Biokatalyse

Angewandte

DOI: 10.1002/ange.201306952

Enzymatische Umsetzung von Flavonoiden mit einer bakteriellen
Chalconisomerase und einer Enoatreduktase™*

Mechthild Gall, Maren Thomsen, Christin Peters, loannis V. Pavlidis, Patrick Jonczyk,
Philipp P. Griinert, Sascha Beutel, Thomas Scheper, Egon Gross, Michael Backes,
Torsten Geifiler, Jakob P. Ley,* Jens-Michael Hilmer, Gerhard Krammer, Gottfried J. Palm,

Winfried Hinrichs und Uwe T. Bornscheuer*

Abstract: Flavonoide stellen eine grofie Gruppe pflanzlicher
Sekundirmetabolite dar und haben eine Vielzahl unter-
schiedlicher biologischer FEigenschaften. Aufgrund dessen
stehen sie im Interesse vieler Wissenschaftler, da sie zu vielen
industriell interessanten Verbindungen fiihren konnen. Das
anaerobe Darmbakterium Eubacterium ramulus kann iiber
einen bislang unbekannten Abbauweg diese Flavonoide ver-
stoffwechseln. Uber eine Vollgenom-Sequenzierung wurden in
dieser Arbeit die entscheidenden Enzyme, eine Chalconiso-
merase (CHI) und eine Enoatreduktase (ERED), identifiziert,
kloniert und funktionell sogar unter aeroben Bedingungen
exprimiert. Mittels Biotransformation des Flavanons zum Di-
hydrochalcon konnte der Flavonoid-Abbauweg bewiesen
werden. Der beide Enzyme exprimierende E.-coli-Stamm
kann fiir die Umsetzung verschiedener Flavanone eingesetzt
werden. Dies unterstreicht die Anwendbarkeit des in dieser
Arbeit entwickelten biokatalytischen Systems.

F lavonoide sind in Pflanzen vorkommende Polyphenole, die
an der Bliitenfirbung beteiligt sind, als biochemische Si-
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gnalmolekiile dienen, aber auch eine wichtige Rolle als An-
tioxidantien!"! und als Geschmacksstoffe haben.””! Thre Bio-
synthese in Pflanzen ist in der Literatur gut beschrieben, das
Grundgeriist wird gebildet aus Malonyl- und Cumaroyl-Vor-
stufen mithilfe der 4-Cumaryl-CoA-Ligase und der Chal-
consynthase. Im néchsten Schritt katalysiert die Chalconiso-
merase (CHI) die stereospezifische Cyclisierung zum tricy-
clischen Flavanon Naringenin (Schema 1). Die vielfiltige
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Homoeriodictyol: R' = OH, R? = OCHs

Schema 1. Postulierter Abbauweg fiir die Flavonoide. CHI = Chalcon-
isomerase, ERED = Enoatreduktase. Das Gleichgewicht der Reaktion
liegt stark auf der Seite der Flavanon-Bildung.

Familie der Flavonoide wird durch zahlreiche Modifikationen
wie z.B. durch Hydroxylierungen und Glykosylierung gebil-
det. Fir pflanzliche CHIs sind sowohl ihr evolutionédrer Ur-
sprung?® als auch ihr Reaktionsmechanismus® und die
Struktur® bekannt. Erst kiirzlich wurden auch in Gamma-
proteobakterien und Ascomyceten CHIs gefunden, jedoch
bleibt ihre physiologische Rolle unklar.”! Eine Ausnahme
stellt das anaerobe Darmbakterium Eubacterium ramulus
dar. Fiir dieses wurde bereits beschrieben, dass der Stamm in
der Lage ist, eine Reihe von Flavonoiden, einschlieBlich
Naringenin-7-neohesperidosid, ein glykosyliertes Derivat des
Naringenins, abzubauen.”) Die Autoren postulierten einen
moglichen Abbauweg jedoch ohne den experimentellen
Nachweis der Intermediate. Zusatzlich wird das Abbaupro-
dukt des Naringenins, Phloretin (R'=OH, R?=H,
Schema 1), von E. ramulus zu 3-(4-Hydroxyphenyl)propion-
sdaure und Phloroglucin hydrolysiert. Dies ist unerwiinscht, da
Phloretin ein wichtiger Aromastoff ist.®! Phloretin konnte
prinzipiell chemisch durch eine Reduktion des entsprechen-
den Chalcons oder durch eine Friedel-Crafts-dhnliche Acy-
lierung von Phenol mit Dihydrozimtsiure erhalten werden,”
diese chemisch hergestellten Produkte diirfen aber nicht als
natiirliche Geschmacksstoffe nach der Europdischen Aro-
menverordnung (EG Nr. 1334/2008) genutzt werden. Dem-
zufolge hitte ein enzymatischer oder fermentativer Prozess
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zur Phloretin-Produktion einen zusitzlichen Wert fiir die
Aromastoff-Industrie. Alternativ koénnen Glykoside des
Phloretins, wie das Phlorizin aus Malus ssp.,!’l gewonnen und
nachtréglich zur Gewinnung des Aglykons Phloretin hydro-
lysiert werden."!! Dieser etablierte Prozess ist jedoch sehr
zeit- und kostenintensiv und des Weiteren abhéngig von der
saisonalen Verfiigbarkeit des Ausgangsmaterials. Um diesen
saisonalen Einfluss zu vermindern und gleichzeitig die Pro-
duktions- und Entsorgungskosten zu reduzieren, ist ein bio-
technologischer Prozess fiir diesen wichtigen Aromastoff von
groflem Interesse.

Die Kultivierung des strikt anaeroben E. ramulus DSM
16296 fiir den Aufbau eines industriell nutzbaren Biopro-
zesses stellt ein Hindernis dar, da das Wachstum sehr langsam
ist und die Ganzzell-Biotransformation zu einem weiteren
Abbau des Phloretins fiihrt.!"” Diese Probleme kénnen durch
eine heterologe Expression der Enzyme in Mikroorganismen
tiberwunden werden. Diese Technik ist bereits, jedoch nur
unter Verwendung von Genen pflanzlichen Ursprungs, fiir die
Produktion von Flavonoiden ausgehend von verschiedenen
Substraten, z.B. L-Phenylalanin, Tyrosin oder Zimtsédure, in
Gebrauch.™ Die Herausforderungen unserer aktuellen
Arbeit waren vielfiltig, beginnend mit der Bestimmung der
kodierenden Gensequenzen der Enzyme aus dem Genom
von E. ramulus, die an der biokatalytischen Transformation
des Naringenins zum Phloretin beteiligt sind und der funk-
tionalen Expression der Proteine in einem rekombinanten
Wirt.

Herles und Mitarbeiter!'" bestimmten ein 15 Aminosiu-
ren langes N-terminales Fragment der CHI aus E. ramulus
DSM 16296 und postulierten, dass diese an der Umsetzung
des Naringenins zu Phloretin beteiligt ist. Diese Peptidse-
quenz wurde in dieser Arbeit genutzt, um das vollstindige
Gen zu identifizieren. Hierfiir wurde das gesamte Genom von
E. ramulus DSM 16296 sequenziert und die resultierenden
DNA-Sequenzen nach dem kodierenden Gen der CHI
durchsucht. Es wurde nur an einer Position eine Uberein-
stimmung mit 12 aufeinanderfolgenden Aminosduren nach
dem Start-Methionin gefunden. Dieser Leserahmen (Gen-
Bank-Zugangsnummer: KF154734) kodiert fiir ein 32.5 kDa
grofes Protein und korreliert mit dem Molekulargewicht, das
Herles und Mitarbeiter mittels SDS-PAGE fiir eine Unter-
einheit des Enzyms bestimmt hatten.'! Erstaunlicherweise
ergab eine BLAST-Suche!™ keine Ubereinstimmungen mit
anderen CHIs aus Pflanzen oder anderen Quellen mit einer
Sequenzidentitidt > 10 %; folglich ist dieses Protein einzigartig
(Abbildung SI-1).

Fir die Enoatreduktase (ERED) war keine Geninfor-
mation vorhanden. Aus diesem Grund verglichen wir 34 Se-
quenzen von bekannten EREDs und fanden ein konservier-
tes Motiv, das als Basis zur Identifizierung des ERED-ko-
dierenden Gens im Genom von E. ramulus DSM 16296
diente. Wiederum fanden wir nur einen Leserahmen (Gen-
Bank-Zugangsnummer: KF154735) dessen Aminosidurese-
quenz eine geringe Identitidt (<29 %, Abbildung SI-2) zu
anderen bekannten EREDs aufwies.” Jedoch sind auch
diese EREDs nur unzureichend charakterisiert.

Die kodierenden Gene fiir die bakterielle CHI und die
ERED wurden in einen gewohnlichen pET-Vektor kloniert
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und funktional in E. coli Rosetta (DE3) exprimiert. Erfreu-
licherweise war die CHI aus E. ramulus in 16slicher Form
unter aeroben Bedingungen in E. coli Rosetta (DE3) (Ab-
bildung SI-3) exprimierbar. Geringe Modifizierungen des
Aufreinigungsprotokolls von Herles und Mitarbeitern!™! lie-
ferten uns reine rekombinante CHI zur biochemischen Cha-
rakterisierung und nachfolgender Kristallisation (Abbil-
dung SI-4). Dasselbe Aufreinigungsprotokoll wurde aufBer-
dem fiir das Wildtyp-Protein aus E. ramulus verwendet,
jedoch wurden geringere spezifische Aktivititen gefunden
(Tabellen SI-1 und SI-2). Die Charakterisierung der CHI
zeigte, dass die rekombinante CHI bei pH 6.4-7.6 mehr als
90% ihrer Aktivitit behilt (Abbildung SI-5) und dass die
optimale Reaktionstemperatur 45°C betrigt (Abbildung SI-
6). Die rekombinante CHI ist auBerdem hinreichend tempe-
raturstabil, da sie mehr als 50% ihrer Anfangsaktivitidt nach
6 h Inkubation bei 41 °C beibehilt (Abbildung SI-7).

Die ermittelten kinetischen Parameter fiir die rekombi-
nante CHI unterstreichen die hohe Aktivitit des Enzyms
(Abbildung SI-8). Auch wenn sich der K, -Wert der rekom-
binanten bakteriellen CHI (36.9 um) im Bereich der pflanz-
lichen CHISs befindet, der von 2 um bis 112 pm fiir die CHI aus
Glycine max" bzw. Medicago sativa™ variiert, ist die Wech-
selzahl signifikant hoher. Die in der Literatur gefundenen k-
Werte fiir pflanzliche CHIs reichen von 186s™'™ bis
833 578 withrend der fiir die rekombinante CHI aus E. ra-
mulus zu 4483 s ermittelt wurde. Folglich zeigt die rekom-
binante bakterielle CHI eine katalytische Effizienz von 1.2 x
108m~'s™!, 75-fach hoher als die pflanzliche CHI von Medi-
cago sativa, dessen katalytische Effizienz 1.6x10°M~'s™! be-
trigt.“! Als wir die rekombinant exprimierte CHI mit der
nativen CHI aus E. ramulus verglichen, wichen die kineti-
schen Werte ab. Herles und Mitarbeiter bestimmten K, mit
42.7 um und k., mit 2300 s7!, resultierend in einer katalyti-
schen Effizienz von 0.5x10%M's7." welche signifikant
niedriger ist als die des rekombinanten Enzyms. Die Diffe-
renz resultiert groftenteils aus dem Unterschied in der
Wechselzahl. Die hohere katalytische Aktivitdt der rekom-
binanten CHI kann auf die hohere Reinheit oder die unter-
schiedliche Oligomerisierung zuriickgefiihrt werden.

Die Analyse der Rontgenkristallstruktur (PDB-Code:
3zph) zeigte, dass die rekombinante CHI Hexamere, als
Trimer von drei Dimeren (Abbildung 1), bildet, wihrend
Herles und Mitarbeiter angaben, nur Tetramere in E. ramulus
zu finden."! Unabhingig von dieser Beobachtung unter-

Abbildung 1. Réntgenkristallstruktur (links: Ansicht von oben; rechts:
um 90° gedreht) eines Hexamers mit D;-Symmetrie der rekombinan-
ten CHI aus E. ramulus, PDB-Code: 3zph.
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scheidet sich die Struktur der bakteriellen CHI deutlich von
derjenigen pflanzlicher CHIs; die Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen eines Dimers der rekombinanten bakteriellen CHI
sind stark ausgeprégt und basieren auf der Inkorporation des
C-Terminus der einen Peptidkette mit einer zweiten Peptid-
kette, wihrend die pflanzlichen Proteine nur als Monomere
vorkommen.F! Dariiber hinaus gibt es, im Unterschied zu den
pflanzlichen CHIs, eine interne Symmetrie innerhalb der
tertidren Struktur eines Monomers, das sich in zwei Doménen
mit dhnlicher Faltung teilt, die um 90° gegeneinander gedreht
sind.

Die Expression der ERED war anspruchsvoller als die
Expression der CHI. Da das Gen der ERED mit der nativen
Nukleotidsequenz nur eine geringe Expression in E. coli
Rosetta aufwies, wurde ein synthetisches Kodon-optimiertes
Gen der ERED (sERED) in den Vektor pET22b kloniert.
Dies fiihrte zu einer Uberexpression von 16slicher sSERED bei
20°C unter aeroben Bedingungen. Das Protein hatte das
mittels SDS-PAGE ermittelte erwartete Molekulargewicht
von 70 kDa, welches mit der theoretischen GroBe von 75 kDa
korreliert. Leider konnte nur eine geringe Aktivitét bei der
Umsetzung von Naringeninchalcon zu Phloretin beobachtet
werden. Da das Enzym aus einem strikt anaeroben Organis-
mus stammt, fithrten wir eine Expression unter anaeroben
Bedingungen durch. Die beste Expression unter Stickstoff-
Atmosphire wurde bei 25°C beobachtet. Nachdem alle
Schritte (Zellernte, Lyse und Biokatalyse) unter einer Stick-
stoff-Atmosphére durchgefithrt worden waren, konnte eine
deutliche enzymatische Aktivitit in der Reduktion des
Chalcons zum Phloretin gemessen werden. Auflerdem konnte
der sERED-enthaltende Rohextrakt zu aufgereinigter CHI
hinzugegeben und eine Umsetzung von Naringenin zu Phlo-
retin beobachtet werden. Erfreulicherweise findet der uner-
wiinschte enzymatische Abbau des Phloretins, der bei E. ra-
mulus beobachtet wurde, nicht im E.-coli-System statt, sodass
die Synthese des Zielproduktes moglich wird.

Die hohe Sauerstoff-Empfindlichkeit der ERED aus E.
ramulus kann iiber die Sequenzihnlichkeit zu 2,4-Dienoyl-
CoA-Reduktasen und einer anaeroben Enoatreduktase aus
Clostridium sp.'%! erklirt werden. Diese beiden Enzyme sind
als Mehrdoménenproteine beschrieben und weisen eine Fass-
Doméne auf, die mit dem ,,0ld Yellow Enzyme* verwandt ist
und eine hohe Sequenzkonservierung in einer Kernregion
von ca. 40 Aminosduren aufweist. Die zweite Domine dieser
ERED ist ebenfalls redoxaktiv und mit Glutathion-Reduk-
tasen verwandt, die einen Eisen-Schwefel-Cluster enthalten,
der der sauerstoffempfindliche Teil des Proteins sein konnte.
In der Sequenz sind vier Cysteine mit einem fiir Eisen-
Schwefel-Cluster typischen Motiv CXXCXXC(X),,C gefun-
den worden. Dieses Motiv findet sich auch in der Sequenz der
ERED aus E. ramulus, beginnend von C361 (Abbildung SI-
2).4%1  Bemerkenswerterweise =~ wurde das = Motiv
GXGXXG(X)E fiir die NADH- und FAD-Bindungsstelle
in der Glutathion-Reduktase"! zweimal in der Sequenz der
ERED von E. ramulus gefunden.

Um eine industrielle Anwendung dieses Bioprozesses zu
ermoglichen, erfolgte eine simultane Expression der beiden
Enzyme in einem E.-coli-Stamm. Um dies zu erreichen,
wurde das Gen der CHI einschlieBlich Ribosomenbindestelle
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hinter das sSERED-Gen in den pET22b-Vektor kloniert. Mit
diesem neuen Konstrukt (pET22b sERED/CHI) war die
losliche und aktive Expression beider Enzyme unter anae-
roben Bedingungen moglich. Biokatalysen mit Rohextrakt
ermoglichten die Produktion von 50 um Phloretin nach einer
Stunde unter anaeroben Bedingungen. Unter aeroben Be-
dingungen konnen beide Enzyme ebenfalls 16slich exprimiert
werden, jedoch wird ein signifikanter Anteil sSERED in un-
16slicher Form exprimiert (Abbildung SI-9). Der bei dieser
Kultivierung gebildete Anteil an 16slicher sSERED ist jedoch
ausreichend, um das Gleichgewicht der Reaktion zur Pro-
duktion von Phloretin zu verschieben.

Zur Untersuchung der Substratspezifitidt des Systems und
somit dessen Vielseitigkeit wurden E.-coli-BL21(DE3)-
Zellen mit dem Konstrukt pET22b_sERED/CHI aerob kul-
tiviert (siche die Hintergrundinformationen) und biokataly-
tische Umsetzungen mittels Ganzzell-Biokatalyse mit drei
strukturell dhnlichen Flavanonen unter Stickstoff-Atmo-
sphire durchgefiihrt, da der aerobe Prozess zu geringer und
riicklaufiger Aktivitdt fiihrte. Bereits nach kurzer Zeit
konnten hohe Umsétze fiir Naringenin, Eriodictyol und Ho-
moeriodictyol beobachtet werden (Tabelle 1). Die Hydroxy-

Tabelle 1: Umsatz [%] der Flavanone zu ihren jeweiligen Dihydrochal-
conen.

Substrat Reaktionszeit

1h 2h 17h
Naringenin 69£1% 86+1% 93+1%
Eriodictyol 46+2% 51+4% 72+2%
Homoeriodictyol 47+3% 52+1% 63+£2%

gruppe in para-Position zum Phenylring scheint eine ent-
scheidende Rolle fiir die CHI-Aktivitdt zu haben. Docking-
Experimente mit Naringenin im aktiven Zentrum der CHI
zeigten, dass diese Hydroxygruppe in ein Wasserstoffbrii-
ckennetzwerk mit Asp79 und GIn101 eingebunden ist; dieses
scheint entscheidend fiir die korrekte Orientierung des Sub-
strats zu sein. Andererseits zeigen die Ergebnisse, dass die
CHI tolerant gegeniiber Substituenten in meta-Position des
Phenylringes ist. Auch wenn Naringenin das bevorzugte
Substrat ist, da es an dieser Position keinen Substituenten
tragt, kann das aktive Zentrum der CHI auch sterisch an-
spruchsvollere Substituenten wie Hydroxy- (Eriodictyol)
oder Methoxygruppen (Homoeriodictyol) akzeptieren.

Zusammenfassend bestédtigen unsere experimentellen
Ergebnisse den von Herles und Mitarbeitern postulierten
Abbauweg" der Flavonoide durch die Identifizierung und
die erfolgreiche rekombinante Expression der Chalconiso-
merase und einer Enoatreduktase aus dem anaeroben Bak-
terium Eubacterium ramulus. Der beide Enzyme exprimie-
rende E.-coli-Stamm kann fiir die Umsetzung verschiedener
Flavanone eingesetzt werden. Dies unterstreicht die An-
wendbarkeit des in dieser Arbeit entwickelten biokatalyti-
schen Systems.
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