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Bakterielle Acyltransferasen bilden eine neue Enzymklasse, als deren
erstes Mitglied die WS/DGAT in Acinetobacter baylyi ADPI identi-
fiziert wurde. Ihre geringe Spezifitit wurde fiir zahlreiche biotechno-
logische Anwendungen zur Lipidmodifizierung genutzt, ein Gebiet,
auf dem bisher hauptsichlich Lipasen Verwendung finden. Beispiele
sind die Biosynthesen von Jojoba-dhnlichen Wachsestern und von
Fettsdureethylestern. Dariiber hinaus lassen sich mit diesen Enzymen
Acylthioester synthetisieren. Acyltransferasen sind eine mogliche Al-
ternative zu Lipasen. Mit ihnen konnen Acyloxoester und Acylthio-
ester statt durch In-vitro-Katalyse im Enzymreaktor in vivo durch
Ganzzellkatalyse hergestellt werden. In diesem Kurzaufsatz beleuch-
ten wir die biotechnologische Verwendung der Acyltransferasen fiir die
Produktion von modifizierten Lipiden, ausgehend von erneuerbaren

borkumensis und Thalassolituus olei-
vorans, beschrieben.'*"! Diese Ol ab-
bauenden Bakterien sind auf den Ab-
bau von Kohlenwasserstoffen spezia-

Rohstoffen.

1. Einleitung

In Prokaryoten sind Polyhydroxyalkansiuren (PHAs) die
am weitesten verbreiteten und am besten untersuchten
Speicherstoffe.?! Sie bilden eine sehr heterogene Klasse von
Polyestern, mit iiber 150 verschiedenen Hydroxyalkansdure-
Bestandteilen. Seit kurzem wéchst das Interesse an weiteren
intrazelluldren Speicherstoffen wie Cyanophycin, Triacyl-
glyceriden (TAGs) und Wachsestern (WEs).”! TAGs und
WEs wirken in Bakterien als Kohlenstoff- und Energiespei-
cher. Vor allem WEs sind in der Gattung Acinetobacter weit
verbreitet.*"] In einigen Fillen wurde die WE-Speicherung
auch fiir Mitglieder der Gattung Moraxella und Micrococcus
beschrieben.®*! In letzter Zeit wurden immer mehr Beispiele
fiir Wachsester speichernde Bakterien innerhalb der Gruppe
der Alkan abbauenden Mikroorganismen, wie Marinobacter
hydrocarbonoclasticus, Alcanivorax jadensis, Alcanivorax
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lisiert.">'? Eine Besonderheit dieser

Bakterien, vor allem von A. borku-

mensis, ist ihre Fihigkeit, lange Hun-

gerzeiten zu iiberdauern und sich an-
schlieBend in mit Ol verschmutztem Wasser rasch zu ver-
mehren. Es wird angenommen, dass die Akkumulation von
Speicherlipiden eine mogliche Adaption zum Uberstehen
solch ungiinstiger Bedingungen darstellt.'*! Die TAG-
Speicherung findet sich hiufig bei der Gruppe der Acti-
nomyceten, vor allem der Gattungen Mycobacterium, Strep-
tomyces, Rhodococcus und Nocardia. Gespeicherte TAGs
wirken tiberwiegend als Speicherstoff, aber auch ein Einfluss
auf die Regulation der Membranfluiditét sowie ihre Funktion
als Depot fiir Reduktionsiquivalente wird diskutiert."*! Ein
zusidtzlicher interessanter Aspekt des TAG-Stoffwechsels ist
die Fahigkeit von M. tuberculosis, TAGs unter Nichtvirulenz-
wie auch unter Virulenzbedingungen zu akkumulieren. Ein
moglicher Einfluss des TAG-Metabolismus auf die Pathoge-
nese dieses Bakteriums wird diskutiert.!>1]

In Eukaryoten sind verschiedene spezialisierte Enzym-
klassen fiir die Synthese von TAGs und Wachsestern verant-
wortlich.'”! Erst vor kurzem wurde eine neue Klasse von
Acyltransferasen in Bakterien identifiziert. Es wurde festge-
stellt, das sie sowohl den letzten Schritt der TAG-Biosynthese
als auch den der WE-Biosynthese katalysieren (Schema 1).
Aufgrund ihrer physiologischen Reaktionen wurden sie
Wachsester-Synthasen/Acyl-CoA :Diacylglycerin-Acyltrans-
ferasen (WS/DGATs; CoA = Coenzym A) genannt.['%17)
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Schema 1. Typische In-vivo-Reaktionen, die von bakteriellen Acyltrans-
ferasen der WS/DGAT-Familie katalysiert werden. A) Wachsester-Syn-
thase-Reaktion; B) Diacylglycerin-Acyltransferase-Reaktion.

Fiir die chemische Industrie sind Oleochemikalien von
Interesse. Besonders die Wachsester haben viele mogliche
Anwendungen, z.B. als Schmiermittel und Futtermittelzusatz
sowie in der kosmetischen und medizinischen Industrie. Erste
biotechnologische Prozesse auf WS/DGAT-Basis wurden
bereits entwickelt und werden in den folgenden Abschnitten
diskutiert. Heutzutage werden Wachsester hauptsichlich
chemisch oder mithilfe immobilisierter Lipasen produziert.””!
Lipasevermittelte Katalysen erfordern jedoch die chemische
Produktion von Fettalkoholen als Substrat. Im Unterschied
dazu ermoglicht die Verwendung der WS/DGATSs die WE-
Biosynthese ausgehend von giinstigen erneuerbaren Res-
sourcen, z.B. Fettsiuren oder Kohlenhydraten.”'

Tim Stéveken, geboren 1975, studierte an
der Universitiit Miinster Biologie und been-
dete seine Diplomarbeit in der Arbeitsgrup-
pe von Prof. Steinbiichel im Herbst 2003.
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2. WS/DGATs - eine neue Klasse von
Acyltransferasen

In eukaryotischen Organismen sind zahlreiche Enzyme
bekannt, welche die Ubertragung von langkettigen Acylres-
ten katalysieren. Dies sind Mitglieder der DGAT1 und
DGAT2-Familie sowie die Phospholipid:DAG-Acyltransfe-
rasen, welche die TAG-Synthese vermitteln, oder die Coen-
zym-A-abhingige Wachsester-Synthase aus Jojoba (Sim-
mondsia chinensis)."***! Eingehend charakterisiert wurden
bisher nur die Wachsester-Synthase aus Jojoba und eine
Diacylglycerin-Acyltransferase aus Mortierella ramanniana
var. angulispora.>*)

Zwar wurden bereits zahlreiche Lipid speichernde Bak-
terien beschrieben, allerdings ist bislang nur wenig iiber die
beteiligten Enzyme bekannt. Die erste bakterielle, langket-
tige Acylreste iibertragende Acyltransferase, die den letzten
Schritt sowohl des TAG- als auch des WE-Stoffwechsels ka-
talysiert, wurde 2003 in A. baylyi ADP1 (frither A. calcoace-
ticus ADP1) identifiziert. Dieses Enzym wird durch das Gen
atfA kodiert."™® Das Protein wurde als difunktionelles Enzym
beschrieben, das die Acyl-Coenzym-A-abhingige Acylierung
von Diacylglyceriden wie auch Fettalkoholen katalysiert.
Dieses neuartige Enzym wies keinerlei Homologien zu be-
kannten eukaryotischen DAG-Acyltransferasen oder der Jo-
joba-Wachsester-Synthase auf. Dariiber hinaus konnten keine
Homologien zu anderen bekannten Genen in den Daten-
banken gefunden werden.™ Im Unterschied zu den eukary-
otischen WS- und DGAT-Enzymen, bei denen es sich immer
um Membranproteine handelt, ist die WS/DGAT eher am-
phiphil und nur lose iiber elektrostatische Wechselwirkungen
mit der Membran assoziiert.*>=*)

Zur gleichen Zeit wurde eine weitere Familie von Acyl-
transferasen beschrieben, die langkettige Acylreste iibertra-
gen. Diese so genannten Polyketid-assoziierten Proteine
(Pap) wurden zusétzlich zu den oben genannten WS/DGAT-
Enzymen nahezu ausschlieBlich in Mycobakterien gefunden;
nur ein homologes Gen wurde in Streptomyces coelicolor
identifiziert.®” Obwohl diese beiden Enzymfamilien einige in
Abschnitt 4 diskutierte Ahnlichkeiten aufweisen, gleichen
ihre Sequenzen einander nicht. Das Auftreten zweier unab-
hingiger Acyltransferasen in Mycobakterien unterstreicht die
Wichtigkeit von Lipid synthetisierenden oder modifizieren-
den Enzymen fiir diese pathogenen Bakterien.
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3. Katalytisches Potenzial bakterieller
Acyltransferasen

Die Acyltransferasen haben auch wegen ihres aufleror-
dentlich breiten Substratspektrums Interesse geweckt.!'”] Die
WS/DGAT aus A. baylyi ADP1 beispielsweise stellte sich als
nahezu generelle Acyltransferase heraus. Die WS/DGAT
akzeptiert lineare Alkohole von Ethanol bis zu Triacontanol.
Die hochsten Aktivititen wurden fiir Alkohole mittlerer
Kettenldnge zwischen Tetradecanol und Octadecanol ge-
messen. Die Aktivitidt gegeniiber Ethanol oder Butanol war
gering, aber auch diese wurden als Substrate akzeptiert. Bei
langkettigen Alkoholen mit mehr Kohlenstoffatomen als
Dodecanol nahm die Aktivitdt mit steigender Kettenlédnge ab,
allerdings wurde selbst Triacontanol noch als Substrat ak-
zeptiert. Die Spezifitit gegeniiber der zweiten Komponente
der WS-Reaktion, den Acyl-CoA-Thioestern, wurde nur fiir
Thioester mit Acylresten mit C,—C,-Ketten analysiert. Alle
diese untersuchten Acyl-CoA-Substrate konnten effizient als
Acyldonoren verwendet werden. Die hochsten Aktivitdten
wurden aber mit Kohlenstoffkettenldngen im Bereich C;,—C4
erhalten. Der Vergleich der priméiren und sekundédren Al-
kohole 1-, 2- und 3-Decanol zeigte eine klare Préferenz fiir
den primiren Alkohol, wobei jedoch auch die beiden se-
kundéren Alkohole als Substrate akzeptiert wurden.

Mit der WS/DGAT lieBen sich jedoch nicht nur Wachs-
monoester synthetisieren: Die Bildung von Wachsdiestern
wurde anhand der WS/DGAT-vermittelten zweifachen Acy-
lierung von Hexadecandiol demonstriert. Auf3er den natiirli-
chen Substraten, den linearen Alkoholen, acylierte das En-
zym auch cyclische, aliphatische und aromatische Alkohole.
Selbst die enzymkatalysierte Acylierung von Cyclohexano-
noxim wurde demonstriert. Die Acylierung von Steroiden
wurde sowohl fiir Cholesterin als auch fiir Ergosterin anhand
von Lysaten WS/DGAT exprimierender E.-coli-Zellen nach-
gewiesen. Interessanterweise fiihrte die Expression des atfA-
Gens in einer Vierfachmutante von Saccharomyces cerevisiae,
die nicht mehr in der Lage war, TAG oder Sterolester zu
synthetisieren, zur Wiederherstellung der TAG-Synthese,
nicht aber der Sterolestersynthese.”"! Dariiber hinaus kata-
lysiert das Enzym nicht nur die Bildung von Oxoestern aus-
gehend von langkettigen Fettalkoholen und langkettigen
Fettsduren, sondern auch die Bildung der entsprechenden
Thiowachsester.” Die andere in vivo katalysierte Reaktion
der WS/DGAT ist die Acylierung von Diacylglyceriden. Fiir
diese Substrate zeigte sich eine klare Bevorzugung der ter-
minalen Hydroxygruppen, wobei besonders hohe Acylie-
rungsraten fiir die sn-3-Position beobachtet wurden. Interes-
santerweise dienten auch Monoacylglycerine als Substrate.
Dies konnte darauf hinweisen, dass die DAG-Synthese nicht
ausschlieBlich iiber den ,,Kennedy“-Syntheseweg in Form
einer sequenziellen Acylierung von Glycerol-3-phosphat
verlduft, sondern moglicherweise auch unter Beteiligung der
WS/DGAT. Uber die bereits dargestellten Substrate hinaus
wurden zahlreiche Mono-, Di- und Oligosaccharide, wie
Glucose, Fructose, Galactose, Cellulose und Agarose, als
mogliche Acylakzeptoren untersucht. Unter den Reaktions-
bedingungen, die fiir die bisher beschriebenen Substrate ge-
nutzt worden waren, konnte fiir diese Molekiile jedoch keine
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Acylierung nachgewiesen werden; weitere Beispiele fiir nicht
acylierte Molekiile sind L-Tyrosin, Di-Lactonsdure, Ferula-
siure und 1-Naphtol.) Das auBerordentlich breite Sub-
stratspektrum fiihrt zu der Annahme, dass nur die Bereit-
stellung von hydrophoben Substraten durch die Wirtszelle die
Bildung von méglichen Produkten limitiert (Schema 2).
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Schema 2. Uberblick iiber Hydroxygruppen enthaltene Substrate von
bakteriellen Acyltransferasen der WS/DGAT-Familie.

Nach der Beschreibung der WS/DGAT aus A. baylyi
ADP1 wurden weitere Acyltransferasen dieses Typs identifi-
ziert. Die meisten der 15 WS/DGAT-homologen Proteine aus
M. tuberculosis H37Rv zeigten sowohl DGAT- als auch WS-
Aktivitdt. Wie angenommen, wiesen alle Enzyme deutlich
hohere DGAT- als WS-Aktivitit auf. Dies ist in Einklang mit
dem Auftreten von TAGs in diesen Bakterien, wogegen keine
WEs als Speicherstoff fiir Mycobakterien beobachtet wur-
den.['8]

Im Genom von A. borkumensis SK2 wurden zwei homo-
loge Acyltransferasegene identifiziert (atfAl und atfA2). Wie
die WS/DGAT aus A. baylyi ADP1 hatten auch die von die-
sen Genen kodierten Enzyme ein sehr breites Substratspek-
trum. AtfAl akzeptierte zahlreiche lineare Alkohole unter-
schiedlicher Kettenldnge. Die hochste Aktivitdt wurde fiir
Decanol gefunden. Butanol wurde ebenfalls effizient acyliert,
wihrend nur eine geringe Aktivitdt gegeniiber Tetracosanol
festgestellt wurde. Interessanterweise war dieses Enzym auch
gegeniiber cyclischen und aromatischen Alkoholen, darunter
Cyclohexanol und Cyclohexylethanol, sehr aktiv. Lineare
Alkohole wurden von AtfA2 dhnlich gut umgesetzt wie von
AtfA1l. Die hochste Aktivitit wurde fiir AtfA2 gegeniiber
Decanol und Butanol gefunden; Tetracosanol wurde hinge-
gen nur in geringem Mafe akzeptiert. Die Spezifitit von
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AtfA2 gegeniiber cyclischen und aromatischen Alkoholen
war noch hoher als jene von AtfAl. Es wurden allerdings
drastische Aktivitdtsunterschiede gegeniiber verschiedenen
Palmitoylglycerin-Substraten festgestellt. Auffilligerweise
wurde DGAT-Aktivitdt nur fir AtfAl nachgewiesen, wo-
hingegen fiir AtfA2 keinerlei signifikante Aktivitdt mit Di-
palmitoylglycerin (DPG) nachgewiesen werden konnte.
AtfA2 war aber dennoch in der Lage, 1-, 2- und 3-Mono-
palmitoylglycerin sehr effizient zu acylieren. AtfAl wies
hingegen eine klare Priaferenz fiir 1-Monopalmitoylglycerin
auf. Die Akkumulation von WEs und TAGs in A. borku-
mensis SK2 kann aber hauptsidchlich auf AtfA1l-Aktivitat
zuriickgefiihrt werden, da die Inaktivierung von atfA2 weder
die Menge noch die Zusammensetzung der Speicherlipide
andert."

In Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM8798 wurden
die vier homologen Gene wsl, ws2, ws3 und ws4 identifiziert.
Nur fir WS1 und WS2 wurde das Substratspektrum be-
schrieben. Eine TAG-Bildung wurde nur fiir WS1 gefunden.
Wie bei den iibrigen untersuchten Acyltransferasen ist die
Spezifitdt von WS2 gegeniiber linearen, primédren Alkoholen
gering, wobei kiirzerkettige Alkohole wie Decanol und Do-
decanol bevorzugt wurden. Die hochsten Aktivititen wurden
mit der Acyl-CoA-Komponente Palmitoyl-CoA erzielt, wo-
bei ldngere oder kiirzere Ketten in geringerem Mafle akzep-
tiert wurden. Die Aktivitdt und die Substratspezifitit von
WS1 aus M. hydrocarbonoclasticus waren dhnlich zu jenen
des A.-baylyi-Enzyms, zu dem eine Sequenzéhnlichkeit auf
Aminosdureebene von 45% besteht. Eine Eigenheit von
M. hydrocarbonoclasticus ist die Speicherung von Isoprenoid-
Wachsestern beim Wachstum auf Phytol, wobei sowohl WS1
als auch WS2 zur Bildung von Isoprenoid-WEs in der Lage
Sind.[“‘32]

Alle bislang charakterisierten Enzyme sind effiziente
Acyltransferasen mit breitem, wenngleich deutlich unter-
schiedlichem Substratspektrum. Aus diesem Grund wird die
weitere Untersuchung bakterieller Acyltransferasen hochst-
wahrscheinlich zur Entdeckung von Enzymen mit weiteren
biotechnologisch interessanten Substratspezifititen fithren.
Beispiele fiir mogliche Produkte sind Mono- und Dia-
cylglyceride, die als wertvolle Emulgatoren eingesetzt wer-
den. Ein weiteres Beispiel wire die Synthese von Zuckeres-
tern, die biologisch vertrédgliche Tenside darstellen. Dartiber
hinaus konnte die Veresterung von bioaktiven Molekiilen wie
Vitaminen, Steroiden oder Sekundidrmetaboliten von Pflan-
zen mithilfe von Acyltransferasen durchgefithrt werden, so-
fern diese Verbindungen Hydroxy- oder Thiolgruppen tragen.
Ein solcher Ansatz konnte zur Produktion von Molekiilen
genutzt werden, die zwar ihre Bioaktivitét beibehalten, aber
eine verdnderte Loslichkeit, Diffusion oder Stabilitdt auf-
weisen. Betrachtet man die verschiedenen Habitate und
Kohlenstoffquellen der zuvor genannten Bakterien, kann
angenommen werden, dass die festgestellten Unterschiede in
ihrer Substratspezifitdt aus einer Anpassung an die zur Ver-
fiigung stehenden Kohlenstoffquellen resultieren, zumal die-
se mafigeblich die Zusammensetzung der gespeicherten WEs
bestimmen.['*1%-11]
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4. Das vorgeschlagene Motiv des aktiven Zentrums

Durch multiple Sequenzvergleiche konnte die hoch kon-
servierte Domidne HHXXXDG in WS/DGATs als Teil des
katalytischen Zentrums identifiziert werden. Nahezu alle WS/
DGAT-Homologen haben exakt dieses Motiv. In den meisten
der bisher als aktiv beschriebenen Acyltransferasen war die-
ses Motiv nicht oder nur marginal verandert.'*!161819 Dag
HHXXXDG-Motiv (NCBI Conserved Domain Data Base
accession pfam00668) ist das aktive Zentrum von nichtri-
bosomalen Peptidsynthasen.”

Eine weitere Gruppe von Enzymen, die dieses Motiv als
aktives Zentrum enthalten, sind die Polyketid-assozierten
Proteine (Pap). Die katalysierten Reaktionen dieser Enzyme
dhneln denen der WS/DGATS stark. Das Substratspektrum
von PapAS aus M. tuberculosis umfasst Alkohole unter-
schiedlicher Kohlenstoffkettenldnge, darunter auch sekun-
ddre und tertiire Alkohole.””! Zwei weitere Pap-Enzyme,
PapA2 und PapAl aus M. tuberculosis, katalysieren die suk-
zessive Veresterung von Trehalose-2-sulfat.’* Obwohl
Strukturinformationen fiir einen Teil dieser Enzyme vorlie-
gen, konnte wegen der geringen Sequenzéhnlichkeiten kein
Vergleich der strukturellen Homologie aufgestellt wer-
den.’>% Ein weiteres verwandtes, gut charakterisiertes En-
zym ist die Chloramphenicol-Acetyltransferase. Wie im Fall
der Pap-Enzyme waren hier wegen geringer Sequenzdhn-
lichkeiten keine Strukturvergleiche moglich. Obwohl die Se-
quenzen sehr verschieden sind, kann aber angenommen
werden, dass der Katalysemechanismus dieser Enzymklassen
eng verwandt ist.

Der Austausch von His132 oder His133 gegen Leucin der
A.-baylyi-ADP1-Acyltransferase durch ortsspezifische Mu-
tagenese reduzierte die Aktivitdt drastisch, wogegen Muta-
tionen von Aspl137 und Gly138 keine signifikanten Auswir-
kungen auf die Aktivitdt hatten. Der vollstindige Aktivi-
titsverlust bei einer Mutante, in der beide Histidinreste gegen
Leucin ausgetauscht waren, lie darauf schlieBen, dass der
Verlust eines Histidins zu einem geringen Teil durch den
verbliebenen Histidenrest aufgefangen werden konnte.*] Die
Histidinreste agieren als Base und deprotonieren die Hy-
droxygruppe des Fettalkohols oder des DAG. Das entstan-
dene Oxoanion wirkt dann als Nucleophil fiir das Kohlen-
stoffatom der Thioesterbindung von Acyl-CoA. Dies resul-
tiert in der Bildung der Oxoesterbindung des WE bzw. TAG.
AnschlieBend wird der protonierte Histidinrest durch Trans-
fer des Protons auf CoA-S™ regeneriert.

5. In-vivo-Produktion von Fettséurederivaten in
rekombinanten Bakterien

In industriellen Prozessen gehoren Lipasen und Stdrke
hydrolysierende Enzyme zu den meistverwendeten Enzymen.
Sie werden als Biokatalysatoren fiir die Hydrolyse, Vereste-
rung, Umesterung und Alkoholyse verwendet.'"*! Die
meisten lipasekatalysierten Prozesse werden in Abwesenheit
von Wasser in organischen Losungsmitteln durchgefiihrt;
dagegen katalysieren die bakteriellen Acyltransferasen diese
biotechnologisch relevanten Reaktionen in wéssrigen Syste-
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men. Diese Enzyme sind jedoch abhingig von CoA-akti-
vierten Fettsduren; aus diesem Grund werden hier In-vitro-
Techniken, wie sie fiir Lipasen verwendet werden, niemals
wirtschaftlich werden konnen. Dennoch bietet die Abhén-
gigkeit von CoA-Estern einen méglichen Vorteil: Anders als
bei Lipasen ist die Acylierung bei WS/DGATs die native,
unter physiologischen Bedingungen ablaufende Reaktion
und kann daher in vivo durchgefiihrt werden. Die einzige
Voraussetzung ist die Bereitstellung von Substraten durch
den jeweiligen Wirt.

Die erste In-vivo-Produktion von WE-Derivaten wurde
fiir eine A.-baylyi-ADP1-Mutante beschrieben, der eine
Acyl-CoA-Reduktase (Acrl) fehlt, die den ersten Schritt der
WE-Biosynthese katalysiert."®*#! Dieser Stamm war somit
nicht in der Lage, langkettige Aldehyde zu produzieren, die
normalerweise weiter zu langkettigen Alkoholen reduziert
wiirden; daher kann der gewiinschte Alkoholbestandteil ex-
tern, zusammen mit dem Medium, bereitgestellt werden.
Dieser wird dann mit den endogenen Acyl-CoAs zum ent-
sprechenden WE verestert. Dies wurde zuerst fiir die In-vivo-
Veresterung von 1,16-Hexadecandiol mit Palmitin- und Ol
sdure, aber auch fiir die Synthese von Thio- und Dithio-
wachsestern wie Palmitinsdurehexadecylthioester oder 1,8-S-
Dipalmitoyloctadecandithiol ~demonstriert.’>*!!  Thioester
sind interessant, da sie als aktivierte Ester fiir die Synthese
von Peptiden oder Makrolid-Antibiotika verwendet werden
konnen.”* Es ist zwar erforderlich, diese Prozesse fiir
mogliche industrielle Anwendungen weiter zu optimieren, die
generelle Durchfiihrbarkeit wurde aber immerhin demon-
striert. Wegen der geringen Substratspezifitit der WS/
DGATsS ist es dariiber hinaus wahrscheinlich, dass dieser
Biokatalysator fiir die Synthese einer Vielzahl von maf3ge-
schneiderten WEs genutzt werden kann.

Ein weiterer Ansatz fiir die In-vivo-Synthese wurde fiir
rekombinantes E. coli beschrieben. Natiirlicherweise ist die-
ses Bakterium nicht in der Lage, WEs zu synthetisieren. Die
heterologe Expression der WS/DGATS allein fiihrte nicht zur
Akkumulation von WEs. Das Problem ist das Fehlen einer
Aldehyd-Reduktase, die den zweiten Schritt der WE-Bio-
synthese katalysiert. Da keine bakterielle Fettaldehyd-Re-
duktase beschrieben ist, haben Kalscheuer et al. eine Acyl-
CoA-Reduktase aus Simmondsia chinensis verwendet, die
auch iiber eine Fettaldehyd-Reduktase-Aktivitit verfiigt,!*!
was schlieBlich in der Bildung von WEs resultierte (Sche-
ma 3).?Y) AuBer der Speicherung von langkettigen WEs, wie
Palmitoyloleat, Oleyloleat oder Palmitoylpalmitat, wurde
auch die Bildung von Fettsdurebutylestern beobachtet. Die
Butylesterbildung wurde auf Spuren von 1-Butanol in einer
Medienkomponente zuriickgefiihrt. Dies unterstreicht noch-
mals die auBergewohnlich geringe Spezifitit dieses Enzyms.

Fettsduremethyl- (FAMEs) und Fettsdureethylester
(FAEE:) sind ein moglicher Ersatz fiir Diesel auf Erdélbasis.
Der Bedarf fiir alternative Energiequellen nimmt seit einigen
Jahren stark zu. FAMEs werden normalerweise aus Pflan-
zendl, durch alkalische Umesterung von TAGs, gewonnen; sie
werden auch als Biodiesel bezeichnet. Der Hauptvorteil von
Biodiesel ist, dass er {iiberwiegend aus nachwachsenden
Rohstoffen gewonnen wird und seine CO,-Bilanz ausgegli-
chen ist; lediglich das fiir die Umesterung verwendete Me-
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thanol wird iiberwiegend aus Synthese- und Erdgas gewon-
nen. Dartiber hinaus konnen Biodiesel und konventioneller
Diesel in den gleichen Maschinen verwendet werden. Ein
Nachteil ist die begrenzte verfiigbare landwirtschaftliche
Nutzfldche, die bereits heute nahezu vollstdndig genutzt wird.

Wie eingangs beschrieben, ist die WS/DGAT in der Lage,
Ethanol als Substrat zu verwenden und so FAEE zu bilden.
2006 haben wir den WS/DGAT nutzenden ,,Mikrodiesel“-
Prozess veroffentlicht. Fiir diesen Prozess wurde ein re-
kombinanter Stamm von E. coli erzeugt, der die Gene pdc
(fiir Pyruvat-Decarboxylase) und adhB (fiir Alkohol-Dehy-
drogenase) fiir die Ethanolsynthese aus Zymomonas mobilis
und das Gen atfA aus A. baylyi ADP1 zusammen auf einem
Plasmid (pMicrodiesel) enthielt. Die FAEE-Biosynthese ist
in Schema3 zusammengefasst. In dieser erstmaligen Be-
schreibung eines biotechnologischen Prozesses zur FAEE-
Produktion konnte die intrazelluldre Speicherung von Mi-
krodiesel erreicht werden (Schema 3). Eines der Hauptpro-
bleme in diesem Prozess ist die relativ geringe Reaktionsge-
schwindigkeit von WS/DGAT mit Ethanol als Substrat.!'"]
Bedenkt man aber die relativ gro3e Zahl kiirzlich gefundener
Acyltransferasen, so ist es wahrscheinlich, dass sich darunter
Enzyme finden lassen, die besser fiir diese Reaktionen ge-
eignet sind. Zudem konnten durch gerichtete Evolution
Acyltransferasen selektiert werden, die eine hohere Spezifitét
gegeniiber Ethanol aufweisen.™ Fiir die Mikrodieselpro-
duktion spricht auch die Aussicht, einen Prozess entwickeln
zu konnen, der Massengiiter wie Zucker oder — noch besser —
Stiarke, Cellulose und Hemicellulose nutzt. Dies wiirde nicht
nur die Ressourcen zur Kraftstoffproduktion erweitern, son-
dern dartiber hinaus auch nicht im Konflikt mit der Lebens-
mittel- oder Futtermittelproduktion stehen. Mikrodiesel wird
andere Biokraftstoffe sicher nicht in néherer Zukunft erset-
zen, hat aber das Potenzial, Teil eines nachhaltigen Energie-
mix zu werden, der ohne fossile Ressourcen auskommt.

6. Zukiinftige Anwendungen

Seit der ersten Beschreibung bakterieller Acyltransfera-
sen wurde intensiv daran geforscht, mithilfe dieses Enzyms
Prozesse zur In-vivo-Produktion von WEs und anderen
Oleochemikalien, ausgehend von erneuerbaren Ressourcen,
zu entwickeln. Die grundséitzliche Anwendbarkeit wurde fiir
zahlreiche Produkte aufgezeigt.?'?**l Wegen des ausge-
sprochen breiten Substratspektrums dieses Enzyms ist es
wahrscheinlich, dass eine biotechnologische Produktion wei-
terer Ester gelingen wird. Fiir alle zukiinftigen Anwendungen
ist es notwendig, Enzyme zu identifizieren, die im Hinblick
auf die Substratspezifitidt und die physikalischen Bedingun-
gen perfekt an den jeweiligen Prozess adaptiert sind. Nach
geeigneten Enzymen kann unter den zahlreichen Acyltrans-
ferasen gesucht werden, die in den Datenbanken zu finden
sind. Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von Me-
thoden zur gerichteten Proteinevolution.***! Zu diesem
Zweck miissen effiziente Screening-Systeme, die z.B. auf
Nilrotfirbung beruhen, angewendet werden."*

Wie in Abschnitt 5 beschrieben, ist E. coli nicht der ideale
Stamm zur FAEE- und WE-Produktion. Die Bereitstellung
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Schema 3. Rekombinante Wachsester- und Fettsiureethylester-Biosynthese in E. coli. Modulares System zur Biosynthese von mafigeschneiderten
Wachsestern. Die Wahl der Alkohol synthetisierenden Reaktion fiihrt zur Biosynthese des gewiinschten Esters in vivo ausgehend von erneuerbaren
Ressourcen. ACP = Acyl-Carrier-Protein, NADPH = Nicotinamidadenindinucleotidphosphat.

von CoA-aktivierten Fettsduren scheint ein weiterer An-
satzpunkt zur Optimierung zu sein. Die Verwendung alter-
nativer Produktionsstimme konnte dieses Problem 16sen.
TAG und WE speichernde Stimme wie R. opacus oder
A. baylyi ADP1 haben einen hohen Gehalt an Acyl-CoA. In
diesem Hinblick konnte besonders R. opacus interessant sein,
da er in der Lage ist, TAGs bis zu einem Gehalt von 90 %
seiner Zelltrockenmasse zu speichern und zudem zu hohen
Zelldichten kultiviert werden kann.[']

Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein-
schaft (STE 386/7-3) unterstiitzt. Wir danken allen friiheren
und jetzigen Mitgliedern unseres Arbeitskreises, die an den
Untersuchungen zum bakteriellen Lipidmetabolismus beteiligt
waren, fiir ihre fachkundige Unterstiitzung und die hilfreichen
Diskussionen.
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