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Einleitung 1 

1 Einleitung 

1.1 Enzyme in der organischen Synthese 
Enzyme erschließen als umweltfreundliche und oft auch energiesparende Alternative 
zu herkömmlichen chemischen Katalysatoren immer neue Anwendungsfelder sowohl 
in der Industrie als auch in unserem täglichen Leben. So kann man durch sie bereits in 
vielen Prozessen auf den Einsatz von umweltschädlichen Lösungsmitteln verzichten. 
Außerdem ermöglichen sie durch ihre hohe Substratspezifität sowie ihre oft exzellente 
Stereo-, Chemo- und Regioselektivität eine effiziente und umweltschonende Herstel-
lung von hochreinen und teilweise sehr komplexen Verbindungen. Im Gegensatz dazu 
gestaltet sich die Herstellung komplexer Verbindungen und insbesondere von Natur-
stoffen auf chemischem Weg oft schwierig, da eine Vielzahl von Syntheseschritten, 
aufwändigen Schutzgruppenstrategien und enantioselektiven Reaktionen notwendig 
sind. Besonders in der pharmazeutischen Industrie ist die Herstellung optisch reiner 
Naturstoffe und pharmakologisch aktiver Verbindungen von großer Bedeutung und 
stellt so auch ein Einsatzfeld für Enzyme dar.  

Zu den etablierten Anwendungsgebieten von Enzymen in der sogenannten „Weißen 
Biotechnologie“ gehören vor allem die Lebensmittel-, Waschmittel-, Textil-, Leder- und 
Pharmazeutische Industrie. Dabei werden Enzyme zur Katalyse verschiedenster Reak-
tionstypen eingesetzt. Wenn die Wildstämme direkt, ohne vorherige Optimierung der 
Stoffwechselwege zum Zielprodukt, eingesetzt werden, kann es auch zum Auftreten 
unerwünschter Nebenprodukte kommen. Um dies zu vermeiden, werden in zuneh-
mendem Maße isolierte Enzyme als Biokatalysatoren eingesetzt, beziehungsweise 
neue Stoffwechselwege in rekombinanten Mikroorganismen wie beispielsweise E. coli 
oder bestimmten Hefen (z.B. Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris) etabliert 
[Kayser 2009]. Nicht zuletzt durch neue Substitutionsverfahren für fossile Energieträger 
stellt die „Weiße Biotechnologie“ eine Schlüsseltechnologie des 21. Jahrhunderts dar, 
deren Potential auf der hohen Diversität der natürlich vorkommenden Enzyme beruht, 
die es weiter zu erforschen gilt.  
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1.2 Chemische Baeyer-Villiger-Reaktion 
Die Baeyer-Villiger-Reaktion fügt Sauerstoff in nichtaktivierte Kohlenstoff-Kohlenstoff-
Bindungen zur Synthese von Estern oder Lactonen ein. Sie ist daher eine der wich-
tigsten Reaktionen in der organischen Chemie. Anhand der oxidativen Ringöffnung 
zyklischer Terpenderivate mit Kaliumpersulfat und Schwefelsäure (Caro‘ sches Rea-
genz) wurde sie zuerst von Adolf Baeyer und Victor Villiger im Jahr 1899 beschrieben 
[Baeyer et al. 1899]. Standardreagenzien für diese Reaktion in der organischen Syn-
these sind heute Percarbonsäuren wie Metachlorperbenzoesäure, Trifluorperessig-
säure, Peressigsäure und auch hochkonzentriertes Wasserstoffperoxid. 

1.2.1 Mechanistische Aspekte 

Der Mechanismus der Baeyer-Villiger-Reaktion war lange Zeit nach der Entdeckung 
der Reaktion unklar und wurde erst 1953 durch ein 18O-Markierungsexperiment aufge-
klärt [Doering et al. 1953]. Anhand der Position des 18O-Atoms in Benzoesäurephenyl-
ester, dem Produkt der Baeyer-Villiger-Oxidation von 18O-Benzophenon mit Perben-
zoesäure, wurde herausgefunden, welche der drei zu diesem Zeitpunkt existierenden 
Hypothesen den Mechanismus korrekt wiedergibt (Abbildung 1-1):  
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Abbildung 1-1: Position des markierten Sauerstoffatoms von 18O-markiertem Benzophenon 
nach der Baeyer-Villiger-Oxidation abhängig vom Mechanismus [Renz et al. 1999]. Das aus 
dem Keton stammende Sauerstoffatom ist blau markiert, die aus der Peroxogruppe stammen-
den Sauerstoffatome rot.  

 



Einleitung 3 

Bei einem nukleophilen Angriff der Persäure am Carbonylkohlenstoff unter Ausbildung 
eines Criegee-Intermediates und anschließender Umlagerung [Criegee 1948] sollte 
das markierte Sauerstoffatom ausschließlich in der Carbonylgruppe des Produktesters 
zu finden sein (siehe (1) in Abbildung 1-1). Im Fall der von Baeyer und Villiger selbst 
vorgeschlagenen Dioxiranbildung wäre eine statistische 50:50-Verteilung der Markie-
rung zwischen Carbonylsauerstoff und Estersauerstoff zu erwarten (siehe (2) in 
Abbildung 1-1). Sollte die Oxidation über ein Carbonyloxid als Folge eines OH+-Trans-
fers von der Persäure zum Sauerstoff der Carbonylgruppe erfolgen, wäre eine aus-
schließliche Markierung des Estersauerstoffs anzunehmen (siehe (3) in Abbildung 1-1).  

Durch die Reduktion des Produktesters mit Lithiumaluminiumhydrid zu Phenylalkohol 
und Benzylalkohol konnte dabei die Position des 18O-Isotops identifiziert werden. Der 
Benzylalkohol war zu 93% markiert, wohingegen der Phenylalkohol kein 18O-Isotop 
enthielt. Diese Verteilung zeigt, dass die Baeyer-Villiger-Oxidation über ein Criegee-
Intermediat abläuft.  

Der allgemein akzeptierte Mechanismus der chemischen Baeyer-Villiger-Oxidation 
verläuft daher über den von Criegee vorgeschlagenen zweistufigen Prozess: In einem 
ersten Schritt greift die Peroxysäure nukleophil am Carbonylkohlenstoff an, wobei die 
im α-Effekt begründete hohe Nukleophilie von Peroxiden genutzt wird [Hudson 1973]. 
Dabei bildet sich ein tetraedrisches Intermediat („Criegee-Intermediat“). Dieses lagert 
sich in einem zweiten Schritt durch einen nukleophilen Angriff des wandernden Restes 
RM unter Freisetzung der Säure zum Lacton oder Ester um.  

RM RR
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O

O RL

O
O

O O
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O
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RR O

RM

O
H
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O
+

H
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Abbildung 1-2: Mechanismus der Baeyer-Villiger-Oxidation. RM: wandernder Rest, RR: nicht 
wandernder Rest, RL: Rest der Abgangsgruppe. 

Die Wanderung des Alkylrestes zum Peroxysauerstoff erfolgt stets konzertiert mit der 
Abspaltung der Fluchtgruppe unter Retention der Konfiguration am wandernden Koh-
lenstoffatom [Mislow et al. 1953]. Je nach dem, welcher der beiden Reste des Keton-
substrats wandert, können zwei regioisomere Ester oder Lactone entstehen. Bei nicht-
enzymatischen Reaktionen hängt die Wanderungstendenz der Alkylreste vor allem von 
der Nukleophilie und damit vom Substitutionsgrad der beiden Alkylreste ab. Dabei gilt 
folgende Reihenfolge: tertiärer Alkyl- > Cyclohexyl- > sekundärer Alkyl- > Benzyl- > 
Phenyl- > primärer Alkyl- > Methylrest [ten Brink et al. 2004]. Höher substituierte Reste, 
die eine positive Ladung besser stabilisieren können, wandern daher während des 
Umlagerungsschrittes bevorzugt. Da eine Methylgruppe gegenüber allen anderen 
Gruppen benachteiligt ist, ergibt die Baeyer-Villiger-Oxidation von Methylketonen folg-
lich überwiegend Essigsäureester. Weiterhin wird die Wanderungstendenz der Alkyl-
reste auch durch mögliche stereoelektronische Konformationen des Criegee-Interme-
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diats beeinflusst. Für die Umlagerung müssen dabei zwei Voraussetzungen erfüllt sein: 
Der wandernde Rest RM muss in einer antiperiplanaren Geometrie zur Peroxidbindung 
der Abgangsgruppe (primärer stereoelektronischer Effekt) [Crudden et al. 2000] und in 
anti-Position zu einem freien Elektronenpaar am Hydroxylsauerstoff liegen [Noyori et 
al. 1980] (Abbildung 1-3).  

ORL

O
O

RM RR
O
H anti

anti-
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Abbildung 1-3: Stereoelektronische Voraussetzungen für die Alkylwanderung im Criegee-Inter-
mediat [Mihovilovic et al. 2002].  

Die Umlagerung des Criegee-Intermediats stellt unter den meisten Reaktionsbedin-
gungen den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar [Mitsuhashi et al. 1970]. Dies 
wurde durch die Untersuchung der Reaktionsgeschwindigkeiten verschiedener Keton-
substrate in Abhängigkeit von der Wanderungstendenz der Alkylreste und der Reakti-
vität der Alkylgruppe nachgewiesen. Da die Reaktionsgeschwindigkeit durch eine 
höhere Wanderungstendenz der Alkylreste positiv, von der Reaktivität der Carbonyl-
gruppe dagegen nicht beeinflusst wurde, zeigt dies, dass die Umlagerung der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist [Hawthorne et al. 1958]. Neben der Struktur 
des Ketons beeinflusst auch das Lösungsmittel den geschwindigkeitsbestimmenden 
Schritt. Während die Umlagerung des Criegee-Intermediats in unpolaren Lösungsmit-
teln immer geschwindigkeitsbestimmend ist, sind in polareren Lösungsmitteln auch 
Bedingungen beschrieben, unter denen der nukleophile Angriff auf das Keton die 
Geschwindigkeit der Reaktion bestimmt [Mora-Diez et al. 2009].  

Durch die Reaktionsbedingungen, insbesondere die Acidität des Reaktionsmediums, 
kann die Reaktionsgeschwindigkeit erhöht werden. So kann die Baeyer-Villiger-
Oxidation vor allem säurekatalysiert, aber auch basenkatalysiert durchgeführt werden 
(Abbildung 1-4) [Renz et al. 1999].  
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Abbildung 1-4: Mögliche Reaktionsmechanismen der Baeyer-Villiger-Reaktion in Abhängigkeit 
von der Acidität des Reaktionsmediums. Dabei sind Säure- (links) und Basenkatalyse (rechts) 
möglich [Renz et al. 1999; ten Brink et al. 2004]. 

Bei der Säurekatalyse wird durch die Protonierung des Carbonylsauerstoffs des Ketons 
der nukleophile Angriff erleichtert. Weiterhin erleichtert die Protonierung der Carbonyl-
funktion der Abgangsgruppe den meist geschwindigkeitsbestimmenden Umlagerungs-
schritt [ten Brink et al. 2004]. So konnten Hawthorne und Emmons eine deutliche 
Säurekatalyse mit Trifluorperessigsäure nachweisen, deren Effekt durch eine aus dem 
Zusatz von Dinatriumhydrogenphosphat resultierende Abnahme der Acidität verringert 
wurde. Basenkatalyse wird bei Baeyer-Villiger-Oxidationen seltener angewendet, da 
ein basisches Reaktionsmedium die Zersetzung von Persäuren fördert [Renz et al. 
1999]. Anhand der Oxidation von Benzaldehyden mit verschiedenen Perbenzoesäuren 
konnte aber auch Basenkatalyse nachgewiesen werden [Ogata et al. 1972].  

1.2.2 Optimierung der Baeyer-Villiger-Oxidation 

Die Baeyer-Villiger-Reaktion hat eine Reihe von Eigenschaften, die sie zu einer der 
bedeutendsten Reaktionen in der organischen Synthese machen. So ist die Regio-
chemie der Reaktion zumeist durch die unterschiedliche Wanderungstendenz der 
Alkylgruppen gesteuert und daher gut vorhersagbar. Zudem erfolgt die Oxidation nor-
malerweise stereoselektiv, da das wandernde Kohlenstoffatom seine Konfiguration im 
Esterprodukt beibehält. Weiterhin toleriert die Reaktion viele funktionelle Gruppen im 
Molekül. Auch bei Anwesenheit von Doppelbindungen wird die Carbonylgruppe selektiv 
oxidiert, wenn Persäuren als Oxidationsmittel eingesetzt werden [Strukul 1998]. Diese 
Selektivität ermöglicht den Einsatz der Baeyer-Villiger-Oxidation zur Synthese von 
Estern in komplexeren Strukturen wie beispielsweise Steroiden, Antibiotika und 
Pheromonen. 
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Das Standardprotokoll der Baeyer-Villiger-Reaktion, nach dem Persäuren oder Alkyl-
hydroperoxide in stöchiometrischen Mengen zum Einsatz kommen, ist aufgrund der 
hohen Kosten für Persäuren und der schlechten Umweltverträglichkeit in seiner kom-
merziellen Anwendbarkeit eingeschränkt. Weiterhin bildet sich bei der Oxidation neben 
dem erwünschten Keton auch ein Äquivalent der mit der Persäure korrespondierenden 
Carbonsäure. Die Explosionsgefährlichkeit von Persäuren stellt zudem eine erhebliche 
Gefahr und Verminderung der kommerziellen Anwendbarkeit dar [ten Brink et al. 2004].  

Aufgrund dieser Einschränkungen wurden alternative Verfahren zur Baeyer-Villiger-
Oxidation entwickelt, die keine Persäuren erfordern oder diese in situ generieren. So 
konnten Mukaiyama und Mitarbeiter ein Protokoll zur Durchführung einer Baeyer-
Villiger-Reaktion etablieren, bei dem erforderliche Persäuren in situ aus Sauerstoff und 
einem Aldehyd gebildet werden und die Oxygenierung des Ketons mit einem Nickel-
komplex erfolgt [Yamada et al. 1991]. Die Generierung von Persäuren aus Benzalde-
hyd unter Einwirkung von molekularem Sauerstoff ist jedoch auch ohne Einwirkung von 
Katalysatoren möglich [Kaneda et al. 1994]. Ein alternativer Ansatz zur in situ-Gene-
rierung von Persäuren ist die Nutzung von Wasserstoffperoxid. Der Hauptvorteil dieser 
Art der Reaktionsführung ist das relativ preiswert verfügbare Wasserstoffperoxid, das 
im Vergleich zu Persäuren – bezogen auf das Molekulargewicht – einen höheren Ge-
halt an aktivem Sauerstoff aufweist. Eine Konsequenz daraus ist eine geringere Menge 
an Nebenprodukten, da nur Wasser gebildet wird. Nachteilig ist jedoch, dass Wasser 
immer als Reaktionsprodukt vorhanden ist und so labile Ester hydrolysieren kann. 
Weiterhin stellen hohe Wasserstoffperoxidkonzentrationen in organischen Lösungs-
mitteln eine Explosionsgefahr dar [Strukul 1998]. Eine Möglichkeit zur Herstellung des 
Wasserstoffperoxids in situ ist die N-Hydroxyphthalimid-katalysierte Oxidation eines 
Gemisches von Cyclohexanol und Cyclohexanon mit Luftsauerstoff. Wasserstoff-
peroxid ist dann das eigentliche Oxidationsmittel und setzt in Anwesenheit katalytischer 
Mengen Indiumchlorid Cyclohexanon zu ε-Caprolacton um [Fukuda et al. 2001]. Der 
Zusatz eines Katalysators wie Indiumchlorid im vorgenannten Reaktionsbeispiel ist bei 
einer Baeyer-Villiger-Reaktion mit Wasserstoffperoxid generell erforderlich. Wasser-
stoffperoxid weist im Vergleich zu Persäuren eine geringere Nukleophilie auf und ist 
eines der schwächsten für die Baeyer-Villiger-Oxidation eingesetzten Oxidationsmittel 
[ten Brink et al. 2004]. Die Mehrzahl der zur Katalyse eingesetzten Verbindungen 
basiert auf Metallkomplexen. Ein Beispiel dafür ist Methyltrioxorhenium (MTO), das vor 
allem zyklische Ketone wie Cyclobutanone oder Bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-on mit einer 
hohen Geschwindigkeit oxidiert [Phillips et al. 1999] (Abbildung 1-5).  
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Abbildung 1-5: Methyltrioxorhenium-katalysierte Umsetzung von Bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-on. 

Höhere Cycloalkanone und offenkettige Ketone werden von diesem Katalysator jedoch 
langsamer umgesetzt. Weitere Katalysatoren für eine mit Wasserstoffperoxid durch-
geführte Baeyer-Villiger-Reaktion sind beispielsweise Platin(II)-Komplexe oder Titan-
silicate [Strukul 1998]. 

1.2.3 Stereoselektive Katalyse der Baeyer-Villiger-Oxidation 

Für eine stereoselektive Baeyer-Villiger-Oxidation wurden eine Reihe chiraler Kataly-
satoren entwickelt, welche molekularen Sauerstoff, Wasserstoffperoxid oder Alkyl-
hydroperoxide zur Oxygenierung nutzen. Dabei werden sowohl auf Übergangsmetallen 
als auch auf Hauptgruppenelementen basierende Komplexe als Katalysatoren einge-
setzt. Die Katalysatoren dienen dabei nicht nur zur enantioselektiven Oxidation racemi-
scher Ketone, sondern auch zur asymmetrischen Oxidation prochiraler Substrate. Der 
von Bolm und Mitarbeitern hergestellte Kupferkomplex (Tabelle 1-1; 1) oxidiert die Ke-
tone mit in situ generierten Persäuren und nutzt dabei ein modifiziertes Mukaiyama-
System mit Trimethylacetaldehyd und molekularem Sauerstoff [Bolm et al. 1997]. Auch 
chirale BINOL-Komplexe von Zirkonium [Bolm et al. 2000], Aluminium [Bolm 2005] und 
Magnesium [Bolm et al. 2001] werden mit Alkylhydroperoxiden als Oxidationsmittel für 
eine asymmetrische Oxygenierung eingesetzt (Tabelle 1-1; 2-4). Besonders hohe 
Enantioselektivitäten konnten mit Salenkomplexen von Cobalt [Uchida et al. 2001], 
Zirkonium [Watanabe et al. 2002] sowie Hafnium [Matsumoto et al. 2004] und einem 
Wasserstoffperoxid-Harnstoff-Addukt erreicht werden (Tabelle 1-1; 5-6). Bei einer 
asymmetrischen Oxygenierung von 3-Phenylcyclobutanon wurden dabei Enantiome-
renüberschüsse von über 80% ee erhalten. Auch Palladium-basierte Komplexe werden 
zur enantioselektiven Oxidation von zyklischen Ketonen eingesetzt [Ito et al. 2003; 
Malkov et al. 2008]. Besonders interessant ist ein aus zwei Flavingruppen aufgebauter 
Katalysator, der mit Wasserstoffperoxid zu 4a-Hydroperoxyflavin oxidiert wird. Diese 
Art der Wasserstoffperoxidaktivierung bildet die reaktive Struktur in Baeyer-Villiger-
Monooxygenasen nach. Der Einsatz von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen, die auch 
Gegenstand dieser Arbeit sind (Kapitel 1.3) ist in der Literatur als eine umweltfreund-
lichere und oftmals enantioselektivere Alternative zu synthetischen Katalysatoren 
beschrieben [Leisch et al. 2011]. 

Tabelle 1-1 stellt verschiedene Katalysatoren bezüglich ihrer Fähigkeit zur asymmetri-
schen Oxidation von 3-Phenylcyclobutanon dar und vergleicht diese mit einer enzyma-
tischen Katalyse.  
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Tabelle 1-1: Katalysatoren zur enantioselektiven asymmetrischen Oxidation von 
3-Phenylcyclobutanon. 

  Katalysator / Reagens Konzen-
tration 

Solvens Oxidat-
ionsmit-
tel 

ee 
[%] 

Aus-
beute 
[%] 

1 

Cu
N

O

O2N

t-Bu

O

t-Bu

N
O

NO2

t-Bu

O

t-Bu  

1 mol% Benzol Trimethyl-
acetalde 
hyd +O2 

44 
(S) 

66-88 

2 
O
O

Zr
O
O

 

1 eq Toluol tert-Butyl-
hydro-
peroxid 

31 
(R) 

- 

3 
O
O

Al Cl

n  

15 mol% Dichlor-
methan 

Cumol-
hydro-
peroxid 

68 
(R) 

100 

4 
O
O

Mg
I

I

 

50 mol% Dichlor-
methan 

Cumol-
hydro-
peroxid 

65 
(R) 

91 

5 

N
Co3+

N O

O

F

F

F

F

SbF6
-

(R)

 

5 mol% Ethanol H2O2 75 
(S) 

85 

6 

N

Ph

N

Ph
O O

M
Y

Y

M= Co3+, Zr4+, Hf4+

Y=  PhO

 

5 mol% 
Zr (IV) 

Dichlor-
methan 

H2O2-
Harnstoff 

87 
(R) 
 

68 

 5 mol% 
Hf (IV) 

Ethylacetat H2O2-
Harnstoff 

82 
(R) 

62 

7 

N

PPh2

iPr

Pd2+

 

5 mol% THF H2O2-
Harnstoff 

80 
(R) 

91 

8 
N
Ph2P

Pd2+  

5 mol% THF H2O2-
Harnstoff 

64 
(S) 

99 

9 

 

10 mol% CF3CH2OH 
MeOH 
H2O 
(6:3:1) 

H2O2 63 
(S) 

67 
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  Katalysator / Reagens Konzen-
tration 

Solvens Oxidat-
ionsmit-
tel 

ee 
[%] 

Aus-
beute 
[%] 

10 Cunninghaemella  
echinulata  
(ruhende Zellen) 

Zellkon-
zentration 
5g/l 

Puffer  
pH 8 

O2 98 
(R) 

71 

11 CHMO Arthrobacter sp. 
BP2, rekombinant in  
wachsenden E. coli 

- LB-
Medium 

O2 93 
(R) 

45 

12 CHMO1 Brevibacterium sp. 
HCU, rekombinant in 
wachsenden E. coli 

- LB-
Medium 

O2 98 
(R) 

73 

13 CPMO Comamonas tes-
tosteronii, rekombinant in 
wachsenden E. coli 

- LB-
Medium 

O2 37 
(S) 

66 

ee Enantiomerenüberschuss. 
Referenzen: 1: [Bolm et al. 1997]; 2: [Bolm et al. 2000]; 3: [Bolm 2005]; 4: [Bolm et al. 2001];  
5: [Uchida et al. 2001]; 6: [Watanabe et al. 2002; Matsumoto et al. 2004]; 7: [Ito et al. 2003];  
8: [Malkov et al. 2008]; 9: [Murahashi et al. 2002], 10: [Alphand et al. 2000]; 11, 12, 13: [Rudroff 
et al. 2007]. 

Aus dem Vergleich verschiedener Katalysatoren in Tabelle 1-1 ist zu erkennen, dass 
Baeyer-Villiger-Monooxygenasen (BVMOs) den metallbasierten chiralen Katalysatoren 
bei einer asymmetrischen Synthese eines (R)-Lactons aus 3-Phenylcyclobutanon 
deutlich überlegen sind. Dagegen konnten bei der Synthese des (S)-Lactons höhere 
Enantiomerenüberschüsse mit synthetischen Katalysatoren erzielt werden. Das zeigt, 
dass Enzyme den synthetischen Katalysatoren meist überlegen sind, wenn ein Enzym 
mit der gewünschten Selektivität bekannt ist. Im Gegensatz dazu sind synthetische 
Katalysatoren mit umgekehrter Enantioselektivität meist einfacher herzustellen als dies 
bei Enzymen der Fall ist. Eine Identifizierung neuer enzymatischer Katalysatoren bietet 
somit auch eine Möglichkeit zur Verbesserung der stereoselektiven Baeyer-Villiger-
Oxidation. 

1.3 Enzymatische Baeyer-Villiger-Reaktion 
Baeyer-Villiger-Monooxygenasen (BVMOs, EC 1.14.13.x) sind Flavoproteine, die zur 
Klasse der Oxidoreduktasen gehören. Sie setzen aliphatische, zyklische und aroma-
tische Ketone unter Nutzung von molekularem Sauerstoff und Verbrauch von NAD(P)H 
zu Estern beziehungsweise Lactonen um (Abbildung 1-6). Somit stellen sie das 
enzymatische Pendant zur chemischen Baeyer-Villiger-Oxidation dar [Walsh et al. 
1988].  
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Abbildung 1-6: Schema einer enzymatischen Baeyer-Villiger-Reaktion. 

Die ersten Beispiele enzymatischer Baeyer-Villiger-Oxidationen gehen auf das Jahr 
1948 zurück. Damals wurde vermutet, dass am Abbau von Steroiden in verschiedenen 
Mikroorganismen Enzyme beteiligt sind, deren Mechanismus der Baeyer-Villiger-
Oxidation ähnelt. Das erste derartige Beispiel wurde im Bakterium Proactinomyces 
erythropolis entdeckt, das den A-Ring der Steroidstruktur enzymatisch spaltet und so 
eine von Windaus beschriebene Ketosäure bildet [Turfitt 1948]. Kurze Zeit später wur-
den auch eukaryotische Mikroorganismen entdeckt, die Baeyer-Villiger-Oxidationen 
von Ketogruppen im D-Ring sowie der Steroidseitenkette katalysieren [Fried et al. 
1953]. Die dafür verantwortlichen Enzyme wurden bisher am umfassendsten bei 
Cylindrocarpon radicicola untersucht [Rahim et al. 1966]. Die erste BVMO, die aufge-
reinigt und mechanistisch untersucht wurde, ist die Cyclohexanonmonooxygenase 
(CHMO) aus Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 9871, die 1976 identifiziert wurde 
[Donoghue et al. 1976]. Sie wurde 1988 als erste BVMO rekombinant in E. coli 
hergestellt [Chen et al. 1988]. Heute sind viele BVMOs bekannt, die sowohl zyklische 
(mono-, bi- und polyzyklische) und aromatische [Stewart 1998] als auch offenkettige 
aliphatische Ketone [Kirschner et al. 2006] umsetzen. Neben der Umsetzung von 
Ketonen katalysieren BVMOs auch die Oxidation von Sulfiden zu chiralen Sulfoxiden 
[Ottolina et al. 1995] sowie die Oxidation von Aminen und Hydroxylaminen zu N-Oxi-
den beziehungsweise Nitronen [Colonna et al. 2003]. Zu den am besten untersuchten 
BVMOs gehören die Cyclohexanonmonooxygenase aus Acinetobacter calcoaceticus 
NCIMB 9871, die eine Reihe von mono- und bizyklischen Ketonen umsetzt [Donoghue 
et al. 1976; Stewart 1998] und die thermostabile Phenylacetonmonooxygenase 
(PAMO) aus Thermobifida fusca [Malito et al. 2004].  

Etwa 60 bakterielle BVMOs wurden bereits kloniert und rekombinant exprimiert. Dahin-
gegen ist in der Literatur noch keine rekombinante Expression von BVMOs aus eukary-
otischen Organismen beschrieben [Leisch et al. 2011]. Eine besonders große Anzahl 
rekombinant exprimierter BVMOs stammt aus Pseudomonas- und Rhodococcus-
Stämmen. So konnten 13 von 23 Enzymen aus der Genomsequenz von Rhodococcus 
jostii RHA1 löslich und aktiv exprimiert werden [Szolkowy et al. 2009]. Dieser Stamm 
exprimiert viele Oxygenasen, die den Abbau von Steroiden und aromatischen Verbin-
dungen wie Biphenylen katalysieren [McLeod et al. 2006]. Das weist darauf hin, dass 
die BVMOs so wie generell viele Oxygenasen katabole Funktionen aufweisen. Genom-
analysen haben gezeigt, dass BVMOs häufig in Nachbarschaft mit weiteren für kata-
bole Funktionen kodierenden Genen wie mit einer Esterase und einer Alkoholdehydro-
genase auf dem Chromosom liegen [Iwaki et al. 2002; Rehdorf et al. 2009b]. Dies weist 
auf ein Zusammenspiel dieser Enzyme beim oxidativen Abbau von Kohlenstoffquellen 
hin. Mikroorganismen, die zum Wachstum auf Cycloalkanonen befähigt sind, hydroly-
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sieren nach der Baeyer-Villiger-Oxidation das gebildete Lacton und metabolisieren die 
Intermediate weiter zu Dicarbonsäuren, die in den katabolen Stoffwechsel eingeführt 
werden [Leisch et al. 2011].  

1.3.1 Allgemeine Eigenschaften von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen 

Baeyer-Villiger-Monooxygenasen sind flavinabhängige Enzyme, deren katalytische 
Fähigkeit auf den Riboflavinrest von FAD beziehungsweise FMN zurückzuführen ist. 
Als Elektronendonor benötigen sie NADPH oder NADH. Anhand des benötigten 
Cofaktors, des Elektronendonors sowie Sequenzmotiven und struktureller Eigenschaf-
ten können drei Klassen von BVMOs unterschieden werden [Leisch et al. 2011].  

Die meisten in der Literatur beschriebenen BVMOs gehören zum Typ I, der aus einer 
einzigen Polypeptidkette aufgebaut und von FAD als Cofaktor abhängig ist. Diese 
prosthetische Gruppe ist fest, jedoch nicht kovalent an das Enzym gebunden. Als 
Elektronendonor benötigen sie NADPH, das während des Katalysezyklus an dem 
Enzym gebunden bleibt (Kapitel 1.3.4). Die Struktur von Typ I-BVMOs ähnelt der von 
Disulfid-Oxidoreductasen und besteht aus zwei nukleotidbindenden Domänen (Ross-
mann-Faltungen), die FAD und NADPH binden [Malito et al. 2004]. Weiterhin weist die 
Sequenz dieser Enzyme ein charakteristisches Sequenzmotiv (FXGXXXHXXXW) auf, 
das in den anderen BVMO-Typen nicht vorkommt und zur molekularbiologischen Iden-
tifizierung mehrerer BVMOs eingesetzt werden konnte [Fraaije et al. 2002].  

Typ II-BVMOs sind im Gegensatz zu den übrigen BVMO-Typen aus zwei Polypeptiden 
zusammengesetzt, die eine Reduktase- beziehungsweise Oxidasefunktion aufweisen 
[Willetts 1997]. Die Oxidaseuntereinheit benötigt dabei im Gegensatz zu den übrigen 
BVMOs Flavinmononukleotid (FMN) als Cofaktor. Die Reduktase nutzt NADH als 
Elektronendonor. Die Sequenz der beiden Untereinheiten weist nicht das von Typ I-
BVMOs bekannte Sequenzmotiv auf. Bisher wurden nur wenige Typ II-BVMOs in der 
Literatur beschrieben. Am besten charakterisiert sind eine 3,6-Diketocamphan-1,6-
Monooxygenase [Kadow et al. 2012] sowie eine 2,5-Diketocamphan-1,2-Monooxy-
genase aus Pseudomonas putida NCIMB 10007, deren Oxygenaseuntereinheit rekom-
binant in E. coli exprimiert werden konnte [Kadow et al. 2011]. Dabei konnte gezeigt 
werden, dass die Oxygenaseuntereinheit auch in Abwesenheit der Reduktaseunter-
einheit bizyklische Ketone umsetzt. 

Typ O-BVMOs sind ein neuer BVMO-Typ. Dazu gehört die Monooxygenase MtmOIV 
aus Streptomyces argillaceus [Beam et al. 2009]. Diese von den anderen beiden 
BVMO-Typen verschiedenen Enzyme sind wie Typ I-BVMOs aus einer Polypeptidkette 
aufgebaut und nutzen FAD als Cofaktor sowie NADPH als Elektronendonor. Strukturell 
unterscheiden sie sich jedoch deutlich von Typ I-BVMOs und weisen eher Ähnlichkeit 
zu FAD-abhängigen Hydroxylasen auf. Da sie zudem auch nicht das typische BVMO-
Konsensusmotiv enthalten, müssen sie als separater BVMO-Typ eingeordnet werden.  
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1.3.2 Cyclohexanonmonooxygenasen 

Cyclohexanonmonooxygenasen (CHMO, EC 1.14.13.22) gehören zu den am besten 
charakterisierten BVMOs. Das erste charakterisierte derartige Enzym, die CHMO aus 
A. calcoaceticus NCIMB 9871, wurde 1976 identifiziert und war für lange Zeit das 
Modellenzym für BVMOs [Donoghue et al. 1976]. Für dieses Enzym wurden rekombi-
nante Expressionssysteme in E. coli [Chen et al. 1988], C. glutamicum [Doo et al. 
2009] und S. cerevisiae („designer-yeast“) [Stewart et al. 1996] entwickelt. Seitdem 
wurde eine Vielzahl weiterer CHMOs kloniert und rekombinant in E. coli exprimiert, 
darunter Enzyme aus Rhodococcus sp. [Brzostowicz et al. 2003; Mirza et al. 2009], 
Brevibacterium sp. [Brzostowicz et al. 2002], Arthrobacter sp. [Brzostowicz et al. 2003; 
Kim et al. 2008] und Xanthobacter sp. [van Beilen et al. 2003]. Der Hauptvorteil einer 
rekombinanten Expression gegenüber einer Nutzung des Wildtypstammes ist dabei, 
dass ein höheres Expressionsniveau erreicht werden kann und die Wahrscheinlichkeit 
einer katabolen Verstoffwechselung der gebildeten Produktester und -lactone eher 
gering ist. Cyclohexanonmonooxygenasen weisen im Vergleich zu anderen BVMOs ein 
sehr breites Substratspektrum auf und sind daher in der Enzymkatalyse vielseitig ein-
setzbar. So setzen sie zyklische, bizyklische, trizyklische und heterozyklische Ketone 
[Stewart 1998] sowie offenkettige aliphatische Ketone [Rehdorf et al. 2009a] mit hohen 
Enantioselektivitäten zu den entsprechenden Lactonen beziehungsweise Estern um. 
Die entstehenden chiralen Lactone sind wichtige Bausteine zur Synthese von Natur-
stoffen und biologisch wirksamen Substanzen wie beispielsweise Prostaglandinen 
[Alphand et al. 1989]. CHMOs katalysieren jedoch nicht nur Baeyer-Villiger-Reak-
tionen, sondern auch die enantioselektive Oxidation von Sulfiden [Ottolina et al. 1995] 
und Aminen [Colonna et al. 2003] sowie die asymmetrische Epoxidierung von 
Doppelbindungen [Colonna et al. 2002].  

Die Substratspektren einer Reihe von rekombinanten CHMOs und Cyclopentanon-
monooxygenasen (CPMOs) wurden in den letzten Jahren umfassend in der Gruppe 
von Mihovilovic untersucht. Dabei wurde die Eignung der Enzyme zur enantio- und 
regiodivergenten Umsetzung von cycloaliphatischen und bizyklischen Ketonen getes-
tet. Anhand der gemessenen Enantio- und Regioselektivitäten konnten diese BVMOs 
in zwei Gruppen, den CHMO-Typ und den CPMO-Typ, unterteilt werden. Der CPMO-
Typ umfasst dabei neben der CPMO aus C. testosteronii auch die CHMO 2 aus Brevi-
bacterium sp. HCU. Diese Zuordnung entspricht auch der Einteilung in einem phylo-
genetischen Stammbaum von BVMOs [Mihovilovic et al. 2005].  

Ein Beispiel für diese Selektivitätsdivergenz ist die Oxidation von racemischem 
Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on, bei der zwei regioisomere Lactone entstehen können 
(Abbildung 1-7). Die Wanderung des höher substituierten Kohlenstoffatoms erzeugt 
das „normale“ Lacton, die des geringer substituierten das „abnormale“ Lacton. Dabei 
setzen die Enzyme des CHMO-Typs Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on zu nahezu gleichen 
Mengen an „normalem“ und „abnormalem“ Lacton um. Dagegen bilden die Enzyme 
des CPMO-Typs nahezu ausschließlich die „normalen“ Lactone. Unabhängig von der 
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Zugehörigkeit zu einer der BVMO-Gruppen werden die Produkte mit hoher Enantio-
selektivität gebildet. 

O O
OO

O

H

HH

H

+BVMO

Normales Lacton Abnormales Lacton 

Abbildung 1-7: Regiodivergente Baeyer-Villiger-Oxidation von Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on 
zum „normalen“ und „abnormalen“ Lacton. 

Die postulierten Gruppen weisen auch unterschiedliche Enantiopräferenzen bei der 
asymmetrischen Oxidation von prochiralen zyklischen und bizyklischen Ketonen auf. 
So bilden die BVMOs des CHMO-Typs bei allen in Abbildung 1-8 dargestellten Ver-
bindungen das (–)-Lacton. Die BVMOs des CPMO-Typs bilden hier dagegen das 
(+)-Lacton [Mihovilovic et al. 2005]. Umsatz und Enantioselektivität variierten hierbei 
jedoch erheblich. Die Divergenz der Enantiopräferenzen des CPMO-Typs verglichen 
mit denen des CHMO-Typs wurden empirisch an vielen Substraten bestätigt. Sie stellt 
jedoch keine allgemeine Regel dar. So entsprachen die Ergebnisse von zehn geteste-
ten 3-substituierten Cyclobutanonen nur bei zwei Substraten dieser Klassifizierung 
[Rudroff et al. 2007].  
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Abbildung 1-8: Asymmetrische Oxidation von strukturell unterschiedlichen prochiralen Keto-
nen, die bei der Oxidation mit BVMOs des CHMO-Typs zum (–)-Lacton, bei der Oxidation mit 
BVMOs des CPMO-Typs dagegen zum (+)-Lacton umgesetzt werden [Kayser 2009]. 

1.3.3 Vorkommen und Besonderheiten Steroid-umsetzender BVMOs 

Steroide und deren physiologisch aktive, semisynthetische Derivate sind als Arznei-
mittel von großer Bedeutung für die Pharmaindustrie. Neben den natürlichen Steroiden 
finden auch Derivate von Steroiden mit einer höheren Bioverfügbarkeit oder Hormon-
antagonisten bzw. in die Hormonproduktion eingreifende Hemmstoffe therapeutische 
Verwendung. Die dafür erforderlichen Modifikationen am Steroidgerüst werden zumeist 
über Biotransformationen durchgeführt [Mahato et al. 1997]. So wurde bereits im Jahr 
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1953 beschrieben, dass der eukaryotische Mikroorganismus C. radicicola ATCC 11011 
in der Lage ist, Progesteron in mehreren Stufen in ∆1-Dehydrotestololacton umzuset-
zen [Fried et al. 1953]. Dabei wurde spekuliert, dass an diesen Reaktionen neben einer 
Esterase und einer Alkoholdehydrogenase auch bis zu zwei Baeyer-Villiger-Mono-
oxygenasen beteiligt sind (Abbildung 1-9). 
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Abbildung 1-9: Umsetzung von Progesteron zu ∆1-Dehydrotestololacton durch C. radicicola. Im 
ersten Schritt katalysiert eine Baeyer-Villiger-Monooxygenase (BVMO) die Bildung eines Ace-
tats, welches im nächsten Schritt von einer Esterase zum Alkohol hydrolysiert und anschließend 
von einer Alkoholdehydrogenase (ADH) zum Keton oxidiert wird. Im letzten Schritt entsteht 
durch eine zweite BVMO-Katalyse das Testolacton, das von einer Dehydrogenase zum Produkt 
Δ1-Dehydrotestololacton umgesetzt wird [Itagaki 1986b]. 

Itagaki konnte in eingehenden biochemischen Untersuchungen nach Aufreinigung der 
BVMO aus mit Progesteron induzierten C. radicicola zeigen, dass dieses Enzym als 
Homodimer aktiv ist, wobei die Monomere ein Molekulargewicht von ca. 56 kDa auf-
weisen. Zudem konnte er nachweisen, dass FAD und NADPH an der Reaktion beteiligt 
sind und das Enzym neben Progesteron auch das 5-Ring-Keton-Intermediat 
4-Androsten-3,17-dion umsetzt. Er postulierte damit, dass keine zweite BVMO in die-
sem Organismus an der Steroidbiotransformation beteiligt ist. Die Aktivität gegenüber 
Progesteron wurde mit 56 mol/min/mol bestimmt. Das pH-Optimum liegt bei pH 7,8 für 
die erste Reaktion und bei pH 6,5 für die zweite Umsetzung [Itagaki 1986b; Itagaki 
1986a]. Die N-terminale Sequenz dieser BVMO wurde durch Edman-Abbau bestimmt: 
AEWAEEFDVLVVGAGAGG. 

Eine weitere Steroidmonooxygenase stammt aus dem Bakterium Rhodococcus rho-
dochrous. Dieses Enzym katalysiert ausschließlich den ersten Reaktionsschritt zur 
Bildung von Testosteronacetat aus Progesteron und konnte bereits von Morii und Mit-
arbeitern rekombinant in E. coli exprimiert werden [Morii et al. 1999]. Neben der vergli-
chen mit dem Enzym aus C. radicicola wesentlich engeren Substratspezifität unter-
scheidet sich diese BVMO auch in anderen Eigenschaften vom Enzym aus C. radici-
cola. Das Molekulargewicht beträgt 60 kDa und die BVMO liegt als Monomer vor. Der 
N-Terminus (MNGQHPRVVVAAPDA) zeigt keine Überstimmung mit der BVMO aus  
C. radicicola. Die Aktivität gegenüber Progesteron wurde zu 185 mol/min/mol bestimmt 
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[Miyamoto et al. 1995]. Für das rekombinant in E. coli exprimierte Enzym wurde aller-
dings eine deutlich höhere Aktivität von 947 nmol/min/mg Protein (Wildstamm: 
3,7 nmol/min/mg Protein) ermittelt [Morii et al. 1999].  

1.3.4 Grundlagen des enzymatischen Mechanismus 

Die katalytische Fähigkeit von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen ist auf den Riboflavin-
rest zurückzuführen. Im Gegensatz zum klassischen Protokoll der chemischen Baeyer-
Villiger-Oxidation verwenden sie molekularen Sauerstoff. Untersuchungen des Reak-
tionsmechanismus von BVMOs erfolgten primär an der CHMO aus A. calcoaceticus 
NCIMB 9871, einer Typ I-BVMO [Ryerson et al. 1982]. Kristallstrukturen der Phenyl-
acetonmonooxygenase aus T. fusca haben dabei bedeutende Erkenntnisse zur Stabili-
sierung der Intermediate im Katalysezyklus beigesteuert [Orru et al. 2011]. Der allge-
mein akzeptierte Mechanismus beruht auf fünf Schritten und ist in Abbildung 1-10 am 
Beispiel von Cyclohexanon dargestellt [Mihovilovic 2006]. 
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Abbildung 1-10: Mechanismus der enzymatischen Baeyer-Villiger-Oxidation.  

Zuerst wird FAD durch den Cofaktor NADPH zu FADH2 reduziert (1). Die Aktivierung 
von molekularem Sauerstoff erfolgt durch dessen Bindung an den reduzierten Iso-
alloxazinring des FADH2. Dabei entsteht intermediär das 4a-Peroxyflavinanion, das mit 
4a-Hydroperoxyflavin im Gleichgewicht steht [Sheng et al. 2001] (2). Die beiden Flavin-
spezies können dabei nukleophile oder elektrophile Reaktionen eingehen. Das nukleo-
phile 4a-Peroxyflavinanion ermöglicht eine Baeyer-Villiger-Oxidation oder auch eine 
Michael-artige Addition an die aktivierte Doppelbindung einer α,β-ungesättigten Car-
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bonylverbindung. Das elektrophile 4a-Flavinhydroperoxid ist dagegen zur Heteroatom-
oxidation und Epoxidierung fähig [Mihovilovic 2006] (6). In Abwesenheit eines Sub-
strats ist auch eine geringfügige Entkopplung des 4a-Peroxyflavins unter Verbrauch 
von NADPH und Freisetzung von Wasserstoffperoxid möglich (7). Durch eine Wasser-
stoffbrücke des protonierten N5-Atoms des Isoalloxazinrings zur Carbonylgruppe des 
Nicotinsäureamids des NADP+ wird die Peroxyspezies jedoch stabilisiert und so eine 
Entkopplung weitestgehend verhindert [Orru et al. 2011]. Zur Baeyer-Villiger-Oxidation 
eines Ketons greift das 4a-Peroxyflavin ähnlich wie die Peroxysäure in der chemischen 
Baeyer-Villiger-Oxidation den Carbonylkohlenstoff des Ketons nukleophil an. Dabei 
entsteht ein tetraedrisches Criegee-Intermediat mit anionischem Charakter [Polyak et 
al. 2012], das durch einen Argininrest im aktiven Zentrum (Arginin 327 in der CHMO 
aus A. calcoaceticus) stabilisiert wird [Orru et al. 2011]. Kürzlich konnte auf Basis einer 
quanten- und molekularmechanischen Untersuchung der Oxygenierung von Cyclo-
hexanon und 4-Methylcyclohexanon durch die CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 ge-
zeigt werden, dass der Cyclohexanonring bei der Bildung des Criegee-Intermediats in 
der energetisch bevorzugten Sesselkonformation gebunden wird, wobei Substituenten 
in equatorialen Positionen liegen. Da der wandernde Rest für die Umlagerung in einer 
antiperiplanaren Geometrie zur Peroxidbindung liegen muss, führt dies zur selektiven 
Bildung eines spezifischen Enantiomers [Polyak et al. 2012]. Nach der Umlagerung 
des Intermediates wird das Ester- oder Lactonprodukt aus dem Enzym-Substrat-Kom-
plex freigesetzt und 4a-Hydroxyflavin gebildet (4). Im letzten Schritt werden das zweite 
Sauerstoffatom in Form von Wasser sowie der NADP+-Cofaktor freigesetzt. Es bildet 
sich wieder FAD, das für einen weiteren Katalysezyklus zur Verfügung steht (5).  

1.3.5 Strukturelle Eigenschaften von BVMOs 

In den vergangenen Jahrzehnten konnte eine Vielzahl von BVMOs charakterisiert und 
rekombinant exprimiert werden. Für genaue Aussagen über den katalytischen Mecha-
nismus sowie über Reste, die für die Umsetzung eines bestimmten Substratspektrums 
von Bedeutung sind, ist eine Kristallstruktur essentiell. Die erste Kristallstruktur einer 
BVMO wurde 2004 von der thermostabilen PAMO aus Thermobifida fusca veröffent-
licht [Malito et al. 2004]. Dieses monomere Enzym mit einem Molekulargewicht von 
62 kDa katalysiert die Umsetzung von Phenylaceton zu Benzylacetat. Als einzige 
Struktur einer Typ I-BVMO neben der PAMO ist die offene und geschlossene Kristall-
struktur der Cyclohexanonmonooxygenase aus Rhodococcus sp. HI-31 bekannt [Mirza 
et al. 2009]. Weiterhin ist auch die Kristallstruktur der Typ O-BVMO MtmOIV aus 
Streptomyces argillaceus aufgelöst [Beam et al. 2009]. Kürzlich wurden Kristallstruk-
turen der PAMO mit reduziertem und oxidiertem Flavin sowie mit 2-(N-Morpho-
lino)ethansulfonsäure (MES) als Analogon des tetraedrischen Criegee-Intermediates 
vorgestellt, die bedeutende Einblicke in den Katalysemechanismus ermöglichen [Orru 
et al. 2011]. Zusätzlich konnten die Autoren auch die Strukturen mehrerer Mutanten 
der PAMO bestimmen. Aus den Strukturen der Phenylacetonmonooxygenase ist zu 
erkennen, dass das Enzym aus zwei – jeweils eine Rossmann-Faltung enthaltenden – 
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Nukleotidbindedomänen zur Bindung von FAD bzw. NADPH aufgebaut ist, die über 
eine Linkerregion verbunden sind. In die Sequenz der NADPH-Bindedomäne ist zudem 
eine vollständig helikale Subdomäne eingeschoben, welche die Aminosäuren 220 bis 
340 umfasst und durch die Wechselwirkung mit der FAD-Bindedomäne die Substrat-
bindetasche ausbildet (Abbildung 1-11 links). In räumlicher Nähe zur komplett in das 
Protein eingebetteten Flavingruppe des FAD befindet sich ein in allen BVMOs konser-
vierter Argininrest (Arg 337), der durch seine positiv geladene Guanidinumgruppe das 
negativ geladene Flavinperoxidintermediat stabilisiert.  

 

Abbildung 1-11: Links: Struktur der PAMO (PDB-Code 2YLT). Die FAD-Bindedomäne ist in 
grün, die NADPH-Bindedomäne in blau und die in diese eingeschobene vollständig helikale 
Domäne in türkis dargestellt. Die Reste 220-340, die das BVMO-Sequenzmotiv enthalten 
[Fraaije et al. 2002], sind in rot dargestellt, der FAD-Cofaktor ist in orange und NADPH in grau 
dargestellt. Das Substratanalogon MES (violett) ist im aktiven Zentrum gebunden. Rechts 
Rechts: Geschlossene (blau) und offene Struktur mit Substrat (grün) der CHMO aus Rhodococ-
cus sp. HI-31. Zu sehen ist eine Verschiebung der NADPH-Bindedomäne um 5°. 

Durch die Kristallstrukturen des oxidierten und reduzierten Enzyms konnte die Beein-
flussung der einzelnen Stufen des Katalysezyklus aufgeklärt werden. So konnte ge-
zeigt werden, dass das Intermediatanalogon MES im aktiven Zentrum des einen oxi-
dierten Flavinrest enthaltenden Kristalls mit direktem Kontakt zu Arginin 337 und zum 
Riboserest des NADP+ bindet. Der Argininrest bildet somit ein Oxyanion-Loch aus und 
stabilisiert auf diese Weise das Criegee-Intermediat (Abbildung 1-12). Neben der Kom-
pensierung der negativen Ladung des Criegee-Intermediats hat der Argininrest auch 
die Funktion, durch Wasserstoffbrückenbindungen zum Carbonylsauerstoff des Keton-
substrates den nukleophilen Angriff des Flavinperoxids zu erleichtern. Mittels eines 
Kristalls einer katalytisch inaktiven Mutante (Arg337Lys) konnte diese zweite Funktion 
des Arginin 337 nachgewiesen werden [Orru et al. 2011]. Das Substrat bindet hier zwar 
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weiterhin über Wasserstoffbrücken den Riboserest des NADP+, tritt jedoch nicht mehr 
mit dem mutierten Lysinrest in Wechselwirkung.  

 

 

Abbildung 1-12: Die Bindung des Analogons MES wird in der Wildtyp-PAMO durch 
Wasserstoffbrücken zu Arginin 337, das daneben auch mit Aspartat 66 wechselwirkt, gewähr-
leistet [Orru et al. 2011].  

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass NADP+ durch eine Wasserstoffbrücke zum 
N5-Atom des Isoalloxazinrings eine essentielle Rolle bei der Stabilisierung des 
4a-Flavinperoxidintermediats spielt und daher während des gesamten Katalysezyklus 
an das Enzym gebunden bleibt.  

Wie auch bei der Kristallisation der CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 durch Mirza et 
al. 2009 konnte zusätzlich die Existenz einer offenen und geschlossenen Konformation 
auch bei der PAMO nachgewiesen werden. Die Position der FAD-Bindedomäne bleibt 
dabei im Bezug auf FAD weitestgehend unverändert, während sich die NADPH-
Bindedomäne um 5° verschiebt (Abbildung 1-11 rechts). 

Ein Proteinsequenzvergleich unterschiedlicher BVMOs zeigte, dass es verschiedene 
Regionen gibt, die Sequenzmotive enthalten, welche in die Bindung von FAD und des 
NADPH-Cofaktors involviert sind. Die dafür typischen GXGXXG/A-Motive sind Teil der 
Rossmann-Faltung und kommen auch in anderen FAD-bindenden Enzymen vor. Cha-
rakteristisch für BVMOs ist dagegen eine Konsensussequenz (FXGXXXHXXXW) 
[Fraaije et al. 2002], die sich jedoch nicht im aktiven Zentrum befindet. Das in diesem 
Sequenzmotiv enthaltene und in allen BVMOs konservierte Histidin 137 ist wahr-
scheinlich für die Ausrichtung der Verbindungssegmente zwischen FAD- und NADPH-
Bindedomäne von Bedeutung. 

Anhand der in BVMOs konservierten Sequenzmotive konnten in der Literatur [van 
Beilen et al. 2003] und in dieser Arbeit neue BVMO-Sequenzen mit degenerierten 
Primern identifiziert werden. 
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1.4 Optimierung von BVMOs über Protein-Engineering 
Da die PAMO aus T. fusca bis 2009 die einzige BVMO mit bekannter Kristallstruktur 
war, sind von diesem Enzym die meisten Ansätze für rationales Proteindesign in der 
Literatur beschrieben. Ein bedeutender Teil des bisher für die PAMO beschriebenen 
Proteindesigns ist auf einen Loop (Alignment Abbildung 1-13) konzentriert, dessen 
Sequenz unter anderem auch in der Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous 
homolog vorliegt, jedoch nicht in BVMOs des CHMO-Typs. Dieser Loop ragt als Aus-
wölbung in das aktive Zentrum hinein und liegt in Nachbarschaft zum Argininrest 337, 
der durch Wasserstoffbrückenbindungen das Criegee-Intermediat stabilisiert. Es wurde 
daher angenommen, dass dieser Loop die Bindung von Cyclohexanonderivaten behin-
dert und so für das eingeschränkte Substratspektrum der PAMO verantwortlich ist 
[Bocola et al. 2005]. Aufgrund der vergleichsweise hohen Sequenzidentität der PAMO 
zur STMO aus R. rhodochrous (51,8%) und der in beiden Enzymen homolog vorhan-
denen Loopstruktur könnten PAMO-Varianten möglicherweise ein Kriterium für die 
Herstellung verbesserter STMO-Varianten bilden.  
 
 

PAMO_Tfus        GFPNLFFIAGPGSPSALSNMLVSIEQHVEWVTDHIAYM  
STMO_Rrho        GFPNFFNLTGPGSPSVLANMVLHSELHVDWVADAIAYL  
CPMO_Ctes        GFPNLLFGYGPQSPAGFCNGPSSAEYQGDLLIQLMNYL  
STMO_Afla        GYPNMFHLYGPHGPTLLSNGPTTVEIQGRWIADAIKQM  
CDMO_Rrub        GFPNLFVLQLMQGAALGSNIPHNFVEAARVVAAIVDHV  
CHMO_Acal        NYPNMFMVLGPNGP--FTNLPPSIESQVEWISDTIQYT  
CHMO_Crad        GFPNMFLVSGPQGA--FANFPVVIESEVDFITECILHS  
CHMO1_Brevi      GFPNFLMSLGPQTP--YSNLVVPIQLGAQWMQRFLKFI  
CHMO2_Brevi      GFPNLMFLYGPQSPSGFCNGTDFGGAPGDMVADFLIWL  
CHMO3_Acin       NYPNMFMVLGPNGP--FTNLPPSIESQVEWISDTIQYT  

                 .:**::       .    *           :   :    

Prim.cons.       GFPN2F2L2GPQGPS2FSN2PVSIESQVDW2AD3I3YL 

Abbildung 1-13: Sequenzalignment von zehn BVMO-Sequenzen1. Der in CHMOs nicht 
vorhandene Loop (441-444 in PAMO) ist gelb hervorgehoben. In der Literatur an der PAMO 
durch Sättigungsmutagenese untersuchte Prolinreste sind grau hinterlegt.  

Durch Mutationen in dem beschriebenen Loop sowie im benachbarten Pro440 konnte 
die Substratspezifität der PAMO erweitert werden. So wiesen PAMO-Varianten, bei 
denen die Loopstruktur durch Deletion von Ala442 oder durch die Doppeldeletionen 
von Ala442 und Leu443 bzw. von Ser441 und Leu443 entfernt wurde, eine neue Akti-
vität gegenüber 2-Phenylcyclohexanon auf [Bocola et al. 2005].  

                                                
1 PAMO_Tfus: Phenylacetonmonooxygenase aus T. fusca, STMO_Rrho: 
Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous, CPMO_Ctes: Cyclopentanonmonooxygenase 
(CPMO) aus C. testosteronii, STMO_Afla: putative Steroidmonooxygenase XP_002375343 aus 
A. flavus NRRL 3357, CDMO_Rrub: Cyclododecanonmonooxygenase aus R. ruber, 
CHMO_Acal: Cyclohexanonmonooxygenase aus A. calcoaceticus, CAMO_Crad: In dieser 
Arbeit identifizierte Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola, CHMO1_Brevi: Cyclo-
hexanonmonooxygenase 1 aus Brevibacterium sp. HCU, CHMO2_Brevi: Cyclohexanonmono-
oxygenase 2 aus Brevibacterium sp. HCU, CHMO3_Acin: Cyclohexanonmonooxygenase 3 aus 
Acinetobacter sp. 
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Ein weiterer Ansatz war die Mutation der Aminosäuren in diesem Loop. Die dafür 
eingesetzte kombinatorische Sättigungsmutagenese im aktiven Zentrum (CASTing) 
berücksichtigte, dass an den einzelnen Positionen dieses Loops in unterschiedlichen 
BVMOs nur bestimmte Aminosäurereste vorkommen, wodurch die Anzahl der zu unter-
suchenden Mutanten signifikant reduziert werden konnte. Mehrere in dieser Weise 
hergestellte PAMO-Varianten setzen 2-(4-Chlorphenyl)cyclohexanon mit E-Werten von 
über 200 um [Reetz et al. 2008]. 

Durch die Mutation des diesem Loop vorangehenden, in der zweiten Sphäre zum akti-
ven Zentrum liegenden Prolin 440 zu Leucin, Isoleucin, Asparagin, Histidin, Tyrosin 
und Tryptophan konnte die Substratspezifität stärker als durch die vorherigen Mutatio-
nen innerhalb des Loops erweitert werden [Reetz et al. 2009]. Die neu gewonnenen 
Enzymvarianten setzten nun beispielsweise auch 2-Ethylcyclohexanon und 2-Cyclo-
hexylcyclohexanon um.  

Besonders stark konnte das Substratspektrum der PAMO durch die Doppelmutation 
Gln93Asn und Pro94Asp erweitert werden. Der Effekt dieser Mutation beruht auf einer 
Veränderung der Wechselwirkung von NADPH- und FAD-Bindedomäne abseits des 
aktiven Zentrums [Wu et al. 2009]. Die so gewonnene Enzymvariante katalysiert die 
Oxygenierung verschiedener 2- und 4-substituierter Cyclohexanonderivate mit meist 
hohen Enantioselektivitäten. Die absolute Konfiguration der erhaltenen Lactone ist da-
bei umgekehrt zu den Produkten einer CHMO-katalysierten Reaktion [Reetz 2011].  

Kürzlich konnten Fraaije und Mitarbeiter durch einen strukturbasierten Untereinheiten-
austausch neuartige chimäre BVMO-Varianten basierend auf der PAMO aus T. fusca 
herstellen. Der C-terminale Sequenzabschnitt der PAMO, der unter anderem die auf 
Pro440 folgende Loopstruktur umfasst, wurde dabei gegen den homologen Sequenz-
abschnitt der STMO aus R. rhodochrous, der CHMO aus A. calcoaceticus sowie einer 
putativen BVMO-Sequenz aus metagenomischen Quellen ausgetauscht. Alle chimären 
Enzyme katalysieren die Oxygenierung von Bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-on und 2-Phenyl-
cyclohexanon. Dagegen wird Progesteron nur durch das chimäre Enzym aus PAMO 
und STMO umgesetzt [van Beek et al. 2012]. Obwohl die BVMO-Chimären nicht alle 
Substrate der jeweiligen Ursprungs-BVMO des C-terminalen Anteils umsetzen, konn-
ten neue Substratspezifitäten und Enantioselektivitäten generiert werden. Die Thermo-
stabilität dieser Enzyme ist dabei höher als bei CHMO und STMO. 

Neben dem Proteindesign der PAMO sind in der Literatur auch Ansätze zur Modifika-
tion der CHMO aus A. calcoaceticus publiziert, die auf Zufallsmutagenese oder auf von 
der PAMO abgeleiteten Homologiemodellen basieren. Dabei konnte durch error-prone 
PCR der Rest Phe432 als bedeutsam für die Enantioselektivität der CHMO identifiziert 
werden [Kayser et al. 2006]. Durch rationales Design konnte die oxidative Stabilität der 
CHMO erhöht werden, indem in der PAMO und der CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 
nicht konservierte Methionin- und Cysteinreste mutiert wurden [Opperman  et al. 2010]. 
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2 Zielsetzung 
Baeyer-Villiger-Monooxygenasen sind gut etablierte Biokatalysatoren, die typischer-
weise in vielen Bakterien und Pilzen vorkommen. Rekombinante BVMOs sind bereits 
als nützliche Biokatalysatoren für zahlreiche Reaktionen im Einsatz. Bisher stammen 
diese rekombinanten Enzyme jedoch ausschließlich aus prokaryotischen Organismen.  

Obwohl BVMO-Aktivitäten in mehreren eukaryotischen Organismen, vor allem in Pilzen 
wie beispielsweise C. radicicola beschrieben sind, wurde bisher keines dieser Enzyme 
rekombinant exprimiert. Die Identifizierung und Charakterisierung eukaryotischer 
BVMOs kann jedoch einen Zugang zu Enzymen mit neuen Substratspektren und 
verbesserten Stereo- oder Regioselektivitäten ermöglichen.  

Ausgehend von dem Ascomycet C. radicicola, welcher ein weites Spektrum an 
typischen BVMO-Substraten umsetzt, ist das Hauptziel der vorliegenden Arbeit, das 
zur Katalyse dieser interessanten Vielfalt von Substraten fähige Enzym rekombinant 
herzustellen und zu charakterisieren (Abbildung 2-1). 

 

Cylindrocarpon
radicicola

Proteinbiochemische Aufreinigung

Molekularbiologische Identifizierung

CHMO  158 FKGELHHTSRWP
PAMO  167 FAGNLYHTGNWP
HAPMO 290 FKGPMFHSAQWD
STMO  172 FTGDIVHTARWP

Neue BVMO-Sequenzen

Klonierung und 
Expression

Biochemische 
Charakterisierung

BVMO

Rationales Design

Struktur-Aktivitäts-
Beziehung

 

Abbildung 2-1: Grundzüge der Methoden zur Identifizierung und Charakterisierung neuer 
BVMOs aus C. radicicola. 

Da das Genom von C. radicicola bisher nicht sequenziert ist, war die übliche Vorge-
hensweise einer Amplifizierung bekannter BVMO-kodierender Regionen nicht möglich. 
In diesem Fall sollten neue BVMOs daher über eine alternative Herangehensweise 
identifiziert werden, die unter anderem die Aufreinigung dieser Enzyme und eine 
anschließende Sequenzbestimmung umfassten. Ein weiterer Ansatz war die Ableitung 
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degenerierter Primer basierend auf dem derzeitigen Wissensstand über prokaryotische 
BVMO-Gensequenzen. Dies sollte eine Amplifizierung von für diese Enzyme kodieren-
den Regionen ermöglichen.  

Hauptziel war es, die aus C. radicicola identifizierten putativen BVMO-Sequenzen an-
schließend funktionell in E. coli oder gegebenenfalls einem anderen Exressionsstamm 
wie beispielsweise C. glutamicum oder P. pastoris zu exprimieren, um die Enzyme zu 
charakterisieren. Dabei sollten vor allem Steroide sowie zyklische und bizyklische 
Ketone als Substrate getestet werden, die als von C. radicicola umgesetzte BVMO-
Substrate bekannt sind. Zusätzlich zu den ermittelten Sequenzen sollten homologe, 
putative BVMO-Sequenzen aus weiteren eukaryotischen Organismen untersucht wer-
den. Da anhand der bekannten metabolischen Fähigkeiten dieser Organismen anzu-
nehmen war, dass die entsprechenden Enzyme ein ähnlich breites Spektrum an 
BVMO-Substraten umsetzen könnten wie BVMOs aus C. radicicola, waren diese 
Sequenzen von besonderem Interesse. 

Da aus Rhodococcus-Stämmen besonders viele BVMOs mit unterschiedlichen Sub-
stratspektren bekannt sind [Szolkowy et al. 2009], stellen diese eine besonders gute 
Basis für vergleichende Studien mit den neuen, in dieser Arbeit identifizierten eukaryot-
ischen BVMOs dar. Aufgrund der bekannten Bedeutung der Umsetzung von Steroiden 
durch C. radicicola sollte daher eine Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous, 
deren komplette Gensequenz und Expression bereits beschrieben wurden [Morii et al. 
1999], zum Zweck eines Vergleichs mit neu identifizierten eukaryotischen Enzymen 
exprimiert und charakterisiert werden. Das bisher nur ansatzweise untersuchte Sub-
stratspektrum dieses Enzyms sollte dabei auf Nichtsteroide ausgeweitet und vervoll-
ständigt werden. Dabei war auch von Interesse, wie strikt die Einordnung der unter-
suchten Steroidmonooxygenase bezüglich ihres Substratspektrums ist und wie insbe-
sondere die in dieser Arbeit untersuchten Enzyme mit bekannten prokaryotischen 
BVMOs überlappen. 

Weiterhin sollten die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen an BVMOs ein 
tieferes Verständnis der Sequenz-Aktivitätsbeziehungen in diesen Enzymen ermög-
lichen. Basierend auf bekannten Struktur-Funktionsbeziehungen, die anhand der 
homologen Phenylacetonmonooxygenase aus T. fusca und ihrer Varianten identifiziert 
wurden, wurde angenommen, dass diese Kenntnisse ein rationales Proteindesign auch 
an den in dieser Arbeit untersuchten Enzymen ermöglichen. Die daraus abgeleiteten 
Mutanten sollten insbesondere bezüglich ihres Substratspektrums umfassend charak-
terisiert und mit dem Wildtypenzym verglichen werden.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Etablierung analytischer Methoden 
Für eine spätere Analyse der Aktivität von steroidmodifizierenden Baeyer-Villiger-
Monooxygenasen mussten analytische Protokolle zur qualitativen und quantitativen 
Bestimmung der postulierten Reaktionsintermediate Progesteron, Testosteronacetat, 
Testosteron und 4-Androsten-3,17-dion (Androstendion) sowie für weitere typische 
BVMO-Substrate etabliert werden. Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit 
etablierten HPLC-und GC-Protokolle dargestellt. 

3.1.1 HPLC 

Zur Analyse der Steroide wurden die Proben, falls die Biokatalyse im Ganzzellsystem 
erfolgte, zunächst mit Ethylacetat extrahiert. Biokatalysen im Rohextrakt aufgeschlos-
sener Zellen wurden dagegen nach dem Ausfällen des Proteins mit Trifluoressigsäure 
direkt zur HPLC-Analyse verwendet. Für die Messungen wurde zunächst ein in der 
Literatur beschriebenes Protokoll zur isokratischen Analyse mit 60% Acetonitril und 
40% Wasser [Miyamoto et al. 1995] geprüft. Mit diesem war es jedoch nicht immer 
möglich, die zu analysierenden Steroide von den Medienbestandteilen zu trennen. 
Durch Variation des Mischungsverhältnisses von Wasser- und Acetonitril konnte eine 
Trennung auf einer C18-Umkehrphasensäule etabliert werden (Abbildung 3-1).  

 

Säule:         Kromasil C18,  
       125x4 mm 
       Kromasil Si 100/5 µm 

Laufmittel: A) Wasser 
        B) Acetonitril 

Gradient:    0 min A → 2 min A →  
                    3,5 min 40% B → 
        10 min 100%B → 
                    13 min 100%B 
Fluss:         1 ml/min 

Abbildung 3-1: Beispielhaftes Chromatogramm mit dem etablierten Gradient von 0 bis 100% 
Acetonitril auf einer C18-Umkehrphasensäule. Die Retentionszeiten liegen für Progesteron bei 
10,49 min und für Testosteron bei 8,47 min. 
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Mit diesem Protokoll konnten die zu analysierenden Steroide erfolgreich separiert und 
auch deutlich von den Medienbestandteilen abgetrennt werden. Die resultierenden 
Retentionszeiten sind in Tabelle 3-1 dargestellt. Die so etablierte HPLC-Analytik wurde 
zur Aktivitätsanalyse von Fraktionen aus proteinbiochemischer Aufreinigung einer 
STMO aus dem Rohextrakt von C. radicicola eingesetzt. 

Tabelle 3-1: Retentionszeiten einzelner Analyten durch HPLC-Analytik. 

Analyt 
Retenti-
onszeit 

[min] 
Progesteron 10,49 
11-Ketoprogesteron 8,72 
Testosteronacetat 11,35 
11-Ketotestosteronacetat 9,41 
Testosteron 8,47 
Androstendion 9,09 
Prasteron 9,03 
Corticosteron 7,65 
11-Hydroxy-17-(2-Hydroxyacetoxy)-Androst-4-en-3-on 7,81 

3.1.2 GC-MS 

Um zu zeigen, dass bei den Biokatalysen nicht nur eine unspezifische Umsetzung von 
NADPH auftritt, sondern auch Ester beziehungsweise Lacton als spezifische Oxidati-
onsprodukte gebildet werden, erfolgten Biokatalysen mit ruhenden Zellen. Zur Analyse 
diente dabei Gaschromatographie mit einer 5% Phenyl-/ 95% Methylpolysilphenylen-
siloxansäule und einem massenspektrometrischem Detektor. Die gebildeten Ester-
produkte wurden durch Ähnlichkeitsanalyse anhand der durch GC/MS gewonnenen 
Massenspektren zugeordnet. Nach dem Evaluieren verschiedener Temperatur-
programme wurden für die verwendeten Substrate und erhaltenen Produkte die in 
Tabelle 3-2 angegebenen Retentionszeiten bestimmt. 
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Tabelle 3-2: GC/MS-Bedingungen und Retentionszeiten für die Analyse von Biokatalysen. 

Substrat Temperaturprogramm 

Retenti-
onszeit 

Substrat 
[min] 

Retenti-
onszeit 
Produkt 

[min] 

Cyclohexanon 15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 4,71 19,64 

Cyclopentanon 10 min 32°C, 20°C/min bis 
140°C, 2 min halten 6,20 14,71 

2-Methylcyclo-
pentanon 

15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 3,35 17,98 

2-Methylcyclo-
hexanon 

15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 6,62 20,55 

2-Phenylcyclo-
hexanon 

15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 26,66 30,35 

Cycloheptanon 15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 10,68 16,56 

Bicyclo[3.2.0]hept-2-
en-6-on 

15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 6,37 20,77 

1-Indanon 15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 22,65 - 

Norcampher 25 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 10 min halten 8,71 31,65 

(+)-Campher 25 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 10 min halten 27,04 34,54 

Cyclohexylmethyl-
keton 

15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 12,05 12,33 

Cyclopentylmethyl-
keton 

15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 5,71 6,05 

2-Decanon 5 min 85°C, 20°C/min bis 
180°C, 5 min halten 7,40 7,58 

Acetophenon 15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 15,54 - 

3-Acetylindol 15 min 60°C, 10°C/min bis 
180°C, 5 min halten 25,67 29,30 

Progesteron 5 min 240°C, 2°C/min bis 
270°C, 5 min halten 16,86 15,27 

11-Ketoprogesteron 5 min 240°C, 2°C/min bis 
270°C, 5 min halten 19,95 17,96 

Pregnenolon 5 min 240°C, 2°C/min bis 
270°C, 5 min halten 14,09 - 

Androstendion 5 min 240°C, 2°C/min bis 
270°C, 5 min halten 12,94 - 

Prasteron 5 min 240°C, 2°C/min bis 
270°C, 5 min halten 10,71 - 
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3.1.3 Gaschromatographie zur Chiralanalyse 

Um die Enantioselektivität der CAMO aus C. radicicola, der STMO aus R. rhodochrous 
und der CHMO aus A. calcoaceticus bei der Umsetzung von 3-Phenylcyclobutanon zu 
untersuchen, wurde eine Chiralanalytik etabliert. In der Literatur ist für die Umsetzung 
dieses Substrates eine Chiralanalytik auf einer 2,3-Diacetyl-6-tert-butyldimethylsilyl-α-
Cyclodextrinsäule beschrieben [Rudroff et al. 2007]. Auf einer 2,3-Diacetyl-6-tert-butyl-
dimethylsilyl-β-Cyclodextrinsäule konnte ein Gradient von 80°C bis 220°C mit einer 
Heizrate von 2°C/min etabliert werden, mit dem die Enantiomere des Lactonprodukts 
aufgetrennt werden konnten. Das Substrat 3-Phenylcyclobutanon wurde so nach  
32,1 Minuten eluiert. Anhand des bekannten Enantiomerenüberschusses bei der 
Umsetzung dieses Substrats durch die CHMO aus Acinetobacter konnten die Reten-
tionszeiten der beiden Enantiomere des Lactonproduktes bestimmt werden. Das 
(S)-Lactonprodukt wird nach 54,08 Minuten und das (R)-Lactonprodukt nach 54,48 
Minuten eluiert. 

3.2 Untersuchung des Stammes C. radicicola 

3.2.1 Molekularbiologische Validierung der Identität 

Da von dem über die DSMZ bezogenen Stamm von Cylindrocarpon radicicola DSM 
837 (identisch mit ATCC 11011) noch keine 18S rDNA-Informationen vorlagen, sollte 
diese Sequenz durch Amplifizierung aus der genomischen DNA bestimmt und dessen 
Identität abgesichert werden. Dafür konnte mit auf konservierten Sequenzen basieren-
den Primern ein Fragment von 2300 Basenpaaren amplifiziert werden, das die annä-
hernd vollständige 18S rDNA, 5,8S rDNA, einen kurzen Abschnitt der 28S rDNA sowie 
die beiden internal transcribed spacer-Regionen (ITS) enthielt (Abbildung 3-2; Anhang 
8.1.1). 

 

Abbildung 3-2: Schematische Darstellung der annähernd vollständigen 18S rDNA, 5,8S rDNA 
und einen kurzen Abschnitt der 28S rDNA sowie die beiden ITS-Regionen aus C. radicicola. 
Der als ITS-Segment gekennzeichnete Abschnitt ist die für die Artbestimmung verwendete 
Sequenz. 

Der Abgleich der gesamten Sequenz mit den Daten der NCBI-Datenbank unter Ver-
wendung der blastn-Suche erbrachte eine Übereinstimmung von 96 bis 99% mit 
Sequenzen aus der Ordnung Hypocreales und dabei insbesondere mit der Familie der 
Nectriaceae, die zu den Schlauchpilzen (Ascomyceten) gehört. Gibberella fujikuroi 
(AB237662) zeigte die beste Übereinstimmung, wobei der den Rang bestimmende 
Bitscore-Wert bei 3761 lag. Das Alignment erfolgte über eine Länge von 2283 Basen-
paaren, von denen 2211 Basenpaare in ihrer Position und Identität übereinstimmen, 
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was einer Identität von 97% entspricht. Die identifizierte Art Gibberella fujikuroi gehört 
wie C. radicicola zur Familie der Nectriaceae, jedoch nicht zur Gattung Ilyonectria. Da 
längere, ähnliche Sequenzen aufgrund der höheren Anzahl an Basenpaaren einen 
höheren Bitscore-Wert erreichen können, obwohl in der Datenbank kürzere Sequenzen 
mit einer höheren Identität vorhanden sind, sollte durch eine Verkürzung der zu analy-
sierenden Sequenz eine höhere Genauigkeit der Artbestimmung erreicht werden. Da 
die für Cylindrocarpon in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenzdaten nur das ITS-
Segment umfassen, diente dieser Teil der Gensequenz, der nur die letzten 564 Basen-
paare (1737–2300) umfasste, für einen erneuten Vergleich mit der Datenbank.  

Tabelle 3-3: Ergebnis des Vergleichs des ITS-Segments (1737–2300) mit der NCBI-Datenbank 
(nr). Die Sequenz des unkultivierten Stammes Fusarium sp. Klon PA1912 ist mit der abgegli-
chenen Sequenz des ITS-Segments identisch (Stand: 25.10.2011). 

 Organismus Accession 
Nr. 

Score Identität Lücken 
[%] 

Fusarium sp. Klon PA1912 GQ280338 1018 564/564 100% 0 0 
Fusarium sp. 14005 EU750680 1007 563/565 99,7% 1 0,18 
Cylindrocarpon destructans  AM419062 996 561/564 99,5% 2 0,35 
Fusarium sp. N55 GQ169493 985 551/553 99,6% 1 0,18 
Fusarium sp. N3 GQ169444 982 551/553 99,6% 2 0,36 
Nectria haematococca mpVI DQ535186 982 559/566 98,8% 2 0,35 

 

Dabei zeigte eine unkultivierte Fusarium-Spezies (Klon PA1912, GQ280338) die 
höchste Übereinstimmung, wobei der Bitscore-Wert bei 1018 lag und alle 564 vergli-
chenen Basenpaare identisch waren. Fusarium gehört wie Cylindrocarpon zur Ordnung 
Hypocreales, aber nicht zur gleichen Familie sondern zu den mitosporischen Hypo-
creaceae. An dritter Stelle lag Cylindrocarpon destructans var. destructans 
(AM419062) mit einem Bitscore-Wert von 996. Das Alignment erfolgte über eine Länge 
von 564 Basenpaaren, von denen 561 Basenpaare in ihrer Position und Identität über-
einstimmen, was einer Identität von 99,5% entspricht.  

Auch wenn anhand der Sequenzierung des ITS-Segmentes eine geringfügig höhere 
Übereinstimmung mit Fusarium-Arten verglichen mit Cylindrocarpon identifiziert wurde, 
bedeutet dies nicht, dass ein anderer Stamm als der zu untersuchende C. radicicola 
vorliegt. Vielmehr konnte anhand des Nachweises des in der Literatur bereits be-
schriebenen Abbaus von Progesteron gezeigt werden, dass der zu untersuchende 
Stamm C. radicicola ATCC 11011 vorliegt. Es konnte somit erstmals die Sequenz der 
18S rDNA, 5,8S rDNA und die beiden ITS-Regionen dieses Stammes bestimmt wer-
den. 

3.2.2 Nachweis einer BVMO in C. radicicola 

Vor den Versuchen zur Aufreinigung einer Steroidmonooxygenase aus C. radicicola 
sollte sichergestellt werden, dass die BVMO unter den Kultivierungsbedingungen ex-
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primiert wird. Dazu wurde der Pilz wie in der Literatur beschrieben in einem Komplex-
medium kultiviert und die Enzymexpression mit Progesteron zu einer Endkonzentration 
von 0,5 mg/ml induziert [Rahim et al. 1966]. Anhand von Proben, die nach 0, 2, 4, 6, 8 
und 24 Stunden aus dem Kulturmedium entnommen wurden, konnte gezeigt werden, 
dass die Progesteronkonzentration mit zunehmender Dauer nach der Induktion ab-
nahm. Gleichzeitig konnten die Intermediate des für C. radicicola beschriebenen Stoff-
wechselweges, Testosteron und Androstendion gemessen werden, deren Konzentra-
tion im weiteren Kultivierungsverlauf nach zwei beziehungsweise vier Stunden auf-
grund der weiteren Verstoffwechselung wieder abnahm (Abbildung 3-3).  

Abbildung 3-3: Ausschnitt von Chromatogrammen nach HPLC-Analyse des Kulturüberstandes 
zu verschiedenen Entnahmezeitpunkten.  

Es konnte somit gezeigt werden, dass eine Steroidmonooxygenase aktiv in C. radici-
cola exprimiert wird. Zur Aufreinigung des Enzyms wurde Mycel von C. radicicola 
sechs Stunden nach der Induktion geerntet, da zu diesem Zeitpunkt eine hohe Enzym-
aktivität zu erwarten ist [Rahim et al. 1966].  

3.2.3 Wachstum von C. radicicola auf Cyclohexanon 

Nur wenige pilzliche Mikroorganismen sind dafür bekannt, auf Cyclohexanon als einzi-
ger Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen was z.B. von Bedeutung für die Rege-
nerierung mineralölbelasteter Böden ist. In dieser Arbeit konnte eine BVMO aus 
C. radicicola identifiziert werden, die bevorzugt cycloaliphatische Ketone umsetzt. 
Dieser Stamm sollte daher mit einem Kultivierungsversuch auf Minimalmedium auf das 
Wachstum auf Cyclohexanon hin untersucht werden. Nach einer fünftägigen Kultivie-
rung bei 30°C wuchs C. radicicola auf der Positivkontrolle mit 1% (w/v) Glucose sowie 
auf den Platten ohne Kohlenstoff- und Energiequelle, die über die Dampfphase mit 
einer Cyclohexanon-gesättigten Atmosphäre inkubiert wurden (Abbildung 3-4).  
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Abbildung 3-4: Wachstum von C. radicicola ATCC 11011 auf Cyclohexanon als einziger Kohlen-
stoffquelle. Die Positivkontrolle (links) und die Cyclohexanon über die Dampfphase ausgesetzte 
Kultur (Mitte) zeigten deutliches Wachstum. Die Negativkontrolle ohne Kohlenstoffquelle 
(rechts) wuchs dagegen nicht. 

Die Zellen, die Cyclohexanon über ein mit 150 µl dieses Substrats versetztes Filter-
papier im Deckel der inokulierten Platten ausgesetzt waren, zeigten im Gegensatz 
dazu aufgrund der Cytotoxizität von Cyclohexanon kein Wachstum. Weiterhin wies das 
Mycel, das in Gegenwart einer Cyclohexanon-gesättigten Gasphase wuchs, eine leicht 
rötliche Färbung auf. Dennoch konnte gezeigt werden, dass C. radicicola zu den weni-
gen Pilzen gehört, die auf Cyclohexanon als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle 
wachsen können. 

3.3 Identifizierung neuer BVMOs aus C. radicicola 

3.3.1 Versuche zur Aufreinigung einer STMO aus C. radicicola 

Für die erfolgreiche Sequenzierung von Proteinfragmenten ist eine Aufreinigung dieser 
mittels Aussalzen und chromatographischer Trennverfahren notwendig. Aus diesen 
Sequenzfragmenten können dann spezifischere Primer für eine Amplifikation einer 
Steroidmonooxygenase aus C. radicicola abgeleitet werden. Die Aufreinigung sollte zu-
nächst durch eine Abtrennung von keine BVMO-Aktivität aufweisenden Proteinfraktio-
nen durch Ammoniumsulfatfällung sowie einer anschließenden hydrophoben Inter-
aktionschromatographie mit dem Überstand der Ammoniumsulfatfällung erfolgen. Als 
weitere Aufreinigungsschritte wurden Ionenaustauschchromatographie und die Affini-
tätschromatographie untersucht. Problematisch war bei allen Schritten eine geringe 
Stabilität der Steroidmonooxygenase, welche nach 24 Stunden Inkubationszeit bei 4°C 
nur noch eine Restaktivität von 15% aufwies [Rahim et al. 1966]. Da bei Raum-
temperatur weder mit hydrophober Interaktionschromatographie (Butylsepharose, 
Phenylsepharose) noch mit Ionenaustauschchromatographie (Diethylaminoethyl-
sepharose (DEAE), Q-Sepharose) Fraktionen mit aktivem Enzym gewonnen werden 
konnten, wurden alle Aufreinigungsmethoden bei 4°C durchgeführt. 
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3.3.1.1 Ammoniumsulfatfällung 

Durch die Zugabe von Salzen zu einer Proteinlösung können Proteine ausgefällt wer-
den, da durch die Salzionen die Wassermoleküle von der Proteinoberfläche, welche 
die Proteine in Lösung halten, verdrängt werden. Besonders geeignet hierfür ist 
Ammoniumsulfat, da dieses Salz in hohen Konzentrationen löslich ist und stark hydra-
tisierte Ionen bildet. Da verschiedene Proteine bei unterschiedlichen Sättigungsgraden 
der Lösung mit Ammoniumsulfat ausfallen, kann eine Ammoniumsulfatfällung zur Vor-
fraktionierung des Rohextraktes eingesetzt werden. 

Nach einem Präzipitationstest mit Ammoniumsulfatkonzentrationen zwischen 20 und 
80% Sättigung konnte gezeigt werden, dass der Überstand bei 40% Sättigung noch 
nahezu die gesamte Aktivität enthält. Nach der Entfernung des so erhaltenen Präzipi-
tats wurde der vorgereinigte Überstand in weiteren Aufreinigungsschritten für die 
hydrophobe Interaktionschromatographie eingesetzt. 

3.3.1.2 Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) 

Zur Abtrennung von weiteren Proteinen und zur Verringerung des Salzgehaltes nach 
der Ammoniumsulfatfällung wurde die hydrophobe Interaktionschromatographie ver-
wendet. Vorangehende Bindungsstudien mit Butyl- und Phenylsepharose zeigten, dass 
beide Chromatographiematerialien die Steroidmonooxygenase vergleichbar binden 
und so grundsätzlich für die HIC einsetzbar sind. Mit HIC auf einer Butylsepharose-
säule in Stufen von 40, 18 und 2% gesättigter Ammoniumsulfatlösung konnte gezeigt 
werden, dass die Steroidmonooxygenase an das Material bindet und bei einer Ammo-
niumsulfatsättigung von 2% eluiert wird (Abbildung 3-5). Die Steroidmonooxygenase 
konnte somit vom nicht bindenden Protein separiert werden. Die Aufreinigung war je-
doch noch nicht ausreichend, um auf einem SDS-Polyacrylamidgel einzelne Banden 
identifizieren zu können, da das Enzym in C. radicicola nicht überexprimiert wurde.  

3.3.1.3 Kombination von HIC und Ionenaustauschchromatographie 

Neben der HIC wurde zur Aufreinigung der BVMO aus dem Rohextrakt auch die Ionen-
austauschchromatographie mit einer Q-Sepharosesäule und einer DEAE-Sepharose-
säule getestet. Die Proteine wurden jeweils mit einem linearen Gradienten von 0 bis 
0,6 M KCl eluiert. Beim Einsatz einer Q-Sepharosesäule lagen die aktiven Fraktionen 
im Hauptpeak, was eine schlechte Trennung indiziert. Durch eine verbesserte Auftren-
nung unter Verwendung von DEAE-Sepharose lagen die aktiven Fraktionen am Rand 
des Hauptpeaks. Für weitere Aufreinigungen diente daher DEAE-Sepharose. 

Zur Verbesserung der Auftrennung sollte das Enzym sequenziell mit Ammoniumsul-
fatfällung, Butylsepharose und DEAE-Sepharose aufgereinigt werden. Nach der 
Ammoniumsulfatfällung mit 40% Sättigung erfolgte die Separation mit Butylsepharose 
wie in Kapitel 3.3.1.2 beschrieben.  

Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und umgepuffert. Bei der Anionenaustausch-
chromatographie wurden die Proteine mit einem linearen Gradienten von 0 bis 0,6 M 
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KCl eluiert. Dabei konnten aktive Fraktionen gewonnen, die Steroidmonooxygenase 
jedoch nicht als einzelnes Protein auf dem SDS-Polyacrylamidgel identifiziert werden 
(Anhang Abbildung 8-1) 

 

Abbildung 3-5: Chromatogramme der hydrophoben Interaktionschromatographie (HIC) mit 
Butylsepharose und der Anionenaustauschchromatographie (AIEX) mit DEAE-Sepharose. Die 
blaue Line stellt den Verlauf der UV-Absorption bei 280 nm dar, die rote Linie den Verlauf der 
Gradienten mit Ammoniumsulfat (HIC) bzw. KCl (AIEX). Die jeweils aktiven Fraktionen sind 
orange markiert. 

Von Banden, die bei aktiven Fraktionen stärker als in anderen Fraktionen auf dem 
SDS-Gel zu sehen waren und im zu erwartenden Größenbereich von ca. 56 kDa lagen, 
wurden nach einem tryptischen Verdau MS/MS-Spektren aufgenommen (Institut für 
Mikrobiologie, Abteilung Mikrobielle Physiologie und Molekularbiologie, Prof. Hecker). 
Dabei konnten keine BVMO-spezifischen Sequenzen identifiziert werden. Ursache 
hierfür ist möglicherweise auch, dass C. radicicola nicht sequenziert ist. Proteine kön-
nen daher nur aus homologen Sequenzen anderer, verwandter Organismen identifi-
ziert werden. Auch aus nahe verwandten Arten ist dies jedoch nur bei einer Sequenz-
identität von über 80% möglich [Wilkins et al. 1997]. 

3.3.1.4 Affinitätschromatographie  

Da auch nach Aufreinigung des Zellextraktes mit Butylsepharose und DEAE-Sepha-
rose noch zu viele Banden auf dem SDS-Gel waren, um die Steroidmonooxygenase 
eindeutig identifizieren zu können, wurde das Enzym mittels Affinitätschromatographie 
aufgereinigt. Dazu wurde zunächst eine für nukleotidbindende Enzyme, wie NADPH-
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abhängige BVMOs, spezifische Toyopearl AF-Red-650-Agarosesäule (ReactiveRed 
120, Tosoh Bioscience) getestet, mit der eine HAPMO aus Pseudomonas putida JD1 
aufgereinigt werden konnte [Rehdorf et al. 2009b]. Die Elution erfolgte dabei mit einem 
Säulenvolumen NADP+-Lösung. Eine Trennung einer mit HIC und AIEX vorfraktionier-
ten Steroidmonooxygenase aus C. radicicola von den Fremdproteinen war jedoch mit 
dieser Säule auch nach mehreren Versuchen nicht erfolgreich. 

Da die Aufreinigung mit den vorher getesteten Methoden nicht erfolgreich war, sollte im 
Anschluss an die erfolgreich etablierten Aufreinigungsschritte mit Butylsepharose und 
DEAE-Sepharose eine Affinitätschromatographie mit Pregnenolonsepharose durchge-
führt werden [Itagaki 1986b]. Dazu wurde versucht, das entsprechende Affinitäts-
material aus CNBr-aktivierter Sepharose 4B und 3β-Bromacetoxypregnenolon che-
misch herzustellen. Diese Synthese war jedoch wie in Kapitel 6.2.5.1.2 beschrieben 
auch nach zweimaligem Versuch nicht erfolgreich, so dass dieser Aufreinigungsschritt 
nicht durchgeführt werden konnte. Es ist fraglich, welcher der beiden Immobilisierungs-
schritte nicht funktioniert hat. 

3.3.1.5 Zusammenfassung der Versuche zur Aufreinigung 

Eine teilweise Aufreinigung der Steroidmonooxygenase aus C. radicicola war in drei 
Schritten mit Ammoniumsulfatfällung, Butylsepharose und DEAE-Sepharose erfolg-
reich. Da diese Aufreinigung jedoch nicht zur Isolierung einer einzelnen Proteinbande 
ausreichte, sollte eine Affinitätschromatographie mit Pregnenolonsepharose [Itagaki 
1986b] oder AF-Red-650-Agarose erfolgen. Da keines der beiden Affinitätsmaterialien 
für eine Aufreinigung eingesetzt werden konnte, lag der Schwerpunkt der weiteren 
Untersuchungen zur Identifizierung von BVMO-Sequenzen auf der rekombinanten Ex-
pression von mit molekularbiologischen Methoden identifizierten BVMO-Sequenzen. 

3.3.2 Molekularbiologische Identifizierung neuer BVMO-Sequenzen 

Aus der Literatur sind zahlreiche Beispiele für eine erfolgreiche Identifizierung von 
BVMOs aus genomischer DNA von Bakterien mittels PCR bekannt. Die Ableitung 
degenerierter Primer in der Literatur erfolgte über die N-terminale Sequenz des Pro-
teins sowie eines durch Proteolyse gewonnenen Fragments [Morii et al. 1999; 
Kamerbeek et al. 2001; Rehdorf et al. 2009b] oder über ein Alignment anhand von kon-
servierten Sequenzbereichen [van Beilen et al. 2003]. Die Klonierung unterschiedlicher 
Steroidmonooxygenasen aus Rhodococcus rhodochrous wurde bereits beschrieben 
[Morii et al. 1999; van Beilen et al. 2003]. Da die in dieser Arbeit gesuchte Steroid-
monooxygenase nicht aufgereinigt werden konnte und der bekannte N-Terminus 
[Miyamoto et al. 1995] als alleinige Grundlage für die Ableitung von Primern zur 
Amplifizierung der Sequenz aufgrund eines fehlenden Gegenprimers nicht ausreicht, 
konnte eine Identifizierung des Gens nur auf Basis der Homologie zu anderen BVMOs 
erfolgen.  
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3.3.2.1 Verwendung von Primern aus Literaturangaben 

In der Literatur ist die Klonierung zweier Steroidmonooxygenasen aus den Stämmen 
R. rhodochrous IFO 3338 (identisch mit R. rhodochrous DSM 43269) sowie R. rhodo-
chrous DSM 11097 beschrieben. Den zur Identifizierung einer der Steroidmonooxy-
genasen eingesetzten beschriebenen Primern SMO-N und SMO-2 lagen Sequenzen 
des N-Terminus des Proteins und eines proteolytischen Fragments zu Grunde [Morii et 
al. 1999]. Zur Identifizierung von dazu möglicherweise homologen Sequenzen wurden 
diese Primer auch zur Amplifizierung von BVMO-Genen aus C. radicicola evaluiert. Die 
degenerierten Primer zur Identifizierung einer weiteren putativen Steroidmonooxy-
genase basierten auf der bei BVMOs weitestgehend konservierten GG-Motivregion 
(Primer BVMfw3) und der GXGXXG-Motivregion (Primer BVMrv3) [van Beilen et al. 
2003].  

Eine PCR mit den Primern SMO-N und SMO-2 sollte für den Fall, dass das gesuchte 
Gen keine Introns enthält, in einem Fragment von ca. 330 bp resultieren. Eine Ampli-
fizierung mit den Primern BVMfw3 und BVMrv3 [van Beilen et al. 2003] sollte dagegen 
ein Fragment von 420 bp ergeben. Es konnte jedoch mit keiner der Primerkombinat-
ionen ein zu BVMOs homologes DNA-Fragment aus der genomischen DNA amplifiziert 
werden. 

3.3.2.2 Ableitung und Verwendung degenerierter Primer basierend auf einem 
Alignment bekannter BVMOs 

Die meisten Anwendungen der PCR nutzen Primer, die exakt zu einer bekannten Ma-
trizensequenz komplementär sind. Werden Primer für die Amplifizierung unbekannter 
Gene benötigt, ist diese Vorgehensweise nicht möglich. Die verwendeten Primer wur-
den daher durch reverse Translation des in der Literatur beschriebenen N-Terminus 
der Steroidmonooxygenase aus C. radicicola sowie auf den in BVMOs konservierten 
FAD- und NADPH-Bindemotiven abgeleitet. Durch die Verwendung von Oligonukleotid-
Gemischen werden hier variable Positionen abgedeckt, die erhöhte Primervielfalt er-
laubt aber nur niedrigere Anlagerungstemperaturen und verringert so die Spezifität. Um 
die konservierten Sequenzbereiche zu ermitteln, wurden fünf Sequenzen von bekann-
ten BVMOs miteinander verglichen. Für das Alignment dienten die in Tabelle 3-4 
dargestellten Sequenzen rekombinant exprimierter und charakterisierter BVMOs. Aus 
diesen Sequenzen wurden der Vorwärtsprimer FAD2-FW (GG-Motiv) sowie die Rück-
wärtsprimer FAD2_RV (FAD-Bindedomäne), NADPH2_RV (NADPH-Bindedomäne) 
und FAD3_RV (FAD-Bindedomäne) abgeleitet. 

Anhand des bekannten N-Terminus der BVMO aus C. radicicola (AEWAEEFDVLVV-
GAGAGG) [Miyamoto et al. 1995] wurde weiterhin eine PCR konzipiert, bei der keine 
aus anderen BVMOs abgeleiteten Primer zum Einsatz kamen. Neben ihrer Funktion 
als Vorwärtsprimer für die aus dem Alignment abgeleiteten Gegenprimer dienten die 
beiden aus der N-terminalen Proteinsequenz der Steroidmonooxygenase aus C. radi-
cicola abgeleiteten Primer N_Term_FW und N-Term-FW2, die sich im Grad ihrer 
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Degeneriertheit unterschieden, als Basis für eine Gene Walking-PCR [Pilhofer et al. 
2007], um die 5’ davon gelegene Sequenz zu ermitteln. 

Es konnte jedoch mit keinem der Ansätze ein zu BVMOs homologes DNA-Fragment 
amplifiziert werden. 

3.3.2.3 Ableitung und Verwendung von mit CODEHOP optimierten 
degenerierten Primern 

CODEHOP (COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer) ist eine Strategie 
zum Design von familienspezifischen, degenerierten Primern für eine homologie-
basierte PCR-Amplifizierung von unbekannten Genen [Rose et al. 1998]. Die Primer 
bestehen dabei aus einer kurzen, degenerierten Core-Region am 3’-Ende und einer 
längeren Clamp-Region am 5’-Ende. Ist ein Produkt entstanden, so wird in den weite-
ren PCR-Zyklen das Binden der degenerierten Core-Region durch das Binden der 
Clamp-Region wesentlich gegenüber einer normalen PCR mit degenerierten Primern 
stabilisiert, da die Clamp-Region immer optimal an die gebildeten Produkte hybridisiert.  

Zur Ableitung der Primer diente das Programm iCODEHOP, das aus einem multiplen 
Alignment homologer Proteinsequenzen automatisiert CODEHOP-Primer ableitet. Da 
die genaue phylogenetische Verwandtschaft der Steroidmonooxygenase aus C. radici-
cola bisher aufgrund der bisher nicht aufgeklärten Sequenz unklar ist, dienten dazu 
zwei verschiedene multiple Alignments mit den in Tabelle 3-4 dargestellten BVMO-
Sequenzen.  

Tabelle 3-4: Homologe BVMO-Sequenzen, die zur Ableitung familienspezifischer degenerierter 
Primer verwendet wurden. 

Accession-Nr Enzym Organismus Status 
Sequenzen ausgewählter rekombinant exprimierter BVMOs 
BAA24454 STMO Rhodococcus rhodochrous IFO 3338 rekombinant 
Q47PU3 PAMO Thermobifida fusca  rekombinant 
BAA86293 CHMO Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 9871 rekombinant 
BAC22652 CPMO Comamonas testosteronii NCIMB 9872 rekombinant 
AAK54073 HAPMO Pseudomonas fluorescens ACB rekombinant 
Sequenzen putativer Steroidmonooxygenasen pilzlichen Ursprungs 
XP_002383043 STMO Aspergillus flavus NRRL3357 putativ 
XP_747160 STMO Aspergillus fumigatus Af293 putativ 
EAW12649 STMO Aspergillus clavatus NRRL 1 putativ 
EDP49165 STMO Aspergillus fumigatus A1163 putativ 
CAK38404 STMO Aspergillus niger putativ 
ABN65246 CPMO Scheffersomyces stipitis CBS 6054 putativ 
CAE76325 STMO Neurospora crassa putativ 
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Eines der zu Grunde liegenden Alignments umfasste die gleichen Sequenzen rekom-
binant exprimierter BVMOs, die bereits umfassend charakterisiert wurden und deren 
Vergleich auch zur Ableitung degenerierter Primer diente (Kapitel 3.3.2.2). Mit dem 
genetischen Code von Aspergillus fumigatus erfolgte die Ableitung der Vorwärtsprimer 
Ch_BVMO_B1-FW (GG-Motiv) und Ch_BVMO_D1-FW (FXGXXXHXXXW-Motiv) sowie 
der Rückwärtsprimer Ch_BVMO_E5-RV (GXGXXG-Motiv) und Ch_BVMO_N2-RV 
(FAD-Bindedomäne). Ein weiteres Alignment umfasste sieben Sequenzen aus putati-
ven pilzlichen Steroidmonooxygenasen, die über Sequenzierungsprojekte Eingang in 
die NCBI-Datenbank gefunden haben, von denen bisher jedoch keine Aktivitätsdaten 
vorliegen. Für diesen Sequenzvergleich dienten die im zweiten Abschnitt von Tabelle 
3-4 dargestellten Sequenzen. Basierend auf dem genetischen Code von Aspergillus 
fumigatus erfolgte die Ableitung des Vorwärtsprimers Ch_fungal_B1-FW (GG-Motiv) 
sowie der Rückwärtsprimer Ch_fungal_F2-RV (GXGXXG-Motiv) und Ch_fungal_K2-RV 
(FAD-Bindedomäne). 

  

Abbildung 3-6: Elektropherogramm von mit den mit iCODEHOP abgeleiteten Primern 
amplifizierten Fragmenten. Die jeweiligen Anlagerungstemperaturen und die verwendeten 
Primer sind über den Spuren angegeben.  

Eine PCR mit den Primern Ch_BVMO_B1-FW und Ch_BVMO_E5-RV sowie genomi-
scher DNA von C. radicicola ergab ein Fragment von 439 bp (Abbildung 3-6, links), das 
eine Homologie zu pilzlichen Cyclohexanonmonooxygenasen aufwies2. Ein Vergleich 
mit homologen Genen führte zu der Annahme, dass diese Sequenz ein internes Frag-
ment eines BVMO-Gens ist. 

                                                
2 Das hypothetische Protein NECHADRAFT_54743 aus Nectria haematococca mpVI 77-13-4 
wies bei der BLAST-Suche mit einem E-Value von 7e-92 die höchste Identität zur identifizierten 
Sequenz von 439 bp (CAMO aus C. radicicola) auf. 
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Aus den Amplifizierungen mit dem Vorwärtsprimer Ch_fungal_B1-FW ergaben sich mit 
den Reverse-Primern Ch_fungal_F2-RV und Ch_fungal_K2-RV Fragmente von 477 bp 
beziehungsweise 1082 bp (Abbildung 3-6, rechts), die mittels BLAST-Suche als homo-
log zu Steroidmonooxygenasen aus Aspergillus3 identifiziert werden konnten. Diese 
Zuordnung legte zunächst die Vermutung nahe, dass eines der mit PCR-Methoden 
identifizierten Enzyme die Umsetzung von Progesteron zu Testosteronacetat, das 
andere die Umsetzung von Androstendion zu Testololacton katalysiert, da auch Asper-
gillus flavus zu dieser Umsetzung fähig ist [Peterson et al. 1953]. 

3.3.2.4 Vervollständigung amplifizierter Sequenzen 

Da die konservierten Regionen von BVMOs im Allgemeinen nicht an den Termini von 
BVMOs zu finden sind, konnten über die PCRs mit den mittels CODEHOP abgeleiteten 
Primern nur interne Fragmente der BVMOs identifiziert werden. Aus diesem Grund 
mussten die N- und C-terminal von den identifizierten Genfragmenten gelegenen 
Sequenzen ermittelt werden. Zur Vervollständigung der identifizierten Genfragmente 
wurden inverse PCR [Ochman et al. 1988], SiteFinding-PCR [Tan et al. 2005] und 
Gene Walking-PCR [Pilhofer et al. 2007] evaluiert. Die Identifizierung N-terminal von 
der identifizierten Sequenz gelegener Sequenzbereiche war dabei zunächst von 
besonderer Bedeutung, da eine Identität mit dem von Miyamoto et al. (1995) 
beschriebenen N-Terminus der STMO aus C. radicicola ein Hinweis darauf sein 
könnte, dass es sich bei einem der identifizierten Sequenzfragmente um das gesuchte 
Gen handelt. 

3.3.2.4.1 Sequenz der CAMO aus C. radicicola 

Zur Vervollständigung des über den Ansatz mit CODEHOP identifizierten Fragmentes 
von 439 bp, welches eine Homologie zu pilzlichen Cyclohexanonmonooxygenasen 
aufwies, wurde zunächst die SiteFinding-PCR getestet, da mit dieser Methode bereits 
die Sequenz der HAPMO aus Pseudomonas putida JD1 [Rehdorf et al. 2009b] identifi-
ziert werden konnte. Die Vorgehensweise zur Identifizierung des CAMO-Gens ist in 
Abbildung 3-7 dargestellt. 

Mit der SiteFinding-PCR konnte die identifizierte Sequenz mit Hilfe des SiteFinders 1 
und mit zwei genspezifischen Primern CAMO-SF-Nterm1 und CAMO-SF-Nterm2 über 
das 5’-Ende hinaus um 3 kbp erweitert und so der N-Terminus der BVMO sowie eine 
Sequenz über 2,72 kbp upstream davon ermittelt werden. Die ermittelte Sequenz war 
jedoch nicht mit dem N-Terminus der Steroidmonooxygenase aus C. radicicola iden-
tisch [Miyamoto et al. 1995]. 

                                                
3 Das 477 bp-Fragment (put. STMO1) zeigte Homologie zur putativen Steroidmonooxygenase 
XP_002375343 aus Aspergillus flavus NRRL3357 (E-Wert = 5e-27), das 1082 bp-Fragment 
(put. STMO2) war homolog zur putativen Steroidmonooxygenase XP_747160 aus Aspergillus 
fumigatus Af293 (E-Wert = 2e-104). 



Ergebnisse 37 

 

Abbildung 3-7: Schematische Darstellung der Identifizierung des CHMO-Gens aus C. radici-
cola. 

Da die Identifizierung des C-Terminus mit SiteFinding-PCR nicht erfolgreich war, wur-
den neben weiteren genspezifischen Primern für die SiteFinding-PCR auch die inverse 
PCR und Gene Walking-PCR untersucht, wobei die für die SiteFinding-PCR abge-
leiteten Primer eingesetzt wurden. Da diese Versuche ebenfalls nicht erfolgreich 
waren, wurde aus dem C-Terminus des zur identifizierten Teilsequenz hochgradig 
homologen hypothetischen Proteins NECHADRAFT_54743 aus Nectria haematococca 
mpVI 77-13-4 (XP_002375343) ein Primer zur Amplifizierung der C-terminalen Se-
quenz abgeleitet. Aufgrund der mit 88,2% hohen Sequenzidentität zur identifizierten 
Teilsequenz erschien ein solcher Primer erfolgversprechend. Mit dem genspezifischen 
Gegenprimer CAMO-SF-Cterm1 konnte die C-terminale Sequenz der BVMO mit einem 
PCR-Fragment einer Länge von 1150 bp amplifiziert werden. Da der Primer 
NectriaHa_C-term am C-Terminus zur Amplifikation eingesetzt wurde, entsprachen die 
letzten 24 Basenpaare nicht der Sequenz aus C. radicicola, sondern der aus Nectria. 
Daher wurde mit zwei aus dem neu identifizierten Genfragment abgeleiteten 
spezifischen Primern der tatsächliche C-Terminus und die benachbarte Sequenz aus 
C. radicicola bestimmt. Dafür wurden die Methoden der Site-Finding- und Gene 
Walking-PCR genutzt. Mit Gene Walking-PCR und dem Primer CAMO-GW-Cterm 
konnte ein Fragment von etwa 800 Basenpaaren amplifiziert werden, anhand des- 
sen der tatsächliche C-Terminus bestimmt werden konnte. Insgesamt wurden mit  
beiden flankierenden Bereichen der Cycloalkanonmonooxygenase eine Sequenz von  
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4701 Basenpaaren identifiziert (Anhang 8.1.2). Dabei wurden zwei weitere Gene ermit-
telt, deren Lokalisation relativ zur CAMO in Abbildung 3-8 dargestellt ist. 

 

Abbildung 3-8: Schematische Darstellung des CAMO-Gens aus C. radicicola und der up-
stream davon gelegenen Gene. Upstream von der CAMO konnten ein partielles, putativ für 
einen Cholintransporter kodierendes Gen sowie eine für den putativen Transkriptionsrepressor 
NmrA kodierende Sequenz identifiziert werden. 

Upstream von der identifizierten Sequenz konnten mittels BLAST jeweils ein für einen 
Cholintransporter und für den Transkriptionsrepressor NmrA kodierendes Gen identifi-
ziert werden. NmrA ist ein Repressor in der pilzlichen Stickstoffmetabolitregulation, das 
Gen könnte jedoch auch für eine Dehydrogenase oder Reduktase kodieren, die mit 
NmrA eine strukturelle Superfamilie bildet [Stammers et al. 2001]. Da die für Proteine 
kodierenden Gene in Pilzen nicht notwendigerweise in funktionellen Clustern organi-
siert sind, ist die benachbarte Lage der Gene kein Hinweis auf eine gemeinsame me-
tabolische Funktion. 

3.3.2.4.2 Sequenzen der putativen Steroidmonooxygenasen aus C. radicicola 

Zur Vervollständigung der mit CODEHOP-Primern identifizierten Fragmente der putati-
ven Steroidmonooxygenasen wurden die SiteFinding- und Gene Walking-PCR einge-
setzt.  

Mit dem Primer SMO1-GW-Nterm wurde mittels Gene Walking-PCR ein 850 Basen-
paare großes Fragment amplifiziert, mit dem der N-Terminus des Sequenzfragmentes 
STMO1 identifiziert werden konnte. Die C-terminale Sequenz der putativen STMO1 
aus C. radicicola konnte mit dem SiteFinder 2 in einer SiteFinding-PCR mit den gen-
spezifischen Primern SMO1-SF-Cterm1 und SMO1-SF-Cterm2 für 1,5 kbp ermittelt 
werden. Für die putative STMO1 konnten somit 3314 bp einschließlich der flankieren-
den Sequenzen identifiziert werden (Anhang 8.1.3). 

Zur Identifizierung des N-Terminus der STMO2 diente eine SiteFinding-PCR mit dem 
SiteFinder 2 als Primer zur initialen Einzelstrangsynthese. Dabei konnte mit den 
genspezifischen Primern SMO2-SF-Nterm1 und SMO2-SF-Nterm2 ein Fragment von 
600 Basenpaaren amplifiziert werden. Mittels Gene Walking-PCR wurde mit dem 
Primer SMO2-GW-Cterm ein Fragment von 1,3 kbp als C-Terminus ermittelt. Die 
Länge der insgesamt für die putative STMO2 identifizierten Sequenz beträgt 
einschließlich der flankierenden Sequenzen 2814 bp (Anhang 8.1.4). 

In den flankierenden Bereichen beider putativer Steroidmonooxygenasen konnten 
durch Homologievergleich mittels BLAST neben den putativen BVMO-Genen keine 
weiteren Gene oder Genfragmente identifiziert werden. 
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3.3.2.5 Analyse der identifizierten Sequenzen 

Mit SiteFinding- und Gene Walking-PCR konnten somit alle identifizierten Sequenz-
fragmente aus C. radicicola vervollständigt werden. Bei der Cycloalkanonmonooxy-
genase wurde ein zusammenhängender offener Leserahmen für das gesamte Protein 
identifiziert und das Gen in pET28b (+) kloniert und exprimiert. Weiterhin konnte 
gezeigt werden, dass die beiden putativen Steroidmonooxygenasesequenzen zwi-
schen längeren Sequenzbereichen mit hoher Homologie zu BVMOs auch Bereiche 
ohne Homologie zu bekannten BVMOs aufweisen. Diesen Bereichen ohne Homologie 
folgen wiederum Bereiche hoher Homologie, die nicht zwingend im selben Leseraster 
liegen. Von diesen etwa 50 Basenpaare umfassenden Sequenzbereichen ohne Ho-
mologie zu BVMOs wurde daher angenommen, dass es sich hierbei um Introns han-
delt. Weiterhin als problematisch bezüglich der ermittelten Sequenzen ist bei der puta-
tiven STMO1 eine Leserasterverschiebung im Bereich zwischen 1307 bp und 1316 bp 
zu bewerten. Bei der putativen STMO2 macht ein Stoppcodon bei 1071 bp eine Ex-
pression der Sequenz unmöglich. Diese „Fehlstellen“ wurden zunächst als Fehler bei 
der Amplifikation in der SiteFinding-PCR interpretiert, durch Nachsequenzierung je-
doch bestätigt. Eine cDNA-Analyse der sechs Stunden nach der Induktion der 
C. radicicola-Kultur mit Progesteron geernteten Zellen führte ebenfalls nicht zur 
Identifizierung von intronfreien Sequenzen. Daher sollten die Sequenzen in silico auf 
mögliche Introns untersucht werden. 

3.3.2.6 Untersuchung der putativen Steroidmonooxygenasegene auf Introns 

Zur Analyse und Bestimmung der Introns in den putativen STMO-Sequenzen wurden 
Programme zur Bestimmung der putativen Spleißstellen anhand von Konsensus-
sequenzen wie SpliceView [Rogozin et al. 1997] und auf einem Hidden-Markov-Modell 
basierte Programme zur Vorhersage von eukaryotischen Genen wie GlimmerHMM 
(Gene locator and interpolated markov modeler Hidden Markov Model) [Majoros et al. 
2004] eingesetzt.  

Mit GlimmerHMM konnten hierbei die realistischsten Ergebnisse erzielt werden. Dieses 
Programm ist eine Weiterentwicklung des zur Bestimmung von prokaryotischen Genen 
entwickelten Programms Glimmer und dient der Vorhersage von Exons in unannotier-
ten eukaryotischen DNA-Sequenzen. GlimmerHMM basiert auf einem generalisierten 
Hidden-Markov-Modell. Das ist ein stochastisches Modell, welches nach dem Training 
mit einem geeigneten Datensatz Vorhersagen darüber ermöglicht, in wie weit eine Ein-
gabesequenz dem vortrainierten Datensatz entspricht. Mit den Datensätzen von Cryp-
tococcus neoformans (Basidiomycet), Reis (Oryza sativa) und Aspergillus sp. (Asco-
mycet) konnten die realistischsten Intronpositionen ermittelt werden. Im Fall der putati-
ven STMO1 waren die mit allen drei genannten Datensätzen erzielten Ergebnisse 
identisch. Bei der putativen STMO2 konnten mit dem Datensatz von Reis die realis-
tischsten Ergebnisse verglichen mit Sequenzen homologer BVMOs erreicht werden. 

Bei der putativen STMO1 konnten alle drei anhand eines Sequenzvergleichs erwarte-
ten Introns erkannt werden. Daneben wurde im Bereich der bereits erwähnten Lese-
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rasterverschiebung ein Intron zwischen 1276 bp und 1312 bp identifiziert. Damit würde 
die Leserasterverschiebung aus der translatierten Sequenz herausfallen, jedoch eine 
Lücke in der Sequenz entstehen, die in homologen BVMOs nicht vorhanden ist 
(Anhang 8.1.3). 

Bei der putativen STMO2 wurde, wie anhand des Alignments vermutet, ein Intron 
zwischen 509 bp und 559 bp identifiziert. Weiterhin wurde im Bereich des bereits 
erwähnten kritischen Stoppcodons ein Intron ermittelt. Damit würde das Stoppcodon 
aus der translatierten Sequenz herausfallen, jedoch ebenfalls eine Lücke entstehen, 
die in homologen BVMOs nicht vorhanden ist (Anhang 8.1.4). 

 

Abbildung 3-9: Schematische Darstellung der putativen STMO-Gene. Die mit GlimmerHMM 
abgeleiteten Exons sind in grün dargestellt, die Introns in rot. 

Bei beiden putativen STMO-Sequenzen ist denkbar, die identifizierten „Fehlstellen“ zu 
beseitigen. Bei der putativen STMO1 gibt es dafür jedoch mehrere Möglichkeiten, da 
die Position der Leserasterverschiebung nicht genau definierbar ist. Bei der putativen 
STMO2 ist eine Beseitigung des Stoppcodons grundsätzlich eindeutiger möglich. An-
hand der Homologie zu anderen BVMOs wäre hier eine Mutation zu Arginin denkbar. 
Die derart theoretisch veränderten Sequenzen wurden erneut mit dem Programm 
GlimmerHMM auf Introns untersucht. Dabei wurden die in der Umgebung der Fehl-
stellen vorhergesagten Introns liegenden Sequenzen nicht mehr als Introns vorherge-
sagt und würden somit nicht mehr aus der translatierten Sequenz herausfallen. Eine 
solche Vorgehensweise ist jedoch als sehr kritisch zu bewerten, da die Fehlstellen 
durch Nachsequenzierungen bestätigt werden konnten.  

Zur Untersuchung, ob die untersuchten Sequenzen überhaupt in C. radicicola expri-
miert werden, wurden bei einer teilweisen Aufreinigung der Steroidmonooxygenase 
aus C. radicicola (Kapitel 8.3, Abbildung 8-1) gewonnene Proteinbanden aus einem 
SDS-Gel ausgeschnitten und mittels MS/MS analysiert. Dabei wurde keine Überein-
stimmung der MS/MS-Daten mit den mit GlimmerHMM vorhergesagten translatierten 
Sequenzen identifiziert. Dies war auch dann nicht möglich, wenn die „Fehlstellen“ wie 
oben angegeben beseitigt wurden.  

Eine Ableitung der Sequenz in silico birgt vor allem bei den „Fehlstellen“ ein hohes 
Risiko. Da die Existenz dieser „Fehlstellen“ in mehreren Sequenzierungen bestätigt 
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werden konnte, erscheint die Annahme plausibel, dass es sich bei beiden putativen 
STMOs um kryptische Gene handelt. Es war daher Erfolg versprechender, anstatt ei-
nes synthetischen Gens aus der Sequenz von C. radicicola eine dazu homologe Se-
quenz zu bestellen, die keine Introns enthält. Für die Sequenz der putativen STMO1 
wurde diese Strategie mit der Bestellung und Klonierung des Gens der putativen 
Steroidmonooxygenase XP_002375343 aus Aspergillus flavus NRRL 3357 angewen-
det. Dennoch kann generell auch bei der Bestellung eines synthetischen Gens basie-
rend auf Gensequenzen aus einer Datenbank nicht garantiert werden, dass die 
Sequenz korrekt ist und das fragliche Protein im Ursprungsorganismus überhaupt ex-
primiert wird. 

3.4 Rekombinante Expression der BVMOs 

3.4.1 Expressionsstrategie 

Für die biochemische Charakterisierung eines Proteins ist eine effiziente Expression 
erforderlich. Die mittels PCR-Methoden identifizierte Cycloalkanonmonooxygenase aus 
C. radicicola und die zur STMO1-Sequenz aus C. radicicola homologe putative Steroid-
monooxygenase XP_002375343 aus A. flavus NRRL 3357 wurden bisher nicht cha-
rakterisiert und sollten daher rekombinant exprimiert werden. Zum Vergleich bezüglich 
der Aktivität der putativen Steroidmonooxygenase wurde zusätzlich die in der Literatur 
bereits bekannte Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous basierend auf Literatur-
methoden kloniert und exprimiert [Morii et al. 1999].  

Für die Expression der Enzyme diente zunächst E. coli BL21 (DE3) mit dem T7-Ex-
pressionssystem, welches eine einfache Handhabung, schnelles Zellwachstum sowie 
hohe Ausbeuten an rekombinantem Protein ermöglicht [Baneyx 1999]. Für eine 
Aufreinigung der rekombinanten Proteine wurde der etablierte His6-Tag ausgewählt 
[Hochuli et al. 1987]. Die kommerziell erhältlichen Vektoren pET22b und pET28b 
(Novagen) kombinieren einen T7-Promotor mit einem His6-Tag und wurden daher für 
die Expression der BVMOs eingesetzt. Im Fall der putativen Steroidmonooxygenase 
aus A. flavus, die in E. coli BL21 (DE3) nicht aktiv exprimiert werden konnte, wurden 
weitere Stämme von E. coli sowie die alternativen Expressionssysteme Corynebac-
terium glutamicum ATCC13032 und Pichia pastoris X-33 evaluiert. In C. glutamicum 
konnte bereits eine CHMO aus A. calcoaceticus rekombinant exprimiert werden, wobei 
die Aktivität des Ganzzellkatalysators verglichen mit E. coli verfünffacht werden konnte 
[Doo et al. 2009]. Die methylotrophe Hefe P. pastoris weist hohe Wachstums- und 
Expressionsraten auf. Im Gegensatz zu den Bakterien ist diese Hefe jedoch in der 
Lage, Disulfidbrücken auszubilden und die rekombinanten Proteine zu glykosylieren 
[Cereghino et al. 2000]. In P. pastoris konnte beispielsweise eine Cytochrom P450-
Monooxygenase aus Arabidopsis thaliana rekombinant exprimiert werden, die in einer 
Baeyer-Villiger-Oxidation die Synthese von 7-Oxolacton-Brassinosteroiden katalysiert 
[Katsumata et al. 2008]. 
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3.4.2 Optimierung der Nukleotidsequenz einer putativen STMO aus  
A. flavus 

Die als „STMO1“ aus C. radicicola identifizierte Sequenz weist eine Identität von 71,7% 
zur putativen Steroidmonooxygenase XP_002375343 aus A. flavus NRRL 3357 auf. 
Besonders interessant ist hierbei, dass A. flavus wie C. radicicola zur Katalyse der 
Umsetzung von Androstendion zu Testololacton fähig ist [Peterson et al. 1953]. Da 
dieses Enzym eine relativ hohe Homologie zu Cyclopentanonmonooxygenasen auf-
weist, erscheint die Umsetzung des zyklischen Ketons 4-Androsten-3,17-dion grund-
sätzlich denkbar. Dieses Protein sollte daher rekombinant exprimiert werden. 

Basierend auf der Sequenz wurde daher ein codonoptimiertes synthetisches Gen der 
putativen Steroidmonooxygenase XP_002375343 aus A. flavus NRRL 3357 mit pas-
senden Schnittstellen von der Firma GenScript bezogen (Anhang 8.2). Die Codon-
optimierung erfolgte für den Wirtsorganismus E. coli mit dem Programm Opti-
mumGeneTM durch die Firma GenScript (Abbildung 3-10).  

 

Abbildung 3-10: Graphische Darstellung der lokalen Anpassung der Sequenz vor und nach 
Optimierung an den tRNA-Pool in E. coli mit dem Codon Adaptation Index (CAI) als Summen-
parameter. 

Die optimierte Sequenz weist eine Identität von 79,2% zur ursprünglichen Sequenz auf. 
Dabei konnte der Codon Adaptation Index (CAI) für E. coli von 0,67 auf 0,93 erhöht 
werden. Ein CAI>0,9 sollte dabei eine sehr gute Proteinexpression ermöglichen. 
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3.4.3 Vektorkonstruktion 

Zur Konstruktion der Expressionsvektoren wurden die Gene aus C. radicicola und 
R. rhodochrous mit adäquaten Schnittstellen aus der genomischen DNA amplifiziert 
und mit den passenden Restriktionsenzymen in den Expressionsvektor pET28b (+) 
kloniert. Für die Expression der Steroidmonooxygenase aus A. flavus in E. coli wurde 
das codonoptimierte synthetische Gen in die entsprechenden Zielvektoren pET22b (+) 
und pJOE umkloniert. Die Expression dieses Enzyms in Corynebacterium glutamicum 
erfolgte mit dem Shuttlevektor pEKEx2 [Eikmanns et al. 1991]. Dabei war zu beachten, 
dass die Ribosomenbindestelle (AAGGAGATATAGAT) im Vektor nicht enthalten ist. 
Diese Sequenz wurde daher über die Amplifikationsprimer am 5’-Ende zwischen der 
Restriktionsschnittstelle und dem Startcodon in den Primer Afla_pEKEx2_FW einge-
fügt.  

Alle in Tabelle 3-5 aufgeführten Konstrukte konnten erfolgreich hergestellt und für die 
Expression in die entsprechenden Expressionswirte transformiert werden. Bei den 
pET- und pJOE-Konstrukten war dies E. coli BL21 (DE3). Die Expression der pPICZ-B-
Konstrukte und pEKEx2-Konstrukte erfolgte in P. pastoris X-33 beziehungsweise in 
C. glutamicum ATCC13032. 

Tabelle 3-5: Konstruierte Plasmide zur Expression der BVMO-Gene. 

Enzym Konstrukt Plasmid His6-Tag Restriktionsenzyme 
CAMO aus  pCAMO pET28b - NcoI / EcoRI 
C. radicicola pHisCAMO pET28b N-terminal NdeI / EcoRI 
 pCAMOHis pET28b C-terminal NcoI / XhoI 

STMO aus  pET-AflaHis pET22b C-terminal NdeI / XhoI 
A. flavus pJOE-AflaHis pJOE C-terminal NdeI / BamHI 
 pPICZ-AflaHis pPICZ B C-terminal EcoRI / XbaI 
 pEKEx-AflaHis pEKEx2 C-terminal SalI / EcoRI 

STMO aus  pSMO pET28b - NcoI / EcoRI 
R. rhodochrous pHisSMO pET28b N-terminal NdeI / EcoRI 
 pSMOHis pET28b C-terminal NcoI / BamHI 

 

3.4.4 Expression in E. coli BL21 (DE3) 

Um zu untersuchen, welche der Konstrukte effizient exprimiert werden, wurden die 
rekombinanten Stämme in jeweils 50 ml LB-Medium bei 37°C kultiviert. Nach der 
Induktion sowie während der weiteren Kultivierung bei 20°C nach drei, sechs und 
zwanzig Stunden wurden Proben genommen und aufgeschlossen. Das Gesamtprotein 
sowie der lösliche Anteil wurden auf einem SDS-Gel analysiert. Zwei dieser Gele sind 
in Abbildung 3-11 beispielhaft dargestellt. 
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Abbildung 3-11: Gesamtprotein und lösliches Protein der Expressionen: Links: Steroidmono-
oxygenase aus R. rhodochrous mit N-terminalem His6-Tag (62,3 kDa). Rechts: Cycloalkanon-
monooxygenase aus C. radicicola mit N-terminalem His6-Tag (61,96 kDa).  

Zu sehen ist, dass die Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous als Enzym mit 
N-terminalem His6-Tag stark überexprimiert werden konnte. Der Großteil des Proteins 
war löslich, so dass der Stamm ohne weitere Optimierung für die biochemische Cha-
rakterisierung des Enzyms eingesetzt werden konnte. Das Wildtypenzym sowie das 
Enzym mit C-terminalem His6-Tag wurden nach zwanzig Stunden ebenfalls exprimiert, 
jedoch nur in sehr geringem Umfang.  

Die Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola konnte als Wildtypenzym und mit 
N-terminalem His6-Tag überexprimiert werden. Dies war jedoch nur zu einem sehr ge-
ringen Teil als lösliches Protein möglich. Eine Expression der Variante mit C-termina-
lem His6-Tag war dagegen nicht erfolgreich.  

Das codonoptimierte Gen der Steroidmonooxygenase aus A. flavus konnte mit beiden 
Konstrukten nur in einem geringen Umfang und unlöslich exprimiert werden. Die 
geringe Expressionsrate überrascht, da das Enzym aufgrund der Codonoptimierung 
eigentlich gut exprimiert werden sollte. Das Protein wurde daher mit dem pET22b-Kon-
strukt auch nach der Induktion bei 30 bzw. 37°C exprimiert, wobei gezeigt werden 
konnte, dass die Expression durch die höhere Kultivierungstemperatur vor allem bei 
30°C deutlich gegenüber der Expression bei 20°C erhöht werden konnte. Verglichen 
mit der Überexpression der STMO aus R. rhodochrous und der CAMO aus C. radici-
cola war die Expression hier jedoch weiterhin sehr gering. Um einen möglicherweise 
negativen Einfluss des C-terminalen His6-Tags auf die Expression oder Aktivität auszu-
schließen, erfolgte die Proteinexpression ebenfalls mit einem Konstrukt ohne His6-Tag. 
Der Rohextrakt aller in E. coli exprimierten Konstrukte der putativen Steroidmonooxy-
genase zeigte keine BVMO-Aktivität. 

Die BVMO-Banden des Gesamtproteins aller drei Proteine wurden zur Verifizierung der 
korrekten Expression der Proteine ausgeschnitten, tryptisch verdaut und massenspek-
trometrisch analysiert. Anhand der Massenspektren der entstandenen Verdaufrag-
mente konnte gezeigt werden, dass die gesamte Sequenz abgedeckt war und somit 
alle klonierten Gene in voller Länge exprimiert wurden. 
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3.4.5 Versuche zur Optimierung der Expression 

3.4.5.1 Einfluss der Coexpression von Chaperonen auf die Expression der 
Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola 

Da bei Expression der CAMO aus C. radicicola nur ein geringer Anteil des überexpri-
mierten Proteins löslich und damit im Rohextrakt vorhanden war, wurde versucht den 
Anteil an löslichem Protein durch Coexpression der Chaperone des TaKaRa Chape-
rone Plasmid Set zu erhöhen [Thomas et al. 1997]. Dazu wurde das Konstrukt pCAMO 
ohne His6-Tag mit den entsprechenden Chaperonplasmiden in E. coli BL21 (DE3) 
cotransformiert und die so erzeugten Stämme kultiviert. Die pG-KJE8, pGro7, pG-TF2 
und pTF16 coexprimierenden Stämme wiesen wie auch der Wildtyp nur einen geringen 
Anteil an löslichem Protein auf (Daten nicht gezeigt), der durch Coexpression des Trig-
gerfaktors (pTF16) möglicherweise minimal gesteigert werden konnte. Da der Anteil an 
löslichem Protein durch keines der getesteten Chaperone signifikant erhöht werden 
konnte, erfolgte die Expression für die biochemische Charakterisierung ohne eine 
Coexpression von Chaperonen. 

3.4.5.2 Expression der putativen STMO aus A. flavus in E. coli 

Die Beobachtung, dass die putative Steroidmonooxygenase aus A. flavus trotz der 
codonoptimierten Sequenz nur in einem sehr geringen Umfang exprimiert werden 
konnte, wies darauf hin, dass es sich um ein toxisches Protein handeln könnte. Diese 
Annahme wird auch durch die Beobachtung eines gehemmten Wachstums der das 
Protein exprimierenden Stämme unterstützt. Diese wiesen bei der Zellernte nur eine 
OD600nm von etwa 2,5 auf, wohingegen die das Protein nicht exprimierenden Stämme in 
LB-Medium einen Wert von etwa sieben erreichten. Daher wurden für die Expression 
dieses Proteins Stämme getestet, deren Transkription verlangsamt ist und die so für 
die Expression von toxischen Proteinen optimiert sind. Die Transkription wird in den 
Stämmen auf unterschiedliche Art verlangsamt. In E. coli C41 und C43 [Miroux et al. 
1996] wird durch Punktmutationen in dem das Expressionsniveau der T7-Polymerase 
kontrollierenden lacUV5-Promotor und dem lac-Operator die Expression der T7-Poly-
merase verringert. E. coli Lemo21 (DE3) (NEB) enthält dagegen das Plasmid pLemo, 
das unter Kontrolle eines mit Rhamnose induzierbaren Promotors für das Protein 
T7LysY kodiert, das die T7-RNA-Polymerase hemmt [Wagner et al. 2008]. 

Die Eignung der E. coli-Stämme wurde anhand einer Expression der putativen  
STMO mit C-terminalem His6-Tag in 50 ml LB-Medium bei 37°C und nach Induktion mit  
IPTG bei 20°C untersucht. Zur Variation der Konzentration an T7LysY bei E. coli  
Lemo21 (DE3) wurden Rhamnosekonzentrationen von 250, 500 und 1000 µM getestet. 
Jedoch konnte dabei die Expression der putativen Steroidmonooxygenase mit keinem 
der untersuchten Stämme gegenüber E. coli BL21 (DE3) erhöht werden (Daten nicht 
gezeigt). 

Da die putative STMO aus A. flavus eukaryotischen Ursprungs ist, erscheint es denk-
bar, dass das Fehlen von im reduzierenden Cytoplasma von E. coli nicht herstellbaren 
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Disulfidbrücken die Ursache der niedrigen Expressionsrate der putativen STMO bezie-
hungsweise des geringen Anteils des löslichen Proteins bei der Expression der CAMO 
aus C. radicicola sein könnte. Zur Evaluierung, ob die Ausbildung von Disulfidbrücken 
relevant sein könnte, wurde mit dem Programm Yasara Structure [Krieger et al. 2002] 
ein Homologiemodell der putativen STMO aus A. flavus erstellt. In diesem Modell 
konnten zwei Paare von Cysteinresten mit einem niedrigen molekularen Abstand 
identifiziert werden, wobei vor allem das Cysteinpaar Cys197-Cys396 mit einem 
Abstand von 8,6 Å als potentieller Kandidat für eine Disulfidbrücke plausibel war. 
Daher wurde eine Expression im Stamm E. coli SHuffle® T7 Express evaluiert. Bei die-
sem Stamm sind die Gene der Glutaredoxinreduktase und der Thioredoxinreduktase 
deletiert (Δgor ΔtrxB), was die Bildung von Disulfidbrücken im Cytoplasma ermöglicht. 
Weiterhin wird die periplasmatische Disulfidisomerase DsbC ohne Signalsequenz 
chromosomal kodiert und steht daher im Cytoplasma zur Verfügung [de Marco 2009]. 
Die Kultivierung in LB-Medium erfolgte nach der Induktion wie auch bei den üb- 
rigen Ansätzen bei 30°C. Es konnte jedoch keine verbesserte Expression gegenüber  
E. coli BL21 (DE3) erreicht werden.  

3.4.5.3 Expression der putativen STMO aus A. flavus in C. glutamicum  

Da die Steroidmonooxygenase aus A. flavus in E. coli nur in sehr geringem Umfang 
und inaktiv exprimiert werden konnte und das Wachstum von E. coli bei Expression 
des Enzyms verringert war, wurde angenommen, dass das Translationsprodukt toxisch 
für E. coli ist. Aus diesem Grund wurde C. glutamicum als alternatives prokaryotisches 
Expressionssystem evaluiert, da in diesem Stamm bereits die CHMO aus A. calco-
aceticus erfolgreich exprimiert werden konnte [Doo et al. 2009]. Die Expression des 
von dem Plasmid pEKEx-AflaHis kodierten Proteins erfolgte in BHIS-Medium bei 30°C. 
Der Rohextrakt wurde anschließend auf dem SDS-Gel analysiert (Daten nicht gezeigt), 
wobei keine Überexpression eines Proteins mit der erwarteten Größe von 64,6 kDa zu 
erkennen war. Da außerdem in dem Rohextrakt weiterhin photometrisch keine BVMO-
Aktivität gemessen werden konnte, wurde die Umsetzung von BVMO-Substraten in 
einer Ganzzellkatalyse mit ruhenden Zellen evaluiert. Die Biotransformationsansätze 
erfolgten mit Steroiden sowie cycloaliphatischen, bizyklischen, aromatischen und 
offenkettigen Ketonen4. Bei der nachfolgenden GC/MS-Analyse wurden keine Umsätze 
gemessen. Diese Ergebnisse zeigten, dass die putative Steroidmonooxygenase aus 
A. flavus in C. glutamicum nicht oder nicht im aktiven Zustand exprimierbar war.  

                                                
4 In der Ganzzellkatalyse mit Corynebacterium glutamicum eingesetzte Substrate: Progesteron, 
11-Ketoprogesteron, Androstendion, Cyclopentanon, 2-Methylcyclopentanon, Cyclohexanon,  
2-Methylcyclohexanon, 2-Phenylcyclohexanon, Cycloheptanon, Bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-on, 
1R,4R-Bicyclo[2.2.1]-heptan-2,5-dion, Norcampher, (+)-Campher, Acetophenon, Cyclopentyl-
methylketon, Cyclohexylmethylketon, 2-Decanon 
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3.4.5.4 Expression der putativen STMO aus A. flavus in P. pastoris 

Da die Expression der putativen Steroidmonooxygenase aus A. flavus in zwei prokary-
otischen Expressionswirten nicht erfolgreich war, wurde die cytoplasmatische Expres-
sion in der Hefe P. pastoris evaluiert. Dieser eukaryotische Expressionswirt ermöglicht 
im Gegensatz zu Prokaryoten posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierungen 
und die Ausbildung von Disulfidbrücken und konnte bereits zur rekombinanten Ex- 
pression einer Cytochrom P450-Monooxygenase aus Arabidopsis thaliana, die eine 
Baeyer-Villiger-Reaktion katalysiert, eingesetzt werden [Katsumata et al. 2008]. Die 
Proteinexpression ist nach der Integration des Fremdgens in den AOX1-Locus des 
Pichia-Genoms über Methanol induzierbar. Um einen möglicherweise negativen Ein-
fluss des C-terminalen His6-Tags und des myc-Epitops sowie einer unterschiedlichen 
Integration des Gens in das Pichia-Genom auf die Aktivität auszuschließen, erfolgte die 
Proteinexpression in je drei Transformanten mit und ohne His6-Tag, wobei die Proben 
zur Aktivitätsmessung drei beziehungsweise sieben Tage nach dem Beginn der tägli-
chen Induktion mit Methanol genommen wurden. Die Bestimmung der Umsetzung von 
BVMO-Substraten erfolgte in einer Ganzzellkatalyse mit ruhenden Zellen, wobei 
Steroide sowie cycloaliphatische, bizyklische, aromatische und offenkettige Ketone 
evaluiert wurden5. Bei der nachfolgenden GC/MS-Analyse konnte unabhängig von der 
Anwesenheit eines His6-Tags weder bei den drei Tage noch sieben Tage nach Induk-
tionsbeginn genommenen Proben ein Umsatz gemessen werden. Die SDS-Gele wie-
sen nach der Induktion mit Methanol eine starke Bande in der für das Fusionsprotein 
erwarteten Größe von 66 kDa auf, die drei Tage nach dem Start der Induktion beson-
ders stark war. Daher wurde diese Bande massenspektrometrisch untersucht, konnte 
jedoch nur als Alkoholoxidase 1 aus P. pastoris identifiziert werden. Da mit einer Kolo-
nie-PCR die Anwesenheit des putativen Steroidmonooxygenase-Gens in den Pichia-
Genomen nachgewiesen werden konnte, zeigt dies, dass die sechs getesteten rekom-
binanten Pichia-Stämme die putative Steroidmonooxygenase nicht exprimieren.  

3.4.5.5 Fazit der Expressionsstudien 

Die putative Steroidmonooxygenase aus A. flavus konnte in E. coli nicht aktiv expri-
miert werden, obwohl eine schwache Proteinbande massenspektrometrisch als das zu 
exprimierende Protein nachgewiesen werden konnte. Der C-terminale His6-Tag kann 
als Ursache hierfür ausgeschlossen werden, da ein durch QuikChange®-PCR herge-
stelltes Wildtypprotein inaktiv war. Zum Erhalt eines aktiven Proteins wurde zusätzlich 
die heterologe Expression in C. glutamicum und P. pastoris evaluiert, die jedoch 
ebenfalls kein aktives Protein exprimierten.  

Die Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous und die Cycloalkanonmonooxygenase 
aus C. radicicola konnten dagegen aktiv exprimiert werden. Auch wenn die CAMO nur 
zu einem geringen Teil als lösliches Protein vorlag und dies durch die Coexpression 

                                                
5 Für die Ganzzellkatalyse wurden die gleichen Substrate evaluiert wie bei dem zur 
rekombinanten Expression der STMO aus A. flavus getesteten C. glutamicum-Stamm (s.o.) 
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der Chaperone des TaKaRa Chaperone Plasmid Sets nicht signifikant zu verbessern 
war, konnte der lösliche Teil aufgereinigt und für eine Charakterisierung eingesetzt 
werden.  

3.4.6 Proteinaufreinigung über His6-Tag-Affinitätschromatographie 

Die Aufreinigung rekombinant hergestellter BVMOs aus einem Proteinrohextrakt er-
folgte über einen N-terminal fusionierten His6-Tag. Dazu diente eine Nickel-basierte 
Metallionenaffinitätschromatographie, wobei das Enzym mit einem imidazolhaltigen 
Puffer eluiert wurde. Die beiden SDS-Gele in Abbildung 3-12 bestätigen die erfolgrei-
che Aufreinigung beider Enzyme. 

 

Abbildung 3-12: SDS-Gele der Aufreinigung der Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous 
(links) und der CAMO aus C. radicicola (rechts), 15 µg Protein je Spur. 1: Rohextrakt, 2: Durch-
fluss, 3: Eluat. Die Identität einer zusätzlichen Elutionsbande von ca. 28 kDa in der Elutions-
fraktion der STMO ist ungeklärt. 

Zu sehen ist, dass beide Enzyme zu einer hohen Reinheit aufgereinigt werden konn-
ten. Der Aufreinigungsfaktor lag, wie in Tabelle 3-6 dargestellt, bei beiden Enzymen bei 
2,8. Die Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous konnte ohne signifikanten Aktivi-
tätsverlust bei Raumtemperatur aufgereinigt werden und zeigte nach einer Woche 
Lagerung auf Eis einen sehr geringen Aktivitätsverlust von ca. 3%. Bei einer Aufreini-
gung bei Raumtemperatur war die spezifische Aktivität der Cycloalkanonmonooxy-
genase dagegen verglichen mit dem Rohextrakt um 32% reduziert. Dies zeigte, dass 
die Cycloalkanonmonooxygenase weniger stabil als die Steroidmonooxygenase aus 
R. rhodochrous ist. Das Enzym wurde daher bei 4°C aufgereinigt.  
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Tabelle 3-6: Exemplarische Aufreinigungstabelle für die His6-Tag Affinitätschromatographie des 
Rohextraktes der E. coli Stämme, die rekombinant die Cycloalkanonmonooxygenase oder die 
Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous exprimierten. 

 

Gesamt-
protein 

[mg] 

Gesamt-
aktivität 

[U] 

Spezifische 
Aktivität 
[U/mg] 

Ausbeute 
[%] 

 

Aufrei-
nigungs-
faktor [x] 

Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola 
Rohextrakt 58,6 89,0 1,52 100 1 
His6-Tag (HisTrap) 8,9 38,6 4,32 43 2,8 
Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous 
Rohextrakt 7,4 1,22 0,165 100 1 
His6-Tag (HisTrap) 2,4 1,09 0,460 89 2,8 

3.5 Untersuchungen zur CAMO aus C. radicicola 

3.5.1 Einfluss des His6-Tags auf die Aktivität 

Für eine Aufreinigung wurde das Gen der Cycloalkanonmonooxygenase als Konstrukt 
mit einem N-terminalen His6-Tag exprimiert. Um mit diesem Fusionsprotein Aussagen 
über die Aktivität des nativen Enzyms treffen zu können, mussten zunächst die Aktivi-
täten der rekombinant exprimierten Enzyme mit und ohne His6-Tag evaluiert werden.  
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Abbildung 3-13: CAMO-Aktivität gegen Cyclohexanon im E. coli-Rohextrakt des Wildtyps 
(pCAMO) bzw. der CAMO mit N-terminalem His6-Tag (pHisCAMO). Die Spalten pCAMO und 
pCAMOHis zeigen das niedrige Aktivitätsniveau vor der Induktion mit IPTG. pCAMO+IPTG und 
pHisCAMO+IPTG zeigen das Aktivitätsniveau 18 h nach der Induktion. 
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Dazu erfolgte eine vergleichende Expression beider Enzymvarianten in E. coli, wobei 
die Aktivitäten der Rohextrakte verglichen wurden. Abbildung 3-13 zeigt die Ergebnisse 
zum Induktionszeitpunkt und bei Zellernte. Zu sehen ist, dass das Aktivitätsniveau im 
Rohextrakt mit und ohne His6-Tag nahezu identisch ist. Das Aktivitätsprofil der CAMO 
mit N-terminalem His6-Tag kann daher als identisch zu dem des Wildtyps angesehen 
werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass vor der Induktion keine signifikante 
BVMO-Expression stattfindet. 

3.5.2 Analyse der oligomeren Struktur 

Da das in dieser Arbeit identifizierte Enzym die erste rekombinant exprimierte eukaryo-
tische BVMO ist, sollte zum Vergleich mit den bekannten prokaryotischen Enzymen die 
oligomere Struktur aufgeklärt werden. Dazu wurden Gelfiltration und Blau-Nativ-Gel-
elektrophorese evaluiert. Die Bestimmung des nativen Molekulargewichts erfolgte je-
weils mit einer vorher über den His6-Tag zur visuellen Homogenität aufgereinigten 
Probe. Das Molekulargewicht des Enzyms wurde mittels Gelfiltration auf etwa 76 kDa 
bestimmt. 

 

Abbildung 3-14: Chromatogramm einer Größenausschlusschromatographie zur nativen 
Molekulargewichtsbestimmung der CAMO. Die verwendete Superdex™ 200 prep grade Säule 
(XK 16/60) wurde mit Katalase aus Rinderleber (Tetramer, 240 kDa), Alkoholdehydrogenase 
aus Saccharomyces cerevisiae (YADH, Tetramer, 135 kDa), Rinderserumalbumin Fraktion V 
(BSA, 66 kDa) und grün-fluoreszierendem Protein (GFP, 27 kDa) kalibriert (kleines Bild). Die 
BVMO wurde bei 85 ml eluiert, ihr Molekulargewicht wurde daher zu 76 kDa bestimmt. 

Das Elektropherogramm einer Blau-Nativ-Gelelektrophorese zeigte ebenfalls, dass das 
native Molekulargewicht der CAMO bei etwa 70 kDa liegt. Da das theoretische Mole-
kulargewicht der Cycloalkanonmonooxygenase bei 61,9 kDa liegt, zeigen diese Ergeb-
nisse, dass die BVMO eine monomere Struktur aufweist. Die Gewichtsdifferenz zwi-
schen dem gemessenen und theoretischen Molekulargewicht ist wahrscheinlich auf 
unterschiedliche molekulare Formen der BVMO und der eingesetzten Standardenzyme 
und somit auf ein unterschiedliches Laufverhalten zurück zu führen.  
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3.5.3 Bestimmung des pH-Optimums 

Zur Bestimmung des pH-Optimums wurden Lyophilisatlösungen mit jeweils 5 mg/ml 
Lyophilisat im Puffer mit dem entsprechenden pH-Wert hergestellt. Die Messung 
erfolgte spektrophotometrisch bei pH-Werten zwischen 4,5 und 10. Die Aktivitäten 
gegenüber Cyclohexanon sind für unterschiedliche pH-Werte in Abbildung 3-15 darge-
stellt.  
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Abbildung 3-15: pH-Aktivitätsprofil der CAMO aus C. radicicola gegen Cyclohexanon. Die 
spektrophotometrischen Messungen erfolgten in 50 mM Pufferlösungen von Citratpuffer für pH 
4,5-6,0 (), Phosphatpuffer für pH 6,0-8,0 (), Tris-HCl für pH 7,5-9,0 () und Glycin-NaOH-
Puffer für pH 9,0-10,0 (). Eine relative Aktivität von 100% bezieht sich auf 0,223 U/mg. 

Die BVMO aus C. radicicola wies ein glockenförmiges pH-Aktivitätsprofil mit einem  
pH-Optimum bei pH 8,0 auf. Erwähnenswert ist die umgekehrte Aktivitätstendenz mit 
Natriumphosphatpuffer und Tris-HCl: Während die Aktivität mit Phosphatpuffer bei  
pH 8 niedriger ist als bei 7,5, ist dies mit Tris-Puffer umgekehrt. Das Enzym ist mit  
Tris-HCl bei pH 8,0 doppelt so aktiv wie mit Natriumphosphatpuffer, obwohl sich die 
Aktivitäten bei pH 7,5 nur geringfügig unterscheiden.  

3.5.4 Temperaturstabilität 

Für einen weitergehenden Vergleich mit bekannten BVMOs wurde die temperaturab-
hängige Stabilität der CAMO bestimmt. Dazu wurde der Rohextrakt für fünf oder zehn 
Minuten bei Temperaturen zwischen 5 und 50°C in einem Wasserbad inkubiert. Sofort 
nach dem Ende der Inkubationszeit wurde die Aktivität aller Proben bei 25°C dreifach 
spektrophotometrisch gemessen. Die Halbaktivitätstemperatur, also der Übergangs-
mittelpunkt bei gleicher Konzentration des aktiven und inaktiven Zustandes, wurde 
numerisch aus den angepassten Kurven berechnet. 

Wenn das Enzym für fünf Minuten bei den jeweiligen Temperaturen inkubiert wurde, 
lag die Halbaktivitätstemperatur der aufgereinigten CAMO bei 28°C (Abbildung 3-16). 
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Bei einer zehnminütigen Inkubationsdauer lag die Halbaktivitätstemperatur nur bei 
23,7°C. Der Rohextrakt war verglichen mit dem aufgereinigten Enzym etwas stabiler, 
zeigte aber ein ähnliches Denaturierungsverhalten. 
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Abbildung 3-16: Bestimmung der Temperaturstabilität der CAMO bei Inkubation für 5 min () 
oder 10 min (). Die Halbaktivitätstemperaturen wurden aus den Wendepunkten der gefitteten 
Kurven bestimmt.  

3.5.5 Untersuchungen zur Stabilisierung der CAMO 

Vor der Herstellung einer größeren Menge der CAMO aus C. radicicola sollte zunächst 
die Stabilität eines Enzym-Lyophilisates im kleinen Maßstab getestet werden. Da beim 
Lyophilisieren des Rohextraktes der CAMO ein Aktivitätsverlust von etwa 70% erfolgte, 
sollten zur besseren Erhaltung der Aktivität zusätzliche Stoffe als Lyoprotektoren zuge-
setzt werden. Dazu wurden Trehalose, Mannitol, Tween 80 und Polyethylengly- 
kol (PEG) 1550 in einer Endkonzentration von 1% (w/v) sowie Sorbitol in einer Endkon-
zentration von 2% (w/v) dem Rohextrakt zugesetzt, die Ansätze lyophilisiert und die 
Aktivität evaluiert.  

Der frische Rohextrakt wies eine Aktivität von 0,94 U/mg auf. Die nach der Lyophilisie-
rung mit den einzelnen Ansätzen erhaltenen Werte wurden daher mit dieser Aktivität 
verglichen. Abbildung 3-17 zeigt die Aktivitäten der einzelnen Lyophilisatansätze bezo-
gen auf 1 ml Rohextrakt. 
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Abbildung 3-17: Aktivität des Rohextrakts und erhaltenen Lyophilisaten der CAMO in 
Abhängigkeit vom eingesetzten Lyoprotektor. 

Effektivste Lyoprotektoren waren Trehalose und Mannitol, mit welchen nach der Lyo-
philisierung 70% beziehungsweise 75% der Aktivität des Rohextraktes erhalten werden 
konnte. Die mit Sorbitol und Tween 80 hergestellten Lyophilisate wiesen dagegen nur 
Restaktivitäten von 51% beziehungsweise 58% auf. Kein positiver Effekt wurde mit  
1% (w/v) PEG 1550 erzielt, hier war die Restaktivität mit 20% noch niedriger als ohne 
den Zusatz von Lyoprotektoren. Das mit Trehalose hergestellte Lyophilisat war bei 
-20°C über mehrere Wochen stabil und zeigte nur einen geringen Aktivitätsverlust. 

Zur Herstellung von Lyophilisat in größerem Maßstab diente daher 1% (w/v) Trehalose 
als Lyoprotektor. 

3.5.6 Expression der CAMO im 20-Liter-Maßstab 

Um eine umfassende Charakterisierung der BVMO zu ermöglichen, musste eine aus-
reichende Menge des Enzyms zur Verfügung stehen. Die Cycloalkanonmonooxy-
genase wurde daher im 20 l-Maßstab in einem Fermenter kultiviert, wobei der pH kon-
stant bei 7,5 und die Sauerstoffsättigung bei 40% gehalten wurde. Bei der Ernte acht-
zehn Stunden nach der Induktion konnten 260 g Zellfeuchtmasse gewonnen werden. 

Aus der Expression im 20 l-Maßstab konnte ein Gesamt-BVMO-Titer von 2,5x104 Units 
gewonnen werden. Die bei der Ernte erreichte optische Zelldichte von 13,52 sowie die 
Aktivitätsausbeute von 1,25 Units pro ml TB-Medium waren dabei mit der Kultivierung 
im Schüttelkolben vergleichbar. 
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Abbildung 3-18: Prozessverlauf der Kultivierung der CAMO aus C. radicicola im 20 l-Maßstab. 
Der Verlauf der Temperatur (rot), der Rührgeschwindigkeit (schwarz), der Sauerstoffsättigung 
(blau) und des pH-Wertes (grün) im Kultivierungsansatz sind im Diagramm dargestellt. 

 

3.5.7 Substratspektrum der Cycloalkanonmonooxygenase 

Da die neu identifizierte BVMO aus C. radicicola die erste rekombinant hergestellte 
eukaryotische BVMO ist, sollte zum Vergleich mit bekannten BVMOs das Sub-
stratspektrum umfassend untersucht werden. Die Untersuchung einer Vielfalt potenti-
eller Substrate erfolgte über eine spektrophotometrische Aktivitätsmessung des über 
His6-Tag aufgereinigten Enzyms.  

Tabelle 3-7: Substratspektrum der CAMO aus C. radicicola. Alle Substrate wurden dreifach mit 
dem aufgereinigten Enzym gemessen. 

Substrata Aktivität 
[U/mg] Aktivitätb [%] 

Zyklische Ketone   
Cyclohexanon 4,22 ± 0,05 100,0 
Cyclobutanon 3,67 ± 0,04 86,9 
2-Hydroxycyclobutanon 2,84 ± 0,12 67,3 
Cyclopentanon 0,48 ± 0,01 11,3 
2-Methylcyclopentanon 2,55 ± 0,07 60,5 
2-Acetylcyclopentanon 0,20 ± 0,01 4,8 
2-Methylcyclohexanon 3,34 ± 0,12 79,2 
2-Chlorcyclohexanon 0,82 ± 0,02 19,5 
2-Phenylcyclohexanon 0,46 ± 0,01 11,0 
Cycloheptanon 0,99 ± 0,01 23,5 
Cyclooctanon 0,13 ± 0,00 3,1 
1,3-Cyclohexandion n.c. 0 
1,4-Cyclohexandion 1,23 ± 0,00 29,2 
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Substrata Aktivität 
[U/mg] Aktivitätb [%] 

Bizyklische Ketone   
Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on 2,66 ± 0,05 63,0 
(1R,4R)-Bicyclo[2.2.1]heptan-2,5-dion 3,14 ± 0,06 74,4 
Norcampher  3,15 ± 0,05 74,8 
(+)-Campher  0,21 ± 0,01 5,1 
(–)-Campher  n.c. 0 
1-Indanon n.c. 0 
Steroide   
Progesteron n.c. 0 
Pregnenolon n.c. 0 
Androstendion n.c. 0 
Prasteron n.c. 0 
11-α-OH-Progesteron n.c. 0 
11-Ketoprogesteron n.c. 0 
Hydrocortison n.c. 0 
Corticosteron n.c. 0 
Offenkettige Ketone   
Cyclohexylmethylketon 0,66 ± 0,04 15,7 
Cyclopentylmethylketon 0,25 ± 0,01 6,0 
Cyclobutylmethylketon 0,74 ± 0,01 17,5 
Cyclopropylmethylketon n.c. 0 
Dicyclopropylketon n.c. 0 
Acetophenon n.c. 0 
3-Acetylindol n.c. 0 
2-Octanon 0,10 ± 0,01 2,5 
2-Decanon 0,06 ± 0,01 1,5 
3-Decanon 0,02 ± 0,00 0,5 
4-Decanon n.c. 0 
2-Dodecanon 0,02 ± 0,01 0,5 

aAlle Messungen erfolgten bei einer Substratkonzentration von 1 mM, außer für die Steroide 
(200 µM). Aufgrund der geringen Löslichkeit von Pregnenolon erfolgte die Messung hier mit 
einer Konzentration von 20 µM. 
bRelative Aktivität verglichen mit Cyclohexanon (100%-Wert). 
n.c.: nicht umgesetzt. 

 

Die Substrate der BVMO können in cycloaliphatische, bizyklische und offenkettige 
aliphatische Ketone unterteilt werden. Das Enzym zeigte dagegen keine signifikante 
Aktivität gegen Steroide und (hetero-)aromatische Verbindungen wie Acetophenon und 
3-Acetylindol. Bezüglich des Cofaktors ist die CAMO stark NADPH-abhängig. Dieser 
Cofaktor wird gegenüber NADH um drei Zehnerpotenzen bevorzugt.  

Das Enzym oxidierte ähnlich wie Cyclohexanonmonooxygenasen eine Vielfalt zykli-
scher und substituierter zyklischer Ketone, insbesondere 2-Methylcyclopentanon und 
2-Methylcyclohexanon sowie substituierte Cyclobutanone wie 2-Hydroxycyclobutanon. 
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Gegenüber 2-Methylcyclopentanon war die Aktivität bei einer Substratkonzentra- 
tion von 1 mM sogar höher als gegenüber unsubstituiertem Cyclopentanon. Die  
BVMO zeigte auch gegen bizyklische Ketone wie Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on,  
(1R,4R)-Bicyclo[2.2.1]heptan-2,5-dion und Norcampher Aktivität. Weiterhin war die 
CAMO jedoch auch gegen offenkettige Ketone wie Cyclobutyl-, Cyclopentyl- und 
Cyclohexylmethylketon aktiv, die bisher nicht als typische Substrate für CHMOs 
beschrieben wurden. 

Um sicherzustellen, dass die über die spektrophotometrische Verfolgung der Umset-
zung von NADPH die ermittelten Substrate auch wirklich umgesetzt werden, erfolgte 
eine Ganzzellbiokatalyse mit ruhenden, die BVMO rekombinant exprimierenden  
E. coli BL21 (DE3)-Zellen. Zur Cofaktorregenerierung diente Glucose. Die Substrat-
konzentration lag jeweils bei 2 mM, wobei die schlechter löslichen Steroide nur in einer 
Konzentration von 0,4 mM eingesetzt wurden. Die Reaktion erfolgte bei einer 
Temperatur von 25°C. Mittels GC-MS wurde ermittelt, welche Substrate umgesetzt und 
dass tatsächlich die erwarteten Produkte gebildet wurden. Die Ergebnisse dazu stellt 
Tabelle 3-8 dar.  

Tabelle 3-8: Ganzzellbiokatalyse mit ausgewählten Substraten der CAMO.  

Substrat Produktester- / Lacton Umsatz 
3-Phenylcyclobutanon 3-Phenyl-4-butyrolacton (+) 
Cyclopentanon δ-Valerolacton (+) 
2-Methylcyclopentanon 5-Methyl-5-valerolacton ++ 
Cyclohexanon ε-Caprolacton ++ 
2-Methylcyclohexanon 6-Methyl-6-caprolacton ++ 
2-Phenylcyclohexanon 6-Phenyl-6-caprolacton (+) 
Cycloheptanon ζ-Enantholacton ++ 
Bicyclo[3.2.0]-hept-2-ene-6-on 2-Oxabicyclo[3.3.0]oct-6-en-3-on ++ 
Norcampher 2-Oxabicyclo[3.2.1]octan-3-on ++ 

(+)-Campher 1,8,8-Trimethyl-2-oxa-
bicyclo[3.2.1]octan-3-on ++ 

Progesteron Testosteronacetat - 
11-Ketoprogesteron 11-Ketotestosteronacetat - 
Androstendion Testololacton - 

Prasteron 3β-hydroxy-17a-oxa-d-homo-
androst-5-en-17-on - 

Cyclohexylmethylketon Cyclohexylacetat + 
Cyclopentylmethylketon Cyclopentylacetat + 
2-Decanon Octylacetat (+) 

++ Vollständiger Umsatz nach 2,5 Stunden. 
+  Vollständiger Umsatz nach 18 Stunden. 
(+)  Signifikante Produktmenge gemessen. 
-  Kein Umsatz. 

Die Beobachtungen anhand der analytischen Biokatalyseansätze entsprachen den 
spektrophotometrischen Untersuchungen anhand des NADPH-Verbrauchs. Die zykli-
schen Verbindungen 2-Methylcyclopentanon, Cyclohexanon, 2-Methylcyclohexanon 
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und Cycloheptanon sowie die bizyklischen Verbindungen Norcampher, (+)-Campher 
und Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on wurden innerhalb von 2,5 Stunden vollständig zu den 
entsprechenden Produktlactonen umgesetzt. Die offenkettigen Ketone Cyclohexyl-
methylketon und Cyclopentylmethylketon wurden nach achtzehn Stunden vollständig 
zu den korrespondierenden Estern umgesetzt. Alle in den Reaktionen gebildeten 
Produkte konnten mittels GC-MS über die Massenspektren identifiziert werden. Im 
Gegensatz dazu wurde wie schon bei der spektrophotometrischen Messung keines der 
evaluierten Steroide Progesteron, 11-Ketoprogesteron, Androstendion und Prasteron 
umgesetzt.  

Um auszuschließen, dass eine möglicherweise sehr langsame Umsetzung der ver-
wendeten Steroide gegebenenfalls durch das eingesetzte Ganzzellsystem verhindert 
wird, wurde zusätzlich das aufgereingte Enzym über Nacht mit Progesteron, 
Androstendion, oder Prasteron und einer äquimolaren Menge NADPH bei 25°C inku-
biert. Bei der nachfolgenden GC-MS-Analyse war jedoch ebenfalls nur der Sub-
stratpeak und kein Produkt zu sehen. Das mit molekularbiologischen Methoden identi-
fizierte Enzym setzte folglich keine Steroide um. 

3.5.8 Bestimmung der kinetischen Parameter 

Für eine umfassende Charakterisierung der BVMO sollten auch kinetische Parameter 
für die wichtigsten Substrate bestimmt werden. Dies erfolgte spektrophotometrisch bei 
pH 8,0 auf Basis der NADPH-Abnahme bei 340 nm als Maß für die Oxidations-
geschwindigkeit des Substrates bei verschiedenen Substratkonzentrationen.  

  

Abbildung 3-19: Bestimmung der kinetischen Parameter der aufgereinigten CAMO exempla-
risch für die Substrate Cyclobutanon und Cyclohexanon. 

Die BVMO wies die höchste katalytische Aktivität gegenüber Cyclobutanon und Cyclo-
hexanon auf. Dabei wurde Cyclobutanon mit der größten Affinität (7,1 µM) und Cyclo-
hexanon mit der höchsten Wechselzahl umgesetzt (9,8 s-1). Die höchste katalytische 
Effizienz (kcat/Km) wurde dagegen für Cyclobutanon bestimmt (920 mM-1 s-1). Vergleicht 
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man die Aktivität der BVMO gegen verschiedene cycloaliphatische Verbindungen ver-
schiedener Ringgrößen, so fällt auf, dass die Maximalgeschwindigkeiten beziehungs-
weise Wechselzahlen des Enzyms für Cyclobutanon, Cyclopentanon, Cyclohexanon 
und Cycloheptanon in vergleichbaren Größenordnungen liegen, wohingegen die 
Michaelis-Menten-Konstanten deutlich verschieden sind. Die Km-Werte für cycloalipha-
tische Ketone mit einer ungeraden Anzahl an Ringkohlenstoffatomen wie Cyclopen-
tanon und Cycloheptanon sind um etwa zwei Größenordnungen höher als für Verbin-
dungen mit einer geraden Anzahl an Ringatomen.  

Tabelle 3-9: Kinetische Parameter der aufgereinigten CAMO. 

Substrat Vmax 
[U/mg] 

Km 
[mM] 

kcat 
[s-1] 

kcat/Km 
[s-1 mM-1] 

Cyclobutanon 6,59 0,007 6,80 920 

2-Hydroxycyclobutanon 4,36 0,12 4,49 38 

Cyclopentanon 5,78 4,66 5,96 1,3 

Cyclohexanon 9,50 0,04 9,80 238 

2-Phenylcyclohexanon 0,72 0,33 0,73 2,3 

Cycloheptanon 4,14 0,88 4,28 4,9 
Cyclooctanon 0,66 1,03 0,68 0,7 

 

3.5.9 Ableitung struktureller Eigenschaften 

Die Struktur der Cycloalkanonmonooxygenase wurde bisher nicht gelöst. Um die Ei-
genschaften des Enzyms auch strukturell zu untersuchen, wurde die Verwendung ei-
nes Homologiemodells mit dem Programm Yasara Structure angestrebt. Dabei wurden 
Homologiemodelle des Enzyms auf Basis der offenen und geschlossenen Struktur  
der CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 (PDB-Codes 3GWF und 3GWD) sowie ein  
automatisch generiertes Hybridmodell aus der Struktur der CHMO aus Rhodococ- 
cus sp. HI-31 und der PAMO, das jedoch weitestgehend auf der offenen Struktur der 
CHMO basierte, erstellt. Alle Modelle wurden mit einem Simulationslauf über 500 ps 
energieminimiert und die strukturelle Momentaufnahme mit der niedrigsten Energie als 
Homologiemodell eingesetzt. Bei der Auswertung der Homologiemodelle ist jedoch zu 
berücksichtigen, dass die CAMO aus C. radicicola nur 45,9% Sequenzidentität zur 
CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 aufweist und die Aussagekraft des Homologie-
modells daher beschränkt sein könnte.  

3.5.9.1 Validierung der Homologiemodelle 

Zur Validierung der Homologiemodelle wurden die mit Yasara Structure hergestellten 
und energieminimierten Strukturen über den „Stuctural Analysis and Verification Ser-
ver“ (SAVES), welcher die simultane Nutzung mehrerer bewährter Validierungs-
programme ermöglicht, überprüft. PROCHECK [Laskowski et al. 1993], ein Bestandteil 
von SAVES, ist ein Paket von Programmen, mit denen die stereochemische Qualität 
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von Homologiemodellen durch die Analyse der Geometrie einzelner Reste und der 
gesamten Struktur untersucht werden kann. Das Programm misst eine Anzahl von Pa-
rametern wie φ, ψ, ω, χ1 und χ2-Winkel sowie Bindungslängen und vergleicht diese als 
stereochemische Indikatoren mit aus Kristallstrukturen abgeleiteten Standardparame-
tern. Ein wichtiges Kriterium für die Qualität des Proteinrückgrats ist dabei das Verhält-
nis von φ- und ψ-Winkel, das anhand der Konformation isoliert betrachteter Dipeptide 
ermittelt wird. Zur graphischen Auswertung wurden beide Winkel des Hybridmodells in 
einem Ramachandran-Plot aufgetragen, der in bevorzugte, erlaubte, noch erlaubte und 
verbotene Regionen unterteilt und in Abbildung 3-20 dargestellt ist. 
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Abbildung 3-20: Links: Ramachandran-Plot für das Hybridmodell der Cycloalkanonmonooxy-
genase. Bevorzugte Regionen sind rot, erlaubte Regionen gelb, noch erlaubte Regionen hell-
rosa und verbotene Regionen weiß unterlegt. Glycinreste sind als Dreiecke dargestellt. Rechts: 
Schematische Darstellung zur Bezeichnung der Torsionswinkel in Proteinen. 

Insgesamt wiesen 461 der 463 und damit 99,6% der Aminosäurereste ohne Prolin und 
Glycin realistische Konformationen auf. Auf dem Ramachandran-Plot sind 91,1% der 
φ- und ψ-Winkel im bevorzugten Bereich, 8,2% im erlaubten Bereich und 0,2% im noch 
erlaubten Bereich. Als Qualitätsmaß für die Struktur wird auch der G-Faktor verwendet, 
wobei Werte von unter -0,5 auf eine starke Abweichung von den Toleranzwerten und 
damit auf sehr ungewöhnliche Strukturen hinweisen. Je positiver der Wert des G-Fak-
tors ist desto zuverlässiger ist das Modell. Für das Hybridmodell wurde ein G-Faktor 
von 0,16 berechnet, was auf ein geometrisch sinnvolles Modell hinweist. Weiterhin 
diente PROCHECK auch zur Berechnung von Bindungslängen und der Torsionswinkel 
der Seitenketten. Die in Tabelle 3-10 dargestellten Werte zeigen dabei, dass alle drei 
erstellten Homologiemodelle geometrisch realistisch sind. 
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Neben PROCHECK dienten auch die ebenfalls im Programmpaket SAVES enthaltenen 
Strukturbewertungsprogramme Verify3D und ERRAT zur Evaluierung der Homo-
logiemodelle. Verify3D [Eisenberg et al. 1997] ordnet jedem Aminosäurerest basierend 
auf der Sekundärstruktur und dem Anteil polarer Kontakte eine strukturelle Klasse zu. 
Basierend darauf wird für jeden Aminosäurerest ein Qualitäts-Score berechnet, anhand 
dessen die Kompatibilität des 3D-Strukturmodells mit der 1D-Primärstruktur bewertet 
werden kann. Werte unter 0,2 deuten dabei auf Fehler in der Struktur für den entspre-
chenden Rest hin. Die Berechnungen der Werte bei den erstellten Homologiemodellen 
ergaben je nach Modell für 94,7% bis 99% der Aminosäuren einen Wert von über 0,2 
und weisen damit auf eine gute Qualität aller drei Modelle hin.  

Das Programm ERRAT [Colovos et al. 1993] analysiert relative Häufigkeiten von nicht 
gebundenen Wechselwirkungen zwischen Kohlenstoff-, Stickstoff- und Sauerstoff-
atomen statistisch und bestimmt so Fehler in den Strukturmodellen. Der mit diesem 
Programm bestimmte Gesamtqualitätsfaktor lag mit Werten zwischen 95 und 97% 
ebenfalls in einem sehr guten Bereich.  

Tabelle 3-10: Mit PROCHECK, Verify3D und ERRAT berechnete stereochemische Parameter 
der drei Homologiemodelle der CAMO aus C. radicicola. 

Basis des  
Homologiemodells 

Hybrid 3GWF 3GWD 

PROCHECK    
Ramachandran-Plot    
       Bevorzugt 91,1% 90,7% 90,7% 
       Erlaubt 8,2% 8,6% 8,6% 
       Noch erlaubt 0,2% 0,4% 0,0% 
       Verboten 0,4% 0,2% 0,6% 
Ramachandranplots für einzelne 
Aminosäuren (markierte Reste) 

11/529 5/529 9/529 

χ1 - χ2-Plots (markierte Reste) 4/309 5/309 8/309 
G-Faktoren    
       Diederwinkel -0,02 0,01 -0,06 
       Kovalent 0,41 0,44 0,42 
       Gesamt 0,16 0,19 0,14 
Hauptkettenbindungslängen 100% 100% 100% 
Hauptkettenbindungswinkel 98,1% 98,6% 98,3% 
Planare Peptidbindungen 93,8% 95,2% 93,8% 
Verify 3D (3D-1D-score > 0,2) 94,74% 96,05% 99,06% 
Errat (Gesamtqualitätsfaktor) 97,115 95,322 97,292 

3GWF: Offene Kristallstruktur der CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31. 
3GWD: Geschlossene Kristallstruktur der CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31. 

 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass alle erstellten Homologiemodelle von 
guter Qualität sind. Für weitere Untersuchungen diente das mit Yasara Structure er-
stellte Hybridmodell. 
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3.5.9.2 Untersuchungen zur Stabilisierung der CAMO auf struktureller Basis 

In den Untersuchungen zur proteinbiochemischen Charakterisierung der CAMO aus 
C. radicicola konnte gezeigt werden, dass die Temperaturinaktivierung dieses Enzyms 
schon bei deutlich niedrigeren Temperaturen als bei der CHMO aus A. calcoaceticus 
erfolgt. Um eine mögliche strukturelle Erklärung dafür zu finden, wurden die Methionin- 
und Cysteinreste der CAMO mit denen der CHMOs aus Rhodococcus sp. HI-31 und 
aus A. calcoaceticus sowie mit denen aus PAMO verglichen. Interessanterweise 
konnte bei diesem Sequenzvergleich ein Methioninrest (Met 57) identifiziert werden, 
der nicht homolog in CHMOs oder in der PAMO vorkommt und in Nachbarschaft zum 
C4a-Atom des FAD liegt, das die reaktive Hydroperoxidgruppe während des katalyti-
schen Zyklus trägt. Das α-Kohlenstoffatom von Methionin 57 ist 7,7 Å vom C4a-Atom 
der Flavinstruktur entfernt, das Schwefelatom von Methionin 57 ist davon 10,3 Å ent-
fernt. Es wurde daher angenommen, dass dieser Methioninrest möglicherweise oxidiert 
werden und so die verhältnismäßig schnelle Inaktivierung der CAMO begünstigen 
könnte. Um diese These zu prüfen, wurde der fragliche Methioninrest durch eine Quik-
Change®-PCR gegen einen Leucinrest ausgetauscht. Diese Aminosäure ist in den 
Cyclohexanonmonooxygenasen aus A. calcoaceticus und Rhodococcus sp. HI-31 an 
dieser Position zu finden und erschien auch aufgrund der verglichen mit Methionin ge-
ringeren Oxidationsempfindlichkeit und der ähnlichen sterischen Größe Erfolg verspre-
chend. Die Mutante wurde bezüglich ihres Substratspektrums und ihrer Stabilität unter-
sucht. Das Substratspektrum war dem Wildtyp sehr ähnlich, wobei die Aktivitäten aller 
Substrate nur bei etwa 50% des Wildtypniveaus lagen. Weiterhin konnte gezeigt wer-
den, dass die Mutante weniger stabil als der Wildtyp ist. Während der Rohextrakt des 
Wildtyps nach einer fünfminütigen Inkubation bei 30°C noch 28% Restaktivität aufwies, 
waren dies bei der Mutante nur noch 2,7%.  

3.6 Untersuchungen zur STMO aus R. rhodochrous 
Um die Aktivitäten der neu identifizierten Steroidmonooxygenasen mit anderen Steroid-
monooxygenasen vergleichen zu können, wurde die Steroidmonooxygenase aus 
R. rhodochrous basierend auf Literaturdaten [Morii et al. 1999] in E. coli exprimiert. Das 
erst ansatzweise untersuchte Substratspektrum des Enzyms wurde vervollständigt und 
mit den zu identifizierenden, möglicherweise Steroide umsetzenden Enzymen aus 
C. radiciclola verglichen. Weiterhin sollte das im Vergleich zur bisher nicht rekombinant 
exprimierten Steroidmonooxygenase aus C. radicicola enge Substratspektrum durch 
rationales Proteindesign erweitert werden. 
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3.6.1 Untersuchungen zur Stabilisierung der STMO 

Um den Rohextrakt der Steroidmonooxygenase ohne vorherige Expression und Auf-
schluss zur Charakterisierung des Enzyms nutzen zu können, wurden mögliche Bedin-
gungen zur Lyophilisierung der Steroidmonooxygenase evaluiert. Dazu dienten Treha-
lose, Sorbitol, Mannitol, Tween 80 und Polyethylenglykol (PEG) 1550, die dem Rohex-
trakt vor der Lyophilisierung zu einer Endkonzentration von jeweils 1% (w/v) zugesetzt 
und anschließend lyophilisiert wurden. 
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Abbildung 3-21: Aktivität des Rohextrakts der Steroidmonooxygenase in Abhängigkeit vom 
eingesetzten Lyoprotektor. 

Zu sehen war, dass im Gegensatz zur wesentlich instabileren CAMO aus C. radicicola 
bei der STMO auch bei der Lyophilisierung ohne stabilisierende Zusätze nur ein gerin-
ger Aktivitätsverlust von ca. 10% gegenüber dem Rohextrakt auftrat. Begründet liegt 
diese vergleichsweise hohe Stabilität möglicherweise in der verglichen mit der CAMO 
hohen Sequenzidentität von 51,8% zur thermostabilen Phenylacetonmonooxygenase 
aus T. fusca. Die effektivsten Lyoprotektoren waren Sorbitol und Tween 80, die beide 
zu einer Endkonzentration von 1% (w/v) zugesetzt wurden. Allerdings hatten alle 
getesteten Zusatzstoffe nur eine leicht stabilisierende Wirkung, die jedoch verglichen 
mit dem Lyophilisierungsansatz ohne Zusätze nie mehr als 20% ausmachte. Dieser 
Vorteil war jedoch aufgrund der guten Lyophilisierungsstabilität ohne Zusätze eher 
gering. Um die katalytischen Eigenschaften des Enzyms möglichst wenig zu beeinflus-
sen, erfolgte die Lyophilisierung zur Charakterisierung des Enzmys ohne stabilisie-
rende Zusätze. 
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3.6.2 Bestimmung des pH-Optimums 

Zur Bestimmung des pH-Optimums erfolgte die Messung des Rohextrakts der Steroid-
monooxygenase mit für die entsprechenden pH-Werte adäquaten Puffern. Die Aktivi-
täten bei den unterschiedlichen pH-Werten sind in Abbildung 3-22 dargestellt.  
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Abbildung 3-22: pH-Aktivitätsprofil der STMO aus R. rhodochrous. Die Messungen erfolgten in 
50 mM Pufferlösungen von Citratpuffer für pH 4,5-6,0 (), Phosphatpuffer für pH 6,0-8,0 (), 
Tris-HCl für pH 7,5-9,0 () und Glycin-NaOH-Puffer für pH 9,0-10,0 (). Eine relative Aktivität 
von 100% bezieht sich auf 0,123 U/mg. 

Zu sehen ist, dass das pH-Optimum der STMO aus R. rhodochrous stärker im Alkali-
schen liegt als bei der CAMO aus C. radicicola. Das Optimum liegt bei ca. pH 10,0 und 
damit deutlich über dem in der Literatur angegebenen pH-Optimum von 8,5 [Miyamoto 
et al. 1995]. Bei einem pH von 10 war die Stabilität des Enzyms jedoch geringer als bei 
einem pH-Wert zwischen 7 und 8, weshalb die Charakterisierung des Enzyms in Natri-
umphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0) erfolgte. Die Screening-Experimente wurden 
ebenfalls in diesem Puffer durchgeführt. Grund hierfür ist auch, dass das pH-Optimum 
der Steroidmonooxygenase aus C. radicicola für das zyklische Keton Androstendion 
deutlich unter dem pH-Optimum für das lineare Keton Progesteron liegt [Miyamoto et 
al. 1995]. Die Identifizierung einer Umsetzung von zyklischen Substraten sollte daher 
nicht durch einen zu hohen pH-Wert des Puffers erschwert werden.  

3.6.3 Substratspektrum der STMO 

Das erst ansatzweise und nur bezüglich Steroiden untersuchte Substratspektrum der 
Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous sollte in diesen Untersuchungen vervoll-
ständigt werden. Zur Evaluierung des Substratspektrums wurde das über His6-Tag 
aufgereinigte Enzym spektrophotometrisch auf Basis der NADPH-Abnahme in Natri-
umphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0) getestet. Die spezifischen Aktivitäten des über 
His6-Tag aufgereinigten Enzyms gegen Ketone verschiedener Substratklassen sind in 
Tabelle 3-11 dargestellt. 
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Tabelle 3-11: Substratspektrum der STMO aus R. rhodochrous. Alle Substrate wurden dreifach 
mit dem aufgereinigten Enzym in Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0) gemessen. Substrate, 
gegenüber denen die STMO eine Aktivität als 1,5% der Aktivität gegen Progesteron aufwies, 
wurden als nicht umgesetzt (n.c.) gekennzeichnet. 

Substrata Aktivität 
[U/mg] 

Aktivitätb 
[%] 

Steroide   
Progesteron 0,460 ± 0,002 100,0 
11-α-Hydroxyprogesteron 0,253 ± 0,023 54,9 
11-Ketoprogesteron 0,177 ± 0,002 38,5 
Pregnenolon n.c. 0 
Androstendion n.c. 0 
Prasteron n.c. 0 
Corticosteron 0,008 ± 0,000 1,7 
Hydrocortison n.c. 0 
Zyklische und bizyklische Ketone   
Cyclobutanon 0,038 ± 0,006 8,3 
2-Hydroxycyclobutanon 0,053 ± 0,004 11,5 
Cyclopentanon n.c. 0 
Cyclohexanon n.c. 0 
2-Phenylcyclohexanon n.c. 0 
Cycloheptanon n.c. 0 
Cyclooctanon n.c. 0 
Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on 0,008 ± 0,001 1,7 
1-Indanon n.c. 0 
Lineare Ketone   
Cyclohexylmethylketon 0,189 ± 0,005 41,1 
Cyclopentylmethylketon 0,023 ± 0,001 5,1 
2-Acetylcyclopentanon 0,043 ± 0,005 9,4 
Cyclobutylmethylketon n.c. 0 
Cyclopropylmethylketon n.c. 0 
Dicyclopropylketon n.c. 0 
3-Acetylindol 0,035 ± 0,002 7,5 
Acetophenon n.c. 0 
2-Butanon n.c. 0 
2-Hexanon n.c. 0 
2-Octanon n.c. 0 
2-Decanon 0,041 ± 0,001 8,9 
3-Decanon 0,011 ± 0,002 2,3 
4-Decanon 0,011 ± 0,001 2,3 
2-Dodecanon n.c. 0 

aAlle Messungen erfolgten bei einer Substratkonzentration von 1 mM, außer für die Steroide 
(200 µM). Aufgrund der geringen Löslichkeit von Pregnenolon erfolgte die Messung hier mit 
einer Konzentration von 20 µM. 
bRelative Aktivität verglichen mit Progesteron (100%-Wert). 
n.c.: nicht umgesetzt. 
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Zu sehen war, dass das Enzym neben den in der Literatur beschriebenen Aktivitäten 
gegen Progesteron, 11-α-Hydroxyprogesteron und 11-Ketoprogesteron [Miyamoto et 
al. 1995] auch Cyclohexylmethylketon umsetzt. Letzteres sollte zusammen mit Cyclo-
pentylmethylketon, gegen das das Enzym jedoch nur ca. 5% der Aktivität gegen Pro-
gesteron aufweist, eine Art Minimalsubstrat darstellen. Weiterhin konnten Aktivitäten 
von ca. 10% Restaktivität gegen die linearen Ketone 2-Decanon und 3-Acetylindol ge-
messen werden. Daneben katalysiert das Enzym auch die Umsetzung des Cortico-
steroids Corticosteron mit einer sehr geringen Rate. Bemerkenswert ist dagegen die 
Aktivität von etwa 10% gegen Cyclobutanon sowie das Cyclobutanonderivat 2-Hydro-
xycyclobutanon. Hierbei handelt es sich um die erste Aktivität der Steroidmonooxy-
genase aus R. rhodochrous gegen ein zyklisches Ketonsubstrat. Sehr geringe Aktivitä-
ten konnten auch gegen das bizyklische Ketonsubstrat Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on 
gemessen werden, das üblicherweise Substrat von Cyclobutanon- und Cyclohexanon-
umsetzenden Enzymen ist.  

Um sicherzustellen, dass die über die spektrophotometrische Verfolgung der NADPH-
Abnahme ermittelten Substrate auch wirklich umgesetzt werden, erfolgte eine Ganz-
zellbiokatalyse mit ruhenden, die Steroidmonooxygenase rekombinant exprimierenden 
E. coli BL21 (DE3)-Zellen. Zur Cofaktorregenerierung diente Glucose. Mittels GC-MS 
wurde ermittelt, welche Substrate umgesetzt und Produkte gebildet wurden. Die Er-
gebnisse dazu stellt Tabelle 3-12 dar. 

Tabelle 3-12: Ganzzellbiokatalyse mit ausgewählten Substraten der Steroidmonooxygenase.  

Substrat Produktester- / Lacton Umsatz 
Progesteron Testosteronacetat + 
11-Ketoprogesteron 11-Ketotestosteronacetat + 
Androstendion Testololacton - 

Prasteron 3β-hydroxy-17a-oxa-d-homo-
androst-5-en-17-on - 

Corticosteron 11-Hydroxy-17-(2-Hydroxyacetoxy)-
Androst-4-en-3-on (+) 

3-Phenylcyclobutanon 3-Phenyl-4-butyrolacton (+) 
Cyclopentanon δ-Valerolacton - 
Cyclohexanon ε-Caprolacton - 
2-Phenylcyclohexanon 6-Phenyl-6-caprolacton - 
Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on 2-Oxabicyclo[3.3.0]oct-6-en-3-on Spuren 
1-Indanon Dihydrocoumarin - 
Norcampher 2-Oxabicyclo[3.2.1]octan-3-on - 
Cyclohexylmethylketon Cyclohexylacetat + 
Cyclopentylmethylketon Cyclopentylacetat (+) 
3-Acetylindol 3-Acetoxyindol (+) 
Acetophenon Phenylacetat - 
2-Decanon Octylacetat (+) 

+  Vollständiger Umsatz nach 17 Stunden. 
(+)  Signifikante Produktmenge gemessen. 
-  Kein Umsatz. 
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Die Beobachtungen anhand der analytischen Biokatalyseansätze entsprachen den 
Ergebnissen der spektrophotometrischen Messungen. Es konnte gezeigt werden, dass 
nur die eine lineare Ketonstruktur aufweisenden Steroide Progesteron, 11-Keto-
progesteron und in geringem Umfang auch Corticosteron umgesetzt wurden. Dagegen 
wurden Steroide mit einer zyklischen Ketonstruktur am D-Ring wie Androstendion und 
Prasteron nicht umgesetzt. Neben der bereits photometrisch deutlich nachgewiesenen 
Umsetzung von Cyclobutanonderivaten konnte anhand der Biokatalyse auch nachge-
wiesen werden, dass bei der Umsetzung von Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on Spuren des 
entsprechenden Lactonprodukts gebildet wurden. 

3.6.4 Bestimmung kinetischer Parameter 

Für eine umfassende Charakterisierung der Steroidmonooxygenase sollten die in der 
Literatur beschriebenen Parameter überprüft und kinetische Parameter für neu ermit-
telte Substrate identifiziert werden. Die kinetische Charakterisierung des aufgereinigten 
Proteins der Steroidmonooxygenase erfolgte spektrophotometrisch bei 340 nm.  

  

Abbildung 3-23: Bestimmung der kinetischen Parameter der aufgereinigten Steroidmonooxy-
genase aus R. rhodochrous exemplarisch für die Substrate Progesteron und Cyclohexylmethyl-
keton. 

Tabelle 3-13: Kinetische Parameter der aufgereinigten Steroidmonooxygenase aus R. rho-
dochrous in Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0) 

Substrat Vmax 
[U/mg] 

Km 
[mM] 

kcat 
[s-1] 

kcat/Km 
[s-1 mM-1] 

Progesteron 0,676 0,085 0,702 8,25 
11α-Hydroxyprogesteron 0,665 0,299 0,690 2,31 
11-Ketoprogesteron 0,485 0,323 0,504 1,56 
Cyclohexylmethylketon 0,457 1,461 0,474 0,33 
Cyclobutanon 0,540 18,79 0,561 0,03 
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Zu sehen ist, dass der KM-Wert mit 85 µM im gleichen Bereich wie von Miyamoto und 
Mitarbeitern beschrieben (100 µM) liegt. Die Wechselzahl des aufgereinigten Enzyms 
gegen Progesteron war jedoch mit 0,702 s-1 niedriger als die in der Literatur 
beschriebenen 3,08 s-1. Ein Vergleich der Wechselzahlen des Enzyms gegen verschie-
dene Substrate zeigt, dass diese für alle Substrate in einem ähnlichen Größenbereich 
von 0,5 bis 0,7 s-1 liegen. Dagegen weichen die Michaelis-Menten-Konstanten stark 
voneinander ab. Während dieser Wert bei den Steroidsubstraten zwischen 85 und 
320 µM und damit deutlich im mikromolaren Bereich liegt, ist diese Konstante für 
Cyclobutanon um zwei Zehnerpotenzen höher und liegt bei 19 mM.  

3.7 Konstruktion und Charakterisierung von Mutanten der 
STMO aus R. rhodochrous 

Um eine Steroidmonooxygenase mit einer breiteren Substratspezifität zu erhalten, 
sollte das Substratspektrum der stabilen, aber ein sehr enges Substratspektrum auf-
weisenden Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous durch rationales Proteindesign 
erweitert werden. Da keine Kristallstruktur des Enzyms vorliegt, sollten dabei die be-
reits an der Phenylacetonmonooxygenase (PAMO) erfolgreich durchgeführten Mutatio-
nen auf die Steroidmonooxygenase übertragen werden. Dieser Ansatz erschien Erfolg 
versprechend, da die Steroidmonooxygenase phylogenetisch mit der PAMO verwandt 
ist. Ein besonderer Fokus lag dabei auf Pro445, dem darauf folgenden und in CHMOs 
nicht homolog vorkommenden Loop, sowie auf einer allosterischen Doppelmutante, die 
bei der PAMO ein deutlich erhöhtes Substratspektrum aufweist. 

3.7.1 Sättigungsmutagenese an Prolin 445 

Durch die Mutation von Pro440 (homolog zu Pro445 in der STMO aus R. rhodochrous) 
zu Leucin, Isoleucin, Asparagin, Histidin, Tyrosin und Tryptophan konnte die Spezifität 
einer Phenylacetonmonooxygenase erweitert werden [Reetz et al. 2009]. Die so er-
zeugten Enzymvarianten setzen nun beispielsweise auch 2-Ethylcyclohexanon und 2-
Cyclohexylcyclohexanon um. Da die Steroidmonooxygenase wie die PAMO einen auf 
diesen Prolinrest folgenden Loop und ebenfalls ein sehr enges Substratspektrum auf-
weist, wurde an dem homologen Aminosäurerest Prolin 445 eine Sättigungsmuta-
genese durchgeführt.  

Zur Erstellung einer Mutantenbibliothek wurden zunächst Oligonukleotide für eine 
QuikChange®-PCR evaluiert, deren Mutationsstelle in der Mitte eingefügt war. Die Se-
quenzierung wiederholter PCR-Ansätze ergab jedoch, dass viele der PCR-Produkte 
durch eine doppelte Primerinsertion fehlerhaft waren. Die Konstruktion der Mutanten-
bibliothek erfolgte daher mit den Primern SMO_P445NNK_sense und 
SMO_P445NNK_anti, die zur Verringerung einer Selbstzusammenlagerung nicht kom-
plett überlappend abgeleitet waren. Mit diesem Ansatz konnte bei einer Anlagerungs-
temperatur von 55°C mit und ohne 3% DMSO eine Mutantenbibliothek hergestellt wer-
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den, deren Qualität durch die Sequenzierung von sechs zufällig gewählten Kolonien 
sichergestellt werden konnte. Da E. coli DH5α nicht das zur Expression von T7-Expres-
sionssystemen erforderliche Fragment des Bakteriophagen λ (DE3) enthält, musste die 
DNA der Bibliothek aus E. coli DH5α in E. coli BL21 (DE3) transformiert werden. Dazu 
wurde die vereinigte Plasmid-DNA aus 173 Kolonien in E. coli BL21 (DE3) 
transformiert. Da bei der Sättigungsmutagenese 32 Varianten zu erwarten sind, waren 
somit aufgrund des Oversampling-Faktors von 5,4 mit 99,5% Wahrscheinlichkeit alle 
Mutanten bei der Umtransformation abgedeckt.  

Zum Screening der Mutantenbibliothek am Aminosäurerest Pro445 wurden insgesamt 
264 Kolonien der Bibliothek in E. coli BL21 (DE3) in Deepwellplatten kultiviert und die 
Aktivitäten spektrophotometrisch analysiert. Dabei dienten Progesteron, Pregnenolon, 
Androstendion, Prasteron und Corticosteron als Substrate. Die relativ hohe Aktivität 
des Wildtyps und hoch aktiver Mutanten gegenüber Progesteron konnte dabei deutlich 
von inaktiven Varianten unterschieden werden. Problematisch war jedoch eine ver-
gleichsweise hohe Hintergrundaktivität. Eine Messung von vergleichsweise geringen 
Aktivitäten, wie sie bei der Generierung neuer Substratspezifitäten grundsätzlich zu 
erwarten sind, war folglich nicht möglich. Mutanten mit den höchsten Aktivitäten gegen 
Progesteron konnten dennoch über diesem Ansatz spektrophotometrisch identifiziert 
und anschließend sequenziert werden. Alle Mutanten wiesen jedoch eine geringere 
Aktivität als der Wildtyp auf. Dabei wurde gezeigt, dass die Mutationen von Prolin 445 
zu Threonin, Serin, Asparagin, Isoleucin oder Leucin zu den höchsten Restaktivitäten 
bezüglich Progesteron führten. Aufgrund der signifikanten Hintergrundaktivität bei 
Messung der Aktivität gegen Androstendion und die weiteren getesteten Steroide war 
jedoch keine Bestimmung eindeutig aktiver Varianten möglich.  

Aus diesem Grund erfolgte neben der Charakterisierung eindeutig aktiver Mutanten 
auch die Untersuchung von zufällig ausgewählten Klonen der Bibliothek sowie von 
Mutanten, die bei der PAMO ein breiteres Substratspektrum aufwiesen. Charakterisiert 
wurden dabei neben den in der Literatur bei der PAMO ein erweitertes Substratspekt-
rum aufweisenden Mutanten auch weitere Varianten aus der am Prolinrest 445 herge-
stellten Bibliothek. 

Die Charakterisierung der Substratspektren der Mutanten erfolgte spektrophotomet-
risch bei 340 nm in Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0). Die Aktivitäten von aus-
gewählten aktiven Pro445-Mutanten sind in Abbildung 3-24 dargestellt. Die Aktivitäts-
werte aller Mutanten sind in Tabelle 8-1 und Tabelle 8-2 im Anhang aufgelistet. 
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Abbildung 3-24: Aktivität des Rohextraktes von ausgewählten Pro445-Mutanten der Steroid-
monooxygenase. Alle Substrate außer den Steroiden wurden in einer Endkonzentration von 
1 mM eingesetzt. Aufgrund der geringen Löslichkeit erfolgte der Assay mit den Steroiden nur 
bei einer Endkonzentration von 200 µM. 

Aktiv waren ausschließlich Mutanten mit ungeladenen aliphatischen Aminosäure-
seitenketten. Neben dem Wildtyp mit Prolin waren insbesondere die Mutanten mit pola-
ren ungeladenen Seitenketten wie Threonin, Serin und Asparagin aktiv. Dennoch war 
die Aktivität bei allen Mutanten niedriger als beim Wildtyp. Weiterhin zeigten auch die 
Mutanten mit unpolaren aliphatischen Aminosäuren wie Isoleucin und Leucin eine 
deutliche, wenn auch geringere Aktivität. Die weiteren untersuchten Mutationen zu 
Cystein, Lysin und Methionin wiesen nur eine sehr geringe Aktivität auf. Dagegen wa-
ren Mutationen zum negativ geladenen Aspartat sowie zu den aromatischen Seiten-
ketten Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin inaktiv. Zum Nachweis der Aktivität  
wurde die aktive Threoninmutante in einer GC-MS analysierten Biokatalyse auf den 
Umsatz ausgewählter Substrate getestet. Dabei konnte gezeigt werden, dass die 
Mutante wie auch der Wildtyp deutlich 3-Acetylindol, 2-Decanon sowie Spuren von 
Bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-on umsetzt. Dahingegen war die Variation zur aromatischen 
Aminosäure Phenylalanin auch in der Biokatalyse inaktiv. Auch wenn sich die 
Aktivitäten der aktiven Mutanten gegen verschiedene Substrate unterscheiden, 
akzeptiert keine der Mutanten ein Substrat, das nicht vom Wildtyp umgesetzt wird. 
Vielmehr sind die Aktivitäten meist gegenüber dem Wildtyp abgesenkt. Diese 
Aktivitätsverringerung war dabei meist am ausgeprägtesten gegenüber dem Substrat 
Progesteron zu beobachten. Bei den übrigen Substraten war die Aktivität verglichen 
mit dem Wildtyp meist weniger stark reduziert. 
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3.7.2 Weitere Mutanten der Steroidmonooxygenase 

Die Deletionen im auf Pro445 folgenden Loop, die bei der PAMO bereits an den 
homologen Aminosäureresten durchgeführt wurden [Bocola et al. 2005], wurden an der 
Steroidmonooxygenase nachvollzogen. Es wurde angenommen, dass die Deletion der 
Aminosäuren dieses Loops, der in CHMOs nicht homolog vorkommt, eine größere 
Substratbindetasche erzeugt. Zur Herstellung dieser Mutanten dienten mutagene 
Primer, die zur Verringerung einer Selbstzusammenlagerung nicht komplett überlap-
pend abgeleitet waren. Damit erfolgte die Herstellung von drei Deletionsmutanten in 
der zu untersuchenden Loopregion. Als Einzelmutante diente dabei eine Enzymvari-
ante, bei der Valin 447 deletiert war. Zusätzlich wurden auch zwei Doppeldeletions-
mutanten hergestellt, bei denen neben Valin 447 auch Serin 446 oder Leucin 448 ent-
fernt waren. 

In einer Entfernung von zwei Aminosäureresten zu dem untersuchten Loop liegt der 
Methioninrest 451, durch dessen Mutation in der Phenylacetonmonooxygenase (Me-
thionin 446) das Substratspektrum erweitert und die Enantioselektivität gegenüber ei-
ner Vielzahl von Substraten verbessert werden [Pazmiño et al. 2007]. Daher wurde 
untersucht, ob diese Mutation auf die Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous ei-
nen ähnlichen Effekt hat. 

Weiterhin konnte das Substratspektrum der Phenylacetonmonooxygenase durch die 
Mutationen Glu93Asn und Pro94Asp besonders stark erweitert werden [Wu et al. 
2009]. Diese Optimierung der PAMO basierte auf allosterischen Effekten, die die 
Wechselwirkung von FAD- und NADP-bindender Domäne und so die Substratbinde-
tasche beeinflussen. Daher wurde diese Mutante an den in der Steroidmonooxygenase 
homologen Aminosäureresten Glu98 und Pro99 durch QuikChange®-PCR hergestellt. 

Dabei konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Deletionsmutanten gegen die 
getesteten Substrate inaktiv waren und somit auch keine neu generierten Aktivitäten 
aufwiesen. Dagegen waren die Met451Gly-Mutante und die Doppelmutante aktiv, auch 
wenn die Aktivität bei allen Substraten deutlich geringer als beim Wildtyp war. Die Akti-
vitäten gegenüber Progesteron waren dabei verglichen mit dem Wildtypenzym signifi-
kant stärker reduziert als bei den übrigen Substraten. Auch hier konnten jedoch keine 
neuen Aktivitäten gegenüber dem Wildtyp generiert werden (Abbildung 3-26).  
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Abbildung 3-25: Aktivität des Rohextraktes von ausgewählten Mutanten der Steroidmonooxy-
genase. Alle Substrate außer den Steroiden wurden in einer Endkonzentration von 1 mM ein-
gesetzt. Aufgrund der geringen Löslichkeit erfolgte der Assay mit den Steroiden nur bei einer 
Endkonzentration von 200 µM. 

3.8 Vergleich von BVMO-Aktivitäten gegenüber 
3-Phenylcyclobutanon 

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Cycloalkanonmonooxy-
genase (CAMO) aus C. radicicola und die Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous 
[Morii et al. 1999] beide Cyclobutanon und dessen 2- bzw. 3-substituierte Derivate 
umsetzen. Da die durch Baeyer-Villiger-Oxidation aus Cyclobutanonen gewonnenen 
Butyrolactone bedeutende Bausteine für die Synthese von Naturstoffen und bioaktiven 
Substanzen darstellen, sollte die Enantioselektivität dieser Enzyme bezüglich der Um-
setzung von 3-Phenylcyclobutanon als ein Modellsubstrat für 3-substituierte Cyclo-
butanonderivate untersucht werden. Dazu erfolgte mit den beiden Enzymen CAMO 
und STMO sowie zum Vergleich mit der CHMO aus A. calcoaceticus ein Biokatalyse-
ansatz mit ruhenden E. coli-Zellen, welche die jeweilige BVMO exprimierten.  

Die Biokatalyse mit ruhenden Zellen erfolgte mit 5 mM Substrat, Glucose zur Cofaktor-
regenerierung im Überschuss und 10 mM Cyclodextrin.  
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Abbildung 3-26: Reaktionsschema zur Baeyer-Villiger-Oxidation von 3-Phenylcyclobutanon. 

Mit diesem Biokatalyseansatz konnten die Enantioselektivitäten der CAMO und  
STMO gegen 3-Phenylcyclobutanon bestimmt werden. Als Referenz zur Zuordnung 
der Enantiomerenpeaks diente dabei der Biokatalyseansatz der CHMO aus A. calco- 
aceticus. Für dieses Enzym wurden die Enantioselektivitäten bereits beschrieben 
[Rudroff et al. 2007] und erlaubten so die Zuordnung der Enantiomerenpeaks und die 
Charakterisierung der neuen BVMOs. Der für die CHMO aus A. calcoaceticus gemes-
sene Wert von 59% ee (R) liegt nahe dem Literaturwert von 62% ee (R) und konnte 
daher zur Bestimmung der Enantioselektivitäten der übrigen Enzyme verwendet wer-
den, die in Tabelle 3-14 dargestellt sind.  

Tabelle 3-14: Enantioselektivitäten und Umsätze der BVMOs nach 20 h Reaktionsdauer.  

Enzym %ee Umsatz 
CHMO A. calcoaceticus 58,6 (R) 45,9% 
CAMO C. radicicola 90,9 (R) 70,8% 
STMO R. rhodochrous 76,3 (S) 72,4% 

 

Die Cycloalkanonmonooxygenase zeigte dabei die gleiche Enantiopräferenz wie die 
CHMO, wies aber mit 90% ee (R) einen deutlich höheren Enantiomerenüberschuss 
auf. Die STMO aus R. rhodochrous war dagegen enantiodivergent zur CHMO und wies 
mit 60-70% ee (S) einen höheren Enantiomerenüberschuss als andere bezüglich 
3-Phenylcyclobutanon (S)-selektive BVMOs auf.  
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4 Diskussion 

4.1 Herausforderungen bei der Identifizierung  
eukaryotischer BVMOs 

Der Ascomycet Cylindrocarpon radicicola ATCC 11011 (identisch mit Cylindrocarpon 
destructans DSM 837) ist dafür bekannt, ein weites Spektrum von typischen BVMO-
Substraten, insbesondere Steroide [Rahim et al. 1966], aber auch charakteristische 
Substrate von Cyclohexanonmonooxygenasen umzusetzen [Königsberger et al. 1990]. 
Das Ziel der Arbeit war es daher, das zur Katalyse dieser Vielfalt an interessanten 
Reaktionen fähige Enzym zu isolieren. 

Seit 1988 wurde in der Literatur die erfolgreiche Klonierung und Expression von etwa 
60 BVMO-Genen in E. coli beschrieben [Leisch et al. 2011]. Weiterhin ist die rekombi-
nante Expression bakterieller BVMOs auch in Corynebacterium glutamicum [Chen et 
al. 1988] und Saccharomyces cerevisiae beschrieben [Stewart et al. 1998]. Während 
für BVMOs prokaryotischen Ursprungs bereits gezeigt werden konnte, dass rekombi-
nante Expressionssysteme wertvolle Katalysatoren zur Oxidation von Ketonsubstraten 
bis hin zum technisch relevanten Maßstab darstellen [Baldwin et al. 2008], sind Anwen-
dungen von pilzlichen BVMOs bisher auf Biotransformationen unter Einsatz von Wild-
typstämmen beschränkt [Fried et al. 1956; Königsberger et al. 1990]. Daher eröffnet 
die in dieser Arbeit dargestellte Klonierung und rekombinante Expression einer eukary-
otischen BVMO neue Möglichkeiten für den Einsatz dieses Enzyms in der Biokatalyse.  

Da mit degenerierten Konsensusprimern bereits mehrere BVMO-Gene aus genomi-
scher DNA amplifiziert und kloniert werden konnten, war dies auch in der vorliegenden 
Arbeit ein primärer Ansatz zur Identifizierung neuer BVMOs. Hierzu dienten verschie-
dene Strategien zur Ableitung von Primern. Weder mit den in der Literatur erfolgreich 
verwendeten Konsensusprimern [van Beilen et al. 2003] noch mit selbst abgeleiteten 
degenerierten Konsensusprimern konnten zu BVMOs homologe Sequenzen amplifi-
ziert werden. Auch eine Gene Walking-PCR mit aus der N-terminalen Proteinsequenz 
abgeleiteten Primern, mit welchen die Sequenz einer 3,6-Diketocamphan-1,6-Mono-
oxygenase aus Pseudomonas putida NCIMB 10007 bestimmt werden konnte [Kadow 
et al. 2012], war ebenfalls nicht erfolgreich. Daher wurden die gesuchten Sequenzen 
mit nach dem CODEHOP-Ansatz [Rose et al. 1998] abgeleiteten Primern aus der 
genomischen DNA von C. radicicola amplifiziert. 

Diese Methode wurde bisher noch nicht für die Amplifizierung von BVMO-Genen ein-
gesetzt und basiert auf Hybridprimern mit einem 3′-degeneriertem core- und einem  
5′-nicht degenerierten consensus clamp-Bereich. Der nicht degenerierte Teil des 
Primers führt zu einer verbesserten Anlagerung des Primers während der PCR und 
ermöglicht so die Amplifizierung unbekannter Gensequenzen, die mit in einem 
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multiplen Alignment vergleichbaren Proteinsequenzen verwandt sind. Da eukaryotische 
Gene Introns enthalten können, mussten dabei auch größere PCR-Fragmente als die 
theoretisch aus dem Alignment zu erwartenden Produktgrößen analysiert werden. Im 
Falle der in dieser Arbeit analysierten Cycloalkanonmonooxygenase war jedoch zu 
erkennen, dass das identifizierte Genfragment keine Introns enthielt. Der N-Terminus 
des Gens konnte nachfolgend mittels SiteFinding-PCR bestimmt werden. Zur 
Identifizierung der C-terminalen Sequenz wurden mehrere Methoden wie SiteFinding 
PCR, Gene Walking PCR und inverse PCR erfolglos getestet. Letztendlich diente die 
C-terminale Sequenz eines zur identifizierten Sequenz homologen hypothetischen 
Proteins aus Nectria haematococca mpVI 77-13-4 als Basis für Primer zur 
Amplifizierung des C-Terminus. Die beiden homologen Sequenzen weisen über die 
gesamte Proteinsequenz eine Identität von 93% auf. Der Erfolg dieses Ansatzes zeigt, 
dass hochgradig homologe Sequenzen auch zur Bestimmung terminaler Sequenzen 
von unbekannten BVMOs eingesetzt werden können. Die so identifizierte Cyclo-
alkanonmonooxygenase aus C. radicicola konnte als erste BVMO eukaryotischen 
Ursprungs erfolgreich rekombinant exprimiert werden. Entgegen den Erwartungen 
setzte die in dieser Arbeit identifizierte Cycloalkanonmonooxygenase keine Steroide 
um. Da die Umsetzung von Steroiden durch C. radicicola in der Literatur beschrieben 
ist und auch in dieser Arbeit bestätigt werden konnte, ist somit anzunehmen, dass das 
Genom von C. radicicola weitere BVMOs enthält. 

Mit einem weiteren Amplifizierungsansatz unter Nutzung von mittels CODEHOP abge-
leiteten Primern konnten zwei weitere, zu Steroidmonooxygenasen homologe Sequen-
zen aus C. radicicola identifiziert werden. Beide Sequenzen wurden mittels SiteFinding 
PCR und Gene Walking PCR vervollständigt. Bei einer weitergehenden Untersuchung 
zeigte sich jedoch, dass diese Gene neben den bei eukaryotischen Genen grundsätz-
lich zu erwartenden putativen Introns auch ein Stopcodon beziehungsweise eine Lese-
rasterverschiebung enthalten. Aus diesem Grund wurde angenommen, dass es sich 
bei beiden Sequenzen um kryptische Gene handelt. Für das Auffinden von steroid-
modifizierenden BVMOs war es daher Erfolg versprechender, das zu einer der identifi-
zierten Sequenzen homologe Gen der putativen Steroidmonooxygenase 
XP_002375343 aus Aspergillus flavus NRRL 3357 als codonoptimiertes synthetisches 
Gen zu exprimieren und das Genprodukt zu charakterisieren. Das Gen aus A. flavus 
war von besonderem Interesse, weil A. flavus wie C. radicicola zur Umsetzung von 
Progesteron zu Testosteronacetat sowie von Androstendion zu Testololacton fähig ist 
[Peterson et al. 1953]. Sequenzdatenbanken können auch kryptische Gene enthalten, 
die im Ursprungsorganismus so nicht exprimiert werden. In der Literatur ist jedoch be-
schrieben, dass sich bakterielle BVMO-Gene aus Sequenzinformationen, deren zuge-
hörige Proteine bisher nicht aufgereinigt wurden, gut in E. coli exprimieren lassen. So 
konnten aus der genomischen DNA von Rhodococcus jostii RHA1 23 Gene kloniert 
und davon 13 heterolog in E. coli als lösliche Proteine exprimiert und charakterisiert 
werden [Szolkowy et al. 2009]. Auch aus Mycobacterium tuberculosis konnten sechs 
BVMO Gene H37Rv erfolgreich rekombinant in E. coli exprimiert werden [Bonsor et al. 
2006]. Diese Strategie sollte mit dem Gen einer putativen eukaryotischen Steroidmono-
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oxygenase evaluiert werden. Trotz der Verwendung verschiedener auf E. coli basie-
render Expressionssysteme wurde das Enzym nicht aktiv exprimiert. Bei Enzymen 
eukaryotischen Ursprungs ist grundsätzlich zu berücksichtigen, dass eine Glykosylie-
rung oder die Ausbildung von Disulfidbrücken für die Aktivität des Enzyms essentiell 
sein können. Zum Erhalt eines aktiven Proteins wurden zusätzlich die heterologe 
Expression im Bakterium Corynebacterium glutamicum und in der Hefe Pichia pastoris 
evaluiert, die jedoch ebenfalls kein aktives Protein exprimierten. Möglich ist daher 
auch, dass die klonierte putative BVMO-Sequenz aus A. flavus im Ursprungsorganis-
mus nicht als aktives Protein exprimiert wird. Dies ist durchaus vorstellbar, da die 
untersuchte putative Proteinsequenz zu keiner der in der Literatur beschriebenen 
rekombinant exprimierten BVMOs hochgradig homolog ist. 

4.2 Einordnung der untersuchten Enzyme 
In dieser Arbeit wurde die Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola als erste 
eukaryotische BVMO rekombinant in E. coli exprimiert und charakterisiert. Die neu 
identifizierte Sequenz des Enzyms liegt wie in Abbildung 4-1 dargestellt im phylogeneti-
schen Baum aller bisher rekombinant exprimierten BVMOs etwas abseits am Rand der 
CHMO-Gruppe. Die ebenfalls in dieser Arbeit untersuchte Steroidmonooxygenase aus 
R. rhodochrous ist dagegen mit der Phenylacetonmonooxygenase aus T. fusca ver-
wandt.  

Zum Vergleich mit bekannten BVMOs wurden die untersuchten Enzyme entsprechend 
ihrer Substratspezifitäten in Abbildung 4-2 angeordnet. Für die BVMO aus C. radicicola 
konnte weiterhin gezeigt werden, dass dieses Enzym nicht nur cycloaliphatische, son-
dern auch offenkettige Ketone umsetzt. Im Gegensatz zu bekannten Cyclohexanon-
monooxygenasen werden nicht Cyclohexanonderivate, sondern Cyclobutanonderivate 
mit der höchsten katalytischen Effizienz umgesetzt. Das Enzym ist daher vielmehr eine 
Cycloalkanonmonooxygenase als eine reine Cyclohexanonmonooxygenase und wurde 
entsprechend bezeichnet. Für die bisher erst ansatzweise charakterisierte Steroid-
monooxygenase aus R. rhodochrous konnten erstmals Nicht-Steroide als Substrate 
nachgewiesen werden. Durch die Identifizierung von Cyclohexylmethylketon und Cyc-
lobutanon als Substrate des Enzyms konnte das Substratspektrum stärker in Bezie-
hung zu bekannten BVMOs gesetzt werden. 
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Abbildung 4-1: Phylogenetischer Baum der bisher rekombinant exprimierten BVMOs (Stand 
25.07.2011). Die in dieser Arbeit untersuchten BVMOs sind hervorgehoben. Alignment und 
phylogenetischer Baum von 59 aktiv rekombinant exprimierten BVMOs wurden mit Clustal X 
berechnet [Larkin et al. 2007]. Die Darstellung des phylogenetischen Baums erfolgte mit dem 
Programm Dendroscope [Huson et al. 2007]. Die Maßstableiste stellt 0,1 Substitutionen pro 
Aminosäureposition dar.  
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Abbildung 4-2: Überlappende Substratspezifitäten der in dieser Arbeit untersuchten BVMOs im 
Vergleich zu den üblichen BVMO-Gruppen. Für jedes Enzym sind ausgewählte Substrate dar-
gestellt. Die jeweils bevorzugten Substrate jedes Enzyms sind farblich hinterlegt. 

 

4.3 Substratspektrum der CAMO aus C. radicicola  
Aufgrund der eukaryotischen Herkunft der neu identifizierten Cycloalkanonmonooxy-
genase und des breiten Spektrums an Substraten, das der Wildtypstamm umsetzt, 
wurde erwartet, dass das Enzym neuartige Eigenschaften aufweist, auch wenn dessen 
Position im phylogenetischen Baum von BVMOs in der Nähe von CHMOs liegt 
(Abbildung 4-1). Ein Vergleich des Substratspektrums der CAMO mit verschiedenen 
CHMOs bei der Umsetzung von cycloaliphatischen Substraten ist in Tabelle 4-1 darge-
stellt.  
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Tabelle 4-1: Vergleich von spezifischen Aktivitäten verschiedener BVMOs gegenüber cyclo-
aliphatischen Substraten in U/mg. Die in der Tabelle angegebenen Enzymbezeichnungen ste-
hen für folgende Enzyme: CAMO Crad: CAMO aus C. radicicola (diese Arbeit); Acal: CHMO 
aus Acinetobacter calcoaceticus [Chen et al. 1988]; Art: CHMO aus Arthrobacter sp. BP2 
[Brzostowicz et al. 2003]; Rh1: CHMO aus Rhodococcus sp. Phi1 [Brzostowicz et al. 2003]; 
Rh2: CHMO aus Rhodococcus sp. Phi2 [Brzostowicz et al. 2003], Bre1: CHMO 1 aus Brevibac-
terium sp. HCU [Brzostowicz et al. 2000], Bre2: CHMO 2 aus Brevibacterium sp. HCU 
[Brzostowicz et al. 2000]. 

a Substratkonzentration je 1,0 mM [Donoghue et al. 1976; Leipold et al. 2012]. 
b Substratkonzentration je 1,25 mM [Brzostowicz et al. 2003]. 
c Substratkonzentration je 0,5 mM [Brzostowicz et al. 2000]. 
n.c. kein Umsatz. 
- Nicht gemessen. 

 

Auf den ersten Blick scheint das Enzym eine typische Cyclohexanonmonooxygenase 
zu sein, da es ähnliche Eigenschaften wie die CHMO aus A. calcoaceticus NCIB 9871 
[Donoghue et al. 1976] oder die CHMO 1 aus Brevibacterium sp. HCU [Brzostowicz et 
al. 2000] aufweist. Die Km-Werte sind für cycloaliphatische Ketone mit einer ungeraden 
Anzahl an Kohlenstoffatomen wie Cyclopentanon und -heptanon um etwa zwei Zeh-
nerpotenzen höher als für cycloaliphatische Ketone mit einer geraden Anzahl an Koh-
lenstoffatomen wie Cyclobutanon und -hexanon, während die Wechselzahlen für diese 
Substrate in einem ähnlichen Bereich liegen. Ein vergleichbares Verhalten wurde auch 
für die CHMO aus Acinetobacter und die CHMO 1 aus Brevibacterium sp. HCU nach-
gewiesen [Donoghue et al. 1976; Brzostowicz et al. 2000]. Die Aktivitäten gegenüber 
den offenkettigen Ketonen Cyclobutyl-, Cyclopentyl- und Cyclohexylmethylketon, wel-
che bisher nicht als Substrate von typischen Cyclohexanonmonooxygenasen nachge-
wiesen werden konnten, zeigen ebenfalls die Tendenz, dass Substrate mit einer gera-
den Anzahl an Kohlenstoffatomen in der Ringstruktur von dem Enzym bevorzugt um-
gesetzt werden. Ein weiterer Unterschied im Vergleich mit anderen BVMOs ist die ver-
gleichsweise hohe Aktivität gegen Cyclobutanon und dessen Derivate, die im Fall von 
3-Phenylcyclobutanon mit einer hohen Enantioselektivität von 90% ee umgesetzt wer-
den.  

Interessanterweise ist die BVMO auch gegenüber bizyklischen Ketonen wie 
Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on, (1R,4R)-Bicyclo[2.2.1]heptan-2,5-dion, und Norcampher 

Substrat CAMO 
Crada 

Cyclohexanonmonooxygenasen 
Acala Artb Rh1b Rh2b Bre1c Bre2c 

Cyclobutanon 3,67 - 0,13 0,10 0,15 2,75 1,62 
Cyclopentanon 0,48 3,76 1,49 1,37 2,45 0,11 2,03 
2-Methylcyclopentanon 2,55 - 3,51 3,39 6,45 1,77 1,86 
Cyclohexanon 4,22 22,46 3,57 3,68 3,75 4,67 1,69 
2-Methylcyclohexanon 3,34 23,42 4,21 4,77 5,95 4,18 1,64 
Cycloheptanon 0,99 13,08 3,85 3,62 6,23 0,03 1,35 
Cyclooctanon 0,13 1,25 0,65 0,63 0,14 0,84 0,57 
1,3-Cyclohexandion n.c. - 0,40 n.c. 0,14 0,02 1,01 
1,4-Cyclohexandion 1,23 - 3,99 3,30 6,15 3,38 1,49 
Norcampher 3,15 17,28 2,84 1,50 2,82 0,29 0,15 
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aktiv. Für ruhende und mit Progesteron induzierte Zellen von C. radicicola ist beschrie-
ben, dass diese Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on und Bicyclo[2.2.1]hept-5-en-2-on zu den 
entsprechenden Lactonen umsetzen [Königsberger et al. 1990]. Es ist anzunehmen, 
dass diese Reaktionen von der in dieser Arbeit charakterisierten Cycloalkanonmono-
oxygenase katalysiert werden. Norcampher, gegen den die Cycloalkanonmonooxy-
genase signifikant aktiv war, wurde jedoch nach Königsberger et al. nicht von ruhenden 
C. radicicola-Zellen umgesetzt. Die in dieser Arbeit identifizierte BVMO akzeptierte 
keines der getesteten Steroide wie Progesteron und Androstendion als Substrat. Das 
zeigt, dass dieses Enzym nicht identisch mit der in C. radicicola vermutlich vorkom-
menden Steroidmonooxygenase ist [Itagaki 1986b]. Es kann daher angenommen 
werden, dass in diesem Organismus weitere BVMOs vorkommen. Desweiteren weist 
die neue Cycloalkanonmonooxygenase eine Aktivität gegen offenkettige Ketone wie 
Cyclobutyl, Cyclopentyl- und Cyclohexylmethylketon auf. Diese Verbindungen sind 
bisher nicht als typische Substrate von Cyclohexanonmonooxygenasen bekannt, was 
zeigt, dass die neu identifizierte BVMO Reaktionen katalysiert, die bisher nicht für viele 
BVMOs beschrieben wurden.  

4.4 Funktion der CAMO in C. radicicola 
Cylindrocarpon radicicola ist ein phytopathogener Ascomycet, der als Parasit in der 
Rhizosphäre verschiedener Pflanzen vorkommt und dort als Verursacher von Wurzel-
fäule identifiziert wurde [Chaverri et al. 2011]. Anhand des ermittelten Substratspekt-
rums der Cycloalkanonmonooxygenase von C. radicicola kann angenommen werden, 
dass das Enzym für den Abbau von Cycloalkanonen verantwortlich sein könnte. Dies 
zeigt insbesondere die innerhalb dieser Arbeit erstmals nachgewiesene Fähigkeit des 
Stammes, auf Cyclohexanon als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle zu wachsen. 
Bisher konnte innerhalb von wissenschaftlichen Arbeiten lediglich bei der basidio-
mycetalen Hefe Rhodotorula glutinis [Lowery et al. 1968] sowie dem Ascomyceten 
Exophiala jeanselmei [Hasegawa et al. 1990] ein Wachstum mit Cyclohexanon 
nachgewiesen werden. Zumeist zeigten Untersuchungen von Pilzen jedoch nur den 
Abbau von Cyclohexanon und den entstehenden Metaboliten. Ein Wachstum auf Cyc-
lohexanon als alleiniger Kohlenstoffquelle konnte dabei jedoch nicht nachgewiesen 
werden [Carballeira et al. 2004]. Eine vergleichbare katabole Funktion ist für bakterielle 
BVMOs beschrieben, deren Gene meist in einem Cluster mit Genen für die β-Oxidation 
sowie mit weiteren für katabole Funktionen kodierenden Genen liegen [Brzostowicz et 
al. 2002; Iwaki et al. 2002]. Am Anfang eines Abbauwegs von Cyclohexanon steht in 
der Regel ein cycloaliphatischer Alkohol, welcher durch eine Dehydrogenase zum Ke-
ton oxidiert wird und damit ein Substrat für die BVMO darstellt. In der Literatur konnte 
gezeigt werden, dass C. radicicola ATCC 11011 und auch weitere Pilze dazu befähigt 
sind, Cycloalkanole zu Cycloalkandiolen und Cycloalkandionen zu oxidieren [Fonken et 
al. 1966]. Die Oxygenierung erfolgt dabei an der 5-, 6- und 7-Stellung der zyklischen 
Verbindung und eine nachfolgende Biotransformation des entstandenen Cyclodode-
canons führt somit zu einem Gemisch der entsprechenden 1,5-, 1,6-, und 1,7-Diole 
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sowie Dione. C. radicicola verfügt somit über die erforderlichen Enzyme zur Hydroxy-
lierung von cycloaliphatischen Verbindungen und könnte somit auch dazu in der Lage 
sein, Cycloalkane in die katabolen Stoffwechselwege einzuführen. Auf die Baeyer-
Villiger-Oxidation folgt dabei vermutlich wie in bakteriellen Systemen eine Spaltung des 
Lactons zu 6-Hydoxyhexansäure, die dann durch weitere Oxidationsschritte und β-Oxi-
dation in die Stoffwechselwege eingeführt wird (Abbildung 4-3). 
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Abbildung 4-3: Reaktionsabfolge der Biooxidation von Cyclohexanon in A. calcoaceticus 
NCIMB 9871 [Iwaki et al. 2002]. Ähnliche Reaktionsschritte sind auch für die katabole Verwer-
tung von Cyclohexanon durch C. radicicola anzunehmen. 

In vielen Bakterien konnte diese Reaktionsfolge durch die Lage der katabolen Gene in 
einem Gencluster verifiziert werden. Da die für Proteine kodierenden Gene in Pilzen 
nicht notwendigerweise in funktionellen Clustern organisiert sind, lässt sich diese Re-
aktionsfolge für den untersuchten Pilz so nicht verifizieren, ist aber grundsätzlich auch 
für C. radicicola anzunehmen. 

Durch die phytopathogene Lebensweise von C. radicicola in der Rhizosphäre von 
Pflanzen ist weiterhin anzunehmen, dass dieser Pilz befähigt ist Sekundärmetabolite, 
welche von den Wirtspflanzen ausgeschieden werden, oxidativ umzusetzen und als 
Wachstumssubstrate zu nutzen. Viele Sekundärstoffe aus Pflanzen enthalten zyklische 
Ketogruppen als Strukturmotive und stellen somit potentielle Substrate dar [Croteau et 
al. 2000]. Eine weitere Möglichkeit für den Abbau von Cyclohexanon-ähnlichen Struktu-
ren besteht darin, dass von Erstbesiedlern freigesetzte niedermolekulare Substanzen 
beziehungsweise Metabolite geeignete Substrate für C. radicicola darstellen. Da der 
Pilz ein Zweitbesiedler in der Rhizosphäre ist, könnten diese niedermolekularen Sub-
stanzen dann von C. radicicola katabol umgesetzt und für eine Biomasseproduktion 
genutzt werden. 

Da Cycloalkane und -alkanone auch wesentliche Bestandteile von Erdöl sind und dabei 
insbesondere der sogenannten Naphtha-Fraktion angehören [Prestvik et al. 2004], ist 
deren Abbau von besonderem Interesse für eine biologische Dekontamination mineral-
belasteter Areale. Bisher wurden jedoch nur sehr wenige Pilze beschrieben, die zu 
einer Nutzung von Cyclohexanon als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle befähigt 
sind. In den eigenen Untersuchungen des Wachstums von C. radicicola in Gegenwart 
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einer Cyclohexanon-gesättigten Gasphase, konnte mit fortschreitender Inkubationszeit 
bzw. zunehmenden Zellwachstum eine rötliche Verfärbung des Pilzmycels beobachtet 
werden. Da diese Verfärbung weder bei Positivkontrollen (Glucose als C- und Energie-
quelle) noch bei Negativkontrollen (Zellen ohne Substrat) in Erscheinung trat, war da-
von auszugehen, dass diese durch die Anwesenheit des Cyclohexanons induziert 
wurde und auf einer bei Pilzen oftmals einsetzenden Ausscheidung von Sekundärme-
taboliten beruhen könnte. Die beschriebene Verfärbung des Mycels in Gegenwart ei-
nes Kohlenwasserstoffes führte zu der Annahme, dass Cyclohexanon durchaus einen 
negativen Einfluss auf das Wachstum hat und kein optimales Substrat für eine Kulti-
vierung von C. radicicola darstellt. Insbesondere bei erhöhten Cyclohexanonkonzent-
rationen war eine wachstumsinhibierende Wirkung zu verzeichnen, was somit die zu-
vor getroffene Annahme einer fungitoxischen Wirkung erhärtet. Aus der Literatur ist 
bekannt, dass das Wachstum von Pilzen durch die Einwirkung von flüchtigen organi-
schen Verbindungen wie Aldehyden, Ketonen und Estern in der Gasphase beeinflusst 
wird. So bestätigen die eigenen Wachstumsversuche die in der Literatur beschriebene 
pilzhemmende Wirkung von Cyclohexanon [Nandi et al. 1976]. Grundsätzlich konnte 
mit dem erstmaligen Nachweis des Wachstums von C. radicicola mit Cyclohexanon als 
einziger Kohlenstoff- und Energiequelle jedoch gezeigt werden, dass dieser Stamm 
durchaus als ein biologisches Agens im Bereich von Sanierungsverfahren mineral-
belasteter Umweltkompartimente herangezogen werden könnte.  

4.5 Strukturelle Eigenschaften der CAMO 
Die Gesamtstruktur der Cycloalkanonmonooxygenase, welche anhand eines Homo-
logiemodells ermittelt wurde, ähnelt stark anderen Typ I-BVMOs wie der CHMO aus 
Rhodococcus sp. HI-31. Interessanterweise ist in einem Sequenzvergleich die Numme-
rierung der Aminosäuren für diese beiden Enzyme zwischen den Resten 30 und 531 
identisch. Wie bei BVMOs allgemein lässt sich der strukturelle Aufbau in zwei Domä-
nen aufteilen: Die FAD bindende Domäne (1-140 und 387-531) und die NADP bin-
dende Domäne (152-208 und 335-380), in deren Sequenz eine größtenteils helikale 
Subdomäne (224-322) eingeschoben ist. Wie die Mehrzahl der Cyclohexanonmono-
oxygenasen [Leisch et al. 2011] weist das Enzym eine monomere Struktur auf. 

Um Hinweise auf mögliche strukturelle Ursachen der Unterschiede im Substratspek-
trum zwischen der Cycloalkanonmonooxygenase und Cyclohexanonmonooxygenasen 
zu erhalten, wurden die für die Cofaktor- und Substratbindung esentielle Aminosäuren 
aus der CAMO, der CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 und der PAMO verglichen. Das 
BVMO-Konsensusmotiv unterscheidet sich bei der CAMO aus C. radicicola in einer 
einzigen Aminosäure von dem Konsensusmotiv aller CHMOs und der PAMO und ist 
FXGXXXHXXXWD statt FXGXXXHXXXWP (Abbildung 4-4).  
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Konsensus:     FXGXXXHXXXW 

CAMO_Crad: 160 FAGDLIHTAKWD 171 
CHMO_Acal: 158 FKGELHHTSRWP 169 
CHMO_Rhod: 160 FEGETIHTAAWP 171 
STMO_Afla: 176 FKGIVHHSSFWP 177 
STMO_Rrho: 172 FTGDIVHTARWP 183 
PAMO_Tfus: 167 FAGNLYHTGNWP 178 
               * *   *:. *  

 

Abbildung 4-4: Homologiemodell der Cycloalkanonmonooxygenase. Die FAD-Bindedomäne ist 
in grün, die NADPH-Bindedomäne in blau und die in diese eingeschobene helikale Domäne in 
türkis dargestellt. Das BVMO-Sequenzmotiv [Fraaije et al. 2002] ist violett. Rechts ist ein Align-
ment der BVMO-Konsensusmotive verschiedener BVMO-Sequenzen6 abgebildet.  

Um weitere Informationen über Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen der 
CAMO und der im phylogenetischen Baum benachbarten CHMO-Gruppe7 zu erhalten, 
wurde ein ausführlicher Sequenzvergleich zu dieser Gruppe sowie zur Sequenz der als 
Kristallstruktur vorliegenden PAMO aus T. fusca durchgeführt. Die kritischen Amino-
säurereste zur NADPH-Bindung sind in der CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 und der 
PAMO streng konserviert. Von den Aminosäureresten, die als kritisch für die NADPH-
Bindung identifiziert wurden (Asp59, Arg209, Arg328, Arg329, Trp492), sind mit Aus-
nahme von Position 328 alle Aminosäurereste identisch zu den homologen Amino-
säureresten der CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31. Die CAMO weist an dieser Posi-
tion ein Arginin auf, wohingegen in der CHMO aus Rhodococcus sp. HI 31 und der 
PAMO an dem dazu homologen Rest ein Lysin zu finden ist. In den beiden CHMOs 
aus Arthrobacter und der CHMO aus Brachymonas ist dieser Rest jedoch ebenfalls ein 
Arginin. Die für die FAD-Bindung kritischen Aminosäurereste der CAMO (Asp59, 
Trp48, Tyr53, Tyr65, Arg329, Phe437) unterscheiden sich nur an der Position Phe437 
von allen anderen BVMOs der CHMO-Gruppe. Während die CAMO hier einen Phenyl-
alaninrest aufweist, ist am dazu homologen Rest in allen CHMOs ein Leucin zu finden. 

                                                
6 CAMO_Crad: In dieser Arbeit identifizierte Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola 
(AET80001), CHMO_Acal: CHMO aus A. calcoaceticus, CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 
(BAH56677), STMO_Afla: putative Steroidmonooxygenase XP_002375343 aus A. flavus NRRL 
335, STMO_Rrho: Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous, PAMO_Tfus: Phenylaceton-
monooxygenase aus T. fusca 
7 CHMO-Gruppe: CHMO aus Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 9871 (BAA86293), CHMO 
Brachymonas petroleovorans (AAR99068), FMO aus Polaromonas sp. JS666 (YP_552312), 
BVMO aus Xanthobacter sp. ZL5 (CAD10801), CHMO2 Arthrobacter sp. L661 (ABQ10653), 
CHMO1 Arthrobacter sp. BP2 (AAN37479), CHMO Rhodococcus sp. HI-31 (BAH56677), 
CHMO Rhodococcus sp. TK6 (AAR27824), CHMO2 Rhodococcus sp. Phi2 (AAN37491), 
CHMO1 Rhodococcus sp. Phi1 (AAN37494) 
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Die Aminosäurereste, welche die Substratbindetasche ausmachen (Leu145, Leu146, 
Phe248, Phe279, Arg329, Phe434, Ala435, Phe437, Trp492, Phe507) sind bei unter-
schiedlichen BVMO-Gruppen stärker flexibel als die zur Cofaktorbindung erforderlichen 
Reste. Dennoch sind hier alle Aminosäurereste innerhalb der CHMO-Gruppe an allen 
dieser zehn Positionen konserviert. Im Vergleich dazu weicht die nicht zur CHMO-
Gruppe gehörende Phenylacetonmonooxygenase an 7 von 10 Positionen ab. Die 
CAMO unterscheidet sich in zwei dieser zehn Aminosäurereste von der CHMO-
Gruppe. Sie enthält Alanin und Phenylalanin an den Aminosäureresten 435 bezie-
hungsweise 437, wohingegen alle CHMOs hier Threonin und Leucin enthalten. Diese 
kleineren Aminosäuren könnten die Ursache für eine möglicherweise größere Sub-
stratbindetasche sein, die den Umsatz des in dieser Arbeit nachgewiesenen breiten 
Spektrums an BVMO-Substraten begründen würde.  

Eine Gemeinsamkeit der identifizierten CAMO mit CHMOs ist hingegen, dass in vielen 
BVMOs ein Loop aus drei Aminosäuren auf den zu Prolin 440 aus der PAMO homolo-
gen Rest folgt, der in den meisten CHMOs und auch in der CAMO fehlt. Da angenom-
men wird, dass dieser Loop das Substratspektrum der PAMO stark einschränkt, war 
dieser Loop und der ihm vorangehende Prolinrest Ziel umfangreicher Mutationsstudien 
in der PAMO [Reetz 2011]. Da dieser Loop in der CAMO aus C. radicicola wie auch in 
der CHMO-Gruppe nicht vorkommt, kann angenommen werden, dass das breite Sub-
stratspektrum dieser Enzyme auch darin begründet liegt. Im Unterschied zur PAMO 
und den Enzymen der CHMO-Gruppe ist der dem Loop vorangehende Aminosäurerest 
ein Alanin (Ala 433) und kein Prolin. Dieses Alanin könnte die Aminosäurekette in die-
sem Bereich stärker flexibel im Vergleich zu CHMOs machen und somit ebenfalls eine 
Erklärung für das breite Substratspektrum der neu identifizierten CAMO sein. 

Bei der proteinbiochemischen Charakterisierung der CAMO aus C. radicicola konnte 
gezeigt werden, dass die Temperaturinaktivierung der CAMO schon bei deutlich nied-
rigeren Temperaturen als bei der CHMO aus A. calcoaceticus erfolgt. In einem Ver-
gleich von Methonin- und Cysteinresten der CAMO mit denen der CHMO und PAMO 
konnte der Methioninrest 57 nahe am katalytisch aktiven C4a-Atom der Flavinstruktur 
identifiziert werden und wurde daher zum nicht oxidierbaren, aber sterisch ähnlichen 
Leucin mutiert. Das Substratspektrum der Mutante war dem Wildtyp sehr ähnlich, wo-
bei die Aktivitäten aller Substrate nur bei etwa 50% des Wildtypniveaus lagen. Weiter-
hin konnte gezeigt werden, dass die Mutante weniger stabil als der Wildtyp ist und so 
die ursprüngliche Hypothese widerlegt werden. Für weitergehende Untersuchungen 
könnte es sinnvoll sein, auch weiter vom aktiven Zentrum entfernt liegende Methionin- 
und Cysteinreste in die Untersuchungen einzubeziehen. Diese beiden Aminosäure-
reste beeinflussen neben der oxidativen Stabilität auch die Thermostabilität eines 
Enzyms, da sie bei höheren Temperaturen leichter oxidieren. So konnte durch den 
Austausch von Methioninresten in der CHMO aus A. calcoaceticus nicht nur die oxida-
tive Stabilität, sondern an einigen Resten auch die Thermostabilität erhöht werden 
[Opperman  et al. 2010].  
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4.6 Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous 
Obwohl die komplette Gensequenz und die Expression der Steroidmonooxygenase 
aus R. rhodochrous bereits beschrieben sind [Morii et al. 1999], wurde das Substrat-
spektrum dieses Enzyms bisher nur ansatzweise und nur für Steroide als Substrate 
untersucht [Miyamoto et al. 1995]. Die erneute Klonierung und Expression des Enzyms 
nach den Literaturangaben ermöglichte eine umfassende Charakterisierung der 
Steroidmonooxygenase.  

Dabei konnten Progesteron und 11α-Hydroxyprogesteron als Substrate der Steroid-
monooxygenase bestätigt werden, wobei die experimentell bestimmte Michaelis-
Konstante für Progesteron mit 85 µM dem Literaturwert weitestgehend entspricht 
[Miyamoto et al. 1995]. Anhand der neu als Substrate des Enzyms ermittelten Steroide 
11-Ketoprogesteron und Corticosteron sowie der Bestätigung der Umsetzung bereits 
beschriebener Substrate konnte gezeigt werden, dass die BVMO ausschließlich Ste-
roide mit einer C20-Ketogruppe oxygeniert. Abbildung 4-5 stellt die für eine Umsetzung 
relevanten Positionen der Substratstruktur am Beispiel von Progesteron dar.  
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Abbildung 4-5: Schematische Darstellung der Einflüsse von Modifikationen der Steroidstruktur 
am Beispiel des optimalen Substrats Progesteron. Substrate mit Veränderungen gegenüber 
Progesteron an den blau markierten Positionen werden von der Steroidmonooxygenase aus 
R. rhodochrous umgesetzt, wenn auch mit unterschiedlich stark verringerter Aktivität. 
Veränderungen des Substrats an den rot markierten Positionen verhindern eine Umsetzung.  

Anhand des Substratspektrums konnte die Literaturangabe bestätigt werden, dass 
Substrate wie Hydrocortison, welche eine 17α-Hydroxygruppe enthalten, nicht an der 
C20-Ketogruppe oxygeniert werden. Miyamoto und Mitarbeiter nahmen auf Basis ihrer 
Untersuchungen mit den nicht umgesetzten Steroiden 17α-Hydroxyprogesteron und 
11-Deoxycortisol daher an, dass die 17α-Hydroxygruppe den nukleophilen Angriff der 
Peroxygruppe an die Ketogruppe behindert. Weiterhin wird die Oxygenierung von Ste-
roiden ebenfalls verhindert, wenn an der 3-Position des Steroids statt einer Ketogruppe 
wie in Progesteron eine Hydroxygruppe wie beispielsweise bei Pregnenolon vorliegt. 
Der Fakt, dass Pregnenolon kein Substrat ist, könnte jedoch auch darauf zurück zu 
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führen sein, dass eine Doppelbindung im B-Ring des Steroids und nicht wie bei Pro-
gesteron im A-Ring liegt. Dies unterstreicht das eingeschränkte Substratspektrum der 
Steroidmonooxygenase auch abseits der reagierenden Ketogruppe gelegener Struktu-
ren. Neben Steroiden mit einer linearen Ketonstruktur konnte erstmals gezeigt werden, 
dass das Enzym auch nichtsteroidale offenkettige Ketonsubstrate umsetzt. Dabei kön-
nen Cyclohexyl- und Cyclopentylmethylketon als den D-Ring des Steroids imitierende 
Minimalsubstrate betrachtet werden. Obwohl der D-Ring eine Fünfringstruktur aufweist, 
wird hierbei jedoch Cyclohexylmethylketon gegenüber Cyclopentylmethylketon bevor-
zugt umgesetzt. Daneben konnte erstmals die Umsetzung von linearen Ketonen wie 
2-Decanon nachgewiesen werden. Weiterhin könnte die Aktivität gegen 3-Acetylindol 
eine Möglichkeit für einen hochdurchsatzfähigen Aktivitätsassay zu einer Erweiterung 
des Substratspektrums gegen offenkettige Ketone bieten. Da der Schwerpunkt in die-
ser Arbeit auf der Erzeugung von gegen zyklische Substrate aktiven Enzymvarianten 
lag, wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.  

Im Gegensatz zur Steroidmonooxygenase aus C. radicicola, für die ein wesentlich 
breiteres Substratspektrum beschrieben ist [Itagaki 1986b], setzt das Enzym aus 
R. rhodochrous keine Steroide mit einer zyklischen 17-Ketogruppe wie Androstendion 
zu den entsprechenden Lactonen um. Auch weitere übliche zyklische Ketonsubstrate 
von BVMOs wie Cyclohexanon und -pentanon werden durch das Enzym nicht als 
Substrate akzeptiert. Interessant ist daher, dass Cyclobutanon und dessen 
substituierte Derivate zu den entsprechenden Butyrolactonen umgesetzt werden. Eine 
Aktivität gegen zyklische Ketonsubstrate war für die Steroidmonooxygenase bisher 
nicht bekannt. Diese Beobachtung zeigt, dass die reagierende Ketogruppe eines 
Substrates nur sterisch anspruchslos sein darf, während an diese Ketogruppe 
angehängt ein größerer hydrophober Rest wie das Steroidgerüst oder auch ein 
Phenylrest in 3-Cyclobutanon akzeptiert wird, wobei auch dies nur in engen Grenzen 
möglich ist. Das deutet darauf hin, dass die Substratbindetasche in zwei 
Teilbindetaschen untergliedert sein könnte. Die Reaktion würde dabei in einer 
kleineren Teiltasche stattfinden, die nur den Acetylrest des Progesterons oder das 
kleine Cyclobutanonmolekül aufnehmen kann. Das zyklische Keton Androstendion und 
größere cycloaliphatische Alkanone würden so nicht in diese Tasche passen. Auch 
eine 17α-Hydroxygruppe wie Hydrocortison könnte die Bindung der reagierenden 
Ketogruppe in der Substratbindetasche verhindern. Das enge Substratspektrum 
bezüglich der Substituenten des Steroidgerüstes deutet weiterhin darauf hin, dass 
auch die Teiltasche zur Bindung des nicht reagierenden Substratteils in ihrer 
konformationellen Flexibilität stark eingeschränkt ist.  
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4.7 Rationales Proteindesign der Steroidmonooxygenase aus 
R. rhodochrous 

Die Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous weist 51,8% Sequenzidentität zur 
Phenylacetonmonooxygenase aus T. fusca auf, welche ebenfalls nur ein sehr enges 
Substratspektrum akzeptiert. Die für dieses Enzym gelöste Kristallstruktur [Malito et al. 
2004] und insbesondere die erfolgreichen Versuche zur Generierung von Mutanten mit 
einem erweiterten Substratspektrum in diesem Enzym [Reetz 2011] könnten dabei ein 
Schlüssel zur Beeinflussung des Substratspektrums der Steroidmonooxygenase sein. 
Durch die Mutation des einem Loop nahe dem aktiven Zentrum vorangehenden  
Prolinrestes 440 konnte das Substratspektrum der Phenylacetonmonooxygenase 
erweitert werden, so dass die Enzymvariante nun auch 2-Phenylcyclohexanon umsetzt  
[Reetz et al. 2009]. In der Kristallstruktur der Phenylacetonmonooxygenase, die mit  
2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure als Analogon des tetraedrischen Übergangszu-
standes cokristallisiert wurde (PDB-Code 2YLT), liegt das Substrat in der Nähe dieses 
Loops [Orru et al. 2011]. Das zeigt, dass eine Konformationsänderung des Loops das 
Substratspektrum erweitern kann. Da weder vor noch nach dem untersuchten 
Prolinrest eine helikale Struktur zu finden ist, erscheint es auch unwahrscheinlich, dass 
durch die Mutation ein helixbrechender Einfluss des Prolinrestes aufgehoben werden 
könnte [Malito et al. 2004]. Die Erweiterung des Substratspektrums bei den Prolin 440-
Mutanten der Phenylacetonmonooxygenase aus T. fusca hat daher wahrscheinlich 
andere Ursachen. Zur Untersuchung einer Übertragbarkeit dieser Mutationen wurden 
die in der Steroidmonooxygenase am dazu homologen Rest Prolin 445 hergestellten 
Mutanten bezüglich ihrer Substratspektren evaluiert. Im Gegensatz zu den Mutanten 
der Phenylacetonmonooxygenase setzten diese Mutanten jedoch keine neuen 
Substrate um. Die Aktivitäten gegenüber den natürlichen Substraten waren bei allen 
aktiven Mutanten verglichen mit dem Wildtyp verringert. Dabei konnte gezeigt werden, 
dass ungeladene polare sowie unpolare aliphatische Aminosäurereste den geringsten 
Aktivitätsverlust verglichen mit dem Wildtypenzym aufweisen. Diese Aminosäurereste 
beeinflussen die Struktur des Enzyms vergleichsweise wenig. Die Mutanten zu Amino-
säuren mit aromatischen Seitenketten, die bei den Mutanten der Phenylacetonmono-
oxygenase eine vergleichsweise hohe Aktivität gegenüber neuen Substraten aufwie-
sen, waren im Fall der Steroidmonooxygenase inaktiv. Das erweiterte Substratspek-
trum der Phenylacetonmonooxygenase-Mutanten mit diesen sterisch anspruchsvollen 
Aminosäuren kann kaum durch eine Erweiterung der Substratbindetasche in dieser 
Position verursacht sein. Ein möglicher Grund für das erweiterte Substratspektrum 
könnte daher auch eine allgemeine Destabilisierung der Enzymstruktur im aktiven 
Zentrum sein. Dadurch könnte das aktive Zentrum generell mehr verschiedene 
Konformationen annehmen und so die Umsetzung neuer Substrate ermöglichen. Diese 
Annahme widerspricht jedoch der Beobachtung von Reetz und Mitarbeitern, dass die 
Thermostabilität der PAMO-Varianten nicht signifikant verringert war [Reetz et al. 
2009]. Dennoch könnte eine allgemeine Destabilisierung der Mutanten eine Erklärung 
für die Inaktivität vieler Mutanten der Steroidmonooxygenase sein, deren homologe 
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PAMO-Varianten ein erweitertes Substratspektrum aufweisen. Da die Phenylaceton-
monooxygenase aus T. fusca ein thermostabiles Enzym ist, ist anzunehmen, dass die 
Enzymstruktur dieser noch aktiven Mutanten besser erhalten wird als bei den inaktiven 
Varianten der weniger thermostabilen Steroidmonooxygenase.  

Neben den auf der Sättigungsmutagenese von Prolin 445 basierenden Mutanten wur-
den auch Deletionsmutanten der auf diesen Prolinrest folgenden Loopstruktur unter-
sucht, die bei der Phenylacetonmonooxygenase ein erweitertes Substratspektrum auf-
wiesen [Bocola et al. 2005]. Diese Mutanten der Steroidmonooxygenase waren jedoch 
im Gegensatz zu den entsprechenden Varianten der Phenylacetonmonooxygenase 
inaktiv und setzten somit ebenfalls keine neuen Substrate um. Das deutet darauf hin, 
dass die Erweiterung des Substratspektrums bei der Phenylacetonmonooxygenase 
ebenfalls mit einer Destabilisierung des Enzyms einhergehen könnte, die von der 
thermostabilen Phenylacetonmonooxygenase besser toleriert wird.  

Weiterhin wurden auch die Mutante des auf den Loop folgenden Methioninrestes 451 
zu Glycin charakterisiert, die zwar aktiv war, aber ebenfalls kein erweitertes Sub-
stratspektrum aufwies. Auch mit der Doppelmutante Gln98Asn und Pro99Asp konnte 
im Gegensatz zur Phenylacetonmonooxygenase aus T. fusca kein erweitertes Sub-
stratspektrum erreicht werden.  

Aus den bisherigen Studien der Mutanten an Pro445 lässt sich einerseits schließen, 
dass der Einfluss der mutierten Reste bei der Steroidmonooxygenase aus R. rho-
dochrous geringer ist als bei der PAMO, deren homologe Mutanten ein erweitertes 
Substratspektrum aufwiesen [Reetz 2011]. Die Sequenzidentität von 51,8% ermöglicht 
somit an den getesteten Aminosäurepositionen dieser Enzyme keine Erzeugung von 
Mutanten mit einem erweitertem Substratspektrum. Die Beobachtung, dass bei der 
Phenylacetonmonooxygenase oftmals Mutationen erfolgreich waren, welche die 
Struktur stärker beeinflussen, zeigt, dass ein erweitertes Substratspektrum generell mit 
einer allgemeinen Destabilisierung einhergehen könnte. Dabei könnte die Aktivität bei 
der stabileren Phenylacetonmonooxygenase erhalten bleiben, während die Steroid-
monooxygenase durch diese Mutationen inaktiviert wird. Zur Aufklärung der Ursache 
des unterschiedlichen Effektes der Mutationen in den beiden verwandten Enzymen 
wäre eine Kristallstruktur der Steroidmonooxygenase hilfreich. 

Die erhoffte Umsetzung von zyklischen Ketonen im D-Ring von Steroiden wie 
Androstendion oder Prasteron konnte folglich mit keiner der Mutanten erreicht werden. 
Da die entsprechend mutierten PAMO-Derivate Cyclohexanonderivate als neue Sub-
strate umsetzen [Reetz 2011], waren diese Mutanten in der Hoffnung auf ein ähnliches 
Verhalten hergestellt worden. Auch konnte kein erweitertes Substratspektrum für Ste-
roide mit linearer Ketogruppe gemessen werden. Pregnenolon und Hydrocortison, die 
wie Progesteron am C20 oxidiert werden sollten, sind wie auch beim Wildtyp keine 
Substrate.  
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4.8 Neue BVMOs zur Gewinnung von enantiomerenreinen 
Lactonen aus 3-substituierten Cyclobutanonderivaten 

Butyrolactone aus 3-substituierten Cyclobutanonen sind als Bausteine in der organi-
schen Synthese von biologisch aktiven Substanzen und Naturstoffen von besonderer 
Bedeutung. Beispiele für pharmakologisch wirksame Substanzen, für deren Synthese 
chirale Butyrolactone als Bausteine dienen, sind Enterolacton [Tonkelaar et al. 2001] 
und (+)-Deoxypodophyllotoxin [San Feliciano et al. 1993], die gegen Tumoren bezie-
hungsweise Viren wirksam sind. Aus der Literatur ist bekannt, dass verschiedene 
Cyclohexanonmonooxygenasen und auch die Cyclopentanonmonooxygenase aus 
C. testosteronii für eine enantiomerenreine Oxygenierung verschiedener 3-substitu-
ierter Cyclobutanonderivate in einer asymmetrischen Synthese geeignet sind [Rudroff 
et al. 2007]. Anhand der Umsetzung von 3-Phenylcyclobutanon konnte in dieser Arbeit 
die grundsätzliche Eignung der Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous und der 
Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola nachgewiesen werden. Das bei der 
Oxygenierung von 3-Phenylcyclobutanon entstehende (R)-Lactonprodukt dient zur 
Synthese des Antidepressivums Rolipram® [Braun et al. 1998], das (S)-Lacton zur Syn-
these der gegen Geschwüre wirksamen 5,11-Dihydro[1]benzoxepino[3,4-b]pyridine 
[Kumazawa et al. 1988]. Die Enantioselektivitäten beider Enzyme wurden untersucht 
und mit bekannten Enzymen verglichen.  

Die Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola wies dabei die gleiche Enantio-
präferenz wie die CHMO aus A. calcoaceticus auf, der Enantiomerenüberschuss lag 
jedoch mit 90% ee (R) ähnlich wie bei den CHMOs aus Arthrobacter sp. BP2 und 
Brachymonas sowie der CHMO 1 aus Brevibacterium sp. HCU deutlich höher als bei 
der CHMO aus A. calcoaceticus. Insbesondere verglichen mit der CHMO aus Arthro-
bacter sp. BP2 bietet die CAMO den Vorteil einer erheblich höheren spezifischen Akti-
vität (Tabelle 4-1).  

Die Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous ist bezüglich der Umsetzung von 
3-Phenylcyclobutanon enantiodivergent zur Cyclohexanonmonooxygenase aus A. cal-
coaceticus und und weist mit 76% ee (S) einen höheren Enantiomerenüberschuss als 
die bisher bekannten (S)-selektiven BVMOs auf. Die CHMO 2 aus Brevibacterium sp. 
HCU und die Cyclopentanonmonooxygenase aus C. testosteronii weisen im Vergleich 
dazu nur Enantiomerenüberschüsse von 39% ee (S) beziehungsweise 37% ee (S) auf 
[Rudroff et al. 2007].  

Diese Ergebnisse zeigen, dass die CAMO aus C. radicicola und aufgrund der umge-
kehrten Enantiopräferenz auch die Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous von 
bedeutendem Interesse für die enzymatische Herstellung von chiralen Butyrolactonen 
aus 3-substituierten Cyclobutanonen sein können. Aufbauend auf diese Studien soll 
die Enantioselektivität der Enzyme bei der Umsetzung weiterer 3-substituierter Cyclo-
butanonderivate in Zusammenarbeit mit der Gruppe von Prof. Mihovilovic (TU Wien) 
vertiefend untersucht werden. 
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5 Zusammenfassung 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde das Potential des filamentösen Pilzes Cylindro-
carpon radicicola ATCC 11011 (identisch mit Cylindrocarpon destructans DSM 837) 
zur biokatalytischen Baeyer-Villiger-Oxidation untersucht. Dieser Stamm setzt ein 
breites Spektrum von typischen BVMO-Substraten um, so unter anderem Steroide und 
zyklische Ketone. Da die an diesen Biotransformationen beteiligten Enzyme bisher 
nicht rekombinant exprimiert wurden, bestand das Ziel dieser Arbeit in der Identifizie-
rung und Charakterisierung von BVMO-Genen in C. radicicola. Die Arbeit beschreibt 
erstmalig die Identifizierung, Klonierung und rekombinante Expression einer eukaryoti-
schen Baeyer-Villiger-Monooxygenase (BVMO) sowie deren eingehende proteinbio-
chemische Charakterisierung. 

Das Genom von C. radicicola wurde bisher nicht sequenziert. Innerhalb dieser Arbeit 
wurden zur Auffindung neuer BVMO-Sequenzen daher Methoden der Proteinaufreini-
gung sowie eine Identifizierung über molekularbiologische Ansätze angestrebt. Die 
Aufreinigung einer BVMO aus dem isolierten Zellextrakt des Organismus über ein drei-
stufiges Reinigungsprotokoll, welches eine Ammoniumsulfatfällung sowie eine Butyl-
sepharose- und DEAE-Sepharose-Trennung beinhaltete, war nur teilweise erfolgreich. 
Die Qualität der erhaltenen Enzympräparationen war für eine anvisierte Ableitung von 
Sequenzinformationen unzureichend, weshalb die Identifizierung der Proteinsequenz 
mit molekularbiologischen Methoden erfolgte. Mit degenerierten Primern, welche kon-
servierte Sequenzbereiche bekannter BVMOs enthielten und mit Hilfe der CODEHOP-
Strategie abgeleitet wurden, konnten drei zu BVMOs homologe Sequenzfragmente 
amplifiziert und identifiziert werden. Zwei der Sequenzen waren homolog zu putativen 
pilzlichen Steroidmonooxygenasen. Da sich jedoch zeigte, dass diese Sequenzen ver-
mutlich kryptische Gene mit einem Stoppcodon beziehungsweise einer Leseraster-
verschiebung darstellen, wurden keine weiteren Untersuchungen hierzu durchgeführt.  

Dagegen konnte eine der aus C. radicicola neu identifizierten Sequenzen funktionell in 
E. coli überexprimiert und als Cycloalkanonmonooxygenase (CAMO) charakterisiert 
werden. Die Primärstruktur dieser BVMO besteht aus 531 Aminosäureresten, welche 
ca. 45% Sequenzidentität zu bekannten Cyclohexanonmonooxygenasen (CHMOs) auf-
weisen. Die Expression des mit aminoterminalem His6-Tag fusionierten Proteins wurde 
erfolgreich auf einen 20-Liter-Maßstab vergrößert und die CAMO nachfolgend aufge-
reinigt. Das Substratspektrum und die kinetischen Parameter des Enzyms wurden 
durch einen spektrophotometrischen Assay sowie durch Biokatalysen mit ruhenden 
Zellen von E. coli BL21 untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass diese CAMO 
viele cycloaliphatische und bicycloaliphatische Ketone umsetzt. Die hohe katalytische 
Aktivität gegenüber Cyclobutanon ist als eine besondere Eigenschaft dieser BVMO 
hervorzuheben. Die Fähigkeit von C. radicicola, auf Cyclohexanon als einziger Kohlen-
stoff- und Energiequelle zu wachsen, deutet auf eine katabole Funktion der Umsetzung 
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von Cycloalkanonen hin. Diese Eigenschaft ist für Sanierungsverfahren mineralbelas-
teter Umweltkompartimente von Bedeutung und bisher nur für wenige Pilze bekannt. 
Neben der Umsetzung von Cycloalkanonen konnte für das Enzym eine interessante 
Aktivität gegenüber offenkettigen Ketonen wie Cyclobutyl-, Cyclopentyl- und Cyclo-
hexylmethylketon nachgewiesen werden. Die vorgenannten Verbindungen wurden 
bisher nicht als typische Substrate von CHMOs identifiziert. Dies zeigt, dass die neu 
beschriebene eukaryotische BVMO Reaktionen katalysiert, die bisher für viele prokary-
otische BVMOs nicht beschrieben wurden. Für die CAMO konnte kein Umsatz von 
Steroiden ermittelt werden. Aufgrund der für den Wildtypstamm beschriebenen Fähig-
keit einer oxidativen Steroidtransformation liegt die Vermutung nahe, dass noch wei-
tere BVMOs in C. radicicola vorhanden sind. Da bisher keine BVMOs aus eukaryoti-
schen Organismen rekombinant hergestellt wurden, stellt die im Rahmen dieser Arbeit 
erfolgreich durchgeführte rekombinante Expression der CAMO aus C. radicicola das 
erste Beispiel für ein derartiges Enzym dar. 

Für einen Großteil der bisher in der Literatur beschriebenen biokatalytischen Fähigkei-
ten von C. radicicola ist eine Steroidmonooxygenase (STMO) von besonderer Bedeu-
tung. Daher wurde zu Vergleichszwecken eine STMO aus Rhodococcus rhodochrous 
DSM 43269 erfolgreich rekombinant exprimiert, deren Substratspektrum bisher nur in 
Ansätzen und ausschließlich für Steroidsubstrate untersucht wurde. Durch eine umfas-
sende Analyse der Substratspezifität dieses Enzyms konnte hierbei erstmals gezeigt 
werden, dass dieses Enzym neben Steroiden auch weitere offenkettige Ketone wie 
Cyclopentyl- und Cyclohexylmethylketon umsetzt, die den D-Ring des Steroids nach-
bilden und so Minimalsubstrate darstellen. Besonders interessant war jedoch die beo-
bachtete Umsetzung von Cyclobutanonderivaten durch die STMO, welche mit Aus-
nahme dieser Substratgruppe nur lineare Ketone umsetzt.  

Da sowohl für die CAMO aus C. radicicola als auch für die STMO aus R. rhodochrous 
ein Umsatz von Cyclobutanonderivaten nachgewiesen werden konnte, wurde deren 
Enantioselektivität in Biokatalysen mit dem Substrat 3-Phenylcyclobutanon untersucht 
und mit der umfassend charakterisierten CHMO aus Acinetobacter calcoaceticus ver-
glichen. Die CAMO aus C. radicicola zeigte dabei eine höhere Enantioselektivität als 
die CHMO von A. calcoaceticus. Dagegen ist die STMO aus R. rhodochrous enantio-
divergent zum Vergleichsenzym und weist eine höhere Enantioselektivität als bisher 
bekannte (S)-selektive BVMOs auf. Die mit diesen Reaktionen hergestellten Butyro-
lactonderivate sind wertvolle Bausteine für die Synthese vieler Naturstoffe und bioakti-
ver Verbindungen. Die in dieser Arbeit untersuchten BVMOs bieten somit eine potenti-
ell verbesserte Möglichkeit für die Herstellung derartiger Verbindungen. 

Weiterhin wurde versucht, das Substratspektrum der STMO aus R. rhodochrous durch 
rationales Protein-Design zu erweitern und ein tieferes Verständnis von Sequenz-Akti-
vitäts-Beziehungen dieses Enzyms zu gewinnen. Da aus der Literatur Mutanten der 
homologen Phenylacetonmonooxygenase aus Thermobifida fusca mit einem erweiter-
ten Substratspektrum bekannt sind, wurden basierend auf diesen Informationen Vari-
anten der STMO erzeugt, die jedoch kein erweitertes Substratspektrum aufwiesen.  
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6 Material und Methoden 

6.1 Material 

6.1.1 Geräte 

Tabelle 6-1: Geräte. 

 Gerät Modell / Bezeichnung Hersteller 
Autoklav V-120 Systec (Wettenberg) 
Brutschränke Friocell 

Inucell 
MMM-Medcenter-Einrich-
tungen GmbH (Gräfelfing) 

DNA-Elektrophorese Mini-Sub® Cell GT BioRad (München) 
 Agagel Maxi Biometra (Göttingen) 
Elektroporator MicroPulser BioRad (München) 
Fermenter BIOSTAT® C plus Sartorius (Göttingen) 
FPLC Äkta Purifier GE Healthcare (München) 
 Äkta Prime Amersham Pharmacia 

Biotech (Uppsala, SE) 
FPLC-Säulen XK 16/20 GE Healthcare (München) 
 XK 26/20 GE Healthcare (München) 
 HisTrap FF crude Säule 5 ml GE Healthcare (München) 
GC-MS GCMS-QP2010 Shimadzu (Duisburg)  
GC-Trennsäule BPX5 SGE GmbH (Darmstadt) 
 HYDRODEX® -β-TBDac Macherey-Nagel (Düren) 
Gefriertrockner Alpha 1-2 Christ (Osterode am Harz) 
Hochdruckhomo-
genisator 

Labor Pilot HPH 2000/4 IKA (Staufen) 

HPLC LaChrom L7000,  
L7100 (Pumpe),  
L7200 (Autosampler),  
L7420 (UV-Vis-Detektor),  
L7360 (Säulenofen) 

Merck-Hitachi (Darmstadt; 
Tokio, Japan) 

HPLC-Trennsäule Kromasil C18 125x4 mm Syntrex (Greifswald) 
Inkubatoren Unitron HT Infors (Bottmingen, CH) 
 Multitron HT Infors (Bottmingen, CH) 
 Minitron HT Infors (Bottmingen, CH) 
 TH30 Edmund Bühler GmbH 

(Hechingen) 
Kugelmühle FastPrep® 24 MP Biomedicals (Solon, 

OH, USA) 
Magnetrührer RCT basic  IKA (Staufen) 
 MR 3001 Heidolph (Schwabach) 
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 Gerät Modell / Bezeichnung Hersteller 
Netzgeräte EPS 301 Amersham Pharmacia 

Biotech (Uppsala, SE) 
 EV 231 Consort (Turnhout, BE) 
PCR-Geräte Touchgene Gradient Techne (Cambridge, UK) 
 FlexCycler  AnalytikJena (Jena) 
 PXE 0.2 Thermo Electron (USA) 
 TPersonal Biometra (Göttingen) 
 Progene Techne (Cambridge, UK) 
pH-Meter Microprocessor HI 9321 Hanna Instruments (Kehl) 
Pipetten Signature EHP 2–20 µL VWR (Darmstadt) 
 Signature EHP 20–200 µL VWR (Darmstadt) 
  Signature EHP 100–1000 µL VWR (Darmstadt) 
Proteinelektrophorese Minigel-Twin Biometra (Göttingen) 
Rotationsverdampfer Laborota 4000 efficient Heidolph (Schwabach) 
 Varioscan Thermo Electron (USA) 
Sicherheitswerkbänke HeraSafe KS15 Thermo Electron (USA) 
Spektrophotometer V 550 Jasco (Groß-Umstadt) 
 UV Mini 1240 Shimadzu (Duisburg) 
 NanoDrop 1000 Thermo Scientific (USA) 
Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg) 
Ultraschallbad Sonorex Super RK 255 H Bandelin electronic (Berlin) 
Vakuum-Membran-
pumpen 

LVS 210 Tp ecoflex 
Rotavac Valve Control 

Ilmvac (Ilmenau) 
Heidolph (Schwabach) 

 RC6 Vacuubrand (Wertheim) 
Vakuumzentrifuge Jouan RC1010 Thermo Electron (USA) 
Vortexer Vortex-Genie® 2 Scientific Industrie (Bohe-

mia, NY, USA) 
Waagen Research R 180D Sartorius (Göttingen) 
 Explorer E 14130 Ohaus (Mönchengladbach) 
 Scout Pro SPU 2001 Ohaus (Mönchengladbach) 
Wasserbad W1 Medigen (Freital) 
Zentrifugen Multifuge 3 S-R Heraeus (Hanau) 
 Labofuge 400 R Heraeus (Hanau) 
 Fresco 17 Heraeus (Hanau) 
 Pico 17 Heraeus (Hanau) 

 

 

6.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

Alle Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden, soweit nicht anders ausgewie-
sen, in ihrer höchsten verfügbaren Reinheit von Alfa Aesar (Karlsruhe), Greiner (Solin-
gen), Carl Roth (Karlsruhe), Sarstedt (Nümbrecht), Sigma-Aldrich (München), StarLab 
(Ahrensburg) und VWR (Darmstadt) bezogen. 
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Tabelle 6-2: Verbrauchsmaterialien und FPLC-Materialien.  

Material Typ  Hersteller 
Pipettenspitzen 10 µl StarLab (Ahrensburg) 
 200 µl, 1000 µl Sarstedt (Nümbrecht) 
Mikrotiterplatten 96 Well, 24 Well Sarstedt (Nümbrecht) 
Luftdurchlässige 
Klebefolien 

AeraSeal™ Excel Scientific  
(Victorville, USA) 

Einmalküvetten Polystyrol Sarstedt (Nümbrecht) 
Elektroporations-
küvetten 

Elektrodenabstand 2 mm BioRad (München) 

Zentrifugen-Filterein-
heiten 

10 kDa, 15 kDa Millipore (Schwalbach),  
Sartorius (Göttingen) 

Glasperlen Ø=0,1-0,11 mm; 0,4-0,6 mm Sartorius (Göttingen) 
FPLC-Materialien Sepharose G25 GE Healthcare (München) 
 Superdex™ 200 prep grade GE Healthcare (München) 
 Butylsepharose HD GE Healthcare (München) 
 DEAE-Sepharose Fast Flow GE Healthcare (München) 
 CNBr-aktivierte Sepharose 4B GE Healthcare (München) 
 Toyopearl AF-Red-650-Agarose Tosoh (Tokyo, Japan) 

 

6.1.3 Kits 

Tabelle 6-3: Kits. 

Kit Anwendung Hersteller 
GeneJet Miniprep Kit Plasmidisolation Fermentas  

(St. Leon-Rot) 
QIAprep Spin Miniprep Kit Plasmidisolation QIAGEN (Hilden) 
QIAGEN Plasmid Midi Kit Plasmidisolation QIAGEN (Hilden) 
High pure PCR Cleanup 
Micro kit 

Aufreinigung von lineari-
sierter DNA für P. pastoris 

Roche (Mannheim) 

QIAquick Gel Extraction Kit Gelextraktion, Aufreinigung 
von PCR-Fragmenten 

QIAGEN (Hilden) 

TRI Reagent® Isolation von DNA und RNA Sigma-Aldrich (Mün-
chen) 

QuikChange® Site-directed 
Mutagenesis Kit 

Ortsspezifische Mutationen Stratagene (La Jolla, 
USA) 

NZY-A PCR cloning kit TA-Klonierung NZYTech (Lissabon, P) 
TOPO® TA Cloning® Kit TA-Klonierung Invitrogen (Darmstadt) 
DNA-Polymerasen PCR EURx (Danzig, Polen) 
Restriktionsendonukleasen Restriktionsverdau NEB (Frankfurt / Main) 
BCA Protein quantification 
kit 

Proteingehaltsbestimmung Uptima Interchim  
(Montluçan, F) 
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6.1.4 Enzyme 

Tabelle 6-4: Enzyme und Proteine. 

Enzym Eigenschaften Hersteller / Quelle 
Rekombinant hergestellte Enzyme / Proteine 
CAMO aus C. radicicola E. coli, N-terminaler His6-Tag diese Arbeit 
STMO aus R. rhodochrous E. coli, N-terminaler His6-Tag diese Arbeit 
CHMO aus A. calcoaceticus E. coli, N-terminaler His6-Tag AK Prof. Bornscheuer 
Grün fluoreszierendes  
Protein (GFP) 

E. coli, Mutante F64L, Y66W, 
Q80R, I167T, K238N 

Dr. G. Palm,  
AK Prof. Hinrichs 

Kommerziell erhältliche Enzyme / Proteine 
Albumin Fraktion V ≥98% Carl Roth (Karlsruhe) 
Alkoholdehydrogenase aus 
S. cerevisiae (A7011) 

Lyophilisat, ≥300 U/mg Sigma-Aldrich  
(München) 

Katalase aus Rinderleber 
(C40) 

Lyophilisat, ≥10000 U/mg Sigma-Aldrich  
(München) 

Deoxyribonuclease I Typ IV 
aus Rinderpankreas (D5025) 

Lyophilisat,  
≥2000 Kunitz U/mg 

Sigma-Aldrich  
(München) 

Lysozym aus Hühnereiweiß 
(62790) 

Dialysiert, Lyophilisat, 
~100000 U/mg 

Fluka (Buchs,CH) 

 

6.1.5 Marker 

Tabelle 6-5: Marker für die Gelelektrophorese. 

Marker Größenbereich Hersteller 
1 kb DNA Leiter 0,5 - 10 kbp Carl Roth (Karlsruhe) 
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder 0,1 – 3 kbp Fermentas (St. Leon-Rot) 
Roti-Mark Standard 14,3-200 kDa Carl Roth (Karlsruhe) 
MWND500 Non-denaturing Marker Kit 14,0-500 kDa Sigma-Aldrich (München) 

 

6.1.6 Stämme 

Tabelle 6-6: Stämme. 

Spezies Stamm Genotyp Quelle 
Wildtypstämme 
Cylindrocarpon 
radicicola 

DSM 837 
 

Wildtyp (ATCC 11011) DSMZ  
 

Rhodococcus 
rhodochrous 

DSM 11097 Wildtyp (ATCC 4273) DSMZ 
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Spezies Stamm Genotyp Quelle 
Klonierungsstämme 
Escherichia coli DH5α F- ϕ80lacZΔM15 Δ(ΔlacZYA-argF) 

U169 recA1 endA1 hsdR17(rk
-, mk

+) 
phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ- 

Clontech 

Escherichia coli Top10 F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
ϕ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139 
∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) 
endA1 nupG 

Invitrogen 

Expressionsstämme 
Escherichia coli BL21 (DE3) F– ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm 

rne131 (DE3) 
Novagen 

Escherichia coli Rosetta 
(DE3) 

F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm lacY1 
(DE3) pRA-RE (CamR) 

Novagen 

Escherichia coli SHuffle® T7 
Express 

fhuA2 lacZ::T7 gene1 [lon] ompT ahpC 
gal λatt::pNEB3-r1-cDsbC(SpecR, lacIq) 
ΔtrxB sulA11 R(mcr-73::miniTn10--
TetS)2 [dcm] R(zgb-210::Tn10 --TetS) 
endA1 Δgor ∆(mcrC-mrr)114::IS10 

NEB 

Escherichia coli Lemo 21 
(DE3) 

fhuA2 [lon] ompT gal (λ DE3) [dcm] 
∆hsdS/ pLemo(CamR) λ DE3 = λ 
sBamHIo ∆EcoRI-B int::(lacI::  
PlacUV5::T7 gene1) i21 ∆nin5 pLemo 
= pACYC184-PrhaBAD-lysY 

NEB 

Corynebacter-
ium glutamicum 

ATCC13032 Wildtyp FZ Jülich  
IBG-1 

Pichia pastoris X-33 Wildtyp Invitrogen 

 

6.1.7 Plasmide 

Tabelle 6-7: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten und hergestellten Plasmide 

Plasmid kbp Resis-
tenz 

Relevante Eigenschaften Quelle /  
Referenz 

Klonierungsvektoren 
pCR®II-
TOPO® 

3,973 ampR
E.c. 

kanR
E.c. 

PT7, PSP6, lacZα, pUC-Replikon (lineari-
siert, 3’-terminaler Thymidinüberhang mit 
kovalent gebundener Topoisomerase) 

Invitro-
gen 

pNZY28 2,886 ampR
E.c. pMB1-Replikon (linearisiert, 3’-terminaler 

Thymidinüberhang, lacZ mit MCS) 
NZYTech  

pUC57-
Afla 

4,399 ampR
E.c. pMB1-Replikon (Derivat von pUC57, lacZ 

mit MCS, STMO aus A. flavus in MCS 
insertiert) 

Gen-
script 
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Plasmid kbp Resis-
tenz 

Relevante Eigenschaften Quelle /  
Referenz 

Expressionsvektoren 
pET22b (+) 5,493 ampR

E.c. PT7, lacI, ColE1 pBR322 ori-Replikon  
(C-terminaler His6-Tag) 

Novagen 

pET28b (+) 5,368 kanR
E.c. PT7, lacI, ColE1 pBR322 ori-Replikon  

(N oder C-terminaler His6-Tag) 
Novagen 

pJOE2792.
1-PFEI 

5,124 ampR
E.c. Prha, rrnB, ColE1-Replikon, (Derivat von 

pBTac1), PFEI-His6 kloniert mit 
NdeI/BamHI 

[Krebsfä
nger et 
al. 1998] 

pEKex2 8,161 kanR
C.g., 

kanR
E.c. 

Ptac ,lacIQ, pBL1C.g/ColE1E.c.-Replikon, 
(Expressionsvektor mit mittlerer Kopien-
zahl in C.glutamicum) 

[Eik-
manns et 
al. 1991] 

pPICZ B 3,328 zeoR
P.p., 

zeoR
E.c. 

PAOX1, pUCE.c. ori-Replikon (Integration in 
Genom über AOX1-Sequenz,  
C-terminaler c-myc und His6-Tag) 

Invitro-
gen 

Chaperonplasmide  
pTf16 5,0 chlRE.c. ParaB, tig, pACYC ori-Replikon TaKaRa 
pGro7 5,4 chlRE.c. ParaB, groES-groEL, pACYC ori-Replikon TaKaRa 
pG-KJE7 7,2 chlRE.c. ParaB, groES-groEL, pACYC ori-Replikon TaKaRa 
pG-KJE8 11,1 chlRE.c. ParaB, PPzt-1, dnaK-dnaJ-grpE, groES-

groEL, pACYC ori-Replikon 
TaKaRa 

pG-Tf2 8,3 chlRE.c. PPzt-1, groES-groEL-tig,  
pACYC ori-Replikon 

TaKaRa 

Plasmide mit integrierter CAMO aus C. radicicola 
pCAMO 6,861 kanR

E.c. pET28b (+) mit CAMO aus C. radicicola diese 
Arbeit 

pHisCAMO 6,921 kanR
E.c. pET28b (+) mit CAMO aus C. radicicola 

mit fusioniertem N-terminalem His6-Tag 
diese 
Arbeit 

pCAMOHis 6,826 kanR
E.c. pET28b (+) mit CAMO aus C. radicicola 

mit fusioniertem N-terminalem His6-Tag 
diese 
Arbeit 

pHisCAMO 
-M57L 

6,921 kanR
E.c. QuikChange® von pHisCAMO, M57L 

(ATG170CTG) 
diese 
Arbeit 

Plasmide mit integrierter STMO aus R. rhodochrous 
pSMO 6,915 kanR

E.c. pET28b (+) mit STMO aus  
R. rhodochrous 

diese 
Arbeit 

pHisSMO 6,975 kanR
E.c. pET28b (+) mit STMO aus  

R. rhodochrous mit fusioniertem  
N-terminalem His6-Tag 

diese 
Arbeit 

pSMOHis 6,895 kanR
E.c. pET28b (+) mit STMO aus  

R. rhodochrous mit fusioniertem  
N-terminalem His6-Tag 

diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445S 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445S  

(CCG1333TCG) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445C 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445C 

(CCG1333TGT) 
diese 
Arbeit 
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Plasmid kbp Resis-
tenz 

Relevante Eigenschaften Quelle /  
Referenz 

pHisSMO-
P445D 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445D 

(CCG1333GAT) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445N 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445N 

(CCG1333AAT) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445T 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445T 

(CCG1333ACT) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445M 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445M 

(CCG1333ATG) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445L 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445L 

(CCG1333CTT) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445I 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445I 

(CCG1333ATT) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445K 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445K 

(CCG1333AAG) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445F 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445F 

(CCG1333TTT) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445Y 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445Y 

(CCG1333TAT) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
P445W 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, P445W 

(CCG1333TGG) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
M451G 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, M451G 

(ATG1351GGC) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
SV446del 

6,969 kanR
E.c. Deletion Loop-AS S447, V447 aus pHis-

SMO (Deletion 1336-1341 TCGGTC) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
V447del 

6,972 kanR
E.c. Deletion der Loop-AS V447 aus pHis-

SMO (Deletion 1339-1341 GTC) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
VL447del 

6,969 kanR
E.c. Deletion Loop-AS V447, L448 aus pHis-

SMO (Deletion 1339-1344 GTCCTC) 
diese 
Arbeit 

pHisSMO-
QP98ND 

6,975 kanR
E.c. QuikChange® von pHisSMO, Q98N, 

P99D (CAGCCC 292 AATGAC) 
diese 
Arbeit 

Plasmide mit integrierter putativer STMO aus A. flavus 
pET- 
AflaHis 

7,038 ampR
E.c. pET22b (+) mit putativer STMO aus  

A. flavus mit fusioniertem  
C-terminalem His6-Tag 

diese 
Arbeit 

pJOE-
AflaHis 

5,973 ampR
E.c. pJOE mit putativer STMO aus A. flavus 

mit fusioniertem C-terminalem His6-Tag 
diese 
Arbeit 

pET-Afla 7,038 ampR
E.c. pET22b (+) mit putativer STMO aus A. 

flavus aus pET-AflaHis mit QuikChange® 
diese 
Arbeit 

pEKEx-
AflaHis 

9,839 kanR
C.g., 

kanR
E.c. 

pEKEx2 mit putativer STMO aus  
A. flavus mit fusioniertem  
C-terminalem His6-Tag 

diese 
Arbeit 

pPICZ-
AflaHis 

4,935 zeoR
P.p., 

zeoR
E.c. 

pPICZ-B mit putativer STMO aus  
A. flavus mit fusioniertem  
C-terminalem His6-Tag 

diese 
Arbeit 

pPicZ-Afla 4,935 zeoR
P.p.,

zeoR
E.c. 

pPICZ-B mit putativer STMO aus A. fla-
vus aus pPICZ-AflaHis mit QuikChange® 

diese 
Arbeit 
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6.1.8 Primer 

Alle verwendeten Primer wurden von den Firmen Invitrogen (Darmstadt) und Biomers 
(Ulm) bezogen. 

6.1.8.1 Sequenzierungsprimer 

Tabelle 6-8: Sequenzierungsprimer und deren Anwendung 

Primer Sequenz Anwendung 
M13-FP 5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ Vor- und Rückwärts-

primer für pCR®II-
TOPO® und pNZY28 

M13-RP 5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’ 

T7 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ Vorwärtsprimer für 
alle pET-Vektoren 

pET-24a 5’-GGGTTATGCTAGTT 
     ATTGCTCAG-3’ 

Rückwärtsprimer für 
alle pET-Vektoren 

pJOE_FW 5’- CTTTCCCTGGTTGCCAATGG-3’ Vorwärtsprimer pJOE 
pJOE_RV 5’-GCTTCTGCGTTCTG 

     ATTTAATC-3’ 
Rückwärtsprimer 
pJOE 

pEKEx2-pTAC_FW 5’-GCTCGTATAATGTGTGGA-3’ Vor- und Rückwärts-
primer für pEKEx2 
 

pEKEx2_ 
EcoTerm_RV 

5’-CAGACCGCTTCTGCGTTC-3’ 

5'AOX1 5’-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’ Vorwärtsprimer 
pPICZ_B 

3'AOX1 5’-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’ Rückwärtsprimer 
pPICZ-B 

Nterm_CAMO_FW 5’-TCGCTTCATGGCCAGAAAC-3’ Primer zur Identifizie-
rung des N-Terminus 
der CAMO aus C. 
radicicola 

Nterm_CAMO_FW2 5’-CAACTTCAAGAACGAGGTC-3’ 
Nterm_CAMO_RV 5’-GTCGAACTTCCCTTCCTAG-3’ 
Nterm_CAMO_RV2 5’-TTACTGCTTTCCTTACTCC-3’ 
Cyl_CAMO_663bp 5’-TATCGCTACTGGTTATC-3’ Interner Primer 

CAMO 
Cyl_SMO2_721bp_
FW 

5’-TCCAGATCATTCCCAAG-3’ Interne Primer für 
kryptische STMO-
Gene Cyl_SMO1_633bp_

FW 
5’-GGGCACTGGATTTGTAC-3’ 

Afla_SMO_ 
215bp_FW 

5’- CGGGTGTTGATTCTGAAG-3’ 
Interne Primer für 
STMO-Gen aus  
A. flavus 

Afla_SMO_ 
542bp_RV 

5’-GCCAGAAAGAGCTGTGATGC-3’ 
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6.1.8.2 Primer zur Identifizierung neuer BVMOs aus C. radicicola 

Zur Amplifizierung neuer BVMOs aus genomischer DNA von C. radicicola wurden ne-
ben literaturbekannten Primern zur Identifizierung von BVMOs auch degenerierte Pri-
mer und mit CODEHOP abgeleitete degenerierte Primer basierend auf konservierten 
BVMO-Sequenzen eingesetzt. Anschließend dienten SiteFinding-PCR, Gene Walking 
PCR und inverse PCR zur Vervollständigung erfolgreich amplifizierter Sequenzen. 

Tabelle 6-9: Primer zur Identifizierung neuer BVMO-Sequenzfragmente und deren 
Bindungsstellen 

Primer Sequenz Bindungsstelle 
Primer aus der Literatur 
SMO-N 5'-ATGAACGGNCAGCAYCCNCG-3' N-Terminus 
SMO-2 5'-TCSGCSACRTGYTCSAGGTA-3'  
BVMfw3 5’-GGNACNTGGCCATGGAAYNNN 

    TAYCCNGG-3’ 
GG-Motiv 

BVMrv3 5’-GTNCCNATGACGTCNACACKYTT-3’ GXGXXG-Motiv 
Aus dem N-Terminus einer STMO von C. radicicola abgeleitete Primer 
N_Term_FW 5’-GCNGARTGGGCNGARGARTTYGA-3’ N-Terminus 
N-Term-FW2 5'-GCYGAGTGGGCYGAGGAGTTCGA-3' N-Terminus 
Aus einem BVMO-Alignment abgeleitete Primer 
FAD2-FW 5'-GGYGTYGGYGGYGTYTGGTAYTGG-3' GG-Motiv 
FAD2_RV 5’-CCNGGRTANCKRTTCCARTACCA-3’  
NADPH1_RV 5’-CCNACNCKYTTNCCNGTRAARTC-3’  
NADPH2_RV 5’-CCNGTCATNGCRTCRAANCCNGT-3’ ATG-Motiv 
FAD3_RV 5’-GGDATRTTNGCNCCNARRTACCA-3’  
Über CODEHOP abgeleitete BVMO-spezifische Primer  
Ch_BVMO_B1_FW 5’-GGCGTCTGGTACTGGAAYHSN 

    TAYCC-3’ 
GG-Motiv 

Ch_BVMO_E5-RV 5’-GGATGCCGGAGGAGCCNGTN 
    CCDAT-3’ 

GXGXXG-Motiv 

Ch_BVMO_D1-FW 5’-CACACCGCCCGGTGGSMNSANGA-3’ FXGXXXH-
XXXW-Motiv 

Ch_BVMO_N2-RV 5’ GCCGGTCATGTTGAACADRTTN 
    GGRWA 3’ 

 

Über CODEHOP abgeleitete Primer spezifisch für putative pilzliche STMOs 
Ch_fungal_B1-FW 5’-GCACCTGGTGGTGGAAYHSNTAYCC-3’ GG-Motiv 
Ch_fungal_F2-RV 5’-GGTGGAGCCGGTGCCDATNACNSC-3’ GXGXXG-Motiv 
Ch_fungal_K2-RV 5’-GGGCCGGTGCTGGYNTYRAANCC-3’  
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Tabelle 6-10: Primer zur Vervollständigung der identifizierten BVMO-Sequenzfragmente. 

Primer Sequenz Anwendung 
SiteFinding PCR allgemein 
SiteFinder 1 5’-CACGACACGCTACTCAACACACCACCT 

    CGCACAGCGTCCTCAAGCGGCCGC 
    NNNNNNGCCT-3’ 

Unspezifische 
Einzelstrang-
synthese 

SiteFinder 2 5’-CACGACACGCTACTCAACACACC 
    ACCTCGCACAGCGTCCTCAAGC 
    GGCCGCNNNNNNGCCTA-3’ 

Unspezifische 
Einzelstrang-
synthese 

SFP1 5’-CACGACACGCTACTCAACAC-3’ Nested PCR 1 
SFP2 5’-ACTCAACACACCACCTCGCACAGC-3’ Nested PCR 2 
Vervollständigung der Sequenz der CAMO aus C. radicicola 
CAMO-SF-Nterm1 5’-CTTTCGGAGGTCATGGCGCTCGAC-3’ N-Terminus 
CAMO-SF-Nterm2 5’-CGGGCTGGTAGACGTA 

    GTGGTTGGACC-3’ 
N-Terminus 

CAMO-SF-Cterm1 5’-TCTGGGCCTCCTCTCTAAACCC-3’ C-Terminus 
CAMO-SF-Cterm2 5‘-CGAGCTGCAAGGCAAGACAGTCGG-3‘ C-Terminus 
NectriaHa_C-term 5’-TCACGAAAAGTCGGGAAAACCAGC-3‘ C-Terminus 
CAMO-GW-Cterm 5’-TCTGGGCCTCCTCTCTAAACCC-3’ C-Terminus 
Vervollständigung der Sequenz der putativen STMO1 aus C. radicicola 
SMO1-GW-Nterm 5‘-CGAGCAGTCCTTCTT 

    GATGTTGAGAATC-3‘ 
N-Terminus 

SMO1-SF-Cterm1 5’-TGCTGCCAGGCGTTACATTCCC-3’ C-Terminus 
SMO1-SF-Cterm2 5’-CATCGAAAAGTTCGAAGGCGTGATC-3’ C-Terminus 
Vervollständigung der Sequenz der putativen STMO2 aus C. radicicola 
SMO2-SF-Nterm1 5’-CGATACGGCCCAGGTACTCCTGAAC-3’ N-Terminus 
SMO2-SF-Nterm2 5’-AGTTCCATTCCTCCTTAGCCCCAGG-3’ N-Terminus 
SMO2-GW-Cterm 5’-CGGACCCCATCCTTCTCCTCTATGA-3’ C-Terminus 

 

 

6.1.8.3 Primer zur Vektorkonstruktion 

Tabelle 6-11: Klonierungsprimer und deren Anwendung. Restriktionsschnittstellen sind 
unterstrichen. 

Primer Sequenz Anwen-
dung 

Primer zur Klonierung der CAMO aus C. radicicola 
CAMO_ClonN_FW 5‘-CCATGGGATCCATCCCGGAAGTTCTC-3‘ N-Terminus 
CAMO_ClonNH_ 
FW 

5‘-CATATGGGATCCATCCCGGAAGTTCTC-3‘ N-His6-Tag 

CAMO_ClonC_RV 5‘-GAATTCACGAAAAGTCGGGAAAACCAGC-3‘ C-Terminus 
CAMO_ClonCH_RV 5‘-CTCGAGCGAAAAGTCGGGAAAA 

    CCAGCAG-3‘ 
C-His6-Tag 
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Primer Sequenz Anwen-
dung 

Primer zur Klonierung der STMO aus R. rhodochrous 
SMO_ClonN_FW 5’-CCATGGACGGCCAGCATCCCCGATC-3’ N-Terminus 
SMO_ClonNH_FW 5’-CATATGGACGGCCAGCATCCCCGATC-3’ N-His6-Tag 
SMO_ClonC_RV 5’-GAATTCAGCCCTCGAGGATCGC 

    AAACCCC-3’ 
C-Terminus 

SMO_ClonCH_RV 5’-AAGCTTGCCCTCGAGGATCGC 
    AAACCCC-3’ 

C-His6-Tag 

Primer zur Klonierung der putativen STMO aus A. flavus 
Afla_pEKEx2_FW 5’-GTCGACAAGGAGATATAGATATGCCGG 

    TGCGTCGCGAACTGGC-3’ 
N-Terminus 
+RBS (fett) 

Afla_pEKEx2_RV 5’-CCGGAATTCAGTGGTGGTGGTGG 
    TGGTGCTC-3’ 

C-His6-Tag 

Afla_pPICZ-B_FW 5’-GAATTCATGCCGGTGCGTCGCG 
    AACTGG-3’ 

N-Terminus 

Afla_pPICZ-B_RV 5’-TCTAGACGTTTAACAATATCG 
    AAACCATTAAAG-3’ 

C-His6-Tag 

N-His6-Tag: N-terminal fusionierter His6-Tag. 
C-His6-Tag: C-terminal fusionierter His6-Tag. 

6.1.8.4 Primer zur positionsgerichteten Mutagenese und  
Sättigungsmutagenese 

Tabelle 6-12: Mutagene Primer und deren Anwendung. Geänderte Basentripletts sind unterstri-
chen, mutierte Basenpaare fett. Ein senkrechter Strich in der Sequenz eines Oligonukleotids 
signalisiert die Position einer Deletion. 

Primer Sequenz Anwendung 
Herstellung des Wildtyps aus durch Klonierung verursachten Mutanten 
CAMO_D529G_sense 5’-TGCTGCTGGTTTTCCCGGCTTTT 

    CGTGAATTCGAG-3’ 
Rückmuta-
tion Nectria-
Primer  CAMO_D529G_anti 5’-CTCGAATTCACGAAAAGCCGGG 

    AAAACCAGCAGCA-3’ 
SMO_D2N_sense 5’-GCGCGGCAGCCATATGAACGG 

    CCAGCAT-3’ Rückmuta-
tion NcoI-
Primer 

SMO_D2N_anti 5’-ATGCTGGCCGTTCATATGGCTG 
    CCGCGC-3’ 

Entfernung des His6-Tags von der STMO aus A. flavus 
Afla_pET22_Stop_sense 5’-TCGATATTGTTAAACGCTGATCCC 

    TCGAGCACCA-3’ 
Deletion 
His6-Tag 
pET22b Afla_pET22_Stop_anti 5’-TGGTGCTCGAGGGATCAGCG 

    TTTAACAATATCGA-3’ 
Afla_pPICZ_Stop_sense 5’-GTTAAACGTTAATAACAAAAA 

    CTCATCTCAGAAG-3’ Deletion 
His6-Tag 
pPICZ-B 

Afla_pPICZ_Stop_anti 5’-GTTTTTGTTATTAACGTTT 
    AACAATATCGAAACC-3’ 



102 Material und Methoden 

 

Primer Sequenz Anwendung 
Sättigungsmutagenese an P445 der STMO aus R. rhodochrous 
SMO_P445NNK_sense 5‘-CCCGGCAGCNNKTCGG 

    TCCTCGCGAACATGG -3‘ 
Sättigungs-
mutagenese 
P445 SMO_P445NNK_anti 5’-GAGGACCGAMNNGCTGCC 

    GGGGCCGGTGAGG-3’ 
SMO_P445YWT_sense 5‘-CCCGGCAGCYWTTCGGTCCT 

    CGCGAACATGG-3‘ P445F, 
P445Y SMO_P445YWT_anti 5‘-GAGGACCGAAWRGCTGCC 

    GGGGCCGGTGAGG-3‘ 
SMO_P445W_sense 5‘-CCGGCAGCTGGTCGGTCCT 

    CGCGAACATGGTG-3‘ 
P445W SMO_P445W_anti 5‘-GGACCGACCAGCTGCCGGGG 

    CCGGTGAGGTTG-3‘ 
Weitere Mutanten der STMO aus R. rhodochrous 
SMO_SV446del_sense 5’-CGGCAGCCCG|CTCGCGAA 

    CATGGTGTTGCAC-3’ 
Deletion 
Loop S446 / 
V447 SMO_SV446del_anti 5’-TGTTCGCGAG|CGGGCTGCC 

    GGGGCCGGTGAG-3’ 
SMO_V447del_sense 5‘-AGCCCGTCG|CTCGCGAA 

    CATGGTGTTGCAC-3‘ Deletion 
Loop V447 SMO_V447del_anti 5‘-GTTCGCGAG|CGACGGGCT 

    GCCGGGGCCGGT-3‘ 
SMO_VL447del_sense 5‘-GCAGCCCGTCG|GCGAACAT 

    GGTGTTGCACTC-3‘ Deletion 
Loop V447 / 
L448 SMO_VL447del_anti 5‘-ACCATGTTCGC|CGACGGG 

    CTGCCGGGGCCGG-3‘ 
SMO_M451G_sense 5‘-CTCGCGAACGGCGTGTTGCAC 

    TCCGAACTCC-3‘ M451G SMO_M451G_anti 5‘-GTGCAACACGCCGTTCGCGAGG 
    ACCGACGGG-3‘ 

SMO_QP98ND_sense 5’-GCGAGAAGTACGCCACCAATGAC 
    GAGAT-CCTCGCCTACC-3’ 

Allosterische 
Doppelmu-
tante 
Q98N / P99D 

SMO_QP98ND_anti 5’-GGTAGGCGAGGATCTCGTCATT 
    GGTGGCGTACTT-CTCGC-3’ 

Mutationen der CAMO aus C. radicicola 
CAMO_M57L_sense 5‘-CGGGCGCCCTGAGCGACACCG 

    AGACCTAC-3‘ M57L CAMO_M57L_anti 5‘-GTCGCTCAGGGCGCCCGGGT 
    AGGTATTCC-3‘ 
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6.1.9 Medien, Zusätze, Induktoren und Antibiotika 

Tabelle 6-13: Zur Kultivierung eingesetzte Medien. 

Medium, Zusatz Zubereitung 
LB-Medium 
(Vollmedium für E. coli) 
[Miller 1972] 
 

1% (w/v) Trypton 
0,5% (w/v) Hefeextrakt 
1% (w/v) NaCl 
in A. dest., pH 7,4 einstellen, autoklavieren 
für Platten: 1,5 % (w/v) Agar zusetzen 

LB Low Salt Medium 
(Vollmedium für E. coli bei 
Kultivierung mit Zeocin) 

1% (w/v) Trypton 
0,5% (w/v) Hefeextrakt 
0,5% (w/v) NaCl 
in A. dest., pH 7,4 einstellen, autoklavieren 
für Platten: 1,5% (w/v) Agar zusetzen 

LB-SOC-Medium 
(Transformationsmedium) 

90% (v/v) LB-Medium  
10% (v/v) 10× SOC steril zusetzen  

TB-Medium 
(Vollmedium für E. coli) 
 

2,4% (w/v) Hefeextrakt 
1,2% (w/v) Trypton 
4% (v/v) Glycerol 
ad. 0,9 l A. dest., autoklavieren  
0,1 l Kaliumphosphatpuffer (1 M, pH 7,4, steril) 

Kartoffel-Dextrose-Agar 
(Agarplatten für  
C. radicicola) 

0,4% (w/v) Kartoffelextrakt,  
1,5% (w/v) Agar 
ad. 0,9 l A. dest., pH 5,6 einstellen, autoklavieren  
0,1 l Glucose (20% (w/v), steril) 

Komplexmedium für  
C. radicicola  
[Rahim et al. 1966] 

0,6% (w/v) Corn steep solids 
0,25% (w/v) Hefeextrakt  
0,35% (w/v) CaCO3 
0,22% (w/v) Sojaöl 
0,3% (w/v) (NH4)H2PO4 
ad. 0,9 l A. dest., pH 7,0 einstellen, autoklavieren 
0,1 l Glucose (10% (w/v), steril) 

Mineralsalzmedium  
[Hornei et al. 1972] 
(Minimalmedium zur  
Kultivierung von  
Hefen und Pilzen auf  
Kohlenwasserstoffen) 

0,5% (w/v) (NH4)H2PO4 
0,25% (w/v) KH2PO4 
1% (w/v) MgSO4 × 7H2O 
1,8% Agar-Agar Typ AB (Bernd Euler Biotechnologie) 
ad 0,9 l A. dest., pH 5,4 einstellen, autoklavieren 
10% (v/v) Spurenelementelösung Mineralsalzmedium 

BHIS-Medium 
(Vollmedium für 
C. glutamicum) 

3,7% (w/v) Herz-Hirn-Bouillon (Brain Heart Infusion) 
9,1% (w/v) Sorbitol 
in A. dest., autoklavieren 

YPD-Medium 
(Vollmedium für P. pastoris) 

1% Hefeextrakt 
2% Pepton 
ad. 0,9 l A. dest., autoklavieren  
0,1 l Glucose (20% (w/v)) 
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Medium, Zusatz Zubereitung 
BMGY-Medium 
(Vollmedium für P. pastoris) 

1% Hefeextrakt 
2% Pepton 
ad. 0,7 l A.dest., autoklavieren 
0,1 l Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0, steril) 
0,1 l YNB without amino acids (Difco, 13,4% (w/v)) 
0,1 l Glycerol (10% (w/v), steril) 
2 ml Biotin (0,2% (w/v), steril) 

BMMY-Medium 
(Expressionsmedium für  
P. pastoris) 

1% Hefeextrakt 
2% Pepton 
ad. 0,7 l A. dest., autoklavieren 
0,1 l Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0, steril) 
0,1 l YNB without amino acids (Difco, 13,4% (w/v)) 
0,1 l Methanol (5% (w/v), steril) 
2 ml Biotin (0,2% (w/v), steril) 

10× SOC 40 mg KCl 
400 mg MgCl2 
400 mg MgSO4 
800 mg Glucose 
ad. 20 ml A. dest; steril filtrieren 

Spurenelementelösung für 
Mineralsalzmedium 

0,2 g Ca(NO3)2 × 4H2O 
0,02 g FeCl3 × 6H2O 
5 mg H3BO4 

1 mg CuSO4 × 4H2O 
1 mg KI 
4 mg MnSO4 × 5H2O 
4 mg ZnSO4 × 7H2O 
2 mg Na2MoO4 
1 mg CoCl2 
ad. 1 l A. dest, autoklavieren 

 

Tabelle 6-14: Verwendete Antibiotikakonzentrationen. 

 Antibiotikum Gen Organismus Wirkkon-
zentration 

 Stammlösung 

Ampicillin  ampR
E.c. E. coli 100 µg/ml 100 mg/ml in H2O 

Kanamycin  kanR
E.c. E. coli 20 µg/ml 50 mg/ml in H2O 

 kanR
C.g. C. glutamicum 25 µg/ml 50 mg/ml in H2O 

Chloramphenicol chlRE.c. E. coli 34 µg/ml 50 mg/ml in Ethanol 
Tetracyclin  tetRE.c. E. coli 10 µg/ml 5 mg/ml in EtOH 
Zeocin zeoR

E.c. E. coli 100 µg/ml 100 mg/ml in H2O 
 zeoR

P.p.
 P. pastoris 100 µg/ml 100 mg/ml in H2O 
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Tabelle 6-15: Induktorkonzentrationen. 

 Induktor Pro-
motor 

Organismus Wirkkon-
zentration 

 Stammlösung 

IPTG  PT7 E. coli 0,2 mM 0,1 M in H2O 
 Ptac C. glutamicum 0,5 mM 0,1 M in H2O 
L-Rhamnose  Prha E. coli 0,2% (w/v) 20% (w/v) in H2O 
L-Arabinose ParaB E. coli 1 mg/ml 0,1 g/ml in H2O 
Tetracyclin PPzt-1 E. coli 5 ng/ml 5 µg/ml in 1% Ethanol 
Methanol PAOX1

 P. pastoris 0,5% (v/v) 100% Methanol 

 

6.1.10  Puffer und Lösungen 

Tabelle 6-16: Puffer und Lösungen. 

Puffer, Lösung Zubereitung 
Aktivitätsnachweis bei 340 nm 
Natriumphosphatpuffer (50 mM, 
pH 7,5) 

1,311 g Na2HPO4 × 12H2O 
14,54 g NaH2PO4 × H2O 
ad. 1 l A.dest., pH-Wert prüfen 

Natriumphosphatpuffer (50 mM, 
pH 8,0) 

16,76 g Na2HPO4 × 12H2O 
0,428 g NaH2PO4 × H2O 
ad. 1 l A.dest, pH-Wert prüfen 

Tris-HCl (50 mM) 6,057 g Tris  
ad. 1 l A. dest, pH-Wert mit HCl einstellen 

Glycin-NaOH-Puffer (50 mM) 3,754 g Glycin 
ad. 1 l A. dest, pH-Wert mit NaOH einstellen 

Chromatographische Aufreinigung der STMO aus C. radicicola 
Tris-HCl (30 mM, pH 7,4, 
0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT) 

3,634 g Tris 
0,029 g EDTA 
0,015 g DTT 
ad. 1 l A. dest, pH-Wert mit HCl einstellen 

Tris-HCl (30 mM, pH 7,4,  
0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT) + 
Ammoniumsulfat (40% sat.) 
Ammoniumsulfatfällung, HIC 
 

3,634 g Tris 
0,029 g EDTA 
0,015 g DTT 
226 g (NH4)2SO4 

ad. 1 l A. dest, pH-Wert mit HCl einstellen 
Tris-HCl (30 mM, pH 7,4,  
0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT,  
0,6 M KCl) 
 

3,634 g Tris 
0,029 g EDTA 
0,015 g DTT 
77,73 g KCl 
ad. 1 l A. dest, pH-Wert mit HCl einstellen 
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Puffer, Lösung Zubereitung 
Affinitätschromatographische Aufreinigung mit His6-Tag 
Waschpuffer 
Tris-HCl (50 mM, pH 8,0, 
300 mM NaCl) 
CAMO C. radicicola 

6,57 g Tris 
17,532 g NaCl 
ad. 1 l A. dest, pH-Wert prüfen 

Elutionspuffer 
CAMO C. radicicola 
(Waschpuffer +  
300 mM Imidazol) 

6,57 g Tris 
17,532 g NaCl 
20,424 g Imidazol 
ad. 1 l A. dest, pH-Wert prüfen 

Waschpuffer 
Natriumphosphatpuffer (50 mM, 
pH 8,0, 300 mM NaCl) 
STMO R. rhodochrous  

16,76 g Na2HPO4 × 12H2O 
0,428 g NaH2PO4 × H2O 
17,532 g NaCl 
ad. 1 l A. dest, pH-Wert prüfen 

Elutionspuffer 
STMO R. rhodochrous 
(Waschpuffer +  
300 mM Imidazol) 

6,90 g NaH2PO4 × H2O 
17,532 g NaCl 
20,424 g Imidazol 
ad. 1 l A. dest, pH-Wert prüfen 

Herstellung kompetenter Zellen 
Rf1-Puffer 
Chemokompetente E. coli 

100 mM RbCl2 
30 mM CH3COOK 
10 mM CaCl2 
50 mM MnCl2 
15% (w/v) Glycerol 
In A. dest lösen, pH 5,8 einstellen, steril filtrieren 

Rf2-Puffer 
Chemokompetente E. coli 

10 mM MOPS 
10 mM RbCl2 
75 mM CaCl2 
15% (w/v) Glycerol 
In A. dest lösen, pH 6,8 einstellen, steril filtrieren 

TG-Puffer 
Kompetente C. glutamicum 

0,121 g Tris (1 mM) 
10% (w/v) Glycerol 
ad. 1 l A. dest, steril filtrieren 

Agarose-Gelelektrophorese  
TAE-Puffer (50×) für 
Agarosegele 

242 g Tris 
57,1 ml Eisessig 
0,5 M EDTA 
ad. 1 l A. dest, pH-Wert auf 8,0 einstellen 

Agarosegel Für erzielte Agarosekonzentration erforderliche 
Agarosemenge in TAE Puffer (1×) erhitzen, 
Ethidiumbromid zu einer Endkonzentration von 
70 µg/μl zusetzen 

DNA-Probenpuffer 30% (v/v) Glycerol 
25 mM EDTA 
0,2% (w/v) Bromphenolblau 
pH-Wert auf 7,5 einstellen 
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Puffer, Lösung Zubereitung 
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Acrylamid Lösung für SDS-
PAGE 

30% (v/v) Acrylamid 
0,8% Bisacrylamid 

APS-Lösung für SDS-PAGE 10% (w/v) Ammoniumpersulfat 
In A. dest. lösen 

Upper-Tris-Puffer für SDS-
PAGE 

6 g Tris 
0,1 g SDS 
ad. 100 ml A. dest., pH auf 6,8 einstellen 

Lower-Tris-Puffer für SDS-
PAGE 

18,2 g Tris 
0,1 g SDS 
ad. 100 ml A. dest., pH auf 8,8 einstellen 

Probenpuffer für SDS-PAGE 3,55 ml A. dest. 
1,25 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 8,0 
2,5 ml Glycerol 
2,0 ml 10% (w/v) SDS 
0,2 ml 0,5% (w/v) Bromophenolblau 
0,5 ml β-Mercaptoethanol 
Aliquotieren (100 µl) und bei -20°C lagern 

Laufpuffer für SDS-PAGE 30,3 g Tris-HCl 
144 g Glycerol 
10 g SDS 
ad. 1 l A. dest, pH auf 8,4 einstellen 

Coomassie-Färbelösung 1 g Coomassie-Brilliant-Blau R 250 
100 ml Eisessig 
300 ml Methanol 
600 ml A. dest. 

Coomassie-Entfärbelösung 100 ml Eisessig 
300 ml Methanol 
600 ml A. dest. 

Blau-Nativ-Gelelektrophorese  
Probenpuffer für native PAGE 20% (w/v) Glycerol 

0,0025% (w/v) Bromphenolblau 
3× Gelpuffer Blau-Nativ-
Gelelektrophorese 

75 mM Imidazol 
1,5 M 6-Aminohexansäure 
In A. dest lösen, pH 7,0 einstellen 

Kathodenpuffer B 8,96 g Tricin 
0,5106 g Imidazol 
0,2 g Coomassie-Brilliant-Blau G250 
ad. 1 l A. dest, pH 7,0 überprüfen 

Kathodenpuffer B/10 8,96 g Tricin 
0,5106 g Imidazol 
100 ml Kathodenpuffer B 
ad. 1 l A. dest, pH 7,0 überprüfen 

Anodenpuffer 1,702 g Imidazol 
ad. 1 l A. dest, pH 7,0 mit HCl einstellen 
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6.1.11  Software und Webseiten 

Tabelle 6-17: Programme. 

 Programm Version Hersteller Anwendung 
EndNote  X4 Thomson Reuters Literaturdatenverwaltung 
Chemdraw 7.0.1 CambridgeSoft Zeichnen chemischer Strukturen 
Excel 2010 Microsoft Berechnungen, Kurvenanpassung 
Kaleidagraph 4.0 Synergy Software Kurvenanpassung, Visualisierung 
Hyper 1.1w J. S. Easterby Enzymkinetik 
Spectra Analysis 1.53.04 Jasco Spektren- und Kinetikauswertung 
Pymol 1.3r1 DeLano Scientific  Strukturmodellvisualisierung 
Yasara 11.1.27 Yasara Bioscience Homologiemodelle 
Vector NTI 10 Invitrogen Sequenzanalysen, Primerdesign 
Geneious Pro 5.4.6 Biomatters Ltd Sequenzanalysen, Primerdesign 
CLC Sequence 
Viewer 

6.5 CLC bio Sequenzvisualisierung 

GlimmerHMM 3.0.1 Maryland Univ. Intron- und Exonvorhersage 
GeneSplicer 1.0 Maryland Univ. Intron- und Exonvorhersage 
ClustalX 2.1 Conway Institute Sequenzvergleiche 
Dendroscope 3.0 Uni Tübingen Phylogenetische Bäume 

 

Tabelle 6-18: Webseiten. 

 Name Hersteller Anwendung 
PrimerX Carlo Lapid Primerdesign mutagener Primer 
Webseite: http://www.bioinformatics.org/primerx/ 
iCODEHOP v1.0 University of Washington Konsensusprimerdesign 
Webseite: http://dbmi-icode-01.dbmi.pitt.edu/i-codehop-context/Welcome 
NCBI BLAST NCBI Sequenzhomologievergleich 
Webseite: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
SpliceView I. Rogozin, L. Milanesi Intron- und Exonvorhersage 
Webseite: http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwspliceview.html 
SAVES University of California Strukturvalidierung 
Webseite: http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/ 
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6.2 Methoden 

6.2.1 Mikrobiologische und molekularbiologische Methoden 

6.2.1.1 Kultivierungsbedingungen 

Die Kultivierung von E. coli erfolgte in LB- oder TB-Medium. C. glutamicum wurde in 
BHIS-Medium, und die methylotrophe Hefe P. pastoris in BMGY- oder YPD-Medium 
kultiviert. Kulturen von C. radicicola wurden auf Kartoffel-Dextrose-Agar oder in Flüs-
sig-Komplexmedium [Rahim et al. 1966] angezogen. Die Kultivierung in Flüssigmedium 
erfolgte üblicherweise bis zu einem Volumen von 5 ml in Kulturröhrchen bei einer 
Geschwindigkeit von 200 rpm. Größere Kultivierungsvolumina wurden in Schüttelkol-
ben ohne Schikanen bei einer Geschwindigkeit von 200 rpm kultiviert. Für Vorkulturen 
von E. coli in Mikrotiterplatten wurden 200 µl Flüssigmedium pro Well eingesetzt und 
die Platten bei einer Geschwindigkeit von 800 rpm inkubiert. E. coli wurde, soweit nicht 
anders angegeben, bei 37°C kultiviert. Die Anzucht von C. glutamicum, P. pastoris und 
C. radicicola erfolgte dagegen üblicherweise bei 30°C. 

6.2.1.2 Stammhaltung 

Die kurzfristige Lagerung der E. coli-, C. glutamicum- und P. pastoris-Stämme über 
einen Zeitraum von vier bis acht Wochen erfolgte auf mit den entsprechenden Antibio-
tika versetzten Agarplatten bei 4°C. Für eine längerfristige Lagerung von E. coli und 
C. glutamicum wurden Glycerolkulturen angefertigt. Dies erfolgte durch das Mischen 
von einem Teil einer Übernachtkultur mit zwei Teilen 60% Glycerol (steril, v/v). Die Gly-
cerolkulturen wurden bei -80°C gelagert und sind so über mehrere Jahre haltbar.  

Zur Herstellung von P. pastoris-Kryokulturen diente eine über zwei Tage bei 30°C in-
kubierte Kultur einer Pichia-Einzelkolonie in YPD-Medium, die anschließend abzentrifu-
giert und in 15% (v/v) Glycerol in YPD-Medium zu einer optischen Dichte bei 600 nm 
(OD600nm) von ca. 100 aufgenommen wurde. Nach dem Einfrieren in flüssigem Stick-
stoff wurden die Kryokulturen bei -80°C gelagert. 

Die Lagerung des C. radicicola-Stammes erfolgte auf Malz-Schrägagar unter Paraffinöl 
nach Vorschrift D6 [Kreisel et al. 1987] bei 4°C. 

6.2.1.3 Physiologisch-biochemische Testung 

Um zu testen, ob C. radicicola in der Lage ist, auf Cyclohexanon als alleiniger Kohlen-
stoff- und Energiequelle zu wachsen, erfolgte ein Wachstumsversuch auf Minimal-
medium. Hierzu wurde der auf Kartoffel-Dextrose-Agar vorkultivierte Pilz ausgestanzt 
und auf Mineralsalzmedium [Hornei et al. 1972] mit 1,8% (w/v) Agar-Agar bei einem pH 
von 5,4 inokuliert. Die Untersuchung des Wachstums auf Cyclohexanon erfolgte durch 
zwei unterschiedliche Methoden. Für eine gleichmäßige Verteilung der Testsubstanz 
erfolgte eine Zuführung des Substrats über die Gasphase. Da Cyclohexanon leicht 
flüchtig ist, wurde ein Becherglas mit etwa 5 ml Cyclohexanon zusammen mit den 
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inokulierten Agarplatten in ein mit Parafilm verschlossenes Inkubationsgefäß platziert, 
so dass eine mit Cyclohexanon gesättigte Atmosphäre sicher gestellt war. Als alter-
native Testungsmethode wurden 150 µl Cyclohexanon auf sterile Filter in den Deckeln 
der inokulierten Platten getropft [Kreisel et al. 1987]. Als Positivkontrolle dienten Agar-
platten, denen Glucose zu einer Endkonzentration von 1% (w/v) zugefügt war. Die 
Negativkontrolle erfolgte auf Mineralsalzmedium ohne Zusatz einer C-Quelle. Um ein 
Zellwachstum zu ermöglichen, wurden die Zellen für fünf bis sieben Tage bei 30°C 
kultiviert. Die Kultivierung der Kontrollansätze erfolgte dabei räumlich getrennt von den 
Testplatten ebenfalls bei 30°C. Zur Absicherung der Ergebnisse wurden vier Parallelen 
angefertigt.  

6.2.1.4 Herstellung kompetenter Zellen 

6.2.1.4.1 Herstellung chemokompetenter E. coli-Zellen 

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen erfolgte nach der Rubidiumchlorid-
Methode [Hanahan 1983]. Zur Zellanzucht wurden 500 ml LB-SOB-Medium 1:100 mit 
einer Übernachtkultur angeimpft und bei 37°C und 200 rpm geschüttelt. Während der 
exponentiellen Wachstumsphase bei einer OD600nm zwischen 0,3 und 0,4 erfolgte die 
Ernte der Zellsuspension, welche anschließend fünfzehn Minuten auf Eis inkubiert 
wurde. Danach wurden die Zellen 25 min bei 4000×g und 4°C abzentrifugiert und das 
erhaltene Pellet in 8 ml RF1-Puffer resuspendiert. Nach einer erneuten fünfzehnminüti-
gen Inkubationsphase auf Eis und dem Abzentrifugieren der Zellen wurde das Pellet in 
2 ml RF2-Puffer resuspendiert. Diese Suspension wurde nach einer fünfzehnminütigen 
Inkubation auf einer Eis-Kochsalz-Mischung in 50 μl Aliquots in sterile, vorgekühlte 
Eppendorfgefäße pipettiert und sofort bei -80°C tiefgefroren. 

6.2.1.4.2 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen 

Ein Volumen von 500 ml LB-Medium wurde 1:100 mit einer Übernachtkultur angeimpft 
und bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Bei einer OD600nm von 0,7 erfolgte die Ernte der 
Zellen, eine zwanzigminütige Inkubation auf Eis und das Abzentrifugieren bei 4000×g 
und 4°C für fünfzehn Minuten. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit 500 ml, 
250 ml und abschließend 20 ml 10%iger steriler, eiskalter Glycerollösung gewaschen. 
Zwischen den Waschschritten erfolgte jeweils eine fünfzehnminütige Inkubation auf 
Eis, gefolgt von einem Zentrifugierschritt für fünfzehn Minuten bei 4000×g und 4°C. 
Abschließend wurde das des Zellpellet in 2 ml eiskalter 10%iger (v/v) Glycerollösung 
resuspendiert. Diese Suspension wurde in 50 μl Aliquots in sterile, vorgekühlte Eppen-
dorfgefäße pipettiert und sofort bei -80°C tiefgefroren. 

6.2.1.4.3 Herstellung elektrokompetenter C. glutamicum-Zellen 

Zur Herstellung elektrokompetenter C. glutamicum-Zellen wurden 5 ml einer Über-
nachtkultur in 250 ml BHIS-Medium angeimpft und bei 200 rpm und 30°C inkubiert. 
Nach Erreichen einer OD600nm von 1,5 erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation  
(20 min, 4000×g, 4°C). Es folgten Waschschritte mit 15 ml eiskaltem TG-Puffer sowie 
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zweimal mit 15 ml eiskalter 10%iger (v/v) Glycerollösung. Anschließend wurden die 
Zellen in 2 ml eiskalter 10%iger (v/v) Glycerollösung resuspendiert und nach dem Ein-
frieren in flüssigem Stickstoff bei -80°C gelagert. 

6.2.1.4.4 Herstellung elektrokompetenter P. pastoris-Zellen 

200 ml YPD-Medium wurden 1:100 mit einer Übernachtkultur von P. pastoris X-33 an-
geimpft und bei 30°C und 200 rpm inkubiert. Bei einer OD von 1,3 bis 1,5 erfolgte die 
Ernte der Zellen und anschließend ein Zentrifugationsschritt bei 1500×g und 4°C für 
fünf Minuten. Anschließend folgten zwei Waschschritte mit 200 ml und 100 ml eiskal-
tem Wasser sowie 20 ml eiskaltem, 1 M Sorbitol. Zwischen den Waschschritten wur-
den die Zellen jeweils für zehn Minuten bei 1500×g und 4°C zentrifugiert. Abschließend 
wurde das Zellpellet in 600 µl einer 30%igen (v/v) Glycerollösung mit 1 M Sorbitol 
aufgenommen. Diese Suspension wurde in 80 μl Aliquots in sterile, vorgekühlte Eppen-
dorfgefäße pipettiert und nach dem Einfrieren in flüssigem Stickstoff bei -80°C gelagert. 

6.2.1.5 Transformation kompetenter Zellen 

6.2.1.5.1 Transformation chemokompetenter E. coli-Zellen 

Nachdem die Zellen fünfzehn Minuten auf Eis aufgetaut waren, erfolgte die Zugabe 
von 1 µl Plasmid-DNA, einem Ligationsansatz oder dem PCR-Produkt einer Quik-
Change®-Reaktion. Die Zellen wurden 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschließend 
für 40 Sekunden im Wasserbad bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt. Nach einer 
erneuten fünfminütigen Inkubation auf Eis erfolgte die Zugabe von 300 µl LB-SOC und 
eine Inkubation über eine Stunde bei 37°C und 200 rpm. Jeweils 100 µl der Zellsus-
pension wurden zur Selektion der Transformanten auf LB-Platten mit den entspre-
chenden Antibiotika ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

6.2.1.5.2 Transformation elektrokompetenter E. coli-Zellen 

Die auf Eis gelagerte Zellsuspension (50 µl) wurde mit 1 µl Plasmid-DNA, einem Liga-
tionsansatz oder dem PCR-Produkt einer QuikChange®-Reaktion vermischt, mit der 
Pipettenspitze vorsichtig umgerührt und nach einer Minute Inkubation auf Eis in eine 
vorgekühlte Elektroporationsküvette (Biorad GenePulser Cuvette, Elektrodenabstand: 
0,2 cm) überführt. Die Elektroporation mit einem MicroPulser (BioRad) erfolgte bei 
2,5 kV für 5 ms. Unmittelbar nach der Elektroporation wurden 500 µl LB-SOC zuge-
geben und die Suspension nach Überführung in ein Eppendorfgefäß für eine Stunde 
bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Die Selektion der Transformanten erfolgte durch Aus-
plattieren von 200 µl Zellsuspension auf eine LB-Platte mit den entsprechenden Anti-
biotika und anschließender Inkubation über Nacht bei 37°C. 

6.2.1.5.3 Transformation kompetenter C. glutamicum-Zellen 

Zur Elektroporation dienten 100 μl kompetente C. glutamicum Zellen, die mit zu trans-
formierender DNA gemischt und in eine vorgekühlte, sterile Elektroporationsküvette 
(Biorad GenePulser Cuvette, Elektrodenabstand: 0,2 cm) überführt wurden. Der Ansatz 
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wurde mit 800 µl eiskaltem 10%igen (v/v) Glycerol überschichtet. Die Elektroporation 
mit einem MicroPulser (BioRad) erfolgte bei 2,5 kV für 5 ms. Sofort nach Beendigung 
des elektrischen Pulses wurde die Zellsuspension in ein 15 ml-Falcon-Röhrchen mit 
4 ml vorgewärmtem BHIS-Medium überführt und sechs Minuten bei 46°C inkubiert. 
Nach dem Hitzeschock erfolgte eine neunzigminütige Regeneration der Zellen unter 
Schütteln bei 30°C. Anschließend wurde die abzentrifugierte Zellsuspension auf BHIS-
Kanamycinplatten ausplattiert und bei 30°C inkubiert. 

6.2.1.5.4 Transformation elektrokompetenter P. pastoris-Zellen 

Eine auf Eis gelagerte Zellsuspension (80 µl) wurde mit 10 µl linearisierter DNA ver-
mischt, mit der Pipettenspitze vorsichtig umgerührt und nach fünf Minuten Inkubation 
auf Eis in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette (Biorad GenePulser Cuvette, Elekt-
rodenabstand: 0,2 cm) überführt. Die Elektroporation mit einem MicroPulser (BioRad) 
erfolgte mit den vom Hersteller für P. pastoris empfohlenen Einstellungen bei 2,0 kV für 
5 ms. Anschließend wurde 1 ml 1 M Sorbitol zugegeben und nach Überführung der 
Suspension in ein 15 ml-Röhrchen ohne Schütteln für zwei Stunden bei 30°C inkubiert. 
Die Selektion von Transformanten erfolgte durch Ausplattieren auf YPD-Platten mit 
100 µg/ml Zeocin bei 30°C. 

6.2.1.6 Proteinexpression und Zellaufschluss 

6.2.1.6.1 Expression in E. coli 

Zur Expression der BVMOs wurden IPTG-induzierbare und das BVMO-Gen ent-
haltende pET-Konstrukte in E. coli BL21 (DE3), E. coli BL21 Rosetta (DE3) oder E. coli 
SHuffle® T7 Express transformiert. Die Kultivierung erfolgte in 50 ml LB- oder TB- 
Medium, das mit 20 µg/ml Kanamycin supplementiert war. Kultivierungen von E. coli 
BL21 (DE3) in 500 ml Maßstab erfolgten in TB-Medium. Die Zellen wurden in einem 
Schüttelinkubator bei 37°C bis zu einer OD600nm von 0,6 bis 0,8 inkubiert. Anschließend 
erfolgte die Induktion mit IPTG zu einer Endkonzentration von 0,2 mM. Nach der Induk-
tion wurden die Zellen bei 20°C über 21 Stunden kultiviert. Bei den Versuchen zur Ex-
pression der putativen Steroidmonooxygenase aus A. flavus erfolgte die Expression 
nach der Induktion abweichend bei einer Temperatur von 30°C. Die Zellen wurden 
durch Zentrifugation geerntet (4°C, 15 min, 4500×g) und zweimal mit Natriumphos-
phatpuffer (50 mM, pH 8,0) gewaschen. Der Zellaufschluss erfolgte mit einer Kugel-
mühle (FastPrep24, MP Biomedicals) durch eine dreifache Prozessierung mit Glas-
kugeln (Ø=0,1-0,11 mm) für je zwanzig Sekunden bei 4 m/s in Natriumphosphatpuffer 
(50 mM, pH 8,0, 300 mM NaCl). Zwischen den Aufschlussschritten wurden die Proben 
für jeweils fünf Minuten auf Eis gekühlt. Der Rohextrakt wurde durch eine anschlie-
ßende zwanzigminütige Zentrifugation bei 10000×g gewonnen.  

Zur Verifizierung der BVMO-Expression und zur Identifizierung der optimalen Expres-
sionsbedingungen erfolgte eine Analyse auf einem SDS-Gel. Dafür wurden zum 
Induktionszeitpunkt der rekombinanten Proteinexpression sowie drei, sechs und zwan-
zig Stunden nach der Induktion Proben mit einem Volumen von (10/OD600nm) in Milli-
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litern genommen, die folglich bezüglich der OD600nm normiert waren, und abzentri-
fugiert. Die Pellets dieser Proben wurden in 500 µl Natriumphosphatpuffer (50 mM, 
pH 8,0, 300 mM NaCl) aufgenommen und wie oben beschrieben mit der Kugelmühle 
(FastPrep24) aufgeschlossen. Das lösliche Protein wurde durch Zentrifugation abge-
trennt und je 15 µl des Gesamtproteins sowie der löslichen Proteinfraktion der jeweil-
igen Proben auf einem SDS-Gel analysiert. 

6.2.1.6.2 Expression der CAMO in E. coli mit Coexpression  
molekularer Chaperone  

Zur Verbesserung der Expression von löslicher CAMO wurde die Coexpression mole-
kularer Chaperone eines kommerziellen Chaperone kits (TaKaRa) getestet. Dazu 
wurde E. coli BL21 (DE3) mit dem das Wildtyp-CAMO-Gen enthaltenden pET28b-Kon-
strukt und den entsprechenden für die Chaperone kodierenden Plasmiden (pGro7, 
pKJE7, pTf16, pG-KJE8 und pTf16) transformiert. Die Expression erfolgte wie in Kapi-
tel 6.2.1.6.1 beschrieben in LB-Medium mit Kanamycin und Chloramphenicol, wobei 
die Temperatur nach der Induktion der BVMO-Expression auf 20°C reduziert wurde. 
Zur Induktion der Chaperone dienten 1 mg/ml L-Arabinose (im Fall von pGro7, pKJE7 
und pTf16), 5 ng/ml Tetracyclin (im Fall von pG-Tf2) beziehungsweise L-Arabinose und 
Tetracyclin (im Fall von pG-KJE8) in den vorstehend genannten Konzentrationen. Zur 
Analyse des Gesamtproteins und des löslichen Proteins wurden wie oben beschrieben 
Proben genommen und auf dem SDS-Polyacrylamidgel analysiert. 

6.2.1.6.3  Expression der CAMO aus C. radicicola im Maßstab von 20 l 

Zur Gewinnung einer größeren Zellmasse wurde der rekombinante E. coli-Stamm in 
einem BIOSTAT® C plus Fermenter (30 l Gesamtvolumen, Sartorius) kultiviert. Rekom-
binante E. coli-Zellen mit dem Plasmid pHisCAMO (CAMO mit N-terminalem His6-Tag) 
wurden aus einer 300 ml Vorkultur in zwanzig Liter TB-Medium mit 50 µg/ml Kana-
mycin angeimpft. Die Zellen wurden bei 37°C kultiviert, wobei der pH auf 7,5 eingestellt 
und die Sauerstoffsättigung durch Regulation der Rührgeschwindigkeit bei 40% ge-
halten wurde. Bei einer optischen Dichte von 0,45 wurde das Medium auf 20°C herun-
tergekühlt und die Expression der BVMO durch Zusetzen von IPTG zu einer End-
konzentration von 0,1 mM induziert. Im Anschluss an die weitere Kultivierung über 
achtzehn Stunden wurden die Zellen bei einer OD600nm von 13,5 durch Zentrifugation 
bei 8350×g für zwanzig Minuten geerntet und zweimal mit Natriumphosphatpuffer 
(50 mM, pH 8) gewaschen. Das Zellpellet wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei 
-20°C gelagert. Zur Vorbereitung des Zellaufschlusses wurde das Pellet in 1,2 l 
Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0, 150 mM NaCl) mit 5,3 mg DNAse I sowie 
Lysozym resuspendiert und bei 4°C für eine Stunde inkubiert. Der Zellaufschluss 
erfolgte in zwei Passagen mit einem Hochdruckhomogenisator bei 1000 bar (Labor 
Pilot HPH 2000/4, IKA). Nach einer zweifachen Zentrifugation 8350×g für je zwanzig 
Minuten wurde der Rohextrakt mit 1% (w/v) Trehalose als Lyoprotektor lyophilisiert. 



114 Material und Methoden 

 

6.2.1.6.4 Expression in Mikrotiterplatten 

Versuche zur Mikrotiterplattenexpression hatten das Screening einer Mutantenbib-
liothek der Steroidmonooxygenase aus Rhodococcus rhodochrous mit Variation am 
Aminosäurerest Prolin 445 zum Ziel. Masterplatten mit Glycerolkulturen rekombinanter 
E. coli BL21 (DE3)-Stämme dienten dabei zum Animpfen von Vorkulturen in 200 µl LB-
Medium mit 20 µg/ml Kanamycin. Diese wurden über Nacht bei 37°C und 800 rpm kul-
tiviert. Zur Enzymexpression wurden jeweils 20 µl der Vorkulturen in Deepwellplatten 
mit 1 ml TB-Medium (20 µg/ml Kanamycin) inokuliert und bei 37°C und 800 rpm kulti-
viert. Die Induktion mit IPTG zu einer Endkonzentration von 0,1 mM erfolgte nach vier 
bis fünf Stunden. Nach der Expression über Nacht bei 20°C wurden die Deepwellplat-
ten zur Zellernte abzentrifugiert und die erhaltenen Zellpellets enzymatisch aufge-
schlossen. Der Aufschluss erfolgte in 500 µl Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0) 
mit 1 mg/ml Lysozym und 2 Kunitz-Units/ml DNAse I für drei Stunden bei 30°C und 
800 rpm. Der Rohextrakt wurde durch Zentrifugation bei 3000×g für 40 min gewonnen 
und für Aktivitätsmessungen eingesetzt.  

6.2.1.6.5 Expression in C. glutamicum 

Ein mit dem Plasmid pEKEx-AflaHis transformierter Stamm von Corynebacterium glu-
tamicum ATCC 13032 diente als alternatives prokaryotisches Expressionssystem für 
die Expression der putativen STMO aus A. flavus. Aufgrund der Beobachtung eines 
schlechten Wachstums dieses Enzym exprimierender E. coli-Zellen wurde die hetero-
loge Proteinexpression in C. glutamicum sowohl in der exponentiellen als auch in der 
stationären Wachstumsphase evaluiert. Die Expression in der stationären Phase 
erfolgte im Maßstab von 5 ml in Kulturröhrchen. Zur Inokulation diente dabei das 
zweifach mit BHIS-Medium gewaschene Zellpellet einer Übernachtkultur von C. glu-
tamicum in 2 ml LB-Medium. Die Zellen wurden in 5 ml BHIS-Medium mit 25 µg/ml 
Kanamycin aufgenommen, das zur Induktion der rekombinanten Proteinexpression mit 
0,5 mM IPTG versetzt war. Die Expression erfolgte über fünf Stunden bei 30°C und 
200 rpm im Schüttelinkubator.  

Für eine Induktion der rekombinanten Proteinexpression in C. glutamicum während der 
exponentiellen Wachstumsphase wurden 150 ml BHIS-Medium im Verhältnis 1:100 mit 
einer Übernachtkultur angeimpft und anschließend bei 30°C und 200 rpm kultiviert. 
Nach dem Erreichen einer OD600nm von 0,45 erfolgte die Induktion mit IPTG zu einer 
Endkonzentration von 0,5 mM. Nach einer weiteren Kultivierung über 18 Stunden bei 
30°C wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (4°C, 15 min, 4500×g) und zwei-
mal mit Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0) gewaschen. Unmittelbar nach der 
Induktion sowie nach drei, sechs und achtzehn Stunden wurden Proben genommen 
und die Proteinexpression analysiert. Der dafür erforderliche Zellaufschluss erfolgte mit 
einer Kugelmühle (FastPrep24) durch eine dreifache Prozessierung mit Glas- 
kugeln (Ø=0,1-0,11 mm) für je 40 Sekunden bei 4 m/s in Natriumphosphatpuffer 
(50 mM, pH 8,0, 300 mM NaCl). Zwischen den Aufschlussschritten wurden die Proben 
jeweils für fünf Minuten auf Eis gekühlt. 
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6.2.1.6.6 Expression in P. pastoris 

Je vier rekombinante Kolonien von P. pastoris X-33 mit dem über homologe Rekombi-
nation am AOX1-Promotor integrierten Gen der STMO aus A. flavus mit bzw. ohne 
C-terminalem His6-Tag wurden zur Expression der STMO evaluiert. Das zu exprimie-
rende Gen steht hierbei unter der Kontrolle des mittels Methanol induzierbaren AOX1-
Promotors. Für die Vorkultur wurden die Kolonien jeweils in 30 ml BMGY mit 100 µg/ml 
Zeocin angeimpft und für einen Tag bei 30°C in Schüttelkolben bis zu einer OD600nm 
von 10 kultiviert. Anschließend wurden die Zellen geerntet und zu einer optischen 
Dichte von drei in 100 ml BMMY mit 100 µg/ml Zeocin aufgenommen. Dieses Medium 
enthält zur Induktion einer heterologen Genexpression 0,5% (v/v) Methanol, das jedoch 
durch die Hefe verstoffwechselt wird und daher täglich neu zugesetzt werden muss. 
Die Kultivierung zur Proteinexpression erfolgte in Schüttelkolben bei 30°C und 
200 rpm, wobei täglich zur Aufrechterhaltung einer heterologen Genexpression Metha-
nol zu einer Endkonzentration von 0,5% (v/v) zugegeben wurde. Dabei wurden jeweils 
Proben genommen, die mittels SDS-Polyacrylamidgel bezüglich des Gesamtproteins 
und des löslichen Proteins untersucht wurden. Die Zellen wurden nach drei und sieben 
Tagen durch Zentrifugation geerntet und auf BVMO-Aktivität untersucht. 

6.2.1.6.7 Kultivierung von C. radicicola 

Die Kultivierung von Cylindrocarpon radicicola zur Produktion von Zellmasse erfolgte 
bei 30°C in einem Komplexmedium der Zusammensetzung 0,6% Corn steep solids, 
0,3% (NH4)H2PO4, 0,35% CaCO3, 0,22% Sojaöl, 0,25% Hefeextrakt und 1% Glucose 
mit einem pH-Wert von 7,0 [Rahim et al. 1966]. Dafür wurde zunächst ein mit 
C. radicicola bewachsenes Agarstück in 30 ml Komplexmedium ohne Schütteln bei 
30°C inkubiert. Anschließend diente diese Vorkultur zum Animpfen der Hauptkultur in 
500 ml Komplexmedium, die bei 30°C und 200 rpm inkubiert wurde. Die Induktion 
Progesteron abbauender Enzyme erfolgte, falls erforderlich, durch den Zusatz von 
Progesteron in DMF zu einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml. Nach etwa sechs 
Stunden wurden die Zellen geerntet, das Medium über Filterpapier abgesaugt und die 
Zellen mit Tris-HCl (30 mM, pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT) gewaschen. Die 
Lagerung der Zellmasse erfolgte bei -80°C. 

Zur Herstellung eines Rohextrakts wurde das Pilzmycel in einem auf Eis vorgekühlten 
Mörser bei 4°C mit Glaskugeln (Ø=0,4-0,6 mm) vermengt und mit einem Pistill gründ-
lich verrieben. Die aufgeschlossene Zellmasse wurde anschließend abzentrifugiert und 
der Überstand als Rohextrakt für biochemische Analysen eingesetzt. 
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6.2.2 Molekularbiologische Methoden 

6.2.2.1 Präparation von DNA 

6.2.2.1.1 Präparation von Plasmid-DNA 

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte durch alkalische Lyse [Birnboim et 
al. 1979] und anschließende Bindung der DNA an eine in den Säulen verwendeter Kits 
enthaltene Anionenaustauschermatrix. Nach dem Waschen konnte die DNA mit einem 
leicht alkalischen wässrigen Puffer eluiert werden. 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab diente das „GeneJet Miniprep Kit“ 
(Fermentas) oder das QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). 5 ml Übernachtkultur von 
E. coli wurden hierzu für fünf Minuten bei 4000×g abzentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Die Aufarbeitung des Zellpellets zur Gewinnung von Plasmid-DNA erfolgte 
nach dem Protokoll des Herstellers.  

Die Isolierung von Plasmid-DNA über das „Midi Plasmid Purification Kit“ (QIAGEN, 
Hilden) erfolgte, wenn größere Mengen an DNA wie beispielsweise für die Transforma-
tion von elektrokompetenten P. pastoris-Zellen benötigt wurden. Dafür diente eine 
E. coli-Übernachtkultur von 25 ml, die fünfzehn Minuten bei 4000×g zentrifugiert und 
nach dem Protokoll des Herstellers aufgearbeitet wurde. 

6.2.2.1.2 Präparation chromosomaler DNA 

Die Isolierung der für eine PCR benötigten genomischen DNA erfolgte mittels TRI-Re-
agent® (Sigma), das auf der Phenol-Chloroform-Extraktion basiert, nach der Anleitung 
des Herstellers. Die DNA wurde dabei nach der Extraktion durch eine Ethanolfällung 
gewonnen. 

6.2.2.2 Reinigung von DNA-Fragmenten 

6.2.2.2.1 Isolierung von DNA aus Agarosegelen 

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus den unter UV-Licht ausgeschnittenen Agaro-
segelstücken erfolgte mit dem QIAquickTM Gel Extraction Kit (QIAGEN) nach der Anlei-
tung des Herstellers. Die DNA wurde mit 30 µl auf 80°C temperiertem Elutionspuffer 
eluiert. 

6.2.2.2.2 Aufreinigung von PCR-Produkten  

Die Aufreinigung der PCR-Produkte oder Fragmente eines Restriktionsverdaus erfolgte 
mit dem QIAquickTM PCR Purification Kit nach den Vorgaben des Herstellers. Die DNA 
wurde mit 30 µl auf 80°C temperiertem Elutionspuffer eluiert. 

Die zur Transformation in P. pastoris linearisierte Plasmid-DNA wurde mit dem High 
pure PCR Cleanup Micro Kit (Roche) aufgereinigt. Die Elution erfolgte mit 10 µl auf 
80°C temperiertem Wasser. 
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6.2.2.3 Analyse von Nukleinsäuren 

6.2.2.3.1 Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Analyse von PCR-Produkten, Plasmidpräparationen und Produkten von Restrik-
tionsverdauen diente die Agarose-Gelelektrophorese. Sie basiert auf der Wanderung 
negativ geladener DNA-Moleküle im elektrischen Feld zur Anode, wobei die Migra-
tionsgeschwindigkeit größerer DNA-Moleküle durch den Reibungswiderstand der Aga-
rose-Gelmatrix verringert ist. Die Geschwindigkeit lässt sich dabei unter anderem über 
die Agarosekonzentration beeinflussen. So kann für kleinere DNA-Fragmente eine 
bessere Auftrennung in höher konzentrierten Agarosegelen erreicht werden. Zur Ana-
lyse von Plasmiden dienten daher Gele mit Agarosekonzentrationen von 0,8-1%, 
wohingegen kleinere PCR-Produkte auf einem 1,8%igen Gel untersucht wurden. Zur 
Herstellung der Gele wurde die entsprechende Menge Agarose in 1×TAE-Puffer mit 
der Mikrowelle aufgekocht und nach dem Abkühlen auf etwa 50°C Ethidiumbromid zu 
einer Endkonzentration von ca. 70 µg/ml zugegeben. Die mit Ethidiumbromid versetzte 
Agaroselösung wurde anschließend in einem Flachbett mit Probenkamm für 30 Minu-
ten auspolymerisiert. Als Größenstandard dienten dabei je nach Länge der aufzutren-
nenden DNA-Fragmente 1 kbp-DNA-Leiter (Carl Roth) oder GeneRuler™100bp Plus 
DNA-Ladder (Fermentas). Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 90 V Gleich-
spannung, bis die Lauffront etwa zwei Drittel des Gels durchquert hatte. Zur Sichtbar-
machung der DNA-Banden wurde das Gel auf einem UV-Leuchttisch platziert.  

6.2.2.3.2 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung (NanoDrop) 

Die Konzentrationsbestimmung isolierter Plasmid-DNA erfolgte bei 260 nm mit einem 
NanoDrop ND-1000 (Preqlab). Zunächst erfolgte die Messung des Nullwertes mit 1 µl 
sterilem Wasser. Anschließend wurde 1 µl der Probe aufgetragen und aus der Extink-
tion bei 260 nm die DNA-Konzentration bestimmt. Der Extinktionsquotient E260 nm/E280 nm 
gilt als Maß für die Reinheit der DNA. Ein Verhältnis von 1,8 weist dabei auf eine reine 
DNA-Lösung hin. 

6.2.2.3.3 Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten 

Die Plasmid-DNA aus einer Übernachtkultur oder PCR-Fragmente wurden wie in 
Kapitel 6.2.2.1.1 bzw. 6.2.2.2.2 beschrieben aufgereinigt. Die Sequenzierung mit für 
die PCR-Fragmente spezifischen Primern oder an die Plasmid-DNA bindenden 
Standardprimern (Tabelle 6-8) erfolgte durch GATC Biotech (Konstanz).  

6.2.2.4 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen 

Der Restriktionsverdau diente für Insert- und Vektorpräparationen zur Vorbereitung von 
Ligationen. Weiterhin wurden die pPICZ-B-Konstrukte vor der Transformation in 
P. pastoris mit Restriktionsendonukleasen linearisiert. Die Reaktion erfolgte in einem 
Volumen von 20 µl über zwei bis vier Stunden bei 37°C. Tabelle 4-18 zeigt das 
verwendete Pipettierschema. 
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Tabelle 6-19: Pipettierschema für einen Restriktionsverdau. 

Komponente Menge 
Plasmid-DNA  15 µl 
10x Restriktionspuffer 2 µl 
100x BSA-Lösung (falls erforderlich) 0,2 µl 
Restriktionsenzym  je 1-2 U 
MilliQ-Wasser ad. 20 µl 

6.2.2.5 Verknüpfung von DNA-Fragmenten 

6.2.2.5.1 Ligation von kohäsiven Enden mit T4-Ligase 

Die enzymatische Verknüpfung von DNA-Fragmenten zur Klonierung in Expressions-
vektoren erfolgte mit T4 DNA-Ligase [Weiss et al. 1967]. Zur Durchführung der Reak-
tion diente ein 30 µl-Ansatz, bei dem ein molares Verhältnis von Vektor zu Insert von 
1:3 eingestellt und etwa 50 ng Vektor-DNA eingesetzt wurde. Die Ligation erfolgte mit 
dem in Tabelle 6-20 dargestellten Ansatz.  

Tabelle 6-20: Pipettierschema für einen Ligationsansatz. Das eingesetzte Volumen des lineari-
sierten Plasmids (VP) und des Inserts (VI) wurden aus der DNA-Konzentration abgeleitet. 

Komponente Menge 
Linearisierte Plasmid-DNA  VP µl 
Insert VI µl 
10x T4 DNA Ligase Puffer 3 µl 
T4-Ligase  1-2 U 
MilliQ-Wasser ad. 30 µl 

Tabelle 6-21: Temperaturverlauf für die Ligationsreaktion. 

Temperatur Zeit 
20°C 2 h 
16°C 4 h 
14°C 3 h 
12°C 3 h 
10°C 2 h 
70°C 10 min 

6.2.2.5.2 TA-Klonierung von PCR-Fragmenten 

Die Klonierung mittels PCR gewonnener Fragmente für die Weiterverarbeitung oder 
Sequenzierung erfolgte über TA-Klonierung. Basis hierfür ist ein linearisierter Klonie-
rungsvektor, der an den Enden 3‘-Thymidinüberhänge aufweist und dadurch eine 
effiziente Verknüpfung von Fragmenten mit 5‘-Adeninüberhängen ermöglicht, wie sie 
bei einer Amplifizierung mit Taq DNA-Polymerase entstehen. Bei BluntEnd-Fragmen-
ten ohne 5‘-Adeninüberhänge war es zunächst erforderlich, mit Hilfe von Taq DNA-
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Polymerase und dNTPs diese Adeninüberhänge anzufügen. Das erfolgte durch Inku-
bation bei 72°C für zwanzig Minuten. 

6.2.2.5.2.1  Ligation von 5‘-Adeninüberhängen mit T4-Ligase 

Die Ligation von PCR-Fragmenten mit 5‘-Adeninüberhang in den linearisierten Vektor 
pNZY28 erfolgte mit dem NZY-A PCR cloning kit (NZYtech Lda) nach den Vorgaben 
des Herstellers. 

6.2.2.5.2.2  Verknüpfung von 5‘-Adeninüberhängen mit Topoisomerase 

Mit dem TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen) konnten PCR-Fragmente mit 5‘-Adenin-
überhang ohne Einsatz einer T4-Ligase mit dem linearisierten pCR®II-TOPO® Vektor 
verknüpft werden. Diese Reaktion wird von einer Topoisomerase I ermöglicht, die mit 
dem 3‘-Thymidinüberhang des linearisierten Vektors kovalent verknüpft ist und nach 
dem Knüpfen der Phosphodiesterbindung abgespalten wird. Die Durchführung erfolgte 
nach den Vorgaben des Herstellers.  

6.2.2.6 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Die in vitro-Vervielfältigung (Amplifizierung) von bestimmten DNA-Abschnitten und die 
Einführung von Restriktionsschnittstellen für nachfolgende Klonierungen erfolgte mit 
Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR). Dafür müssen kurze Sequenzen eines zu 
amplifizierenden DNA-Abschnittes bekannt sein, die diesen flankieren. Aus diesen kur-
zen Sequenzen können komplementäre DNA-Oligonukleotide (Primer) abgeleitet wer-
den, die zur Vervielfältigung der DNA benötigt werden. Damit sich die Primer an die 
DNA anlagern können, musste diese zunächst durch einen Denaturierungsschritt bei 
95°C in ihre Einzelstränge aufgetrennt werden. Anschließend wurde die Temperatur 
um etwa 5°C unter die Schmelztemperatur der Primer abgekühlt, um eine Anlagerung 
(Annealing) der Primer an die DNA zu ermöglichen. Durch verschiedene Zusätze wie 
z.B. DMSO kann die Bindungsspezifität der Primer erhöht werden. Anschließend er-
folgte für die DNA-Synthese (Verlängerung) eine Erhöhung der Temperatur auf 72°C, 
das Aktivitätsoptimum der DNA-Polymerase. Die für die Verlängerung (Elongation) 
unter Verbrauch von dNTPs erforderliche Zeit ist von der Länge des zu amplifizieren-
den DNA-Fragments abhängig. In einer Minute werden dabei ca. 1000 Basenpaare 
synthetisiert. Die vollständig verlängerten DNA-Doppelstränge stehen nun als Matrizen 
für weitere Reaktionszyklen aus Denaturierung, Anlagerung und Verlängerung zur 
Verfügung. Nach 25 bis 30 Zyklen lag gewöhnlich eine ausreichende Produktmenge 
vor. 

Sollten die Produkte für eine Klonierung eingesetzt werden, so erfolgte die PCR unter 
Verwendung einer DNA-Polymerase mit Korrekturaktivität (Proofreading) wie der 
PfuPlus-Polymerase aus Pyrococcus furiosus. Andernfalls dienten die Polymerasen 
Taq oder OptiTaq aus Thermus aquaticus zur Amplifizierung. Ein typischer Reaktions-
ansatz für eine PCR ist in Tabelle 6-22 dargestellt.  
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Tabelle 6-22: Pipettierschema für eine typische PCR mit und ohne DMSO. 

Komponente Ohne DMSO Mit DMSO 
Matrizen-DNA  2 µl 2 µl 
Vorwärts-Primer (10 pmol/µl) 1,5 µl 1,5 µl 
Rückwärts-Primer (10 pmol/µl) 1,5 µl 1,5 µl 
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,5 µl 1,5 µl 
DNA-Polymerase 0,5 µl 0,5 µl 
10x PCR-Puffer 5 µl 5 µl 
DMSO - 1,5 µl 
MilliQ-Wasser 38 µl 36,5 µl 

 

Das Temperaturprogramm wurde üblicherweise, wie in Tabelle 6-23 dargestellt durch-
geführt. Zur Vermeidung von unspezifischer Amplifikate erfolgte die Steuerung der 
Temperatur alternativ auch als Touchdown-PCR. Dabei erfolgte die PCR zunächst für 
fünf Zyklen bei einer niedrigeren Anlagerungstemperatur. Anschließend wurde die An-
lagerungstemperatur erhöht, so dass nur noch spezifische Amplifikate vervielfältigt 
wurden (Tabelle 6-24). 

Tabelle 6-23: Temperaturprogramm einer typischen PCR. Die Anlagerungstemperatur TA 
wurde 5°C unter der Schmelztemperatur der Primer eingestellt. Die Dauer der Verlängerung VD 
beträgt eine Minute pro 1000 bp. 

Schritt T [°C] Zeit [min] Zyklenzahl 
Initiale Denaturierung 95 5:00 1 

Denaturierung 95 0:45  
Anlagerung TA 1:00 25-30 
Verlängerung 72 VD  

Finale Verlängerung 72 7:00 1 

Tabelle 6-24: Temperaturprogramm einer Touchdown-PCR.  

Schritt T [°C] Zeit [min] Zyklenzahl 
Initiale Denaturierung 95 5:00 1 

Denaturierung 95 0:45  
Anlagerung TA-5 1:00 5 
Verlängerung 72 VD  

Denaturierung 95 0:45  
Anlagerung TA 1:00 25 
Verlängerung 72 VD  

Finale Verlängerung 72 7:00 1 

 

Vor der Weiterverarbeitung wurden vervielfältigte DNA-Fragmente mit dem PCR Purifi-
cation Kit (QIAGEN) oder über ein Agarosegel aufgereinigt. 
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6.2.2.6.1 PCR zur Identifizierung von definierten DNA-Fragmenten 

6.2.2.6.1.1  Kolonie-PCR 

Die Kolonie-PCR diente zur Kontrolle von E. coli- oder P. pastoris-Transformanten auf 
Anwesenheit des gewünschten Plasmids und zur Bestimmung der Größe von dessen 
Insert. Dazu wurden die zu untersuchenden E. coli-Kolonien mit einer sterilen Pipetten-
spitze von einer Agarplatte abgenommen und in 10 µl Standard-PCR-Ansatz ohne Mat-
rizen-DNA resuspendiert. Die an der Pipettenspitze haftenden Zellen wurden zusätzlich 
zur Lagerung auf eine neue Agarplatte übertragen. Die Reaktion erfolgte üblicherweise 
als Touchdown-PCR bei Anlagerungstemperaturen von 60°C und 55°C. Durch die De-
naturierungsschritte der PCR bei 95°C wurden die Zellen lysiert und die DNA freige-
setzt. Zur Kontrolle rekombinanter Stämme von P. pastoris wurde zunächst in einer 
Übernachtkultur in BMGY-Medium Zellmaterial kultiviert. Nach dem Abzentrifugieren 
wurden diese in Hefeaufschlusspuffer (Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0, 1 mM 
Phenylmethylsulfonylfluorid, 1 mM EDTA, 5% Glycerol)) aufgenommen und dreimal auf 
95°C erhitzt. Zwischen diesen Schritten wurden die Zellen bei -80°C eingefroren. Ein 
Volumen von 2,5 µl derart aufgeschlossener P. pastoris-Zellen diente nun als Matrizen-
DNA für eine Touchdown-PCR bei 48 und 53°C. Die Amplifikate wurden auf einem 
Agarosegel bezüglich ihrer Größe untersucht. 

6.2.2.6.1.2  PCR zur Identifizierung der 18S-rDNA 

Da von dem von der DSMZ bezogenen Stamm C. radicicola DSM 837 (identisch mit 
ATCC 11011) noch keine 18S rDNA-Informationen vorlagen, erfolgte eine Amplifizie-
rung dieser Sequenzen mit von konservierten Sequenzen abgeleiteten Primern. Dabei 
wurde mit den Primern Fungi-18S-up und ITS4 [Zimmer et al. 2006] in einem Standard-
PCR-Ansatz mit OptiTaq DNA-Polymerase ein Fragment aus der isolierten genomi-
schen DNA von C. radicicola amplifiziert, das die 18S ribosomale DNA (rDNA), den 
internal transcribed spacer 1 (ITS1), die 5,8S rDNA, und ITS2 umfasste. Das 2300 bp 
große PCR-Produkt wurde in den Vektor pCR®II-TOPO® kloniert und anschließend 
vollständig sequenziert. 

6.2.2.6.2 PCR zur Amplifikation von BVMOs aus C. radicicola 

In der Literatur konnten mehrere BVMO-Gene mit degenerierten Primern aus genomi-
scher DNA amplifiziert werden [van Beilen et al. 2003]. Daher sollte auch evaluiert wer-
den, ob die Sequenz einer Steroidmonooxygenase mit in der Literatur als erfolgreich 
beschriebenen Primern oder mit selbst abgeleiteten degenerierten Primern identifiziert 
werden kann. 

6.2.2.6.2.1  Primer aus der Literatur 

In der Literatur ist die Klonierung zweier Steroidmonooxygenasen aus Rhodococcus 
rhodochrous IFO 3338 (identisch mit R. rhodochrous DSM 43269) sowie R. rhodo-
chrous DSM 11097 beschrieben. Die für die Klonierung einer der Steroidmono-
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oxygenasen erfolgreich eingesetzten Primer SMO-N und SMO-2 basierten auf der 
N-terminalen Sequenz des Proteins und der Sequenz eines proteolytischen Fragments 
[Morii et al. 1999] und wurden auch zur Amplifizierung von BVMO-Sequenzen aus 
C. radicicola getestet. Zur Evaluierung von PCR-Bedingungen diente eine Gradienten-
PCR bei Anlagerungstemperaturen von 42°C, 45,2°C und 50,6°C mit einer drei-
minütigen Elongationsphase und 45 Zyklen. Weiterhin wurden degenerierte Primer 
getestet, die in der Literatur erfolgreich zur Klonierung mehrerer BVMOs eingesetzt 
werden konnten. Diese basieren auf der bei BVMOs weitestgehend konservierten 
GG-Motivregion (GGTWXWNXYPG, BVMfw3) und der GXGXXG-Motivregion 
(GKRVXXIGT, BVMrv3) [van Beilen et al. 2003]. Die Gradienten-PCR zur Identifi-
zierung einer optimalen Anlagerungstemperatur erfolgte mit und ohne Zusatz von 
3% DMSO bei Temperaturen von 42, 47,2, 52,4 und 57°C. 

6.2.2.6.2.2  Degenerierte Primer 

Da mit den in der Literatur beschriebenen Primern keine neuen BVMO-Sequenzen 
identifiziert werden konnten, sollten zu diesem Zweck eigene Primer abgeleitet werden. 
Basierend auf dem aus der Literatur bekannten N-Terminus der BVMO aus C. 
radicicola (AEWAEEFDVLVVGAGAGG) [Miyamoto et al. 1995] wurden die Primer 
N_Term_FW und N_Term_FW2 abgeleitet. Als Gegenprimer sowie als weitere 
Möglichkeit zur Identifizierung von BVMO-Gensequenzen wurden aus einem Alignment 
rekombinant exprimierter BVMO-Sequenzen (Tabelle 3-4) degenerierte Primer 
basierend auf konservierten FAD- und NADPH-Bindemotiven abgeleitet, die zur 
Amplifizierung des BVMO-Gens aus genomischer DNA evaluiert wurden. Die PCR-
Experimente erfolgten als Gradienten-PCR bei Anlagerungstemperaturen von 42, 45,2, 
50,6 und 57°C mit und ohne Zusatz von 3% DMSO in 45 Zyklen. 

6.2.2.6.2.3  CODEHOP-Primer 

CODEHOP ist eine Strategie zum Design von Primern für die PCR-Amplifikation unbe-
kannter Gene, für die ein multiples Alignment von homologen Proteinsequenzen vor-
handen ist [Rose et al. 1998]. Diese Strategie wurde daher zur Identifizierung neuer 
BVMO-Sequenzen evaluiert. 

Zur Ableitung der Primer diente das Programm iCODEHOP v 1.0, wofür ein multiples 
Alignment homologer Proteinsequenzen erforderlich ist. Die Generierung der Primer 
erfolgte anhand von zwei unterschiedlichen Alignments. Eines basierte auf dem Ver-
gleich von fünf bereits rekombinant exprimierten und charakterisierten BVMOs, das 
andere Alignment dagegen ausschließlich auf den Sequenzen putativer pilzlicher Ste-
roidmonooxygenasen (Tabelle 3-4). Die Ableitung der Primer erfolgte jeweils auf Basis 
des genetischen Codes von Aspergillus fumigatus. Aus einem Alignment rekombinant 
exprimierter BVMOs konnten dabei die Primer Ch_BVMO_B1_FW (GG-Motiv), 
Ch_BVMO_E5-RV (GXGXXG-Motiv), Ch_BVMO_D1-FW (FXGXXXHXXXW-Motiv) 
und Ch_BVMO_N2-RV abgeleitet werden.  
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Die Ableitung der Primer Ch_fungal_B1-FW (GG-Motiv), Ch_fungal_F2-RV (GXGXXG-
Motiv) und Ch_fungal_K2-RV erfolgte aus sieben putativen Steroidmonooxygenase-
sequenzen pilzlichen Ursprungs aus der NCBI-Datenbank. Zur Evaluierung optimaler 
Anlagerungsbedingungen erfolgte jeweils eine Gradienten-PCR bei 42, 47,2, 52,4 und 
57°C mit und ohne Zusatz von 3% DMSO über 30 oder 45 Zyklen. Die Elongations-
dauer lag bei 2,5 Minuten pro Zyklus. 

6.2.2.6.3 PCR zur Identifikation flankierender Sequenzbereiche 

Mit dem CODEHOP-Ansatz konnten zu BVMOs homologe Genfragmente amplifiziert 
werden. Zur Vervollständigung der identifizierten Genfragmente wurden die inverse 
PCR [Ochman et al. 1988], SiteFinding-PCR [Tan et al. 2005] und Gene Walking-PCR 
[Pilhofer et al. 2007] getestet. 

6.2.2.6.3.1  Inverse PCR 

Inverse PCR ist eine Möglichkeit zur Identifizierung unbekannter, außerhalb einer be-
reits identifizierten Sequenz liegender Genbereiche. Dazu wird die genomische DNA 
zunächst mit einem Restriktionsenzym gespalten, welches keine Schnittstelle in der 
bereits identifizierten Sequenz aufweist. Nach einer Zirkularisierung der DNA-Frag-
mente durch eine intramolekulare Ligation werden benachbart liegende DNA-Bereiche 
mit nach außen gerichteten, genspezifischen Primern amplifiziert. Es wurden Ansätze 
mit den Restriktionsenzymen ClaI, SacI, SalI, BamHI und EcoRI getestet, wobei ca. 
50 ng genomische DNA aus C. radicicola eingesetzt wurden. Der Verdau mit 1-2 Units 
der genannten Restriktionsendonukleasen erfolgte bei 37°C über zwei Stunden. 

Die Selbstligation wurde nach dem Standardprotokoll für Ligationen durchgeführt. Zur 
Identifizierung der flankierenden Sequenzen diente eine PCR mit den Primern CAMO-
SF-Cterm1 und CAMO-SF-Nterm1 bei einer Verlängerungsdauer von vier Minuten. Um 
ausschließlich das gesuchte Fragment zu amplifizieren, erfolgte anschließend eine 
Nested-PCR mit den inneren Primern CAMO-SF-Cterm2 und CAMO-SF-Nterm2. Das 
PCR-Produkt wurde mittels TA-Cloning in den Vektor pCR®II-TOPO® kloniert und 
anschließend sequenziert. 

6.2.2.6.3.2  SiteFinding-PCR 

Die SiteFinding-PCR basiert darauf, dass zunächst mittels eines SiteFinders unspezifi-
sche DNA-Einzelstränge synthetisiert werden [Tan et al. 2005]. Das 3‘-Ende des 
Sitefinders enthielt die Sequenz „GCCT“ oder „GCCTA“, gefolgt von fünf randomisier-
ten Basenpaaren, welche eine unspezifische Amplifikation ermöglichten, und einer 
Erkennungssequenz für die Nested-PCR. Nachfolgend kann die gesuchte DNA-Se-
quenz mit zwei Nested-PCR-Schritten unter Einsatz der SiteFinding-Primer (SFP) und 
genspezifischer Gegenprimer amplifiziert werden. Die SiteFinding-Reaktion erfolgte mit 
einem von einer normalen PCR-Reaktion abgeleiteten Pipettierschema unter Einsatz 
zweier verschiedener SiteFinder, um eine größere Vielfalt an unspezifischen Einzel-
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strängen zu erreichen. Dabei diente unverdünnte oder 1:10 bzw. 1:100 verdünnte ge-
nomische DNA aus C. radicicola als Matrizen-DNA.  

Tabelle 6-25: Pipettierschema der SiteFinding-Reaktion. 

Komponente Menge 
Genomische DNA in 3 Verdünnungen  5 µl 
SiteFinder 1 bzw. 2 (10 pmol/µl) 0,5 µl 
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 µl 
OptiTaq DNA-Polymerase 0,1 µl 
10x PCR-Puffer B (EURx) 1,67 µl 
MilliQ-Wasser 13,23 µl 

 

Nach der SiteFinding-Reaktion wurden die Ansätze aller drei Verdünnungen der ge-
nomischen DNA vereinigt und für die erste Nested-PCR eingesetzt, die zur Amplifizie-
rung von Fragmenten dient, welche die Sequenz genspezifischer Primer enthalten. 
Dazu wurden den vereinigten SiteFinding-Reaktionen für die erste Nested-PCR die 
folgenden Komponenten zugesetzt: 

Tabelle 6-26: Zugesetzte Komponenten zur vereinigten SiteFinding-Reaktion für die erste Nes-
ted-PCR. 

Komponente Menge 
SFP1 (10 pmol/µl) 1 µl 
Genspezifischer Primer (10 pmol/µl) 0,5 µl 
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 µl 
DMSO 0,375 µl 
MilliQ-Wasser 2,625 µl 

 

Für eine spezifischere Amplifikation genspezifischer Fragmente erfolgte eine zweite 
Nested-PCR. Dabei wurden 2 µl des Reaktionsgemisches der ersten Nested-PCR für 
den nachfolgend dargestellten Reaktionsansatz eingesetzt: 

Tabelle 6-27: Pipettierschema der SiteFinding-Reaktion. 

Komponente Menge 
Nested-PCR 1 2 µl 
SFP2 (10 pmol/µl) 1 µl 
Genspezifischer Primer (10 pmol/µl) 1 µl 
dNTPs je 10 mM 1 µl 
OptiTaq DNA-Polymerase 0,5 µl 
10x PCR-Puffer B (EURx) 5 µl 
MilliQ-Wasser 39,75 µl 

 

Die Temperaturprogramme der einzelnen PCR-Schritte sind in Tabelle 6-28 dargestellt.  
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Tabelle 6-28: Temperaturprogramme für die SiteFinding-PCR. 

Reaktion Schritt T [°C] Zeit Zyklenzahl 
SiteFinding-PCR Denaturierung 95°C 3 min  

Anlagerung 25°C 1 min  

  Anstieg zu 
72°C 0,2°C/min  

 Verlängerung 72°C 10 min  

Nested-PCR 1 Initiale Denaturierung 95°C 3 min  
 Denaturierung 95°C 15 s 

30  Anlagerung 57°C 30 s 

 Verlängerung 72°C 4 min plus 
10 s/Zyklus 

 Finale Verlängerung 72°C 7 min  

Nested-PCR 2 Initiale Denaturierung 95°C 3 min  
 Denaturierung 95°C 15 s 

30  Anlagerung 58-63°C 30 s 

 Verlängerung 72°C 4 min plus 
10 s/Zyklus 

 Finale Verlängerung 72°C 7 min  

 

6.2.2.6.3.3  Gene Walking-PCR 

Die Gene Walking-PCR [Pilhofer et al. 2007] erfordert einen spezifisch an eine be-
kannte Sequenz bindenden Primer. Der PCR-Ansatz entsprach dabei dem einer nor-
malen PCR mit dem Unterschied, dass nur ein Primer im Reaktionsgemisch enthalten 
war. Dieser Primer diente zunächst in einer PCR über 30 Zyklen bei stringenten Anla-
gerungsbedingungen von 52°C, 56,7°C oder 62°C zur Synthese von möglichst spezifi-
schen Einzelsträngen. In einem nachfolgenden Zyklus werden durch eine unspezifi-
sche Bindung des Primers bei 40°C an die in den ersten 30 Zyklen synthetisierten 
Einzelstrangfragmente und die anschließende Elongation Doppelstrangfragmente 
erzeugt. Diese Fragmente wurden in 30 weiteren Zyklen bei stringenten Anlagerungs-
bedingungen amplifiziert. Das Temperaturprogramm ist in Tabelle 6-29 dargestellt. Die 
so gewonnenen Fragmente wurden mittels TA-Klonierung in den Vektor pCR®II-
TOPO® oder pNZY28 kloniert und die Inserts anschließend sequenziert. 
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Tabelle 6-29: Temperaturprogramm zur Gene Walking PCR [Tan et al. 2005]. 

Schritt T [°C] Zeit 
[min] 

Zyklen-
zahl 

Bedeutung 

Initiale Denaturierung 95 1:00 1  

Denaturierung 95 1:00  Spezifische Primer-
verlängerung, Einzel-

strangsynthese 
Anlagerung 52-62 1:00 30 
Verlängerung 72 4:00  

Denaturierung 95 1:00  Unspezifische Primer-
bindung, Doppel-
strangsynthese 

Anlagerung 40 1:00 1 
Verlängerung 72 4:00  

Denaturierung 95 1:00  Spezifische exponen-
tielle Amplifikation Anlagerung 52-62 1:00 30 

Verlängerung 72 4:00  

Finale Verlängerung 72 10:00 1  

 

6.2.2.6.4 Ortsgerichtete Mutagenese (QuikChange) 

Zur Herstellung von Mutanten einzelner Aminosäuren diente die QuikChange®-Me-
thode. Dazu sind zwei zueinander komplementäre Primer erforderlich, die in beiden 
Richtungen an das Plasmid binden und in der Mitte den erzielten Basenaustausch ent-
halten. Da bei der QuikChange®-Mutagenese das gesamte Plasmid repliziert wird, ist 
eine Verlängerungszeit von einer Minute pro Kilobasenpaar Plasmidgröße erforderlich. 
Der PCR-Ansatz erfolgte nach dem Protokoll des QuikChange® Site directed muta-
genesis kit (Stratagene) wie in Tabelle 6-30 wiedergegeben und wurde nach dem 
Temperaturprogramm in Tabelle 6-31 durchgeführt. 

Tabelle 6-30: Pipettierschema der QuikChange®-PCR. 

Komponente Menge 
Doppelsträngiges Matrizenplasmid  2 µl 
Primer sense (100 pmol/µl) 0,5 µl 
Primer antisense (100 pmol/µl) 0,5 µl 
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,5 µl 
PfuPlus DNA-Polymerase 0,5 µl 
DMSO 1,5 µl 
10x PCR-Puffer Pfu (EURx) 5 µl 
PfuPlus DNA-Polymerase 0,5 µl 
A. dest ad. 50 µl 
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Tabelle 6-31: Temperaturprogramm zur positionsgerichteten Mutagenese. Die Anlager-
ungstemperatur TA wurde 5°C unter der Schmelztemperatur der Primer eingestellt. Die Dauer 
der Verlängerung VD beträgt eine Minute pro 1000 bp Plasmidgröße. 

Schritt T [°C] Zeit [min] Zyklenzahl 
Initiale Denaturierung 95 1:00 1 

Denaturierung 95 1:00  
Anlagerung TA 1:00 20-25 
Verlängerung 72 VD  

Finale Verlängerung 72 20:00 1 

 

Zur Hydrolyse methylierter Matrizen-DNA erfolgte der Verdau des QuikChange®-An-
satzes mit 1 µl DpnI über zwei Stunden bei 37°C. Um die Wildtyp-DNA vollständig 
abzubauen, wurde dieser Verdau gegebenenfalls über Nacht durchgeführt. Anschlie-
ßend wurde das DpnI für fünfzehn Minuten bei 85°C denaturiert. Die PCR-Produkte 
wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft und in E. coli DH5α-Zellen trans-
formiert. 

6.2.2.7 Plasmidkonstruktionen 

Nach der Identifizierung der Sequenz der Cycloalkanonmonooxygenase wurde das 
Gen der BVMO mit PfuPlus DNA-Polymerase aus genomischer DNA reamplifiziert. 
Dazu dienten Primer, welche die zur Klonierung des BVMO-Gens in den Expressions-
vektor erforderlichen Restriktionsschnittstellen enthielten. Dabei wurden Plasmide mit 
einem N-terminalen (pHisCAMO), C-terminalen (pCAMOHis) und ohne His6-Tag 
(pCAMO) hergestellt. Das Fragment zur Konstruktion des Vektors pHisCAMO wurde 
mit den Primern CAMO_ClonNH_FW und CAMO_ClonC_RV amplifiziert. Die Gen-
sequenz für den Vektor pCAMOHis wurde mit den Primern CAMO_ClonN_FW und 
CAMO_ClonCH_RV hergestellt. Die Primer CAMO_ClonN_FW und CAMO_ClonC_RV 
dienten zur Herstellung der BVMO ohne His6-Tag. Die amplifizierten Produkte wurden 
in den pCR®II-TOPO®-Vektor subkloniert, mit NdeI und EcoRI (pHisCAMO), NcoI und 
XhoI (pCAMOHis) beziehungsweise NcoI und EcoRI (pCAMO) für vier Stunden bei 
37°C verdaut und anschließend in einen in geeigneter Weise linearisierten pET28b(+)-
Vektor ligiert. Da der wirkliche C-Terminus des CAMO-Gens erst nach der Klonierung 
ermittelt wurde, erfolgte eine Rückmutation der durch den von Nectria haematococa 
abgeleiteten Primer verursachten Mutation durch eine QuikChange®-PCR mit den 
Primern CAMO_D529G_sense und CAMO_D529G_anti. Der letztendlich für die 
Expression eingesetzte Vektor enthielt die BVMO fusioniert mit einem N-terminalen 
His6-Tag und einer Erkennungssequenz für die Thrombinprotease zwischen His6-Tag 
und BVMO. Das Produkt der Expression war ein Fusionsprotein von 551 Aminosäuren, 
das zwanzig zusätzliche Aminosäuren am N-Terminus im Vergleich zur nativen CAMO 
aus C. radicicola aufwies. 

Die Amplifizierung des Gens der Steroidmonooxygenase aus R. rhodochrous, das be-
reits rekombinant exprimiert werden konnte [Morii et al. 1999], erfolgte ähnlich wie bei 
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der Cycloalkanonmonooxygenase. Ziel war die Konstruktion von Plasmiden mit einem 
N-terminalen (pHisSMO), C-terminalen (pSMOHis) und ohne His6-Tag (pSMO). Das 
Fragment für den Vektor pHisSMO wurde mit den Primern SMO_ClonNH_FW und 
SMO_ClonC_RV amplifiziert. Die als Insert für den Vektor pSMOHis eingesetzte 
Gensequenz wurde mit den Primern SMO_ClonN_FW und SMO_ClonCH_RV herge-
stellt. Die Primer SMO_ClonN_FW und SMO_ClonC_RV dienten zur Herstellung der 
BVMO ohne His6-Tag. Nach der Subklonierung in den pCR®II-TOPO®-Vektor erfolgte 
eine Restriktionsspaltung mit NdeI und EcoRI (pHisSMO), NcoI und HindIII (pCAMO-
His) beziehungsweise NcoI und EcoRI (pCAMO) für vier Stunden bei 37°C. Anschlie-
ßend wurde das für die BVMO kodierende Fragment in einen entsprechend lineari-
sierten pET28b(+)-Vektor ligiert. Da durch die Verwendung der NcoI-Schnittstelle zu-
nächst analog zu Morii et al. (1999) eine Mutation eingeführt wurde, dienten die Primer 
SMO_D2N_sense und SMO_D2N_antisense zur Wiederherstellung des Wildtyps. Das 
Fusionsprotein mit N-terminalem His6-Tag und der Erkennungssequenz für die Throm-
binprotease wies 569 Aminosäuren und damit zwanzig Aminosäuren mehr als der 
Wildtyp auf. 

Weiter sollte die putative Steroidmonooxygenase XP_002375343 aus A. flavus NRRL 
3357 rekombinant exprimiert und dafür in geeignete Vektoren kloniert werden. Basie-
rend auf der in der NCBI-Datenbank hinterlegten Sequenz wurde daher ein codon-
optimiertes synthetisches Gen im Klonierungsvektor pUC57 (pUC57-Afla) von der 
Firma GenScript bezogen. Am 5’-Ende dieses Gens wurde eine NdeI-Schnittstelle ein-
gefügt, am 3’-Ende eine BamHI-Schnittstelle gefolgt von einer XhoI-Schnittstelle. Sinn 
dieser Vorgehensweise war, das Enzym in E. coli sowohl mit dem IPTG-induzierbaren 
pET22b-Vektor als auch mit dem über Rhamnoseinduktion regulierbaren pJOE-Vektor 
mit jeweils C-terminalem His6-Tag exprimieren zu können. Zur Integration in pET22b 
erfolgte eine Restriktionsspaltung mit NdeI und XhoI, zur Integration in pJOE2792.1 mit 
NdeI und BamHI. Anschließend wurde das für die BVMO kodierende Fragment in den 
jeweils entsprechend linearisierten Vektor ligiert. 

Da die Expression eines aktiven Proteins in E. coli nicht erfolgreich war, wurden Vekto-
ren für die Expression in C. glutamicum (pEKEx-AflaHis) und P. pastoris (pPIC-AflaHis) 
als alternative Expressionswirte hergestellt. Das Fragment für den Vektor pEKEx-
AflaHis wurde mit den Primern Afla_pEKEx2_FW und Afla_pEKEx2_RV aus dem 
Vektor pET-AflaHis amplifiziert. Der Primer Afla_pEKEx2_FW enthielt dabei zusätzlich 
die im Plasmid pEKEx2 nicht vorhandene Sequenz der Ribosomenbindestelle. Die als 
Insert für den Vektor pPICZ-Afla eingesetzte Gensequenz wurde mit den Primern 
Afla_pPICZ-B_FW und Afla_pPICZ-B_RV hergestellt. Nach der Restriktionsspaltung 
diente das so gewonnene Fragment als Insert für den mit EcoRI und XbaI linearisierten 
Vektor pPICZ B. Um einen möglichen negativen Einfluss des C-terminal fusionierten 
His6-Tags und cMyc-Tags auszuschließen, wurde diese zusätzliche Sequenz bei 
pPICZ-Afla durch QuikChange® mit den Primern Afla_pPIC-Z_Stop_sense und 
Afla_pPIC-Z_Stop_antisense durch Einfügen eines Stoppcodons entfernt und so die 
Expression der Wildtypsequenz (pPICZ-Afla) in P. pastoris ermöglicht. 
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6.2.3 Proteinchemische Methoden 

6.2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem Bicinchonsäure-Assay (2,2’-Bichi-
nolin-4,4’-dicarbonsäure, BCA) basiert auf der Biuretreaktion. Dabei erfolgt eine Redu-
zierung von Cu2+ zu Cu+ durch die Peptidbindungen des Peptidrückgrats. In einem 
zweiten Schritt komplexieren zwei Bicinchonsäuremoleküle mit Cu+ zu einem Komplex 
mit einem Extinktionsmaximum bei 562 nm, der spektrophotometrisch gemessen wird. 
Zur Messung der Proteinkonzentration diente das kommerziell erhältliche BC-Assay 
protein quantification kit (Uptima), wobei die Messungen nach dem Protokoll des Her-
stellers durchgeführt wurden. 

6.2.3.2 Analyse durch Gelelektrophorese 

6.2.3.2.1 SDS-Gelelektrophorese 

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist für eine 
Auftrennung von Proteinen nach ihrer Größe geeignet. Das anionische Detergenz 
Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet dabei an die durch Hitze und Mercaptoethanol 
denaturierten und in ihre Untereinheiten dissoziierten Proteine. Die Anlagerung der 
SDS-Moleküle erfolgt aufgrund des Verlustes der Sekundär- und Tertiärstruktur des 
Proteins in einem annähernd konstanten Verhältnis von 1,4 g SDS/g Polypeptid und ist 
daher proportional zum Molekulargewicht der Polypeptide. Da SDS die Eigenladung 
von Proteinen überdeckt, ist im elektrischen Feld aufgrund des Siebeffektes eines Po-
lyacrylamidgels eine Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht möglich.  

Die SDS-PAGE erfolgte wie in der Literatur beschrieben [Laemmli 1970]. Die 
Acrylamidkonzentration des Trenngels lag, soweit nicht anders angegeben, bei 12%. 
Das Trenngel wurde mit einem 4%igen Sammelgel überschichtet. Die Proben wurden 
vor dem Auftragen in 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und zur Denaturierung für 
fünf Minuten bei 95°C erhitzt. Die elektrophoretische Trennung erfolgte zunächst bei 
10 mA pro Gel, bis die Proben das Trenngel erreicht hatten. Danach wurde die Strom-
stärke auf 25 mA pro Gel erhöht. Anschließend wurden Proteinbanden der Gele durch 
eine Färbung mit Coomassie-Brilliant-Blau visualisiert. 

Tabelle 6-32: Trenn- und Sammelgel für SDS-PAGE. 

Komponente Trenngel 
12% 

Sammelgel 
4% 

A. dest 2,67 ml 2,47 ml 
Lower Tris-HCl (1,5 M, SDS (4% (w/v)), pH 8,8) 2,0 ml - 
Upper Tris-HCl (0,5 M, SDS (4% (w/v)), pH 6,8) - 1,0 ml 
30% (w/v) Acrylamid-, Bisacrylamid-Lösung 37,5:1 3,33 ml 0,52 ml 
APS (10% Ammoniumpersulfat-Lösung) 40 µl 40 µl 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin) 4 µl 4 µl 
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6.2.3.2.2 Blau-Nativ-Gelelektrophorese 

Da die Anwendung des ionischen Detergenz SDS eine Denaturierung der zu trennen-
den Proteine verursacht, ist eine Gelelektrophorese mit SDS zur Analyse der oligome-
ren Struktur von Proteinen nicht einsetzbar. Im Gegensatz zur gewöhnlichen nativen 
Gelelektrophorese, deren Trennung von der Eigenladung der Proteine abhängig ist, 
erfolgt die Trennung bei der Blau-Nativ-Gelelektrophorese stärker nach deren Größe. 
Ursache dafür ist, dass der anionische Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G250 dem 
Kathodenpuffer zugesetzt wird und an hydrophobe Proteinoberflächen bindet. Die 
negative Ladung des Farbstoffs ermöglicht so eine charge shift Elektrophorese. 

Die Acrylamidkonzentration des Trenngels lag bei 5,5% beziehungsweise 10%. Das 
Trenngel wurde mit einem 3,5%igen Sammelgel überschichtet. Im Gegensatz zur SDS-
PAGE wurden die Proben mit einem Probenpuffer ohne SDS und Mercaptoethanol 
versetzt und nicht erhitzt, so dass die native Konformation und oligomere Struktur er-
halten bleibt. Weiterhin enthielt der Kathodenpuffer B 0,02% (w/v) Coomassie Brilliant 
Blau G250, das die Ladung für eine charge shift Elektrophorese der Proteine 
bereitstellte. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 10 mA pro Gel. Nachdem 
das Gel etwa ein Drittel der Strecke gelaufen war, wurde der Kathodenpuffer B gegen 
den Kathodenpuffer B/10 mit einer geringeren Farbstoffkonzentration ausgetauscht 
und die elektrophoretische Trennung fortgesetzt. 

Tabelle 6-33: Trenn- und Sammelgel für Blau-Nativ-Gelelektrophorese. 

Komponente Trenngel Sammelgel 
3,5% 5,5% 10% 

A. dest 3,625 ml 2,5 ml 3,274 ml 
3 x Gelpuffer Blau-Nativ-Gelelektrophorese 2,5 ml 2,5 ml 2,0 ml 
30% (w/v) Acrylamid-, Bisacrylamid-Lösung 37,5:1 1,375 ml 2,5 ml 0,726 ml 
APS (10% Ammoniumpersulfat-Lösung) 40 µl 40 µl 40 µl 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin) 4 µl 4 µl 4 µl 

 

6.2.3.2.3 Coomassie-Färbung 

Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele in etwa 25 ml Coomassie-
Färbelösung überführt und mit der Mikrowelle bei mittlerer Wattzahl erhitzt. Vor dem 
Aufkochen der Färbelösung wurde das Erhitzen abgebrochen und die Gele für zehn 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die Gele für zehn Minu-
ten in Wasser gewaschen und zweimal für etwa 45 Minuten in Coomassie-Entfärbe-
lösung inkubiert, bis die Proteinbanden sichtbar und der Hintergrund farblos wurde. 
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6.2.3.3 Proteinaufreinigung 

6.2.3.3.1 Ammoniumsulfatfällung 

Durch die Zugabe von Ammoniumsulfat zu einer Proteinlösung können Proteine aus-
gefällt und so vorfraktioniert werden  

Zur Evaluierung der Fällungsbedingungen erfolgte ein Vorversuch im 2 ml-Maßstab, 
wobei jeweils 400 µl Rohextrakt von C. radicicola sowie die für den erzielten 
Sättigungsgrad erforderliche Menge (bis 1,6 ml) gesättigter Ammoniumsulfatlösung in 
Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,5) sowie Natriumphosphatpuffer ohne 
Ammoniumsulfat zusammen gegeben wurden. Die Ansätze mit 10, 20, 30, 40, 50, 60, 
70 und 80% Ammoniumsulfatsättigung wurden für zwei Stunden unter Schütteln bei 
4°C inkubiert. Alle Proben wurden abzentrifugiert und der Überstand sowie das in 
300 µl Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,5) aufgenommene Pellet mittels HPLC auf 
Aktivität bezüglich der Umsetzung von Progesteron getestet.  

Die Vorfraktionierung für eine nachfolgende Aufreinigung erfolgte bei einer vierzigpro-
zentigen Ammoniumsulfatsättigung. Dazu wurde der Rohextrakt bei 4°C unter Rühren 
mit 226 g/L Ammoniumsulfat versetzt. Um zu hohe lokale Konzentrationen zu vermei-
den, erfolgte die Zugabe des fein gemahlenen Salzes in kleinen Portionen. Die nun 
40% gesättigte Lösung wurde unter Rühren für zwei Stunden bei 4°C inkubiert und die 
ausgefallenen Proteine anschließend bei 8000×g für 30 Minuten abzentrifugiert. Der 
sterilfiltrierte Überstand diente nun für weitere chromatographische Schritte. 

6.2.3.3.2 Umpufferung durch Gelfiltration 

Die Umpufferung zur Entfernung überschüssigen Imidazols nach einer affinitätschro-
matographischen Aufreinigung über His6-Tag erfolgte mit einer XK 26/20-Säule mit 
50 ml Sephadex G25 als Matrix. Die Vorgehensweise basiert auf einer Größenaus-
schlusschromatographie, bei der Proteine früher und niedermolekulare Puffersub-
stanzen deutlich später eluiert wurden. Es wurden 5 ml Eluat aus der His6-Tag-basier-
ten Metallionenaffinitätschromatographie auf eine mit Tris-HCl (50 mM, pH 8,0) oder 
Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0) äquilibrierte Säule aufgetragen und isokratisch 
mit dem gleichen Puffer eluiert. Der Proteinpeak war dabei nach etwa einem halben 
Säulenvolumen zu sehen, der Salzpeak nach einem Säulenvolumen. Das Ausgangs-
volumen der Probe wurde durch diesen Schritt um etwa 50% vergrößert. 

6.2.3.3.3 Umpufferung mit Zentrifugen-Filtereinheiten 

Die Umpufferung erfolgte mit Zentrifugen-Filtereinheiten (Millipore oder Sartorius) mit 4 
oder 15 ml Auftragsvolumen und einem MWCO von 10 oder 15 kDa. Die Proben 
wurden bei 3000×g zentrifugiert und anschließend drei- bis viermal mit dem Puffer 
gewaschen, in den die Probe umgepuffert werden sollte. Abschließend wurde das 
Protein mit Puffer von der Membran abgespült. 
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6.2.3.3.4 Hydrophobe Interaktionschromatographie 

Zur Abtrennung von weiteren Proteinen und zur Verringerung des Salzgehaltes nach 
der Ammoniumsulfatfällung wurde eine hydrophobe Interaktionschromatographie ein-
gesetzt. Dazu diente eine selbstgepackte XK 16/20 Säule mit 20 ml Butylsepharose 
HD als Matrix. 

Der aktive Überstand einer Ammoniumsulfatfällung mit 40% Ammoniumsulfatsättigung 
in Tris-Puffer (30 mM, pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT) wurde auf eine im gleichen 
Puffer äquilibrierte Säule aufgetragen. Anschließend erfolgte die Elution in Stufen von 
jeweils zwei Säulenvolumen mit 40% und 18% sowie 3 Säulenvolumen mit 2% gesät-
tigter Ammoniumsulfatlösung in Tris-Puffer (30 mM, pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM 
DTT) bei einem Fluss von 2 ml/min. 

6.2.3.3.5 Anionenaustauschchromatographie 

Die Anionenaustauschchromatographie erfolgte mit einer selbstgepackten XK 16/20 
Säule mit 21 ml DEAE-Sepharose Fast Flow als Matrix. Die aktiven Fraktionen aus der 
hydrophoben Interaktionschromatographie wurden vereinigt, mit Amicon® Zentrifugen-
Filtereinheiten (MWCO=15 kDa) in Tris-Puffer (0,03 M, pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM 
DTT) umgepuffert und anschließend auf eine im gleichen Puffer äquilibrierte DEAE-
Sepharosesäule injiziert. Ungebundene Bestandteile wurden mit zwei Säulenvolumen 
Tris-Puffer (0,03 M, pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT) von der Säule gewaschen. 
Die Elution erfolgte über einen linearen Gradienten von 25 Säulenvolumen zu 0,6 M 
KCl im gleichen Puffer. 

6.2.3.3.6 Affinitätschromatographie mit Reactive Red 120 

Für eine affinitätschromatographische Aufreinigung wurde die für nukleotidbindende 
Enzyme, wie NADPH-abhängige BVMOs, spezifische Toyopearl AF-Red-650-Agaro-
sesäule (ReactiveRed 120, Tosoh Bioscience) mit einem Säulenvolumen von 10 ml 
getestet, mit der eine HAPMO aus Pseudomonas putida JD1 aufgereinigt werden 
konnte [Rehdorf et al. 2009b].  

Zunächst erfolgte eine Aufreinigung mit Ammoniumsulfatfällung, Butylsepharose und 
DEAE-Sepharose. Die aktiven Fraktionen der Ionenaustauschchromatographie wurden 
vereinigt, mit Amicon® Zentrifugen-Filtereinheiten (MWCO=10 kDa) in Tris-HCl (30 mM, 
pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT) umgepuffert und auf die Toyopearl AF-Red-650-
Agarosesäule injiziert. Nach der Probeninjektion wurde die Säule zunächst mit 
1,5 Säulenvolumen Tris-HCl (30 mM, pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT) gewaschen 
und anschließend mit einem Säulenvolumen NADP (1 mg/ml) die gebundenen Pro-
teine von der Säule gelöst. Nach einer zehnminütigen Inkubation bei 4°C wurden die 
Proteine mit 1,5 Säulenvolumen Tris-HCl (30 mM, pH 7,4, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM DTT) 
und 3,5 Säulenvolumen 0,6 M KCl im gleichen Puffer von der Säule eluiert. 
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6.2.3.3.7 Auf Nickelionen basierende Affinitätschromatographie  

Die in E. coli rekombinant überexprimierten BVMOs wurden über deren N-terminal 
fusionierten His6-Tag mit einer Nickel-basierten Metallionenaffinitätschromatographie 
aufgereinigt. Für die Aufreinigung der CAMO aus C. radicicola diente Tris-HCl (50 mM, 
pH 8,0, 300 mM NaCl) als Waschpuffer ohne Imidazol. Dagegen wurde Natriumphos-
phatpuffer (50 mM, pH 8,0, 300 mM NaCl) als imidazolfreier Waschpuffer zur Aufreini-
gung der STMO aus R. rhodochrous eingesetzt. Der Elutionspuffer enthielt alle Be-
standteile des jeweiligen Waschpuffers sowie zusätzlich 300 mM Imidazol. Zur Be-
schreibung des eingesetzten Puffers ist nachfolgend der jeweilige Anteil an 
Elutionspuffer angegeben. Zur Herstellung eines Rohextraktes wurde das Zellpellet 
von 100 ml in TB-Medium gewachsener Kultur in 10% Elutionspuffer resuspendiert und 
mit der Kugelmühle (Fastprep24) wie in Kapitel 6.2.1.6.1 beschrieben aufgeschlossen. 
Der Rohextrakt wurde auf eine HisTrap FF crude Säule mit einem Säulenvolumen von 
5 ml bei einem Fluss von 1,5 ml/min aufgetragen. Ungebundene Proteine wurden mit 
drei Säulenvolumen von 10% Elutionspuffer bei einem Fluss von 5 ml/min von der 
Säule gewaschen. Anschließend folgte ein Waschschritt über ein Säulenvolumen mit 
20% Elutionspuffer. Die Elution erfolgte mit vier Säulenvolumen des jeweiligen 
Elutionspuffers. Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und mit Zentrifugen-
Filtereinheiten oder einer Sephadex G25 Entsalzungssäule umgepuffert. 

6.2.3.3.8 Größenbestimmung durch Gelfiltration 

Die Bestimmung der oligomeren Struktur der CAMO aus C. radicicola erfolgte durch 
Gelausschlusschromatographie, wobei eine Superdex™ 200 prep grade Säule 
(XK 16/60, GE Healthcare) mit einem Säulenvolumen von 120 ml und einem Durch-
messer von 1,6 cm genutzt wurde. Die Gelfiltration erfolgte bei 4°C mit Tris-HCl  
(50 mM, pH 8,0, 300 mM NaCl) bei einer Flussrate von 0,5 ml/min. Zur Analyse wurde 
ein Probenvolumen von 1 ml, welches die Probe beziehungsweise Größenstandards 
zur Kalibrierung der Säule enthielt, über eine 5 ml-Probenschleife auf die Säule 
injiziert. Als Größenstandards zur Kalibrierung der Säule dienten Katalase aus Rinder-
leber (Tetramer, 240 kDa), Alkoholdehydrogenase aus Saccharomyces cerevisiae 
(Tetramer, 135 kDa), Rinderserumalbumin Fraktion V (66 kDa) und grün fluores-
zierendes Protein (27 kDa). Die molekulare Masse der BVMO wurde aus der Inter-
polation einer halblogarithmischen Auftragung des Molekulargewichtes der Protein-
standards gegen die Elutionsvolumina berechnet.  

6.2.3.4 Lyophilisierung 

Um eine längere Haltbarkeit rekombinanter Proteine zu ermöglichen, wurden für eine 
Lyophilisierung verschiedene Lyoprotektoren getestet. Aus der Literatur sind hierfür 
unter anderem Sorbitol, Mannitol, Trehalose [Debulis et al. 1993] sowie Polyethylengly-
kol (PEG) 2000 [Grant et al. 2009] und Tween80 bekannt. Zur Evaluation des optima-
len Lyoprotektors wurden Mannitol, Trehalose, Tween 80 und PEG 1550 zu einer End-
konzentration von jeweils 1% (w/v) zu vier bis fünf Millilitern des Rohextrakts zugefügt. 
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Die Untersuchung des Effekts von Sorbitol erfolgte bei einer Endkonzentration von  
1% oder 2% (w/v). Der die Lyoprotektoren enthaltende Rohextrakt wurde bei -80°C ein-
gefroren und anschließend über Nacht lyophilisiert. Die Bestimmung der Aktivitäten 
von in Puffer aufgelösten Lyophilisaten erfolgte spektrophotometrisch. Zur Lyophili-
sierung des Rohextraktes der Cycloalkanonmonooxygenase im großen Maßstab nach 
einer Expression im Fermenter diente 1% (w/v) Trehalose. 

6.2.4 Analysemethoden 

6.2.4.1 Chromatographische Methoden 

6.2.4.1.1 HPLC 

Zur Analyse der Steroidkonzentrationen wurden Protokolle für die HPLC-Analyse er-
stellt. Dabei konnte ein Gradient von 0 bis 100% Acetonitril auf einer C18-Umkehr-
phasensäule (Kromasil C18 125x4 mm) bei einem Fluss von 1 ml/min etabliert werden. 
Dieser verlief zunächst für zwei Minuten ohne Acetonitril, gefolgt von einem Gradienten 
von 0 bis 40% Acetonitril in 1,5 Minuten. Anschließend erfolgte ein Gradient von 40 bis 
100% Acetonitril in 6,5 Minuten und abschließend ein isokratischer Verlauf mit reinem 
Acetonitril für drei Minuten. Mit dieser Methode konnten die Peaks zu analysierender 
Steroide von den Medienbestandteilen abgetrennt und so die Aktivität der Fraktionen 
aller proteinbiochemischen Aufreinigungsschritte einer Steroidmonooxygenase aus 
dem Rohextrakt von C. radicicola analysiert werden.  

6.2.4.1.2 GC-MS 

Zur Messung der Zusammensetzung von Proben aus Biokatalyseansätzen wurde ein 
Gaschromatograph mit Quadrupol als Massenanalysator (GCMS-QP 2010, Shimadzu) 
eingesetzt. Die Messungen erfolgten mit einer BPX5-Säule (5% Phenyl-/ 95% Methyl-
polysilphenylensiloxan). Die Injektionstemperatur lag bei 220°C oder 250°C. Die Detek-
tionstemperatur für Cyclohexanon, 2-Methylcyclopentanon, 2-Methylcyclohexanon, 
2-Phenylcyclohexanon, Cycloheptanon, Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on, Cyclohexyl-
methylketon und Cyclopentylmethylketon lag für die ersten 15 min des GC-Laufs bei 
60°C, wurde anschließend über einen Gradienten von 10°C/min auf 180°C erhöht und 
für 5 min bei dieser Temperatur gehalten. Die Detektionstemperatur für 2-Decanon war 
fünf Minuten konstant bei 85°C, gefolgt von einem Gradienten von 20°C/min bis 180°C, 
und abschließend 180°C für 5 min. Die Detektionstemperatur für Cyclopentanon war 
32°C für zehn Minuten gefolgt von einem Gradienten von 20°C/min bis 140°C, und 
abschließend 140°C für 2 min. Die Detektionstemperatur für Norcampher und 
(+)-Campher war für 25 Minuten konstant bei 60°C, gefolgt von einem Gradient von 
10°C/min bis 180°C, und abschließend 180°C für 10 min. Die Detektionstemperatur für 
Progesteron, 11-Ketoprogesteron, Androstendion und Prasteron war 240°C für fünf 
Minuten gefolgt von einem Gradient von 2°C/min bis 270°C, und abschließend 270°C 
für 5 min. Die Chiralanalyse der Biokatalyse von 3-Phenylcyclobutanon erfolgte mit 
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einer HYDRODEX®-β-TBDac-Säule. Die Detektionstemperatur war dabei 80°C gefolgt 
von einem Gradient von 2°C/min bis 220°C. Die gebildeten Esterprodukte wurden 
durch Ähnlichkeitsanalyse anhand der durch GC/MS gewonnenen Massenspektren 
sowie durch Standardsubstanzen identifiziert. 

6.2.4.2 Spektrophotometrische Methoden 

Zur Detektion der Aktivität von BVMOs gegenüber den verschiedenen Substraten 
diente die spektrophotometrische Verfolgung des NADPH-Verbrauchs bei einer Wel-
lenlänge von 340 nm (ε = 6.22 mM-1 cm-1). Der Assay kann zur kontinuierlichen spek-
trophotometrischen Bestimmung der Umsatzrate von NADPH genutzt werden. Aktivi-
tätsmessungen der CAMO aus C. radicicola erfolgten dabei in Tris-HCl (50 mM, 
pH 8,0), wohingegen die Aktivität der STMO aus R. rhodochrous in Natriumphos-
phatpuffer (50 mM, pH 8,0) bestimmt wurde. Das Reaktionsgemisch mit einem 
Gesamtvolumen von 1 ml enthielt 160 µM NADPH, 10 µg des zu untersuchenden 
Enzyms und 10 µl einer Substratstammlösung in Dimethylformamid. Der Start der 
Reaktion erfolgte durch Zugabe des Enzyms zum Reaktionsgemisch. Zur Analyse der 
Daten wurde eine Unit der BVMO als die Menge Protein definiert, die 1 µmol NADPH 
pro Minute oxidiert. Aus der gemessenen Steigung konnte die Aktivität nach folgender 
Gleichung8 bestimmt werden: 

( )
dcV

VAktivität
EnzEnz

tot
mg
U

***
*E340nm

ε
∆

=       

Die kinetischen Parameter wurden durch nichtlineare Regressionsanalyse auf Basis 
der Michaelis-Menten-Kinetik mit dem Programm Hyper (John Easterby, University of 
Liverpool http://www.liv.ac.uk/~jse/) analysiert.  

 

 

                                                
8 ΔE340nm: Extinktionsänderung bei 340 nm pro Minute; Vtot: Gesamtvolumen des Reaktionsan-
satzes (1 ml); ε: Millimolarer Extinktionskoeffizient von NADPH bei 340 nm (ε = 6.22 mM-1 cm-1), 
cEnz: Enzymkonzentration in mg/ml; d: Weglänge der Küvette (1 cm) 
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6.2.5 Synthesen 

6.2.5.1 Synthesen von Pregnenolonsepharose 

6.2.5.1.1 Synthese von 3β-Bromacetoxypregnenolon 

O

HO

O

O

O
Br

Pregnenolon 3β-Bromacetoxypregnenolon

CH2Cl2

Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)

Pyridin

O

OHBr
+

2-Bromessigsäure  

Abbildung 6-1: Reaktionsschema für die Herstellung von 3β-Bromacetoxypregnenolon. 

Zu einer Lösung aus 0,6 mmol Pregnenolon in 5 ml wasserfreiem Dichlormethan wur-
den unter Rühren und Stickstoffatmosphäre bei Raumtemperatur 1,2 mmol 2-Brom-
essigsäure in 10 ml Dichlormethan sowie 1,2 mmol Dicyclohexylcarbodiimid in 3 ml 
Dichlormethan gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde auf 0°C gekühlt, mit 0,1 ml Py-
ridin versetzt und das Eisbad entfernt. Die Reaktionslösung wurde anschließend auf 
Raumtemperatur gebracht und für 2 h gerührt. Danach erfolgte bei 0°C die Zugabe von 
0,2 ml Eisessig. Der Reaktionsansatz wurde unter Rühren für sechzehn Stunden ge-
kühlt.  

Zur Aufarbeitung des Produktes wurde das unlösliche Dicyclohexylcarbodiimid abfil-
triert und mit Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde abrotiert und anschließend 
in 30 ml Aceton gelöst, wobei ungelöste Rückstände erneut durch Filtration entfernt 
wurden. Zum Ausfällen des 3β-Bromacetoxypregnenolons wurde das Filtrat auf Eis 
gekühlt und mit dem vierfachen Volumen an destilliertem Wasser versetzt. Das Produkt 
wurde mit einem Filter der Porengröße vier abfiltriert und anschließend in Aceton ge-
löst und abrotiert. Abschließend wurde mittels 1H-NMR, 13C-NMR und GC/MS die Iden-
tität sichergestellt und so die erfolgreiche Synthese von 3β-Bromacetoxypregnenolon 
nachgewiesen. Bei vier durchgeführten Ansätzen zur Synthese lagen die Ausbeuten 
bei 30, 11, 14 und 34%. 
1H-NMR (CDCl3, 300 MHz)9: δ 0,634 (s, 3H, H-18), 1,029 (s, 3H, H-19), 1,111-2,073 

(m, 17H), 2,126 (s, 3H, H-21), 2,351-2,377 (d, 2H, H-4), 
2,509-2,568 (t, 1H, H-17), 3,812 (s, 2H, CH2-Br), 4,625-
4,733 (m, 1H, H-3), 5,386-5,402 (d, 1H, H-6) 

                                                

9 Nummerierung von 3β-Bromacetoxypregnenolon: 
O

O

H

H

H
Br

O

1
2

3

4
5

6
7

8

910

11

12
13

14

15

16

17

18

19

20
21

1'
2'  
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13C-NMR (CDCl3, 300 MHz): δ 13,19, 19,25, 20,99, 22,78, 24,44, 31,52, 31,72, 31,75, 
36,53, 36,83, 37,22, 37,68, 38,72, 42,20, 43,94, 49,79, 
56,77, 63,62, 75,94, 122,74, 139,16, 166,67, 209,55  

MS; m/z:  299 (13,37), 298 (60,07, M+-139), 283 (15,55), 265 (4,67), 
255 (9,23, M+ - 182), 213 (17,05), 199 (3,48), 185 (6,22), 
173 (6,33), 159 (22,5), 147 (38,13), 131 (20,97),  
121 (35,57, M+-316), 105 (53,78), 91 (60,12), 79 (40,69, 
M+-358), 55 (18,32, M+-379), 43 (100, M+-394) 

 

6.2.5.1.2 Synthese von Pregnenolonsepharose 

Die Synthese des Affinitätsmaterials erfolgte in zwei Schritten: Zunächst wurde durch 
die Kopplung von Ethylendiamin an CNBr-aktivierte Sepharose 4B über eine Isoharn-
stoffbindung Aminoethylsepharose hergestellt [McCourt et al. 1997]. Dies erfolgte 
durch die Inkubation der CNBr-aktivierten Sepharose 4B in einer 2 mM Ethylendiamin-
lösung über Nacht bei 4°C. Die Aminoethylsepharose wurde dann in einem zweiten 
Schritt mit 3β-Bromacetoxypregnenolon zu Pregnenolonsepharose umgesetzt. 

OH +
Br
C
N

O C N

+ NH2

H2N

45 ml 2 mM
Ethylendiamin, 

pH 10
O

4°C, ÜN

NH2
+

HN
NH2

+ O

O

O
Br

O
NH2

+

N
H

N
H

O
73 ml DMF,

40 µl Diazabicyclo-
[5,4,0]-7-undecen

 

Abbildung 6-2: Reaktionsschema der Herstellung von Pregnenolonsepharose. 

Zur Herstellung von Pregnenolonsepharose [Itagaki 1986b] wurden 228 mg 3β-Brom-
acetoxypregnenolon in 73 ml DMF gelöst, zur gewaschenen Aminoethylsepharose 
gegeben und mit 40 µl Diazabicyclo[5.4.0]-7-undecen versetzt. Die Reaktion erfolgte 
über Nacht bei Raumtemperatur auf einem Schwenkschüttler. Die Pregnenolon-
sepharose wurde mit 2,3 l 30% DMF in Wasser und anschließend mit 7 l Wasser ge-
waschen und in 20% Ethanol gelagert. 

Zum Nachweis einer erfolgten Immobilisierung von Pregnenolon [Itagaki 1986b] wurde 
1 ml der Pregnenolonsepharose in 2 N H2SO4 für zwanzig Minuten bei 99°C inkubiert 
Und gaschromatographisch analysiert. Das Chromatogramm wurde mit dem Ergebnis 
einer vorher durchgeführten Testimmobilisierung verglichen, wofür 1 g CNBr-aktivierte 
Sepharose 4B eingesetzt wurde. Im Gegensatz zur Testimmobilisierung konnte kein 
durch die H2SO4-Hydrolyse abgespaltenes Pregnenolon gemessen werden. Das zeigt, 
dass nur bei der Testimmobilisierung im kleinen Maßstab Pregnenolon an die CNBr-
aktivierte Sepharose immobilisiert werden konnte. In einem größeren Maßstab war 
dies jedoch nicht erfolgreich, obwohl zwei Versuche durchgeführt wurden.  
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6.2.5.2 Synthese von Cyclopentylmethylketon 

OH Pyridiniumchlorochromat
Dichlormethan

O

 

Abbildung 6-3: Reaktionsschema der Oxidation von 1-Cyclopentylethanol. 

13,1 mmol 1-Cyclopentylethanol in 10 ml Dichlormethan wurden unter Stickstoffatmo-
sphäre und Rühren bei Raumtemperatur zu 19,7 mmol Pyridiniumchlorochromat (PCC) 
in 100 ml Dichlormethan gegeben. Dabei änderte sich die Färbung der Lösung von 
orange nach schwarzbraun. Das Ausfallen dieses Präzipitates ist ein Zeichen für eine 
erfolgreiche Reaktion [Corey et al. 1975]. Die Reaktion wurde zum Sicherstellen eines 
vollständigen Umsatzes über Nacht fortgeführt. Anschließend erfolgte eine Extraktion 
des Produkts mit Diethylether, wobei die organische Phase anschließend durch 
Kieselgel passiert und mit dem Rotationsverdampfer eingeengt wurde. Es konnten 
1,048 g Produkt gewonnen werden, was einer Ausbeute von 68,6% entspricht. Mittels 
1H-NMR-Analyse und GC-MS konnte gezeigt werden, dass das Produkt Cyclo-
pentylmethylketon erfolgreich hergestellt werden konnte. 
1H-NMR (CDCl3, 300 MHz): 1,537-1,708 (Multiplett, 4H, H-3’ bzw. H-4’), 1,721-1,878 

(Multiplett, 4 H, H-2’ bzw. H-5’), 2,159 (Singulett, 3H,  
CO-CH3), 2,811-2,917 (Quintuplett, 1H, H-1’) 

MS; m/z:  112 (38,21, M+), 97 (11,48, M+-CH3), 71 (64,93, M+-C3H5), 
69 (84,03, M+-CO-CH3), 43 (100, CO-CH3

+), 41 (75,85, 
C3H5

+) 

6.2.6 Enzymkatalyse 

6.2.6.1 Rohextrakt 

Um zu überprüfen, ob Steroide von der Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola 
möglicherweise nur sehr langsam umgesetzt werden, wurden 700 µl Rohextrakt in 
Natriumphosphatpuffer (50 mM, pH 8,0) mit 0,8 µmol Progesteron, Androstendion, 
oder Prasteron sowie einer äquimolaren Menge NADPH versetzt. Nach der Inkubation 
über Nacht bei 25°C unter Schütteln bei 700 rpm auf einem Thermomixer erfolgte die 
Extraktion der Proben im gleichen Volumen Ethylacetat sowie die Analyse mittels GC-
MS. 

6.2.6.2 Ganzzellkatalyse mit ruhenden Zellen 

Mit Biokatalysen wurde das bereits auf Basis photometrischer Messungen ermittelte 
Substratspektrum der Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola und der Steroid-
monooxygenase aus R. rhodochrous unabhängig von der Umsetzung von NADPH 
validiert. Weiterhin konnte so die in verschiedenen Wirtsorganismen exprimierte puta-
tive Steroidmonooxygenase aus A. flavus auf Aktivität untersucht werden. Die Bioka-
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talysen erfolgten mit ruhenden, die BVMOs heterolog exprimierenden Zellen von  
E. coli BL21 (DE3), C. glutamicum ATCC 13032 oder P. pastoris X-33. Vorteilhaft 
gegenüber einer Biokatalyse mit Rohextrakt war hierbei, dass die Aktivität der oft eine 
geringe Stabilität aufweisenden BVMOs nicht durch eine ungünstige Aufschlussme-
thode zerstört wurde. Die Reaktionen erfolgten mit fünf Millilitern Reaktionsvolumen in 
25 ml-Schüttelkolben bei 25°C und 150 rpm mit einem Orbitdurchmesser von 25 mm. 
Alternativ erfolgte die Reaktion in einer Deepwellplatte mit 24 Vertiefungen, die mit 
einer luftdurchlässigen Klebefolie (AeraSeal™) abgedeckt und auf einem Thermomixer 
bei 1000 rpm und 25°C inkubiert wurde. Die für die Reaktion erforderlichen rekombi-
nanten Zellen wurden geerntet und in Tris-HCl (50 mM, pH 8,0) zu einer OD600nm von 
30 resuspendiert. Zur Cofaktorregenerierung diente Glucose, welche zu einer Endkon-
zentration von 0,5 M zugesetzt wurde. Die Substrate Cyclopentanon, 2-Methylcyclo-
pentanon, Cyclohexanon, 2-Methylcyclohexanon, 2-Phenylcyclohexanon, Cyclo-
heptanon, Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on, Norcampher, (+)-Campher, Cyclohexylmethyl-
keton, Cyclopentylmethylketon und 2-Decanon, die in Dimethylformamid (DMF) gelöst 
waren, wurden zu einer Endkonzentration von 2 mM zugesetzt. Progesteron, 11-Keto-
progesteron, Androstendion und Prasteron, die ebenfalls in DMF gelöst waren, wurden 
aufgrund der geringen Löslichkeit von Steroiden nur zu einer Endkonzentration 0,4 mM 
zugesetzt. Die Endkonzentration von Dimethylformamid war bei allen Ansätzen 
2% (v/v). Nach 0, 2,5, 5 und 18 h wurden zur Analyse des Reaktionsfortschritts Proben 
genommen, im gleichen Volumen Ethylacetat extrahiert und mittels GC-MS analysiert.  

6.2.7 Moleküldynamik und Homologiemodellierung 

Das Programm Yasara Structure ist ein leistungsfähiges Programm zur Darstellung 
und kraftfeldbasierten moleküldynamischen Simulation von Makromolekülen [Krieger et 
al. 2004]. Es diente zur Homologiemodellierung, Energieminimierung und für Docking-
experimente. Die moleküldynamischen Simulationen erfolgten mit den Kraftfeldern 
AMBER03 oder YASARA2. Letzteres basiert auf dem YAMBER3- und dem AMBER99-
Kraftfeld [Krieger et al. 2004].  

6.2.7.1 Homologiemodellierung 

Die Erstellung von Homologiemodellen der BVMOs erfolgte mit dem dafür in Yasara 
Structure integrierten Strukturmodellierungsskript, das in einem Vergleich mehrerer 
derartiger Programme (CASP8) sehr gute Leistungen aufwies [Krieger et al. 2009]. Das 
Skript benötigt dabei nur die jeweilige Sequenz im FASTA-Format und erstellt daraus 
vollautomatisch durch eine Kombination mehrerer Sequenzen ein Homologiemodell. 
Die Suche von Strukturvorlagen für die Modellierung erfolgte mit sechs Iterationen des 
PsiBLAST-Programms, wobei nur Kristallstrukturen mit einem E-Wert von unter 0,5 als 
Vorlagen verwendet wurden. Zur Zuordnung korrekter Sekundärstrukturen zu den ein-
zelnen Aminosäureresten dienten fünf Alignments. Anschließend wurde die Konforma-
tion der Seitenketten und Wasserstoffbrücken pro Loop fünfzigmal energieoptimiert 
und ein Hybridmodell erstellt. Von der CAMO aus C. radicicola wurden dabei drei ver-
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schiedene Homologiemodelle erstellt. Eine Struktur wurde vollautomatisch unter Ver-
wendung des Strukturmodellierungsskripts erstellt, wobei das finale Homologiemodell 
neben einem geringen Anteil der PAMO primär auf der Kristallstruktur der offenen 
Konformation (PDB-Code 3GWF) der CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 [Mirza et al. 
2009] basierte. Weiterhin wurden zwei Homologiemodelle auf Basis der offenen (PDB-
Code: 3GWF) beziehungsweise geschlossenen (PDB-Code: 3GWD) Konformation der 
CHMO aus Rhodococcus sp. HI-31 hergestellt.  

6.2.7.2 Energieminimierung von Homologiemodellen und Mutanten 

Um für die weiteren Untersuchungen das globale Energieminimum der Enzymmodelle 
zu ermitteln, erfolgte eine kraftfeldbasierte moleküldynamische Simulation. Diese 
Energieminimierung der Homologiemodelle und Mutanten erfolgte mit dem Makro 
„md_refine.mcr“, wobei das YASARA2-Kraftfeld eingesetzt wurde [Krieger et al. 2004]. 
Das Skript definiert eine Simulationszelle um die Struktur, füllt diese mit Wassermole-
külen und führt eine Simulation bei pH 7,0 und 298 K durch. Die Dauer der molekül-
dynamischen Simulation lag bei 500 ps, wobei in einem Abstand von 25 ps die mo-
mentanen Strukturen abgespeichert wurden. Diese strukturellen Momentaufnahmen 
wurden jeweils einzeln energieminimiert und anschließend die Energie jedes einzelnen 
Modells berechnet. Das Modell mit der niedrigsten Energie diente dabei als Basis für 
weitere strukturelle Untersuchungen.  
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8 Anhang 

8.1 Ermittelte Gensequenzen aus C. radicicola 

8.1.1 Sequenz der 18S rDNA, ITS1, 5,8S rDNA, ITS2 und 28S rDNA 

Mit auf konservierten pilzlichen rDNA-Sequenzen basierenden Primern konnte ein 
Fragment von 2300 bp amplifiziert werden, das die annähernd vollständige 18S rDNA, 
5,8S rDNA und einen kurzen Abschnitt der 28S rDNA sowie die beiden ITS-Regionen 
enthielt. Die Sequenzen der ribosomalen DNA sind in rot, die der ITS-Regionen in blau 
dargestellt. 

Sequenz der 18S rDNA, ITS1, 5,8S rDNA, ITS2 und 28S rDNA (2300 bp): 
   1 ttgtctcaaa gattaagcca tgcatgtcta agtataagca attatacagc gaaactgcga 
  61 atggctcatt atataagtta tcgtttattt gatagtacct tactacttgg ataaccgtgg 
 121 taattctaga gctaatacat gctaaaaatc ccgacttcgg aagggatgta tttattagat 
 181 taaaaaccaa tgccctccgg ggctcactgg tgattcatga taactcctcg aatcgcatgg 
 241 ccttgcgccg gcgatggttc attcaaattt cttccctatc aactttcgat gtttgggtat 
 301 tggccaaaca tggttgcaac gggtaacgga gggttagggc tcgaccccgg agaaggagcc 
 361 tgagaaacgg ctactacatc caaggaaggc agcaggcgcg caaattaccc aatcccgact 
 421 cggggaggta gtgacaataa atactgatac agggctcttt tgggtcttgt aattggaatg 
 481 agtacaattt aaatccctta acgaggaaca attggagggc aagtctggtg ccagcagccg 
 541 cggtaattcc agctccaata gcgtatatta aagttgttgt ggttaaaaag ctcgtagttg 
 601 aaccttgggc ctggctggcc ggtccgcctc accgcgtgta ctggtccggc cgggcctttc 
 661 cctctgtgga accccatgcc cttcactggg tgtggcgggg aaacaggact tttactgtga 
 721 aaaaattaga gtgctccagg caggcctatg ctcgaataca ttagcatgga ataatagaat 
 781 aggacgtgtg gttctatttt gttggtttct aggaccgccg taatgattaa tagggacagt 
 841 cgggggcatc agtattcaat tgtcagaggt gaaattcttg gatttattga agactaacta 
 901 ctgcgaaagc atttgccaag gatgttttca ttaatcagga acgaaagtta ggggatcgaa 
 961 gacgatcaga taccgtcgta gtcttaacca taaactatgc cgactaggga tcggacggtg 
1021 ttatattttg acccgttcgg caccttacga gaaatcaaag tgcttgggct ccagggggag 
1081 tatggtcgca aggctgaaac ttaaagaaat tgacggaagg gcaccaccag gggtggagcc 
1141 tgcggcttaa tttgactcaa cacggggaaa ctcaccaggt ccagacacaa tgaggattga 
1201 cagattgaga gctctttctt gattttgtgg gtggtggtgc atggccgttc ttagttggtg 
1261 gagtgatttg tctgcttaat tgcgataacg aacgagacct taacctgcta aatagcccgt 
1321 attgctttgg cagtacgctg gcttcttaga gggactatcg gctcaagccg atggaagttt 
1381 gaggcaataa caggtctgtg atgcccttag atgttctggg ccgcacgcgc gctacactga 
1441 cggagccagc gagtacttcc ttggccgaaa ggcccgggta atcttgttaa actccgtcgt 
1501 gctggggata gagcattgca attattgctc ttcaacgagg aatccctagt aagcgcaagt 
1561 catcagcttg cgttgattac gtccctgccc tttgtacaca ccgcccgtcg ctactaccga 
1621 ttgaatggct cagtgaggcg tccggactgg cccagagagg tgggcaacta ccactcaggg 
1681 ccggaaagct ctccaaactc ggtcatttag aggaagtaaa agtcgtaaca aggtctccgt 
1741 tggtgaacca gcggagggat cattaccgag ttatacaact catcaaccct gtgaacatac 
1801 ctaaacgttg cttcggcggg aacagacggc cccgtaacac gggccgcccc cgccagagga 
1861 ccccctaact ctgtttttat aatgtttttt ctgagtaaac aagcaaataa attaaaactt 
1921 tcaacaacgg atctcttggc tctggcatcg atgaagaacg cagcgaaatg cgataagtaa 
1981 tgtgaattgc agaattcagt gaatcatcga atctttgaac gcacattgcg cccgccagta 
2041 ttctggcggg catgcctgtt cgagcgtcat tacaaccctc aggcccccgg gcctggcgtt 
2101 ggggatcggc ggagcgcccc ctgcgggcac acgccgtccc ccaaatacag tggcggtccc 
2161 gccgcagctt ccattgcgta gtagctaaca cctcgcaact ggagagcggc gcggccacgc 
2221 cgtaaaacac ccaacttctg aatgttgacc tcgaatcagg taggaatacc cgctgaactt 
2281 aagcatatca ataagcggag 
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8.1.2 Sequenz der Cycloalkanonmonooxygenase 

Mittels SiteFinding- und Gene Walking-PCR konnten der N- bzw. C-Terminus sowie die 
flankierenden Sequenzen der Cycloalkanonmonooxygenase aus C. radicicola auf einer 
Länge von 4701 bp bestimmt werden. In der nachfolgend dargestellten Sequenz ist die 
kodierende Sequenz der CAMO (NCBI GenBank: JN230349) in rot dargestellt und die 
putativ kodierenden Sequenzen des Cholintransporters sowie von NmrA in blau. 

Sequenz der CAMO (4701 bp) 
   1 actcaacaca ccacctcgca cagcgtcctc aagcggccgc tcgagcgccc aatgggggat 
  61 tcacgtctgg cagtcccgcc tggcgtggtc cattggcatg aacaaggggt tgcccatgca 
 121 cggccacctc tcccgagtta ctggagctcc tttcggcacg ccgatatggg ccttgctctt 
 181 ttcggcagcg gtgacgagcg tccttggttg tctctacctt gcttcagaga gagccttcaa 
 241 ctccttcact ggtgccgggc tcctgtttca atactttagc tacgtcatcc ccgtcatcat 
 301 gcttcactat cgaggccgca gttcttttcc tcacggtgac ttttggttcc ctcgttttgg 
 361 atttgccgcc aattttgtga tgtgcgcctg ggctgttgtc gcactggtct tttactgctt 
 421 tccttactcc tttcctgtgg cgacagctga gatgaactac gtctcggttg tactctgtgt 
 481 tttcctcttc atcatcttga ttagctggtt ctcgtatggc cggaagcact ttaccttccc 
 541 tgagctggag gagattgagg ggagggaact ccacatggct tcgcatagtg atatgcctag 
 601 gcctcaacat gtcaagtcat agtccatgat gtgttaggtt tgtgcggatg aagcggctag 
 661 ggtaacaact atagttggct ctttggacag gaattgaatg gttatcattg ttgaatcagt 
 721 agctggtcga acttcccttc ctagatcatg atacatcttc caagtccatt gtttgcaaac 
 781 atgttcagag agctgcccgg tcctgctgag tcattcaatt aatccatatc gccatcaact 
 841 atctacagct tatggcctga agatgcttgc tcctggtgcc ggggtatcgt catggcccag 
 901 aactcctcca ccgtctgcaa ctcggcgtct ttgccgatgc gaccacggga tttggctccc 
 961 agagccttca aagtcttcat atctgtcagg tcgacgggct tgttgccgca gtagttcccc 
1021 ttgacccaat ggcagtagcc aaagaggcca ttgacctcct tggtcttgcc ttgggtcttt 
1081 gtcttgagag ctccctcggg gataacacga cgggcgcgct tggttccgct gaccttgttg 
1141 tatgcatcaa cgaggtcctg gaagctgcga gggtctgata tggcccatac cgtcttatcg 
1201 gcccaaggct cggggtcgat aaacacgccg agaacagcgt cgccgtaatc gtgctcgacg 
1261 gcggtccatg ggacaacctc tgggtcattg cccataggtg ggaccttgag cgagaggaag 
1321 ccttcctcgt cagggctttg ggcaggccac caaaggcgtc cacataggtg tcgagcccag 
1381 aagacctcca ggacccagcc caggttgacg ttggttgtag tcttgaaccc agcagccttg 
1441 gcatagtcgg aaatggtctc cttgttgtca aaggataaga tggggacctc gccgttggtg 
1501 attttggacg cagcgggcag gttctggaag acgaagtggt caacgccttg gcggatggca 
1561 gcgtcaatta ttatgcgacc catctctgac tctggaggcc cgacctcgtt cttgaagttg 
1621 atgtcgtccg agttggtgtt tacccataga ccccagcagc ccctgaaggc ggcatcgagc 
1681 tccttggggt tccaggagtc ggctttgacg acttcaatac cgctgtcggc aaactccttg 
1741 gccttccctg tcgcgggatc acgcgaggtg actcggacat ggaacagctg actttcgtgt 
1801 aaagctgcga cgacggcttt gccgatgttt ccagtcccgc caaccacggc gatgatcctt 
1861 ttctctgagg cactcatgtt gagaatgtct ttggctttgt tgtagaacgt gttctagact 
1921 tagagtacac caagtaagaa tgaagggaca aggggctgag attgatggtg agaggctttc 
1981 gtgaagctta tcggggaccc taaagagtcg aacgcattta tgcggggagg aaatggaatc 
2041 atatgattac caaccattga ttgccgtgcc cggtgctgca ttgtatcata gattgccggc 
2101 gaggagagaa gaagcgcctc tacaaccctc gactttccgt ttctggccat gaagcgagct 
2161 ccgagtgggc ggagacggga tgcccctcct tgggggctgc atcccccact tgccatcggc 
2221 cggagcgccg tggctgcggc ggagggctcc gaaggagggg aaccgcgttg agtagagaaa 
2281 gagattcgcg gggaagggtc cgatgaaggg cccgatactg gcaggatgta gacttcctga 
2341 ttgacccgat ccatttctcc tgccttcttc atttgtcgcc taagcgagcg atgaatgaac 
2401 aatgtgcttc ctggccggct tgatatatac cgggtcttca actcgtgcac cgtgactcca 
2461 tcgccgtgtc aacagccatc agccctccaa tcttgcctca ggcgctcgtt ctgtcaaaca 
2521 aagccacagt ctcaaggcca tctccaatcg tctgccaaga tgggatccat cccggaagtt 
2581 ctcaacgtcg atgcccttgt tgtcggggcc ggtgttgctg gaatctactc cacctaccga 
2641 ctctctcgcg ccggtctcaa tgtccagtgc atcgacacgg ccggcgatgt tggtggcacc 
2701 tggtactgga atacctaccc gggcgccatg agcgacaccg agacctacct ctatcgctat 
2761 tcatgggata aggaggatct tcgttcttac ccgtggtcca accactacgt ctaccagccc 
2821 gagatcctcc agtatctacg ccacgtcgtc gagcgccatg acctccgaaa gtacatacga 
2881 ttcgatactg agatgcaaaa ggctgtttgg gatgatcaaa gatcaatctg ggtcatctcc 
2941 tgctctgggg atctggtcat tcacacccgt tacttggtca actgtctggg cctcctctct 
3001 aaacccaatt atcccgacat caagggtatc tcatcctttg ctggcgacct catccatacg 



152 Anhang 

 

3061 gccaagtggg atcactctgt cgagctgcaa ggcaagacag tcggcatcat tgggaatgga 
3121 tccacgggcg tccaggtcat gacggccatc gcccccaaag tcagccgtct tgtctccttc 
3181 cagagacacc cccagtactc ggtccctagc ggacagggtc ctatcgctac tggttatcgc 
3241 gacaagatca accagaatta cgaccagatc tggaaggatg tctgggcgtc ctccacggcg 
3301 tttggagtac cggagacaac aaggaagaca atggaggcta cgcccgaaga acgccaacag 
3361 gctttccaag aggtctggga ccaaggaaac ggcttccgct tcatgttcag cgcatttggt 
3421 gatctgacga caagcctcga agccaacgaa gaagcctgca agttcctccg cggcaagatc 
3481 gacgagatcg tcaaggatcc tcgcaaggcc aaggccctca agccttgtga tctttatgcc 
3541 cgacgacctc tttgcgatac cggttactac caaatattca accgcgacaa tgtggacatt 
3601 gtcgaccttc gggaaacagc catagagagg attgccccgg aagggatcgt gacagccgac 
3661 ggcaccttgc accgccttga tgtgctcatc tttgctacag gatttgacgc cattgaaggc 
3721 agctatcttc gcattcagat cactggacgc gacggaaaat cgattcagaa gcattgggaa 
3781 acagggccca cggcctacgg tgctgtggcc tgctcggggt tccccaacat gtttcttgtg 
3841 tcgggaccgc aaggcgcatt tgcaaacttc ccagtggtca tcgagagtga ggttgacttt 
3901 atcaccgagt gcatcctcca ctcggaaaag aaggagtccc atcgggtcga ggtctcagcc 
3961 aaggccgagc agcagtggag cgagctgtgc gaccagcttg ttgaggggtc gctattcaag 
4021 accactgcaa gctggatctt tggatctaat gtcgagggac gcaagtcaag caccaagttt 
4081 tactttgggg ggttgaatcg ctatcgtgag tggactcgca aggaggctgc tgctggtttt 
4141 cccgggtttt catgaacatg tcgttggacc aagttggagt gacgtagcat gggtagacag 
4201 acaaacaagg ctaatttcac tttgttcaac gataagtttg ctttaatgga tacgtcaagt 
4261 gctgtggagg taaggtcaag ttgccaaagg actctgctcc aagctctgcc catgatttgc 
4321 gctcgctctt ggccgtgaca aatgccggcc tgtgacgaag aggaagctct actggcgtca 
4381 tccccttcgg ccagtgtcaa tcaatgccgt ctgtggggaa atgctcatgc tccgacatta 
4441 cccctccccc ccttcttaag cgtcgatacg atctaccaag atggaaacac gcttccccac 
4501 caagttggtc catgtaccta gcccaaggta ttaccacttt gggacacatc gcgagagtct 
4561 ccagcacatc gcgtctcaat tagtaagtac tccgcgtgta gtcggaatta gtgacggtta 
4621 tttatctcag atctgtcaat aagagcgagc attccttccc atcgaccatc tcgcagtatc 
4681 cctcaacaag ctggtcgcac a 

 

8.1.3 Sequenz der putativen STMO1 aus C. radicicola 

Mittels Gene Walking- und SiteFinding-PCR konnten der N- bzw. C-Terminus sowie die 
flankierenden Sequenzen der putativen STMO1 aus C. radicicola auf einer Länge von 
3314 bp bestimmt werden. Mit dem Programm SpliceView konnten für die putative 
STMO1 zwei der anhand eines Sequenzalignments von BVMO-Sequenzen vermuteten 
drei Introns identifiziert werden (400-452 bp, 827-872 bp). Mit dem Programm Glim-
merHMM konnten die zwei mit SpliceView ermittelten Intronpositionen bestätigt und 
zusätzlich im anhand des Alignments bereits vermuteten Bereich (1611-1657 bp) ein 
Intron ermittelt werden. Daneben wurde im Bereich einer Leserasterverschiebung ein 
Intron zwischen 1276 bp und 1312 bp identifiziert. In der nachfolgend dargestellten 
Sequenz sind die putative kodierende Sequenz in rot und die mit SpliceView anhand 
der Lücken im Blast-Alignment identifizierten putativen Introns in blau dargestellt. Die 
mittels GlimmerHMM ermittelten Introns sind in grün dargestellt. Die Region, in der die 
Leserasterverschiebung vorliegt, ist unterstrichen. 

Sequenz der putativen STMO1 (3314 bp): 
   1 cgagcagtcc ttcttgatgt tgagaatcat gccgtactaa gctgcggctc cgcgttttga 
  61 agccatcgtg ggaagtatga gatagaatgg aatggggaag aagggagagc gcaaaggtct 
 121 cgtgaggtta cgacaggtgc agaaggaata aagcatctcg tttcgctcca cgtctcaatc 
 181 gtcgaatcaa tcacatcact gaaggaactt tcaataaaaa tctctttaca atcattttaa 
 241 ccttgcattg tcattcaacc aagatgaaca agaccagctc tacacaaagc cgcgggttca 
 301 agaccgagtt gaccgactac tctatcgtcc acgctgaaca gagtggtcct tatgcaaagg 
 361 attcggaagt agatgctctg gtcgtgggag ctggctttgg tatgtcaaaa atttcatctg 
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 421 ccacctctat gtctgctaat cacctctcac agctggcatc tttatgctca aaaccctccg 
 481 ggatcaagga ctcaagactg tcatttacga agctggcaac gacacgggcg gcacctggcg 
 541 ttggaactgc tacccgggcg ccagggtcga ctctgaggtg cccgagtacg agttctcttg 
 601 gcccgaagtg tggaagacgt ggaattggaa gaccaactac ccgtcgtacc aagatctgcg 
 661 agactatttt gatcacgtcg accagattct caacatcaag aaggactgct cgttcaatac 
 721 cgttgtcgtc ggtgctgagt ttgatactgg agctggcaag tggaccattc gaactgagga 
 781 tggtcgtacc gcgaaagcaa agtatctcat cttgggcact ggatttgtac gtcatgtcct 
 841 gaggatctct gacccgtgct gactcccctt aggctgccag gcgttacatt cccgactgga 
 901 aaggcatcga aaagttcgaa ggcgtgatcc accattcctc gttttggcct gacgaggaga 
 961 ttgatgtccg aaacaaacga tgtgcgatca tcggtaccgg cgcatcgggt gtccagattg 
1021 ctcagacctg gggacccaag gcaggccacg tcaaggtctt ccaacgcacc ccaaacctgg 
1081 ccattccgat gcgccgaaag gatctttcag tcgagacgca gaaaatccac aaggagttgt 
1141 atccagagat gttcagactc cgcgagacga catttgctgg atttcgctac gactggtctg 
1201 agaagaatac ctttgatgat acgcccgaac gtcgacgggc tacatatgaa caggcctggg 
1261 ccgagggcgg cttccggttt tgggtctcaa tctacaagga taacctctca gtggaaaggc 
1321 taatgtggag tcttacaagt tctgggccga gaaaaccaga gctcggattc aggatccgaa 
1381 gaagcgagac cttcttgcgc ctcttcagat gccacattac tttggaatca agaggccctg 
1441 cttagaacat gactactttg agcagttcaa ccggccaaac gttgaaatca tcgatatcaa 
1501 agcgaatatt gtcaaggaat tcaccaagac tggccttgtt ctcgaggacg gcactcatca 
1561 tgacttggat gtcgtcgcaa tcgctactgg gtttgacgtt gtcactggag gtgagctgac 
1621 catataaaca ttggttgaat actgctaaca aatttagtca tgacccagct tggtgtcaag 
1681 agcattcacg ggactcgcct acaagacgag tggaatggtg gtgcgaagac atacctgggg 
1741 accagcgtca gtggttaccc aaacatgttc cacatttacg gcgcccacgc gcccacgctc 
1801 atgtgcaacg gaccctcaaa tgttgagatc cagggccgct gggttctgga tatgatcctg 
1861 aagatggagc aaaacaacat caagtatgtc aatccgaagt cccaggctgc cgacgagtgg 
1921 aagcagcatg tcatcgacct taacaacaag acgctgttcc ctacgacaag ctctacatac 
1981 atgggcggga gcgtgcctgg caaggcctat gagcctgttt gctattctgg tggattgcct 
2041 gcttataagg cggagattag gcaggcgctg gatagcatgg agggattcga gattgtcaag 
2101 aagtagaacc tatatataga gtcagcttta acaaacagat attacttggg tctttcaaga 
2161 cacttgtcga tgctaaaaga gctgttatta tgctgagcgc cttttggtca atctacgtta 
2221 tggtgtcttg gggtattggg ctttgatgcc atcgtgtatt gatagccgtc ttctactgtc 
2281 aatggcctcg tttgaacatg tcgttgatgg caagaagaag cgtcttggtc aagttattgt 
2341 agttcatggg catctgggat gggctagatt tgatgcgtgt tcgaaattgg gaatattccc 
2401 ctttagctga gaatcggagt tgagggtcat gatggccgaa caccgcaaga aaacattgga 
2461 cacacgacgt agttaaaacc caaagagtaa atcatcgcaa caacggagaa caggcaccca 
2521 gcgcggacaa gatctcgaag ctgtccgctc ggccaacgtg ttcttcctag aaacgtctta 
2581 acggcgtctt gcgcatcgtg ccgaaccaat tgaggcttca tgataagaat taaaccttga 
2641 gcggagtatc ggccccaatt gggctatcaa agcggagttc caaggggccg gttacgggaa 
2701 agaaccgatg cccttcattt aaagcagtag ggagaacccc tcatgttatt acttccacca 
2761 catacatatt catcatggac aacttcgatg gcgacagtag gtgatttacg acaacaacag 
2821 cgaggcaacg atactgacgc gcggatcata gtcctggaat tttccaaact cgactttgca 
2881 gaattgggct tcatgttaga tcccatggac cagaatactg cgactgaaga ctccagcttg 
2941 gatactggac accagctgtg tcgagaagat cagtcagtaa gaccatgcga cacgattcta 
3001 tcagctcagc cgctcgaatc tacccgccca accatttcag acttcctcca attccctggc 
3061 gtgatcgatc tcgacgcata tattgaccct tccctgtccc tgcaagcaca gtcgtcccca 
3121 gcagagcaaa atcacccccg tcagctgtct acgggcggaa tacctacccc cgaatcgccc 
3181 tctcaacaca tcgatgcctt tccagtcggg aatgtaacgc ctggcagcaa agggcgaatt 
3241 ccagcacact ggcggccgtt actagtggat ccgagctcgg taccaagctt gatgcatagc 
3301 ttgagtttct atag 

 

8.1.4 Sequenz der putativen STMO2 aus C. radicicola 

Mittels Gene Walking- und SiteFinding-PCR konnten der N- bzw. C-Terminus sowie die 
flankierenden Sequenzen der putativen STMO2 aus C. radicicola auf einer Länge von 
2814 bp bestimmt werden. Mit dem Programm SpliceView konnten für die putative 
STMO2 ein bereits anhand eines Sequenzalignments von BVMO-Sequenzen erwar-
tetes Intron identifiziert werden (500-558 bp). Mit dem Programm GlimmerHMM wurde 
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dieses Intron bestätigt und zusätzlich und zusätzlich im Bereich eines in homologen 
BVMOs nicht vorkommenden Stoppcodons ein Intron ermittelt (995-1084 bp). In der 
nachfolgend dargestellten Sequenz sind die putative kodierende Sequenz in rot und 
die mit SpliceView anhand der Lücken im Blast-Alignment identifizierten putativen 
Introns in blau dargestellt. Die mittels GlimmerHMM ermittelten Introns sind in grün 
dargestellt. Das als problematisch zu betrachtende Stoppcodon ist unterstrichen. 

Sequenz der putativen STMO2 (2814 bp) 
   1 gtacgacggg gtcgatactc acaaccacct cgcaagcgtc ctcaagcggc cgcacatatg 
  61 cctagtctct tggaaggaga atgcaagatg tggtgtagag cgaccctaat aaaagctgct 
 121 gagattgata gggctcttgg acagctcaaa gagttgtcct tctgcgcatt catcacatct 
 181 catccccttg acattgacta catcatatag accatcagct atggcatcaa ccaagactgt 
 241 cgattacgat gctatcatag ttggagcggg ctttggcggc atcagatctc tgtgggagct 
 301 gtcgcagtct ggcctcactg tcaagtgctt cgagagtggc gatgatgtag gaggtgtctg 
 361 gtactggaac cgctaccctg gcgctcgtac cgacagcgag gcatgggtct acgcgatgaa 
 421 ctttgctcct ggggctaagg aggaatggaa ctaccgcact cgctacccgg gccaggaaga 
 481 ggttcaggag tacctgggcc gtatcgctgg tgagttctgc ggttgaggcc cgttgcaccg 
 541 gctgacgctc cttgacagac cggtttgggc tgcgcaagga aatccaattc aacaccagag 
 601 tcctttcggc gtatttcaat gacaacgacg acacatggac ggtgacgact aatgatgggc 
 661 tcttgaccac ctgtcggtat ttcgtcccag ccaccggccc attgtcatcc atcaaggctc 
 721 cgccgttcaa ggggctcgaa tccttcaagg gcgaatggta ccagtcagct cggtggccca 
 781 aggaaaaggt gacctttgct ggcaagcgta tcgccattat cggtacggga gccacggggg 
 841 tccagatcat tcccaagatc gcccctattg ccaagcaact gacggtcttc caacggaccc 
 901 ccaactacgt gcttcccggg cggaactacg agattgatga gcatcaggcg gaagagatca 
 961 tgcagcgata tgatgtcgtt tggggtcatg ccaggtcaca ctccttcgga ctggccatga 
1021 cgccttcggg caagacatta gacgatctcg gtgatcccaa tgacatcagc tagctcctcg 
1081 acagtggttg ggagtgcggc ggcttccact tccagtttga gacgtttgac gatctcttca 
1141 ccaacaagaa gagcaacgaa gtcgcctcag agtaccttcg tcaaaagatc cgcgccgttg 
1201 tccgggacca ggagactgca gagctgctct gtcccaagta cccgttcctc tccaagcgtc 
1261 cgccgtgtgg acacttttac tatgagacat tcaacagacc caatgtcaag ctggttgatg 
1321 tcaacacgga ccccatcctt ctcctctatg agaatggtat ccgcacgagc tctggggccg 
1381 agtacgagtt tgacatgatc atcttcgccc tcgggtttga tgccgctacc ggcgctctca 
1441 ctgagatgga catcagaggg ccccaaggcc agtcgctgaa ggactgctgg ggaaccaagg 
1501 ttgacacctt cgctggcctc ctcatccccg ggttccccaa catgttcccc gtgtgcggcc 
1561 cccatgtgcc ttttgggaac atgccggtag tggtggacat gcaagcggac tggatcggcg 
1621 agaccctccg ctacatgcgg cagaacaatc tttccaaaat cgacgtcgaa aagggtgctg 
1681 cggatgcgtg gtatgtccac cttcaagaag ccttcatggc caccatcttt cccgagcagg 
1741 ccaagtcact cgggtcctgg tttgtaggga caaacatgcc tggcaagccc gcagatatct 
1801 tattctactt tggtggtgtc ccaacttggt tttcttggct acagaaggag atcaaatctt 
1861 cgtgggccaa catgcgcttt tcccccttgc aaccccctga gaaggttgag ggaaataagc 
1921 ccgccactag agttgcgcct ttgttgccgc tgactacagc atgagtatat tccagcctgt 
1981 ttcatgccaa gttggaatca atgtttcctg ttgttctcct ttacttccgc cgagtacaca 
2041 gatatagtta gttagcaata gtccacttca atcactctcc accataatat gacgcttgat 
2101 gttgctctca gtcttttctt tttcatttgt gctttgataa atgtcaccgt acatttagac 
2161 ccaacacacc atgcaaattc ccactgctgc tctgcacatc gagtctggaa gtatctagca 
2221 gctacctggc cctgtcactc caggctcagt cattcacatg aagaaaaata agccgcatca 
2281 ggctcatggg ctcatactct atctcacgac accgacggct gggaatcacc ggatagatcc 
2341 cagctatcgc gtccggcttc aagagagcca caaggaatct catctcacac gaaccttcta 
2401 accaactcca tcaagtaagc aagttaccga ggattaccgg acctcaaaaa cgggatcgag 
2461 gcctctcggc aaaccgttct aaagaagaga agagatgggg tccaaagggc aattctgcaa 
2521 attcctcaca ttggcggccg tccagaatgc cttagagggc caattcccct atattaggtc 
2581 gtatcatttc atgggccggt tttaacagct tgatgggaaa acctgggtta caatataagg 
2641 cttgaggatt cccttttcca ggctggtata gggagggcac cgaatcgcta tccattggac 
2701 ccgaggaaga gaccgtcacc cgcctaaacc ggggttggta gggctgaggc aattcacaca 
2761 gccgttctta tttgttccct cagctggact ccgattcgat acgtgccact ggga 
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8.2 Codonoptimierte Sequenz der putativen STMO aus  
A. flavus 

Basierend auf der Gensequenz einer putativen Steroidmonooxygenase XP_002375343 
aus A. flavus NRRL 3357 (NCBI GenBank: XM_002375302) wurde ein codonoptimier-
tes synthetisches Gen mit passenden Schnittstellen (N-terminal: NdeI, C-terminal: 
BamHI und XhoI) von der Firma GenScript bezogen. Die Codonoptimierung erfolgte für 
den Wirtsorganismus E. coli mit dem Programm OptimumGeneTM durch die Firma 
GenScript. Das nachfolgende Sequenzalignment stellt die codonoptimierte Sequenz 
(Opt) und die Wildtypsequenz (WT), die eine Identität von 79% aufweisen, verglei-
chend dar. Optimierte Codons sind in rot hervorgehoben, die eingefügten Restriktions-
schnittstellen in blau. 

 
Opt  CATATGCCGGTGCGTCGCGAACTGGCAGATAACGCGACCCGTGGCCCGACGGATGGTAAT 60 
WT   ---ATGCCCGTAAGAAGGGAACTCGCCGATAATGCCACGCGTGGCCCCACTGATGGAAAT 57 
        ***** **  *  * ***** ** ***** ** ** ******** ** ***** *** 
 
Opt  TATGCAGATGAACTGGATGTTGATGTGCTGATCGTGGGCGCGGGTTTCGGCGGTATTTAT 120 
WT   TACGCCGATGAACTCGACGTTGATGTCCTGATTGTGGGTGCCGGCTTCGGCGGTATCTAT 117 
     ** ** ******** ** ******** ***** ***** ** ** *********** *** 
 
Opt  AGCCTGTACGAAATGCGTAAACTGGGCCTGAAAGCCGTTATCTACGAAGCCGGTAACGAT 180 
WT   TCTCTGTACGAAATGCGAAAGCTCGGGCTCAAAGCTGTCATCTATGAAGCGGGAAATGAT 177 
        ************** ** ** ** ** ***** ** ***** ***** ** ** *** 
 
Opt  ATTGGCGGTACCTGGCGCTGGAATTGCTATCCGGGCGCGGGTGTTGATTCTGAAGTGCCG 240 
WT   ATTGGTGGCACCTGGAGATGGAACTGTTATCCCGGCGCGGGTGTGGACTCGGAGGTGCCC 237 
     ***** ** ****** * ***** ** ***** *********** ** ** ** *****  
 
Opt  GAATACCAGCTGAGTATCCCGGAAACCTGGAAAGATTGGACCTGGTCTACGAACTATCCG 300 
WT   GAGTATCAGTTATCGATCCCGGAAACGTGGAAGGACTGGACATGGTCAACCAATTATCCC 297 
     ** ** *** *    *********** ***** ** ***** ***** ** ** *****  
 
Opt  AACTACGAAGATCTGCGTAAATACTTCGATCATGTTGATAAAGTGCTGGATATCAAAAAA 360 
WT   AACTATGAGGACCTGCGCAAGTACTTTGATCATGTGGACAAGGTCCTTGATATCAAAAAG 357 
     ***** ** ** ***** ** ***** ******** ** ** ** ** ***********  
 
Opt  GATTGTGCCTTTAACAGTGTGGTTGTGGGCGCACATTTCCACACCGTGGAAGGTCGTTGG 420 
WT   GACTGTGCATTCAACAGCGTGGTCGTCGGCGCGCACTTCCATACAGTGGAAGGCCGCTGG 417 
     ** ***** ** ***** ***** ** ***** ** ***** ** ******** ** *** 
 
Opt  CATATCCGTACCGCCGATGGTCGTACCGCGCGTGCGAAATATTTTATTATCGCGGCCGGT 480 
WT   CACATTCGGACTGCGGATGGAAGGACTGCACGCGCGAAATATTTCATCATCGCTGCCGGT 477 
     ** ** ** ** ** *****  * ** ** ** *********** ** ***** ****** 
 
Opt  TTCGCAGCGAAACGCTACATTCCGGAATGGCCGGGCATCGAAAAATTTAAAGGTATTGTG 540 
WT   TTTGCGGCGAAGCGCTACATCCCCGAGTGGCCGGGCATCGAGAAGTTCAAGGGAATTGTC 537 
     ** ** ***** ******** ** ** ************** ** ** ** ** *****  
 
Opt  CATCACAGCTCTTTCTGGCCGGATGAAAAAATTGATGTTCGTGGCAAACGCTGCGCAATT 600 
WT   CACCACTCGTCCTTTTGGCCGGATGAGAAAATCGACGTTCGTGGCAAGCGCTGCGCGATC 597 
     ** ***   ** ** *********** ***** ** *********** ******** **  
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Opt  ATCGGCACCGGTGCGAGCGGTGTTCAGGTGACCCAGGCCTGGGGTCCGGAAGCAGGTGAA 660 
WT   ATTGGCACTGGCGCCTCTGGTGTGCAAGTGACCCAGGCCTGGGGACCGGAGGCTGGGGAG 657 
     ** ***** ** **    ***** ** ***************** ***** ** ** **  
 
Opt  CTGAAAGTTTTTCAGCGTACCCCGAATCTGGCAGTGCCGATGCGTAAACGCTCTCTGACG 720 
WT   CTCAAGGTTTTCCAGCGCACGCCAAACCTGGCAGTGCCCATGCGCAAGCGATCTCTCACG 717 
     ** ** ***** ***** ** ** ** *********** ***** ** ** ***** *** 
 
Opt  GTTGAAGAACAGGAAGGCGCAAAAGCGTTTTATCCGGAACTGTTCCGTTACCGCGAAAAA 780 
WT   GTGGAAGAACAAGAGGGCGCCAAGGCGTTCTATCCTGAACTTTTCAGGTATCGCGAGAAA 777 
     ** ******** ** ***** ** ***** ***** ***** *** * ** ***** *** 
 
Opt  TGCTTTGCCGGCTTCCTGTATACCTGGTGTGAACGTGGTGTTTTTGAAGATAGTGAAGAA 840 
WT   TGCTTTGCGGGGTTCCTGTACACCTGGTGTGAGCGTGGTGTATTTGAAGATAGTGAAGAG 837 
     ******** ** ******** *********** ******** *****************  
 
Opt  GAACGCGAACAGTTCCTGGAAAAACTGTGGAGCGATGGCGGTTTTCGCTATTGGGTGGCG 900 
WT   GAGCGAGAACAATTTTTGGAAAAGCTGTGGAGTGACGGTGGGTTTCGGTATTGGGTGGCG 897 
     ** ** ***** **  ******* ******** ** ** ** ***** ************ 
 
Opt  AACTACAAAGATTATCTGTACGATGCCAAAGCAAATCGTGTTGTGTATGATTTTTGGCGC 960 
WT   AATTATAAGGACTATCTATATGACGCCAAGGCGAATCGCGTCGTCTATGATTTCTGGAGG 957 
     ** ** ** ** ***** ** ** ***** ** ***** ** ** ******** *** *  
 
Opt  AAAAAAGTTCGTGAACGCATTAACGATCCGAAAGATCAGGAACTGCTGGCACCGAGTGAA 1020 
WT   AAGAAGGTGCGTGAGCGCATTAATGACCCCAAGGACCAAGAGCTCCTGGCACCTTCGGAG 1017 
     ** ** ** ***** ******** ** ** ** ** ** ** ** ********    **  
 
Opt  CCGCCGCATCCGTGGGGTGTGAAACGTCCGTGCCTGGAATATGATTATTACGAACAGTTC 1080 
WT   CCACCACATCCTTGGGGAGTGAAGCGCCCTTGCTTGGAATATGACTACTATGAGCAGTTT 1077 
     ** ** ***** ***** ***** ** ** *** ********** ** ** ** *****  
 
Opt  AACCGCCCGAACGTTGATCTGGTGGATATCAAAGATAACAGCATCGTGGATTTCACCGAA 1140 
WT   AACCGGCCCAATGTGGATTTGGTTGATATCAAAGACAATAGCATTGTGGACTTCACGGAA 1137 
     ***** ** ** ** *** **** *********** ** ***** ***** ***** *** 
 
Opt  AAAGGCATCAAACTGCAGGATGGTACGGAATACGAATTTGATGTTGTGTGTATCGCGACC 1200 
WT   AAGGGCATCAAGCTGCAAGATGGAACAGAATATGAATTCGACGTTGTGTGTATCGCCACT 1197 
     ** ******** ***** ***** ** ***** ***** ** ************** **  
 
Opt  GGCTTCGATATTACCACGGGCGGTATGACGAGTATGGGCCTGCATAGCATTCACGGTGAT 1260 
WT   GGATTTGATATCACGACCGGGGGCATGACCAGCATGGGACTTCACAGCATCCATGGCGAT 1257 
     ** ** ***** ** ** ** ** ***** ** ***** ** ** ***** ** ** *** 
 
Opt  TCTCTGAAAGAAGAATGGAAAAGCGGTGCCTTCACCTATCTGGGCATGACGGTTTCTGGT 1320 
WT   AGCCTCAAAGAGGAATGGAAATCTGGTGCCTTCACCTATCTTGGCATGACCGTCAGTGGT 1317 
        ** ***** *********   ***************** ******** **   **** 
 
Opt  TATCCGAACATGTTTCATCTGTATGGTCCGCACGGTCCGACCCTGCTGAGCAATGGCCCG 1380 
WT   TACCCCAATATGTTCCATCTGTACGGGCCACATGGCCCAACGTTGCTGAGCAATGGCCCT 1377 
     ** ** ** ***** ******** ** ** ** ** ** **  ****************  
 
Opt  ACCACGGTGGAAATCCAGGGTCGTTGGATTGCGGATGCCATCAAACAGATGGAACGCCAG 1440 
WT   ACAACAGTTGAGATCCAAGGGCGGTGGATTGCAGATGCCATCAAGCAGATGGAGCGTCAA 1437 
     ** ** ** ** ***** ** ** ******** *********** ******** ** **  
 
Opt  GGCATTAAATATATCAACCCGACCGCGAAAGCCGCAAAAGAATGGAAAGCCAAAATCAAC 1500 
WT   GGTATTAAGTATATCAATCCGACCGCAAAGGCTGCCAAAGAATGGAAGGCCAAGATCAAT 1497 
     ** ***** ******** ******** ** ** ** *********** ***** *****  
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Opt  GAACTGTCTGATAAAACCCTGTTCCCGACCACGAAAAGTACGTATATGGGCGGTAGCATG 1560 
WT   GAACTTTCGGACAAGACACTCTTCCCTACCACGAAGTCCACCTACATGGGTGGTAGCATG 1557 
     ***** ** ** ** ** ** ***** ********    ** ** ***** ********* 
 
Opt  CCGGGCAAAGTTTTTGAACAGGTGAACTACGCCGGCGGTGAATATCCGTACAGCAAAGAA 1620 
WT   CCCGGAAAGGTCTTTGAGCAGGTCAACTATGCCGGAGGGGAGTACCCGTATTCCAAGGAG 1617 
     ** ** ** ** ***** ***** ***** ***** ** ** ** *****   *** **  
 
Opt  ATCCGTGCAGTGCTGCCGAACTTTAATGGTTTCGATATTGTTAAACGCGGATCCCTCGAG 1680 
WT   ATCCGAGCAGTCCTTCCCAATTTTAATGGATTTGATATCGTCAAACGCTGA--------- 1668 
     ***** ***** ** ** ** ******** ** ***** ** ****** **          

 

8.3 Aufreinigung einer Steroidmonooxygenase aus  
C. radicicola 

 

Abbildung 8-1: SDS-Polyacrylamidgele mit 12% (links) und 9% (rechts) Acrylamid der aktiven 
Fraktionen der Aufreinigung mit DEAE-Sepharose. Die mittels MS/MS analysierten Banden sind 
im Gel rot markiert. Dabei konnten keine BVMO-spezifischen Sequenzen aus der NCBI-Daten-
bank identifiziert werden, da C. radicicola nicht sequenziert ist. Nur für B2 konnte eine FAD-
abhängige Monooxygenase (gi|92117088) ermittelt werden, jedoch nur als 4. Treffer und mit 
einem Protein Score von 0. Für die Bande E2 konnten möglicherweise zwei Peptide der Se-
quenz der Cycloalkanonmonooxygenase gemessen werden, jedoch ebenfalls nur als vierter 
Treffer und mit einem Protein score von 0. Aufgrund dieses geringen Scores ist eine Identität 
mit der identifizierten Cycloalkanonmonooxygenase unwahrscheinlich. In der Beschriftung der 
SDS-Gele steht „M“ für den Proteinmarker Roti Mark Standard, „Cen“ für die vereinigten und 
umgepufferten Fraktionen der hydrophoben Interaktionschromatographie. Die Zahlen stehen für 
die jeweilige Fraktion der Ionenaustauschchromatographie. 
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8.4 Substratspektrum der Mutanten der 
Steroidmonooxygenase 

Tabelle 8-1: Aktivität des Rohextraktes der STMO aus R. rhodochrous und der Mutanten von 
Pro445 mit polaren und geladenen Seitenketten. Die Aktivität ist jeweils in U/mg Protein ange-
geben. 

Substrata WT P445T P445S P445C P445D P445N P445K 
Steroide        

Progesteron 0,3238 0,2523 0,2026 0,0375 0 0,1473 0,0222 
11-α-Hydroxyprogesteron 0,1697 0,2179 0,1541 0,0249 0 0,0778 0,0224 
11-Ketoprogesteron 0,1178 0,1438 0,1053 0,0159 0 0,0517 0,0189 
Pregnenolon 0,0021 0 0 0 0 0 0 
Androstendion 0,0054 0,0059 0 0 0,0006 0,0003 0 
Prasteron 0,0012 0,0001 0 0 0,0001 0,0010 0 
Corticosteron 0,0020 0,0056 0,0013 0,0014 0 0,0067 0,0007 
Hydrocortison 0,0007 0 0 0,0081 0 0,0031 0 

Zyklische und bizyklische Ketone 

Cyclobutanon 0,0324 0,0418 n.d. n.d. n.d. 0,0404 0,0101 
2-Hydroxycyclobutanon 0,0440 0,0505 n.d. n.d. n.d. 0,0482 0,0093 
2-Hydroxy-3,3-Dimethyl-
cyclobutanon 

0,0014 0,0011 n.d. n.d. n.d. 0,0009 0 

Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on 0,0056 0,0086 n.d. n.d. n.d. 0,0065 0 
Cyclopentanon 0,0006 0 n.d. 0 n.d. 0 0,0001 
Cyclohexanon 0,0009 0 0 0,0014 0,0003 0,0006 0 
2-Phenylcyclohexanon 0,0016 0 n.d. n.d. n.d. 0 0 
Cycloheptanon 0,0001 0,0073 0 0 0 0,0005 0 

Offenkettige Ketone        

Cyclohexylmethylketon 0,1294 0,0780 0,1022 0,0141 0 0,0764 0,0209 
Cyclopentylmethylketon 0,0155 0,0337 0,0132 0,0017 n.d. 0,0212 0,0041 
2-Decanon 0,0358 0,0768 n.d. n.d. n.d. 0,0639 0,0416 
3-Acetylindol 0,0309 0,0162 n.d. 0 0 0,0151 0,0025 
Acetophenon 0,0064 0,0008 0,0006 0,0083 0 0,0004 0 

a Alle Messungen erfolgten bei einer Substratkonzentration von 1 mM, außer für die Steroide 
(200 µM). Aufgrund der geringen Löslichkeit von Pregnenolon erfolgte die Messung hier mit 
einer Konzentration von 20 µM.  
n.d.: nicht gemessen. 
WT: Wildtyp. 
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Tabelle 8-2: Aktivität des Rohextraktes der STMO aus R. rhodochrous und der Mutanten von 
Pro445 mit unpolaren und aromatischen Seitenketten. Die Aktivität ist jeweils in U/mg Protein 
angegeben. 

Substrat WT P445M P445L P445I P445F P445Y P445W 
Steroide        

Progesteron 0,3238 0,0101 0,1071 0,1260 0,0023 0,0038 0 
11-α-Hydroxyprogesteron 0,1697 0 0,0851 0,1013 0,0027 0,0030 0 
11-Ketoprogesteron 0,1178 0,0018 0,0431 0,0802 0,0021 0,0023 0 
Pregnenolon 0,0021 0 0 0,0003 0 0 0 
Androstendion 0,0054 0 0 0 0,0152 0,0001 0 
Prasteron 0,0012 0 0 0,0016 0,0003 0 0 
Corticosteron 0,0020 0 0,0003 0,0017 0,0003 0 0 
Hydrocortison 0,0007 0,0004 0 0,0007 0 0,0002 0 

Zyklische und bizyklische Ketone 

Cyclobutanon 0,0324 0,0046 0,0333 0,0479 0,0038 0,0034 0,0009 
2-Hydroxycyclobutanon 0,0440 0 0,0345 0,0550 0,0038 0,0035 0,0007 
2-Hydroxy-3,3-Dimethyl-
cyclobutanon 

0,0014 0 0,0015 0,0008 0,0016 0,0006 0 

Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on 0,0056 0 0,0045 0,0061 0,0258 0,0025 0,0001 
Cyclopentanon 0,0006 0,0039 0 0,0004 0,0004 0,0005 0 
Cyclohexanon 0,0009 0 0 0 0,0005 0,0001 0 
2-Phenylcyclohexanon 0,0016 0 0,0002 0,0019 0,0021 0 0 
Cycloheptanon 0,0001 0,0028 0,0001 0 0,0003 0,0006 0 
Cyclooctanon 0,0002 n.d. n.d. n.d. 0,0002 0,0002 0 

Offenkettige Ketone        

Cyclohexylmethylketon 0,1294 0,0097 0,0661 0,0978 0,0027 0,0036 0 
Cyclopentylmethylketon 0,0155 0,0033 0,0088 0,0231 0,0011 0,0010 0 
2-Decanon 0,0358 0,0454 0,0278 0,0392 0,0265 0,0302 0,0071 
3-Acetylindol 0,0309 0 0,0232 0,0122 0,0010 0,0026 0 
Acetophenon 0,0064 0,0086 0,0009 0,0004 0 n.d. 0 

a Alle Messungen erfolgten bei einer Substratkonzentration von 1 mM, außer für die Steroide 
(200 µM). Aufgrund der geringen Löslichkeit von Pregnenolon erfolgte die Messung hier mit 
einer Konzentration von 20 µM.  
n.d.: nicht gemessen. 
WT: Wildtyp. 
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Tabelle 8-3: Aktivität des Rohextraktes der STMO aus R. rhodochrous und weiterer Mutanten 
der Steroidmonooxygenase. Die Aktivität ist jeweils in U/mg Protein angegeben. 

Substrat WT SV446del V447del VL447del M451G QP98ND 
Steroide       

Progesteron 0,3238 0,0006 0,0019 0,0015 0,0419 0,0706 
11-α-Hydroxyprogesteron 0,1697 0,0005 0,0024 0,0001 0,0362 0,0622 
11-Ketoprogesteron 0,1178 0 0,0009 0,0040 0,0305 0,0629 
Pregnenolon 0,0021 0,0021 0 0 0 0 
Androstendion 0,0054 0,0004 0 0 0 0 
Prasteron 0,0012 0,0002 0,0053 0 0 0,0020 
Corticosteron 0,0020 0,0018 0,0020 0,0013 0,0017 0,0007 
Hydrocortison 0,0007 0 0 0 0 0,0014 
Zyklische und bizyklische Ketone 

Cyclobutanon 0,0324 0,0013 0,0028 0 0,0067 n.d. 
2-Hydroxycyclobutanon 0,0440 0,0004 0,0022 0,0023 0,0093 n.d. 
2-Hydroxy-3,3-Dimethyl-
cyclobutanon 

0,0014 0,0004 0,0068 0,0040 0,0013 n.d. 

Bicyclo[3.2.0]-hept-2-en-6-on 0,0056 0,0004 0,0068 0,0040 0,0063 n.d. 
Cyclopentanon 0,0006 0 0,0037 0,0006 0 0 
Cyclohexanon 0,0009 0,0009 0 0,0019 0,0001 0,0007 
2-Phenylcyclohexanon 0,0016 0,0004 0,0036 0,0012 0 n.d. 
Cycloheptanon 0,0001 0 0,0057 0,0011 0,0002 0,0041 
Offenkettige Ketone       

Cyclohexylmethylketon 0,1294 0,0012 0,00137 0,0031 0,0251 0,0324 
Cyclopentylmethylketon 0,0155 0,0015 0,0055 0,0018 0,0045 n.d. 
Cyclobutylmethylketon 0,0004 0,0009 0,0003 0,0014 0,0005 n.d. 
Cyclopropylmethylketon 0,0022 0 0,0031 0 0,0002 0,0074 
2-Decanon 0,0358 0,0178 0,0376 0,0261 0,0294 0,0079 
3-Acetylindol 0,0309 0 0,0024 0,0001 0,0104 n.d. 
Acetophenon 0,0064 0,0001 0,0025 0,0043 0,0002 0,0003 

a Alle Messungen erfolgten bei einer Substratkonzentration von 1 mM, außer für die Steroide 
(200 µM). Aufgrund der geringen Löslichkeit von Pregnenolon erfolgte die Messung hier mit 
einer Konzentration von 20 µM.  
n.d.: nicht gemessen. 
WT: Wildtyp. 
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