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LEISTUNGSSTARKE
ENZYME AUS ALGEN

Neue Biokatalysatoren flr die Wasserstoffproduktion

Anja Hemschemeier und Thomas Happe

Enzyme, auch Biokatalysatoren genannt, helfen bei der Herstellung von Lebensmitteln,
sind in Waschmitteln vorhanden, werden in der medizinischen Diagnostik eingesetzt — und
sie haben das Potenzial, Energieprobleme zu losen. In Mikroalgen gibt es besondere me-
tallhaltige Enzyme, die an komplizierten Stoffumwandlungen und Signaltbertragungen im
Energiestoffwechsel beteiligt sind. Das Team der AG Photobiotechnologie der RUB forscht
an eisenhaltigen Biokatalysatoren, die Wasserstoff produzieren kdnnen. Vor Kurzem haben
die Forscherinnen und Forscher einen Mechanismus entdeckt, der die biokatalytische Was-

serstoffherstellung wirtschaftlich nutzbar machen konnte.

Die belebte Welt, wie wir sie kennen,
existiert nur, weil bestimmte Enzyme che-
mische Reaktionen ausfithren. Vom ein-
fachsten Einzeller bis hin zu solch kom-
plexen Wesen wie dem Menschen wandeln
Enzyme beispielsweise Nahrung in Ener-
gie um. Die Fihigkeit, komplizierte chemi-
sche Reaktionen mit relativ wenig Energie-
und Ressourcenaufwand zu katalysieren,
macht Enzyme auch fiir biotechnologische
Anwendungen interessant — zum Beispiel
fur die Produktion von Medikamenten,
Feinchemikalien oder umweltfreundli-
chen Treibstoffen. Angesichts der Proble-
me, welche die Nutzung fossiler Brennstof-

fe mit sich bringt, wie etwa Luftverschmut-
zung und Treibhauseffekt, und der Tatsa-
che, dass diese Energietriger zudem bald
ausgeschopft sein werden, bendtigen wir
dringend Alternativen.

Die meisten Enzyme sind Proteine, sie
bestehen also aus Ketten von Aminosiu-
ren. Hiufig finden sich aber auch Nicht-
Protein-Komponenten in ihnen. Diese so-
genannten Co-Faktoren enthalten oft Me-
tallatome wie Eisen, Kupfer oder Zink und
sind fiir die Biokatalyse unabdingbar. Wie
wichtig solche Metalle in der Biologie sind,
zeigt auch ein Vergleich von Natur und In-
dustrie: Der industrielle Prozess, in dem

ADD. 2: Um Griinalgen in fliissigem Medium anzuziehen, entnehmen die Forscher Algenzellen von einer
Agarplatte.



Stickstoff in Ammoniak umgewandelt wird
(Haber-Bosch-Verfahren), funktioniert nur
bei hohem Druck von etwa 300 bar und ho-
hen Temperaturen um die 450 Grad Celsi-
us. Demgegentiber arbeitet der metallhal-
tige Biokatalysator, den Bakterien fiir diese
Reaktion verwenden, bei Umgebungsdruck
und Umgebungstemperatur.

In der Arbeitsgruppe Photobiotechno-
logie der RUB forschen wir (Abb. 1 und
5) seit vielen Jahren an eisenhaltigen En-
zymen aus einzelligen Griinalgen der Art
Chlamydomonas reinhardtii (Abb. 2 und
3). Unter anderem benutzt die Mikroalge
diese Biokatalysatoren zur Bildung von
molekularem Wasserstoff (H,) — ein Ener-
gietriger, der durch seine Energie liefern-
de Reaktion mit molekularem Sauerstoff
(O,) zum Beispiel als Treibstoff oder zur
Stromproduktion dienen kann, wobei als
Endprodukt lediglich reines Wasser ent-
steht. Unsere Vision ist, einen effizien-
ten Biokatalysator aus der Natur fur die
Herstellung von Wasserstoff im indus-
triellen Maf3stab einzusetzen. Daher un-
tersuchen wir seit Jahren die Wasserstoff
produzierenden Enzyme — Hydrogenasen
genannt — von Chlamydomonas. Diese Mi-
kroalgen betreiben normalerweise Photo-
synthese wie hohere Pflanzen auch, das
heifit, sie nutzen die Energie des Sonnen-
lichts fiir die Herstellung von Kohlenhy-
draten und anderen Zellbestandteilen. Un-
ter bestimmten Umweltbedingungen ver-
wendet Chlamydomonas den photosynthe-
tischen Apparat jedoch, um molekularen
Wasserstoff zu bilden. Dabei ist das H,-Gas
fur die Alge ein Abfallprodukt: Sie nutzt
es lediglich, um in Stresssituationen iiber-
schiissige Energie abzuleiten. Stress bedeu-
tet fiir den Einzeller zum Beispiel, wenn
Nihrstoffe wie Schwefel oder Stickstoff feh-
len. Fiir den Menschen stellt dieses Not-
fallprogramm der Mikroalge die optimale
Form der Energiegewinnung dar. Denn im
Prinzip wird einfach aus Wasser und Licht
ein effizienter und sauberer Energietriger
erzeugt, ganz ohne schidliche Emissionen
oder den Abbau von Rohstoffen.

Allerdings lassen sich Griinalgen nicht
so leicht dazu bringen, in groRem Mafistab
einen regenerativen Energietriger herzu-
stellen. Denn Chlamydomonas schaltet bei
Stress nur vortibergehend auf photosynthe-
tische H,-Produktion um und bildet nur so
lange und so viel Wasserstoff, dass sie tiber-

Abb. 3: Die ungefihr zehn Mikrometer grole Griinalge Chlamydomonas reinhardtii unter dem Lichtmikroskop

leben kann. Dariiber hinaus ist es nicht so
einfach, den Einzeller unter Stressbedin-
gungen zu kultivieren (Abb. 4), da kubik-
meterweise Algen mit ausreichend Licht
versorgt werden miissen, um die photosyn-
thetische Wasserstoffproduktion in Gang
zu halten. Die wirtschaftliche Wasserstoff-
erzeugung durch Algen liegt daher nach
wie vor in der Zukunft. Diesem Problem
nihern wir uns an der RUB auf verschiede-
nen Wegen. Zum einen haben wir es noch
nicht aufgegeben, Wasserstoff mithilfe le-
bender Griinalgen zu gewinnen. Zum an-
deren isolieren wir das Hydrogenase-En-
zym aus der Alge und testen, ob wir es
auch im Reagenzglas zur Wasserstoffpro-
duktion verwenden kénnen.

Um die Produktionsleistung der leben-
den Algen zu steigern, miissen wir den H_-
Stoffwechsel und seine Regulation besser
verstehen. Wir versuchen daher zu ent-
schliisseln, wie die Mikroalgen tiberhaupt
merken, dass sie von normaler Photosyn-
these auf H -Bildung umschalten miissen,
und wie sie die Aktivitit der dafiir bens-
tigten Gene dndern. Wihrend eines Pro-
jekts, das wir gemeinsam mit Kolleginnen
und Kollegen der Universitit von Los An-
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Abb. 4: Das RUB-Team pflegt zahlreiche Griinalgenkulturen in seinen Laboren. Chlamydomonas unter Stress-
bedingungen anzuziehen, sodass der Einzeller Wasserstoff produziert, ist nicht leicht.

geles in Kalifornien (UCLA) durchgefiihrt
haben, stiefen wir auf ein ganz bestimm-
tes Protein: ein Himoglobin. Lange kann-
te man fast ausschlieRlich das Himoglo-
bin von Siugetieren, das fiir den Trans-
portvon Sauerstoff sorgt und unserem Blut
die rote Farbe gibt. Heute weifd man, dass
Menschen und Tiere verschiedene Formen
von Himoglobinen besitzen und dass die-
se auch in Bakterien, Einzellern und Pflan-
zen vorkommen. Dabei tibernehmen die
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eisenhaltigen Proteine nicht nur die Funk-
tion von ,Gas-Transportern, sondern fun-
gieren auch als stoffumsetzende Enzyme.

Welche Rolle das Himoglobin in Chla-
mydomonas spielt, wissen wir noch nicht
im Detail. Wir haben aber schon festge-
stellt, dass es unter Stressbedingungen,
die die H,-Produktion ankurbeln, lebens-
wichtig fiir die Zellen ist. Wenn wir mit-
tels molekularbiologischer Methoden ver-
hindern, dass die Griinalgen ausreichende
Mengen des Himoglobins bilden kénnen,
vermehren sie sich unter Stressbedingun-
gen kaum noch (Abb. 6). Diese wichtige
Rolle des Himoglobins scheint mit seiner
Fahigkeit zu tun zu haben, Stickstoffmon-
oxid (NO) zu binden. NO gehért zu der
Gruppe der Stickoxide, von denen man
hiufig im Zusammenhang mit Auspuff-
gasen und Luftverschmutzung hort. NO
ubernimmt aber auch in vielen Organis-
men wichtige Funktionen als Signalmo-
lekiil. Es ist ein Botenstoff, der unter an-
derem die Erweiterung von Blutgefiften
bewirkt. Die Alge C. reinhardtii bendtigt
Stickstoffmonoxid, um unter H,-Produk-
tionsbedingungen wachsen zu kénnen.
NO ist aulerdem wichtig fir die Aktivi-
tit der Hydrogenase-Gene. Das Chlamydo-
monas-Himoglobin reagiert im Reagenz-
glas sehr stark mit Stickstoffmonoxid, so-
dass wir momentan davon ausgehen, dass
es die Effekte von NO in den Algenzellen
vermittelt. Weitere Studien miissen zeigen,
wie genau die Wasserstoffproduktion mit
den Effekten von Himoglobin und Stick-
stoffmonoxid zusammenhingt.

Neben neuen Erkenntnissen tiber die Re-
gulation des H,-Stoffwechsels in Mikroal-
gen hat sich hier fiir uns auch ein neues
Forschungsgebiet aufgetan. Wir haben in
Chlamydomonas zwolf zum Teil sehr un-
gewohnliche Gene entdeckt, die den Bau-
plan fiir Himoglobine enthalten; die Auf-
gabe dieser Molekiile wollen wir herausfin-
den. Auch die Rolle von menschlichen Hi-
moglobinen ist noch nicht vollstindig ver-
standen, obwohl sie sehr wichtig fiir eine
reibungslose Funktion unseres Korpers
sind. Erkenntnisse iiber das Zusammen-
spiel von Himoglobin und Stickstoffmon-
oxid in Chlamydomonas kénnten helfen,
auch die Prozesse im menschlichen Kor-
per besser zu verstehen. Denn die Griinal-
ge scheint NO auf eine ganz dhnliche Wei-
se als Botenstoff zu nutzen.



Was die Wasserstoffproduktion angeht,
verfolgen wir an der RUB jedoch noch ei-
nen ganz anderen Ansatz: Wir holen das
H,-bildende Enzym, die Hydrogenase, aus
den Algen heraus. Unser Ziel ist, es so zu
optimieren, dass wir es im isolierten Zu-
stand nutzen kénnen. Dann kénnten wir
den komplexen Stoffwechsel der Algenzel-
le umgehen und auf viel kleinerem Raum
grofle Mengen Wasserstoff erzeugen.

Aber auch hier gilt es, einige Hiirden zu
uberwinden. Ein aus biotechnologischer
Sicht grofler Nachteil ist die Sauerstoffemp-
findlichkeit von Hydrogenasen. Ihr eisen-
haltiger Co-Faktor, das H-Cluster (Abb. 7,
Info 1), reagiert mit Sauerstoff, was ihn ir-
reparabel schidigt. Wir miissen das Enzym
also von der Luft fernhalten. Aufserdem ist
es sehr schwierig, die aktive Hydrogena-
se in groflem Maf3stab aus lebenden Zel-
len zu isolieren. Bisher war das Arbeiten
mit Hydrogenasen daher im Forschungs-
mafistab und erst recht im industriellen
Mafstab nicht gerade einfach, denn man
braucht ausreichend grofle Mengen des
isolierten Enzyms. In der Forschung mei-
nen wir mit ,,groflen Mengen* nur zehn bis
20 Milligramm. Doch aus einem Liter Chla-
mydomonas-Kultur lassen sich gerade ein-
mal einige Mikrogramm gewinnen.

Vor einigen Monaten jedoch haben
wir gemeinsam mit Chemikern aus Gre-

minfol

noble in Frankreich sowie Biophysikern
vom MPI Miilheim ein Verfahren entwi-
ckelt, das gleich mehrere Fliegen mit ei-
ner Klappe schligt — moglicherweise ein
Meilenstein auf dem Weg zur grofitech-
nischen Wasserstoffproduktion mit Hy-
drogenasen. Wir stellten eine halbsynthe-
tische Hydrogenase her, aus einer inakti-
ven chemischen Vorstufe des eisenhaltigen
Co-Faktors und aus einem inaktiven Pro-
teingeriist. Die beiden Bestandteile im Re-
agenzglas zu mischen reichte aus, um ei-
nen hochaktiven Katalysator zu erzeugen.

Es ist nicht sehr schwierig, den Co-Fak-
tor der Hydrogenase, das H-Cluster, che-
misch nachzubauen, obwohl es zu den
komplizierteren biologischen Molekiilen
gehort (Abb. 7, Info 1). Tatsichlich gelang
es Wissenschaftlern schon vor mehreren
Jahren, ein kiinstliches H-Cluster herzu-
stellen. Das Ziel war damals, eine rein che-
mische Nachahmung — ein sogenanntes
Mimic — der gesamten Hydrogenase zu eta-
blieren, die ganz ohne lebende Materie aus-
kommt. Die Proteinstruktur von Enzymen
ist aber in den meisten Fillen wichtig fiir
die katalytische Aktivitit eines Co-Faktors,
und das ,nackte“ H-Cluster-Mimic war im
Reagenzglas kaum aktiv. Gemeinsam mit
unseren Kolleginnen und Kollegen gelang
es uns aber, dieses inaktive Mimic in eine
— ebenfalls inaktive — Hydrogenase-Vor-

DAS H-CLUSTER: ZU SPEZIELL FUR E. COLI

Viele metallhaltige Co-Faktoren gehdren zur Grundausstattung der Lebewesen, und
jede Zelle kann sie selbst herstellen. Andere sind nur als Sonderausstattung zu ha-
ben; hierzu gehort das katalytische Zentrum der Algen-Hydrogenasen, das H-Cluster
(Abb. 7). Dieses besteht aus einem wiirfelformigen Anteil mit vier Eisenatomen, die zu-
sammen mit Schwefelgruppen ein sogenanntes Eisen-Schwefel-Cluster bilden. Daran
gekoppelt ist eine Einheit aus zwei weiteren Eisenatomen, an der die Wasserstoffhil-
dung stattfindet. Weitere Bestandteile verleihen der Zwei-Eisen-Untereinheit zusé&tz-
liche Komplexitat. Fast jede Lebensform ist in der Lage, das Eisen-Schwefel-Cluster
selbst herzustellen. Die Zwei-Eisen-Untereinheit dagegen ist sehr speziell und kann
nur von Organismen gebildet werden, die einen bestimmten Hydrogenase-Typ enthal-
ten. Das Darmbakterium Escherichia coli, das im Labor oft zur artfremden Produktion
von Enzymen benutzt wird, besitzt solche Hydrogenasen nicht. E. coli kann daher zwar
die Proteingrundstruktur der Algen-Hydrogenase und auch das Eisen-Schwefel-Clus-
ter bilden, nicht aber die Zwei-Eisen-Untereinheit. Die Algen-Hydrogenase, die E. coli
produziert, ist daher inaktiv.

M S

ADD. 5: Prof. Dr. Thomas Happe, Leiter der AG
Photobiotechnologie
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ADD. 6: Wenn Chlamydomonas nicht genug Himoglobin bilden kann, wichst die Alge unter Stress sehr
schlecht (Mitte). Ein Mangel an Stickstoffmonoxid (NO) schrinkt das Wachstum weiter ein (rechts).

stufe ohne Co-Faktor zu integrieren. Da-
bei nutzten wir zunichst ein natiirliches
Helferprotein, das in lebenden Zellen am
Zusammenbau der Hydrogenasen beteiligt
ist. Im Reagenzglas baute dieses Hilfsen-
zym das kiinstliche H-Cluster in das Hy-
drogenase-Gertist ein, und wir erhielten so
eine halbsynthetische Hydrogenase, die im
Reagenzglas grofle Mengen an H, bildete.

aktives
H-Cluster

inaktives Eisen-
Schwefel-Cluster

aus E. coli

Stress und NO-Mangel
(H,-Produktion)

Kurze Zeit spiter wiederholten wir die
Versuche an der RUB, diesmal allerdings
ohne das Helferprotein. Wir gingen eigent-
lich davon aus, dass der Einbau des Co-Fak-
tors in die Hydrogenase-Vorstufe auf Hel-
ferproteine angewiesen ist, aber wir dach-
ten uns: ,Man kann’s ja mal versuchen.“
Wir waren selbst iiberrascht, dass es auch
ohne das Hilfsenzym funktionierte! Nun

inaktive Zwei-
Eisen-Untereinheit

klinstlich hergestellt

Abb. 7: Aus Escherichia coli gewonnene Algen-Hydrogenase enthilt nur das Eisen-Schwefel-Cluster und ist in-
aktiv. Die chemisch synthetisierte Zwei-Eisen-Untereinheit ist ebenfalls nahezu inaktiv. Kombiniert man bei-
de, entsteht das vollstindige und aktive H-Cluster. Orange: Eisen, gelb: Schwefel, grau: Kohlenstoff, rot: Sau-

erstoff, blau: Stickstoff



hatten wir ein sehr einfaches System, um
funktionstiichtige Hydrogenase im Rea-
genzglas zu erzeugen: einfach das synthe-
tische H-Cluster mit dem Proteingertiist
der Hydrogenase mischen, fertig.

Ganz verzichten kénnen wir auf leben-
de Zellen zwar immer noch nicht. Denn
wir brauchen das Darmbakterium Escheri-
chia coli, um das Proteingeriist herzustel-
len. Die Arbeit mit E. coli und der inakti-
ven Hydrogenase-Form ist aber viel einfa-
cher als alles, was wir zuvor versucht ha-
ben, und wir kénnen nun schon im Labor-
mafstab recht schnell groRe Mengen an
hochaktivem Enzym herstellen.

Auch auf anderen Ebenen verspricht das
Mimic-System, die Forschung und Anwen-
dung voranzutreiben. In unserer Arbeits-
gruppe untersuchen wir, ob kleine Modifi-
kationen des Hydrogenase-Proteingeriists
das Enzym so beeinflussen, dass es weni-
ger empfindlich gegentiber Sauerstoff wird
oder mehr Wasserstoff produziert. Um die
Hydrogenase zu optimieren, tauschen wir
einzelne Aminosiuren aus und analysie-
ren die Konsequenzen. Meistens reicht es
jedoch nicht, nur einen der insgesamt rund
500 Bausteine zu veridndern, um deutli-
che Effekte hervorzurufen. Tauschen wir
gleichzeitig mehrere Bausteine aus, miis-
sen wir aber Tausende von Enzymvarian-
ten untersuchen. Auch dies ist viel einfa-
cher, schneller und zuverldssiger, wenn
wir mit E. coli arbeiten und das so herge-
stellte Proteingeriist nachtriglich aktivie-
ren. Nicht zuletzt haben wir nun die Mog-
lichkeit, das H-Cluster selbst zu manipu-
lieren und es so vielleicht zu stabilisieren
oder unempfindlich gegentiber Sauerstoff
zu machen.

Wegen ihres Potenzials, zur Lésung der
Energieprobleme beizutragen, haben Hy-
drogenasen schon linger das Interesse der
Politik und Industrie geweckt. Unsere se-
mibiologischen Hydrogenasen und die
chemischen Mimics haben nun zum zwei-
ten Mal die VolkswagenStiftung iiberzeugt,
unsere anwendungsbezogene Forschung
finanziell zu férdern. In dem aktuell un-
terstiitzten Projekt geht es speziell darum,
die Hydrogenasen mit chemischen Mole-
kiilen zu verkniipfen, welche Lichtenergie
fiir die Wasserstoffproduktion nutzbar ma-
chen sollen (Info 2).

Durch die intensive interdisziplinire
Zusammenarbeit von Biologie, Chemie

m info 2

BASTELN MIT MOLEKULEN

Hydrogenasen katalysieren eine sehr einfache chemische Reaktion: Sie verbinden je-
weils zwei Protonen (H*) und zwei Elektronen (e7) zu einem Molekiil aus zwei Wasser-
stoffatomen (H,). Protonen sind in fast jeder wéssrigen Umgebung vorhanden. Fir die
H,-Bildung braucht es aber auf3erdem besonders energiereiche Elektronen, die bei der
Photosynthese durch die Umwandlung von Lichtenergie bereitgestellt werden. Ziel
unseres neuen von der VolkswagenStiftung geférderten Projekts ist es, diese ener-
giereichen Elektronen auch auf3erhalb der Algenzelle durch Sonnenlicht bereitzustel-
len, anstatt Chemikalien oder Strom als Elektronenlieferanten zu nutzen. Zum einen
wollen wir daher chemische Lichtwandler direkt an die Hydrogenase koppeln. Zum
anderen wollen wir die Enzyme nutzen, die fiir die photosynthetische Lichtumwand-
lung in Pflanzen und Algen zustandig sind, die sogenannten Photosysteme. Gemein-
sam mit US-amerikanischen Kolleginnen und Kollegen haben wir bereits eine Hydro-
genase an ein Photosystem gekoppelt und so im Reagenzglas lichtabhéngig H, ge-
bildet. Um solch ein System einfacher, stabiler und effizienter zu machen, wollen wir
nun versuchen, den Co-Faktor der Hydrogenase in ein Photosystem einzupflanzen. Da-
mit ware die Hydrogenase quasi mit dem Photosystem verschmolzen, sodass keine
Energie verloren gehen kann.

2
(3 P

H* Te’ Te, @ H,
1 @@ H ol

Elektronenlieferant Elektronenlieferant Elektronenlieferant
a) b) 0

e~ Elektronen H* Protonen

Drei Wege zur Wasserstoffproduktion im Reagenzglas. a) Die Proteine Photosystem 1 (PS1) und
Hydrogenase (H,ase) kénnen iiber eine Art chemischen Draht verbunden werden und bilden im
Reagenzglas lichtabhingig Wasserstoff. b) In Zukunft soll ein Licht wandelndes Molekiil das Pho-
tosystem 1 ersetzen und direkt an die Hydrogenase gekoppelt werden. c) Alternativ soll das H-
Cluster aus der Hydrogenase direkt in das Photosystem 1 integriert werden.

und Biophysik ergeben sich fiir die Zu-
kunft spannende Konzepte, um neuarti-
ge Katalysatoren auf Biobasis zu generie-
ren. Ahnlich wie in der Lebensmitteltech-
nologie und der Medizindiagnostik kénn-
ten diese halbkiinstlichen Enzyme Einsatz
finden, um umweltfreundlich Energie zu
gewinnen.

Dr. Anja Hemschemeier und Prof. Dr.
Thomas Happe, AG Photobiotechnologie,
Fakultéat fir Biologie und Biotechnologie
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Universitdt Bochum zum Einzel-
preis von 4 Euro. Jahresabonnement
(zwei Hefte inkl. Porto/Jahr): 7 Euro.
Das Wissenschaftsmagazin RUBIN er-
scheint zweimal im Jahr, ein Teil der
Auflage als Beilage zur Universitats-
zeitschrift RUBENS.
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Nachdruck bei Quellenangabe und Zu-
senden von Belegexemplaren



