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Rita Bernhardt

Aus der Werkzeugkiste der Natur — Zum Potential von
Cytochrom P450 Enzymen in der Biotechnologie

Erlauben sie zu Beginn einige personliche Worte zu Prof. Friedrich
Jung.

Als ich Anfang 1977, nach meiner Aspirantur an der Moskau-
er Staatlichen Lomonossow-Universitit, in Berlin eine Stelle such-
te, war es Friedrich Jung, der mir die Chance gab, am Zentralinstitut
fiir Molekularbiologie als Wissenschaftliche Mitarbeiterin bei seinem
Schiiler Klaus Ruckpaul titig zu werden. Damit begann auch meine
Beschiftigung mit Cytochrom P450 Systemen, die eine unglaublich
vielféltige Bedeutung haben (Abb. 1) und von deren Untersuchung
ich mich im Wesentlichen bis jetzt nicht losreilen konnte. Die wissen-
schaftliche Aufgeschlossenheit und Neugier von Friedrich Jung und
seine unvoreingenommene Herangehensweise an wissenschaftliche
Fragestellungen haben mich nachhaltig mitgeprégt. Ich wéhlte ihn als
Vorsitzenden fiir meine Habilitationskommission aus, obwohl mir be-
wusst war, dass seine mitunter auch unstete und provokante Art einen in
dieser Situation ganz schon ins Schwitzen bringen konnte. Insbesonde-
re die Forderung, die junge Leute in seinem Institut erhielten, hat dazu
beigetragen, dass wir uns frithzeitig auch international gut vernetzen
konnten.

Leider laboriere ich an einem gebrochenen Finger der rechten Hand,
so dass es mir nicht moglich war, den beim Festkolloquium gehaltenen
Beitrag zu Papier zu bringen. Ich mochte daher einen Beitrag, der we-
nigstens einen Teilaspekt meines Vortrages enthélt und den ich fiir den
Science Blog meiner dsterreichischen Kollegin Prof. Dr. Inge Schuster
(http://scienceblog.at/cytochrom-p450#), mit der ich jahrelang koope-
rieren konnte, geschrieben habe, zur Kenntnis bringen.
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Was sind Cytochrome P450?

Cytochrom P450 (abgekiirzt CYP) ist der Sammelname einer Super-
familie von Tausenden Enzymen, die in praktisch allen Lebensformen
unserer Biosphdre vorkommen. CYPs kénnen auf unterschiedlichen Re-
aktionswegen verschiedenste Molekiile oxydieren. Die Biochemikerin
Rita Bernhardt (Lehrstuhl fiir Biochemie, Universitdt Saarbriicken) ist
Expertin auf dem Gebiet biotechnologischer Anwendungen von CYPs.
Sie gibt Beispiele, wie diese iiberaus effizienten Biokatalysatoren indus-
triell genutzt werden.

Seit Jahrtausenden machen wir von Prozessen der Mikroorganismen
Gebrauch beispielsweise um Nahrungs- und Genussmittel — vor allem
Brot, Kise, Bier und Wein — herzustellen. Wir wenden dabei Verfahren
an, die heute unter die Definition Biotechnologie, besser gesagt ,, Wei-
Be Biotechnologie™ fallen. ,,Weille Biotechnologie® bedeutet: die in-
dustrielle Nutzung von in der Natur vorkommenden und zumeist noch
zweckentsprechend optimierten Enzyme (Enzyme sind Biokatalysato-
ren) und lebenden Zellen, vor allem von Mikroorganismen. Die Liste
der Anwendungen ist lang. Optimierte Enzyme
» konnen bereits bei niedrigen Temperaturen Stirke, Eiwei3 und Fette

abbauen und sind aus modernen Waschmitteln nicht mehr wegzu-

denken,

» spielen hinsichtlich Geschmack und Konservierung eine essentielle
Rolle in der Nahrungsmittelproduktion,

» werden vor allem aber zur Synthese komplizierter Substanzen — bei-
spielsweise von Arzneistoffen — aus relativ einfachen und billigen
Ausgangsstoffen eingesetzt.

Ein auBergewohnlich hohes Potential fiir biotechnologische Anwen-
dungen aller Art haben dabei Enzyme aus der Superfamilie der Cyto-
chrome P450 (Bernhardt 2004, 2006; Bernhardt and Urlacher 2014).

Diese, kurz als CYP bezeichneten, Mitglieder einer Superfamilie
von Enzymen sind in praktisch allen Lebensformen zu finden. Ihr Ur-
sprung datiert in eine frithe Phase unseres Planeten zuriick, vermutlich
noch bevor Sauerstoff zu einem wesentlichen Bestandteil unserer At-
mosphire wurde. Darauf weisen zumindest die Stammb&dume hin, die
aus Sequenzvergleichen der CYP-Gene erstellt wurden und, dass CYPs
auch heute noch in vielen Typen prokaryotischer Zellen — Bakterien
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und Archaea — vorkommen. Aus der Urform haben sich im Lauf der
Evolution dann verschiedenste Formen entwickelt, wie wir sie heute
im Pilz-, Pflanzen-und Tierreich vorfinden — mehr als 21 000 derartige
Formen waren bereits 2014 beschrieben; Tendenz steigend.

Allen diesen Formen gemeinsam ist, dass sie eine sehr dhnliche
dreidimensionale Architektur besitzen und nach demselben Funktions-
prinzip operieren:

CYPs sind Himoproteine, das bedeutet: sie enthalten den roten Blut-
farbstoff Him. Mit Hilfe dieser Himgruppe binden CYPs Sauerstoff
und fithren diesen in eine hochreaktive Form iiber. Mit solcherart akti-
viertem Sauerstoff konnen CYPs dann unterschiedliche Reaktionstypen
eingehen und damit eine ungeheure Vielzahl und Vielfalt an Verbindun-
gen — Substraten — oxidieren. Es sind dies niedermolekulare, zumeist
fettlosliche Verbindungen, fiir welche die Enzyme mehr oder weniger
passgenaue (spezifische) Bindungstaschen bereithalten. Als Substrate
fungieren dabei sowohl zell-/korpereigene (endogene) Stoffe als auch
eine immense Zahl zell-/kdrperfremder (exogener) Substanzen:

Endogene Substrate sind im Menschen beispielsweise Fettsduren, Ste-
roide und Prostaglandine: sowohl in deren Synthese als auch in deren
Abbau sind unterschiedliche CYPs entscheidend involviert. In anderen
Worten: CYPs produzieren damit nicht nur lebenswichtige, pharma-
kologisch aktive Substanzen, sie regulieren auch — via Abbau — deren
Konzentrationen.

Exogene Substrate sind nahezu alle niedermolekularen Stoffe in un-
serer Umwelt, u.a. Inhaltsstoffe unserer Nahrung, Arzneimittel, organi-
sche Losemittel, Kohlenwasserstoffe, Pestizide, Karzinogene, etc. Hier
steht in erster Linie der Schutz unserer Korperzellen vor Fremdstoffen
im Vordergrund: durch (zum Teil mehrfache) Oxidation werden mogli-
cherweise toxische Eigenschaften von Verbindungen — zumindest meis-
tens — beseitigt (,,Entgiftung®), gleichzeitig nimmt deren Loslichkeit zu
und dementsprechend ihre Anreicherung im zelluldren Milieu ab. Die
oxidierten Fremdstoffe kdnnen dann aus den Zellen und den ganzen
Organismen ausgeschieden werden.
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Natiirlich kann die Vielzahl an Substraten in einem Organismus nicht
durch wenige Formen von Cytochrom P450-Enzymen bewaltigt werden.
So weist der Mensch 57 verschiedene Formen auf (deren Funktionen wir
zum Teil noch nicht im Detail kennen), die meisten davon katalysieren in
hochspezifischer Weise die Synthese und den Abbau korpereigener Ver-
bindungen, beispielsweise von Steroidhormonen, Vitamin D oder Gal-
lensduren. Rund 15 CYP-Formen mit wesentlich geringeren Spezifititen
sind vorwiegend in den Abbau von Fremdstoffen involviert.

Pflanzen konnen mehrere hundert CYP-Formen enthalten (bei-
spielsweise sind es 273 CYPs in der Ackerschmalwand — Arabidop-
sisthaliana). Auch hier haben die CYPs essentielle Funktionen in der
Synthese von 1) Signalmolekiilen und Hormonen, die fiir das Wachstum
benoétigt werden, ii) von schiitzenden Substanzen gegen UV-Strahlung
und parasitire Angriffe (Flavonoide, Phytoalexine, Terpene), iii) von
Pigmenten (Anthocyanine, Karotinoide) und auch iv) von Strukturpo-
lymeren (Ligninen).

CYPs in Forschung und Anwendung

Keine andere Gruppe von Enzymen zeigt eine dhnliche Breite akzep-

tierter Substrate, keine eine solche Fiille von Reaktionstypen wie die

CYPs. Dies zieht das Interesse von Forschern unterschiedlichster Fach-

richtungen an sich — seit der Entdeckung des ersten CYP vor rund 50

Jahren sind in der Literaturdatenbank PubMed unter dem Stichwort

»Cytochrome P450° mehr als 80 300 Verdffentlichungen zu finden.

Zentrale Aspekte der CYP-Forschung -Grundlagenforschung und mog-

liche Anwendungen — sind in Abb. 1 gegeben.

Von besonderem Interesse erscheint der Einsatz von CYPs, wenn es
um die effiziente Synthese komplizierter organischer Molekiile geht:
dabei kann es sich um Feinchemikalien handeln, um pharmakologisch
wirksame Substanzen und in besonderem Maf3e um neue Arzneimittel.

Gegeniiber chemischen Syntheseverfahren versprechen derartige
biotechnologische Ansétze enorme Vorteile. Vor allem,

» weil hier hochspezifische Reaktionen ablaufen, die vorzugsweise
das gewiinschte Produkt erzeugen und zwar in der richtigen rdumli-
chen Struktur und weitgehend ohne mdoglicherweise schidliche Ne-
benprodukte und
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Abb. 1: Funktion und Anwendungen von Cytochrom P450 Enzymen

» weil dies unter wesentlich umweltvertraglicheren Bedingungen ge-
schieht, d.h. unter Vermeidung von Abgasen und bei stark reduzier-
tem Einsatz von organischen Reagenzien und Losungsmitteln.
Kann man hier isolierte CYPs einsetzen?

Die einfachste Mdglichkeit wire es, CYPs mit den gewiinschten ka-
talytischen Eigenschaften aus dem riesigen Reservoir der Natur auszu-
wéhlen und in isolierter, moglicherweise zusitzlich optimierter Form
direkt zur industriellen Produktion von Substanzen einzusetzen. Dies
stofBt (noch) auf eine Reihe von Schwierigkeiten:

i) CYPs sind im isolierten Zustand meistens nur wenig stabil, ii) sie be-

noétigen fiir ihre Umsetzungen spezifische Reaktionspartner — ein oder

mehrere andere Proteine — mit ebenfalls limitierter Stabilitdt — und iii)

Kofaktoren, die teuer sind und wéhrend der Reaktion verbraucht wer-

den. iv) Dariiber hinaus arbeiten die meisten natiirlichen CYPs ziemlich

langsam.
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Zellen als lebende Biofabriken

Mit der Verwendung von CYPs in ganzen intakten Zellen werden die
genannten Schwierigkeiten umgangen. Vorzugsweise kommen Mikro-
organismen wie beispielsweise Hefen (z.B. Saccharomyces cervisiae
oder Schizosaccharomyces pombe) oder Bakterien (z.B. Escherichia
coli) zum Einsatz. Diese sind hdufig genmanipuliert, d.h. sie enthalten
ein oder mehrere stabil exprimierte CYPs, welche die gewiinschten

Umsetzungen ausfithren kdnnen. Ebenso liegen deren Reaktionspart-

ner vor und Systeme, welche auch die notwendigen Cofaktoren er-

zeugen und recyceln. Wenn eine Umsetzung noch zu langsam erfolgt
und zu wenig Produkt entsteht, wird das betreffende CYP — aber auch
sein(e) Reaktionspartner — einem Optimierungsprozess unterzogen:

e Mit gezielten Mutationen, wenn die rdumliche Struktur des En-
zyms (z.B. aus der Rontgen-Kristallanalyse) bekannt ist. Damit
lasst sich erreichen, dass beispielsweise das Substrat besser in die
Bindungstasche des Enzyms passt und/oder dass dessen Wechsel-
wirkung mit dem Reaktionspartner verbessert wird.

* Mit zufallsbasierter Mutagenese (..gerichteter Evolution®, auch:
.Evolution im Reagenzglas® genannt. Damit erhdlt man vorerst ei-
nen grofen Pool an Mutanten, aus denen man im nachfolgenden
Screening (= Testen auf die gewiinschten Eigenschaften) die ge-
eignetsten auswihlt. Diese werden dann in eine weitere Runde von
»gerichteter Evolution® und Screening eingesetzt, die potentesten
davon wieder in eine neue Runde und dieser Prozess wird solange
wiederholt, bis man schlieBlich zufriedenstellende Eigenschaften,
d.h. hohe Produktivitdt erreicht hat.

Mit diesen Verfahren konnten Umsatzraten auf mehr als das
100-fache, in einem speziellen Fall sogar auf das 9000-fache erhoht
werden. Dies ist zweifellos ausreichend, wenn man die Produktion
pharmazeutischer Wirkstoffe ins Auge fasst, die ansonsten nur durch
langwierige, vielstufige chemische Synthese hergestellt werden kon-
nen. Die minimalen Anforderungen im biotechnologischen Prozess
liegen (nach Julsing et al., 2008) bei Umsatzraten von 1 mg/l Fermen-
tationsbriithe und Stunde und einer Endausbeute von 100 mg pro Liter.




Aus der Werkzeugkiste der Natur — Cytochrom P450 Enzyme 121

Der industrielle Einsatz von CYPs

Das Beispiel Hydrocortison

Bereits in der Mitte des vorigen Jahrhunderts erkannte man, dass dieses
in unserem Korper natiirlich vorkommende Steroidhormon auch star-
ke entziindungshemmende Eigenschaften besitzt — seitdem ist Hydro-
cortison aus der Therapie nicht mehr wegzudenken. Das Einsatzgebiet
reicht von der Behandlung rheumatoider Erkrankungen iiber die von
Ekzemen bis hin zur Unterdriickung der Immunantwort. Dementspre-
chend besteht weltweit enormer Bedarf fiir dieses Steroid oder seine
(noch wirkungsvolleren) Analoga und es wird nach effizienten billigen
Syntheseverfahren gesucht.

Die ersten rein chemischen Synthesen gingen von Gallenséduren des
Rindes aus und benétigten 31 Schritte bis zum Endprodukt — die Her-
stellungskosten fiir 1 Gramm Hydrocortison lagen damals (1949) bei
200 $. 1951entwickelte Djerassiein Verfahren, das mit dem pflanzli-
chen Steroid Diosgenin startete; der Syntheseweg wurde kiirzer, blieb
aber noch immer extrem aufwéndig. Die Entdeckung, dass ein Pilz —
Rhizopus arrhizus — einen wesentlichen Hydroxylierungschritt im Syn-
theseweg ausfithren kann, brachte den Durchbruch: zur nunmehr semi-
synthetischen Herstellung bendtigte man insgesamt nur 15 Stufen, die
Kosten sanken auf rund 1 $ pro Gramm Hydrocortison (1979).

Wie man spéter erkannte, war ein mikrobielles CYP fiir diese Hyd-
roxlierung verantwortlich. In der Folge wurden derartige CYPs zu unent-
behrlichen Werkzeugen der Biotechnologie und ermdglichten die grof3-
technische Produktion unterschiedlichster, hdchst wirksamer Steroide.

Paradebeispiel fiir das Potential der synthetischen Biologie ist der
jingste Erfolg: die ,,de novo* Biosynthese von Hydrocortison. Diese
findet in gentechnisch verdnderter Béckerhefe (Saccharomyces cerevi-
siae) statt, die Ausgangsstoffe sind einfachste organische Verbindungen
— Glukose oder Ethanol — aus denen das Endprodukt Hydrocortison
ohne wesentliche Nebenprodukte entsteht (Abb. 2).

Diese Hefe enthdlt u.a. die vier wesentlichen CYPs (CYP11A1,
CYP17A1, CYP21, CYP11Bl1), die in Sidugerzellen die Umwandlung
von Cholesterin zu Hydrocortison katalysieren. Da Hefezellen selbst
iiber kein Cholesterin verfiigen und dieses auch nicht aus dem Ndhrme-
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Abb. 2: Synthese von Hydrocortison (vereinfachte Darstellung). Links. rein chemische
Synthese aus Rindergallensdure. Halblinks: semisynthetische Herstellung unter Ver-
wendung eines CYPs in Rhizopus. Mitte: in vivo Synthese aus Cholesterin in Sduger-
zellen. Rechts: de novo Synthese in gentechnisch manipulierter Hefe (S. Cerevisiae),
aufer den 4 wesentlichen CYPs (rot) wurden weitere Gene eingeschleust und einige
Hefe Gene umfunktionaliert/stillgelegt.

dium aufnehmen konnen, mussten mehrere Stoffwechselprozesse der
Hefe umfunktionalisiert oder stillgelegt werden, um deren strukturell
dhnliches Ergosterol fiir die Umsetzungen nutzen zu kénnen.

Das Beispiel Artemisinin

An Malaria erkranken jahrlich iiber 200 Millionen Menschen, iiber
660 000 sterben daran. Schon seit nahezu 2000 Jahren war in der chi-
nesischen Medizin die Wirkung eines Extrakts aus dem BeifuBBgewichs
Artemisia annua gegen diese Infektionskrankheit bekannt. Der darin
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enthaltene Wirkstoff Artemisinin ist heute essentieller Bestandteil der
weltweit angewandten, erfolgreichen Malaria-Kombinationstherapie.
Um unabhéngig von den schwankenden Wirkstoffgehalten der Pflanze,
Emteertrdgen und Lieferengpéssen zu werden, wurden nun — ermog-
licht durch ein Projekt der Gates-Foundation und one-World Health
— semi-synthetische Verfahren zur Produktion von Artemisinin entwi-
ckelt. Diese verwenden nun wieder genmanipulierte Bickerhefe mit
dem pflanzlichen CYP71 in optimierter Form, welches in einem 3-Stu-
fenprozess die Artemisinin-Vorstufe erzeugt. Der Sanofi Konzern kann
von diesem Rohstoff jahrlich bis zu 100 Tonnen erzeugen, der eigent-
liche Wirkstoff entsteht daraus durch eine photochemische Reaktion.

Das Beispiel Pflanzen mit gednderten Bliitenfarben

Als vor ca. 20 Jahren bei einer Tagung ein australischer Wissenschaft-
ler auftrat und verkiindete, blaue Rosen herstellen zu wollen, indem er
CYPs aus blauen Pflanzen, die dort die blaue Bliitenfarbung verursa-
chen, in den Bliiten von Rosen zur Expression bringen wollte, war ich
skeptisch und fragte mich, wer denn derartige Pflanzen benétigen und
kaufen wiirde. Heute gibt es zwar immer noch keine Kornblumen-blau-
en Rosen, aber lila-blduliche, da sich die Farbgebung als komplex und
nicht nur CYP-abhingig erwies. Dafiir gibt es beispielsweise lila (in
allen Abstufungen) Nelken und andere Pflanzen mit gednderten Bliiten-
Farben (hergestellt in einer Kooperation der japanischen Firma Sun-
tory und der australischen Firma Florigen). Als ich die lila Nelken im
Original sah, besonders in einem Ikebani-Gesteck, war ich fasziniert.
Das geht offenbar nicht nur mir so, denn der Umsatz weltweit betragt
inzwischen > 1 Milliarde Euro jéhrlich.

Wie geht es weiter?

Die Matrize aus Tausenden von CYP Formen mit unterschiedlichen
Substratselektivititen und von verschiedenen CYP Reaktionen an un-
terschiedlichen Substraten ergibt eine immense Vielfalt von Moglich-
keiten fiir die Anwendung von CYPs in der Biotechnologie, u.a. bei der
umweltfreundlicheren Herstellung neuer Wirkstoffe. Die ,,de novo Syn-
these von Hydrocortison* und die ,,semi-synthetische Produktion von
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Artemisinin® sind dafiir Paradebeispiele. Weitere Forschungen miissen
und werden sicherlich die bisherigen Engpésse bei der Anwendung in
den kommenden Jahren iiberwinden.
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Weiterfiihrende Links

Cytochrome P450. Enzymfamilie mit zentraler Bedeutung,.
http://www.pharmazeutische-zeitung.de/?id=40909

Synthetische Biologie: http://www.dfg.de/download/pdf/dfg_im_profil/reden
stellungnahmen/2009/stellungnahme synthetische biologie.pdf

Wenn der Mensch Gott Konkurrenz macht:
http://www.cas.uni-muenchen.de/pressespiegel/syn_bio 2 muenchner
merkur.pdf

Malaria-Wirkstoft aus Béckerhefe:
http://www.deutschlandfunk.de/malaria-wirkstoff-aus-baeckerhefe.676.
de.html?dram:article id=244601

Sanofi launches malaria drug production:
http://www.rsc.org/chemistryworld/2013/04/sanofi-launches-malaria-
drug-production

Beitrage im Science Blog
(http://www.scienceblog.at/) zu verwandten Themen: Cytochrom P450-
Enzyme: Tausendsassas in allen Bereichen unserer Biosphire

Die Sage vom bosen Cholesterin: Zu Wirkung und Nebenwirkungen von Me-
dikamenten Vitamin D — Allheilmittel oder Hype?



