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VLADA B. URLACHER und KATJA KOSCHORRECK

Biokatalyse fiir die selektive Oxidation

Einleitung

Man nimmt sie hiufig gar nicht wahr, doch in jedem Haushalt sind Biokatalysatoren,
auch Enzyme genannt, zu finden, die unser téagliches Leben erleichtern. So enthalten
beispielsweise Waschmittel, die Wasche auch bei niedrigen Temperaturen sauber be-
kommen, Enzyme die Fett-, Eiweif- und Starke-haltige Flecken bereits bei 30 Grad
entfernen. Dadurch kénnen Energie und Wasser gespart werden. Auch beim Backen
von Brot und Brotchen oder der Herstellung von Medikamenten spielen Enzyme eine
wichtige Rolle. Heute werden enzymatische Verfahren immer stiarker auch in der che-
mischen Synthese eingesetzt. Durch sie kénnen Prozesse vereinfacht, Nebenprodukte
und giftige Abfallstoffe vermieden und die Herstellungskosten gesenkt werden. Aufler-
dem schonen enzymbkatalysierte Reaktionen die Umwelt, da sie im Gegensatz zu den
klassischen chemischen Ansitzen bei milden Bedingungen wie Raumtemperatur, Atmo-
spharendruck, neutralem pH-Wert und ohne umweltbelastende Zusitze durchgefiihrt
werden kénnen.

In der chemischen Synthese nehmen Oxidationsreaktionen mit Luftsauerstoff einen
wichtigen Platz ein. Durch die Einfiihrung von Sauerstoff in Molekiile konnen beispiels-
weise Vorstufen fiir die Synthese von Antibiotika, Steroiden, Pharmazeutika sowie
Duft- und Aromastoffen hergestellt werden. Insbesondere die selektive Oxidation nicht-
aktivierter Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen stellt eine wichtige Reaktion in der orga-
nischen Synthese dar, ist aber auf rein chemischem Wege nicht oder nur schwer zu er-
reichen. Die biokatalytische Oxyfunktionalisierung nicht aktivierter Kohlenwasserstoffe
wird deswegen als ,moglicherweise die niitzlichste aller Biotransformationen angese-
hen.! Enzyme wie die Cytochrom P450-Monooxygenasen fithren diese Reaktionen bei
Raumtemperatur in einem einzigen Schritt durch, was diese Enzyme fiir biokatalytische
Anwendungen sehr interessant macht.

Cytochrom P450-Monooxygenasen

Cytochrom P450-Monooxygenasen (E.C.1.14.--) gehtren zur Enzymklasse der Oxido-
reduktasen und bilden eine der grofiten Enzymfamilien mit bisher mehr als 11.500
bekannten Gensequenzen. Sie kommen in Bakterien, Pilzen, Pflanzen, Tieren und dem
Menschen vor und spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen Reaktionen des sekun-
ddren Metabolismus sowie beim Abbau von Xenobiotika. So sind sie beispielsweise
an der Synthese von Steroidhormonen und am Abbau von kérperfremden Stoffen wie
zum Beispiel Medikamenten und Umweltgiften tiber den humanen Stoffwechsel betei-
ligt. Entdeckt wurden die Cytochrom P450-Monooxygenasen vor tiber 50 Jahren in der

! Vgl. Davies et al. (1989).
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Leber von Ratten.> Die P450-Monooxygenasen besitzen genau wie die roten Blutkor-
perchen eine Ham b-Gruppe im aktiven Zentrum, welche tiber ein Cysteinat als axialen
(fiinften) Liganden an das Apoprotein gebunden ist (Abb.1).

Abb. 1: Kristallstruktur der P450 BM-3 Monooxygenase-Doméne. Die Ham b-Gruppe ist rot dargestellt.

Cytochrom P450-Monooxygenasen erhielten ihren Namen durch die Eigenschaft im
ultravioletten-sichtbaren Spektrum bei 450 Nanometern eine charakteristische Absorp-
tion zu zeigen, die durch die Bindung von Kohlenstoffmonoxid an die Ham b-Gruppe
im reduzierten Zustand verursacht wird.> Andere Ham-Proteine weisen unter den glei-
chen Bedingungen eine Bande bei 420 Nanometern auf, da ihre fiinfte Bindungsstelle
nicht von einem Cystein, sondern von einem Histidin eingenommen wird. Die Enzy-
me erhielten daher ihren Namen ,Cytochrom P450-Monooxygenasen®, wobei ,P* fiir
Pigment steht und ,Cytochrom® Zellfarbstoff bedeutet.

Um die zahlreichen P450-Monooxygenasen zur besseren Unterscheidung in Gruppen
einzuteilen, werden sie anhand von Ahnlichkeiten in ihrer Aminosduresequenz ver-
schiedenen Familien zugeordnet. Der Enzymname umfasst dabei die Abkiirzung ,CYP*
fiir Cytochrom P450, gefolgt von einer Nummer fir die Familie, danach ein Buchsta-
be fiir die Unterfamilie und abschlieSend eine Nummer fiir das individuelle Gen.* So
gehort beispielsweise das Enzym CYP102A1 aus dem Bodenbakterium Bacillus mega-
terium zur Unterfamilie A der Familie 102 und ist das erste identifizierte Gen dieser
Familie.

Allgemein katalysieren P450-Enzyme Reaktionen, bei denen molekularer Sauerstoff
reduziert wird. Hierbei wird ein Sauerstoffatom in das Substrat eingefihrt, wahrend
das zweite Sauerstoffatom in Form von Wasser aus der Reaktion hervorgeht.

2 Vgl. Klingenberg (1958).
3 Vgl. Omura und Sato (1964).
* Vgl. Nelson et al. (1993).
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NAD(P)YH+R—H + Oy + H* — R— OH + NAD(P)" + H,0

Zur Aktivierung des molekularen Sauerstoffs benotigen P450-Monooxygenasen Elek-
tronen, die das Ham-Eisen von EisenlIII zu EisenlI reduzieren. Die Elektronen werden
in Form von Hydrid-Ionen, die von den Nikotinamid-Kofaktoren NADH (Nikotinamid-
Adenin-Dinukleotid) oder NADPH (Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) stam-
men, (ber Redoxpartner-Proteine zur Him b-Gruppe der P450-Monooxygenasen trans-
feriert.

P450-Monooxygenasen katalysieren eine Vielzahl von Reaktionen; tiber 20 verschie-
dene Reaktionstypen wurden bereits beschrieben® wie beispielsweise Hydroxylierun-
gen, Epoxidierungen, Dealkylierungen, Dehalogenierungen, Desulfurylierungen und
oxidative Deaminierungen. Die Einfiihrung von Sauerstoff in die Substrate erfolgt dabei
oft chemo-, regio- oder stereoselektiv in einem Schritt, was mit chemischen Methoden
tiberhaupt nicht oder nur iiber mehrere aufwindige Syntheseschritte méglich wire.

Klassifizierung von Cytochrom P450-Monooxygenasen

Die Ubertragung der Elektronen von NAD(P)H auf Cytochrom P450-Monooxygenasen
kann durch verschiedene Redoxpartner erfolgen. Cytochrom P450-Monooxygenasen
werden daher je nach der Art der Elektroneniibertragung in verschiedene Klassen einge-
teilt. Urspriinglich wurden zwei Klassen beschrieben.” Bei Enzymen der Klasse I erfolgt
die Elektroneniibertragung von NAD(P)H iiber eine FAD® enthaltende Ferredoxin-Re-
duktase und ein Ferredoxin (2Fe-2S-Protein) zum Ham-Eisen der P450-Monooxygen-
ase. Diese Systeme kommen in Mitochondrien der Eukaryonten und in Bakterien vor
(Abb. 2a). Cytochrom P450-Monooxygenasen der Klasse II hingegen sind in kleinen,
membranumschlossenen Bldaschen, den sogenannten Mikrosomen, zu finden und be-
ziehen ihre Elektronen von NADPH iiber eine FAD und FMN? enthaltende Cytochrom
P450-Reduktase (CPR) (Abb. 2b).

NAD(P)H + H* R+0, NADPH + H* R+0,
NAD(P)* R-OH+H,0 NADP* e R-OH+H,0
| FAD | %Fas‘ /
\ \\“‘“
a b )
NADPH+ H* R+ 0. NAD(P)H + H*. R+0,
NADP- 4= R-OH+H,0 NAD(P)'= R-OH+H,0
. FAD \FMN
FMN 4
%Fas
c d

Abb. 2: Elektroneniibertragung bei P450-Monooxygenasen. (a) Klasse I; (b) Klasse II; (c) Klasse I1; (d) Klasse IV

Vgl. Bernhardt (2004) sowie Hannemann et al. (2007).
Vgl. Sono et al. (1996).

Vgl. Bernhardt (1996).

Flavin-Adenin-Dinukleotid.

Flavin-Mono-Nukleotid.

© ® N o W,
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Dartiiber hinaus werden immer mehr neue P450-Redoxsysteme durch zahlreiche Ge-
nomsequenzierungen und biochemische Studien identifiziert, die weder der Klasse I
noch der Klasse II zugeordnet werden kénnen.!” Das P450-Enzym CYP102A1 (auch
als P450 BM-3 bezeichnet) aus dem Bodenbakterium Bacillus megaterium war zum
Beispiel die erste P450-Monooxygenase, die weder in die Klasse I noch II eingeord-
net werden konnte. P450 BM-3 ist ein 16sliches Fusionsprotein, das aus einer P450-
Monoooxygenase-Doméane und einer FAD und FMN enthaltenden Reduktase-Doméne
besteht, die tber eine kleine Aminosdure-Sequenz, einen sogenannten Linker, mitein-
ander verbunden sind (Abb. 2c).!! Dieses und dhnlich aufgebaute P450-Enzyme bilden
die Klasse III. Zur Klasse IV gehoren ebenfalls Fusions-Flavocytochrome, die aber ih-
re Elektronen tber den Kofaktor FMN und ein 2Fe-2S-Ferredoxin auf das Ham-Eisen
ibertragen und sowohl NADPH wie auch NADH als Elektronenlieferanten akzeptieren
(Abb. 2d).

Cytochrom P450-Monooxygenasen, die mit ihren Redoxpartnern fusioniert vorlie-
gen, sind besonders fur biokatalytische Anwendungen geeignet, insbesondere wenn
isolierte Enzyme verwendet werden (sogenannte in vitro-Prozesse; lateinisch: im Glas),
da die Komplexitit des Reaktionssystems dabei deutlich verringert wird.

Anwendungen und Herausforderungen

Aufgrund der selektiven Einfithrung von Sauerstoff in nicht-aktivierte Kohlenstoff-
Wasserstoff-Bindungen sind P450-Monooxygenasen besonders fir die pharmazeuti-
sche und chemische Industrie von Interesse. Die grofie Anzahl der von diesen Enzymen
umgesetzten Substanzen lasst hoffen, dass fiir eine Vielzahl der gewtinschten Reaktio-
nen eine selektive P450-Monooxygenase gefunden werden kann. Beispielsweise lassen
sich die wirtschaftlich interessanten Steroide an jeder Position des Kohlenstoffgrundge-
riists selektiv durch Monooxygenasen oxidieren.'? Zur biotechnologischen Herstellung
von Steroiden werden ganze Zellen, die das entsprechende P450-Enzym produzieren,
eingesetzt (Abb. 3). Solche Verfahren bezeichnet man als Ganzzell-Biotransformation
oder auch als in vivo-Prozesse (lateinisch: im Lebendigen). Hydrocortison wird beispiels-
weise mittels einer in vivo-Reaktion in Curvularia sp. durch selektive Hydroxylierung
von Desoxycortisol durch eine P450-Monooxygenase hergestellt.!® Die Schering AG!*
produziert auf diese Weise circa 100 Tonnen Hydrocortison pro Jahr.!> Ein anderes Bei-
spiel ist die P450-katalysierte Herstellung von Cortison aus Progesteron durch den Pilz
Rhizopus sp. Dieser biotechnologische Oxidationsprozess wurde in den 1950er Jahren
von Pharmacia & Upjohn entwickelt und spiter von Pfizer Inc. (USA) iibernommen.'¢
Vorteile der Biotransformation mit ganzen, wachsenden Zellen gegeniiber dem Ein-
satz von isolierten Enzymen liegen vor allem in der Regeneration der Nikotinamid-
Kofaktoren durch den Zellstoffwechsel sowie in der einfachen Herstellung und konti-

10 vgl. Munro et al. (2007).

"'vgl. Munro et al. (1996) sowie Narhi und Fulco (1987).
12 vgl. van Beilen et al. (2003).

13 vgl. Peterson et al. (1952).

14 Seit 2006 Bayer Schering Pharma AG, Deutschland.

15 Vgl. van Beilen et al. (2003).

16 vgl. Hogg (1992) sowie Peterson et al. (1952).
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Substrat Produkt

NAD(P)H  NAD(P)
\_/

Zellmetabolismus

Abb. 3: Ganzzell-System zur selektiven Oxidation von Substraten mit P450-Monooxygenasen

nuierlichen Synthese des Biokatalysators. Haufig werden zur Produktion Stimme ver-
wendet, die bereits in der Wildtypform die gewiinschte Aktivitat zeigten. Durch die
Verdnderung des Stoffwechsels (zum Beispiel durch Ausschalten einzelner Gene) kann
zudem der mitunter auftretende Abbau des gebildeten Produktes durch den zelleigenen
Stoffwechsel verhindert werden. So konnte aus dem Hefestamm Candida tropicalis, un-
ter anderem durch Ausschalten des Fettsdaureabbaus (3-Oxidation), ein hocheffizienter
Produzent von o,w-Dicarbonsduren aus Fettsauren beziehungsweise Alkanen entwickelt
werden. Die w-Oxidation der Substrate erfolgt hierbei tiber P450-Monooxygenasen der
Familie CYP52.!7 o,-Dicarbonsauren werden zur Synthese von Polyester verwendet.
Die Firma Cognis GmbH stellt mit Hilfe von C. tropicalis a,w-Dicarbonsduren aus n-
Alkanen mit Ausbeuten von iiber 100 Gramm pro Liter her.!®

Zusatzlich zu diesen grofitechnischen Prozessen existieren zahllose industrielle An-
wendungen im kleinen Mafstab. Beispielsweise werden in der Pharmaindustrie Zwi-
schenprodukte des Metabolismus von Pharmazeutika durch humane P450-Monooxy-
genasen oder ihre Analoga aus Pilzen oder Bakterien synthetisiert. Anhand dieser Ver-
bindungen koénnen die pharmakokinetischen und toxikologischen Eigenschaften der
Pharmazeutika schon in einer frithen Phase der Medikamentenentwicklung untersucht
werden.!?

Diese Anwendungsbeispiele zeigen das grofle Potenzial von Cytochrom P450-Mo-
nooxygenasen fur selektive Oxidationsreaktionen im industriellen Mafistab. Fiir eine
breite Anwendung miissen jedoch mehrere technische Probleme gelost werden. Die
grofiten Limitierungen fiir einen biotechnologischen Einsatz stellen die Abhéingigkeit
von den Kofaktoren und zusitzlichen Redoxpartnern fiir den Elektronentransfer sowie
die oft nur geringe Stabilitdt und Aktivitdt der P450-Monooxygenasen dar. AufSerdem
sind viele P450-Monooxygenasen nicht frei in der Zelle l6slich, sondern an Membranen
gebunden, was ihre Herstellung und spatere Verwendung erschwert. Der Einsatz von
bakteriellen P450-Monooxygenasen kann hierbei einige Vorteile bringen, da diese im
Gegensatz zu P450-Monooxygenasen aus Pilzen, Tieren und Pflanzen nicht an Mem-
branen gebunden sind und eine hohere Stabilitat und Aktivitat als diese aufweisen.

17 vgl. Picataggio et al. (1992).

18 vgl. Picataggio et al. (1992).

19 vgl. Ghisalba und Kittelmann (2007), Gillam et al. (1999), Guengerich (2002), Miners (2002) sowie Prit-
chard et al. (2006).
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Die Verwendung von natiirlichen Fusionsproteinen wie P450 BM-3 macht zudem die
zusétzliche Herstellung von Redoxpartnern tiberfliissig und vereinfacht dadurch das Re-
aktionssystem. Um das Problem der Bereitstellung des sehr teuren Kofaktors NAD(P)H
zu lsen, verwenden alle bisher etablierten industriellen Prozesse Ganzzell-Systeme. Der
Einsatz von ganzen Zellen fir Biooxidationsreaktionen hat aber verschiedene Nachtei-
le. Zum einen ist die Aufarbeitung der Produkte aus den Zelll6sungen aufwéandiger,
zumal durch zelleigene Proteine unerwiinschte Nebenprodukte gebildet werden kon-
nen, die vor der Weiterverwendung der Produkte abgetrennt werden miissen. Zum
anderen kann das Substrat und/oder das Produkt fir die Zellen toxisch sein oder der
Transport des Substrates in die Zelle hinein — beziehungsweise des Produktes aus der
Zelle heraus — kann sehr langsam oder ineffizient erfolgen und damit den gesamten
Prozess limitieren. Dartiber hinaus kann es, wie bereits erwdhnt, zum Abbau des gebil-
deten Produktes durch den zelleigenen Stoffwechsel kommen. Diese Probleme werden
bei in vitro-Prozessen mit isolierten P450-Monooxygenasen umgangen. Aber auch hier
miissen diverse Probleme gelost werden, wie die effiziente und 6konomische Bereit-
stellung der Elektronen sowie die Erhéhung der Enzymstabilitat innerhalb der Prozes-
se (Abb. 4). Fiir einen biotechnologischen Einsatz in einem in vivo- wie auch in vitro-
Reaktionssystem miissen die P450-Monooxygenasen dartiber hinaus in ausreichenden
Mengen hergestellt und ihre Aktivitdt und Selektivitdt optimiert werden.

/ Verbesserung der Regio- und Stereoselektivitat \

Anderung der Substratspezifitat Erhéhung der Enzymaktivitat

Optimierung von
P450-Monooxygenasen

Erhéhung der Enzymstabilitat Ersatz des Cofaktors

\ Erhéhung der Lésungsmitteltoleranz /

Abb. 4: Optimierungsmoglichkeiten fiir P450-Monooxygenasen

Unsere Arbeitsgruppe untersucht und entwickelt seit mehreren Jahren Konzepte zur
Ermdéglichung der praparativen, technischen Anwendung bakterieller P450-Monooxy-
genasen fir die Biokatalyse. Dabei wurde der Hauptfokus auf P450 BM-3 aus B. mega-
terium gelegt. P450 BM-3 katalysiert die Hydroxylierung und Epoxidierung von vielen
gesattigten und ungesittigten Fettsduren mit einer Kohlenstoffkettenldnge von 12 bis
20. Das Enzym hat die hochste beschriebene Aktivitit aller P450-Monooxygenasen,°
da die Elektronen sehr schnell innerhalb der Reduktase von FAD auf FMN und an-
schlieffend auf die Him b-Gruppe tibertragen werden. Im Folgenden wird beschrieben,
welche Ansatzmoglichkeiten bisher in unserer Arbeitsgruppe untersucht sowie in der
Fachliteratur beschrieben wurden, um effiziente P450-basierte Prozesse zu entwickeln.

20 Vgl. Capdevila et al. (1996), Munro et al. (2002) sowie Truan et al. (1999).



Biokatalyse fiir die selektive Oxidation 271

Herstellung von P450-Monooxygenasen

Die meisten Proteine kommen in der Natur nur in geringen Mengen vor. Sollen die-
se Proteine fur biotechnologische Anwendungen nutzbar gemacht werden, miissen sie
aus den entsprechenden Organismen isoliert werden. Dies ist jedoch haufig mit einem
groflen Aufwand verbunden und fiihrt, gerade im Hinblick auf grofitechnische Anwen-
dungen, nicht zu den erforderlichen Proteinausbeuten. Deshalb werden die zu verwen-
denden Proteine hdufig in fremden Organismen produziert, die einfach zu kultivieren
und handhaben sind und gréflere Proteinmengen liefern konnen. Die Herstellung ei-
nes Proteins in einem fremden Organismus bezeichnet man als heterologe Expression.
Das Darmbakterium Escherichia coli hat sich als ein idealer Kandidat zur heterologen
Expression von bakteriellen Proteinen mit hohen Ausbeuten gezeigt. Auch bakterielle
P450-Monooxygenasen kénnen mit guten Ausbeuten in E. coli exprimiert werden. Fiir
die Herstellung von P450 BM-3 wurde in unserer Arbeitsgruppe ein spezielles Zulauf-
Verfahren, eine sogenannte Fed-Batch-Fermentation, entwickelt, um hohe Enzymaus-
beuten fiir biotechnologische Anwendungen zu erhalten. Durch Optimierung der Zuga-
be der Kohlenstoffquelle, in diesem Falle Glyzerin, kénnen rund 1,5 Gramm Enzym pro
Liter Fermentationsbriihe erhalten werden.?! Zur heterologen Expression von P450-
Monooxygenasen aus Hefen, Pflanzen oder Tieren, die sich in E. coli nicht exprimieren
lassen, haben sich unter anderen die Hefen Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris
und Schizosaccharomyces pombe als vielversprechendes Expressionssystem gezeigt.

Ersatz und Regeneration des Kofaktors NAD(P)H

In industriellen Prozessen werden Kofaktor-abhiangige Enzyme nur sehr selten ein-
gesetzt, da die Kosten fiir die Kofaktoren NAD(P)H sehr hoch sind und ein stochio-
metrischer Einsatz der Kofaktoren deshalb nicht wirtschaftlich ist. Fur industrielle
Anwendungen miissen die Kofaktoren entweder regeneriert oder durch geeignetere
Elektronenlieferanten ersetzt werden. Bei der Verwendung von Ganzzell-Systemen wer-
den die Kofaktoren wie oben erwéhnt, einfach tiber den Stoffwechsel der Zelle regene-
riert. Allerdings kann die zellulire Regeneration von NAD(P)H den biokatalytischen
Prozess limitieren, wenn durch eine starke Expression der P450-Monooxygenase die
Kofaktoren schneller verbraucht als regeneriert werden.

Fiir die in vitro-Anwendung von P450-Monooxygenasen wurden verschiedene Anst-
ze untersucht, um die Kofaktoren effizient zu regenerieren oder zu ersetzen. Einerseits
wurde versucht, das Him-Eisen direkt durch starke Reduktionsmittel mit Elektronen
zu versorgen. Allerdings werden die Enzyme dabei hdufig durch Nebenprodukte inakti-
viert oder die resultierende Aktivitat der P450-Monooxygenase ist sehr gering.2? Eine
andere Moglichkeit besteht in der direkten elektrochemischen Reduktion des Ham-Ei-
sens.”® Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der Elektronentransfer bei einer auf
eine Elektrode aufgebrachten P450-Monooxygenase in etwa genauso schnell erfolgt wie

21vgl. Pflug et al. (2007).
22Vgl. Fang et al. (1996), Hrycay et al. (1976) sowie Nordblom et al. (1976).
23 Vgl. Kazlauskaite et al. (1996) sowie Scheller et al. (1979).
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{iber eine Reduktase.”* Allerdings werden die Enzyme auf den Elektroden sehr schnell
inaktiviert.

Eine der am haufigsten angewendeten Methoden, die stochiometrische Zugabe von
NAD(P)H zu vermeiden, ist die enzymatische Regeneration der Kofaktoren. Zur Regene-
ration von NADH wurde eine Vielzahl an enzymatischen Methoden entwickelt,2® die so-
gar im industriellen Mafistab angewendet werden. So wird beispielsweise bei der Firma
Evonik Industries AG*® eine Formiat-Dehydrogenase eingesetzt, um den zur Produktion
der Aminoséure L-tert-Leucin benstigten Kofaktor NADH zu regenerieren.?’” Zur effizi-
enten Regeneration von NADP* stehen weit weniger etablierte enzymatische Verfahren
zur Verfiigung. Am haufigsten werden Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenasen,?® Alko-
hol-Dehydrogenasen®’ oder eine veranderte Formiat-Dehydrogenase, die NADP* statt
NAD* akzeptiert, verwendet.? Formiat-Dehydrogenasen regenerieren NAD(P)H indem
sie das Salz der Ameisensiure zu CO, umwandeln, welches dann aus der Reaktion ent-
weicht (Abb. 5). Dadurch bleiben, anders als bei anderen Dehydrogenasen, keine Ne-
benprodukte zuriick. Formiat-Dehydrogenasen wurden in unserer Arbeitsgruppe zur
Kofaktor-Regeneration bei der Oxidation von Fettsdauren und Duft- und Aromastoffen
durch P450 BM-3 eingesetzt.*!

P450-Monooxygenase

Substrat ﬁ Produkt

NAD(P)H NAD(P)*

Formiat-Dehydrogenase

Abb. 5: Kofaktor-Regeneration durch eine Formiat-Dehydrogenase

Ein weiterer wichtiger Schritt zur Optimierung von P450-Monooxygenasen fiir bio-
technologische Anwendungen ist die Umstellung der Kofaktor-Spezifitait von NADPH
auf das billigere und stabilere NADH. Im Falle einer humanen Cytochrom P450-Re-
duktase und einer Stickstoffmonoxid-Synthase konnte durch Austausch einer einzel-
nen Aminosédure eine Priferenz der Enzyme fir NADH anstelle von NADPH erreicht
werden.*? Fiir P450 BM-3 konnten wir anhand eines Homologiemodelles die in der
FAD/FMN-Reduktase an der Kofaktor-Bindung beteiligten Aminosauren identifizieren.

24 Vgl. Maurer et al. (2003).

25 Vgl. Wichmann und Vasic-Racki (2005) sowie Wichmann et al. (2000).
26 Frither Degussa.

27 Vgl. Bommarius et al. (1998).

28 Vgl. Karaseva et al. (1990).

29 Vgl. Kubo et al. (2006).

30Vgl. Seelbach et al. (1996).

31'Vgl. Kuehnel et al. (2007) sowie Maurer et al. (2005).

32Vgl. Dohr et al. (2001) sowie Dunford et al. (2004).
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Durch gezielte Austausche dieser Aminosauren haben wir eine Variante von P450 BM-3
hergestellt, die NADH anstelle von NADPH als Kofaktor bevorzugt.** Diese Enzymva-
riante wurde von uns zusammen mit einer NAD*-abhingigen Formiat-Dehydrogenase
erfolgreich in Biooxidationsreaktionen eingesetzt.**

Stabilisierung von P450-Monooxygenasen

Wie bereits beschrieben, steht dem Einsatz von P450-Monooxygenasen haufig ihre
niedrige Stabilitdt im Wege. P450-Monooxygenasen sind in der Regel relativ tempe-
raturempfindlich und werden bei hoheren Temperaturen schnell inaktiviert. Durch
die Verwendung von thermostabilen P450-Enzymen kénnen die Reaktionen hingegen
auch bei erhchten Temperaturen durchgefiihrt werden, ohne dass die Enzyme denatu-
rieren. Bisher wurden allerdings nur drei verschiedene thermostabile P450-Monooxy-
genasen beschrieben.>

Eine grofle Herausforderung stellt vor allem die Instabilitat der P450-Monooxygen-
asen in organischen Losungsmitteln dar. Da viele P450-Substrate in wéssrigen Losun-
gen nur schlecht oder tiberhaupt nicht I6slich sind, missen haufig Losungsvermittler
verwendet werden, um die umzusetzenden Substrate fiir das Enzym tiberhaupt zu-
ganglich zu machen. Viele organische, wassermischbare Losungsmittel wirken sich aber
bereits in niedriger Konzentration negativ auf die Stabilitat und Aktivitat von P450-
Monooxygenasen aus.*® Die Immobilisierung von Enzymen, das heift die rdumliche
Fixierung von Proteinen an unldsliche Tragermaterialien, bietet die Moglichkeit, die
Stabilitdt der Enzyme gegentiber Losungsmitteln und héheren Temperaturen zu verbes-
sern. Auflerdem ermoglicht die Protein-Immobilisierung eine kontinuierliche Prozess-
fithrung, da die Proteine von der Reaktionslésung abgetrennt und in eine neue Reaktion
eingesetzt werden konnen. Dies fiithrt zu einer deutlichen Verringerung der Prozesskos-
ten und ist deshalb besonders fur industrielle Anwendungen von Bedeutung. Haufig
kommt es aber bei der Immobilisierung von P450-Monooxygenasen zu einem Aktivi-
tatsverlust der Enzyme. Dies kann einerseits durch eine Blockierung der Substrat- oder
Kofaktor-Bindestellen im Verlauf der Immobilisierung verursacht werden. Andererseits
kann es auch zu Abstoflungen zwischen dem Substrat und dem Tragermaterial kom-
men oder zur Bindung des Substrates oder Produktes an den Tréager und damit zu einer
geringeren gemessenen Aktivitat. Bei der Immobilisierung von P450-Monooxygeasen
muss zudem die Versorgung mit Elektronen, beispielsweise durch Ko-Immobilisierung
der Reduktase, gewdhrleistet werden. Bisher wurden verschiedene P450-Monooxygen-
asen wie zum Beispiel das Fusionsprotein P450 BM-3%" oder eine P450-Monooxygen-
ase aus der Béackerhefe zusammen mit ihrer Reduktase®® erfolgreich immobilisiert. Eine
Herausforderung stellt aber immer noch die verringerte Aktivitat der immobilisierten
P450-Monooxygenasen dar.

33 Vgl. Maurer et al. (2005).

34Vgl. Kuehnel et al. (2007).

35Vgl. Nishida und Ortiz de Montellano (2005).

36 Vgl. Chefson und Auclair (2007), Vuppugalla et al. (2007) sowie Wong et al. (2004).
37Vgl. Maurer et al. (2003).

38 Vgl. King et al. (1988) sowie Taylor et al. (2000).
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Verbesserung der Enzymaktivitat und -selektivitat

Die in der Natur vorkommenden Enzyme sind das Produkt einer mehrere Millionen
Jahre langen Evolution, bei der sie perfekt an ihre zu leistenden Aufgaben angepasst
wurden. Thre natiirlichen Eigenschaften wie ihre Aktivitdt, Selektivitat und Stabilitat
entsprechen aber nur selten den Anforderungen fiir einen biotechnologischen Einsatz.
Durch Nachahmung der Evolution im Labormafistab ist es moglich, Enzyme in kurzer
Zeit ohne ndhere Kenntnis ihrer Struktur oder ihres Katalysemechanismus’ in ihren
Eigenschaften zu verdndern. Bei dieser sogenannten gerichteten Evolution werden zu-
tallig Mutationen in ein Protein eingefiigt und dabei eine Vielzahl von Enzymvarianten
erstellt. In der sich anschliefSenden Selektion wird die aktivste oder selektivste Variante
ausgewdhlt und als Ausgangspunkt fiir die Erzeugung einer neuen Generation von En-
zymvarianten eingesetzt. Nachdem mehrere dieser Zyklen durchlaufen wurden, verfiigt
das Enzym im Idealfall iiber die gewiinschten Eigenschaften wie verbesserte Aktivitat
oder Selektivitat.

Alternativ kann man auch gezielt Veranderungen in Proteine einfiihren, um ein En-
zym fiir industrielle Anwendungen zu optimieren. Beim sogenannten rationalen Pro-
tein Design nutzt man die tiber ein Protein verfiigbaren Informationen, um beispiels-
weise Aminosduren, die an der Substratumsetzung beteiligt sind, zu identifizieren und
gezielt durch andere zu ersetzen. Die dafiir notwendigen Informationen stammen aus
Kristallstrukturen der Proteine, aus Strukturmodellen oder Sequenzvergleichen. Durch
rationales Protein Design und gerichtete Evolution wurden bereits zahlreiche P450-Va-
rianten hergestellt, die Verbindungen oxidieren, die nur wenig oder keine Ahnlichkeit
mit Fettsduren, den natiirlichen Substraten von P450 BM-3, aufweisen (Abb. 6).
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Abb. 6: Verbindungen, die von P450-Varianten oxidiert werden.

So konnten beispielsweise Varianten von P450 BM-3 gefunden werden, die die gas-
formigen Alkane Propan und Ethan sowie humane Stoffwechselprodukte umsetzen.*®
Die Verbesserung der Selektivitit von P450-Monooxygenasen ist haufig schwerer zu
erreichen als eine Verbesserung der Aktivitat. P450 BM-3 und verschiedene P450 BM-
3-Varianten zeigen zum Beispiel gegeniiber Fettsduren eine sehr hohe Aktivitat wih-
rend ihre Selektivitat nur gering ist, da mehrere Hydroxylierungsprodukte gebildet wer-

39 Vgl. Glieder et al. (2002), Meinhold et al. (2005), Otey et al. (2006) sowie Peters et al. (2003).
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den.*® Es war uns aber méglich, P450 BM-3-Varianten zu erzeugen, die (hoch-)verzweig-
te Fettsduren selektiv oxidieren und dadurch die Synthese einer Vorstufe zur Herstel-
lung eines Makrolid-Antibiotikums erméglichen.*!

P450-Monooxygenasen sind besonders interessant fiir die Oxidation von preisgiinsti-
gen Naturstoffen zu hochpreisigen Aroma- und Duftstoffen, Pharmazeutika oder Bau-
steinen fiir chemische Synthesen. So werden P450-Monooxygenasen in der Oxidati-
on von pflanzlichen Naturstoffen wie Terpenen intensiv untersucht. Ein interessantes
Edukt ist beispielsweise o-Pinen, ein Abfallprodukt der Holzindustrie, dessen Oxida-
tionsprodukte teure Verbindungen fiir die Aroma- und Duftstoff-Industrie sowie die
pharmazeutische Industrie darstellen. Unsere Arbeitsgruppe konnte eine P450 BM-3-
Variante erzeugen, die o-Pinen zum Hauptprodukt Verbenol, einem Inhaltsstoff von
dtherischen Olen und Insektenfallen, oxidiert.*> Eine weitere P450 BM-3-Variante wan-
delt Valencen in Nootkaton um, einen hochpreisigen Aromastoff.*?

Reaktionsoptimierung

Ein idealer biotechnologischer Prozess bei dem P450-Monooxygenasen eingesetzt wer-
den, sollte folgende Anforderungen erfiillen:

+ Das Substrat ist in der wéssrigen Losung in moglichst hoher Konzentration gelost.
+ Das Enzym ist unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen stabil.

+  Eine effiziente Versorgung des Enzyms mit Elektronen ist gewahrleistet.

+  Es steht gentigend Sauerstoff zur Verfiigung.

+  Die Prozesskosten sind moglichst gering.

Diese Anforderungen kénnen sowohl von in vitro- wie auch von in vivo-Prozessen er-
fullt werden. Bei beiden Systemen miissen aber geeignete Losungsvermittler gefunden
werden, um die schlecht wasserloslichen Substrate fiir die Enzyme im wassrigen Reak-
tionssystem zugé’mglich zu machen. Dies kann man erreichen, indem man sogenannte
Zweiphasen-Systeme verwendet oder dem wissrigen System wassermischbare Losungs-
vermittler zusetzt. Die Zweiphasen-Systeme bestehen aus einer wiéssrigen Phase und ei-
ner fliissigen, organischen Phase, in der das Substrat gelost vorliegt. Dadurch kann das
umgesetzte Substrat standig aus der organischen Phase nachgel6st und somit ein hoher
Gesamtumsatz selbst bei niedrigen Substratkonzentrationen in der wéssrigen Phase er-
reicht werden. Auf diese Weise kénnen auch toxische Substanzen mit hohen Ausbeu-
ten umgesetzt werden. Viele nicht-wassermischbare Losungsmittel fithren jedoch héu-
fig zur Inaktivierung der Enzyme beziehungsweise zum Absterben der Zellen. Um die
Loslichkeit von hydrophoben Substanzen zu erhéhen, wird deshalb haufig auf polare,
wassermischbare, organische Losungsmittel zurtickgegriffen. Umso héher die Konzen-
tration des Losungsmittels in der Reaktionslosung ist, umso mehr Substrat kann gelost
werden; umso héher ist aber auch die Inaktivierung des Enzyms beziehungsweise der
Zellen. Fur die Oxidation leicht fliichtiger Substanzen hat sich das Zweiphasen-System

*0Vgl. Truan et al. (1999).

*1'Vgl. Kuehnel et al. (2007).

*2Vgl. Branco et al. (2007).

*3Vgl. Girhard et al. (2009) sowie Seifert et al. (2009).
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als sehr geeignet gezeigt. Bei der Oxidation der fliichtigen Verbindungen o-Pinen und
Cyclohexan mit einer isolierten P450 BM-3-Variante und Kofaktor-Regeneration durch
eine NADP*-abhédngige Formiat-Dehydrogenase wurden in unserer Arbeitsgruppe die
Substrate selbst als organische Phase eingesetzt (Abb. 7). Dadurch wird kontinuierlich
das Substrat in die wassrige Phase nachgelost und geringe Verluste der leicht fliichtigen
Substrate durch Verdunstung fallen nicht ins Gewicht. Aulerdem kénnen die Produkte
in die organische Phase tibergehen und wahrend des Prozesses iiber diese abgetrennt
werden. Dies vereinfacht die Produktaufarbeitung und erhoht gleichzeitig die Produkt-
stabilitat, da die Produkte aus der Reaktion entfernt und somit vom Enzym nicht weiter
oxidiert werden kénnen. Die mit dem beschriebenen Zweiphasen-System erreichten vo-
lumetrischen Produktivitaten bei der Oxidation von o-Pinen von bis zu 350 Milligramm
pro Liter und Stunde tibertreffen die bisher bekannten biotechnologischen Verfahren
zur Oxidation von o-Pinen um Gréflenordnungen.
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Abb. 7: In vitro-System zur Oxidation von a-Pinen durch eine P450 BM-3-Variante. Das Substrat selbst bildet
die organische Phase und dient der Produktaufnahme, der Kofaktor wird durch eine NADP*-abhangige
Formiat-Dehydrogenase regeneriert.

Zur selektiven Oxidation des leicht fliichtigen Substrates Valencen haben wir ein
Zweiphasen-Ganzzellsystem mit einer P450-Monooxygenase aus dem Bakterium Bacil-
lus subtilis entwickelt, in dem Valencen in Dodecan als organischer Phase gelost wurde.
Dadurch konnten wir hohe Substratumsétze erreichen und gleichzeitig die Uberoxidati-
on der entstandenen Produkte durch das Enzym vermeiden.**

Fiir die Oxidation von nicht-fliichtigen, hydrophoben Substraten wie Fettsdauren und
Fettalkoholen hat sich das in vitro-System mit wassermischbaren Losungsvermittlern als

**Vgl. Girhard et al. (2009).
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sehr geeignet gezeigt. Besonders gute Ergebnisse hat unsere Arbeitsgruppe mit ringfor-
migen Glukosemolekiilen, sogenannten Cyclodextrinen, als Losungsvermittler erzielt.
Diese Zuckermolekiile sind selbst sehr gut in Wasser loslich. Sie erhohen die Loslich-
keit von hydrophoben Substanzen, indem sie diese in ihren hydrophoben, ringférmi-
gen Innenraum aufnehmen und dabei sogenannte Wirt-Gast-Komplexe ausbilden. Da-
durch wird die Zugénglichkeit der Substrate fiir das Enzym stark erhoht. Mit Hilfe
dieser Zuckermolekiile konnten wir in-vitro-verschiedene hydrophobe Verbindungen
mit einer NADH-abhédngigen P450 BM-3-Variante und Kofaktor-Regeneration tiber ei-
ne NAD*-abhingige Formiat-Dehydrogenase im préparativen Maf3stab hydroxylieren.*®
Eines dieser Produkte stellt eine wichtige Zwischenstufe fiir die Synthese von Makro-
lidantibiotika dar und ist auf chemischem Wege nur sehr schwer herstellbar.

Suche nach neuen P450-Monooxygenasen

Um das Spektrum an biotechnologisch relevanten Reaktionen und Produkten zu er-
weitern, missen neue P450-Monooxgenasen identifiziert werden. Durch die stindig
wachsende Zahl an sequenzierten Genomen werden immer neue P450-Monooxygen-
asen entdeckt. Die Charakterisierung dieser Enzyme eréffnet den Weg zu neuen Synthe-
sebausteinen und pharmazeutischen Produkten. In Kombination mit rationalem Prote-
in Design und gerichteter Evolution kénnen mafigeschneiderte P450-Biokatalysatoren
hergestellt werden. Diese konnen dann in in vivo- oder in vitro-Reaktionssystemen zur
Herstellung von biotechnologischen Produkten fiir die chemische oder pharmazeuti-
sche Industrie eingesetzt werden.
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