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FRANK ROSENAU und KARL-ERICH JAEGER

Molekulare Enzymtechnologie —
Vom Gen zum industriellen Biokatalysator

Die Weille Biotechnologie verwendet Mikroorganismen und Enzyme, um chemische Pro-
dukte herzustellen. Daher nimmt der Bedarf an neuen Enzymen als Biokatalysatoren fiir
die Biotechnologieindustrie stetig und schnell zu. Am Institut fiir Molekulare Enzymtech-
nologie der Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf, das auf dem Gelinde des Forschungs-
zentrums Jillich angesiedelt ist, werden neue Enzymgene isoliert, Expressionssysteme und
Bakterienstimme konstruiert, aber auch bereits vorhandene Enzyme mit Methoden der ge-
richteten Evolution optimiert. Daneben werden biotechnologisch relevante Enyzmklassen
untersucht, die zur Darstellung enantiomerenreiner Verbindungen verwendet werden kon-

nen.’

Einleitung

Die Weilie Biotechnologie umfasst die Herstellung einer Vielzahl unterschiedlicher chemi-
scher Produkte mit Hilfe von Mikroorganismen. Die molekularen Werkzeuge der Weillen
Biotechnologie sind Enzyme, also Proteine, die innerhalb lebender Zellen sehr spezifische
Reaktionen katalysieren, und dies zumeist mit hoher Substratspezifitit und Enantioselek-
tivitdt, gleichzeitig aber in wissriger Umgebung und unter milden Reaktionsbedingun-
gen. Diese Eigenschaften von Enzymen legen nahe, sie als Biokatalysatoren auch in der
Chemieindustrie zu nutzen, um (1) chemische Reaktionen zu katalysieren, fiir die keine
geeigneten chemischen Katalysatoren zur Verfiigung stehen, und (2) ,,griine Chemie* zu
betreiben, d. h., chemische Prozesse, die unter hohem Energieaufwand und unter Entste-
hung grofler Mengen giftiger Abfallstoffe ablaufen, durch umweltschonende Bioprozesse
Zu ersetzen.

In Deutschland wurde die Weile Biotechnologie, also der Einsatz biokatalytischer Ver-
fahren in der Chemieindustrie, entscheidend geprigt durch die Arbeiten von Frau Univ.-
Prof. Dr. Maria-Regina Kula, emeritierte Direktorin des Instituts fiir Enzymtechnologie
der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf im Forschungszentrum Jiilich. In enger Ko-
operation mit den benachbarten Jiilicher Instituten fiir Biotechnologie I (Direktor: Univ.-
Prof. Dr. Hermann Sahm) und II (Direktor: Univ.-Prof. Dr. Christian Wandrey) wurden

I Vgl. Leggewie ef al. (2006a).
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Enzyme isoliert, charakterisiert und biokatalytische Verfahren sowohl mit isolierten Enzy-
men wie mit ganzen Mikroorganismen etabliert, die heute eine bedeutsame Rolle in der
Biotechnologieindustrie spielen. Das wohl bekannteste Beispiel fiir biotechnologische An-
wendungen ist die kontinuierliche biokatalysierte Regenerierung des Kofaktors NADH mit
dem Formiat/Formiatdehydrogenasesystem in einem Membranreaktor.> Industriell ver-
wendet wird diese Reaktion z.B. in Kopplung mit einer NADH-abhéngigen Leucinde-
hydrogenase zur Herstellung von L-fert-Leucin oder zur Herstellung chiraler Alkohole
durch stereoselektive Reduktion von Ketonen mit Alkoholdehydrogenasen (ADHs).

Abb. 1: Die Arbeitsgruppen am Institut fir Molekulare Enzymtechnologie (IMET) der Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf.

Heute heif3t die ehemalige Wirkungsstitte von Frau Professor Kula ,,Institut fiir Mo-
lekulare Enzymtechnologie* und gehort zum neu gegriindeten Zentrum fiir Mikrobielle
Biotechnologie (ZMB) im Forschungszentrum Jiilich, dem neben den Instituten fiir Bio-
technologie I und II auch das ebenfalls neu gegriindete Institut fiir Bioorganische Che-
mie der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf (Direktor: Univ.-Prof. Dr. Jorg Pietrusz-
ka) angehort. Das ZMB reprisentiert eine auf nationaler Ebene einmalige Konzentration
von Expertise, Methoden und apparativer Ausstattung auf dem Gebiet der Weilen Bio-
technologie. Themenschwerpunkte am Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie sind die
Nutzung der Biodiversitit, die Entwicklung von Expressionssystemen, die Optimierung

2 Vgl. Wichmann et al. (1981: 2789).
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von Enzymen mit molekularbiologischen Methoden und die Entwicklung von Biotrans-
formationsreaktionen mit industriell relevanten Enzymen. Diese Themenbereiche werden
in sechs verschiedenen Arbeitsgruppen bearbeitet (Abb. 1), wobei die verschiedenen Ar-
beitsfelder an vielen Stellen miteinander vernetzt sind. So werden beispielsweise Enzyme
zur Anwendung in Biotransformationen (Arbeitsgruppen ,,Biotransformation* und ,,An-
gewandte Enzymtechnologie®) zuvor durch Metagenom-Screening identifiziert (Arbeits-
gruppe ,,Biodiversitit®). Erfiillen die gefundenen Enzyme in ihrem Anwendungsspektrum
nicht die Anforderungen, kann eine Optimierung durch rationale oder evolutive Verfahren
erfolgen (Arbeitsgruppen ,,Gerichtete Evolution* und ,,Angewandte Enzymtechnologie®).
Voraussetzung fiir alle dargestellten Arbeitsfelder ist die Verfiigbarkeit von Biokatalysa-
toren, die durch spezielle Expressionssysteme gewihrleistet werden kann (Arbeitsgruppe
,.Mikrobielle Expressionssysteme*).

Die Biosphiire als Ressource fiir neue Biokatalysatoren

Enzyme mit neuen und definierten Eigenschaften zu identifizieren ist oftmals ebenso
schwierig, wie die sprichwortliche Stecknadel im Heuhaufen zu finden. Uber viele Jahr-
zehnte wurden Mikroorganismen isoliert und im Labor kultiviert, die biotechnologisch
interessante Biokatalysatoren produzierten. Jedoch konnte in den letzten Jahren mit neu-
en Nachweismethoden gezeigt werden, dass nur etwa ein Prozent aller in einer Umwelt-
probe vorhandenen Mikroorganismen unter Standardlaborbedingungen kultivierbar ist.?
Das genetische Potenzial der verbleibenden nicht kultivierbaren Mikroorganismen (bis zu
500.000 Arten in einem Gramm Boden) kann aber dennoch fiir die Biotechnologie ge-
nutzt werden. Die Gesamtheit der in einem definierten Habitat (z. B. in einer Bodenprobe)
vorhandenen DNA wird als Metagenom bezeichnet; die DNA eines solchen Metagenoms
kann unter Umgehung der Anzucht von Mikroorganismen im Labor direkt isoliert werden
(Abb. 2). Die isolierte metagenomische DNA wird enzymatisch in passende Fragment-
groflen geschnitten, in geeignete Vektorsysteme kloniert und dann in einen heterologen
Wirtsorganismus eingebracht; dies ist meistens das Darmbakterium Escherichia coli. So
erhdlt man so genannte ,,Metagenombibliotheken®, bestehend aus vielen Tausend Klonen,
die auf eine gesuchte Enzymaktivitdt untersucht werden konnen. Bei diesem Ansatz gibt
es allerdings auch einige limitierende Faktoren. So ist das heterologe Wirtsbakterium E.
coli oft nicht in der Lage, die ,,fremde* DNA in ein aktives Enzym zu ,.iibersetzen®, weil
sich die physiologische Ausstattung von E. coli von der des unbekannten Herkunftsorga-
nismus unterscheidet. In den letzten Jahren wurden deshalb molekularbiologische Hilfs-
mittel entwickelt, die es ermoglichen, Enzyme aus Metagenomen entweder sequenzab-
hingig oder -unabhingig zu identifizieren. Hierzu konnen folgende Methoden eingesetzt
werden: (1) Unter Umgehung eines Aktivitits-Screenings konnen definierte Bereiche me-
tagenomischer DNA mit Hilfe bekannter, konservierter Regionen eines Enzyms, der so
genannten metagenome sequence tags (MSTs), im Reagenzglas mittels der Polymerase-
kettenreaktion (PCR) vervielfiltigt werden. Mit dieser Technik wurden erfolgreich neue
Nitrilhydratasen und Lipasen identifiziert.* Allerdings lassen sich mit diesem Ansatz nur
solche Biokatalysatoren finden, die bereits Ahnlichkeit zu bekannten Enzymen besitzen.

3 Vgl. Amann ef al. (1995: 143).
4 Vgl. Bell ef al. (2002: 2283) und Liebeton und Eck (2004: 557).
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16S rRNA PCR
=)
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ke
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Isolierung von Biokatalysatoren aus dem Metagenom. Die Ge-

samt-DNA aus verschiedenen Habitaten, wie beispielsweise aus einem Trinkwasserbiofilm,
wird zundchst isoliert und mittels 16S-rRNA-PCR die mikrobielle Zusammensetzung des Ha-
bitats analysiert. AnschlieBend wird die DNA partiell verdaut und entweder in Plasmide zur
Sequenzierung oder in Cosmide bzw. BACs (bacterial artificial chromosomes) kloniert. Die
Cosmid/BAC-Metagenombibliotheken werden auf verschiedene Biokatalysatoraktivitdten un-
tersucht, wozu neue Hochdurchsatzverfahren und Expressionssysteme entwickelt und verwen-
det werden. Die identifizierten und enzymatisch aktiven Biokatalysatoren werden biochemisch
charakterisiert und zur biotechnologischen Anwendung vorbereitet.
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(2) Zur Steigerung der Effizienz bei der Produktion heterologer Enzyme in E. coli wurde
ein Transposon (ein ,,springendes genetisches Element*) konstruiert.’ Dieses Transposon,
das sich selbsttitig in metagenomische DNA inseriert, trigt einen starken Promotor, der
die Expression der gesuchten Biokatalysatorgene entweder verstéirkt oder iiberhaupt erst
ermoglicht. (3) Zur Identifizierung gesuchter Biokatalysatoraktivititen ist es erforderlich,
effiziente Screeningsysteme einzusetzen. Hochdurchsatz-Screeningsysteme sind hierfiir
am besten geeignet, da Metagenombibliotheken sehr umfangreich sein konnen (eine Mil-
lion Klone sind keine Seltenheit) und oftmals nur eine geringe Ausbeute an Klonen mit
enzymatischer Aktivitit zu erwarten ist.% (4) Eine Alternative zum Hochdurchsatz-Screen-
ing ist der Einsatz von Selektionssystemen. Dazu werden Mikroorganismenstdémme kon-
struiert, die nur dann wachsen kénnen, wenn sie eine gesuchte Enzymaktivitit besitzen.
Hierbei kann ein entstehendes Produkt beispielsweise als alleinige Kohlenstoffquelle fiir
den Produktionswirt E. coli dienen.

Nach der Identifizierung neuer Enzyme beginnt der zeitaufwindigste Teil auf dem We-
ge zum biotechnologisch verwendbaren Biokatalysator: Es erfolgt die Sequenzierung der
Enzymgene, deren Klonierung und Uberexpression und schlieBlich die Reinigung und
Charakterisierung der Enzymproteine. Bisher sind nur wenige Enzyme metagenomischer
Herkunft genauer untersucht worden; hierzu zihlen verschiedene Esterasen, die wir in
enger Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Univ.-Prof. Dr. W. Streit (Universitét
Hamburg) biochemisch charakterisiert haben.” In Kooperation mit Professor B. W. Dijk-
stra (Universitdt Groningen, Niederlande) gelang es uns kiirzlich, die dreidimensionale
Struktur einer dieser metagenomischen Esterasen zu bestimmen.

Die vergleichsweise noch sehr junge Metagenomforschung wird in Zukunft eine immer
bedeutendere Rolle in der Weilen Biotechnologie spielen. Dabei wird die Weiterentwick-
lung und Verfeinerung der Methoden zur Identifizierung, Klonierung, funktionellen Uber-
expression und biochemischen Charakterisierung von neuen Biokatalysatoren es ermog-
lichen, in immer kiirzerer Zeit neue Biokatalysatoren mit gewiinschter Aktivitit, Spezifitét
und Stabilitit bereitzustellen.

Neue Expressionssysteme

Neue Biokatalysatoren konnen nur dann fiir die Weile Biotechnologie nutzbar gemacht
werden, wenn es gelingt, sie in ausreichender Menge herzustellen, um ihre Eignung unter
Prozessbedingungen zu untersuchen. Deshalb befasst sich unser Institut mit mikrobieller
Expressionstechnologie. Mogliche zelluldre Limitierungen fiir die Synthese von Biokata-
lysatoren werden identifiziert und anschlieSend optimiert, um eine effizientere Produktion
heterologer Proteine zu ermoglichen.

MaBgeschneiderte Expressionsorganismen (designer bugs)

Die Uberproduktion eines heterologen Biokatalysators stellt fiir die produzierende Zelle
eine nicht-natiirliche Stresssituation dar, deshalb erfordert die Optimierung der Protein-
ausbeuten oftmals umfangreiche genetische und physiologische Manipulationen. Klassi-

5 Vgl. Leggewie et al. (2006b: 281).
6 Vgl. Henne et al. (2000: 3113).
7 Vgl. Elend et al. (2006: 3637).
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sche Verdnderungen sind die Optimierung von Plasmidkopienzahlen und Promotorstédrken
sowie die Anpassung heterologer Gene an die Codon-Benutzung des verwendeten Wirts-
stamms (,,Codon-Optimierung®). Weiterhin kann die Proteinproduktion individuell opti-
miert werden durch Inaktivierung ,,negativer* Zellfunktionen (z. B. die Deletion von Pro-
teasegenen) oder Uberproduktion ,,positiver” Faktoren (z. B. zelluldrer Faltungshelfer, der
so genannten Chaperone).® Ein Beispiel fiir die Konstruktion eines maBgeschneiderten Ex-
pressionsorganismus ist ein genetisch verdnderter Stamm des gramnegativen Bakteriums
Pseudomonas putida, der in der Lage ist, eine biotechnologisch relevante Lipase aus dem
pathogenen Bakterium P. aeruginosa heterolog zu sekretieren (Abb. 3). Hierzu wurden die
Gene aller akzessorischen Proteine, die zur Produktion dieser Lipase im Ausgangsstamm
notwendig sind, in den nicht-pathogenen Stamm P. putida transferiert, in diesem Falle ein
spezifisches Chaperon-Gen und zwolf weitere Gene, die zur Bildung eines kompletten
Sekretionsapparats vom Typ II erforderlich sind. Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass
die funktionelle Koexpression dieser Gene zur Sekretion der Lipase in das Kulturmedium
fiihrt.?

Der Einsatz genombasierter Analysetechniken wie Transcriptomics, Proteomics und
Metabolomics erlaubt in Zukunft die effiziente und schnelle Parallelanalyse zahlreicher
physiologischer Vorginge innerhalb einer Zelle als Stressreaktion auf die Proteiniiberpro-
duktion. Solche Analysen werden genutzt fiir eine gezielte Optimierung der Wirtsorganis-
men im Hinblick auf die Uberproduktion von Biokatalysatoren.

Neue mikrobielle Expressionsstimme

Ein entscheidendes Kriterium fiir die erfolgreiche Anwendung eines Biokatalysators in
der WeiBen Biotechnologie ist die Identifizierung eines zur Uberexpression geeigneten
Mikroorganismus. Neben dem ,klassischen® Wirtsorganismus E. coli, der vor allem zur
Expression 16slicher Proteine verwendet wird, finden grampositive Bakterien wie Bacillus
subtilis oder B. licheniformis Verwendung; vor allem, wenn die Sekretion des Biokata-
lysators aus der Bakterienzelle erwiinscht ist. Viele Biotechnologieunternehmen verwen-
den ein Portfolio aus verschiedenen Expressionsstimmen bestehend aus bakteriellen und
eukaryontischen Mikroorganismen. Schon aus Kostengriinden muss hierbei die Zahl der
verwendeten Expressionsstimme moglichst klein gehalten werden, daher sind Stimme
mit einem breiten Spektrum an metabolischen und physiologischen Fihigkeiten besonders
attraktiv. Hierzu zdhlen zweifellos die gramnegativen Bakterien der Gattungen Pseudo-
monas und Burkholderia, deren Genomsequenzen entweder schon bekannt sind!© oder
zurzeit mit Beteiligung unserer Arbeitsgruppe sequenziert werden.'! Eine sehr interessan-
te Eigenschaft dieser Bakterien, die sie von Standard-Expressionswirten wie E. coli un-
terscheidet, ist das Vorhandensein mehrerer komplexer Maschinerien zur Sekretion von
Proteinen,!? die prinzipiell genutzt werden konnen, um produzierte Biokatalysatoren in
das Kulturmedium auszuschleusen, was eine einfache Abtrennung von den produzieren-
den Zellen ermoglicht und zu einer signifikanten Reduktion der Kosten fiir die Gewinnung

8 Vgl. Rosenau et al. (2004: 152).

 Vgl. Rosenau und Jaeger (2004: 491).

10 pseudomonas putida KT2440; vgl. Nelson et al. (2002: 799).

"1 Burkholderia glumae PG1, http://www.g2l.bio.uni-goettingen.de/projects/c_projects.html (18.09.2006).
12 Vgl. Rosenau und Jaeger (2004: 491) und Rosenau und Jaeger (2003: 617).
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@ Lipase extrazelluldarer Raum

Sekretionsapparat

auBere Membran

Periplasma

Prilipase innere Membran

T Translation
m-RNA Zytoplasma

T Transkription
—EA{ i > Gene fir Lipase und Foldase
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Abb. 3: Die Bildung und Freisetzung einer extrazellularen Lipase durch das Bakterium Pseudomonas
aeruginosa ist ein komplizierter Prozess. Das Enzym wird von einem Lipasegen /ipA kodiert,
das zusammen mit einem zweiten Gen if, das eine fir diese Lipase spezifische Foldase ko-
diert, ein Operon bildet. Nach der Transkription dieser Gene erfolgt die Translation der ent-
standenen mRNA, d.h. deren Ubersetzung in das Lipaseprotein an den Ribosomen. Dann
erfolgt die Sekretion des bis dahin noch ungefaltenen Lipaseproteins durch die Zytoplasma-
membran der Bakterien, wobei die so genannte Signalsequenz (schwarz) abgespalten wird.
Beim Durchtritt durch die Zytoplasmamembran erfolgt der Kontakt des Lipaseproteins mit der
Foldase Lif, die in dieser Membran verankert ist. Das Enzym wird dann im Periplasma (dem
Raum zwischen der Zytoplasma- und der &uBeren Membran) in seine enzymatisch aktive Kon-
formation Uberflihrt, wobei ein so genanntes Dsb-Protein eine Disulfidbriicke kniipft; dann wird
die Lipase in das umgebende Medium sekretiert. Hierzu ist ein komplexer Sekretionsapparat
erforderlich, der aus zwélf verschiedenen Proteinen besteht (der so genannte Typ-II-Sekreti-
onsapparat). Aus dem Kulturiiberstand kann die Lipase dann isoliert und fir biotechnologische
Anwendungen verwendet werden.

eines Biokatalysators fiihrt. Dies ist einer der Griinde, weshalb das Bakterium B. glumae
zur industriellen Produktion einer Lipase eingesetzt wird.'3

Die heterologe Produktion von Membranproteinen und Enzymen, die komplexe Redox-
Kofaktoren bendtigen, ist nach wie vor sehr schwierig. In diesem Zusammenhang weist
das phototrophe Bakterium Rhodobacter capsulatus aufgrund seiner besonderen Physiolo-
gie gegeniiber anderen mikrobiellen Expressionswirten entscheidende Vorteile auf, die die

13 vgl. Schmid ez al. (2001: 258).
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Uberexpression der genannten Problemproteine in aktiver Form ermoglichen (Abb. 4):14
Unter phototrophen Wuchsbedingungen bildet R. capsulatus ein enorm vergroflertes ve-
sikuldres Membransystem aus, das eine hohe intrinsische Aufnahmekapazitit fiir Mem-
branproteine aufweist. Dariiber hinaus ist das Bakterium unter diesen Bedingungen in der
Lage, nahezu alle beschriebenen Redox-Kofaktoren in groen Mengen zu synthetisieren
und in entsprechende (heterologe) Proteine einzubauen. MaBgeschneiderte Uberexpres-
sionsvektoren mit Rhodobacter-spezifischen Kontrollelementen sowie zielgerichtet opti-
mierte Expressionsstimme, die am Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie entwickelt
wurden, erlauben zudem die koordinierte Induktion der Membran- oder Kofaktorsynthese
zusammen mit der effizienten Synthese des entsprechenden heterologen Zielproteins.

Rhodobacter capsulatus

photoautotrophes heterotrophes
Wachstum
} i }
Heterologe Synthese Nachhaltige Synthese von Bereitstellung neuer
neuer Biokatalysatoren || Spezial- und Feinchemikalien | nachwachsender Rohstoffe
z.B. Membranproteine z.B. Carotinoide z.B. hochwertige Biomasse
Redoxenzyme Lipide Bioenergie (H,)

Abb. 4: Einsatzmdglichkeiten des phototrophen Bakteriums Rhodobacter capsulatus fir die WeiBe
Biotechnologie.

Phototrophe Bakterien fiir eine nachhaltige Weifle Biotechnologie

Anoxygen-phototrophe Mikroorganismen wie das gramnegative Purpurbakterium R. cap-
sulatus werden trotz ihres vielseitigen Zellstoffwechsels und des groflen Potenzials fiir bio-
technologische Produktionsverfahren bislang kaum eingesetzt. Dabei bieten phototrophe

14 Vgl. Drepper et al. (2005: 56).
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Bakterien im Gegensatz zu herkommlichen Mikroorganismen einige Vorteile. Beispiels-
weise kann R. capsulatus unter phototrophen Wuchsbedingungen mit Licht als einziger
Energiequelle auskommen. Das Bakterium vereint dabei auf hocheffiziente Weise ener-
getische und stoffliche Kreisldufe, was es zu einem idealen Modellorganismus fiir eine
zukunftsweisende phototrophe Biotechnologie macht. Unsere Forschungs- und Entwick-
lungsziele im Bereich der phototrophen Biotechnologie umfassen die nachhaltige Produk-
tion von (1) chemischen Produkten und (2) nachwachsenden Rohstoffen (Abb. 4).

Verwendung von R. capsulatus als lichtbetriebene Zellfabrik fiir die
nachhaltige Produktion von Wertstoffen

Grundsitzlich dhnelt das Konzept, phototrophe Bakterien wie R. capsulatus fiir biotech-
nologische Anwendungen zu nutzen, Zielen der konventionellen Landwirtschaft: Elemen-
tare Stoffwechselleistungen wie die Photosynthese und CO,-Fixierung werden hier ge-
nau wie bei herkommlichen Nutzpflanzen eingesetzt, um Biomasse Energie sparend und
CO,-neutral zu erzeugen. Zusitzlich bietet R. capsulatus gegeniiber Pflanzen und Algen
den Vorteil, Luftstickstoff (N,) biologisch fixieren zu konnen.' Ein Entwicklungsziel am
Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie ist somit, R. capsulatus fiir die photobiotech-
nologische Produktion von Spezial- und Feinchemikalien sowie fiir die Erzeugung von
Biowasserstoff als erneuerbare Energiequelle einzusetzen: (1) Mit Hilfe von Metabolic
Design werden neue R. capsulatus Produktionsstimme erzeugt, die speziell lipophile Ver-
bindungen wie z.B. Carotinoide oder Lipide in grofen Mengen synthetisieren und im
photosynthetischen Membransystem speichern konnen. (2) R. capsulatus ist ein idealer
Organismus, um mit Hilfe von Nitrogenasen'® und Hydrogenasen'” aus Sonnenenergie
Biowasserstoff als alternative Energiequelle zu erzeugen. Auch hier konnen durch kon-
sequente Stammverbesserungen verschiedene physiologische Engpisse, die die Effizienz
der Wasserstoffsynthese deutlich herabsetzen, iiberwunden werden,!8 was in Zukunft eine
hocheffektive H,-Produktion mit R. capsulatus ermdglichen wird.

Molekulares Enzymdesign durch gerichtete Evolution

Enzyme wurden als zelluldre Biokatalysatoren im Rahmen natiirlicher Evolutionsprozesse
an ihre natiirliche Umgebung angepasst; diese ist normalerweise ein wissriges Milieu bei
neutralem pH-Wert sowie Normaldruck und moderaten Temperaturen. Der Einsatz von
Biokatalysatoren fiir die Weille Biotechnologie erfordert aber Umsetzungen mit nicht-na-
tiirlichen Substraten unter ebenfalls nicht-natiirlichen Reaktionsbedingungen. Ein Beispiel
ist die chirale Synthese von Hydroxynitrilen: Die durch die Oxynitrilase katalysierte Ad-
dition von Blausédure an Aldehyde oder Ketone muss in saurem Milieu (pH-Wert kleiner
als 5,5) durchgefiihrt werden, um der Stabilitidt der Produkte Rechnung zu tragen; entspre-
chende Anforderungen sind an die pH-Stabilitit der Enzyme zu stellen. Ein anderes héiufig
auftretendes Problem ist die fehlende Loslichkeit von Edukten und Produkten in Wasser.

15 Vgl. Masepohl e al. (2004: 141).
16 Vgl. Masepohl et al. (2004: 141).
17 Vgl. Vignais und Colbeau (2004: 159).
18 val. Drepper et al. (2003: 2203).
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Hier muss eine Biokatalysereaktion in organischen Losungsmitteln stattfinden; auch dafiir
sind natiirliche Enzyme oftmals ungeeignet.

Losungen zu diesen Fragestellungen bieten die Techniken des Enzyme Engineering, wo-
bei die rdumliche Struktur eines Enzyms aufgeklirt und dann mit molekularbiologischen
Methoden zielgerichtet manipuliert wird, um gewiinschte neue Eigenschaften zu entwi-
ckeln. Allerdings ist nur fiir wenige Enzyme die dreidimensionale Struktur bekannt, so
dass rationales Enzymdesign in der Mehrzahl der Fille nicht angewendet werden kann.
Ein alternativer molekularbiologischer Losungsansatz kommt prinzipiell ohne jegliche
Struktur und Funktionskenntnis aus und ist dem natiirlichen Evolutionsprinzip aus zufl-
liger Mutation und anschlieBender Selektion nachempfunden. Dieser Ansatz wird analog
zu seinem natiirlichen Vorbild als gerichtete Evolution bezeichnet. Die Anwendung des
~Mutations-Selektions-Prinzips* wird im Labor durch zahlreiche Methoden zur zufilligen
Mutagenese von Gensequenzen, der Selektion oder dem Screening zum Auffinden verbes-
serter Enzymvarianten moglich. Die Nachahmung des natiirlichen Evolutionsprozesses im
Labor ermoglicht zumindest theoretisch, durch Ausiiben eines entsprechenden ,,Selekti-
onsdrucks® Biokatalysatoren mit jeder gewiinschten Eigenschaft herzustellen. Tatsdchlich
konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass Enzyme mit veridnderter Substratspezi-
fitdt, Thermostabilitdt, Losungsmittelstabilitit und Enantioselektivitdt im Labor evolviert
werden konnen. '’

Umfangreiche Studien zur Entwicklung enantioselektiver Lipasen mittels gerichteter
Evolution wurden und werden an unserem Institut in Kooperation mit den Arbeitsgrup-
pen von Univ.-Prof. Dr. M. T. Reetz und Univ.-Prof. Dr. W. Thiel (Max-Planck-Institut
fiir Kohlenforschung, Miilheim an der Ruhr) durchgefiihrt. Durch aufeinander folgende
Runden von Zufallsmutagenese und Hochdurchsatz-Screening (Abb. 5) konnten die extra-
zelluldren Lipasen aus Pseudomonas aeruginosa (PAL) und Bacillus subtilis (BSL) ge-
geniiber interessanten Modellsubstraten hinsichtlich ihrer Enantioselektivitdten optimiert
werden.?’ Schrittweise konnten so aus dem nicht-enantioselektiven PAL-Wildtyp-Enzym
Varianten mit hoher Enantioselektivitit sowohl gegeniiber dem S-Enantiomer wie dem
R-Enantiomer des Substrats 2-Methyldekansdure-p-Nitrophenylester entwickelt werden.
Auflerdem wurden durch Anwendung komplexer theoretischer Methoden wie quanten-
und molekularmechanischer Computermodellierungen rationale Erkldrungen fiir die ver-
dnderten Enantioselektivititen dieser Lipasevarianten abgeleitet.”! Die Enantioselektivitit
der BSL in der Desymmetrisierung von meso- 1,4-Diacetoxy-2-cyclopenten wurde schritt-
weise verbessert. Interessanterweise zeigte sich hier, dass mit zunehmender Anzahl von
Aminosiureaustauschen im Enzym dessen Stabilitit signifikant abnahm.?> Daher wurde
fiir dieses Enzym eine neue Evolutionsstrategie erprobt, die in einer Kombination aus ra-
tionalem und evolutivem Design besteht und als ,,rationale Evolution‘ beschrieben werden
kann. Zunichst wurden basierend auf der Kenntnis der raumlichen BSL-Struktur?® zusitz-
liche Proteindominen eingefiigt, die das katalytische Zentrum des Enzyms flankieren.?*

19 Vgl. Jaeger und Eggert (2004: 305) sowie Bloom er al. (2005: 447).
2 Vgl. Liebeton et al. (2000: 709) sowie Funke et al. (2003: 67).
2'vgl. Bocola et al. (2004: 214).

22 Vgl. Funke er al. (2003: 67).

23 Vgl. van Pouderoyen ef al. (2001: 215).

24 Vgl. Eggert et al. (2004: 139).



Molekulare Enzymtechnologie — Vom Gen zum industriellen Biokatalysator 511

Im zweiten Schritt, der Evolutionsphase, wurden nun Mutationen in diese zusétzlichen
Elemente eingefiigt mit dem Ziel, in rdumlicher Néhe des katalytischen Zentrums Amino-
sdureaustausche einzubringen, die eine Erhohung der Enantioselektivitidt bewirken, ohne
das Enzymriickgrat zu destabilisieren.

W.-P. Schneider (4)

Zufallsmutagenese

Lipase-Gen

mutierte
Beste Mutante = Start Lipase-Gene

fiir die nachste Runde

exakte Bestimmung der mutierte
Enantioselektivitat Lipase-Proteine
durch Gaschromato- 4P

graphie ¢

“)')

Expression
und Sekretion

>
J*gff‘.(‘ %

Suche nach Mutanten
e mit verbesserter
Enantioselektivitat mit
Hochdurchsatz Verfahren

=

-

R

Abb. 5: Gerichtete Evolution zur Optimierung von Biokatalysatoren. (1) Durch Zufallsmutagenese ei-
nes Ausgangsgens entsteht eine so genannte Mutantenbibliothek. (2) Die Mutantengene wer-
den in Bakterien vermehrt und in Enzyme Ubersetzt. (3) Mit verschiedenen Hochdurchsatz-
Screeningmethoden werden die entstandenen Enzymbibliotheken auf verbesserte Varianten
durchmustert und (4) abschlieBend genauer charakterisiert, bevor sie als Ausgangsmaterial
in neue Evolutionsrunden wieder eingebracht werden. (Bildquelle: Forschungszentrum Jilich).

Die gerichtete Evolution als Kombination von effizienten Mutagenese- und Identifizie-
rungsmethoden wird fiir die zukiinftige Weille Biotechnologie unverzichtbar sein, weil sie
eine schnelle und kostengiinstige Optimierung von Biokatalysatoren fiir unterschiedliche
industrielle Einsatzgebiete ermoglicht.

Neue Biokatalysatoren fiir die Chemie

Fiir spezifische biokatalysierte Reaktionen konnen entweder isolierte Enzyme oder ganze
Zellen eingesetzt werden; die Produkte sind Ausgangsverbindungen oder Zwischenstoffe
fiir chemische Synthesen.
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Enzyme zur Kniipfung von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen

Eine Gruppe von Biokatalysatoren mit enormer Bedeutung fiir die Chemieindustrie sind
Enzyme, die den Aufbau von Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen (C-C-Bindungen) ka-
talysieren. Besonderes Interesse gilt dabei solchen Biokatalysatoren, die chirale Verbin-
dungen als Bausteine fiir bioaktive Substanzen wie Pharmazeutika zugédnglich machen.
Da die verschiedenen Enantiomere eines Molekiils oft sehr unterschiedliche Wirkungen
austiben konnen, wird heute gefordert, dass jeweils beide Enantiomere eines Molekiils ge-
trennt hergestellt und auf ihre Wirkung untersucht werden. Mit klassischen chemischen
Methoden ist die Herstellung einzelner Enantiomere oftmals schwierig; hier sind Bio-
katalysatoren iiberlegen, die aufgrund der eigenen Chiralitit ihrer aktiven Zentren diese
Aufgabe in vielen Fillen sehr leicht 16sen konnen. Wertvolle Bausteine fiir die bioorga-
nische Synthese sind z. B. 2-Hydroxyketone, die durch Folgereaktionen an der Carbonyl-
und der Hydroxylfunktion und auch an den Seitenketten R; und R, (Abb. 6) vielseitig
modifiziert werden. Sie sind Bausteine z. B. der Taxolseitenkette, des Ephedrins und des
Bupropions, dem Wirkstoff der ,,Raucherentwohnungspille®.

(0] 0O 0}

)J\ )L ThDP )k/Rz
Ri H H Ro —» R :
+ :
Enzym =
OH
Aldehyd 1 Aldehyd 2 2-Hydroxyketon

Abb. 6: Schematische Darstellung der Verknlipfung zweier Aldehyde zu einem chiralen 2-Hydroxyke-
ton. Diese Reaktion kann von Thiamindiphosphat-abhangigen Enzymen katalysiert werden.

Geeignete Biokatalysatoren fiir den Aufbau solcher Molekiile enthalten den Kofaktor
Thiamindiphosphat. Dieser ermdglicht durch eine ,,Umpolungsreaktion® der Reaktivitét
an der Carbonylfunktion die C-C-Verkniipfung zwischen zwei Aldehyden zu chiralen 2-
Hydroxyketonen (Abb. 6).% Sowohl die Chiralitit als auch die Art und GréBe der Sei-
tenketten konnen durch die Wahl des entsprechenden Biokatalysators beeinflusst werden.
Bedingt durch Unterschiede in der Groe und Form der aktiven Zentren, die tief im In-
neren dieser Enzyme liegen und durch einen schmalen Kanal zuginglich sind, andern sich
das Substratspektrum und auch die Enantioselektivitit. Das Spektrum der enzymatisch
zuginglichen 2-Hydroxyketone ist somit unmittelbar von der Diversitit der verfiigbaren
Biokatalysatoren abhéngig. Durch Kombination geeigneter Enzyme kann daher ein ,,Bau-
kasten‘ zur Herstellung vieler verschiedener Zwischenstufen fiir die organische Synthese
bereitgestellt werden. Mit drei bereits gut charakterisierten Enzymen — der Pyruvatde-
carboxylase aus Zymomonas mobilis, der Benzoylformiatdecarboxylase aus Pseudomonas
putida und der Benzaldehydlyase aus Pseudomonas fluoreszenz — sowie diversen Vari-
anten dieser Biokatalysatoren konnte bereits ein wesentlicher Grundstein fiir den Aufbau
eines solchen Baukastens gelegt werden.? Dieser wird stetig erweitert durch die konti-

25 Vgl. Pohl ez al. (2002: 5288) sowie Pohl er al. (2004: 335).
26 Vgl. Iding et al. (2000: 1483), Diinkelmann et al. (2002: 12084) sowie Lingen et al. (2002: 585).
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nuierliche Untersuchung und Optimierung neuer ThDP-abhédngiger Enzyme hinsichtlich
ihres Potenzials zur C-C-Verkniipfung und deren Optimierung im Hinblick auf technisch
relevante Aspekte wie Stabilitit und Substratspektrum. Hierzu werden einerseits moleku-
larbiologische Methoden wie die gerichtete Evolution und das rationale Proteindesign ein-
gesetzt, andererseits werden die Selektivitidt und Stabilitit dieser Biokatalysatoren durch
reaktionstechnische Anpassung der jeweiligen biokatalytischen Reaktionen optimiert. Ziel
ist der Aufbau einer Enzymbibliothek, durch die eine enantiomere Hydroxyketonbiblio-
thek mit maximaler Diversitit zuginglich ist. Auf diesem Weg sollen neue Syntheserouten
zu interessanten Produkten aufgezeigt werden, die den Anteil biokatalytischer Teilschritte
beim Aufbau komplexer Molekiile weiter steigern sollen.

Ganzzellbiokatalyse zur Synthese chiraler Alkohole

Die asymmetrische Reduktion prochiraler Ketone ist eine der wichtigsten Reaktionen in
der organischen Synthese. Enantiomerenreine Alkohole sind bedeutende chirale Bausteine
der industriellen Spezial- und Feinchemie, deren Darstellung mit chemischen oder bioka-
talytischen Methoden erfolgen kann. Nachteile von chemischen Verfahren sind héufig ex-
treme Reaktionsbedingungen sowie unzureichende optische Ausbeuten. Der Einsatz von
Enzymen und dabei vor allem von ADHs hat entscheidende Vorteile, zu nennen ist hier
insbesondere die Durchfithrung der Reaktionen unter milden Bedingungen und in wiss-
rigen Systemen. Viele ADHs sind abhingig von den Nicotinamid-Kofaktoren NAD oder
NADP und katalysieren den reversiblen Transfer eines Hydridions von NAD(P)H auf ei-
ne Carbonylverbindung. Aufgrund des hohen Preises ist die Regenerierung der oxidierten
Kofaktoren sehr wichtig, die durch den Zusatz eines zweiten Substrats oder aber durch ein
zweites Enzym (Abb. 7) erfolgen kann.

Zwei fiir industrielle Anwendungen sehr interessante ADHs wurden in unserem Institut
isoliert und charakterisiert: eine (R)-spezifische, NADP-abhingige ADH aus Lactobacil-
lus- und ein (S)-spezifisches NAD-abhingiges Enzym aus Rhodococcus-Staimmen. Diese
Enzyme setzen ein breites Spektrum an Ketonen und Ketoestern stereospezifisch um und
zeigen beide als gereinigte Proteine hohe Aktivititen.?” Beide Enzyme sind auch rekom-
binant verfiigbar, so dass eine praktisch unbegrenzte Enzymversorgung gewihrleistet ist.
Tabelle 1 zeigt einige Produkte, die mit diesen beiden Enzymen prépariert werden konnen,
wobei die Substrate auch bei hohen Konzentrationen (bis zu 1M) mit hoher Enantioselek-
tivitdt reduziert werden.

Eine elegante Methode zur Produktion grofler Mengen an ADH mit simultaner Kofak-
torregenerierung stellt die Koexpression von ADH mit einem kofaktorregenerierendem
Enzym dar.?® Aus diesem Grund wurde die (R)-spezifische NADP-abhiingige ADH aus
Lactobacillus kefir > mit einer Reihe von Enzymen koexprimiert, die NADPH regenerie-
ren.’” Als kofaktorregenerierende Enzyme wurden Glucose-Dehydrogenase (GDH) aus B.
subtilis, Malic Enzyme (MAE) aus E. coli, Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) aus B. subtilis,
Formiat-Dehydrogenase (FDH) aus Candida boidinii sowie FDH gekoppelt mit Pyridin-

27 (R)-ADH: 350 U/mg; (S)-ADH: 1.000 U/mg.

2 Vgl. Kataoka et al. (1997: 699).

2 Vgl. Weckbecker und Hummel (im Druck), Hummel (1990: 15) sowie Bradshaw et al. (1992: 1532).
30 vgl. Weckbecker (2005).
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O OH

)l\ Alkohol-Dehydrogenase )\

R R’ R R
prochirales / \ chiraler

Keton Alkohol
NADPH + H* NADP™*
Co-Produkt regenerierendes Co-Edukt

Enzym

Abb. 7: Prinzip der enzymgekoppelten NADPH-Regenerierung.

(R)-Alkohol-Dehydrogenase (S)-Alkohol-Dehydrogenase
(Lactobacillus sp.) (Rhodococcus sp.)
oH oH
@/\/Br /@/k
cl
(5)-2-Bromo-1-(4-bromo- (S)-4-Cl-Phenylethanol
phenyl)-ethanol
(97 % ee) >99 % ee)
OH '
(R,R)-2,5-Hexandiol (S5)-4-Br-Phenylethanol
(>99 % ee) (97 % ee)
Cl OH
OH O O
C'\womu
(85)-6-Cl-5-hydroxy-3-oxo- (S5)-2-Cl-Phenylethanol
hexanséure-tert-butylester
(>99,5 % ee) (>99 % ee)
OH OH
H OEt
/\/\COQMe @/\/H(
SiMes (o]
(R)-4-Hydroxy-6- (R)-2-Hydroxy-4-phenyl-
trimethylsilanyl-hex-5-inséure- buttersdure-ethylester
methylester
(97 % ee) (96 % ee)
oH OoH
s¥Weg o
o
(R)-1-(4-Phenoxy-phenyl)-ethanol | (S)-1-Phenoxy-propan-2-ol
(>99 % ee) (>99 % ee)

Tabelle 1: Beispiele fiir Produkte, die mit der (R)- bzw. (S)-ADH durch Reduktion der Ketonvorstufe
entsprechend Abbildung 7 hergestellt werden kdnnen.
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Nucleotid-Transhydrogenase (PNT) aus E. coli verwendet.>! Im Gegensatz zu den ande-
ren regenerierenden Enzymen ist die FDH strikt NAD-abhingig. Sie wurde gewihlt, um
die geringe NAD-Nebenaktivitit der ADH auszunutzen. Das System mit PNT, die den
Transfer von Redoxdquivalenten zwischen NADPH und NAD katalysiert, beruht dagegen
wiederum auf der NADP-Abhingigkeit der ADH.

Nach der Konstruktion und Charakterisierung der Ganzzellbiokatalysatoren wurden ver-
schiedene prochirale Ketone als Substrate in Ganzzellbiotransformationen eingesetzt. Als
Beispiel wird hier Acetophenon, das Standardsubstrat der ADH aus L. kefir, beschrie-
ben. Die spezifischen Zellaktivititen, die bei der Reduktion von 10 mM Acetophenon
mit den unterschiedlichen Systemen erreicht wurden, lagen im Bereich von ein bis 3.000
Enzymeinheiten pro Gramm Zellfeuchtmasse, wobei mit dem System ADH-GDH mit Ab-
stand die besten Ausbeuten erreicht wurden. Das System GDH-ADH enthilt zwar die glei-
chen Enzyme, allerdings ist die Reihenfolge der Gene auf dem Plasmid umgekehrt. Dieses
Konstrukt lieferte deutlich schlechtere Zellaktivititen (1.500 Enzymeinheiten pro Gramm
Zellfeuchtmasse), was ein Beweis dafiir ist, dass nicht nur die Expression der jeweiligen
Enzyme, sondern auch deren Verhiltnis zueinander eine wichtige Rolle spielt. Die beiden
Systeme, die die FDH enthalten, lieferten dagegen vergleichsweise schlechte Ausbeuten
(ein bis drei Enzymeinheiten pro Gramm Zellfeuchtmasse).

Die hohen erreichten Zellaktivitdten der meisten Systeme sind ein MaB fiir die Qualitét
dieser Ganzzellbiokatalysatoren und zeigen, dass mit diesen Stimmen effiziente asymme-
trische Reduktionen moglich sind. Alle Reaktionen verliefen zudem mit ausgezeichneten
Enantioselektivititen von mehr als 99,9 Prozent ee. Dieses biokatalytische Verfahren ist
also ein Paradebeispiel fiir die Effizienz der Weiflen Biotechnologie zur Herstellung einer
Vielzahl chiraler Verbindungen mit hohen optischen Ausbeuten und unter milden Reak-
tionsbedingungen.
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