfolgtem Ringschluss durch Claisen-Kondensationen von geldstem
Sauerstoff spontan zu Flaviolin 3 oxydiert.

Auch komplexere Polyketid-Sekundarmetabolite konnen in E. coli synthetisiert werden, wie Stevens et al.
durch ihre Arbeiten gezeigt haben (Stevens et al., 2013). Eine solche Synthese ist in Schema 5 am Beispiel
von Oxytetracyclin dargestellt, welche durch Pickens et al. 2009 veréffentlicht wurde (Pickens und Tang,
2010). Diese wird in einem aus 24 Untereinheiten bestehenden Enzymkomplex einer Polyketid Typ Il
Synthase durchgefihrt. Der natiirliche Produzent von Oxytetracyclin, Streptomyces rimosus, enthalt den

oxy Gencluster, welcher die Megasynthase codiert.

O O OxyA

[o] (o] (o] (o] (o] o o
9 x J\/u\ OxyB
HO S-CoA OxyC NH, [H] NH,
—_— o o o o — > o o o o
+ O O OxyD o OxyJ Ho
S-Enzym S-Enzym
HZNJ\/U\S-Enzym i 4
leyK
OH OH OH OH O OH OH OH O o OH O o o o
NH, 5 ONH,  OON NH,
- - o o o]
OH OH S-Enzym
SAMleyF
OH OH OH OH O OH OH O O OH OH O
NH OxyL Ony
(Ilmltlerend)
OH H
OH H Ol
0 H,
SAM OxyT

OH OHO

NH, 2x[0]
OxyS O“ OH

Oxytetracyclin

Schema 5: Oxytetracyclin Biosynthese katalysiert durch Oxytetracyclin Biosynthesecluster (oxyA-oxyS) (Pickens und Tang,
2010).

Seite | 36



. - - - @@
‘/ Synthese der Polyketide Flaviolin und Oxytetracyclin in permeabilisierten Zellen m"‘“"

MECAT genetisch modifizierter Escherichia coli i

2.3 Problemstellung

Die Synthese von Polyketid-Sekundarmetaboliten durch organisch chemische Verfahren ist eine groRe
Herausforderung. Daher werden Alternativen fiir die Synthese dieser Naturstoffe gesucht. Die
Verwendung von permeabilisierten Mikroorganismen zur Herstellung dieser Naturstoffe und ihrer

Derivate konnte eine solche Alternative bieten.

Zundchst soll ein einfaches Polyketid synthetisiert werden um die Verwendung permeabilisierter Zellen
mit heterolog exprimierten Genen durch Verlinkung in den Zentralstoffwechsel zu untersuchen und die
Versorgung relevanter Precursor, wie Acetyl- und Malonyl-CoA, zu optimieren. Dieses soll am Beispiel
des Polyketids Flaviolin geschehen. Der Modellorganismus Escherichia coli soll in permeabilisierten
Zustand hierfur genutzt werden. Durch Analyse des metabolischen Netzwerks von E. coli sollen
Synthesewege ausgewahlt werden und auf ihre Verwendung bei der Synthese von Polyketiden getestet
werden. Daflir missen praparative Verfahren zur Permeabilisierung der Zellwand von E. coli angepasst
werden. Um die Effizienz der Synthese durch weitere Optimierungen zu steigern und die Versorgung mit
Cofaktoren durch regenerative Prozesse zu ersetzen mussen genetische Modifikationen auf E. coli
angewandt werden. Es sollen benétigte Cofaktoren zur Synthese von Oxytetracyclin in permeabilisierten
Zellen durch Adaptionen bestehender Regenerationsverfahren zu Verfiigung gestellt und anhand
entsprechender Beispielreaktionen charakterisiert werden. Im Besonderen sind die Cofaktoren ATP,
NADPH und SAM dabei von Bedeutung. Am Beispiel von Oxytetracyclin soll schlieflich die

biokatalytische Synthese komplexer Polyketid-Sekundarmetabolite realisiert werden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Permeabilisierung

Studien an unserem Institut konnten neue Strategien zur erfolgreichen Permeabilisierung von
Mikroorganismen und S&ugerzellen aufzeigen (Niklas et al., 2011; Yuan und Heinzle, 2009). Dabei
kamen vornehmlich Detergenzien zum Einsatz. Es stellte sich heraus, dass die Bedingungen fiir eine
optimale Permeabilisierung der Zellwand zwischen den Organismen starken Schwankungen unterliegen.
Sogar Organismen gleicher Art weisen aufgrund der Beschaffenheit ihrer Zellwand teilweise starke
Unterschiede bezuglich ihrer Anforderungen an die Permeabilisierungsbedingungen auf.

Die Kriterien flr eine permeabilisierte Zelle wurden so definiert, dass niedermolekulare Verbindungen
ungehindert die Zellwand passieren konnen, die Diffusion durch die Membran also ungehindert erfolgt.
Im Idealfall entspricht die Enzymaktivitat in permeabilisierten Zellen der Aktivitdt eines Zellaufschlusses
mit gleicher Enzymkonzentration. Die Membrandurchlassigkeit ist dabei der entscheidende Faktor. Es ist
davon auszugehen, dass durch die Behandlung mit Detergenzien die Membran bis zu einem gewissen
Grad mit Detergenz gesattigt wird bevor ihre strukturelle Integritat irreversibel gestort ist. Diese
kontinuierliche Sattigung erlaubt es eine Konzentration zu ermitteln, bei welcher die Membran Diffusion
erlaubt, aber in ihrer Struktur erhalten bleibt. Bislang gibt es noch keine konkreten Modelle fiir den Ablauf

dieser Prozesse.

Permeabilisierung von Escherichia coli BL 21 DE3

Hintergrund

Die Permeabilisierung von E. coli Zellen, im speziellen von E. coli K12, wurde bereits in friheren Studien
untersucht (Felix, 1982). In den Untersuchungen zur Permeabilisierung von E. coli BL21 DE3, welcher
als Wirtsorganismus zur Expression von Vektorplasmiden mit T7 RNA Polymerase ausgestattet ist, wurde
festgestellt, dass sich die Anforderungen an die Permeabilisierungsbedingungen nicht einfach Ubertragen
lassen. Eine ausfiihrliche Charakterisierung der Permeabilisierungsbedingungen wurde aufbauend auf
friheren Studien durchgefiihrt (Yuan und Heinzle, 2009).

Auswabhl des geeigneten Detergenz

Es stehen zur Permeabilisierung von E. coli mehrere Reagenzien zur Auswahl. Sollen die
permeabilisierten Zellen in einer Synthese zu Einsatz kommen, ist es erforderlich den Einfluss auf
Enzyme durch das Reagenz mdoglichst gering zu halten. Es empfiehlt sich daher die Permeabilisierung mit

einem geeigneten Enzymassay zu Uberprifen. Im Fall von E. coli BL21 DE3 wurde zundchst die
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Verwendung einer heterolog exprimierten Polyketidsynthase angestrebt. Bendtigtes Acetyl-CoA sollte
dabei aus Pyruvat und Coenzym A (ber Pyruvat Dehydrogenase hergestellt werden, weshalb das Assay

zur Kontrolle der Permeabilitat auch dieses Enzym adressiert.

Zundachst wurde aufgrund der Arbeiten von Yuan und Heinzle (Yuan und Heinzle, 2009) Triton X-100
und Digitonin, welche gute Permeabilisierungseigenschaften zeigen getestet. Triton X-100 stellte sich als
besser geeignet heraus, da es keine toxische Wirkung zeigt und bereits bei geringen Konzentrationen gute
Permeabilisierungseigenschaften zeigt (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Absorption von NADH bei 340 nm eines Pyruvat Dehydrogenase Assays mit 1 g/L permeabilisierten E. coli BL21
DE3 Zellen, welche mit 0,5% o) Triton X-100 und o) Digitonin inkubiert wurden.

Bestimmung der optimalen Konzentration

Entsprechend der theoretischen Uberlegungen sollte sich die Membran mit Detergenz séttigen. Dabei ist
der Verteilungskoeffizient von Detergenz zwischen Membran und Puffermedium entscheidend (Nacke
und Schrader, 2011; Nacke und Schrader, 2012). Ab einer gewissen Konzentration an Detergenz I&sst sich
die Membran nicht weiter mit Detergenz anreichern ohne ihre strukturelle Integritt zu zerstéren. Um
dieses zu kontrollieren und um die Detergenzkonzentration mit Blick auf die Erhaltung der Enzymaktivitat
fur synthetische Anwendungen zu Uberprifen, wurde die Aktivitdt von Pyruvat-Dehydrogenase in
permeabilisierten E. coli BL21 DE3 Zellen in Abhédngigkeit der eingesetzten Triton X-100 Konzentration
bestimmt. Es zeigte sich die erwartete Sattigung der Membran, welche ab einer Konzentration von 0,25%
(v/v) Triton X-100 zur Destabilisierung der Zellhdlle fuhrt (Abbildung 5). Hohere Konzentrationen an
Detergenz brachten keine signifikante Zunahme der Aktivitat, welche bei 0,25% Triton X-100 bereits der
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Aktivitdt eines Zellaufschlusses mit gleicher Enzymkonzentration entsprach. Die Aktivitat ist bei
geringfligig hoheren Konzentrationen annahernd konstant. Eine Inaktivierung des Enzymkomplexes durch
das gewdhlte Triton X-100, welche eine signifikante Abnahme der Aktivitat zur Folge hétte, wurde im

untersuchten Konzentrationsbereich nicht beobachtet.

4,0x10™ 1

2,0x10™

Pyruvatdehydrogenaseaktivitat / AU/s

0,0 . .
0,00 0,25 0,50

Konzentration Triton X-100 / % (v/v)

Abbildung 5: Aktivitat von Pyruvat Dehydrogenase in Enzymassays mit permeabilisierten E. coli BL21 DE3 Zellen.

Mikroskopische Struktur permeabilisierter Zellen

Die mikroskopische Struktur der Zellen bleibt bei der Permeabilisierung weitgehend intakt. Die Zelle
kann als eine Art Enzymsack gesehen werden, durch welchen die Substrate diffundieren konnen.
Aufnahmen von permeabilisierten und nativen Zellen zeigen im Environmental Scanning Elektron
Mikroskop (ESEM) Unterschiede in der Beschaffenheit der Oberflache (Abbildung 6). Die Einlagerung
von Triton X-100 bewirkt eine Permeabilisierung der Membran, nicht aber die Zerstérung der
Zellstruktur. Wahrend native Zellen eine glatte Oberflache zeigen, ist diese bei permeabilisierten Zellen
eher rau. Die Transmissions Elektronen Mikroskopie (TEM) zeigt eine intakte Zellstruktur auch nach der
Behandlung mit Detergenz (Abbildung 7). Wé&hrend niedermolekulare Bestandteile des Cytosols
ausgewaschen werden kdnnen, verbleiben die Biopolymere im Inneren der Zellhille. Lichtmikroskopisch

sind permeabilisierte Zellen nicht von unbehandelten Zellen zu unterscheiden.
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Abbildung 6: ESEM (Environmental Scanning Electron Microscope) Aufnahme von nativen (links) und permeabilisierten
(rechts) E. coli BWZ3 Zellen. Die Strukturen wurden mit Glutaraldehyd fixiert und mit Ethanol sukzessiv entwassert.
AnschlieBend wurde in Hexamethyldisilazan resuspendiert, auf einem Objekttréger eingetrocknet und am Institut fir neue
Materialien (INM) der Universitét des Saarlandes mit Gold bedampft und im ESEM abgetastet.

Abbildung 7: TEM (Transmission Electron Microscope) Aufnahme von permeabilisierten E. coli BWZ3 Zellen.
Ultradiinnschnitte wurden an der medizinischen Fakultét der Universitét des Saarlandes angefertigt und untersucht.

Permeabilisierung weiterer Mikroorganismen

Neben E. coli BL21 DES3 sollten weitere interessante Organismen auf ihre Permeabilisierbarkeit geprift
werden. So wurde versucht Myxococcus xanthus und Streptomyces rimosus mit Detergenzien zu
permeabilisieren. Entgegen den Erwartungen konnten keine Bedingungen ermittelt werden, bei welchen
M. xanthus in einem permeabilisierten Zustand vorlag. Die Zellen von M. xanthus wurden bereits bei

niedrigsten Detergenzkonzentrationen vollstdndig lysiert. Im untersuchten Konzentrationsbereich von
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0,005 % -0,25% Triton X-100 zeigten die Zellen entweder keine Enzymaktivitat von Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6PDH) oder wurden ab einer Konzentration von 0,01% aufgeldst. Im Fall von S.
rimosus ist eine Permeabilisierung aufgrund von Agglomeratbildung erschwert. Nur durch hohe
Schittelraten Uber 220 rpm und Kaultivierung in LB Medium konnte die Zusammenlagerung in
grobkdrnige Zellverbénde vermieden werden. Wie bereits M. xanthus, zeigte auch S. rimosus eine hohe
Empfindlichkeit gegen die eingesetzten Detergenzien. Das eingesetzte Triton X-100 fuhrte ab einer
Konzentration von 0,01% zur Lyse der Zellen, wahrend mit niedrigeren Konzentrationen behandelte
Zellen keine G6PDH Aktivitat aufzeigten. Auch Versuche die Zellstruktur mit dem Vernetzungsreagenz
Glutaraldehyd (0,001% - 0,006%) wahrend der Permeabilisierung mit Triton X-100 zu fixieren fuhrten zu
keiner messbaren Enzymaktivitdit. Die Membranen des natlrlichen Oxytetracyclin-Produzenten S.
rimosus, wie auch der industriell verwendete M. xanthus, kénnen, im Gegensatz zu der Hiille von E. coli,
nicht mit Triton X-100 permeabilisiert werden. Daher kénnen diese Mikroorganismen mit den getesteten
Detergenzien nicht zur Umsetzung von in situ Biokatalysen genutzt werden. Umfassendere
Untersuchungen zur Permeabilisierung von S. rimosus und M. xanthus kdénnten zur Entwicklung einer

geeigneten Methode flihren.
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Das folgende Kapitel ist mit dem Inhalt des Artikels ,, Multienzyme Whole-Cell In Situ Biocatalysis for the

Production of Flaviolin in Permeabilized Cells of Escherichia coli* erschienen in ChemCatChem Volume

4 Nummer 6 (2012) im WILEY-VCH Verlag weitgehend identisch (Krauser et al., 2012).

3.2 Synthese von Flaviolin mit permeabilisierten E. coli Zellen

Hintergrund

Der Sekundarmetabolit Flaviolin ist ein Stoffwechselprodukt von Streptomyces griseus und wird von einer
Polyketidsynthase vom Typ Il (RppA) synthetisiert. Die Biosynthese verlauft Uber 5 aufeinander
folgende Kettenverlangerungen durch Malonyl-CoA (2). Durch intramolekularen RingschluBR entsteht
Tetrahydroxynaphthalin (THN, 3), welches mit atmosphérischem Sauerstoff zu Flaviolin reagiert. Das
benotigte Acetyl-CoA kann aus Acetat und Coenzym A bereitgestellt werden. In S. griseus wird die
Polyketidsynthase durch das rppA Gen codiert, welche von Funa et al. 1999 in E. coli exprimiert werden
konnte (Funa et al., 1999). Flaviolin hat bei einem pH-Wert unter 6,3 eine gelbe und oberhalb eine violette
Farbe. In Néahrmedien ist bei physiologischem pH eher eine braunliche Farbe zu beobachten. Diese
Eigenschaften ermdéglichen eine photometrische Quantifizierung von Flaviolin. Die Charakterisierung der
photometrischen Eigenschaften erfolgte anhand eines selbst hergestellten Standards (Krauser et al., 2012).
Flaviolin dient als Modellverbindung zur Entwicklung eines Wirtsorganismus fiir die in situ Synthese von
Polyketid-Sekundérmetaboliten. Dabei stehen vor allem die Verkniipfungen zum Zentralstoffwechsel im
Fokus. Die Versorgung mit dem Precursor Malonyl-CoA und die Vermeidung von Nebenreaktionen durch
geeignete Deletionen sind fiir die Entwicklung eines Biokatalysators zum Einsatz in der Synthese von
Polyketid-Sekundarmetaboliten in permeabilisierten E. coli Zellen von zentraler Bedeutung fiir eine

erfolgreiche Synthese von Flaviolin.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse aus der Entwicklung eines multienzymatischen in situ Biokatalysators zur Synthese des
Sekundarmetaboliten Flaviolin mit permeabilisierten E. coli Zellen, welche zur Verwendung in Synthesen
von Polyketiden modifiziert wurden, werden nun erldutert. Entsprechend der Arbeiten von Zha et al. kam
eine Deletionsmutante von E. coli BI21 DE3 zum Einsatz, bei welcher die Gene der Acetyl-CoA-
Dehydrogenase (AdhE), sowie die Gene von Acetat-Kinase (AckA) und Phospho-Transacetylase (Pta)
deletiert sind (Zha et al., 2009). Zusatzlich wurde die konkurrierende Fettsauresynthese durch Triclosan
inhibiert, da eine Deletion entsprechender Gene letal fiir der Wirtsorganismus wére (McMurry et al.,
1998). Flaviolin (2,5,7-trihydroxynaphthoquinon, 4) ist ein rot-brauner Polyketid-Sekundérmetabolit aus

Streptomyces griseus, welcher heterolog in lebenden E. coli synthetisiert werden kann (Austin et al., 2004;
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Funa et al., 1999). Das Intermediat Tetrahydroxynaphthalin (THN, 3) ist das eigentliche Enzymprodukt,

welches durch atmospharischen Sauerstoff spontan zu Flaviolin oxidiert wird (Schema 6).
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Schema 6: Biokatalytische Synthese von Tetrahydroxynaphthalin (THN, 3) mit anschlieRender Oxidation zu Flaviolin (4).
Acetyl-CoA (1) wird aus Acetat und Coenzym A durch Acetyl-CoA Synthase (acs) unter ATP Verbrauch synthetisiert. Acetyl-
CoA Carboxlyase carboxyliert Acetyl-CoA mit Hilfe von Hydrogencarbonat und ATP zu Malonyl-CoA (2). Die
Polyketidsynthase vom Typ 111 (rppA) verkniipft 5 Malonyl-CoA unter CO,-Abspaltung zu THN. Uberexprimierte Gene sind
durch einen vertikalen, gestrichelten Pfeil gekennzeichnet.

Triton X-100 wurde aufgrund seiner geringen Toxizitdt und der erforderlichen niedrigen Konzentration im
Permeabilisierungsprozess als Detergenz ausgewahlt. Die optimale Konzentration von 0,25% (v/v) wurde
anhand eines Pyruvat Dehydrogenase Assays ermittelt (Abbildung 5). Verfolgt wurde die Flaviolin
Synthese mittels photometrischer Bestimmung von Flaviolin und MALDI-Tof Massenspektrometrie. Die
Produktivitat pro Gramm permeabilisierten Zellen lag bei 25 nmol pro Minute wéhrend der Startphase und
15 nmol pro Minute im weiteren Verlauf der Reaktion (Abbildung 8). Die Griinde fur den Ratensprung
konnten bislang noch nicht eindeutig identifiziert werden. Nach 16-stiindiger Inkubation des
Biokatalysators in Reaktionspuffer (50 mM NH,OAc, 30 mM ATP, 50 uM CoA, 0,4 mg/L Triclosan, 0,1
mM Biotin und 20 mM MgSO, in 0,1 M NH,HCO; Puffer bei pH 7,8) bei 30 °C konnte eine maximale
Konzentration an Flaviolin von 0,93 mM gemessen werden. Dies entspricht etwa der Halfte der
Konzentration welche Fermentationen nach 3 Tagen erreichen. Das eingesetzte ATP wurde zu etwa 30 %
zur Synthese von Flaviolin verwendet. Hydrolyse von ATP und andere unerwinschte, unbekannte
Nebenreaktionen reduzieren vermutlich die Ausbeute. Die Uberexpression von Acetyl-CoA Synthase
(Acs) und die Deletion von Enzymen, die Acetyl-CoA verbrauchende Reaktionen katalysieren (Ethanol
Synthese mit AdhE und Acetat Synthese via AckA/Pta) flhrte zu einer erheblichen Verbesserung der
Gesamtaktivitat und Endkonzentration. Zusatzliche Uberexpression von Acetyl-CoA Carboxylase lber

einen separaten Vektor flihrte nicht zur erwarteten Verbesserung, sondern verringerte die Ausbeute.
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Kombinationen permeabilisierter Zellen, welche jeweils nur eines der bendtigten Enzyme

Uberexprimierten zeigten Uberraschender Weise keine Flaviolin Produktion.
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Abbildung 8: Absorption von Flaviolin bei 520 nm gemessen in einem Reaktionsansatz mit o) 25 g/L und o) 50 g/L
permeabilisierten E. coli BWZ3 acs/rppA Zellen in 50 mM NH,OAc, 30 mM ATP, 50 uM CoA, 0,4 mg/L Triclosan, 0,1 mM
Biotin und 20 MM MgSO, in 0,1 M NH,HCO; Puffer bei pH 7,8.

Coenzym A-Intermediate wurden mit LC-MS Analyse quantifiziert (Abbildung 9). Es zeigte sich, dass das
zugesetzte CoA (50 puM) innerhalb von etwa 0,5 h vollstdndig in die gewiinschten CoA-Thioester
umgesetzt wurde und effektiv in einem Regenerationszyklus wiederaufbereitet wird (jedes Coenzym A
Molekiil wurde im Schnitt 93 mal recycelt).

Die anfangliche Akkumulationsrate von Acetyl-CoA fiir ein Gramm Biokatalysator betragt etwa 77 nM
pro Minute. Beachtet man die Syntheserate von Flaviolin (25 nM pro Minute), welche Acetyl-CoA mit
125 nM pro Minute verbraucht, ergibt sich eine Gesamtrate von 0,2 uM pro Minute fir ein Gramm
permeabilisierte Zellen. Die Akkumulierung von Malonyl-CoA betrug lediglich 7 nM pro Minute was
einer Gesamtsyntheserate von 132 nM pro Minute und Gramm Biokatalysator entspricht. Die
Umwandlung von Acetyl-CoA in Malonyl-CoA ist somit der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der

Synthese. Die Bildung von THN wurde nicht separat verfolgt.
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Abbildung 9: Konzentrationsprofil der CoA-Thioester Intermediate wéhrend der Inkubation von permeabilisierten E. coli BWZ3
pACY C-acs/pET-rppA Zellen in Reaktionspuffer (vgl. Abbildung 8).

Anmerkungen

Die Ergebnisse zeigen, dass die Anwendung permeabilisierter Zellen als in situ Biokatalysator eine
nitzliche Alternative zur Synthese von Sekundarmetaboliten im Vergleich zur in vivo und in vitro
Synthese darstellt. Um die benétigten Acyl-CoA-Thioester zur Synthese von Polyketiden bereitzustellen
wurde Acetat als geeignetes Ausgangssubstrat verifiziert. Der Einsatz von Pyruvat resultierte, entgegen
den Erwartungen, weder in der Bildung von Flaviolin noch in der Synthese von Acetyl-CoA. Die Aktivitat
und Ausbeute der Flaviolinsynthese konnte gesteigert werden, indem der initiale Syntheseschritt durch
eine Uberexpression von Acetyl-CoA Synthase beschleunigt wurde und die anschlieRenden
Umwandlungen in rdumlicher Néhe, also derselben Zelle durchgefiihrt wurden. Anhand der MALDI-MS
Analyse des Reaktionspuffers konnten keine signifikanten Nebenprodukte unter den gewahlten
Bedingungen festgestellt werden. Trotzdem konnte die maximale Ausbeute von 30% bezuglich des
eingesetzten ATP nicht (iberschritten werden. Unerwinschte, potentiell ATP verbrauchende Reaktionen

missten zur Optimierung identifiziert und ausgeschaltet werden.

Diese ,,one-pot* Strategie erforderte nur wissrige Pufferlosungen und moderate Reaktionsbedingungen
(Santacoloma et al., 2011; Wohlgemuth, 2007). Es wurden dabei bislang einfach zu handhabende E. coli
Zellen eingesetzt. Genomweite Untersuchungen zu Enzymaktivitaiten des Wirtsorganismus mit
bioinformatischen und ,metabolic engineering”“ Methoden konnten die Optimierungsmdglichkeiten
erweitern und die katalytische Effizienz verbessern. Permeabilisierte Zellen kdnnen sehr nitzlich fir

Totalsynthesen sein, da sie im Vergleich zu Gemischen von Enzymen leicht herzustellen, zu verarbeiten
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und abzutrennen sind (Cheng et al., 2007). Der Biokatalysator kann nach beendeter Reaktion
abzentrifugiert oder durch Ultrafiltration entfernt werden. Die resultierenden Reaktionsgemische sind klar
definiert, was die Aufarbeitung vereinfacht und das Abfallaufkommen drastisch reduziert (Heinzle et al.,
2006). Cofaktor Regenerierungsmethoden, z.B. die Regeneration von ATP aus Polyphosphat, kénnen in
situ Methoden zu wirtschaftlichen Alternativen bei der groBtechnischen Herstellung hochwertiger
Feinchemikalien machen (Kuroda und Kornberg, 1997; Noguchi und Shiba, 1998; Schultheisz et al.,
2008). Die vorgestellte Methode kann generell zur Polyketidsynthese verwendet werden, wenn ein

passender Wirtsorganismus vorhanden ist.

3.3 Synthese von Coenzym A-Thioestern

Hintergrund

Aufgrund der Ergebnisse aus der Synthese von Flaviolin konnte davon ausgegangen werden, dass die
Coenzym A-Thioester auch de novo synthetisiert werden koénnten. Der metabolische Syntheseweg flr
Coenzym A ausgehend von Panthothensdure besteht aus 5 enzymatischen Schritten und benétigt lediglich
4 Substrate (Schema 7).
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Schema 7: De novo Synthese von Coenzym A Thioestern. Panthothenséure wird von coaA unter ATP-Verbrauch an der
endstandigen Hydroxylgruppe phosphoryliert und von dfp mit L-Cystein unter CTP-Verbrauch verkniipft. Nach anschlieBender
Decarboxylierung ligiert coaD ein ATP-Molekil unter Pyrophosphatabspaltung welches nach Phosphorylierung der 3¢-Position
durch coakE zu Coenzym A wird. Coenzym A wirkt als Feedback Inhibitor auf coaA.
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Es wurde bereits in mehrfach versucht Coenzym A und CoA-Thioester de novo zu synthetisieren, was
aber nur zu kleinen Mengen Coenzym A fiuhrte (Basu und Blair, 2012; Kiefer et al., 2011; Shimizu et al.,
1983; Willibald et al., 1995). Hier spielt die Feedbackhemmung der Panthothenat Kinase durch Coenzym
A eine entscheidende Rolle. Acyl-CoA-Thioester von zeigen wesentlich geringeren inhibierenden Effekt
(Faktor 1000) auf die Coenzym A Synthese, was sie zu einem potentiellen Zielmolekil bei der Synthese

macht, zumal Coenzym A aus der Hydrolyse der Thioester zurlickgewonnen werden kann.

Ergebnisse und Diskussion

Die Synthese von Coenzym A-Thioestern sollte theoretisch die Feedbackhemmung durch das Endprodukt
aushebeln. Die Synthese im préparativen Mafstab in permeabilisierten Zellen von E. coli BWZ3
PACYC-acs scheiterte jedoch an der Zersetzung von L-Cystein, welches in Anwesenheit der zur Acetyl-
CoA-Synthese erforderlichen Essigsaure unter Schwefelwasserstoffabspaltung zu O-Acetylserin
umgesetzt wird. Der Schwefelwasserstoff fiihrt bereits bei niedrigen Konzentrationen zu einer
Inaktivierung der Enzyme. In diesem Fall ware eine Deletion der entsprechenden Enzyme nétig. In den
getesteten Synthesen von Sekundarmetaboliten wurde Coenzym A meist nur in katalytischen Mengen

eingesetzt. Daher wurde die de novo Synthese von Coenzym A auf katalytische Mengen beschrankt.

Coenzym A wurde in Reaktionsansatzen zur Synthese von Flaviolin entsprechend vorangegangener
Studien (Krauser et al., 2012) durch entsprechende Mengen an Panthothenat, L-Cystein und Cytidin-5°-
triphosphat ersetzt. Signifikante Mengen an Flaviolin wurden in allen Reaktionsansdtzen detektiert,
wahrend Kontrollen ohne Zugabe der Substrate negativ blieben (Tabelle 5). Es wurden sogar im Vergleich
zur Synthese mit isoliertem Coenzym A ahnliche Konzentrationen an Flaviolin produziert, wenn ATP
regeneriert wurde (siehe ATP Versorgung, Seite 54).

Tabelle 5: Biokatalytische Synthese von Flaviolin unter Verwendung von Coenzym A als Substrat oder mit de novo Coenzym A
Synthese.

Reaktionsansatz ATP Absorption C Flaviolin [MM]
CoA 50 uM 0,022 0,017

E. coli BWZ3 acs/rppA 50 g/L Panthothenat , L-Cystein, CTP 50 uM 1mM 0,024 0,018
- 0,001
CoA 50 uM 0,155 0,119

E. coli BWZ3 acs/rppA 50 g/L )

) Panthothenat , L-Cystein, CTP 50 uM 0,1 mM 0,156 0,120

E. coli BWZ3 adk/ppk 50 g/L

- 0,011
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Anmerkungen

Coenzym A kann de novo aus Panthothenat, Cystein und CTP unter ATP Verbrauch bereitgestellt werden,
solange die eingesetzte Konzentration an L-Cystein niedrig gehalten wird. Anséatze, bei welchen L-Cystein
sukzessive zugegeben wurde, entwickelten ebenfalls Schwefelwasserstoff, was darauf deutet, dass die O-
Acetylserin-Synthase sehr aktiv ist. Die geringen Mengen Coenzym A, welche durch Zugabe katalytischer
Mengen L-Cystein gebildet werden, reichen aus um die Synthese von Flaviolin zu ermdglichen. Cytidin-
5¢-triphosphat ist essentiell fiir die Synthese von Coenzym A. Wird auf die Zugabe von CTP verzichtet,
entsteht kein Coenzym A. Die Mengen an Coenzym A aus der de novo Synthese sind allerdings sehr
gering. Eventuell kénnten orthogonale Syntheseschritte, wie etwa von Tomita et al. berichtet, Ansatze
bieten die Feedbackhemmung zu umgehen (Ishibashi et al., 2012; Tomita et al., 2013; Tomita et al.,
2012). Die Umsetzung entsprechender metabolischer Anderungen koénnte die Produktivitit des
Biokatalysators steigern, sodass die Synthese von Coenzym-A Thioestern wirtschaftlich profitabel
umgesetzt werden konnte.
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Das folgende Kapitel enthalt Teile des Artikels ,, Directed Multistep Biocatalysis for the Synthesis of the
Polyketide Oxytetracycline in Permeabilized Cells of Escherichia coli* erschienen in ACS Catalysis
(Krauser et al., 2015).

3.4 Versorgung mit ATP, NADPH und SAM in mehrstufigen Biokatalysen mit

permeabilisierten E. coli Zellen

Hintergrund

Im Folgenden werden Versorgungsmodule flr die essentiellen Cofaktoren ATP, NADPH und SAM zur
Verwendung in biokatalytischen mehrstufigen Reaktionen mit permeabilisierten E. coli Zellen und
Kopplungen mit Biosynthesen an aussagekraftigen Beispielen untersucht. Um dem Anspruch mehrstufiger
enzymatischer Reaktionen in Synthesen mit permeabilisierten Zellen zu geniigen, wurden entsprechend
optimierte E. coli Zellen entwickelt. ATP kann aus ADP und AMP unter Verwendung von Polyphosphat
regeneriert werden. NADPH wird aus NADP durch die Oxidation von Phosphit regeneriert. Ein
Grundlevel von 0,8 mg/L SAM kann durch die Ligation von ATP mit Methionin erzeugt werden.

Cofaktorregenerierung ist eine Kernaufgabe in biokatalytischen Umwandlungen (Krauser et al., 2013;
Wohlgemuth, 2010; Wohlgemuth, 2011). Die Effizienz enzymatischer Reaktionen hangt direkt von der
Regeneration des entsprechenden Cofaktors ab (Uppada et al., 2014). Da die Kosten fiir Cofaktoren die
der Substrate meist um GréRenordnungen Ubersteigen, kdnnen nur katalytische Mengen eingesetzt werden
(Ni et al., 2014). Industrielle Anwendungen verlangen daher nach gunstigen und verl&sslichen
Regenerationsstrategien um Cofaktoren zur Bereitstellung von Redox-Aquivalenten, Monomerbausteinen

und Energieversorgung.

Enzymatische Synthesewege in Mikroorganismen sind leistungsstark bei der Synthese komplexer
organischer Strukturen wie z.B. Sekundarmetabolite. Dabei entsteht in der Regel ein hoher Bedarf an
Cofaktoren, welche fiir gewthnlich wahrend der Herstellung permeabilisierter Zellen ausgewaschen
werden. So missen Adenosin-5°‘-triphosphat (ATP), p-Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NADH,
NADPH), S-Adenosylmethionin (SAM) und Coenzym A-Thioester regeneriert werden um einen
stochiometrischen Verbrauch zu vermeiden. Wir haben bereits tber eine effektive Methode zur
Versorgung mit Acetyl-CoA und Malonyl-CoA berichtet (Krauser et al., 2012) (Kapitel 3.2). Adaptionen
bestehender in vitro Regenerationen fir ATP (Kameda et al., 2001; Noguchi und Shiba, 1998; Shiba et al.,
2000) und NADPH (Johannes et al., 2007; Johannes et al., 2005; Relyea et al., 2005; Woodyer et al.,
2005; Woodyer et al., 2003; Woodyer et al., 2006; Woodyer et al., 2005; Woodyer et al., 2005; Woodyer
et al., 2008; Zhao et al., 2004) wie auch eine Versorgung mit Methylgruppen durch SAM (Grossmann et
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al., 2000; Komoto et al., 2004; Matos et al., 1987; Park et al., 1996) sind essentiell fir effiziente in situ
Synthesen.

ATP kann aus ADP und AMP mit Kinasen unter Polyphosphatabbau regeneriert werden um ATP
abhéangige Schritte der in situ Synthese von Flaviolin zu versorgen (Schema 8, A). NADPH Versorgung
kann durch eine optimierte Phosphit Dehydrogenase erreicht werden, um z.B. enzymatische Reduktionen
wie die Umwandlung von Nitrat zu Nitrit mit Nitrat Reduktase zu unterstiitzen (Schema 8, B). SAM als
Methylgruppendonor fir Methyl Transferasen wird aus der Ligation von ATP mit Methionin erhalten
(Schema 8, C), Zur Nutzung in permeabilisierten Zellen wurden diese Methoden ausgewahlt, da keine
zusétzlichen Kohlenstoffquellen dem metabolischen Netzwerk zur Verfugung stehen sollten, um
unerwiinschte Nebenreaktionen zu vermeiden. Zusétzlich missen die Reaktionen Uber ein breites

Spektrum an Reaktionsbedingungen ablaufen.

ATP ADP  (PO3), (POy),,

adk ppk
A AMP ADP ATP

% Acetat

Flaviolin

PO, PO,

E ptdH f
B NADP NADPH

. NO
Nitrat-
NO, reductase

P, + PP,
Methyl-
metK transferase
C ATP + Methionin 4 SAM — » SAH

Schema 8: Versorgungsreaktionen fiir essentielle Cofaktoren in permeabilisierten Zellen. A) ATP wird aus ADP und AMP durch
Polyphosphat Kinase (ppk) und Adenylat Kinase unter Polyphosphat Verbrauch synthetisiert. B) NADPH wird durch Reduktion
von NADP* mittels Phosphit Dehydrogenase aus Phosphit erzeugt. C) S-Adenosylmethionin wird durch S-Adenosylmethionin
Synthase (metK) katalysierte Ligation von ATP und Methionin bereitgestellt.
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Ergebnisse und Diskussion

SAM Versorgung

S-Adenosylmethionin - (SAM) ist essentiell zur Methylierung von Kohlenstoffgeriisten in
Sekundédrmetaboliten. Zur Synthese von Oxytetracyclin werden drei Molekille SAM benétigt. Die
Verbindung ist unter physiologischen Bedingungen nur maRig stabil. Ein stdchiometrischer Einsatz ware
daher unvorteilhaft. SAM wird nach Abspaltung der Methylgruppe am Schwefel in Homocystein und
Adenosin umgewandelt. Eine Regeneration ist in diesem Fall, wenn tberhaupt, nur schwer zu realisieren.
Da die S-Adenosylmethionin-Synthase (MetK) einer Feedback Inhibierung durch SAM unterliegt, ist eine
praparative Synthese ebenfalls unvorteilhaft. Biokatalytische Synthesen bediirfen meist nur einer geringen
Konzentration an SAM, welche fir eine ausreichende Aktivitat sorgt. ATP-verbrauchende Reaktionen
wirden von einer on-demand- Synthese sogar profitieren. Um diese zu erreichen wurde C. glutamicum
MetK in E. coli BWZ3 heterolog tberexprimiert, was eine effiziente Versorgung mit SAM (ber mehr als
16 Stunden sicherstellt. Eine konstante Konzentration von 2 uM (0,8 mg/L) kann auf diese Weise aufrecht
erhalten werden, wobei die maximale Produktivitat des Versorgungsmoduls bei 4,5 nmol/min pro Gramm
permeabilisierten E. coli BWZ3 pRSF-metK Zellen liegt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Zeitlicher Verlauf der Synthese von SAM in 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat Puffer mit 10 mM ATP, 10 mM
Methionin und 50 g/L permeabilisierten E. coli BWZ3 pRSF-metK Zellen.

Seite | 52



‘/ Synthese der Polyketide Flaviolin und Oxytetracyclin in permeabilisierten Zellen ulu@:f:"
MECAT genetisch modifizierter Escherichia coli i
NADPH Versorgung

Wie bereits von Woodyer et al. gezeigt wurde, weist die E175A, Al76R Doppelmutante von
Pseudomonas stutzeri Phosphit-Dehydrogenase (PtdH), welche nativ NAD" als Substrat bevorzugt, einen
signifikanten Zuwachs bei der Aufnahme von NADP" als Substrat auf (Woodyer et al., 2003). Aus
Griinden verbesserter Proteinexpression wurde die urspringliche Sequenz fur E. coli codonoptimiert.
Zellen permeabilisierter E. coli BWZ3 mit pRSF-ptdH Vektor zeigten signifikante NADPH-Bildung. In
Redox Assays mit permeabilisierten E. coli BWZ3 und E. coli BAPI wurden die Redoxindikatoren NBT
(0,2 mM) und DCPIP (10 mM) in NADPH selektiven Redoxsystemen komplett in die reduzierte Form
uberfiihrt. Dieser Effekt wurde allerdings auch ohne externe Zugabe von B-Nicotinamid-adenin-
dinucleotid-Phosphat Spezies beobachtet. Unpermeabilisierte Zellen zeigten ahnliche Redoxeigenschaften
gegenuber den Redoxindikatoren, jedoch mit drastisch geringerer Aktivitat. Gekoppelt an eine NADPH
abhangige Reduktion von Nitrat zu Nitrit zeigten permeabilisierte sowie unpermeabilisierte Zellen
NADPH generierende Aktivitat (Abbildung 11). Das Assay zeigte in Voruntersuchungen keine negativen
Wechselwirkungen mit Phosphit und wurde daher als geeignet angesehen um die durch NADPH
erzeugten Reduktionsdquivalente zu bestimmten. Aufgrund von Substratinhibierung wurden nur

Nitratkonzentrationen unterhalb von 10 mM eingesetzt (Jacques et al., 2014).
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Abbildung 11: Nitritproduktion durch NADPH verbrauchende Reduktion von Nitrat via Nitrat-Reduktase. Reaktionen wurden in
Tris-HCI Puffer (0.1 M) mit 4 g/L Natriumphosphit, 5 mM Natriumnitrat und 50 g/L permeabilisierte Zellen von E. coli BAPI
pRSF-ptdH, E. coli BWZ3 pRSF-ptdH, E. coli BWZ3, bzw. native E. coli BWZ3 Zellen. Nitritkonzentrationen wurden mit einem
photometrischen Diazo-Farbstoff Assay der Firma Boehringer (Beutler et al., 1986) vermessen. Proben wurden nach einer Stunde
und einem Tag Inkubation bei 30 °C und schtteln mit 230rpm in einem 50 ml Regiergefa? genommen und bei 8 g zentrifugiert.
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Trotz zahlreicher kombinatorischer Reaktionsansdtze wurden nur Nitritkonzentrationen gemessen welche
maximal auf 0,1 mM NADPH schlieen lassen. Eine Sequenzanalyse von pRSF-ptdH zeigte die korrekte
Insertion des P. stutzeri E175A, A176R Doppelmutanten in die BamHI-Hindlll Restriktionsstelle (siehe
Seite 69).

Untersuchungen zur Expression von ptdH zeigten, dass die Enzymmenge an PtdH in E. coli BWZ3, wie
auch in E. coli BAPI sehr niedrig ist. Die Uberexpression von ptdH wird vermutlich von zelluldren
Mechanismen unterdriuickt wie z.B. der Zersetzung von mRNA und Protein. Da die Expressionsraten von
pRSFduet-1 in E. coli BI21 DE3 firr heterologe Gene fiir gewohnlich sehr hoch sind, wird davon
ausgegangen, dass der Abbau der Transkripte rasch ablauft. Dies muss zur endgultigen Aufklarung weiter
untersucht werden. Es konnten nur geringe Mengen der Phosphit-Dehydrogenase auch nach Variation der
Expressionsbedingungen (IPTG 0,3 — 1 mM, 28 — 37 °C) exprimiert werden. Die besten
Expressionsbedingungen wurden bei 2,5 Stunden Inkubation mit 1 mM IPTG bei 28 °C gefunden.
Ermittelt wurden die Expressionsbedingungen iiber die Effizienz von PtdH-Dynabeads® zur Synthese von
NADPH. Weitere Untersuchungen ergaben, dass die Zellen nicht nur NADPH aus NADP™ erzeugten,
sondern die Reduktion von Nitrat auch ohne Zugabe von B-Nicotinamid-adenin-dinucleotid Spezies ablief,
obwohl diese im Reaktionsaufbau nur enzymatisch erfolgen kann. So wurden 60 pM Nitrit in
Reaktionsansdtzen mit 50 g/L permeabilisierten E. coli BWZ3 pRSF-ptdH Zellen gemessen, ohne dass
NADP" zugegeben wurde. Mdglicherweise spielt enzymgebundenes NADP* eine Rolle, welches nach
fortschreitender Reaktionsdauer freigesetzt wird. Dieser Effekt trat nur auf, wenn die Zellen vor der
Verwendung permeabilisiert wurden und war ohne Uberexpression von ptdH sehr gering. Unbehandelte
Zellen waren in der Lage 28% des zur Verfugung gestellten NADP* in NADPH umzuwandeln, was auf

membranassoziierte Redoxreaktionen schlielen lasst.

ATP Versorgung

ATP Regeneration kann durch Phosphorylierung von ADP via Polyphosphat-Kinase (Ppk) erreicht
werden (Kameda et al., 2001; Kuroda und Kornberg, 1997; Nahalka et al., 2006; Nahalka et al., 2002;
Nocek et al., 2008; Resnick und Zehnder, 2000). Polyphosphat ist ein natirlicher Energiespeicher in
Zellen und wird wéhrend des Wachstums auf energiereichem Nahrmedium angereichert (Achbergerova
und Nahalka, 2011; Achbergerova und Nahalka, 2014; Meng et al., 2011). Die Phosphorylierung von
Nucleotid Phosphaten ist reversibel und bildet ein Gleichgewicht aus. Es wurde gezeigt, dass die
Umsetzung von ADP zu ATP durch Phosphorylierung mittels Ppk bis zu 52,3% erreicht (Noguchi und
Shiba, 1998). Polyphosphat-Kinase wurde in E. coli BWZ3 Uberexprimiert. Zellen mit Gberexprimierter E.

coli Ppk wurden permeabilisiert und als ATP-Regenerationsmodul mit der biokatalytischen Synthese von
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Flaviolin gekoppelt (Tabelle 6). Die Ausbeute an Flaviolin wurde mit dem Verbrauch an ATP korreliert,
waobei ein Molekul Flaviolin bei der Synthese 10 Molekiile ATP verbraucht (siehe Schema 6, Seite 44).

Tabelle 6: ATP Verbrauch biokatalytischer in situ Synthesen von Flaviolin (10 Molekiile ATP pro Molekil Flaviolin) in
Anwesenheit von Acetat und katalytischen Mengen Coenzym A (50 pM).

Mischung permeabilisierter E. coli BWZ3 pRSF-ppk (50 mg/ml)

und E. coli BWZ3 pACY C-acs/pET-rppA (50 mg/ml) Zellen 16 h Cfiaviotin [MM] ATP Turnover
inkubiert mit

ATP 30 mM (ohne Uberexpression von ppk)(Krauser et al., 2012) 920 0,30
ATP 50 uM 22,2 4,45
ATP 50 uM + Polyphosphat Glas 10 mM 33,7 6,75
ATP 50 uM + Metaphosphat 10 mM 34,5 6,90
ohne ATP 0,0

Reaktionspuffer (Referenz) 0,0 -

Mischung permeabilisierter E. coli BWZ3 pRSF-adk/ppk (50
mg/ml) und E. coli BWZ3 pACY C-acs/pET-rppA (50 mg/ml)

Zellen 16 h inkubiert mit CHiaviotin [LM] ATP Turnover
ADP 50 pM + Polyphosphat 10 mM 130,3 26,05
ohne ADP 0,0 -

Das eingesetzte ATP konnte bis zu 7-mal recycelt werden. Interessant ist, dass die Menge an Flaviolin in
Reaktionen ohne Polyphosphat ebenfalls auf eine Regeneration von ATP schlieen lasst. Es ist
anzunehmen, dass enzymgebundenes Polyphosphat aus der Wachstumsphase von E. coli pRSF-ppk die
Regeneration von ATP unterstiitzt, da die Uberexpression der Polyphosphat-Kinase die Bildung von
Polyphosphat wahrend der Induktionsphase begiinstigt (Achbergerova und Nahalka, 2011; Rangarajan et
al., 2006; Shiba et al., 2000). Weitere Untersuchungen der Reaktionsmischung zeigten, dass ATP zu AMP
umgewandelt wird, obwohl aus der enzymatischen Reaktion nur ADP entsteht. Hydrolyse von ADP durch
enzymatische Disproportionierung kann dabei der ausschlaggebende Faktor sein. Es ist gelungen die
Regenerationseffizienz durch Coexpression von E. coli Adenylat-Kinase, welche unter ATP Verbrauch
AMP in ADP umwandelt, drastisch zu steigern. Flaviolin Konzentrationen von 130 uM in Reaktionen mit
permeabilisierten E. coli BWZ3 pRSF-adk/ppk verweisen auf 1,3 mM ATP. Die katalytische Menge an
ADP (50 pM) wurde daher mindestens 26-fach in ATP umgewandelt. Beachtet man die anfanglichen
Ausbeuten der Flaviolinsynthese bezuiglich ATP von maximal 30%, wurde die katalytische Effizienz mit

dem ATP Regenerationsmodul auf das 90-fache gesteigert.
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Anmerkungen

ATP kann durch die Verwendung der Polyphosphat-Kinase effektiv regeneriert werden. Dies ermdglicht
die Synthese von Metaboliten mit hohem ATP-Bedarf ohne den Einsatz stochiometrischer Mengen an
ATP. Die Ausbeute kann enorm gesteigert werden, wenn Adenylat-Kinase ebenfalls Giberexprimiert wird.
Der Redox-Cofaktor NADPH lasst sich uber anorganisches Phosphit bereitstellen. Hierbei ist die Bindung
des Cofaktors an die Syntheseenzyme fiir eine effizientere Regeneration hinderlich. S-Adenosylmethionin
kann man de novo aus Methionin und ATP bereitstellen. Eine Synthese nach Bedarf scheint vorteilhaft, da
in one-pot Synthesen die Konkurrenz um ATP unterdrickt werden kann. Die vorgestellten
Versorgungsmodule kdénnen auch in anderen E. coli Stdammen mit entsprechenden Anpassungen an
Synthesewege zur Anwendung kommen und sind frei kombinierbar, da keine Wechselwirkungen der
Reaktionswege bekannt sind. Die vorrangige Anwendungsmdoglichkeit permeabilisierter Zellen besteht
wohl in der mehrstufigen Biosynthese von Sekundarmetaboliten mit hohem Wert. Besonders die Synthese
von organisch-chemisch nur schwer zugéanglicher Sekundarmetabolite wird durch die Verwendung der
Versorgungsmodule unterstitzt. Mit den Versorgungsmodulen kdnnten wirtschaftliche Prozesse

umgesetzt werden, welche mit in vitro, in vivo und organisch-chemischen Synthesen konkurrieren kdnnen.
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Teile des folgenden Kapitels wurden in dem Artikel ,, Directed Multistep Biocatalysis for the Synthesis of
the Polyketide Oxytetracycline in Permeabilized Cells of Escherichia coli“ (ACS Catalysis) publiziert
(Krauser et al., 2015).

3.5 Synthese von Oxytetracyclin in permeabilisierten E. coli Zellen

Hintergrund

Oxytetracyclin (OTC) ist ein Tetracyclin Sekundarmetabolit aus Streptomyces rimosus und wirkt als
Inhibitor fir RNA Polymerase auf die Proteinbiosynthese in Bakterienzellen. Es wird industriell als
bakteriostatisches Antibiotikum bei der Viehzucht eingesetzt. OTC ist ein Polyketid und wird in S.
rimosus von einem Polyketid Synthetase (PKS) Typ Il Enzymcluster synthetisiert. Der Megacluster sorgt
durch ,,channeling® dafiir, dass die Intermediate nicht in das intrazelluldire Medium abgegeben werden.
Durch Deletionen einzelner Gene des Operons wird die Synthese des Endprodukts unterbrochen. Dies
kann genutzt werden um die Funktion der jeweiligen Untereinheiten zu charakterisieren. Pickens et al.
haben die Biosynthese von Oxytetracyclin ausfiihrlich untersucht und die Enzyme des 24 kbp OTC-
Gencluster in S. rimosus charakterisiert (Abbildung 12) (Pickens und Tang, 2009; Pickens und Tang,
2010).

oxyTAl oxyB oxyF oxyH

(= mupmpp )

otrB oxyA oxyC

2 4

i T T T T T T T
.Minimnle PKS I]I]ﬂ]l]]smrlmodul DKR Cyclase § Oxygenase E Transferase % Resistenz D Regulation . Unbekannt

Abbildung 12: Oxytetracyclin Gencluster von S. rimosus (Pickens und Tang, 2010).

Dennoch bleibt die Struktur des Enzymclusters selbst noch unklar. Die Isolierung intakter Megacluster ist
bislang noch nicht realisierbar, da diese wahrend der Aufarbeitung meist zerstort werden. Zudem ist die
Menge in der Zelle sehr gering, was es schwer macht genugend Material fiir eine Strukturaufklarung tber
Rontgendiffraktion oder Kernspinresonanz zu erhalten. Bioinformatische Ansétze hingegen konnten hier

eine neue Mdoglichkeit bieten.

Der native Oxytetracyclin Produzent S. rimosus produziert geringe Mengen Oxytetracyclin. Die Synthese
von OTC findet dabei vornehmlich bei geringer Zelldichte statt (Kim et al., 1994; Zhan, 2009). S. rimosus
schleust das synthetisierte OTC aus und reichert es in der ndheren Umgebung an (Kim et al., 1994). Erste

Versuche den natlrlichen Produzenten zu permeabilisieren scheiterten an dessen Empfindlichkeit
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gegeniber den eingesetzten Permeabilisierungsmethoden und auch der industriell genutzten M. xanthus
war flr die Anwendung in Synthesen mit permeabilisierten Zellen ungeeignet (siehe Permeabilisierung,
Seite 41) (Stevens et al., 2010). Im Jahr 2010 meldeten Boddy und Garza ein Patent an, in welchem die
Expression des Oxytetracyclin Syntheseclusters in E. coli beschrieben wird (Boddy und Garza, 2010).
Darin wird der >*-Faktor aus M. xanthus coexprimiert und erméglicht der RNA Polymerase in E. coli den
Zugang zum oxy-Gencluster von S. rimosus. Entsprechende Plasmide zur Expression konnten mit
freundlicher Unterstiitzung der Patentinhaber erhalten werden. Ein mit Chaperonen zur Faltung
heterologer Proteine ausgestatteter E. coli BAPI Stamm (E. coli BL21 DE3Mutant) wurde mit den
Plasmiden zur Expression des o>'-Faktors (pDCS02) und der Oxytetracyclin Synthetase (pPMRHO08)
transformiert. Dieser zeigte entgegen den Erwartungen keine Produktion von Oxytetracyclin bei
Kultivierung im Schittelkolben (MS-Analyse). Anfanglich war anzunehmen, dass besondere
Anforderungen an die zur Synthese von OTC bendtigten Cofaktoren, wie beispielsweise die Verwendung
des seltenen Streptomyces Cofaktor F420 statt dem (blichen NADPH eine Synthese verhinderten, da
entsprechende Gene in E. coli nicht vorhanden sind. Im Laufe der Untersuchungen zeigte sich, dass
Oxytetracyclin in E. coli weiter umgesetzt wird. Dies fuhrt dazu, dass sich statt des gewinschten OTC
dessen Abbauprodukte anreichern. Oxytetracyclin wird dabei vermutlich von Ketoreduktasen reduziert.

Ergebnisse und Diskussion

Die Synthese von Oxytetracyclin verlauft Uber neun sukzessive Kettenverlangerungsschritte, bei welchen
Malonyl-CoA zur Konstruktion des Polyketid-Grundgerusts verkniipft wird. Die Malonamid Starteinheit,
welche in der Amidgruppe an C2 resultiert, wird von oxyD aus malonyl-CoA synthetisiert. Weitere
Zyklisierungsschritte, Keto-Reduktionen, Hydroxylierungen und Methylierungen modifizieren das
Grundgerist in Oxytetracyclin (Schema 9). Der Enzymcluster konnte erfolgreich in permeabilisierten
Zellen von E. coli BAPI zur Synthese von Oxytetracyclin genutzt werden, sofern die Synthese durch die
zuvor entwickelten Versorgungsmodule fiir ATP, NADPH and SAM unterstutzt wurde. Ohne die
Verwendung der Versorgungsmodule war keine Bildung von Oxytetracyclin oder dessen
Reduktionsprodukt, Dihydro-Oxytetracyclin  (H,OTC), messbar. Die Synthese von OTC in
permeabilisierten Zellen von E. coli BAPI, welche die Expressionsvektoren pMRHO08 und pDCS02
enthielten, durch Zugabe von Malonyl-CoA, SAM, NADPH und ATP war ebenfalls nicht festzustellen.
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Schema 9: Synthese von Oxytetracyclin in permeabilisierten E. coli Zellen. Die Synthese von Oxytetracyclin erfolgt in
permeabilisierten E. coli BAPI pMRHO08/pDCS02 Zellen. Acetyl-CoA wird in permeabilisierten E. coli BWZ3 pACYC-acs
Zellen synthetisiert und von in E. coli vorhandener Acetyl-CoA-Carboxlyase in Malonyl-CoA umgewandelt. ATP wird in
katalytischen Mengen eingesetzt und nach Verbrauch in permeabilisierten E. coli BWZ3 pRSF-adk/ppk aus AMP und ADP
regeneriert. SAM wird nach Bedarf von permeabilisierten E. coli BWZ3 pRSF-metK synthetisiert. Reduktionséquivalente in Form
von NADPH werden in E. coli BWZ3 pRSF-ptdH aus NADP" synthetisiert. Als Substrate werden Acetat, Polyphosphat, Phosphit
und Methionin, sowie katalytische Mengen an CoA (bzw. Panthothenat, L-Cystein, CTP), NADP* und ATP dem Reaktionsansatz
zugegeben.

Anhand der Syntheseroute entsprechend Schema 9 wurden mehrere Ansédtze mit permeabilisierten Zellen
von E. coli BAPI pMRHO08/pDCS02, E. coli BWZ3 pRSF-adk/ppk, E. coli BWZ3 pRSF-ptdH, E. coli
pACYC-acs und E. coli BWZ3 pRSF-metK auf die Synthese von Oxytetracyclin untersucht. Wie sich
herausstellte, wurde Oxytetracyclin in keinem Reaktionsansatz angereichert, wohl aber Dihydro-
Oxytetracyclin (Abbildung 13).Wéhrend der in situ Versorgung mit Cofaktoren durch die entsprechenden
Synthesemodule wurde Oxytetracyclin (m/z: 459.14) gebildet. Die Reaktionsmischung wies eine

anfangliche Zunahme der Oxytetracyclin-Konzentration auf (Abbildung 13). Oxytetracyclin wurde im
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Reaktionsverlauf weiter umgesetzt, was zur Akkumulation von Dihydro-Oxytetracyclin (H,OTC, m/z
461.15) fuhrt. Es wird davon ausgegangen, dass eine der Ketogruppen von Oxytetracyclin durch
enzymatische Reduktion Uber Ketoreduktasen reduziert wird. Zur genaueren Definition Uber die Position
der Hydrierung an OTC missen weitere Studien zur Struktur der Reaktionsprodukte erfolgen. Die
Summenformel von H,OTC (C,3H209N>) konnte durch hochauflésende FTICR-Massenanalyse bestatigt
werden (siehe Anhang, Seite 98). Die experimentell bestimmte Masse des Peaks bei m/z = 461,15 weicht
nur um 1,25 ppm von der theoretischen Masse des einfach negativ geladenen monoisotopischen Dihydro-

Oxytetracyclin ab.
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Abbildung 13: MALDI-TOF MS Analyse der in situ OTC Synthese. Massenspektren wurden aus Proben bei 5 min, 1 h, 15 h, 21
h and 38 h von Zentrifugaten der Reaktionsmischung im Negativmodus generiert. Die Proben wurden 1:1 (v/v) mit 9-
Aminoacridin-Matrix (9 mg in MeOH) auf einem Edelstahltarget cokristallisiert. Die Abbildungen zeigt die OTC-Spezies in der
Reaktionsmischung nach Inkubation bei 30 °C. Jeweils 25 g/L permeabilisierte Zellen von E. coli BAPI pMRHO08/pDCS02, E.
coli BWZ3 pRSF-adk/ppk, E. coli BWZ3 pRSF-ptdH, E. coli pRSF pACYC-acs und E. coli BWZ3 pRSF-metK in wurden in 5
mL Reaktionspuffer (0,1 M NH,HCOs, 40 mM NH,OAc, 4 g/L NaHPO;, 4 g/L Natriumpolyphosphat, 50 uM NADP* pH 7,8)
vorgelegt und mit 50 uM ATP und Coenzym A versetzt.

OTC (tg = 7,054 min) und H,OTC (tgr = 7,493 min) wurden als Reaktionsprodukt zusammengefasst und
gemeinsam  quantifiziert  (Abbildung 14). Die Produktivitit wvon einem Gramm  der
Biokatalysatormischung betrdgt 2,05 ng/h und erreicht eine Endkonzentration von 0.93 mg/L
OTC/H,OTC. Da Oxytetracyclin im Verlauf der Reaktion weiter umgesetzt wird, kann auch ein Abbau
von Dihydo-Oxytetracyclin nicht ausgeschlossen werden. Das entsprechende vierfach hydrierte Derivat
konnte nicht zweifelsfrei als solches identifiziert werden. Im Fall eines weiteren Abbaus von H,OTC ware

die eigentliche Syntheserate der eingesetzten Katalysatormischung entsprechend hoher.
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Abbildung 14: Chromatographische Analyse des Reaktionsansatzes zur Synthese von Oxytetracyclin in permeabilisierten Zellen.
20 pL Zentrifugat wurden unbehandelt auf eine C;g-Sé&ule. Die Chromatogramme wurden mittels DAD-Detektion bei 365 nm
generiert und zeigen die Komponenten der Reaktionsmischung im zeitlichen Verlauf zwischen 5 min (vorne) und 38 h (hinten)
nach Inkubation bei 30 °C. Jeweils 25 g/L permeabilisierte Zellen von E. coli BAPI pMRHO08/pDCS02, E. coli BWZ3 pRSF-
adk/ppk, E. coli BWZ3 pRSF-ptdH, E. coli pRSF pACYC-acs und E. coli BWZ3 pRSF-metK in wurden zusammen in 5 mL
Reaktionspuffer (0,1 M NH,HCO;, 40 mM NH,OAc, 4 g/L NaHPO;, 4 g/L Natriumpolyphosphat, 50 uM NADP* pH 7,8)
vorgelegt und mit 50 pM ATP und Coenzym A versetzt.

Es wurde weiter untersucht, ob sich die Synthese durch Verwendung der in situ Coenzym A Bereitstellung
realisieren I&sst (Tabelle 7).

Tabelle 7: Quantifizierung von Oxytetracyclin und Dihydro-Oxytetracyclin in Reaktionen mit permeabilisierten Zellen.

Konzentration OTC / H,OTC [mmol/L]

in situ CoA Synthese CoA, ATP

5min 0,25-1073 0,16: 1073
1h 0,11- 1073 0,15- 1073
15h 1,16-1073 1,34-1073
21h 1,19-1073 1,46- 1073
38h 2,10-1073 1,88-1073

Die hochste Konzentration wurde bei Synthesen mit in situ CoA Synthese erhalten, wobei der
Hauptbestandteil H,OTC ist. Aus den Konzentrationsverlaufen l&sst sich die Produktivitdt des
Katalysatorgemischs in den ersten 15 Stunden ermitteln (Tabelle 8). Die hochste Produktivitét erzielt der

Ansatz, bei welchem ATP und Coenzym A zugegeben werden.
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Tabelle 8: Produktivitat der OTC Katalysatorkombination bei der Synthese von Oxytetracyclin und Dihydro-Oxytetracyclin mit
verschiedenen Substratkombinationen.

Ansatz Produktivitat ["ZZ’]
in situ CoA Synthese 3,1-1073
CoA, ATP 3,6-1073

Anmerkungen

Die Ergebnisse zeigen, dass auch die Synthese von komplexen Sekundarmetaboliten durch Megasynthase-
Cluster mit in situ Biokatalysatoren realisierbar ist. Das Design optimierter Wirtszellen ist dabei von
entscheidender Bedeutung. Im Fall von Sekunddrmetaboliten mit Polyketid-Ursprung hat sich die
Synthese ausgehend von Acetat bewahrt und erzeugt keine signifikanten Nebenprodukte (Krauser et al.,
2012). Weitere Optimierungen der Biokatalysator-Mischung zur Vermeidung des Abbaus von
Oxytetracyclin kdnnte die Synthese signifikant verbessern. Deletionen von Ketoreduktase-Genen sollten
die Hydrierung von OTC unterbinden und kénnten so zum gewinschten Hauptprodukt des
Oxytetracyclin-Syntheseclusters flihren, sofern dies der Grund fiir die Entstehung des Dihydro-Derivats
ist. Die Synthese von Oxytetracyclin in permeabilisierten Zellen von E. coli lauft zwar ab, allerdings wird
Oxytetracyclin nicht als Endprodukt erhalten. Das einfach reduzierte Derivat (H,OTC) wird von dem
Katalysatorgemisch angereichert, wodurch nur Kleinstmengen an OTC detektiert wurden konnten.
Vermutlich wird Oxytetracyclin nach der Synthese im Enzymkomplex durch Ketoreduktasen hydriert,
welche in permeabilisierten Zellen bei Anwesenheit von NADPH durchaus aktiv sein konnen. Eine
genaue ldentifizierung kdnnte schwierig sein, da in der Regel keine allzu hohe Selektivitat solcher
enzymatischen Reduktionen fur das jeweilige Substrat vorliegt. Um Oxytetracyclin anzureichern mussten
Deletionsvarianten von E. coli hergestellt und untersucht werden, wobei es sein kann, dass die Deletion

einiger Ketoreduktasen letal fiir die Zelle ware.
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4. AbschliefRende Anmerkungen und Ausblick

Anhand der durchgefuhrten Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, permeabilisierte Zellen
zur biokatalytischen Synthese komplexer Sekundarmetabolite zu nutzen. Grundlagen zur in situ Synthese
von Polyketiden konnten durch die Realisierung der Synthesen von Flaviolin und Oxytetracyclin
erarbeitet werden. Dabei wurde festgestellt, dass die Synthese des Polyketid-Grundgerusts ausgehend von
Acetat von Vorteil ist. Die Synthese verlauft ohne signifikante Nebenreaktionen, wenn Acetat als Substrat
genutzt wird. Die Regeneration von ATP aus Polyphosphat erhoht die Ausbeute an Flaviolin bezuglich
ATP in Synthesen mit Permeabilisierten Zellen um das 26-fache im Vergleich zu stéchiometrischem
Einsatz. Die Bereitstellung von NADPH aus Phosphit ist ebenfalls von Vorteil. Weitere Optimierungen
des NADPH Versorgungsmoduls kénnen dessen Effizienz steigern (Johannes et al., 2007; Woodyer et al.,
2008). Die Versorgung von in situ Synthesen mit S-Adenosylmethionin durch eine on-demand Synthese
aus ATP und Methionin, ermdglicht den Verzicht auf den kostenintensiven Einsatz stochiometrischer
SAM-Mengen. Die Nutzung der OTC-Megasynthase zur Synthese von Oxytetracyclin zeigt, dass auch
komplizierte Strukturen mit permeabilisierten Zellen synthetisiert werden kénnen. Auch hier sind noch
einige Optimierungsmaglichkeiten zur Steigerung der Effizienz vorhanden. Das ganze Potential der
Synthesemethode ist noch bei Weitem nicht ausgeschopft. Mit Anschlussprojekten zu weiteren Synthesen,
kann die in situ Biokatalyse innovative Ansdtze zur systematischen Ldsung von Syntheseproblemen
liefern und zu einer alternativen Technologie heranreifen. Durch die Umsetzung der Synthese von
Oxytetracyclin in permeabilisierten Zellen kénnen auch neue Ansatze zur Aufklarung der Biosynthesen
komplexer Sekundéarmetabolite abgeleitet werden. Die weitestgehend zerstérungsfreie Permeabilisierung
der Zellwand ermdglicht den Zugang zu Enzymkomplexen und damit auch zur Untersuchung solcher in

einer Weitgehend natirlichen Umgebung.

Die Entwicklung von in situ Biokatalysatoren basiert auf dem Wissen aus Genetik, Biochemie und
Bioinformatik. Es handelt sich um einen Ansatz, welcher aus der Kombination enormer Fortschritte in den
Einzeldisziplinen profitiert. Erst die detaillierte Information Giber metabolische Netzwerke ermdglicht den
bendtigten Uberblick. Gezieltes Design kann mit zuverlassigen Methoden erfolgen, welche die
Molekularbiologie mit den entsprechenden Methoden zur genetischen Modifikation bereithalt. Wahrend
die Netzwerkanalyse bislang noch manuell erfolgt, kénnen bioinformatische Methoden durch eine
automatisierte Untersuchung moglicher Syntheserouten das Design funktionsfahiger Biokatalysatoren fiir
in situ Synthesen drastisch vereinfachen. Die gesammelten Erkenntnisse aus den Arbeiten zur Synthese
von Polyketid-Sekundarmetaboliten kdnnen zu Vorschldgen fir funktionierende Syntheserouten,
ausgehend von mdglichst einfachen Substraten als Startpunkt, genutzt werden. Das Ziel sollte es sein
anhand einer Retrosynthese mogliche Reaktionsansatze vorzuschlagen, welche in praktischen

Experimenten umgesetzt werden kdnnen.
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Polyketidsynthasen sind weit verbreitet in der Natur. Dennoch sind nur wenige Biosynthesen vollstdndig
aufgeklart. Der arbeitsintensive Prozess zur Aufklarung unbekannter Biosynthesen kdnnte mit Hilfe der in
situ Synthese erleichtert werden. Prinzipiell sollte sich jede Polyketidstruktur mit den Bedingungen zur
Oxytetracyclinsynthese erzeugen lassen. Die Vektorplasmide, welche die Gene zur Expression von
Enzymen der Cofaktor-Versorgung enthalten, konnen in entsprechend optimierte Mutanten Ubertragen
werden. Die Funktion sollte dadurch nicht wesentlich beeintrachtigt werden. Die Synthese komplexer
Verbindungen wie Oxytetracyclin in einem Schritt ist fr organisch chemische Methoden nahezu
undenkbar. Der biokatalytische Ansatz Uber in situ Synthesen kann nach weiteren Optimierungen dazu
genutzt werden auch technische Ldsungen fir Syntheseprobleme zu entwickeln. Besonders zur
Herstellung pharmazeutischer Ausgangsstoffe kdnnen in situ Ansédtze von Interesse sein. Die one-pot
Strategie vereinfacht die praktischen Ablaufe enorm. Zudem sorgt die hohe Selektivitat enzymatischer
Umsetzungen fir die erforderliche stereochemische Reinheit.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Synthesecluster komplexer Polyketid-Sekundarmetabolite in
permeabilisierten Zellen verwendet werden kénnen, entsteht eine Vielzahl neuer Mdglichkeiten auch
Synthesen von Peptiden, Terpenen und Kohlenhydrat-Sekundarmetaboliten mit permeabilisierten Zellen
zu realisieren. Diese sind ebenfalls von grofRem Interesse, da auch diese Verbindungen als Leitstrukturen
fur die Entwicklung von pharmazeutischen Wirkstoffen dienen. Entsprechende Bedingungen fir
erfolgreiche Synthesen missen noch ermittelt werden. Es sollte jedoch gelingen, die Precursormolekiile
fiir die jeweilige Sekundarmetabolitklasse durch entsprechende Adaption des Metabolismus geeigneter
Zellen bereitzustellen. Entsprechende Arbeiten von Christian Weyler zur Synthese des Oligopeptids
Luminmid und Derivaten aus entsprechenden Aminosdurebausteinen in permeabilisierten Hefezellen
zeigen vielversprechende Ergebnisse, sind jedoch noch nicht vertffentlicht. Fiir eine Synthese von
Terpenen muss das Monomer Isopentenyl-Pyrophosphat bereitgestellt werden, welches entweder (ber
Mevalonat (Schema 10) oder Methyl-Erythritol (Schema 11) bereitgestellt werden kann. Die
entsprechenden Biosynthesewege kommen nicht natlrlich in E. coli vor, was entweder durch eine
Stammkonstruktion oder einen alternativen Organismus geldst werden muss (Weaver et al., 2015; Yang
und Guo, 2014). Andere Cofaktoranforderungen, erfordern die Entwicklung weiterer Versorgungsmodule.
So enthalt der Methylerythritolphosphatweg beispielsweise einen Schritt, bei welchem Ferredoxin
bendtigt wird. Konnen diese Hirden tberwunden werden, erdffnet sich ein breites Spektrum weiterer

Synthesemdglichkeiten fiir Terpene in permeabilisierten Zellen.
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Schema 10: Mevalonatweg zur Synthese von Isopentenyl-Pyrophosphat.
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Schema 11: Methylerythritolphosphatweg zur Synthese von Isopentenyl-Pyrophosphat.

Die Erforschung der Grundlagen fur die multienzymatische Synthese in permeabilisierten Zellen sollte
aufgrund der vielversprechenden Resultate weiter ausgedehnt werden. Auch in Bezug auf die Verwendung
unnatiirlicher Substratanaloga zur Synthese von Strukturderivaten der nativen Produkte sind noch viele
Fragen offen. Deren Beantwortung in Folgestudien konnten die Erkenntnisse zur in situ Synthese
ergdnzen. Die Entwicklung dieser Basistechnologie kann dazu beitragen das synthetische Repertoire zu
vergrofiern, und bietet dariiber hinaus neue Mdglichkeiten zur Untersuchung komplexer Biosynthesen.
Durch entsprechende Forschung kénnen nachhaltige Synthesemethoden fiir die Bereitstellung essentieller
Metabolite zur Synthese von Feinchemikalien etabliert werden. Diese kénnen sowohl modularer Natur

sein, als auch gezielt fiir bestimmte Anwendungen entwickelt werden.
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5. Material und Methoden

Im Folgenden werden Standardmethoden erlautert, welche bei der praktischen Arbeit zum Einsatz kamen.
Besonderheiten und Abweichungen, sowie Details zu Analyseparametern werden in dem entsprechenden

Ergebnisteil separat erlautert.

5.1 Gerate und Chemikalien

Losemittel wurden den Originalgebinden der Hersteller, bzw. den in entsprechenden Kits enthaltenen

Lésemittelbehéltern entnommen.

Chemikalien wurden von Sigma Aldrich (Steinheim, Deutschland) bezogen und den Herstellerangaben

gemal gelagert.

FastDigest® Restriktionsenzyme, T4-DNA-Ligase, Alkaline-Phosphatase und Tag-, bzw. Phusion-DNA-
Polymerase wurden von Invitrogen (LifeTechnologies, Thermo Fisher, Darmstadt, Detuschland) bezogen.
Der Cloningvektor pRSFduet-1wurde von Novagen (Merck KGaA, Darmstadt, Detuschland) bezogen.

Kulturen von Mikroorganismen wurden in autoklavierter, ofengetrockneter Glasware im schikanierten

Erlenmeyerkolben unter Laboratmosphare durchgefihrt.

Reaktionsgefalle (Eppendorf Tubes und Falcons) aus Polypropylen wurden sterilen Vorratspackungen

entnommen (VWR, Bruchsal, Deutschland).
Flissigmedien und Agarplatten zur Kultivierung wurden 30 Minuten bei 120 °C autoklaviert.

Pufferlésungen mit hitzeempfindlichen Komponenten wurden mit Sterile Syringe Zelluloseacetatfiltern
(0,2 um) sterilfiltriert.

Arbeiten mit Mikroorganismen wurden in einer Sterilwerkbank mit autoklavierten Pipettenspitzen

durchgefiihrt. Verwendete Gegenstédnde wurden mit 70% Ethanol desinfiziert und bei Bedarf ausgeheizt.

Photometrische Messungen wurden in einem Helios o Einstrahlphotometer von Spectronic Unicam

durchgefihrt.
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5.2 Mikroorganismen und Plasmidkonstrukte

Waéhrend den praktischen Arbeiten kamen verschiedene Mikroorganismen und Plasmidkonstrukte zum

Einsatz. In Tabelle 9 sind diese Zusammengefasst.

Tabelle 9: Mikroorganismen und Plasmidkonstrukte

Name Information Quelle
Deutsche Sammlung fir
Corynebacterium Glutamicum ATCC 13032 Mikroorganismen und Zellkulturen

Escherichia coli BAPI

Escherichia coli BWZ3

Myxococcus xanthus

Streptomyces rimosus

E. coli BL21 DE3 mit genomisch integriertem Set
an Chaperonen

E. coli BL21 DE3 A ackA/pta A adhE

Myxococcus xanthus DK 1622

S. rimosus, Subspezies rimosus. Natirlicher
Produzent von Oxytetracyclin

(DSMZ)

Boddy, University of Ottawa
(Boddy und Garza, 2010)

Zhao, University of Illinois (Zha et
al., 2009)

Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ)

Deutsche Sammlung fiir

Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ)

pACYC-acs

pDSCO2

PET-rppA

pPMRH08

pRSF-acc

pRSF-adk/ppk

pPRSF-metK

pRSF-ptdH

pACY CDuet Vektor mit Acetyl-CoA-Synthase
(acs) Sequenz von E. coli

Expressionsvektor mit 6>*-factor (rpoN) Sequenz
von M. Xanthus

pET-16b Vektor mit Polyketid-Synthase (rppA)
Sequenz von Streptomyces griseus

Cosmid mit OTC Gencluster von S. rimosus und

asgE Promotorregion von M. Xanthus

pRSFDuet-1 Vektor mit Acetyl-CoA-Carboxylase-

Komplex Sequenz (acc) von E. coli

pRSFDuet-1 Vektor mit Adenylat-Kinase Sequenz

(adk) und Polyphosphat-Kinase Sequenz (ppk)

von E. coli

pRSFDuet-1 Vektor mit S-Adenosylmethionin-
Synthase Sequenz (metK) von C. glutamicum

pRSFDuet-1 Vektor mit codonoptimierter Sequenz

einer E175A/A176R Phosphit-Dehydrogenase
Doppelmutante (ptdH) von P. stutzeri

Zhao, University of Illinois (Zha et
al., 2009)

Boddy, University of Ottawa
(Boddy und Garza, 2010)

Ohnishi, Tokyo University (Funa et
al., 1999)

Boddy, University of Ottawa
(Boddy und Garza, 2010)

Zhao, University of Illinois (Zha et
al., 2009)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit, Genscript
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5.3 Pufferlosungen

[oTo)
1]
s

Pufferlésungen aus Vorratsbehdltern wurden vor der Verwendung auf den gewinschten pH-Wert

eingestellt und bei Bedarf verdiinnt (Tabelle 10).

Tabelle 10: Pufferldsungen

Stoffname

Einwaage [g]

Tris-HCI Puffer 100 mM

Stoffname

Einwaage [g]

50-fach Tris-Acetat-EDTA Agarosegel-Laufpuffer

Tris-HCI 100 mM 12
Kaliumchlorid 74
ad 1 L milliQ, pH 7,8 (HCI)

Ammoniumhydrogencarbonat Puffer 100 mM
Ammoniumhydrogencarbonat 79
ad 1 L milliQ, pH 7,8 (HAc)

Polyketid Synthesepuffer

Ammoniumhydrogencarbonat 79

Ammoniumacetat 3,9
ad 1 L milliQ, pH 7,8 (HAc)

ATP Regenerationspuffer

Ammoniumacetat 7.9

Natriumpolyphosphat 5
ad 1 L milliQ, pH 7,8 (HAc)

NADPH Regenerationspuffer

Tris-HCI 12

KCI 7,4

Natriumphosphit 1,05
ad 1 L milliQ, pH 7,8 (HAc)

10-fach Agarosegelladepuffer

Orange G 0,1

Glycerin 0,015

ad 50 mL milliQ

Ethylendiamintetraessigséure 14,6
ad. 100 mL milliQ, pH 8 (NaOH)

Tris 242
Natriumacetat 58
ad 1 L milliQ, pH 8

TB-Puffer

PIPES 0,302

Kalziumchlorid 0,22

Kaliumchlorid 1,78

ad 100 mL milliQ, pH 6,8 (NaOH)

Manganchlorid 1,09
steril filtrieren

4-fach SDS Denaturierungspuffer

Glycerin 2

Bromphenolblau 0,005

Tris 9,2

Natriumdodecylsulfat 0,6

ad 40 mL milliQ

SDS Laufpuffer

Tris 3

Glycin 14,2

Natriumdodecylsulfat 1

ad 1 L milliQ
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5.4 Nahrmedien

Zur Kultivierung von Mikroorganismen wurden ausschlielich Komplexmedien verwendet (Tabelle 11)
und zur Selektion rekombinanter Organismen mit Resistenzmarkern versetzt. Zum Einsatz kamen

Ampicillin (50 mg/L), Chloramphenicol (25 mg/L) und Kanamycin (50 mg/L). Zur Herstellung von

Agarplatten wurde den Nahrmedien 1% Agar zugesetzt.

Tabelle 11: Nahrmedien

Stoffname Einwaage [g]
LB Medium

Trypton 10
Natriumchlorid 5
Hefeextrakt 5

ad 1 L milliQ, pH 7,8

LB-5G Medium

Trypton 10
Natriumchlorid 5
Hefeextrakt 5
Glucose 5

ad 1 L milliQ, pH 7,8

Stoffname

[oTo)
1]
s

Einwaage [g]

LB + 20 mM MgSO, Medium

Trypton 10
Natriumchlorid 5
Hefeextrakt 5
Magnesiumsulfat - 7 H,O 4,92
ad 1 L milliQ, pH 7,8

SOC Medium

Trypton 20
Natriumchlorid 5
Hefeextrakt 5
Glucose 3,5
Magnesiumsulfat - 7 H,0O 2,5
Magnesiumchlorid (wasserfrei) 1

ad 1 L milliQ, pH 7,8

5.5 Konstruktion von Verktorplasmiden

Zur Konstruktion der verwendeten Vektorplasmide wurde die Sequenz des jeweiligen Gens aus der

KEGG Datenbank (http://www.genome.jp/kegg/) abgefragt. Mit der Vektor-NTI® Sequenzanalyse

Software (Life Technologies) wurden entsprechend der vorhandenen Restriktionsschnittstellen der

multiple cloning sites (MCSI oder MCSII) auf pRSFDuet-1 geeignete Restriktionsenzyme zur Klonierung

des jeweiligen Gens ausgewdhlt. Anhand der gewéhlten Restriktionsenzyme wurden Primerpaare zur

Amplifikation des Gens designt und von Sigma Aldrich synthetisiert. Die Amplifikation der jeweiligen

Gene aus genomischer DNA des Wirtsorganismus wurde mittels optimierter PCR erreicht. Vektor und

Genkonstrukt wurden mit FastDigest®-Restriktionsenzymen (Invitrogen) verdaut, wobei der Vektor

weiter einer 5’-Dephosphorylierung mit Alkaline-Phosphatase unterzogen wurde. Aufgereinigte DNA
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wurde im Verhdltnis 1:5 (Vektor:Insert) mit T4 DNA-Ligase (1U) in Ligationspuffer (Invitrogen) mit
ATP (0,2 mM) fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und nach 30 mintiger Dialyse gegen 10%
Glycerin mit elektroschockkompetenten Zellen (50 pL) vermischt. Nach erfolgter Elektroporation wurden
die transformierten Zellen auf Agarplatten mit Selektionsmarker fur 24 - 48 h bei 30°C inkubiert.
Mutanten wurden mit colony-PCR und Restriktionsverdau des isolierten Plasmids auf die Insertion des
Gens geprift. Plasmidkonstrukte wurden bei GATC-Biotech sequenziert und mit den Originalsequenzen
abgeglichen. Mit geeigneten Enzymassays wurde die Aktivitat der Genprodukte verifiziert.

Konstruktion von pRSF-metK

Hintergrund

In biologischen Systemen werden Methylierungen mehrere wichtige Eigenschaften zugesprochen.
Methylgruppen verandern nicht nur die Struktur von biologischem Material, sondern beeinflussen auch
wesentlich, wie dieses durch Enzyme und sensorische Proteine erkannt wird. Beispiele hierfir sind die
DNA, welche durch Methylierung vor unerwiinschter Degradierung geschtzt wird, oder die Methylierung
von Sekunddrmetaboliten, welche die Molekileigenschaften verandert. Intrazellular sind vor allem S-
Adenosylmethionin (SAM) und Tetrahydrofolséure (THF) als Methyldonor relevant, wobei THF meist die
katabolischen Reaktionen und SAM die metabolischen Reaktionen unterstiitzt (Loenen, 2006; Matos et
al., 1987).

metK
Methionin + ATP —® S — Adenosylmethionin + P; + PP;

PRSF-metK

Um SAM zur Synthese von Sekunddrmetaboliten bereitzustellen empfiehlt es sich auf eine ,,on-demand*
Synthese zu setzen. Die Verbindung ist bei physiologischen Bedingungen méaRig stabil und wird schnell
zersetzt. Zudem liegt der Marktpreis von SAM bei etwa 8000 €/g was einen stdchiometrischen Einsatz
unwirtschaftlich macht. Daher wurde ein SAM-Synthesemodul entwickelt, welches aus ATP und
Methionin SAM in geringen Mengen zur Verfligung stellen kann. Die S-Adenosylmethionin Synthase
(MetK) aus C. glutamicum wurde bereits eingehend untersucht und wurde fiir eine Uberexpression in E.
coli ausgewéhlt (Grossmann et al., 2000; Komoto et al., 2004; Matos et al., 1987; Shiomi et al., 1988).
Genomische DNA von C. glutamicum enthalt die metK Sequenz (1224 bp).
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S-Adenosylmethionin-Synthase (MetK) aus Corynebacterium glutamicum mit Startcodonwechsel zu ATG
wurde mit 5’-TGAGCTCATGGCTCAGCCAACCGCC-3’ und 5’-TAAGCTTTTAGGCCAACTTG-
AGGGCTGCG-3’ Primern amplifiziert und in die SacI-Hindlll Restriktionsschnittstelle von pRSFduet-1
kloniert (Grossmann et al., 2000). E. coli BWZ3 wurde durch Standardmethoden mit dem Vektorplasmid
transformiert. E. coli BWZ3 pRSF-metK wurde in LB + 20 mM MgSO, mit 50 mg/L Kanamycin bei 37
°C und 230 rpm im schikanierten Erlenmeyerkolben kultiviert. Expression des Vektorgens wurde durch
Zugabe von 1 mM IPTG fur zwei Stunden bei 28 °C und 230 rpm induziert.

Konstruktion von pRSF-ptdH

Hintergrund

Redoxiquivalente werden intrazelluldr meist von B-Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid Spezies ubertragen.
Daneben sind auch Flavin-Adenin-Dinucleotid und andere Elektronentransporter an der zelluldren
Elektrochemie beteiligt. Die Redox&quivalente werden intrazellulér durch die Reduktion von molekularem
Sauerstoff oder aus der oxidativen Aufarbeitung von Kohlenhydraten bereitgestelit.
Regenerationsmethoden bedienen sich daher meist dieser Reaktionen um sie in Enzymkaskaden mit einer
verbrauchenden Reaktion zu verkniipfen. Im Fall permeabilisierter Zellen ist eine Bereitstellung aus
anorganischen Materialen wie z.B. Phosphit von Vorteil, da die Limitierung der Kohlenstoffquellen einen
essentiellen Selektivitatsvorteil bringt. Huimin Zhao und sein Mitarbeiter Ryan Woodyer beschéaftigen
sich schon sein einigen Jahren mit der Anwendung von Phosphit Dehydrogenasen zur Regeneration von
NAD(P)H (Woodyer et al., 2003; Woodyer et al., 2006; Woodyer et al., 2005; Woodyer et al., 2008).
Speziell fur Sekundarmetabolitsynthese wird besonders NADPH benétigt. Hierzu wurde die Phosphit
Dehydrogenase von Pseudomonas stutzeri intensiven Optimierungen zur Verbesserung der
Substratakzeptanz, Aktivitat, sowie Temperatur- und Losemitteltoleranz unterzogen. Zur Verwendung in

Synthesen mit permeabilisierten Zellen gentigt die verbesserte Substratakzeptanz fir NADPH.

ptdH
NAD(P)* + Phosphit ———® NAD(P)H + Phosphat

PRSF-ptdH

Die E175A, A176R Doppelmutante der Phosphit Dehydrogenase von P. stutzeri weist im Vergleich zum
nativen Enzym eine etwa 1000-fach verbesserte Substratakzeptanz fur NADPH auf (Woodyer et al.,
2003). Das, durch rationales Design optimierte Enzym eignet sich besonders zur Verwendung in

permeabilisierten Zellen, da auf eine zusatzliche Kohlestoffquelle in Form von Zuckern verzichtet werden
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kann. Zudem ist Phosphit duBerst glnstig verfligbar. Die Vorarbeiten von Woodyer et al. auf diesem
Gebiet sind ausfihrlich und bilden die Grundlage fur die NADPH Versorgung in permeabilisierten Zellen
(Woodyer et al., 2005; Woodyer et al., 2003; Woodyer et al., 2006; Woodyer et al., 2005; Woodyer et al.,
2005; Woodyer et al., 2008). P. stutzeri Phosphit Dehydrogenase liegt als Oktamer vor, wobei davon
auszugehen ist, dass die Punktmutationen am aktiven Zentrum keine Anderung an der Faltung zur Folge
haben. Genomische DNA von P. stutzeri enthalt die ptdH Sequenz (1011 bp). Die codonoptimierte
Sequenz der ptdH Doppelmutante zur Expression in E. coli lautet (Punktmutationen sind fett markiert):

ATGCTGCCGAAACTGGTTATTACCCACCGTGTCCATGACGAAATCCTGCAACTGCTGGCTCCG
CACTGTGAACTGATGACGAATCAAACCGATTCAACCCTGACGCGTGAAGAAATTCTGCGTCG
CTGCCGCGATGCACAGGCTATGATGGCGTTTATGCCGGACCGTGTTGATGCGGACTTCCTGC
AAGCCTGCCCGGAACTGCGTGTGGTTGGTTGTGCACTGAAAGGTTTTGACAACTTCGATGTG
GATGCATGTACCGCCCGTGGCGTGTGGCTGACGTTTGTTCCGGATCTGCTGACCGTTCCGACG
GCAGAACTGGCTATCGGTCTGGCAGTCGGTCTGGGTCGTCATCTGCGCGCGGCCGATGCATT
TGTCCGCTCGGGCGAATTTCAGGGTTGGCAGCCGCAATTCTATGGCACCGGTCTGGATAATG
CCACGGTGGGCATTCTGGGCATGGGTGCAATCGGTCTGGCGATGGCCGACCGTCTGCAAGGT
TGGGGTGCAACCCTGCAATACCATGCGCGCAAAGCCCTGGATACCCAGACGGAACAACGTC
TGGGCCTGCGCCAGGTGGCATGCAGTGAACTGTTTGCGAGCAGCGATTTCATTCTGCTGGCA
CTGCCGCTGAACGCTGACACCCAGCACCTGGTTAATGCAGAACTGCTGGCTCTGGTCCGTCC
GGGCGCCCTGCTGGTGAACCCGTGTCGCGGTTCCGTCGTGGATGAAGCAGCTGTGCTGGCAG
CCCTGGAACGTGGTCAGCTGGGCGGTTATGCAGCTGATGTTTTTGAAATGGAAGATTGGGCA
CGCGCTGACCGTCCGCGTCTGATCGACCCGGCACTGCTGGCTCATCCGAACACCCTGTTCACG
CCGCACATTGGTTCTGCGGTTCGTGCCGTCCGCCTGGAAATCGAACGTTGCGCGGCCCAGAA
TATTATCCAAGTGCTGGCGGGTGCTCGTCCGATCAACGCTGCTAACCGTCTGCCGAAAGCCG
AACCGGCTGCCTGCTGA

Die translatierte Aminosduresequenz lautet wie folgt (336 As, 36,44 kDa, Punktmutationen sind fett
markiert):
MLPKLVITHRVHDEILQLLAPHCELMTNQTDSTLPREEILRRCRDAQAMMAFMPDRVDADFLQA
CPELRVVGCALKGFDNFDVDACTARGVWLTFVPDLLTVPTAELAIGLAVGLGRHLRAADAFVRS
GKFQGWQPQFYGTGLDNATVGILGMGAIGLAMADRLQGWGATLQYHARKALDTQTEQRLGLR
RVACSELFASSDFILLALPLNADTQHLVNAELLALVRPGALLVNPCRGSVVDEAAVLAALERGQL
GGYAADVFEMEDWARADRPRLIDPALLAHPNTLFTPHIGSAVRAVRLEIERCAAQNIIQALAGAR
PINAANRLPKAEPAAC
Zur Konstruktion von pRSF-ptdH wurde codonoptimierte E175A, Al76R P. stutzeri Phosphit
Dehydrogenase (PtdH) Doppelpunktmutante (Woodyer et al., 2003; Woodyer et al., 2005) von Genscript
nach Vorgaben synthetisiert und in die Ndel-EcoRV Restriktionsschnittstelle von pRSFduet-1 Kloniert. E.
coli BWZ3 wurde durch Standardmethoden mit dem Vektorplasmid transformiert. E. coli BWZ3 pRSF-
ptdH wurde in LB + 20 mM MgSO,4 mit 50 mg/L Kanamycin bei 37 °C und 230 rpm im schikanierten
Erlenmeyerkolben kultiviert. Die Expression des Vektorgens wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG fir
zwei Stunden bei 28 °C und 230 rpm induziert.

72



. . . . . - e
\/ Multienzymatische Katalyse / Biokatalyse mit Enzymkaskaden in permeabilisierten Zellen ulu"““

MECAT Dissertation it

Konstruktion von pRSF-adk/ppk

Hintergrund

Adenosin-5¢-triphosphat (ATP) ist die Energiewahrung biologischer Systeme. Endergone Reaktionen
werden durch Hydrolyse von Phosphorséure-Anhydrid-Bindungen aktiviert. Kinasen verbrauchen ATP
und erzeugen entsprechende Di- oder Monophosphate (ADP/AMP). Durch Phosphorylierungsreaktionen
lassen sich ADP und AMP wieder in ATP Uberfiihren. Die Moglichkeiten zur Regeneration von ATP sind
vielfaltig. Im lebenden Organismus entsteht ATP hauptsachlich in der Atmungskette gekoppelt mit ATP
Synthase, aber auch wéhrend der Glykolyse. In enzymatischen Reaktionen wird ATP in der Regel
regeneriert, indem lebende Zellen Glucose verstoffwechseln (Calhoun und Swartz, 2007; Clegg und
Jackson, 1988; Ouhabi et al., 1998). Andere Methoden verwenden Pyrophosphat, welches unter Spaltung
eine Phosphorséureanhydridbindung Ubertrégt (Baykov et al., 1999; Bonofiglio et al., 2005; Elling, 1996;
Fujita et al., 1998; Hossain et al., 1994; Jensen und Mygind, 1996; Kuroda und Kornberg, 1997; Lee et al.,
2011; Tzeng und Kornberg, 2000; Wilson et al., 2013). Eine weitere Methode, welche anorganisches
Polyphosphat zur Regeneration von ATP aus ADP nutzt, scheint die vielversprechendste fir eine
Anwendung in permeabilisierten Zellen zu sein (Itoh et al., 2006; Kameda et al., 2001; Kuroda, 2007;
Kuroda und Kornberg, 1997; Moe et al., 1992; Nahalka et al., 2006; Nocek et al., 2008; Noguchi und
Shiba, 1998; Proudfoot et al., 2004; Rangarajan et al., 2006; Resnick und Zehnder, 2000; Shiba et al.,
2000; Tzeng und Kornberg, 2000; Zhu et al., 2005).

adk
AMP + ATP ~— 2 ADP

ppk
[EE—— .

ADP + (PO3), ~~— ATP + (PO3)p_1

PRSF-ppk

In Zusammenarbeit mit Anne Wilhelm wurde im Rahmen einer Bachelorarbeit der Expressionsvektor
PRSF-ppk konstruiert um die Enzymmenge von Ppk zu erhéhen, sodass eine hohe Aktivitat in
permeabilisierten Zellen zur Verfligung steht. Genomische DNA von E. coli BL21 DE3 enthélt die ppk
Sequenz (2067 bp).

pRSF-adk/ppk

Falls ATP in AMP umgewandelt wurde, z.B. durch Hydrolyse, kann durch Phosphorylierung von AMP

mit ATP durch Adenylat Kinase ADP erzeugt werden, welches wiederum in den ATP
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Regenerationskreislauf eingeht (Berry et al., 2006; Kameda et al., 2001; Motomura et al., 2014; Proudfoot
et al., 2004). Darauf aufbauend wurde der Expressionsvektor pRSF-adk/ppk fir eine Coexpression von
Adenylat Kinase und Polyphosphat Kinase konstruiert. Genomische DNA von E. coli BL21 DE3 enthalt
die adk Sequenz (645 bp).

Zur Konstruktion von pRSF-adk wurde E. coli Adenylat Kinase (adk) von Genscript nach Vorgaben
synthetisiert und in die BamHI-Hindlll Restriktionsschnittstelle von pRSFduet-1 Kkloniert. Zur
Konstruktion von pRSF-adk/ppk wurde E. coli Polyphosphat-Kinase (ppk) mit 5¢-
TACCATGGGTCAGGAAAAGCTATA-3* und 5-ATGGATCCTTATTCAGGTTGTTCGAG-TGA-3’
Primern amplifiziert und in die Ncol-BamHI Restriktionsschnittstelle von pRSF-adk kloniert. E. coli
BWZ3 wurde durch Standardmethoden mit dem Vektorplasmid transformiert. E. coli BWZ3 pRSF-
adk/ppk wurde in LB + 20 mM MgSO, mit 50 mg/L Kanamycin bei 37 °C und 230 rpm im schikanierten
Erlenmeyerkolben kultiviert. Expression des Vektorgens wurde durch Zugabe von 1 mM IPTG fur zwei
Stunden bei 28 °C und 230 rpm induziert.

5.6 Synthese von Flaviolin mit permeabilisierten E. coli Zellen

Zellsuspensionen (50 g/L in 0,1 M NH4HCO; Puffer, pH 7,8) wurden mit 0,25% (v/v) Triton X-100
versetzt und 15 Minuten bei 30 °C mit 230 rpm geschittelt. Permeabilisierte Zellen von E. coli BWZ3
PACY C-acs/pET-rppA wurden dreimal mit Ammoniumhydrogencarbonat Puffer gewaschen (pelletieren
bei 8500 rpm und resuspendieren) und in Reaktionspuffer (50 mM NH,;OAc, 50uM Coenzym A, 0,4 mg/L
Triclosan, 0,1 mM Biotin, 20 mM MgSQO, in 0,1 M NH;HCO; pH 7,8) zu Zelldichten von 25 g/L und 50
g/L resuspendiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von ATP gestartet und 1 mL Proben zur CoA-

Thioester Analyse mit 0,1 % Ameisenséure in Acetonitril gequencht.

Proben zur MALDI ToF MS Analyse wurden 1:1 mit 9-Aminoacridin Matrix (9 g/L in MeOH) vermischt
und auf ein Edelstahltarget gespotted. Die Messungen wurden mit einem 4800 MALDI Tof/Tof Analyzer
von Applied Biosystems im Negativmodus ausgefiihrt.

Pyruvat Dehydrogenase Aktivitadten wurden mit einem Standardassay ermittelt (Hinman und Blass, 1981).

Coenzym A-Thioester wurden mittels nano lonenpaar Umkehrphasen HPLC-MS an einem Eksigent
NanoLC-Ultra 2D HPLC gekoppelt an ein LTQ-Orbitrap Massenspektrometer analysiert (Kiefer et al.,
2011). Zur Quantifizierung wurde mit einer Isotopenlésung aus Zellextrakt von **C Methanol Kulturen

von Methylobacterium extorquens AM1 nach Wu et al. gearbeitet (Wu et al., 2005). Der Zellextrakt
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enthalt eine Ansammlung U-*C markierter CoA-Thioester bekannter Konzentration zu welchen auch
Acetyl-CoA z&hlt. Da nur Spuren im Zellextrakt enthalten waren, wurde Malonyl-CoA mittels eines co-
eluierenden Masse Peaks bei m/z = 891,2093, bestehend aus Succinyl- und Methylmalonyl-CoA als
internem Standard quantifiziert. Dazu wurden 1-10 uM Malonyl-CoA Standards mit isotopenmarkiertem
Zellextrakt vor der Analyse vermischt. Die extrahierten lonenchromatogramme monoisotopischer Masse
von Malonyl-CoA wurden zu Auswertung auf die internen Standards normalisiert. Die resultierende

Kalibierkurve war linear (R*> 0,99).

5.7 Versorgung mit ATP, NADPH und SAM in mehrstufigen Biokatalysen mit

permeabilisierten E. coli Zellen

E. coli BWZ3 (AadhE AackA/pta Deletionsmutant von E. coli BL21 DE3) (zZha et al., 2009), zur
Verfligung gestellt von Huimin Zhao (University of Illinois) wurde als Wirtszelle fiir die Expression von
Vektorplasmid-Genen genutzt. E. coli BAPI (E. coli BL21 DE3 mit einem Set an Chaperonen) wurde

verwendet um die Expression von pRSF-ptdH zu Uberprifen.

Enzym- /Redoxreaktionen

Permeabilisierte Zellen von E. coli BWZ3 pRSF-ptdH wurden in 0,1 M Tris/KCL Puffer (pH 7,8) zu einer
Zelldichte von 50 mg/ml resuspendiert und mit 50 mg/L Phenazin-methosulfat (PMS) und 0,1 mM
Nitroblue Tetrazolium (NBT) bzw. 10 mM Indophenol Blue (DCPIP) versetzt. Die Redoxreaktion wurde
durch Zugabe von Natriumphosphit und NADP* (50 uM bzw. 25 uM) gestartet. Die ATP Regeneration
wurde mit einem Flaviolin Synthese Assay verfolgt (Krauser et al., 2012) (siehe Seite 74). NADPH
abhangige Reduktion von Nitrat zu Nitrit durch Nitrat-Reduktase und anschlieende kolorimetrische
Quantifizierung der Nitrit-abhéngigen Bildung eines Diazo-Farbstoffs wurde entsprechend dem
Boehringer Nitrit/Nitrat Assay durchgefiihrt (Beutler et al., 1986).

Trennung, Detektion und Quantifizierung von SAM

Alle Messungen wurden an einem Dionex Ultimate 3000 RSLC System mit einer Waters BEH Cgg,
50 - 2,1 mm, 1,7 pm dp Sdule mit 1 pL Probevolumen durchgefiihrt (Kirsch et al., 2009). Eine Trennung
wurde durch isokratische Elution mit 0,1% Ameisenséure in Wasser bei einer Flussrate von 350 pL/min
und 45 °C erreicht. LC-MS Kopplung wurde mit einem Advion Triversa Nanomate nano-ESI System
angeschlossen an eine Thermo Fisher Orbitrap umgesetzt. SAM wurde (ber single-reaction-monitoring

(SRM) der linearen lonenfalle quantifiziert. Das Vorlauferion wurde bei m/z = 399,1 + 1 isoliert und mit
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CID bei 35 eV fragmentiert. SRM-basierende Peakfldchen des charakteristischen m/z = 250 Fragments
(Methioninabspaltung) wurde zur Quantifizierung verwendet. Eine 5-Punkt Kalibrierkurve wurde aus
Standards von Sigma Aldrich (> 80%) erstellt. VVollstandige Massespektren wurden zwischen m/z von 150
— 500 bei einer Auflésung von R=30000 generiert.

5.8 Synthese von Oxytetracyclin in permeabilisierten E. coli Zellen

Eine Vielzahl von Studien beschéftigte sich mit der quantitativen Analyse von Oxytetracyclin in
Lebensmitteln wie Milch und Fleisch (Boatto et al., 1999; Fletouris und Papapanagiotou, 2008; Furusawa,
2003; Loke et al., 2003; Lykkeberg et al., 2004; Maia et al., 2007; Smola und Urleb, 2000; Smyrniotakis
und Archontaki, 2007; Zhang, 2003). Exzessive Einsétze von Oxytetracyclin in der Viehzucht machten es
notig Produkte und Umwelt auf Rickstande von OTC zu testen und verldssliche Methoden zur
Quantifizierung zu entwickeln. Zur Bestimmung von Oxytetracyclin eignen sich chromatographische
Methoden (HPLC) wie auch bestimmte spektrometrische Analysen (IR-, UV-Analyse).

Trennung, Detektion und Quantifizierung von OTC

UPLC Analyse wurde mit einem Agilent Infinity UPLC System durch eine Gemini 5U C;g 110A, 150 x
4.6 mm Trennsdule durchgefiihrt. Eine Trennung von 20 pL Probevolumen wurde erreicht mit
Gradientelution Acetonitril / 0.1 % Phosphorsédure von 7.5 % auf 25 % Acetonitril (ber 9.5 Minuten bei
einer Flussrate von 0.8 ml/min. Die Detektion von Oxytetracyclin erfolgte durch einen Diode Array
Detektor (DAD) bei 365 nm. Peakflachen der Elutionspeaks bei 7.054 min und 7.493 min wurden zur
Quantifizierung genutzt. Eine neunpunkt-Kalibrierkurve wurde anhand eines Kommerziellen Standards
fur Oxytetracyclin (Sigma Aldrich, >99 %) erstellt. Zur Analyse mit MALDI-ToF Massenspektrometrie
wurden die Proben 1:1 mit 9-Aminoacridin-Matrix (9 mg/ml in MeOH) gemischt. Die Proben wurden im
Negativmodus bei Laser-Intensitaten zwischen 3700 und 4600 mit einem Applied Biosystems 4800
MALDI-Tof/ToF analyzer analysiert. Hochauflosende Massenanalyse wurde mit MALDI-FTICR
durchgefihrt. Proben der MALDI-ToF Analyse wurden auf ein MALDI-Target zur Analyse mit einem
Bruker solariX ESI/MALDI-FTICR-MS transferiert. Die MALDI Quelle mit gepulstem ND:YAG Laser
wurde bei -100 V plate offset und -180 V deflector plate mit 50 % Laserintensitat betrieben. lonen wurden
direkt in einen Octopol lonenleiter (5 MHz) gespeist, wahrend mit fltissigem Helium gekihlt wurde. lonen
aus 250 Laserbeschissen wurden bei 14 V im Octopol akkumuliert und bei 7 V in die Analysezelle

extrahiert.
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Synthese von Oxytetracyclin

Reaktionsmischungen zur Synthese von Oxytetracyclin mit OTC-Megasynthase enthielten ein Gemisch
aus permeabilisierten Zellen von 5 verschiedenen Stammen (E. coli BAPI pMRHO08/pDCS02, E. coli
BWZ3 pRSF-adk/ppk, E. coli BWZ3 pRSF-ptdH, E. coli BWZ3 pRSF-metK and E. coli BWZ3 pRSF-
acs), wobei die Zelldichte jeweils 25 g/L betrug. Die permeabilisierten Zellen wurden in Reaktionspuffer
(100 uM ATP, 50 uM NADP?, 50 uM CoA, 50 uM Methionin, 40 mM NH,OAC, 4 g/L Natriumphosphit
und 4 g/L Natriumpolyphosphat in 0.1 M NH;HCO; Puffer, pH 7.8) resuspendiert. Proben mit einem

Volumen von 1 ml wurden bei 8500 g zentrifugiert und das Zentrifugat der Analyse zugefihrt.

5.9 Molekularbiologische Standardmethoden

PCR

Zur Amplifikation von DNA Fragmenten wurde DNA-Polymerase thermophiler Organismen genutzt.
Diese wurde in einer Reaktionslésung mit DNA Template und Primerpaaren etwa 20-30 Denaturierungs-
und Synthesezyklen ausgesetzt, was zu einer exponentiellen Konzentrationszunahme des Zielfragments
fihrt. In der praparativen Molekularbiologie nutzt man die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur
Herstellung modifizierter DNA Fragmente, indem man die Primer-DNA mit Basenpaarsequenzen von
Restriktionsschnittstellen verlangert oder Punktmutationen einfligt. Qualitativ lassen sich durch die

Amplifikation kleinste DNA Spuren analysieren, sofern die Zielsequenz bekannt ist.

Bei den praktischen Arbeiten wurde Tag-DNA-Polymerase (1U) bzw. Phusion-DNA-Polymerase (0,5U)
(Invitrogen) mit 50 ng Template DNA, Primern (2 uM) und dNTP’s (0,2 mM) in mitgeliefertem
Reaktionspuffer angesetzt. Feintuning der Polymerase-Reaktionen erfolgte durch Variation von
Annealing- und Elongationstemperatur, sowie DMSO und MgCl, Zugabe. Die Reaktionsansétze wurden

im Anschluss durch Agarosegelelektrophorese analysiert, bzw. aufgereinigt.

Herstellung kompetenter Zellen

Elektrokompetente Zellen
Zur Herstellung elektroschockkompetenter Zellen werden 100 mL LB-5G Medium mit 1 mL Vorkultur
inokuliert und bei 37 °C bis zu ODggonm 0,5 im Schiittelkolben kultiviert. Die Zellen werden bei 5000 rpm

in der Zentrifuge pelletiert und dreimal in autoklaviertem milliQ resuspendiert. Die gewaschenen Zellen

werden in autoklavierter 10% Glycerinlosung zu einer Zelldichte von 10 g/L resuspendiert, und in 50 pL
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Aliquoten bei -80 °C gelagert. Die Zellen sind mehrere Monate stabil und konnen direkt in

Elektroschocktransformationen verwendet werden.
Hitzeschockkompetente Zellen

Zur Herstellung hitzeschockkompetenter Zellen werden 100 mL LB + 20 mM MgSO, Medium mit
1 mL Vorkultur inokuliert und bei 23 °C bis zu ODgsonm 0,5 im Schittelkolben kultiviert. Die Zellen
werden 10 min auf Eis gekihlt und anschlieRend bei 3000 rpm in der 4 °C gekilhlten Zentrifuge pelletiert.
Das Pellet wird mit kaltem, sterilem TB-Puffer resuspendiert und steril in 2/3 TB-Puffer und 1/3 DMSO
bei einer Zelldichte von 10 ¢/L gelagert. Aliquote zu 50 pL werden in fllissigem Stickstoff
schockgefrostet. Bei —-80 °C sind die Zellen mehrere Monate stabil und koénnen direkt in

Hitzeschocktransformationen verwendet werden.

Transformation kompetenter Zellen

Elektroporation

Elektrokompetente Zellen (50 pL) werden mit Plasmid-DNA (200 ng) vermischt und in einer
Elektroporationskiivette 4 s bei 2,5 kV, 200 Q und 25 pF mit einem Gene Pulser (Bio-Rad)geschockt. Die
transformierten Zellen werden in 0,9 mL SOC-Medium aufgenommen und eine Stunde bei 37 °C
kultiviert, bevor sie auf einer Agarplatte mit Resistenzmarker ausplattiert werden. Es ist zu beachten dass
die Plasmid-DNA moglichst Salzfrei ist. Gegebenenfalls muss vor der Transformation gegen 10%

Glycerinlosung dialysiert oder mit midi-prep Séulen aufgereinigt werden.
Hitzeschocktransformation

Hitzeschockkompetente Zellen (50 pL) werden mit Plasmid-DNA (200 ng) vermischt und 30 min auf Eis
inkubiert. Die Mischung wird anschlielend 30 Sekunden auf 45 °C erhitzt und sofort wieder fiir 2 min auf
Eis gekihlt. Die Zellen werden in 0,9 mL SOC-Medium aufgenommen und eine Stunde bei 37 °C
kultiviert, bevor sie auf einer Agarplatte mit Resistenzmarker ausplattiert werden. Die
hitzeschockkompetenten Zellen sollten vor der Transformation bei einer Temperatur von maximal 4°C

bereit gehalten werden.
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5.10 Elektronenmikroskopie

Environmental Scanning Elektronen Mikroskopie (ESEM)

Bei der ESEM wird die Probe auf einen Objekttrager aufgebracht und mit einem Elektronenstrahl
abgetastet. Der Vorteil der ESEM besteht darin, dass geringe Mengen an Wasser in der Probe vorhanden
sein konnen. Proben zur Untersuchung im ESEM wurden mit 2 % Glutaraldehyd in 0,1M
Cacodylatlosung  (Sigma-Aldrich) fixiert und sukzessive mit Ethanol entwéssert und mit

Hexamethylsilazan auf einem Objekttrager aus Borsilikat Glas eingetrocknet.

Transmissions Elektronenmikroskopie (TEM)

Die TEM st eine sehr hochauflésende Variante der Elektronenmikroskopie. Dabei werden
ultradiinnschnitte von Proben mit Elektronen beschossen und die Beugungsmuster der durchgéngigen
Elektronen in ein Bild umgewandelt. Die Proben werden &hnlich der ESEM mit 2 % Glutaraldehyd in
0,1M Cacodylatlésung fixiert und anschlieBend in ein Polymerharz eingeschlossen. Dieses wird nach dem
Aushérten in Ultradlnnschnitte geschnitten. TEM Bilder wurden von der medizinischen Fakultdt der

Universitat des Saarlandes angefertigt und untersucht.

5.11 Analysemethoden

MALDI-MS

Bei der Matrix gestutzten Laser-Desorptions-lonisierung Massenspektrometrie (MALDI-MS) macht man
sich die Energie eines Laserstrahls zu Nutze um die Probe in eine massenspektrometrisch analysierbare
Form zu Uberfiihren. Matrixmolekiile, vornehmlich organische Substanzen mit der Affinitat Protonen
aufzunehmen oder abzugeben, absorbieren die Laserenergie und erzeugen Plasma aus einem Matrix-
Probengemisch. In diesen werden Protonen auf das Probenmolekil tibertragen oder abgespalten, was eine
Ladung am Analyt verursacht. Beschleunigt durch ein starkes elektromagnetisches Feld wird die Flugzeit
der geladenen Probenmolekiile vom Beschleuniger zum Detektor sehr genau vermessen und aus der Dauer
ein Masse/Ladungs-Verhéltnis errechnet. Der Detektor wandelt dabei die Einschldge von geladenen

Probemolekilen durch Verstarkung direkt in ein elektrisches Signal.

MALDI-Tof MS Analysen erfolgten an einem 4800 MADLI Tof/Tof Analyzer von Applied Biosystems.
lonen aus 1250 Beschiissen mit einem Stickstofflaser bei einer Intensitdt von 3800 wurden mit einer

Verzdgerung von 400 ns mit 15 kV beschleunigt und im Reflektormodus analysiert.
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MADLI-FTICR (Fourier Transform lon Cyclotron Resonanz) Analysen erfolgten an einem solariX
ESIMALDI-FTICR Massenspektrometer der Firma Bruker. Die MALDI Quelle wurden mit einem
ND:YAD Laser beschossen und direkt in eine Octopol-lonenleitung (5 MHz) extrahiert und mit fliissigen
Helium gekdhlt. lonen aus 250 Laserbeschussen wurden im Octopol bei 14 V akkumuliert und mit 7 V

extrahiert.

HPLC/UPLC

Chromatographische Verfahren eignen sich sehr gut um komplexe Proben nach bestimmten Kriterien
aufzutrennen und die einzelnen Analyte zu quantifizieren. Dabei werden Analytmischungen auf eine
stationare Phase gegeben und mit einer mobilen Phase eluiert. Dabei stehen zahlreiche Kombinationen aus
stationarer Phase und Eluent zu Verfugung um die jeweiligen Molekileigenschaften zu adressieren. Die
verbreitetste Variante ist die Umkehrphasen Chromatographie (RPLC), bei welcher die Probe anhand der
Hydrophobie der einzelnen Analyten aufgetrennt wird. Eluiert wird meist mit einem Gemisch aus
organischen Losemitteln und Wasser. Zur quantitativen Analyse verwendet man hauptsachlich mit
stationarer Phase gepackte Trennsaulen, Uber welche mit einem definierten Fluss Eluent gepumpt wird.
Der Unterschied zwischen HPLC und UPLC besteht hauptséachlich in Packungsdichte und Korngrof3e der
verwendeten Trennsdule und dem daraus resultierenden Druck zum Transport der mobilen Phase, welcher
im Fall der UPLC bis zu 400 bar betragen kann. Die Detektion erfolgt meist online Gber UV/Vis-
Methoden wie beispielsweise einem Diode Array Detektor oder einem Fluoreszenz Lumineszenz
Detektor.

Zur Analyse von Oxytetracyclin kam eine Agilent Infinity UPLC Anlage mit einer Gemini 5U C;g 110A,

150 x 4.6 mm Umkehrphase zum Einsatz.

LC-MS

Die Kopplung von chromatographischen und massenspektrometrischen Methoden ermdglicht eine
qualitative und eine gquantitative Analyse komplexer Proben. Zudem weisen LC-MS Methoden eine sehr
hohe Empfindlichkeit auf, was die Nachweisgrenze stark herabsetzt. Die Kopplung erfolgt meist online
durch Aufsplitten des Eluats aus der chromatographischen Trennung und Elektro Spray lonisierung. Dabei
wird der Analyt vom Eluent getrennt und mit einer Ladung versehen, bevor im Massenspektrometer die
genaue Masse bestimmt wird. Auch bei der LC-MS bestehen zahlreiche Kombinationsmdglichkeiten, was

diese Methode zu der wichtigsten Analysemethode in der Bioanalytik werden lieR.
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Gelelektrophorese

Zur Auftrennung geladener Proben eignen sich elektrophoretische Methoden, bei welchen die geladenen
Probenmolekiile im elektromagnetischen Feld entsprechend ihrer Ladung und hydrodynamischem Radius
in einer Pufferlésung zur Anode oder Kathode wandern. Besonders wird die Elektrophorese bei der
Trennung von DNA-Fragmenten eingesetzt, wobei hier zusétzlich eine Gelmatrix benétigt wird, da das
Verhaltnis von Ladung und hydrodynamischem Radius bei DNA fir alle GrofRen konstant bleibt. In der
Molekularbiologie bedient man sich meist eines Agarosegels, da dieses leicht handhabbar ist und eine
MaschengroBe aufweist, mit welcher DNA-Fragmente nach der GrolRe aufgetrennt werden kdnnen. Zur
Detektion wird die Einlagerung von Ethidiumbromid in die Doppelhelix der DNA genutzt, welche mit

UV-Licht angeregt zu einer Fluoreszenz fiihrt.

Proben zur elektrophoretischen Auftrennung wurden mit Orange G Ladepuffer versetzt und mit einem Gel

aus 1% Agarose in TAE-Puffer bei konstanter Spannung von 110V aufgetrennt.

Photometrie

Die Photometrie basiert auf der Absorption elektromagnetischer Strahlung durch Materie. Atome und
Molekiile absorbieren elektromagnetische Strahlung auf eine fur jedes Element und Verbindung
charakteristische Weise. Dies macht man sich zu Nutze um bei den jeweiligen Absorptionsmaxima
guantitative Analyse durchzufiihren. In einem gewissen Konzentrationsbereich ist die Absorption linear
proportional zur Konzentration des absorbierenden Analyt und folgt dem Lambert-Beer’schen Gesetz.
Durch Kalibrierung mit einem Standard lassen sich auf diese Weise zahlreiche, meist farbige,

Verbindungen quantifizieren.

Enzymassays

Zur Aktivitatsbestimmung von Enzymen eignen sich besonders Enzymassays, welche leicht und selektiv
detektierbare Substrate verbrauchen oder deren Produkte in entsprechender Weise analysiert werden
kénnen. In der Praxis haben sich photometrische Methoden bewahrt. Oft werden Aktivitatsbestimmungen
mit einer Folgereaktion gekoppelt um die entsprechende Detektierbarkeit zu erreichen. Am weitesten
verbreitet sind dabei Redox-Reaktionen welche B-Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid Spezies verbrauchen.
Diese lassen sich aufgrund ihrer charakteristischen und intensiven Absorption im nahen UV bei 340 nm

leicht photometrisch analysieren und ermdglichen eine online Verfolgung.
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Zur Uberpriifung, ob E. coli Zellen nach der Behandlung mit Triton bzw. Digitonin in einem

permeabilisierten Zustand vorlagen, wurde ein NAD*/NADH gekoppelter Pyruvat-Dehydrogenase Assay
verwendet (Hinman und Blass, 1981).

Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex
Pyruvat + NAD* + CoA > Acetyl — CoA + NADH + CO,

Zur Ermittlung der Aktivitat der Flaviolin-Synthese kam ein selbstentwickelter photometrischer Assay
zum Einsatz (Krauser et al.,, 2012). Dabei wurde Acetat mit ATP in Anwesenheit von CoA und
Hydrogencarbonat zu Flaviolin umgesetzt. Detektiert wurde bei 520 nm.

HCO5"
CoA, O,
Acetyl-CoA-Synthase
Acety-CoA-Carboxylase

Polyketid Typ III Synthase (rppA)
5 Acetat + 10 ATP —_— Flaviolin + 10 ADP
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7. Anhang

7.1 Hochauflosende Massenanalyse zur Identifizierung von Dihydro-

Oxytetracyclin

Da Dihydro-Oxytetracyclin in der Literatur noch nicht beschrieben wurde, ist eine weitere
Charakterisierung zur Identifizierung ndtig. Da eine vollstandige Charakterisierung und
Strukturaufklarung (NMR, IR) gréliere Mengen des isolierten Produkts benétigen (> 4 mg) und diese auf
dieser Stufe des experimentellen Setups (0.9 pg/L OTC, H,OTC und H,OTC kombiniert) groRskaliger
Ansitze bedarf, wurde Dihydro-Oxytetracyclin mit hochauflésender FT-ICR Massenanalyse

charakterisiert.

Zur hochauflésenden MALDI-FTICR-MS Analyse wurde eine externe, lineare Massenkalibrierung mit
einem kommerziellen Oxytetracyclin-Standard (Sigma-Aldrich, >99%) durchgeflihrt. Entsprechend der
theoretischen Massen, aufgelistet in Tabelle 12, wurden 3 monoisotopische Peaks des Standards zur

Kalibrierung des FTICR-Signals verwendet, was zu hochauflésenden m/z Daten fiihrt.

Tabelle 12: lonen und theoretische Massen zur Kalibrierung der FT-ICR Massendaten im Negativmodus.

lon m/z z
[M-H20] 441.129793 -1
[M-NH3] 442.113809 -1

Oxytetracycline 459.140358 -1

Die Proben aus der Oxytetracyclin-Synthese wurden entsprechend mit MALDI-FTICR-MS vermessen
und die H,OTC zugeordneten Massenpeaks hochauflésend analysiert. In Tabelle 13 sind die gemessenen
Massen aufgelistet, welche in Tabelle 14 mit der theoretischen Masse flir das einfach negativ geladene,
monoisotopische Dihydro-Oxytetracyclin (Schema 12) verglichen werden. Massenabweichungen < 4 ppm
kénnen als Bestatigung der Summenformel Cx,H,sN,Oq” genutzt werden. Eine hohe Massenabweichung in

der Probe bei 21 h kann durch die geringere Intensitét des Signals erklart werden.
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Tabelle 13: MALDI-FTICR-MS hochaufgeldste Daten fiir Massen bei m/z = 461,15 gemessen in Proben der OTC-Synthese.

Probe m/z Intensitat Resonanzfrequenz [Hz]
5min 461.15698 2516925 73607
1h 461.15742 6851083 73575
15h 461.15717 1763063 78344
21h 461.16793 470832 64779
38h 461.15695 4240308 73296
OH OH O OH o ©

HO OH

N
Schema 12: Strukturvorschlag fir ein einfach negativ geladenes Dihydro-Oxytetracyclin-lon.

Summenformel: C;;H»sN,0g°, monoisotopische Masse: 461.15655.

Tabelle 14: Massendifferenz in ppm von Massen bei m/z = 461.1 im Vergleich zur theoretischen monoisotopischen Masse von
H,OTC".

m/z
Sample A ppm
experimentell theoretisch
5min 461.15698 461.15655 0.93
1h 461.15742 461.15655 1.88
15h 461.15717 461.15655 1.34
21h 461.16793 461.15655 24.67
38h 461.15695 461.15655 0.86

Die FTICR-MS Daten zeigen weiter, dass keine signifikanten Mengen an Tetrahydro-Oxytetracyclin in
den Proben von 5 min bis 15 h, sowie 38 h vorhanden sind. Die Probe bei 21 h lieferte ein Signal bei m/z
= 463.1667, welches eine Massendifferenz von 11.87 ppm zur theoretischen Masse von H,0TC (m/z =
463.17220) aufweist. Die entsprechende Summenformel CxH»/N,Oy kann daher nicht zweifelsfrei

bestéatigt werden.
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Tabelle 15: Daten der Kalibrierung zur Analyse von Oxytetracyclin mit UPLC (siehe Kapitel 0).

®@

umI
1]

C o7c standard t g [Min] Peakflache Hohe [mAuU] Start [min] Ende [min]
10 mg/L 7,055 1055,509 20,497 6,451 10,556
7,5 mg/L 7,049 788,437 15,526 6,482 11,060
5 mg/L 7,045 494,141 9,989 6,513 11,014
2,5 mg/L 7,048 241,817 4,649 6,452 11,029
1mg/L 7,042 79,570 1,550 6,466 11,028
0,75 mg/L 7,036 51,985 1,072 6,513 11,060
0,5mg/L 7,038 29,350 0,602 6,558 10,983
0,25 mg/L 7,045 11,318 0,219 6,574 10,436
1200 4
Gleichung y=a+b*
1 Gewichtung Keine Gewichtu
| |
1000 —| Fehler der 3311,96057
Summe der
] Quadrate
Kor. R-Quadrat 0,99815
800 Wert Standardfehler
Schnittpunkt mi 0
| area tder Y-Achse
@ area Steigung 103,9191 1,58064
g 600
<
3
S 400
200
04
T T T T T T T
0 2 4 6 10
¢ __ [mg/L]

oTC

Abbildung 15: Lineare Regression Uber die Peakflache in Abhéngigkeit der Konzentration eines Oxytetracyclin Standards
(Sigma Aldrich) zur Erstellung einer Kalibierfunktion fir UPLC-Analyse von Oxytetracyclin.
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Tabelle 16: Endkonzentration von Oxytetracyclin und Dihydro-Oxytetracyclin und stéchiometrische Mengen der bendtigten
Substrate.

OTC-Konzentration und stéchiometrische

Verbindung
Mengen benétigter Substrate [nM]
OTC/H,OTC 1.95
ATP 44.96
NADPH 3.91
SAM (Methionin) 5.86
Acetat 19,55

7.3 Unterstiitzende Informationen zur Versorgung mit ATP und NADPH

V) ATP [30 mM]
R ATP [50 uM] mit Ppk ATP Regeneration

] B ATP [50 uM] und Polyphosphat Glas [10 mM] mit Ppk ATP Regeneration
E=J ATP [50 puM] und Metphosphat [10 mM] mit Ppk ATP Regeneration
900 ([T Kontrolle ohne ATPmit Ppk ATP Regeneration
[EFE ADP [50 uM] und Polyphosphat [10 mM] mit Adk/Ppk ATP Regeneration
=

XX Kontrolle ohne ADP mit Adk/Ppk ATP Regeneration

=
= 1251 /
E 100—-
o e
75
50 —-
- “;:i T
O_' %& sEZEEA o TTTITITIITITTIT] AVAVAVA |

Abbildung 16: Flaviolinkonzentration in Reaktionen mit unterschiedlichen Methoden zur Versorgung mit ATP (vergleiche
Tabelle 6).

Anhand der gemessenen Nitritkonzentrationen nach einer Stunde und einem Tag in Ansétzen, bei welchen
NADPH zur Reduktion von Nitrat genutzt wird (Tabelle 18), lasst sich eine Aktivitat der untersuchten

Biokatalysatoren bestimmen (Tabelle 17). Diese kann noch verbessert werden.
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Tabelle 17: Aktivitat der NADPH Generierung von permeabilisierten und unbehandelten Zellen in Tris-HCI Puffer (0,1 M) mit 4
o/L Natrium Phosphit.

Aktivitat der Biokatalysatoren [%
NADPH NADP+ Ohne NADP(H)
E. coli BAPI pRSF-ptdH (permeabilisiert) -0,65 12,52 15,10
E. coli BWZ 3 pRSF-ptdH (permeabilisiert) 47,29 51,68 71,87
E. coli BWZ 3 (permeabilisiert) -5,03 9,42 10,06
E coli BWZ 3 (native) 1,94 2,52 1,29

Tabelle 18: Durchschnittlich enthaltene Nitritkonzentrationen in enzymatischen Reduktionen von Nitrat via Nitrat Reduktase
(Reaktionsansatze enthielten 50 g/L permeabilisierte Zellen, 4 g/L Natriumphosphit und 5 mM Natriumnitrat).

C NADPH C nADP C Nitrit C NADPH C nADP C Nitrit
[uM] [uM] [uM] [uM] [uM] [uM]
50 - 48,9 50 - 47,9
25 - 30,3 25 - 29,3
1 Stunde - 45,2 2 1 Stunde N 45,2 1
- 22,6 2 - 22,6 1
E. coli BAPI - _ 2 - - 1
E. coli BWZ3
PRSF-ptdH 50 - 479 (permeabilisiert) 50 - 46,9
(permeabilisiert)
25 - 30,3 25 - 22,5
1Tag - 4572 11,7 1 Tag - 452 8,8
- 22,6 11,7 - 22,6 7,8
- - 13,7 - - 8,8
50 - 53,8 50 - 46,9
25 - 27,4 25 - 254
1 Stunde B 45,2 2 1 Stunde - 45,2 12,7
- 22,6 1 - 22,6 49
E. coliBWZ 3 - - - -
4.9 E coli BWZ3 0
pRSF-ptdH 50 - 87 (nativ) 50 - 479
(permeabilisiert)
25 - 67,5 25 - 27,4
1 Tag - 45,2 55,7 1 Tag - 45,2 14,7
- 22,6 27,4 - 22,6 6,8
- - 60,6 - - 1
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7.4 Agarosegel-Elektrophorese der Plasmidkonstrukte

Die Expressionsvektoren zur gezielten Steigerung der intrazellularen Menge eines oder mehrerer
Syntheseproteine wurden mit Standardmethoden in E. coli BWZ3 eingeschleust wobei die
Enzymexpression durch den auf dem Vektorplasmid vorhandenen lac-Repressor gesteuert werden kann.
Die Zellen wurden in Medium mit Resistenzmarker bis zu einer ODggo nm VON 1,8 kultiviert. Die Zelldichte
wurde dabei so gewdhlt, dass die Kultur sich am Ende der exponentiellen Wachstumsphase befindet.
Diese Phase erleichtert die Permeabilisierung, da die Zellwand die eingesetzten Detergenzien aufgrund
des schnellen Wachstums besser aufnimmt. Die Expression der Enzyme wird daraufhin durch IPTG
induziert, welches an den lac-Repressor bindet und die Transkription dahinter lokalisierter Gene
ermdglicht. Abbildung 17 zeigt die Plasmidkonstrukte, welche in dieser Arbeit entwickelt wurden.
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Abbildung 17: Plasmidkonstrukte: 1) Standard, 2) pRSF-adk/ppk, 3) pACYC-acs, 4) pRSF-metK, 5) pRSF-ptdH, 6) pMRH08
und pDCS02, 7) pRSFduet-1, 8) Standard, 9) pACYC-acs verdaut mit Ncol, 10) pACYC-acs verdaut mit Ncol und Hindlll,
11) pRSF-adk/ppk verdaut mit Ncol, 12) pRSF-adk/ppk verdaut mit Ncol und BamHI, 13) pRSF-adk/ppk verdaut mit Ndel und
EcoRV, 14) Standard, 15) pRSF-ptdH verdaut mit BamHI, 16) pRSF-ptdH verdaut mit BamHI und Hindlll 17) pRSF-metK
verdaut mit Sacl, 18) pRSF-metK verdaut mit Sacl und Hindlll, 19) pRSFduet-1 verdaut mit BamHI, 20) pMRH08/pDCS02
verdaut mit BamHI, 21) Standard.
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7.5 Vektorkarten

PRSFDuet-1

Pfo | (3766),
Acl | (3674)

MCs1

BStAP | (3658)

T7 promoter-1

lac operator 17 promoter-2
lac operator

EcoO109 | (478)
Bsu36 | (517)
Age | (566)

Drd | (637)
__Bsal (645
Fal 1(671)
—Xmn | (733)

BstE Il (3152)
Apa | (3131)
PspOM | (3127)

| “ RSFDuet-1 ‘m
Hpa | (28a2)— ‘.‘ (3829 bp) g Il
"‘ Lo

Bbe | (2699
Sfo | (2697)
Nar | (2696)
Kas | (2695)

-Xma | (1246)
Sma | (1248)

EcoS57 | (2474)

Alo | (2420)

Xba | (2414) Cla | (1429)

Nru | (1465)

Sph | (11654)
Afe | (1658)
Sap | (1666)

GS
Fori (7662 24m /\
BssS | (1944) 4y Pei | (1782)

PACYCDuet-1

ApalL | (3523)
Miu [ (2512)
Afl 11 (2512)

Bell |3499)’~

BstE 1l (2331)
Apal 1331c§

{ &
i
[/ &
v
Hpa | (3011)—
Ava Il (2082)—
Ehe | (2878)
Nar | (2a75)

Eco57 | (23]
Xba | (2523)™,

EcoN 1 (3081)

Btg | (69)
Nco | (69
His*Tag
BamH I (106)
EcoR | (112)
EcolCR | (120
Sac | (122)
BspM I (124)
Asc | (125
Pst | (135)
Sbf 1 (135)
Sal | 137
Hind Ill (143)
Not | (1500
Afl 1l (163)

MCS2

Nde | (298
Bgl Il 305
Mfe | 311)
EcoR V (319
Nae | (326)
Fse | (328)
AsiS | 330
Zral (344)

Aat Il (346)
Acc65 1 348)  (
Kpn | 352)
Xho | 354
Bae | (365)
S-Tag

Pac | (429)
Avr Il 434

T7 terminator

MCS1

T :;L»L BsrG | (120)

pACYCDuet-1
(4008 bp)

Bpu1102 | 451)
Eco0109 1478)
Bsu36 | (517)

Tth111 | (828)
Drd | (526)

—Sca | (757)

N
\ +Msc | (207)

," BspE | (1174)

~OmArgpqae8)

Bpu10 | (1328)
BsaAl (1431)

]
’ MCSs2
|

. 5 W Ecod7 1l (1751)
Nsp | (2230) A °’/ \ Nhe | (1752)

Bst1107 | (1785)
BssS 1212 sac ll z00s) \\an (1308)"

SgrA | (1823)

T7Iacl

Nco | (69)
His*Tag
BamH 1 (106)
EcoR 1{112)
Sac 1(122)
BspM 1 (124)
Asc | (125)
Sse8387 1(135)
Pst1(135)
Sal | (137)
Hind 11l (143)
Not | (150)
Afl 1l (163)

T7Iacl

Nde | (298)
Bgl 1l (305)
Mun | (311)
EcoR V (319)
NgoA IV 1(324)
Fse | (328)
Pvu 1 (337)
Sgf 1 (337)
Aat 1l (346)
Kpn 1(352)
Xho 1(354)
S+Tag

Pac | (429)
Avr |l (433)

T7 terminator
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PET-21a(+)

Ava 1(158)
Xho 1{158)

|Sty 1(67)
(BPuT102 20

ag !
Hind 1{173)
Sal 1(179)
Sac 1(190)
EcoR 1{192)
BamH 1(198)

~_Nhe 1(231)
—— Nde 1{238)
— — Xba (276
— ——| Bgl II((342])
SarA 1(383)
— fSph 1{539)

EcoN ISSBQ)
— PfIM 1(646)
— ApaB 1(748)

Miu 1{1064)
2\ *-.:«Bcl 1(1078)
= u' |, BStE 11{1245)
=

v RBmgHz?a
|| hapa I(1275)

Dra I11{5201)

Sca 1{4538)

Pwu 1(4428)

-
Pst14303)/ / / ke

Bsa I I4119k -
ET-21a(+ P
Eam1105 1(4058) 4 _' P 5443bp)( ) & ||

|V |BssHil1475)
| {EcoR V(1514)
/ [Hpa l(1570)

AlwN 1(3581)

PshA 1{1909)

PpuM 1(2171)

Psp5 112171)
BspLU11 I(3165) ~— - Bpu10 1(2271)
Sap 13049) | ———
Bst1107 I(2936) / | 'BspG 1(2691)

Tth111 1(2910) /
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