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C=C-Bindungen mithilfe biokatalytischer Wasseroxidation
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Frank Hollmann, Marc M. Nowaczyk und Robert Kourist*

Abstract: Eine in Cyanobakterien exprimierte, rekombinante
Enoat-Reduktase wurde fiir die lichtkatalysierte, enantiose-
lektive Reduktion von C=C-Bindungen genutzt. Dabei er-
moglicht die Kopplung von Oxidoreduktasen an die natiirliche
Photosynthese eine durch Wasseroxidation angetriebene
asymmetrische Synthese. Durch den Verzicht auf zusdtzliche
Cosubstrate als Elektronendonoren wird die Bildung uner-
wiinschter Nebenprodukte gemindert und die Atomdkonomie
der Reaktion erhoht. Die Verfiigbarkeit von NADPH und die
Menge an aktivem Enzym in der Zelle sind entscheidende
Faktoren fiir die Produktbildung. Die Effizienz der Reaktion
ist mit derjenigen typischer Ganzzell-Biotransformationen in
E. coli vergleichbar: Unter optimierten Bedingungen wurden
100 mg prochirales 2-Methylmaleimid zu enantiomerenreinem
2-Methylsuccinimid (99 % ee, 80 % Ausbeute an isoliertem
Produkt) reduziert. Die hohen Produktausbeuten und die ex-
zellente Enantiomerenreinheit durch den Einsatz rekombi-
nanter Cyanobakterien in einer lichtgetriebenen Ganzzell-
Biotransformation ergeben einen einfachen und allgemein
anwendbaren Syntheseansatz.

Die katalytische Reduktion von C=C-Doppelbindungen ist
eine der wichtigsten Redoxreaktionen in der organischen
Chemie.!! Dabei bietet der Einsatz von Oxidoreduktasen
(d.h. von Enzymen, die Redoxreaktionen katalysieren) be-
sonders wihrend hochselektiver Transformationen eine Al-
ternative zu etablierten chemischen Redox-Katalysatoren.™!
Eine Erginzung zu chemischen Katalysatoren bilden Enoat-
Reduktasen (ER), die hochselektiv die trans-Hydrierung an
(konjugierten) C=C-Doppelbindungen katalysieren.”! Ein
Defizit der enzymatischen Enoatreduktion ist allerdings ihre
begrenzte Umweltvertrédglichkeit. Die chemische Reduktion
von C=C-Bindungen durch Hydrierung (d.h. Addition von H,
unter Metallkatalyse) geschieht in perfekter Atomdkonomie.
ER-katalysierte Reduktionen hingegen bendtigen stochio-
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metrische Mengen an Reduktionsmitteln, wie Glukose, For-
miat oder 2-Propanol, deren Reduktionséquivalente indirekt
durch reduzierte Nikotinamid-Cofaktoren an die Enzyme
iibertragen werden. Dementsprechend sind ER-katalysierte
Reaktionen nicht als atomdkonomisch anzusehen, da wih-
rend der Reduktion ein erheblicher Teil an Nebenprodukten
(Glukonolacton, CO, oder Aceton) entsteht.*! Der Einsatz
von Wasser als stochiometrisches Reduktionsmittel wiirde die
Atomeffizienz erheblich verbessern. Wihrend erste Arbeiten
zum Antrieb von Biotransformationen durch Wasseroxidati-
on mithilfe anorganischer Katalysatoren sehr vielverspre-
chende Ergebnisse lieferten,” bietet der natiirliche Prozess
der Photosynthese ein hochoptimiertes natiirliches System,®
das an der Bildung eines Grofteils der Biomasse auf dem
Planeten beteiligt ist. Die Verbindung enzymatischer Re-
doxprozesse mit dem Photosystem in Cyanobakterien wiirde
dabei den Einsatz von zusétzlichen organischen Elektronen-
donoren und teuren Redox-Mediatoren iiberfliissig machen.
Zusatzlich bieten lichtgetriebene Ganzzell-Biokatalysen die
iiblichen Vorteile mikrobieller Biotransformationen, wie die
In-situ-Produktion von Biokatalysator und Cofaktoren. Au-
Berdem ist der Prozess der Photosynthese besonders effektiv
fir die Regeneration von NADPH, das in heterotrophen
Organismen schwieriger bereitzustellen ist.

Endogene Enzyme aus Cyanobakterien wurden bereits
fir Biotransformationen, wie die Funktionalisierung von
Monoterpenen!”! und die Synthese chiraler Phosphonate,
verwendet.¥! Wildtyp-Organismen bieten jedoch nur ein be-
grenztes Optimierungspotenzial. Gleichzeitig vereinfacht der
grole Fortschritt bei genetischen Manipulationsmethoden
von Cyanobakterien die FErzeugung rekombinanter
Stimme.”! Genetisch manipulierte Cyanobakterien bieten
das Potenzial, vielfiltige Biotransformationen mit unter-
schiedlichen Klassen an Oxidoreduktasen durchzufiihren.
Cyanobakterien sind dariiber hinaus leichter zu manipulieren
als komplexere photoautotrophe Griinalgen oder Pflanzen.
Wir konnten bereits zeigen, dass Biokatalysatoren effizient in
Cyanobakterien Synechocystis sp. PCC 6803 exprimiert
werden konnten und deren Zellbestandteile die Durchfiih-
rung enantioselektiver Transformationen nicht beeintréch-
tigten.'”! Cyanobakterien enthalten bis zu 200 Kopien ihres
Genoms, sodass ein Gen leicht in hoher Kopienzahl in die
Zelle integriert werden kann.”) Diese Arbeit zeigt anhand der
enantioselektiven Reduktion von C=C-Doppelbindungen die
Machbarkeit von photosynthetisch getriebenen Biotransfor-
mationen durch rekombinante Cyanobakterien. Die Expres-
sion der NADPH-abhéngigen Enoat-Reduktase YqjM aus
Bacillus subtilis™ in Synechocystis sp. PCC 6803 ermoglichte
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Schema 1. Lichtgetriebene Reduktion von Alkenen mit der ER YqjM
durch photosynthetische Cofaktor-Regeneration in ruhenden Zellen des
Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803. EZG = elektronenziehen-
de Gruppe.
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die Reduktion
(Schema 1).

Das Gen der Enoat-Reduktase wurde aus genomischer
DNA von B. subtilis iiber eine Polymerasekettenreaktion
(PCR) amplifiziert und unter der Kontrolle des lichtindu-
zierten Promotors psbA2 in das Genom von Synechocystis sp.
PCC 6803 integriert. Dieser Promotor ermdglicht eine hohe
Expression und wird durch hohe Lichtintensitit induziert.!'"!
Cyanobakterien mit exprimierter ER YqjM zeigten einen
vielversprechenden Umsatz bei der Reduktion von 2-Methyl-
N-Methylmaleimid (7a) zu (R)-2-Methyl-N-Methylsuccini-
mid 7b (Abbildung 1a). Aus den Daten geht eine eindeutige
positive Korrelation zwischen Zelldichte und Umsatz hervor.
Kontrollexperimente mit Synechocystis-Zellen ohne rekom-
binantes Gen zeigten keinen messbaren Umsatz (Daten nicht
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Abbildung 1. Bildung von 7b durch asymmetrische Reduktion von 7a,
katalysiert durch die in Synechocystis sp. PCC 6803 exprimierte ER
YqjM. a) Verschiedene Zelldichten (in gL™" Zelltrockenmasse). Sub-
stratkonzentration: 20 mm. b) Umsatz von 7a unter Belichtung mit
einer Lichtintensitat von 150 uE, Dunkelheit und lichtexponierten Be-
dingungen unter Einfluss des Photosyntheseinhibitors DCMU mit
einer Substratkonzentration von 15 mm und 1% Ethanol (v/v). In allen
Proben betrug die Enantiomerenreinheit des gebildeten 7b >99% ee.
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gezeigt). Die hohe Enantiomerenreinheit des gebildeten 7b
(>99% ee in allen Experimenten) ist ein zusétzlicher Indi-
kator dafiir, dass die Reaktion durch die exprimierte ER
katalysiert wird. Die Zellen waren wihrend einer Reakti-
onszeit von 24 h lebensfihig. Danach fithrte eine hohere
eingestrahlte Lichtintensitdt von 300 UE zu einer deutlichen
Abnahme an lebensfihigen Zellen der Mutanten mit expri-
mierter YgjM gegeniiber dem Wildtyp. Da Synechocystis bei
mittleren Lichtintensitdten von 150 uE proliferiert, kénnen
von Lichtinduktion!® unabhiingige Strategien der Enzymex-
pression in Cyanobakterien diese Einschrinkung umgehen.
Der Umsatz von 7a unter Einfluss von sichtbarem Licht mit
einer Intensitdt von 150 pE war signifikant groBer als ohne
Licht, was darauf schliefen ldsst, dass es sich bei der asym-
metrischen Synthese von 7b tatsdchlich um einen lichtab-
hiangigen Prozess handelt (Abbildung 1b). Durch die Zugabe
des Photosyntheseinhibitors 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dime-
thylharnstoff (DCMU) wurde die Produktbildungsrate um ca.
50% gesenkt, aber nicht vollstdndig unterdriickt. Auch unter
Lichtausschluss wurde Produktbildung beobachtet, wenn
auch mit dhnlicher, deutlich verringerter Produktbildungsra-
te. Wir schreiben diese Beobachtung der Bildung von Koh-
lenhydraten wihrend der Wachstumsphase der Cyanobakte-
rien zu, die unter Mangelbedingungen abgebaut werden
konnen, um NAD(P)H zu regenerieren. Um den genauen
zugrunde liegenden Mechanismus aufzukldren, werden wei-
tere Untersuchungen notwendig sein.

Nichtsdestotrotz ermoglicht dieses System einen vollen
Umsatz ohne die Zugabe zuséitzlicher Cofaktoren oder Co-
substrate. Ahnliche Anfangsgeschwindigkeiten der Produkt-
bildungsraten bei unterschiedlichen Konzentrationen von 7a
lassen auf eine Sittigung des Ganzzell-Katalysators schlie-
Ben, bis die abnehmende Substratkonzentration die Pro-
duktbildung verlangsamt (Abbildung 2 a).
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Abbildung 2. a) Reduktion von 7a bei unterschiedlichen Substratkon-
zentrationen. Zelldichte: 1.8 g4, L™". b) Stabilitit der Zellen bei unter-
schiedlichen Aufbewahrungsbedingungen. Nach Einfrieren in fliissi-
gem Stickstoff und siebentigiger Aufbewahrung bei —20°C zeigten Cy-
anobakterien (1.8 gL™") Aktivitdt gegeniiber Substrat 7a (20 mm). Die
Produktbildungsrate unter Lichteinfluss (m) war hoher als die ohne Be-
strahlung (A), was darauf schliefen lisst, dass die Zellen weiter zur
Photosynthese befihigt waren.

www.angewandte.de

An dte

Chemie

5673


http://www.angewandte.de

GDCh
~—

5674

Um die Robustheit des Systems zu testen, wurden die
Cyanobakterien in fliissigem Stickstoff bei —20°C sieben
Tage aufbewahrt. Nach dem Auftauen katalysierten diese
Zellen die Reduktion von 7a stereoselektiv mit einer Pro-
duktbildungsrate von 1.6 mmh™' (Abbildung 2b). Die un-
komplizierte Aufbewahrung der Zellen ermdglicht eine ein-
fache Handhabung und Anwendung von Cyanobakterien als
Katalysatoren.

Nach diesen ersten vielversprechenden Ergebnissen
wurde das Substratspektrum des photobiokatalytischen Re-
duktionssystems untersucht (Tabelle 1). Es konnte gezeigt
werden, dass das System auf ein breites Spektrum an Sub-
straten anwendbar ist. Ein Verlust von bis zu 20% der

Tabelle 1: Lichtkatalysierte Ganzzell-Biotransformation unterschiedlicher Substrate mithilfe rekombi-
nanter Enoat-Reduktase YqjM in Synechocystis-sp.-6803-Zellen bei einer Zelldichte von 1.8 gL™".
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streicht, dass es sich bei der enantioselektiven Reduktion
tatsdchlich um einen katalytischen Prozess handelt. Um den
Einfluss der Menge an aktivem Enzym zu kldaren, wurde zu-
sdtzlich der Umsatz von Substrat 6a durch zwei YqjM-Vari-
anten mit verschiedenen Protein-tags untersucht. Es ist be-
kannt, dass die Wahl des N-terminalen Fusionsproteins die
Faltung und spezifische Aktivitit der Enoat-Reduktasen be-
einflusst.'? Zellen, in denen YqjM als Fusionsprotein mit
einem Streptavidin-tag exprimiert wurde, zeigten eine spezi-
fische Aktivitit gegeniiber 6a von 12 Ugcpy ™', wohingegen
Zellen mit His-tag-gekoppelter YqjM eine spezifische Akti-
vitdt von 91 Ugepy | aufwiesen. Die Menge an aktivem
Enzym in der Zelle stellt also einen entscheidenden Faktor
fir die Aktivitit des Biokatalysa-
tors dar.

AbschlieBend wurde ein Ver-

such unter semi-priparativen Be-

Substrat Substrat- t[h] spez. max. Pro-  Umsatz Raum-Zeit- Produkt- Zellpro- di . .
ingungen durchgefiihrt, bei dem
konz. Aktivitat duktbil- AR Ausb. konz. duktivitat [neuns e
“1yab] 1 O R eine Biotransformation von 100 mg
[mm] [Ugeow 1" dungs- (gL' h7] LT [g8cow | . :
rate 6a binnen drei Stunden zu 81 mg
[mmh enantiomerenreinem (R)-6b (80 %
1a 15 4 39 a1 701 0.03 o1 0.06 Ausboeute a'I:l isoliertem Produkt,
2a 15 24 211 2.2 42 0.03 071 0.4 >99% ee) fihrte. .
3a 10 24 62 0.7 57 0.04 0.9 0.5 Die Daten zeigen, dass die
4a 15 24 25.6 2.7 99 0.5 1.2 0.72 Produktivitit des photoautotro-
5a 15 24 53.2 5.7 94 0.64 0.83 0.46 phen Produktionssystems von drei
6a 20 3.3 90.9 9.6 99 0.67 224 124 substratabhiingigen Faktoren be-
6a 10 o 10 it 11 I 0.62 dingt wird: von der Aktivitdt des
7a 20 3 99.5 10.5 99 0.63 1.9 1.05

[a] Bestimmt mittels Gaschromatographie. [b] Bestimmt nach 1 h. [c] 100-mg-Maf3stab. [d] 0.5 % Bil-

dung von Cyclohexanol wurde beobachtet.

fliichtigen Substanzen 1b und 2b ist vermutlich auf Ver-
dunstung zuriickzufiihren. Bis auf Ketoisophoron (3a)
wurden alle prochiralen Substrate mit hoher Enantioselekti-
vitdt umgesetzt (Tabelle 1). Bei Versetzen einer Cyanobak-
terien-Kultur mit enantiomerenreinem Levodion ((R)-3b)
zeigte sich, dass das Produkt unter den gewihlten Reakti-
onsbedingungen leicht racemisiert.*

Wiihrend dieser Arbeit konnten eine volumetrische Pro-
duktivitit von bis zu 10 mmh ! und ein Produkttiter von bis
zu 2 gL 7! erreicht werden. Dies ist zwar noch zu gering fiir
eine industrielle Anwendung, bietet aber einen sehr vielver-
sprechenden Ausgangspunkt fiir weitere Optimierungen.
Besonders die spezifische Aktivitdt des Biokatalysators er-
fiillt mit bis zu 100 Ug™" bereits Anspriiche an eine industri-
elle Anwendung. Die beobachtete Produktbildungsrate von
2mmh™! bei 1.8 gepwL ™! entspricht dabei einer Umsatzge-
schwindigkeit von 20000s™' pro Zelle. Ein Vergleich der
Substrate 1a-3a zeigt, dass bereits kleine Unterschiede in der
Substratstruktur einen signifikanten Einfluss auf die spezifi-
sche Aktivitdt haben. Die Erhohung der Raum-Zeit-Aus-
beute oder Vergroflerung des Substratspektrums fiir eine er-
folgreiche industrielle Anwendung bedarf jedoch noch wei-
terer Optimierung mittels Reaktions- und Enzym-Enginee-
ring. Durch His-tag-Aufreinigung konnten 8.4 mg reines
Enzym aus 1g Zellen isoliert werden. Die entsprechende
Gesamtumsatzzahl von 18750 pro Enzymmolekiil unter-
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exprimierten Enzyms, von der Ef-
fizienz der NADPH-Bildung sowie
von Nebenreaktionen, die zum
Abbau des Substrats oder Produkts
fihren. Die maximale Produktbil-
dungsrate wird offensichtlich von der Konzentration und
Aktivitdt des Enzyms, der Verfiigbarkeit des reduzierten
Cofaktors NADPH und dem Transport des Substrats und
Produkts durch die Zellmembran beeinflusst. Vergleichende
Experimente mit unterschiedlichen Substratkonzentrationen
zeigten eine maximale anfiangliche Produktbildungsrate, was
darauf schlieBen lisst, dass das Enzym die Umsetzung unter
diesen Bedingungen optimal katalysiert.

Bei hoheren Substratkonzentrationen treten Toxizitéts-
effekte auf, die sich auf die Lebensdauer der Zellen auswir-
ken und dadurch den Umsatz verringern. Der Abbau der
zugegebenen Substrate oder der gebildeten Produkte durch
den zelluldren Metabolismus ist ein hdufiges Problem von
Ganzzell-Biotransformationen, das auch hier beobachtet
wurde. Es kann durch eine gezielte Deletion von Stoffwech-
selwegen™ oder durch eine Optimierung der Reaktionsbe-
dingungen (wie fiir 6a beschrieben) umgangen werden.

Wir zeigen hier zum ersten Mal die Anwendung eines
cyanobakteriellen Photosystems fiir die Biotransformation
mit rekombinanten Enzymen. Wihrend lichtgetriebene Re-
aktionen im sichtbaren Wellenldngenbereich bereits ein er-
folgreiches Konzept fiir die Anwendung in photochemi-
schen™! und photobiokatalytischen®>*®*11 Systemen sind,
liegt die Stdrke des hier gezeigten Ansatzes in der einfachen
Anwendung und Produktion des Biokatalysators. Das System
ist dabei allgemein auf alle Oxidoreduktasen iibertragbar, die
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Elektronen von den zelluliren Donoren NADPH, NADH
oder Ferredoxin akzeptieren. Die hohen Umsitze sowie die
beschriebene Enantioselektivitidt zeigen die Praktikabilitét
der Cofaktor-Regeneration durch Wasser und Licht. Der
enorme Fortschritt bei molekularbiologischen Methoden fiir
photosynthetische Mikroorganismen ermoglicht weitere Op-
timierungen der Enzymexpression und kann damit die Ge-
samteffektivitdt des Systems erhohen. Die Produkttiter der
meisten aktuellen Beispiele zur Anwendung von Cyanobak-
terien fiir die Synthese organischer Molekiile!" bewegen sich,
obwohl sehr vielversprechend, doch meist nur im mgL™'-
Bereich. Im Unterschied dazu erméglichen Ganzzell-Photo-
biotransformationen Produktkonzentration von mehreren
gL', Die hier gezeigten Produktkonzentrationen und Raum-
Zeit-Ausbeuten des nichtoptimierten Systems sind im aktu-
ellen Stadium fiir eine industrielle Anwendung noch zu
gering. Molekularbiologische Methoden, wie die Verwendung
kontrollierbarer Promotoren, bieten hier ein erhebliches
Optimierungspotenzial. Cyanobakterien nutzen nur einen
kleinen Teil der adsorbierten Lichtenergie, da die Zellen
aufwindige Mechanismen zum Schutz vor raschen Schwan-
kungen der Lichtintensitdt unterhalten. Da diese Schutzme-
chanismen unter kontrollierten Kultivierungsbedingungen
nicht benotigt werden, bietet ein Engineering des photo-
synthetischen Elektronenflusses eine weitere Moglichkeit fiir
die Erzeugung reduzierter Cofaktoren fiir synthetische Bio-
transformationen. Der Einsatz rekombinanter Cyanobakte-
rien als Katalysatoren ist ein erster Schritt in diese Richtung.
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