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In dem Bioreaktor der c-LEcta werden Mikroorganismen kultiviert, mit deren Hilfe das Unternehmen Enzyme fiir den industriellen Einsatz gewinnt.
Bild: Matthias Baumbach
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Ressourcen sparen mit
effizienten Enzymen

Der Einsatz von Enzymen ist in vielen Prozessen nicht mehr wegzudenken.

Mit einem neuen Verfahren — der gerichteten Enzym-Evolution - lassen sich diese
gezielt und effektiv verbessern. Dabei haben sich zwei Strategien durchgesetzt: hoher
Durchsatz durch Automatisierung oder wissensbasiert, um wenig experimentieren zu miissen.
Eine Leipziger Firma entwickelt mit dem wissensbasierten Ansatz erfolgreich
Enzyme fiir die industrielle Anwendung.

nzyme sind Bestandteil un-
seres tiglichen Lebens, seit
die Menschheit die Vorteile
der Umwandlung von Milch
und Getreide in wohlschme-
Produkte wie Jo-
ghurt, Kise, Bier und Brot gelernt hat.

ckende
Diese Lebensmittelprozesse werden heute

noch nach den gleichen Prinzipien durch-
gefiihrt, auch wenn sie mittlerweile durch
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industriell hergestellte Enzyme unterstiitzt
werden konnen.

Die Anwendung beschrinkte sich bis
zur Entwicklung molekularbiologischer
Methoden auf sogenannte Wildtyp-Enzy-
me. Diese wurden direkt aus natiirlichen
Organismen gewonnen. Sie haben sich
durch Mutation und Selektion gemafl den
Prinzipien von Darwin fiir ihre Funktion
im lebenden Organismus angepasst. Und

sie machen das, was sie miissen und
nichts, was dem Organismus schaden
konnte.

Fiir industrielle Anwendungen sind je-
doch andere Anforderungen gefragt. Die
Prozesse miissen hoch effizient und 6ko-
nomisch ablaufen: In einer Produktions-
anlage mochte man bei gegebener Kessel-
groBe den Ausgangsstoff moglichst schnell
in moglichst viel Produkt umsetzen.
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Gerichtete Evolution

Um ein gewiinschtes Produkt mit ei-
nem bestimmten Prozess unter optimalen
Bedingungen herstellen zu koénnen, wer-
den Methoden benétigt, Enzyme kiinst-
lich an diese Bedingungen anzupassen.
Mit der Aufklirung der ersten drei-di-
mensionalen Enzymstruktur 1965 eroff-
nete sich ein Weg, die Eigenschaften von
Enzymen gezielt zu verindern, in dem
einzelne Aminosiuren ausgetauscht wer-
den. Dieses heute als ,rationales Enzym-
design” bezeichnete Vorgehen war jedoch
von mafligem Erfolg.

Der Durchbruch gelang, als Wissen-
schaftler Zufallselemente in die Mutati-
onsstrategien mit einbezogen. Dieser Pro-
zess der zyklischen Abfolge von zufilliger
Mutation und Selektion dhnelt der natiir-
lichen Evolution und wird als ,gerichtete
Evolution“ bezeichnet.

Die Erfolge mit dieser in den 1990er
Jahren entwickelten Methode
schnell in der industriellen Enzyment-
wicklung Einzug und wurde 2018 mit
dem Nobelpreis fiir Chemie gewdirdigt.
Nicht nur das: Es kam auch zu einer er-
quicklichen Befruchtung von rationalem
und gerichtetem Enzym-Engineering, was
schlieflich zur Kombination beider He-

fanden

rangehensweisen gefithrt hat und heute
als ,semi-rationales Enzym Engineering®
bezeichnet wird.

Schneller und groRRer

Die Einfithrung zufilliger Mutationen
fithrt bei einem Enzym durchschnittlicher
Grofle, bestehend beispielsweise aus 250
Aminosiuren, schnell zu einer sehr hohen
Zahl an Varianten. Sollte in diesem Bei-
spiel jede der 250 Aminosduren zu jeder
der mdglichen 20 Aminosduren ausge-
tauscht werden, so erhilt man bereits
5000 mogliche Varianten. Erlaubt man
zwei- und dreifach Varianten und beriick-
sichtigt alle Permutationen, so steigt die
Anzahl exponentiell auf 25 Mio. bezie-
hungsweise auf 100 Mrd..

Um solche riesigen Bibliotheken zu
durchmustern, kann man auf Hochdurch-
satz-Screening und Automation setzen.
Das aus der Diagnostik und Pharmafor-
schung bekannte Format der Mikrotiter-
platten kommt dabei zum Einsatz. Fir
dieses Format stehen Pipettierroboter und
Maschinenarbeitsplitze bereit, die hoch-
automatisiert Platten befiillen und ver-
schiedene Vorginge durchfiithren.

UMWELTMAGAZIN BD. 50 (2020) NR.10-11

ol e

Enyzmprodukte wie hier Denarase werden von Leipzig aus an Pharma-Kunden in aller Welt versandt.
Bild: Matthias Baumbach

In so einem Setup ist ein Durchsatz
von mehr als 10000 Enzymvarianten pro
Woche zu erreichen. Um dies zu verwirk-
lichen, muss der komplette Arbeitsablauf
darauf ausgerichtet sein. Das beginnt mit
der Erzeugung der Variantenbibliothek,
der Kultivierung der einzelnen Bakterien-
kolonien, der Aufarbeitung des Enzym-
priparats, dem Ansetzen der Enzymreak-
tion, der Probenvorbereitung sowie dem
Sammeln und Aufarbeiten der Analyse-
Daten. Dieser Arbeitsablauf muss fein ab-
gestimmt sein, die Programmierung der
Maschinen erfordert Geschick und legt
die Bedingungen zeitlich fest.

Wenn Anderungen in einer Kompo-
nente gewiinscht werden, wie eine lingere

Reaktionszeit oder andere Reaktionsbe-
dingungen, so muss der gesamte Ablauf

Der Hauptsitz der c-LEcta GmbH in Leipzig mit
derzeit 86 Mitarbeitern. Bild: Thomas Victor
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neu abgestimmt werden. Solch ein Auf-
wand lohnt sich nur, wenn eine hohe An-
zahl von mehr als 100 000 Varianten unter
exakt gleichen Bedingungen durchmustert
werden muss. Das System geht aber auf
Kosten von Flexibilitit. Zudem entsteht ein
extrem hoher Ressourcenverbrauch an
Energie und Einmalplastik.

Schlauer und nachhaltiger

Das Gegenstiick zum Hochdurchsatz
ist, wissensbasierte Elemente anzuwenden,
um die Anzahl der zu durchmusterten En-
zymvarianten zu minimieren. Dieses Ver-
fahren verfolgt die c-LEcta GmbH aus
Leipzig. Damit bewegt sich das Biotech-
Unternehmen ein Stiick in Richtung ra-
tionalem Design. Im Gegensatz zu den
frithen Anwendungen von rationalem De-
sign hat man jetzt die Stirke von zufilli-
gen Mutationen erkannt und vereinigt
diese beiden Elemente.

Konkret heiflt das, dass Vorhersagen
iiber jene Positionen in der Aminosiure-
sequenz, die am wahrscheinlichsten einen
positiven Einfluss auf die gewiinschte En-
zymeigenschaft hat, benétigt werden. An
diesen Positionen lisst sich die Anzahl der
Aminosdureaustausche durch wissensba-
sierte Ansitze weiter eingrenzen.

So lassen sich Bibliotheken von weni-
gen hundert bis tausenden von Varianten
designen, bei denen der Anteil verbesser-
ter Enzymvarianten deutlich hoher ist als
bei einer reinen Zufallsbibliothek.

Die computergestiitzte Modellierung
der dreidimensionalen Enzymstruktur ist
dabei eine wichtige Datenquelle. Sie er-
laubt eine Aussage iiber die Aminosiuren,
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die bestimmte Positionen einnehmen und
Eigenschaften ausprigen. Mit einer mole-
kulardynamischen Analyse lassen sich da-
riber hinaus bewegliche Elemente oder
Enzym-Substrat-Wechselwirkungen  er-
kennen, die fiir die Enzymkatalyse oft von
entscheidender Bedeutung sind.

Eine weitere wichtige Quelle sind Se-
quenzen #hnlicher Enzyme, die sich in
riesiger Anzahl in offentlich zuginglichen
Datenbanken finden lassen. Uber diese
Sequenzvergleiche lassen sich verschiede-
ne Muster ableiten und Aminosduren lo-
kalisieren, die in allen Sequenzen unver-
indert sind und nicht mutiert werden
sollten. Daneben sind das chemische Ver-
stindnis als auch die wissenschaftliche In-
tuition Komponenten, die in ein wissens-
basiertes Bibliotheksdesign einflielen.

Auf der anderen Seite erlaubt das Sam-
meln von Daten aus Enzym Entwicklungs-
projekten die Verfeinerung der Algorithmen
fiir wissensbasiertes Enzymdesign. Die von
c-LEcta selbst entwickelte Software Suite
ASSET-DB erfiillt genau diesen Zweck. Die
gesammelten Daten iiber Sequenz-Funkti-
onsbeziehungen werden von Bioinformati-
kern statistisch analysiert und neue Zusam-
menhinge entdeckt.

Die Software bietet zudem die Basis
fiir das kiinftige Nutzen von Korrelations-
analysen und maschinelles Lernen, wo-
durch c-LEcta einen weiteren Sprung in
der Wirksamkeit der Anwendung von
wissensbasierten Ansitzen sieht.

Beispiel Babynahrung

Mit der wissensbasierten Plattform
wurden bei c-LEcta mittlerweile eine Rei-
he von Enzymen fiir unterschiedliche An-
wendungen verbessert.

Darunter befinden sich Enzyme, die
gezielte Zucker wie Traubenzucker,
Haushaltszucker und Milchzucker mitei-
nander verbinden konnen. Enzyme sind
im Gegensatz zu chemischen Verfahren
dafiir pridestiniert, Zuckern miteinander
selektiv zu verkniipfen. Damit dies auch
stabil in einer hohen Ausbeute gelingt,
miissen die Enzyme noch angepasst wer-
den, um etwa die Bildung von Nebenpro-
dukten zu verringern.

Mit den bei der c-LEcta entwickelten
Enzymen ist es der Firma Glycom A/S aus
Dédnemark nun méglich, ihr Portfolio an
Oligosacchariden, die der menschliche Or-
ganismus produziert, zu erweitern, die
wertvolle Zusatzstoffe fiir Babynahrung
darstellen.
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Eine Mitarbeiterin von c-LEcta nutzt die Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC),
um Eigenschaften von bis zu 1000 Enzymvari-
anten mit hoher Qualitét zu messen. Bild: c-LEcta

Ein Blick auf einen vollautomatisierten
Hochdurchsatz-Screening-Maschinenpark.
Bild: Science Photo Library / Gustoimages

Darstellung des Phytase-Enzyms, das mit dem
wissensbasierten Ansatz der c-LEcta in seiner
Wirkung verbessert wurde. Bild: c-LEcta

Beispiel Phytase

Ein weiteres eindrucksvolles Beispiel
ist die in der Tiererndhrung bereits seit
mehr als 25 Jahren genutzte Phytase. Die-
ses Enzym setzt Phosphat aus der im Fut-
termittel enthaltenen Phytinsiure frei -
die Sdure dient in vielen Pflanzen als Spei-

cher fiir Phosphat und Kationen, die der
Keimling zum Wachstum braucht. Durch
diese Freisetzung erhoht die Phytase die
Verwertbarkeit des Futters und senkt die
Phosphatbelastung des Abwassers.

Obwohl es sich hier um ein Enzym
handelt, an dem mehrere grofle industriel-
le Optimierungskampagnen durchgefiihrt
wurden, um es fiir die Anwendung zu
verbessern, konnte das Enzym mit der
Plattform der c-LEcta in Zusammenarbeit
mit der Firma Huvepharma mit Hauptsitz
in Sofia, Bulgarien, noch weiter verbessert
werden.

Das verdnderte Enzym hat Huvephar-
ma im letzten Jahr auf den Markt ge-
bracht und ist ein Beleg dafiir, wie schlag-
kriftig der wissensbasierte Ansatz im
Vergleich zum Hochdurchsatzansatz ist.

Fazit

Der Hochdurchsatz- und der wissens-
basierte Ansatz sind beides berechtigte
und erfolgreiche Strategien, um Enzyme
fiir industrielle Anwendungen anzupassen.
Bei einem Hochdurchsatzverfahren wird
vielfach angenommen, dass man die Po-
tenziale aus evolutiver Enzymentwicklung
voll ausschopft. Man muss jedoch viel
Kraft und Geld in die Anschaffung und
den reibungslosen Betrieb von Maschi-
nenparks aufbringen Und bufit auf der
anderen Seite an Datenqualitdt und Flexi-
bilitdt ein.

Der wissensbasierte Ansatz erlaubt hin-
gegen, die fiir eine Anwendung notwendi-
ge Qualitdt des Screenings beizubehalten.
Es erfolgt eine Anpassung der Bibliotheks-
grofle auf das praktisch handhabbare Maf
unter gegebenen Laborbedingungen. Nicht
zu unterschitzen ist der Effekt auf die
Mitarbeiter. Der Wissenschaftler ist ein
aktiver Bestandteil des Bibliotheksdesigns
und sieht seine Ideen verwirklicht. Auch
der deutlich verminderte Verbrauch von
Plastikeinmalartikeln hat einen direkten
Einfluss auf die Identifikation der Mitar-
beiter mit dem Entwicklungsprojekt und
damit auf den Projekterfolg. [ |

www.c-lecta.com

Andreas Vogel

Leiter der
F&E Enzymabteilung
c-LEcta GmbH

contact@c-lecta.com

Bild: cLEcta

UMWELTMAGAZIN BD. 50 (2020) NR.10-11



