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Die Elektronen aus der Wasserspaltung 
werden von PSII über den Plastochinonpool, 
den Cytochromb6fKomplex und Plastocya
nin auf Photosystem I übertragen, wobei ein 
vektorieller  Protonengradient  aufgebaut 
wird, der z. B. zur Synthese von ATP genutzt 
wird. Photosystem I dient als „Elektronen
pumpe“, da hier die Elektronen mithilfe von 
Lichtenergie auf ein höheres Energieniveau 
gebracht werden, sodass Ferredoxin (Fd) als 
zentraler Knotenpunkt zur Verteilung von 
Elektronen im Metabolismus reduziert wer
den kann, wobei hauptsächlich NADPH mit
hilfe der FdNADPHOxidoreduktase gene
riert wird. 

Oxygene Photosynthese bietet ein hohes 
Potenzial zur Regenerierung von reduzier
tem Fd und NADPH. Biotransformationen in 
WildtypZellen  von  Cyanobakterien  sind 
limitiert durch die relativ geringe Expression 
der Gene der nativen Oxidoreduktasen, was 
die Produktivität der Zellen und die Raum
ZeitAusbeute dieser Rektionen begrenzt. Die 
Verfügbarkeit  gentechnischer  Werkzeuge 
für Cyanobakterien ermöglicht die rekombi
nante Herstellung heterologer Oxidoreduk
tasen und damit eine erhebliche Steigerung 
der Produktivität [2]. Im Jahr 2016 konnten 
wir zeigen, dass Zellen von Synechocystis sp. 
PCC 6803 (Synechocystis) mit dem Gen der 
Enreduktase YqjM von B. subtilis die CC
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ó  Oxidoreduktasen spielen eine wichtige 
Rolle in der Enzymkatalyse zur Herstellung 
von  Feinchemikalien  und  Pharmastoffen. 
Enzymatische  Redoxreaktionen  benötigen 
externe  KoFaktoren  wie  NAD(P)H,  deren 
Preis  den  Produktpreis  weit  übersteigt. 
Daher erfolgt eine Regeneration meist über 
den Einsatz von organischen KoSubstraten 
wie Isopropanol oder Glucose. Ihre  stöchio
metrische Verwendung und die Nutzung von 
nur wenigen der  verfügbaren Elektronen
paare des Donormoleküls ist im Hinblick auf 
die Atomökonomie des Prozesses problema
tisch.  

Cyanobakterien, Algen und Pflanzen sind 
photosynthetische  Organismen,  die  Licht
energie  in  chemisch  gebundene  Energie 
umwandeln können. Insbesondere die Fixie
rung von CO2 zum Aufbau von Biomasse im 

Rahmen  der  Photosynthese  ist  dabei  von 
Bedeutung. Erst durch die Aktivität photo
synthetischer  Organismen,  insbesondere 
durch die der Cyanobakterien, hat sich Sauer
stoff in der Atmosphäre angereichert, wodurch 
das Leben, so wie wir es heute kennen, mög
lich wurde. 

Auf molekularer Ebene spielen Membran
proteinkomplexe die entscheidende Rolle in 
diesem Prozess. Die lichtgetriebene Wasser
oxidation  wird  durch  das  hochkomplexe 
Enzym Photosystem II (PSII) katalysiert. Die
ser  Membranproteinkomplex  besteht  aus 
mehr als 20 Untereinheiten und vielen ver
schiedenen KoFaktoren (z. B. Chlorophyll A, 
Pheophytin,  bCarotin,  Plastochinon  etc.), 
darunter  auch  der  einzigartige  Mn4CaO5
Cluster, der für eine hocheffiziente Wasser
spaltung verantwortlich ist [1]. 
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˚�Abb. 1: Beispiele für Ganz-Zell-Biotransformationen in rekombinanten Cyanobakterien. A, Die En-Reduktase YqjM von Bacillus subtilis katalysiert die 
Reduktion von C=C-Doppelbindungen in Synechocystis sp. PCC 6803 [3, 9]. Der benötigte Ko-Faktor kann über Photosynthese regeneriert werden. 
B, Das Gen der P450-Monooxygenase CYP1A1 aus Rattus norvegicus wurde in das Genom von Synechococcus sp. PCC 7002 integriert [11]. Die Bildung 
des fluoreszierenden Produkts Resofurin kann photometrisch verfolgt werden. Ferredoxin (Fd) dient als Elektronenshuttle und bezieht diese aus der 
photosynthetischen Maschinerie. EZG: Elektronen-ziehende Gruppe.
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konzentration und eine 1,3fach höhere Akti
vität  des  GanzzellBiokatalysators  erzielt 
(Abb. 3, [9]). Während dies die Bedeutung 
der Enzymkonzentration unterstreicht, legt 
es  auch  nahe,  dass  andere  Faktoren  bei 
hohen Reaktionsraten limitierend werden.  

Der  Mechanismus  von  YqjM  läuft  über 
zwei  Schritte  ab.  Im  ersten,  oxidativen 
Schritt, reduziert ein Molekül NADPH den 
internen  KoFaktor  Flavinmononukleotid 
(FMN). Nach Ablösung des NADPHs bindet 
ein Substratmolekül, was die Reduktion der 
C=CDoppelbindung im reduktiven Schritt 
einleitet  [9,  10].  Eine  Analyse  der  kineti
schen  Parameter  der  Enreduktase  in  der 
NADPHabhängigen Reduktion von 2Methyl
maleimid zu (R)2Methylsuccinimid zeigte 
eine  mindestens  50fach  höhere  turnover
Konstante für den reduktiven Schritt [9]. Der 
KDWert  von  rund  40  µM  des  oxidativen 
Reaktionsschritts gegenüber NADPH führt 
bei  intrazellulären Konzentrationen unter 
500 µM zu einer geringeren Enzymaktivität. 
Der kcatWert für NADPH ist darüber hinaus 
12fach  höher  als  der  für  NADH,  sodass 
NADPH als metabolische Elektronenquelle 
angenommen werden kann [9]. Diese Ergeb
nisse legten den Schluss nahe, dass für diese 
Reaktion die Verfügbarkeit des photosynthe
tischen NADPH limitierend ist. 

Eine mögliche Senkung der intrazellulären 
NADPHKonzentration  wurde  über  PAM
NADPHFluoreszenz untersucht: Spektrosko
pische  Techniken,  insbesondere  optische 
Spektroskopie, spielen schon seit Beginn der 
Photosyntheseforschung eine große Rolle zur 
Charakterisierung von Elektronentransport
prozessen in der photosynthetischen Zelle, 

eine Erhöhung der Zelldichte, ein Routine
verfahren bei heterotrophen Bakterien und 
Hefen, ist daher nur sehr bedingt möglich. 
Eine erfolgreiche Anwendung der KoFaktor
Regenerierung durch katalytische Wasser
spaltung der Photosynthese erfordert daher 
eine erhebliche Steigerung der spezifischen 
Produktbildungsraten von Cyanobakterien. 

Dies  veranlasste  uns,  die  limitierenden 
Faktoren – wie die intrazelluläre Enzymkon
zentration einer cyanobakteriellen Photobio
transformation – am Beispiel der Enreduk
tase  YqjM,  bislang  die  Reaktion  mit  der 
höchsten Reaktionsrate, genauer zu untersu
chen [9]. Bei einem Vergleich der zwei Pro
motoren PpsbA2 und Pcpc wurde mit letzterem 
eine 1,7fach höhere  intrazelluläre Enzym

Doppelbindungsreduktion einer Reihe von 
prochiralen Substraten mit sehr vielverspre
chenden  Produktbildungsraten  von  über 
100 U per Gramm Zelltrockengewicht kata
lysieren  (Abb. 1,  [3]). Die  lichtgetriebene 
GanzzellBiotransformation wurde seitdem 
auf eine ganze Reihe verschiedener Oxido
reduktasen angewandt, darunter eine Cyclo
hexanonMonooxygenase aus Acinetobacter 
cacloaceticus NCIMB 9871 (CHMO) mit Akti
vitäten von bis zu 5,7 U gDCW

–1 [4], die Mono
oxygenase AlkBGT aus Pseudomonas putida 
GP mit 5,7 U gDCW

–1 [5], die CYP450Mono
oxygenase aus Acidovorax sp. CHX100 mit 
39 U gDCW

–1 [6] sowie eine Reihe an Imin
reduktasen zur Herstellung optisch reiner 
Imine mit Aktivitäten bis 20 U gDCW

–1 [7]. 
Diese Beispiele unterstreichen die allgemeine 
Anwendbarkeit des Ansatzes und die Tat
sache, dass  spezifische Aktivitäten  in der 
Größenordnung etablierter Produktionssys
teme erreicht werden können. 

Eine sehr große Herausforderung bei der 
Etablierung photobiokatalytischer Prozesse 
ist die Beleuchtung der Zellen in Photobio
reaktoren [8], da die photosynthetische Akti
vität von Cyanobakterien von der Lichtver
fügbarkeit abhängt. Dies betrifft sowohl die 
Kultivierung der rekombinanten Cyanobak
terien als auch ihre Anwendung, denn die 
starke  Absorption  der  Zellen  limitiert  die 
Zelldichten für Photobiotransformationen auf 
wenige Gramm per Liter [3, 9]. Eine zu hohe 
Intensität der Lichteinstrahlung führt aber 
zu Photoinhibition und zu starken Lichtfluk
tuationen im Photobioreaktor. Eine Steige
rung der volumetrischen Produktion durch 

˚�Abb. 2: Vereinfachte Darstellung der Thylakoidmembran und der darin verankerten Protein-
komplexe, die in die Photosynthese involviert sind. PSII: Photosystem II; PQ: Plastochinon; PQH2: 
Plastochinol; Cyt b6f: Cytochrom-b6f-Komplex; PC: Plastocyanin; PSI: Photosystem I; Fd: Ferredoxin; 
FNR: Ferredoxin-NADP+-Reduktase; FDP: Flavodiironproteine; NDH1: NADH-Dehydrogenase-Kom-
plex 1; ATP-S: ATP-Synthase.

˚�Abb. 3: Ganz-Zell-Biotransformationen mit Synechocystis-Zellen. Das Enzym YqjM wird rekom-
binant in den Zellen produziert und katalysiert die Spaltung von 2-Methylmaleimid zu 2-Methyl-
succinimid. A, Einfluss des Promotors (PpsbA2 oder Pcpc) vor dem YqjM-Gen auf die Aktivität der 
Zellen. Durch den stärkeren Pcpc-Promotor wird mehr YqjM gebildet, was die Aktivität der Zellen 
steigert. B, Aktivität und Produktbildung, wenn die Expres sions kassette für YqjM in die Knock-out-
Stämme ΔFlv1 und ΔFlv3 eingebracht wurde. Diese FDPs stellen eine Elektronensenke dar. Ihr 
gezieltes Ausschal ten verbessert den Elektronenfluss zur heterologen Reaktion [9]. 
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unter kontrollierten Kultivierungsbedingun
gen jedoch inaktiviert werden [16]. Um die 
Elektronen,  die  über  den  WasserWasser
Zyklus verloren gehen, auf die heterologe 
Reaktion umzuleiten, brachten wir das Gen 
für YqjM in die beiden FDPKnockoutStäm
me ΔFlv1 und ΔFlv3 ein. Diese können kein 
funktionales Flv1/Flv3Heterooligomer bil
den. Biotransformationen mit beiden Knock
outStämmen zeigten eine deutliche Steige
rung der Produktivität der Zellen und der 
Produktbildung. Eine Produktbildungsrate 
von 18 mM/h unterstreicht, dass Cyanobak
terien RedoxBiotransformationen mit hoher 
Aktivität katalysieren können (Abb. 3, [9]). 

Diese  Beispiele  der  lichtgetriebenen 
Hydro xylierung und der Enreduktase zeigen, 
dass die Reaktionsrate von RedoxBiotrans
formationen  in  Cyanobakterien  über  ein 
Engineering des photosynthetischen Elektro
nentransports  erhöht  werden  kann.  Dies 
gelang sowohl über eine erhöhte Bildung von 
NADPH bzw. Fdred durch die Inaktivierung 
des NDH1Komplexes [11] als auch durch 
die Ausschaltung der Flavodiironproteine als 
alternative Elektronensenke [9]. In beiden 
Fällen konnte die NADPHVerfügbarkeit für 
die Redoxreaktion als heterologe Elektronen
senke deutlich erhöht werden – ein wichtiger 
Schritt auf dem Weg zu einer breiten Anwen
dung von Photobiokatalyse ohne organische 
KoSubstrate in Zellen, die selbst aus Kohlen
dioxid und Wasser gebildet werden.   ó
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da z. B. über die zeitaufgelöste Messung der 
PSIIChlorophyllfluoreszenz  der  Redoxzu
stand des PQPools verfolgt werden kann. In 
der Tat zeigte es sich, dass die Reduktion des 
Substrats  während  der  Biotransformation 
eine Senkung der  intrazellulären NADPH
Konzentration zur Folge hatte. Die Ergeb
nisse führten zu dem Schluss, dass die photo
synthetische NADPHProduktion nicht aus
reicht,  um  den  erhöhten  NADPHKonsum 
durch Biotransformationen bei hohen Reak
tionsraten zu kompensieren. Eine Erhöhung 
der NADPHZufuhr durch das Ausschalten 
konkurrierender  Konsumenten  gewinnt 
dadurch an Bedeutung. 

Der produzierte Pool an reduzierten Reak
tionsäquivalenten kann den Bedarf der Zelle 
für metabolische Prozesse übersteigen und 
die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspe
zies und Photoinhibition könnten die Folge 
sein [11]. Aus diesem Grund wird die Zelle 
durch verschiedene Mechanismen geschützt, 
die als „Elektronensenken“ bezeichnet wer
den. So katalysiert der NAD(P)HDehydroge
naseähnliche Komplex 1 (NDH 1) die Oxida
tion von Fd und den Rücktransport der Elek
tronen zum Plastochinon (PQ) (Abb. 2, [11, 
12]). Dieser zyklische Elektronentransport 
kann verhindert werden, indem die Funktio
nalität der D2Untereinheit des NDH1Kom
plexes gestört wird [11]. Stattdessen können 
die Elektronen auf eine heterologe Reaktion 
umgelenkt  werden,  wie  das  Beispiel  der 
P450Monooxygenase CYP1A1 in Synecho-
coccus  sp.  PCC  7002  zeigt  (Abb. 1).  Der 
KnockoutStamm ΔndhD2 wies dabei eine 
erhöhte Aktivität und höhere Photosynthese
rate auf als der Vergleichsstamm mit intak
tem NDH1Komplex [11]. 

Eine weitere Elektronensenke sind Flavo
diironproteine  (FDPs),  die  überschüssige 
Elektronen von reduziertem Fd [13] auf Sau
erstoff übertragen (Abb. 2). Da das Photosys
tem II durch Wasserspaltung Elektronen und 
Sauerstoff generiert und bei der FDPkataly
sierten Reaktion Wasser  entsteht,  spricht 
man von einem WasserWasserZyklus [14]. 
Unter bestimmten Bedingungen werden so 
bis zu 60 Prozent der photosynthetisch ent
standenen Elektronen zurückgeleitet  [15]. 
FDPs sind für das Überleben der Cyanobak
terien unter natürlichen Lebensbedingungen 
mit fluktuierendem Licht essenziell, können 
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