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In diesem Projekt sind molekularbiologische, bioelektrochemische und verfahrenstechnische Methoden und
Vorgehensweisen kombiniert worden, um eine effektive Bioelektrokatalyse mit Redoxenzymen am Beispiel der
Monooxygenase P450cin und der Cineol-Hydroxylierung zu erreichen. Diese Umsetzung bietet Zugang zu
Produkten, die sowohl fir die chemische als auch fiir die pharmazeutische Industrie von Interesse sind.

Im Rahmen des Projektes wurden verschiedene Systeme entwickelt, mit denen es mdglich ist, parallele
elektrochemische Messungen in Mikrotiterplatten (MTP) durchzufihren. Das Basissystem besteht aus drei
Platin-Elektroden, die als Arbeits-, Gegen- und Referenzelektrode eingesetzt werden. Alternativ kénnen auch
Gold- oder Glaskohlenstoffelektroden eingesetzt werden.

Die elektrochemische Charakterisierung mittels Cyclovoltammetrie des Messsystems zeigte, dass die
Elektroden reproduzierbare und stabile Signale liefern. Es wurden auBerdem auch Reinigungsprotokolle fir die
Elektroden entwickelt. MTP mit Elektroden konnten in einem nachfolgenden Schritt erfolgreich in eine optische
Leseeinheit (kommerzieller MTP-Reader) integriert werden. Parallel dazu wurden optische und elektrochemische
Messungen durchgeflihrt. Protokolle zur Produktion und Charakterisierung der notwendigen Proteine (CinA,
CinB und CinC) wurden etabliert und optimiert sowie eine GC/MS Analytik fir die Substrate und Produkte
entwickelt. Im Rahmen eines Screenings wurden verschiedene Mediatoren flr den Elektronentransfer zwischen
einer Elektrode und dem P450cin-System getestet. Es konnte gezeigt werden, dass der mediatorvermittelte
Elektronentransfer tber CinC zu CinA mit den Mediatoren Phenosafranin, Safranin und Cobalt(ll)sepulchrat
sowie den Coenzymen Flavinadenindinukleotid (FAD) und Flavinmononukleotid (FMN) mdglich ist. Weiterhin ist
auch ein mediatorvermittelter Elektronentransfer von einer Elektrode zu CinA ohne Einsatz von CinC mdglich.
Als Mediatoren sind dabei Phenosafranin und Safranin eingesetzt worden.

Zur Erhéhung der Aktivitdt von P450cin gegenliber dem natlrrlichen Substrat 1,8-Cineol wurde ein
Durchmusterungsprotokoll auf Basis eines E. coli in vivo Reaktionssystems entwickelt, bei dem anschlieBend
die Reaktionsprodukte mittels Dinnschichtchromatographie analysiert werden kdnnen. Das Protokoll wurde
verwendet, um 12 Séttigungsmutagenese-Bibliotheken, die mit Hilfe des verfligbaren Strukturmodells generiert
wurden, zu durchmustern. Dabei konnten finf Aminosé&urepositionen identifiziert werden, an denen
Substitutionen zu einer Erhéhung der Aktivitdt des Enzyms fuhren. Die aktivsten P450cin Varianten wurden
gereinigt sowie deren kinetische Eigenschaften charakterisiert. Zwei Varianten (Val386Ser und Ala387His)
zeigten deutlich erhdhte kcat-Werte und Umsatzraten.

Die ortsspezifische Mutagenese zur elektrostatischen Verbesserung des mediatorvermittelten
Elektronentransfers zum katalytischen Zentrum von P450cin sowie die Deletion einer Proteinschlaufe aus drei
Aminosduren im Substratzugangskanal zur sterischen Erleichterung des Elektronentransfers fuhrten zum
GroBteil zu inaktiven Monooxygenase-Varianten. Dies |asst sich Faltungsprobleme zurlckfihren.

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass der mediatorvermittelte Elektronentransfer zur Produktion von
Wertstoffen mit P450cin und die technische Umsetzung des Prozesses mdglich ist. Die entwickelten
Bioelektrolysemethoden und -verfahren sollen daher im Rahmen eines Fortsetzungsprojektes (16649 N) in einen
technischen Prozess umgesetzt werden.
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