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Biokatalyse: ein erfolgreicher Blick
iiber den Tellerrand

Uwe T. Bornscheuer*

Seit iiber einem Jahrhundert werden
Enzyme bei der Nahrungsmittelpro-
duktion und seit langem auch als Zusatz
bei Waschmitteln sowie besonders in der
Chemie zur Synthese von pharmazeuti-
schen Bausteinen, Aromastoffen und
Polymeren vielseitig genutzt. Bis in die
1980er Jahre, als die Gentechnik zu ei-
ner Standardmethode entwickelt wurde,
basierte Biokatalyse auf der Isolierung
von Enzymen aus natiirlichen Quellen
(Mikroorganismen, tierisches Gewebe,
Pflanzen), und die Eigenschaften dieser
Enzyme konnten kaum verdndert wer-
den; zu jener Zeit wurde meist nur die
Immobilisierung zur Erhohung der Sta-
bilitdt und fiir das Recycling genutzt.
Die Fihigkeit, Gene nunmehr identifi-
zieren und klonieren zu konnen, sowie
die rekombinante Herstellung der En-
zyme in einem Wirtsorganismus er-
laubten nicht nur, sie in groBem Maf3-
stab in verlésslicher Qualitét herzustel-
len, sondern ermoglichten es vor allem,
sie durch Protein-Engineering (rationa-
les Design oder gerichtete Evolution
»~im Reagenzglas®) zu optimieren. Trotz
dieser Errungenschaften war die Er-
zeugung robuster Biokatalysatoren mit
gewiinschten Eigenschaften immer noch
eine Herausforderung, zeitraubend und
arbeitsintensiv. Dies lag am mangelnden
Verstdndnis, wie ein Enzym am besten
rational geplant wird, oder an der Not-
wendigkeit, riesige Mutantenbibliothe-
ken durchmustern zu miissen. Diese Si-
tuation hat sich in neuester Zeit dras-
tisch gedndert.
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Sequenzdatenbanken erleichtern
die Entdeckung von Enzymen

Dank der preisgiinstigen und sehr
schnellen Methode der Pyrosequenzie-
rung hat die Zahl an Proteinsequenzen,
die in oOffentlichen Datenbanken wie
dem National Center for Biotechnology
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov) frei zuginglich sind, enorm zuge-
nommen (derzeit ca. 52 Millionen Ein-
triage). Beispielsweise wurde vor kur-
zem in Nature die Identifizierung von 8
kompletten und 789 Teilgenomen be-
schrieben, die aus einer -einzigen
Grundwasserprobe stammten. Dank
dieser leicht verfiigbaren Informationen
konnen nunmehr neue Enzyme einfach
am Computer identifiziert werden, und
folglich konnen Wissenschaftler sehr
rasch das Spektrum potenziell niitzli-
cher Biokatalysatoren erweitern.

Computer-basiertes Design von
Enzymen

F ortgeschrittene  Bioinformatikwerk-
zeuge ermoglichen es nicht nur, Prote-
insequenzen innerhalb sehr grofler En-
zymsuperfamilien einfacher zu analy-
sieren. In Kombination mit der stetig
wachsenden Zahl an 3D-Strukturen
(derzeit ca. 110000) ist iiber rationales
Proteindesign auch die Moglichkeit ge-
geben, smarte Mutantenbibliotheken zu
generieren, bei denen die Chance deut-
lich hoher ist, gewiinschte Varianten zu
identifizieren. Das hat zur Folge, dass es
nun viel einfacher und vor allem
schneller gelingt, fiir die Biokatalyse
sehr wichtige Aspekte wie Substrat-
spektrum, Stereoselektivitit oder Art
der katalysierten chemischen Reaktion
anzugehen. Parallel dazu wurden die
notwendigen Computerprogramme in
jlingster Zeit wesentlich genauer in der
Vorhersage und vor allem einfacher in
der Anwendung. Heutzutage erlauben
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diese Programme sogar das Design von
vollig neuen Enzymen aus dem
,,Nichts*“, was nicht nur die Bandbreite
enzymkatalysierter Reaktionen erwei-
tert, sondern uns auch wichtige grund-
legende Erkenntnisse zur Biochemie
der Enzyme, wie mechanistische Details
oder Einblicke in die Proteinfaltung,
vermittelt.

Kombination von Chemo- und
Biokatalyse

Uber Jahrzehnte entwickelten sich die
iibergangsmetallkatalysierte homogene
Katalyse und die Organokatalyse unab-
hingig von der Biokatalyse. Ausnahmen
waren die Anwendung von Pd-, Ru-
oder Rh-basierten Racemisierungen fiir
dynamische kinetische Racematspal-
tungen zur Synthese chiraler Alkohole
oder Amine mit Lipasen. In jlingster
Zeit gelang es Forschern, Chemokata-
lysatoren und Enzyme gemeinsam in
mehrstufigen Eintopfreaktionen einzu-
setzen. Eine grofle, bislang nicht leicht
zu losende Aufgabe ergibt sich hier oft
aus der Inkompatibilitit der Reakti-
onsbedingungen und der wechselseiti-
gen Beeinflussung der Reagentien, die
fiir den chemischen und den enzymati-
schen Schritt im gleichen Reaktions-
raum vorliegen. Dies erschwert das Er-
reichen des Ziels, beide Schritte schnell,
mit hoher Selektivitdit und in hoher
Ausbeute ablaufen zu lassen. Derzeit
untersuchte Auswege sind die Kompar-
timentalisierung der Reaktionen und
die Durchfithrung als Flusschemie, bei
der chemische und enzymatische Reak-
tion nacheinander erfolgen. Ob diese
Methode mit klassischen Verfahren in
einfachen Reaktoren beziiglich ihrer
Produktivitdt konkurrieren kann, muss
aber erst noch gezeigt werden.
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Mehrschritt-Biokatalyse oder
metabolisches Engineering?

Ein weiter wichtiger Trend ist die
Kombination mehrerer Enzyme, die
ausgehend von einfachen Substraten
,Hand in Hand“ Kaskadenreaktionen
ermoglichen, in denen dank der exzel-

Heute konnen Enzyme leicht
auf neue Reaktionen ,,umge-
polt“ und fiir effiziente Verfah-
ren optimiert werden

lenten Chemo-, Regio- und Stereose-
lektivitiat komplexe Produkte — die nicht
als libliche Metabolite vorkommen —
gebildet werden konnen. Prinzipiell ge-
niigt einfach das Zusammengeben der
gewiinschten Enzyme. Dabei kann es
sich um mehrere isolierte Enzyme, um
einen Rohextrakt aus den Zellen eines
mikrobiellen Wirts, in dem die Enzyme
produziert wurden, oder um ruhende
Zellen handeln. Alternativ kann ein
Wirtsorganismus durch metabolisches
Engineering geschaffen werden, in dem
unter Steuerung des Metabolismus zum
gewiinschten neuen Produkt alle erfor-
derlichen Reaktionsschritte in einer le-
benden (mikrobiellen) Zelle erfolgen,
bevorzugt unter Einsatz leicht verfiig-
barer und preiswerter Kohlenstoffquel-
len. Bei beiden Konzepten besteht die
Herausforderung darin, dass die zu
nutzenden Enzyme hinsichtlich der be-
vorzugten pH- und Temperaturprofile
zueinander passen, aber auch dass die
spezifischen Aktivititen und Stabiliti-
ten ausgewogen sein miissen, wiahrend
Inhibierungen zu vermeiden sind. Ob
man sich fiir Mehrschritt-Biokatalyse
oder fiir metabolisches Engineering
entscheidet, héngt von einer ganzen
Reihe an Faktoren ab, z.B. von der Co-
faktorabhdngigkeit, der Toleranz des
Mikroorganismus gegeniiber den Inter-
mediaten und dem Endprodukt — vor
allem bei hohen Konzentrationen -,
dem gesamten Verfahrenskonzept und
der Aufarbeitungsstrategie. Dieses For-
schungsgebiet hat sich enorm entwi-
ckelt, und zahlreiche Beispiele konnen
in der aktuellen Literatur gefunden
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werden. Beispielsweise wurden Mehr-
schritt-Biokatalysen zur Synthese so-
wohl von Polymervorstufen wie e-
Caprolacton oder w-Aminocarbonséu-
ren als auch von pharmazeutischen In-
termediaten wie Ephedrin und dessen
Derivaten beschrieben. Metabolisches
Engineering ermoglichte nicht nur die
Herstellung von 1,3-Propandiol, die im
industriellen Ma@stab bereits vor ca.
einem Jahrzehnt etabliert wurde, son-
dern auch von 1,4-Butandiol in der Hefe
Yarrowia lipolytica oder vom Antima-
laria-Wirkstoff Artemisinin, der in ei-
nem optimierten Saccharomyces-cerevi-
siae-Stamm produziert wird, um nur
zwei aktuelle Beispiele zu nennen.

Neue chemische Reaktionen

In den 1980er und 1990er Jahren wur-
den meist Lipasen, Ketoreduktasen,
Proteasen, Aldolasen und Hydroxyni-
trillyasen als Biokatalysatoren einge-
setzt. Eine erhebliche Einschrinkung
war, dass kaum weitere Enzymklassen
verfiigbar waren, selbst wenn sie als
préparativ niitzlich beschrieben worden
waren. Heute konnen solche Biokata-
lysatoren rekombinant hergestellt wer-
den, und Protein-Engineering kann ge-
nutzt werden, sodass Forscher nun En-
zyme entwickeln konnen, die in der
Natur unbekannte fiir die organische
Synthese niitzliche Reaktionen kataly-
sieren. Jiingstes Beispiel ist die Ent-
wicklung eines Enzyms ausgehend von
einer P450-Monooxygenase, mit dem
Cyclopropylderivate oder Aziridine aus
Styrol statt aus dem erwarteten Epoxid
hergestellt werden konnen. Ein sehr in-
teressantes Feld ist die Entwicklung
kiinstlicher Metalloenzyme durch den
Einbau von Ubergangsmetallkomple-
xen in Proteingeriiste. Die zu Beginn
noch niedrige Aktivitit und Selektivitét
kann durch die Entwicklung von Vari-
anten mit akzeptablen Umsatzzahlen
mit Methoden des Protein-Engineering
verbessert werden. Ein weiteres Bei-
spiel ist die Erzeugung einer Aminde-
hydrogenase aus einer a-Aminosdure-
dehydrogenase als einen fiir die Syn-
these chiraler Amine sehr niitzlichen
Biokatalysator. Zusitzlich kénnen, so-
bald eine neue Enzymaktivitit gefunden
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wurde, durch die Suche in Proteinse-
quenzdatenbanken rasch verwandte
mutmaBliche Enzyme identifiziert wer-
den. Diese konnen einfach mithilfe
preiswerter synthetischer Gene in
Wirtsorganismen wie E. coli hergestellt
und auf ihre Eigenschaften untersucht
werden. Ein aktuelles Beispiel ist der
Aufschwung  bei Iminreduktasen
(IREDs), die sehr niitzlich bei der Syn-
these von chiralen sekundéren und ter-
tidren (R)- und (S)-Aminen sind. Den
ersten Arbeiten zur Identifizierung der
entsprechenden Enzyme durch klassi-
sches Screening mikrobieller Stimme
folgte innerhalb kurzer Zeit durch For-
scher aus Hochschule und Industrie die
Identifizierung einer Vielzahl neuer
IREDs in Sequenzdatenbanken, die
zudem ein deutlich breiteres Substrat-
spektrum als die urspriinglichen Enzy-
me aufweisen.

Diese bedeutenden Entwicklungen in
der Biokatalyse haben erhebliche Kon-
sequenzen fiir die beteiligten Wissen-
schaftler. Die notwendigen Technologi-
en und Qualifikationen unterscheiden
sich erheblich von denen der klassischen
Biokatalyse, als immobilisierte Enzyme
von kommerziellen Herstellern — ver-
einfacht ausgedriickt — in den Kolben
gegeben und gerithrt wurden, bis die
Reaktion abgelaufen war. Heute sind
Kenntnisse in Bioinformatik, Protein-
Engineering, Hochdurchsatz-Screening,
Molekularbiologie — neben Biokatalyse
und Erfahrung in der organischen Syn-
these — die Schliisselkompetenzen zum
Auffinden, Entwickeln und Etablieren
neuer Syntheserouten. Daher verlangt
erfolgreiche moderne Biokatalyse ge-
meinsame Anstrengungen eines inter-
disziplindren Teams oder intensive Ko-
operationen innerhalb eines For-
schungsnetzwerks. Was noch fehlt, ist
eine bessere Interaktion und Kommu-
nikation zwischen Wissenschaftlern, die
in der Biokatalyse und der chemischen
Katalyse aktiv sind, um die Entwicklung
neuer Reaktionen aus beiden Welten
anzukurbeln.

Zitierweise:
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