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Kurzfassung

In diesem Projekt sollten Licht-getriebene und NAD(P)H-unabhédngige kinstliche Biokatalysatoren
entwickelt werden. Hierzu wurde ein Photokatalysator in unmittelbarer Nahe des aktiven Zentrums des
Enzyms gebunden. Durch den Einbau einer nicht-kanonischen Aminosdure mit einer reaktiven
Azidoseitenkette konnte dieser Photokatalysator in einer kupferfreien Cycloaddition selektivim Enzym
verankert werden. Der so entstandene kiinstliche Hybridkatalysator (PhotoZyme) wurde verifiziert und
biochemisch charakterisiert.

Berichte
Im Rahmen der Berichterstattung ist ein Poster zum Thema auf der Himmelfahrtstagung: Intensification
and digitalisation for integral bioprocessing der DECHEMA im Mai 2019 prasentiert worden.

Einleitung

Oxidoreduktasen gehoren aktuell zu den Biokatalysatoren mit dem groRten wirtschaftlichen
Wachstumspotenzial. Wahrend die Redoxbiokatalyse zur Synthese von hochwertigen Feinchemikalien
und Pharmastoffen eine sehr erfolgreiche, umweltfreundliche Technologie darstellt,! gibt es derzeit nur
wenige Anwendungen zur Herstellung von groBvolumigen Produkten wie Spezialchemikalien und sogar
Bulk-Produkten wie Polymervorstufen.? Ein intrinsischer Nachteil dieser Redoxprozesse ist der Bedarf
an einer stéchiometrischen Zufuhr von Elektronen. Dabei werden die Cofaktoren NADH und NADPH bei
Ganzzell-Prozessen meist liber die Zugabe von Glukose zum Medium regeneriert. In zellfreien Prozessen
werden oft Ameisensdure oder organische Alkohole wie Isopropanol als Elektronendonatoren
eingesetzt. Problematisch ist hier, dass die aus fossilen oder landwirtschaftlichen Quellen gewonnenen
Elektronendonatoren nur einen kleinen Teil der in ihnen gespeicherten chemischen Energie zur Ver-
fligung stellen. Sie verursachen dariliber hinaus die Bildung von Nebenprodukten. Die niedrige
Atomeffizienz und die Abtrennung von Nebenprodukten aus der Cofaktor-Regenerierung wirken sich
dementsprechend nachteilig auf die Nachhaltigkeit der Verfahren aus.

Die katalytische Nutzung von sichtbarem Licht ist eine vielversprechende Moglichkeit, Nicotinamid-
Cofaktoren und potenziell auch den Einsatz von Cosubstraten zu umgehen: (i) in vitro iber die Kopplung
einer enzymatischen Reaktion mit einem Photomediator,3”’ oder (ii) in vivo Uber die Kopplung
photosynthetisch aktiver Mikroorganismen mit enzymatischen Reaktionen.®1° Diese Konzepte heben
sich von den bereits bestehenden Cofaktor-Regenerierungs-Ansatzen (Ganzzell-Verfahren oder Zell-frei
Uber die Zugabe von Regenerations-Enzymen wie Glucosedehydrogenase) vor allem dadurch ab, dass
diese organische Co-Substrate wie Glucose einsparen und somit die Komplexitat des Systems verringern.
Nichtsdestotrotz sind die bisherigen Systeme zur Licht-getriebenen Cofaktor-Regenerierung noch nicht
optimal nutzbar. Dies liegt zum einen daran, dass radikalische Zwischenstufen, die wahrend der
Reaktion erzeugt werden, zu einer verringerten Chemo- und Enantioselektivitdt der Reaktion fiihren.



Zum anderen ist die Bildung von reaktiven Nebenprodukten wie Wasserstoffperoxid (H.0>)
problematisch. Betrachtet man in diesem Zusammenhang Flavin-abhdngige Monooxygenasen genauer,
so ist der Grund hierfiir vor allem, dass eine oxidative Entkopplung der Flavin-Regenerationsreaktion
von der enzymatischen O,-Aktivierung stattfindet und damit ca. 95% der reduzierenden Aquivalente,
die vom EDTA stammen, verloren gehen. AuBerdem zeigt sich hier eine gehinderte Interaktion zwischen
dem Enzym-gebundenen FAD und dem reduzierenden Katalysator, was eine sehr langsame
Elektronentransferkinetik zur Folge hat.!!

Aufgabenstellung

Ziel des hier beantragten Projektes war es, iber eine Verbesserung der Wechselwirkung zwischen dem
reduzierten natirlichen Mediator und der Monooxygenase-Untereinheit eine Erhohung der
Kopplungseffizienz der Elektronentransporte in diesen Reaktionen zu erzielen. Demzufolge sollte ein
Engineering der Monooxygenase-Mediator-Interaktion auf Basis von rationalem Design die Effizienz des
Elektronentransfers erhdhen.'>!3 Dafiir sollte ein Photosensitizer/Mediator (iber eine kovalente
Bindung direkt an eine Monooxygenase angebunden werden, um somit die Reaktionsraten bisher
beschriebener Licht-getriebener Monooxygenase-Reaktionen zu beschleunigen. Hierbei sollten vor
allem organische Photokatalysatoren (PKs), wie beispielsweise Flavine eingesetzt werden, wahrend die
Enzyme die Reaktion hochselektiv machen.

Um dieses Ziel zu erreichen, sollte der genetische Code genutzt werden, um einen PK mit Hilfe von nicht-
kanonischen Aminosauren (ncAS) lGber ein AMBER Stopcodon in das Enzym zu inkorporieren. Nicht-
kanonische Aminosaduren sind hierbei nur eine von mehreren Moglichkeiten zur Kopplung, allerdings
bieten diese eine groRe Flexibilitat und prazise Kontrolle der Position der Ankniipfung am Protein. Durch
die Verbindung der Konzepte der Photokatalyse mit der Biokatalyse soll PhotoZymes ein System
darstellen, mit dem sich die katalytischen Mdoglichkeiten von Enzymen erheblich erweitern lassen. Dies
soll den Weg ebnen, um Licht direkt als Energiequelle zum Antreiben biokatalytischer Reaktionen zu
nutzen und dabei die beschriebenen Limitationen zu Giberwinden.

Methoden

Das Gen fiir das Modellenzym Cyclohexanon Monooxygenase (CHMO) aus Acinetobacter calcoaceticus
war zuvor schon Gegenstand der Forschung und lag bereits kloniert in einem Expressionsvektor vor.*°
Fir die Inkorporation einer nicht-kanonischen Aminosdure in ein Protein in E. coli musste das Zielgen
zunachst in einen geeigneten anderen Vektor kloniert werden, welcher ein orthogonales Paar aus
Aminoacyl-tRNA-Synthetase und ihre korrespondierende tRNA kodiert (pSCS-MmOP).2* Hierfiir wurden
verschiedene Konstrukte erstellt, die entweder einen N-oder C-terminalen His-tag an dem Zielgen oder
verschiedene Promotoren (T5 und T7) beinhalteten. Ein C-terminaler His-tag bietet den Vorteil, dass
mogliche entstehende Proteinfragmente durch die Inkorporation des AMBER Stopcodons wahrend der
Proteinreinigung entfernt werden kénnen.

Da aus friheren Arbeiten bereits bekannt war, dass ein C-terminaler His-tag die Expression der CHMO
negativ beeinflussen kann, wurden zundchst optimierte Expressions-und Aufreinigungsprotokolle
erstellt, um die Ausbeute an CHMO zu erhéhen. Nachdem die C-terminal getaggte CHMO mittels
NADPH-Aktivitatsassay charakterisiert wurde, erfolgten erste Licht-getriebene Biotransformationen in
einem extra hierfiir konstruierten Lichtreaktor. Die hierflr genutzte Produktanalyse war bei uns im
Labor bereits etabliert und publiziert.’® AnschlieBend wurden drei CHMO Varianten erstellt, die an



unterschiedlichen Positionen auf der Oberflaiche des Enzyms nahe am aktiven Zentrum das AMBER
Stopcodon enthalten. Hierfir wurde die QuikChange™ Methode verwendet. Die erhaltenen
Proteinvarianten wurden hergestellt, gereinigt und die Aktivitaten mittels NADPH-Aktivitdatsassay
bestimmt. Flr einige Varianten wurde untersucht, inwieweit der Einbau der nicht-kanonischen
Aminosdure Azidolysin die Expression und Aktivitdat beeinflusst. Nach erfolgreicher Inkorporation
konnten erste kupferfreie Klickreaktionen durchgefiihrt werden, um einen Photokatalysator der eine
reaktive Octin-Einheit enthalt, kovalent im Enzym zu verankern.

Ergebnisse und Diskussion

In diesem Projekt wurde ein Enzym-Photokatalysator-Komplex generiert, der die Regeneration des
Enzym-eigenen Flavins von Flavin-abhangigen Oxidoreduktasen vereinfachen sollte. Das Projekt wurde
unterteilt in a) molekulare Klonierung und Expression vom Wildtyp-Modellenzym (CHMO) im Vektor
pSCS_MmOp; b) die Modifikation dieses Modellenzyms unter Verwendung der AMBER-Stopcodon-
Suppressionstechnologie und die Expression von CHMO-Varianten mit eingebauter nicht-kanonischer
Aminosaure; c) Etablierung einer in vitro-Photobiokatalyse mit gereinigter CHMO sowie d) Etablierung
einer Kupferfreien Klickreaktion des Photokatalysators mit den generierten CHMO Varianten mit
inkorporierter nicht-kanonischer Aminosaure.

Die Klonierungen zur Generierung verschiedener Vektorkonstrukte, welche entweder einen C- oder N-
terminalen His-tag am Gen der CHMO enthielten, sowie Konstrukte mit verschiedenen Promotern (T5
und T7) konnten erfolgreich mithilfe von Standard-Klonierungsmethoden abgeschlossen werden. Die C-
oder N-terminal getaggten CHMOs wurden anschlieBend in rekombinanter Form (Ni-
Chelatchromatographie und Gelfiltration) gewonnen. GemaR bekannter Prozeduren und allgemeiner
Funktion der Aktivitit dieses Enzyms wurden diese dann charakterisiert (Tabelle 1).1°

Tabelle 1: Vergleich der spezifischen Enzymaktivitaten fiir den CHMO Wildtyp mit C-oder N-terminalem His-tag. Die
Aktivitaten wurden mithilfe des NADPH Assays spektrophotometrisch bestimmt.

Enzym  His-tag Vektor Promoter Spezifische Literaturverweis Proteinkonz-
Aktivitat entration
[U/mg] [mg/mL]
CHMO N-term. pET28a(+) T7 45+0.5 [15] [15]
CHMO N-term. pSCS_MmOp T7 7.44+0.0132 this thesis 1.8
CHMO C-term. pSCS_MmOp T7 1.27 £0.0109 this thesis 11.9

Wie erwartet, zeigte die CHMO mit C-terminalem His-tag eine deutlich geringere spezifische Aktivitat
im Vergleich zu dem N-terminal getaggten Enzym (Tabelle 1). Trotzdem resultierte die Expression der
CHMO kodiert in pSCS_MmOp in einer hohen Proteinkonzentration nach der Reinigung mittels Ni-
Chelatchromatographie und Gelfiltration. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die |0sliche
Expression des CHMO Wildtyps mit T7 Promoter in pSCS_MmOp deutlich héher war im Vergleich zum
Konstrukt mit T5 Promoter. Aus diesem Grund wurde in den folgenden Experimenten das pSCS_MmOp
Konstrukt mit T7 Promoter und einem C-terminalem His-tag verwendet.



Das pSCS_MmOp_CHMO Konstrukt mit C-terminalem His-tag wurde genutzt, um an drei Positionen
(E127, N156 and R389) mittels QuikChange™ Mutagenese die entsprechenden Mutationen die fir ein
AMBER Stopcodon kodieren, zu generieren. An allen drei ausgewahlten Positionen konnten die AMBER
Stopcodons erfolgreich generiert werden. Fiir alle nachfolgenden Studien wurde sich zunachst auf die
CHMO Varianten mit AMBER Stopcodon an den Positionen N156 und R389 konzentriert. Der CHMO
Wildtyp sowie die Varianten wurden rekombinant hergestellt, gereinigt und die spezifischen Aktivitdten
bestimmt. Es konnte festgestellt werden, dass die CHMO Variante mit AMBER Stopcodon an Position
N156 in einer guten lbslichen Expression resultiert. Im Folgenden wurde untersucht, ob die
Inkorporation der nicht-kanonischen Aminosdure Azidolysin ((S)-2-amino-6-((2-azidoethoxy)
carbonylamino) hexanoic acid hydrochloride) zu einer reduzierten l6slichen Expression und Aktivitat
fUhrt. Abbildung 1 zeigt eine SDS-PAGE Analyse der Expression und Reinigung der CHMO Variante mit
inkorporierter nicht-kanonischer Aminosaure Azidolysin an Position N156.
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Abbildung 1: SDS-PAGE Analyse der Expression der CHMO Variante mit einem an Position N156 inkorporierten
Azidolysin, durchgefihrt in E. coli BL21 (DE3) Zellen, die das Konstrukt pSCS_MmOp_CHMO-C tragen. Diese SDS-PAGE
zeigt die zu Beginn der Induktion (TO) und zum Zeitpunkt der Ernte (TF) entnommenen Proben sowie den Durchfluss
(RT) nach dem Laden der CHMO_N156,Variante auf die Ni-Sepharose™ Beads. Die Proben wurden aus den ersten
beiden Waschfraktionen (W1 und W2) der Proteinreinigung entnommen, und die Proben aus den ersten drei Millilitern
Elution mit 300 mM Imidazol Elutionspuffer (E1-3) wurden auf die SDS-PAGE-Sdulen aufgetragen. Die entsalzte
Elutionsfraktion (EF) wurde zur weiteren Verwendung genutzt. PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher
Scientific) wurde als Proteinstandard (STD) verwendet.

Die CHMO Variante mit AMBER Stopcodon an Position R389 konnte ebenfalls erfolgreich hergestellt und
gereinigt werden, auch wenn die |6sliche Expression dieser Variante generell geringer war. Im Folgenden
wurde die CHMO Variante mit inkorporiertem Azidolysin an der Position N156 auf ihre Aktivitat
gegenilber Cyclohexanon untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die Inkorporation von
Azidolysin zu einer starken Reduktion der Aktivitat fihrt. Obwohl diese Variante kaum noch messbare
Aktivitat aufwies, wurde diese genutzt, um die kupferfreie Klickreaktion (SPAAC) zwischen Azidolysin
und der reaktiven Gruppe des modifizierten Photokatalysator (dibenzylcyclooctyne-PEG4-5/6-FMA,
DBCO-PEG4-5/6-FMA) zu etablieren. Beide Komponenten wurden in einer dquimolaren Konzentration
von 75 pM zu der Reaktion gegeben. Die Cycloadditionsreaktion wurde tber Nacht inkubiert. Nach
zweimaliger Entsalzung mit einer PD MiniTrapTM G-10 (GE Healthcare, Solingen, Deutschland) wurde



ein fluorimetrischer Nachweis des Enzym-Photosensibilisator-Komplexes durchgefiihrt. Diese Messung
zeigte, dass der Photokatalysator erfolgreich iber eine SPAAC an die reaktive Azido-Gruppe der nicht-
kanonischen Aminosaure im Enzym gebunden werden konnte.

AuBerdem konnte im Rahmen dieses Projektes ein neuer Lichtreaktor konstruiert werden, welcher
speziell fur Sauerstoff-abhdngige Enzymreaktionen geeignet ist (Abbildung 2). Dieser Lichtreaktor,
welcher mit Leuchtsofflampen ausgestattet ist, war fiir Biotransformationen in 20 ml-Glasflaschchen
vorgesehen. Dieser Reaktor wurde in einen Inkubationsschiittler bei 30°C unter leichtem schitteln mit
130 U/min gegeben und konnte alternativ auch mit LED Stripes ausgestattet werden.

Abbildung 2: Lichtreaktor ausgestattet mit Leuchtstofflampen, der in einen Schiittelinkubator platziert wird.

Dieser Lichtreaktor konnte erfolgreich fiir die Etablierung von Licht-getriebenen Biotransformationen
eingesetzt werden. Hierflr wurde der Lichtreaktor mit LED Stripes ausgestattet, um bei den jeweils
geeigneten  Wellenlangen fur die entsprechenden Photokatalysatoren (Flavine oder
Fluoreszenzfarbstoffe) arbeiten zu kénnen. So konnte zum ersten Mal erfolgreich gezeigt werden, das
die CHMO in einer photobiokatalytischen Reaktion bestehend aus Elektronendonor/Photokatalysator
die Umsetzung von Cyclohexanon zu g-Caprolacton katalysieren kann.

Obwohl derzeit noch nicht bestatigt werden kann, dass die kovalente Anbindung eines
Photokatalysators an eine Oxidoreduktase wie beispielsweise die CHMO zu einer Erhéhung der
Kopplungseffizienz der Elektronentransporte fuhrt, bilden die im Rahmen dieses Projektes
durchgefiihrten Experimente eine vielversprechende Grundlage, um die bereits generierten
Hybridkatalysatoren weiter zu optimieren (z.B. durch Anbindung an anderen Positionen im Enzym).

Zusammenfassung

Uber 25% aller bekannten Biokatalysatoren sind Oxidoreduktasen. Diese Klasse von Enzymen wird in
der Industrie intensiv genutzt, weil diese ein sehr groBes Spektrum an Substraten und Produkten
abdecken und dabei hoch selektiv sind. Ein intrinsischer Nachteil dieser Redoxprozesse ist jedoch der
Bedarf an einer stochiometrischen Zufuhr von Elektronen. Dabei werden die Cofaktoren NADH und
NADPH bei Ganzzell-Prozessen meist liber die Zugabe von Glukose zum Medium regeneriert. Ziel dieses
Projektes war es deswegen, ein Licht-getriebenes kiinstliches Enzym fiir Reduktions-Oxidations-



Biotransformationen zu generieren, dass eine Erhohung der Kopplungseffizienz der
Elektronentransporte in diesen Reaktionen erzielt. Nachdem unterschiedlichste Plasmidkonstrukte mit
einem C-oder N-terminalen His-tag am CHMO Gen und verschiedenen Promotoren erstellt werden
konnten, wurden Expressions- und Aufreinigungsprotokolle erstellt und optimiert. Die AMBER
Stopcodon Suppression wurde genutzt, um eine nicht-kanonische Aminosaure in die Primarstruktur der
Modellenzyme einzubauen, damit eine strain-promoted azide-alkyne Cycloaddition mit einem
modifizierten Photosensitizer durchgefiihrt werden konnte. Nach der Generierung der Mutanten,
welche ein AMBER Stopcodon im jeweiligen Gen aufwiesen, wurde die Expression und Reinigung der
Enzymvarianten durchgefiihrt. Die initiale spezifische Enzymaktivitat wurde sowohl von den Wildtyp-
Proteinen als auch einer Variante der CHMO mittels des gut etablierten NADPH Aktivitatstests ermittelt.
Weiterhin wurde eine Licht-getriebene Biotransformation von Cyclohexanon zu g-Caprolacton,
katalysiert durch die CHMO (C-terminaler His-tag) durchgefiihrt. Fir diese Licht-getriebene
Biotransformation wurde ein neuer Lichtreaktor entwickelt und konstruiert (Abbildung 2). AbschlieRend
wurde eine strain-promoted azide-alkyne Cycloaddition durchgefiihrt, um das Modellenzym mit einem
Photosensitizer zu koppeln. Dieses Projekt legt damit den Grundstein zur weiteren Entwicklung und
Optimierung eines Licht-getriebenen Enzym-Photosensitizer-Komplexes far Redox-
Biotransformationen. Es ist zu erwarten, dass ein solcher Enzym-Photosensitizer-Komplex die
Atomeffizienz erhdhen und die gesamte Reaktion beschleunigen kann.
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