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Terminale Alkene sind wichtige Plattformchemikalien, die
in Raffinierien im 100000-Tonnen-Maf3stab hergestellt wer-
den. Thre Attraktivitidt als Basischemikalien beruht auf der
vielseitigen Alkenfunktion, die eine Vielzahl an Derivatisie-
rungen ermoglicht. Mittlere und langkettige Olefine werden
insbesondere zur Herstellung von Waschmitteln, Schmier-
stoffen und Additiven eingesetzt. Das vorhersehbare Versie-
gen fossiler Ressourcen schafft daher einen dringenden Be-
darf an alternativen Syntheserouten. Wihrend nachwach-
sende Rohstoffe bereits einen potentiellen Ersatz fiir viele
Erdol-basierte Chemikalien wie w-Aminocarbonsduren und
Dicarbonsiuren bieten,'! sind natiirlich vorkommende 1-Al-
kene nur in sehr geringen Mengen verfiigbar.

Trotz der grof3en priaparativen Bedeutung der terminalen
Alkenfunktion spielt sie im natiirlichen Stoffwechsel nur eine
marginale Rolle.”! Der Metabolismus setzt Kohlendioxid und
Wasser zu Kohlenhydraten um, die tiber mehrere Schliissel-
intermediate wie Phosphoenolpyruvat, Pyruvat, Acetyl-CoA
und o-Ketoglutarat weiter zu Aminosduren, Kohlenhydraten
und Lipiden umgesetzt werden. Nur einige spezialisierte und
oftmals nicht-essentielle Reaktionswege fithren zu Sekun-
ddrmetaboliten wie Terpenen und Alkaloiden. Terminale
Alkene spielen in diesen Routen keine essentielle Rolle. Die
geringe Zahl an natiirlichen Reaktionen zur Synthese von
Olefinen spiegelt sich auch in der biotechnologischen An-
wendung wider: Wihrend mittels fermentativer Prozesse
Aminosduren, organische Sduren, Alkohole und Lipide im
Millionen-Tonnen-Mafstab herstellt werden, gibt es kein
kommerzielles biotechnologisches Verfahren zur Herstellung
mittel- und langkettiger 1-Alkene.

Interessanterweise konnten in den letzten Jahren mehrere
neue Reaktionen zur Synthese terminaler Alkene aufgeklirt
werden (Schema 1). Phenolsdure-Decarboxylasen z.B. kata-
lysieren die Synthese von Styrol-Derivaten.””! Die Fettsiure-
Decarboxylase OleT aus dem Gram-positiven Bakterium Je-
otgalicoccus katalysiert die direkte Umwandlung von Fett-
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Schema 1. Biokatalytische Synthese von 1-Alkenen. Die kiirzlich ent-
deckte Oxidase UndA ist ein vielversprechender Katalysator fiir die
Herstellung mittellanger 1-Alkene.

sduren in langkettige 1-Alkene. OleT wurde erfolgreich in
Biotransformationen und zur fermentativen Olefinsynthese
eingesetzt."! Die Fettaldehyd-Deformylase ADO aus Nostoc
punctiforme stellt terminale Olefine her und ermdoglichte die
Synthese langkettiger Alkene in einem genetisch modifizier-
ten E. coli-Stamm.”! Da OleT und ADO eine hohe Spezifitit
fiir langkettige Substrate zeigen, sind natiirliche Katalysato-
ren zur Herstellung mittellanger Alkene rar.

In einer herausragenden aktuellen Publikation berichtete
nun die Arbeitsgruppe um Wenjun Zhang von der University
of California iiber eine neue Oxidase, die mittellange Fett-
sduren zu den entsprechenden Olefinen umsetzt.”! Die
Gruppe entdeckte das Enzym bei der Untersuchung des bis
dahin noch unbekannten Mechanismus der Bildung von 1-
Undecen in Pseudomonas aeruginosa.

Zhang et al. folgten dabei sowohl einem bioinformati-
schen als auch einem experimentellen Ansatz. Da die Suche
in Genomen von Pseudomonaden keine Homologen be-
kannter Enzyme der Alkensynthese ergab, verfolgten sie eine
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komparative Genomanalyse. Diese ergab jedoch mehrere
tausend potenzielle Kandidaten — was die Limitation dieses
rein Daten-basierten Ansatzes zeigt.

Schliissel zur Entdeckung des Enzyms war eine hochsen-
sitive Analytik tiber Festphasenextraktion und GC/MS, wel-
che die Bestimmung sehr kleiner Mengen (=& 1ng) des
leichtfliichtigen 1-Undecens erlaubte. Zhang et al. screenten
6000 Klone einer Genombibliothek von P. fluorescens Pf-5
und identifizierten so ein Gen, dass in E. coli zur Bildung von
ca. 3 ugmL™" 1-Undecen fiihrte (Schema 2). Sequenzierung
dieses Klons zeigte, dass das bis dato unbekannte Enzym
UndA die oxidative Decarboxylierung von Laurinsdure ka-
talysierte. UndA ist mit 261 Aminosduren ein kleines Enzym.
Das mit einer Sequenzidentitdt von 13% am engsten ver-
wandte bekannte Enzym ist eine bakterielle Thiaminase.

Erstellen einer Fosmid-Genbank
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Schema 2. Entdeckung eines Enzyms zur Herstellung von 1-Undecen durch das

Screening einer Genombibliothek von P. fluoresens Pf-5.

UndA decarboxyliert Fettsduren mit Kettenlingen von
10, 12 und 14 C-Atomen zu den entsprechenden ungerad-
zahligen 1-Alkenen. Interessanterweise setzt UndA o-Hy-
droxysduren zu Aldehyden um, wihrend (-Hydroxysduren
nicht umgesetzt werden. Eine biochemische Charakterisie-
rung zeigte, dass UndA eine einkernige Nicht-Ham-Fe'-
Oxidase ist. Experimente mit aufgereinigtem UndA ergaben
eine ,single turnover“-Kinetik, da die Reaktion das Fe im
aktiven Zentrum wahrscheinlich in einer inaktivierten, oxi-
dierten Form zuriickldsst. Die Aktivitdt kann iiber Redukti-
onsmittel wie Ascorbinsdure oder durch die Addition von
Fe*" rekonstituiert werden. Kontinuierliche In-situ-Sauer-
stoffbildung in Kombination mit Reduktionsmitteln resul-
tierte schlieBlich in multiplen molekularen Umsétzen.

Die Aufkldrung der Stuktur von UndA ergab ein okta-
edrisches Eisen-Zentrum mit einem Fe?*-Ion, das von drei
Aminosduren und drei Atomen des Substrats koordiniert
wird. Eine hydrophobe Bindetasche bindet das Substrat und
limitiert das Substratspektrum auf Kettenldngen von 10-14 C-
Atomen. Zhang et al. postulierten einen radikalischen Me-
chanismus fiir die Decarboxylierung (Schema 3), in dem die
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Schema 3. Postulierter Mechanismus fiir die UndA-katalysierte oxidati-
ve Decarboxylierung von Fettsduren.

Carboxylgruppe der Sdure das Eisenion bindet,
wodurch ein Sauerstoffmolekiil koordiniert wird.
Ein Fe"-Superoxid-Komplex abstrahiert das
nahe (2.45A) B-H-Atom des Substrats. Der
Transfer einzelner Elektronen fithrt dann zur
Freisetzung des Produkts und der Bildung einer
FeV=0-Form, die dann iiber externe Redukti-

Heterologe . . . - N
Expressign onsmittel in das aktive Fe"-Ion iiberfiihrt werden
in E. coli muss.

Zhang et al. préasentieren so die Struktur und
den Mechanismus der neuen Nicht-Him-Oxi-
dase UndA mit der einzigartigen Féhigkeit,
mittellange 1-Alkene zu bilden. In den letzten
Jahren wurden mehrere enzymatische Mecha-
nismen zur Synthese langkettiger Olefine ent-
deckt. UndA erginzt diese Enzyme im Hinblick
auf die Herstellung von 1-Alkenen mit kiirzeren
Kettenldngen und eroffnet die vielversprechende
Perspektive einer biotechnologischen Olefin-
synthese. Die Ausbeuten der Synthese von 1-
Undecen in E. coli sind noch weit von einer in-
dustriellen Anwendung entfernt. Oxidative Enzyme konnen
jedoch sehr effizient in Ganzzell-Biotransformationen ein-
gesetzt werden, wie ein kiirzlich entwickelter Prozess zur w-
Funktionalisierung von Methyllaurat eindrucksvoll zeigt.!"
Mehrere Patente unterstreichen, dass die Industrie das grof3e
Potenzial der biotechnologischen Synthese von Olefinen be-
reits erkannt hat.**'¢ UndA erweitert diesen Ansatz um
mittellange Alkene und bietet so einen wichtigen Schritt auf
dem Weg zu einer industriellen Herstellung bio-basierter
Alkene mit dem Potenzial, unsere Abhéngigkeit von fossilen
Ressourcen signifikant zu mindern.
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