’ S— »
BAY ‘ Projektverbund finanziert durch

Ressourcenschonende Bayerisches Staatsministerium fiir

B I OT E C H Biotechnologie N— Umwelt und Verbraucherschutz s

Ressourcenschonende Herstellung von Feinchemikalien
Christoph Mahler?, Prof. Dr.-Ing. Dirk Weuster-Botz?, Prof. Dr. Kathrin Castiglione’

Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nirnberg, 2Technische Universitat Miinchen

Hintergrund

Chirale Feinchemikalien sind wichtige Bausteine fur die Synthese bioaktiver Substanzen wie beispielsweise
Pharmazeutika, Lebensmittelzusatzstoffe, Futtermittel und Agrochemikalien. Eine attraktive Mdglichkeit
chirale Molekdle herzustellen, bietet die asymmetrische Reduktion von Kohlenstoff-Doppelbindungen. Diese
Reduktion kann mit Hilfe von umweltfreundlichen Biokatalysatoren durchgefiihrt werden. Dabei werden die
Doppelbindungen mit Hilfe von Enzymen, den sogenannten Enreduktasen (ERs), reduziert. Wahrend dieser
Reduktion bendétigen ERs ein sehr teures Hilfsmolekiil, den Cofaktor Nicotinamidadenindinukleotid (NADH)
fur den Elektronentransport. Eine ressourcenschonende industrielle Anwendung von ERs ist abhangig von
der Enzymaktivitat mit diesem natlrlichen Cofaktor.

Vorhaben Spender-E
Ziel dieses Forschungsvorhabens war die Aktivitats- Ry
steigerung von ERs mit dem Elektronentransport-
molekil NADH. Aus diesem Grund wurde eine ER
aus einem Cyanobakterium (kurz: NostocER1) durch
verschiedene Methoden des Protein Engineerings,
also der zielgerichteten Struktur- und Funktions-
optimierung von Enzymen, verandert. Aufgrund des it e el
effizienten Umsatzes einer Vielzahl von Substraten, S SN A Loop-Austausch
unter anderem (R)-Carvon, einer Feinchemikalie die ; . ;
fiir die Synthese von Anti-Malaria Wirkstoffen schlechle NADH exzellente NADH
verwendet wird, ist die NostocER1 ein viel ver- Aktivilat Aktivitat
sprechender Biokatalysator. Ein industrieller Einsatz | | appiigqung 1: Schematische Darstellung der verwendeten

dieses Enzyms wird jedoch durch seine geringe Protein Engineering Methode zur Herstellung verschiedener
NADH-AKktivitat erschwert. Hybridproteine aus NostocER1 und verschiedenen Spender-ERs

Ergebnis
Im Rahmen der Forschungsarbeiten gelang die Identifikation
eines wirkungsvollen Ansatzes zur Steigerung der NADH-
Aktivitat der NostocER1. Dabei wurden die flexiblen Loop-
Regionen des Enzyms, welche an der Bindung des NADH
beteiligt sind, durch entsprechende Bereiche ahnlicher ERs
(Spender-ERs) mit einer von Natur aus hoheren Aktivitat mit
NADH ersetzt (Abbildung 1). Durch die Anwendung dieser
Methode konnte eine Vielzahl von optimierten NostocER1-
é_#" Sonr ‘.‘@,“-" . ""@p‘“ ° at Hybriden erzeugt werden. Sieben dieser optimierten Enzyme

o ﬁ Qﬁ .5&‘5& o \*‘F{Q o zeigten eine 4- bis 8-fach gesteigerte Aktivitat mit NADH relativ
\‘ﬁ zur unveranderten NostocER1 (Abbildung 2). Mit Hilfe dieser
Hybride war es mdglich, die Geschwindigkeit bei der

P . -9 Umsetzung von (R)-Carvon zu steigern. Aufbauend auf diesen
Aktivitét einer Vielzahl von optimierten . . . .
NostocER1-Hybriden (rot) im Vergleich zum Ergebnissen konnte ein Bioprozess entwickelt werden, welcher
Ausgangsenzym NostocER1 (weil3). erfolgreich einer Mal3stabsvergro3erung unterzogen wurde.
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Relative Anderung der
MADH-Aktivitat

Abbildung 2: Relative Anderung der NADH-
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