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Als biotechnologische, umweltfreundliche und nachhaltige Biokatalysatoren sind Enzyme wie
Lipasen, Proteasen oder Alkoholdehydrogenasen gut etabliert. Die Herausforderung bei
letzteren lag in der Bereitstellung des fir die Reduktion einer Carbonylfunktion benétigten
Cofaktors Nikotinamidadenindinukleotid (NADH). Die Lésung bestand in der Entwicklung von
in vitro NADH-Regenerationssystemen, in denen ein stabiles und preiswertes Substrat mit
einem zusétzlichen Enzym zur Reduktion des entstandenen NAD* genutzt wird.[]

Wahrend solche Systeme heutzutage fir Cofaktoren wie NADH oder Adenosintriphosphat
(ATP) etabliert und im Einsatz sind, gibt es andere Enzyme, die zwar flr die Biotechnologie
hdchst interessante Reaktionen katalysieren, aber aufgrund der Instabilitdt und Komplexitat
ihres Cofaktors nicht fir den in vitro Einsatz geeignet sind. Hierzu gehéren Methyltransferasen,
die S-Adenosylmethionin (SAM) als Methyldonor verwenden. Neben der Tatsache, dass die
stéchiometrische Verwendung von SAM in praparativen Ansatzen aus Stabilitats- und
Kostengrinden nicht sinnvoll ist, ist das demethylierte SAM-Abbauprodukt S-Adenosyl-
homocystein (SAH) ein potenter Inhibitor fiir die meisten Methyltransferasen.? Im Gegensatz
zu anderen Cofaktoren wie NADH oder ATP ist die SAM-verbrauchende (Methyltransferase-
katalysierte) Reaktion nicht reversibel, daher wird SAM in der Natur Uber einen komplexen,
mehrstufigen Stoffwechselweg regeneriert. Als erster Schritt zur Nutzung von SAM-
abhangigen Enzymen in der Biotechnologie wurden lineare Enzymkaskaden entwickelt, die
Hey neben der Methyltransfer-Reaktion die in situ
® Synthese von SAM aus Methionin und ATP,
x SAH Ado PolyP sowie den irreversiblen Abbau des Inhibitors
SAH umfassen.® Mit solchen Systemen
kénnen gute Ausbeuten erzielt werden,
° o—’_“ allerdings ist die stochiometrische Verwendung
N . A \ von ATP nicht ideal fur die préaparative

—= AMP Anwendung.

SAM .M Basierend auf der natirlichen SAM-Regene-
ration haben wir eine biomimetische Enzym-

o—w PolyP kaskade designt und in mehreren Schritten mit

isolierten  Enzymen  implementiert. Das
komplette Regenerationssystem ist eine
cyclische Kaskade bestehend aus sechs Enzy-
PolyP men. Zusatzlich zum zu methylierenden
Substrat missen nur noch Methionin und Poly-
phosphat in stdchiometrischer Menge einge-
setzt werden (Abb. 1). Der in vitro Ansatz macht
es hierbei mdglich, Enzyme aus unterschiedlichen Organismen gewinnbringend zu kombi-
nieren. In ersten Versuchen konnte mit verschiedenen Methyltransferasen, sowie in Methylie-
rungs- und Ethylierungsreaktionen gezeigt werden, dass die cyclische Kaskade tatsachlich
katalytisch funktioniert, pro Cofaktormolekil wurden bisher etwa zehn Substratmolekiile umge-
setzt.™ In laufenden Arbeiten wird das System im Detail kinetisch charakterisiert und optimiert.
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Abbildung 1: Cyclische SAM-Regenerationskaskade.
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