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1 Allgemeiner Teil 1

1 Allgemeiner Teil

1.1 Einleitung

Biokatalytische Prozesse werden von Menschen seit alters her zur Produktion fermentierter
Nahrungs- und Genussmittel angewendet. So beruht die Konservierung von Lebensmitteln oder
die Weinherstellung auch heute noch auf den selben Prinzipien wie frither, obwohl sich die
Verfahren im Lauf der Zeit durch neue Technologien, die einsetzende Kommerzialisierung und
behordliche Reglementierung verandert haben und die Abldufe zum Teil auf molekularer Ebene
bekannt sind [Neidleman, 2001]. Das Wissen iiber die Wirkungsweisen von Mikroorganismen
und Enzymen wird u.a. dazu eingesetzt, die Haltbarkeit eines Lebensmittels zu verbessern (z.B.
Pasteurisation; Sterilisation; Blanchieren) oder dessen Herstellungsprozess zu optimieren (z.B.
Teigherstellung; Wurst- und Fleischtechnologie) [Belitz und Grosch, 1992; Ruttloff, 1994]. In
jiingster Zeit kommen in der Lebensmittelindustrie neue Technologien zum Einsatz, die gezielt
die primire Molekularstruktur von Lebensmitteln modifizieren (‘neuartige Lebensmittel'). Aber
auch Zutaten (z.B. modifizierte Fette) und Zusatzstoffe (z.B. Emulgatoren) werden durch
biotechnologische Verfahren erzeugt. Insbesondere sind die Fortschritte auf dem Gebiet der

Lipid-Modifikation hervorzuheben [Bornscheuer, 1999, 2000a].

Wasch- und Reinigungsmittel (1020)

Textil (325)

Leder (85)
Holz und Papier (37)

Lebensmittel (1330) Andere (167)

Abb. 1-1: FEinsatz von Enzymen in der Industrie aufgeteilt nach Branchen. Der weltweite
Umsatz mit industriellen Enzymen 1997 betrug ca. 3 Mrd. DM [Stroh, 1998]. Die
Anteile in Mio. DM der einzelnen Industriebranchen sind in Klammern angegeben.

Ein weiteres klassisches Anwendungsgebiet biokatalytischer Prozesse liegt im Waschmittelsektor
[Ruttloff, 1994]. Die Nutzung proteolytischer Enzyme fiir die Praxis wurde schon 1913 in einem

Patent beschrieben. Das von Rohm entwickelte Einweich- und Waschmittel Burnus enthielt einen
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proteasehaltigen Rohextrakt aus Pankreas. Thm folgte in den 40er Jahren ein weiteres
pankreatinhaltiges Produkt Bio 38. Seit Ende der 50er Jahre ermoglichen Mikroorganismen mit
hoher Syntheseleistung eine Skonomisch tragbare Enzymgewinnung (Einfiihrung submerser
Verfahren), so dass die Entwicklung und Produktion enzymhaltiger Waschmittel weiter stimuliert
wurde. Moderne Waschmittel enthalten heutzutage Amylasen, Proteasen und Lipasen, um eine

effektive Entfernung von Polysaccharid-, Protein- und Fettverschmutzungen zu ermdglichen.

Biokatalytische Prozesse finden aber auch in zahlreichen weiteren Industriezweigen Anwendung
(Abb. 1-1). Ihr Einsatz erstreckt sich iiber die Anwendung in der Textil- und Papierindustrie bis
hin zur Verwendung in der Medizin- (z.B. Antibiotika) und Umweltanalytik [Schmid, 2002]. In
den letzten Jahren erobern Mikroorganismen und Enzyme ein neues Anwendungsgebiet, welches
bisher der synthetischen Chemie vorbehalten war: die Produktion von Feinchemikalien und
Synthonen (chirale Bausteine). Aufgrund der hohen Chemo-, Regio- und Stereoselektivitit kann
der Einsatz von Mikroorganismen und Enzymen der synthetischen Chemie iiberlegen sein. So ist
es moglich, chemisch schwer zugéngliche Verbindungen durch biotechnologische Verfahren
herzustellen. Von besonderem praktischen Wert ist hierbei die Tatsache, dass viele Enzyme nicht
nur die Reaktionen ihrer natiirlichen Substrate mit hoher Stereoselektivitdt katalysieren, sondern
dass mitunter eine bemerkenswerte Toleranz gegeniiber der Struktur der umzusetzenden
Substrate zu beobachten ist (‘relative Spezifitit'). Dies erlaubt die Umwandlung vieler nicht-
natiirlicher, synthetischer Verbindungen. Biotransformationen werden {iblicherweise unter milden
Reaktionsbedingungen (Temperatur; Druck) und in wéssriger Losung durchgefiihrt, so dass im
Vergleich zu den konventionellen, chemischen Syntheseverfahren die Prozessfithrung weniger
Energie verbraucht. Zusammen mit der Moglichkeit zur Vermeidung toxischer Nebenprodukte

und Abfille ergibt sich eine positive Auswirkung auf die Kosten- und Umweltbilanz.

Rapide Fortschritte auf den Gebieten der Mikrobiologie und Molekulargenetik, wie z.B. die
rekombinante Produktion von Enzymen in mikrobiellen Expressionssystemen, die eine
fortlaufende Gewinnung des Biokatalysators aus nachwachsenden Rohstoffen ermoglicht,
forcieren eine Umkehr auf die zunehmend konkurrenzfdhigen, biotechnologischen Verfahren.
Heutzutage sind auch organische Losungsmittel und mehrphasige Systeme als Reaktionsmedien
moglich, so dass sowohl wasserlosliche als auch organische Verbindungen selektiv mit

biokatalytisch aktiven Zellen und Enzymen modifiziert werden konnen.
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1.2 Industrielle Biotransformationen

Die Umstellung auf biokatalytische Prozesse in der Industrie zur Synthese von chemischen
Verbindungen ist derzeit im Begriff drastisch anzusteigen. Der zunehmende Einsatz von
Mikroorganismen und Enzymen — speziell im Bereich der organischen Synthese — spiegelt sich in
der steigenden Zahl der Patente und wissenschaftlicher Verdffentlichungen auf diesem Gebiet
wider und ist in der Literatur ausfiihrlich dokumentiert [Bornscheuer und Kazlauskas, 1999;
Faber, 2000; Liese et al., 2000]. Der Trend zur Umstellung auf biokatalytische Prozesse [Rogers,
1999], lésst sich auch an den Bestrebungen erkennen, fehlendes Know-how im Biotechnologie-
Bereich durch Kooperationen (outsourcing), eigene Entwicklung (in-house expertise) oder die
Ubernahme von Konkurrenzfirmen zu erwerben (Abb. 1-2). Nach Ansicht der Industrie ist derzeit
bei Produkten, die einen Verkaufspreis groBer als 20 - 30 US$/kg auf dem Markt erzielen, eine
Umstellung auf biotechnologische Verfahren rentabel. Liegt der Marktwert unter dieser Schwelle,

so muss eine jéhrliche Produktion von iiber 1000 t/a angestrebt werden [Schmid et al., 2001].

450 :
[ Kooperationen

400+ M Verkauf / Nachschub / Vertrieb

— O Ubernahmen und Fusionen

1996 1997 1998 1999 2000

Abb. 1-2: Die zunehmende Bedeutung biotechnologischer Verfahren spiegelt sich in den
Geschiftsaktivititen der europiischen Biotech-Firmen seit 1996 wider'. Insbesondere
ist die Anzahl der jihrlich neu geschlossenen Kooperationen deutlich angestiegen.

Wihrend bis zu Beginn der 80iger Jahre hauptsdchlich nur sehr komplexe Produkte (z.B.
Antibiotika, Insulin) durch biotechnologische Verfahren hergestellt wurden, werden mittlerweile

auch vergleichsweise einfache Verbindungen (Bulk- und Feinchemikalien) produziert. Als

"Ernst & Young's Eight Annual European Life Sciences Report 2001; Ernst & Young Int.; Cambridge; England
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Beispiel ist hier die Produktion von Ethanol durch Fermentation von Cellulose oder Getreide
(ca. 5,7 Mrd. L pro Jahr in USA [Thayer, 2001]) zu nennen. Setzte man traditionell auf typische
Fermentationsprozesse unter Verwendung ganzer Zellen, so gewinnen isolierte Enzyme immer
mehr an Bedeutung, da sich diese wie konventionelle, heterogene Katalysatoren behandeln
lassen. Sie konnen aufgereinigt, immobilisiert und stabilisiert werden, um so auch in
kontinuierlichen Prozessen hohere Leistungen zu erzielen. Beispiele fiir den Einsatz von
Enzymen in industriellen Prozessen sind die Herstellung von Acrylamid ausgehend von
Acetonitril (eingesetzter Stamm: Rhodococcus rhodochrous J1; Nitto Chemical, Yokohama,
Japan; > 30000 t/a) [Bornscheuer und Kazlauskas, 1999], die Darstellung von L-Asparaginsdure
durch die Addition von Ammoniak an Fumarsidure (DSM, Heerlen, Niederlande; > 1000 t/a)
[Schmid et al., 2001] und die Produktion von Glucose-Fructose-Sirup (high fructose syrup;
6 Mio. t/a) aus Glucose [Schmid, 2002].

In den letzten Jahren gewann jedoch ein neuer Markt immer mehr an Bedeutung: die Synthese
chiraler Bausteine (single enantiomers). Der weltweite Bedarf an enantiomerenreinen
Verbindungen (Abb. 1-3), insbesondere in der Pharmaindustrie als pharmazeutisch wirksame
Zutat oder als Zwischenstufe steigt stetig an. So erhdhten sich die weltweiten Umsétze fiir
enantiomerenreine Medikamente von 86,8 Mrd. US$ (1997) auf 132,5 Mrd. US$ (2000), wobei
ein weiterer Anstieg erwartet wird (Prognose fiir 2005: 171,9 Mrd. US$) [Stinson, 1999, 2001a].
Allein fiir chirale Feinchemikalien, die isomerenrein im Handel sind, wird eine jdhrliche
Zunahme der weltweiten Umsitze um 13 % von derzeit 6,63 Mrd. US$ (2000) auf 16,0 Mrd. US$
im Jahr 2007 prognostiziert [Stinson, 2001b].

Pharma (81,2 %)

Aromen (9,4 %)

Elektronik (4,7 %)
Landwirtschaft (4,7 %)

Abb. 1-3  Der Bedarf an enantiomerenreinen Feinchemikalien aufgegliedert in die einzelnen
Industriebranchen. Der weltweite Umsatz im Jahr 2000 betrug 6,63 Mrd. US$ und
steigt nach Prognosen jéhrlich um 13 % [Stinson, 2001b].
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Der wachsende Wettbewerb sowohl in der pharmazeutischen Chemie als auch in der Agrochemie
erfordert eine immer raschere Entwicklung neuer Wirkstoffe, Testverfahren und eine schnellere
Markteinfilhrung der Produkte, um letztendlich durch geringere Forschungs- und
Entwicklungskosten dem Druck der Mitbewerber standhalten zu konnen. Um die
Entwicklungskosten neuer oder verbesserter Medikamente zu senken, wird von der
Pharmaindustrie der Markt fiir chirale Verbindungen weiter angetrieben. Durch Forschung im
medizinischen Bereich werden zunehmend Enzyme, Hormone, Rezeptoren auf Zelloberflichen
und andere Komponenten in menschlichen Zellen und Mikroorganismen als valide Targets fiir
Arzneimittel identifiziert und all diese Ziele sind aus chiralen Aminosduren, Kohlenhydraten und
Fetten aufgebaut. Um die Erfolgsrate eines Medikaments, das auf diese chiralen Strukturen
einwirken soll, zu erhohen, muss es selbst in optischer Reinheit vorliegen. Hinzu kommt, dass die
Behorden auf Priparate mit single-enantiomer-Substanzen driangen und die Entwicklung eines
racemischen Wirkstoffes im Hinblick auf die Zulassung nahezu den Kosten von zwei optisch
reinen Verbindungen entspricht [Stinson, 2001b]. Dariiber hinaus ist zu bedenken, dass bei
chiralen Substanzen eine stereoisomere Form keine oder nur eingeschrinkte Wirkungen nach
Applikation besitzt. Im Extremfall ist sogar eine Beeintrachtigung oder Schidigung der
Gesundheit zu befiirchten. Auch teratogene Eigenschaften einer enantiomeren Form, wie beim
Wirkstoff Thalidomid (Schlafmittel Contergan), sind nicht auszuschlieBen. So wirkt das
(R)-Enantiomer von Thalidomid als Sedativum, wéhrend das Stereoisomer Missbildungen bei
Neugeborenen verursachte. Dariiber hinaus wird zur Zeit {iber mutagene Eigenschaften von
(S)-Thalidomid diskutiert. Dieses bekannte Beispiel aus den 50er Jahren flihrte 1961 zu einer
drastischen Reform des Arzneimittelgesetzes2 in Deutschland, um fiir Qualitit, Wirksamkeit und

Unbedenklichkeit von Medikamenten fiir Mensch und Tier zu sorgen.

Zur Entwicklung neuer Testsubstanzen (Leitstrukturen) bedient sich die moderne
Wirkstoffsuchforschung der Methoden der kombinatorischen Chemie. Hierbei ist die effiziente
Synthese grofler Substanzbibliotheken von Molekiilen mit mehr oder weniger #dhnlichen
chemischen, physikalischen und strukturellen Eigenschaften durch unterschiedliche Verfahren
moglich. Wihrend in den Anfidngen dieses relativ neuen Konzepts zur Generierung neuer
Strukturen die Synthese an erster Stelle stand, tritt heutzutage das rasche parallele und

empfindliche Testen der Substanzbibliotheken zur Identifizierung von Leitstrukturen mit den

? Gesetz tiber den Verkehr mit Arzneimitteln vom 16. Mai 1961; Bundesgesetzblatt Teil I; Seite 533
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gewiinschten Eigenschaften (Hochdurchsatz-Screening; HTS) in den Vordergrund. Nach diesem
Primér-Screening werden die gefundenen Verbindungen durch kontinuierliche Verdnderungen
z.B. der Struktur oder Konzentration weitgehend optimiert. Durch ein immer tiefer gehendes
Verstiandnis von Struktur und Wirkung der einzelnen Substanzen, steigt die Anzahl identifizierter
Leitstrukturen stetig an. Weltweit werden dennoch nur 35 Medikamente, die aus neuartigen
Wirkstoffen bestehen, pro Jahr neu zugelassen. Aufgrund der strengen vorklinischen und
klinischen Testverfahren scheiden viele Préparate bereits friih in der Entwicklungsphase aus
[Stinson, 2001c¢]. In der Folge ist es unerldsslich, die Anzahl der Leitstrukturen weiter zu erhhen
und kostengiinstige Verfahren fiir die Synthese von Varianten zu entwickeln. Aufgrund der hohen
Chemo-, Regio- und Stereoselektivitit von Enzymen stellt gerade hier der Einsatz
biotechnologischer Verfahren die aussichtsreichste Perspektive dar. Die Herausforderung der
Industrie besteht jetzt darin, geeignete Biokatalysatoren zu identifizieren, diese zu

charakterisieren und an die Reaktionsbedingungen anzupassen.

1.3 Hydrolasen in der organischen Synthese

Von allen Arten Enzym-katalysierter Reaktionen bei der organisch-chemischen Synthese
gestaltet sich der Einsatz von Hydrolasen (Kap.1.4) am einfachsten. Sie bendtigen keine
Cofaktoren, deren Recycling die Prozessfiihrung komplexieren und die Kosten erhdhen wiirde,
und sind in lyophilisierter Form sehr stabil und damit in groBer Vielzahl kommerziell erhéltlich.
Aus diesen Griinden, gekoppelt mit einem breiten Substratspektrum und der hohen Stabilitét in

organischen Losungsmitteln, setzte die Synthesechemie in den letzten 10 Jahren bevorzugt auf

diese Enzymklasse.
racemisches Amin + Methoxyacetat <
Lipase

(S)-Amin  +  Methoxyacetamid des (R)-Amins wiederverwerten

isoliert durch

Destillation oder Lipase

Extraktion
(R)-Amin  +  Methoxyessigsaure
isoliert durch
Destillation oder
Extraktion

Abb. 1-4  Schematische Darstellung des Prozesses zur kinetischen Racematspaltung von
Aminen durch die BASF AG, Ludwigshafen [Balkenhohl et al., 1997] (nach Carrea
und Riva, 2000). Die Jahresproduktion an enantiomerenreinen Aminen betragt
mehrere tausend Tonnen.
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Tab. 1-1  Ausgewdéhlte Beispiele flir Hydrolase-katalysierte Biotransformationen zur
Darstellung optisch-reiner Zwischenstufen fiir bioaktive Verbindungen in der
Industrie [Ogawa und Shimizu, 1999; Patel, 2001a, 2001b; Schmid et al., 2001;
Schulze und Wubbolts, 1999; Shimizu, 2000; Zaks, 2001]

Produkt Verwendung / Prozessfiihrung Hersteller
HaoN H s DSM (Heerlen, Niederlande)
3 \>< Produktion von halbsynthetischen Smith Kline Beecham
O:/I:N Penicillinen (> 1000 t/a) (Harlow, England)
o0 Hydrquse von Penicillin G/V mit Pfizer (Groton, USA)
. . . Penicillin-Acylase _
6-Aminopenicillansdure Toyo (Tokio, Japan)
H

N Zwischenstufe fiir bioaktive
[ OH Verbindungen; z.B. HIV-Protease-
Inhibitor 'Crixivan' (Merck, Darmstadt)

) . Lonza (Basel, Schweiz)
Racematspaltung mit Amidase von:

(S)-Piperazin- Klebsiella terrigena (DSM 9174; S-spez.)
2-carbonséure Burkholderia sp. (DSM 9925; R-spez.)

Synthese von (R)-Pantothensiure (bzw.
D-Pantothenséure; > 1000 t/a) Daiichi Fine Chemicals

Racematspaltung mit einer Lactonase aus (Toyama, Japan)
Fusarium oxysporum

Ho\{ Synthese von Antibiotika (> 1000 t/a):
NH,

Cephalosporine
halbsynthetische Penicilline Ajinomoto (Tokio, Japan)
dynamische, kinetische Racematspaltung: Bayer (Leverkusen)

HO Hydantoinasen und Carbamoylasen aus gy (Heerlen, Niederlande)
D-p-Hydroxy- Agrobacterium radiobacter und ’
phenylglycin Pseudomonas putida

0 Zwischenstufe fiir die Herstellung von
OH Medikamenten zur Behandlung der ) )
0~ "o Alzheimer Krankheit ](?I’\TIIS'EOTI-MYGTSUSSQXl)bb
: ew Jersey;
NN Racematspaltung mit Lipase B von Y
(R)-2-Pentylhemisuccinat Candida antarctica
FoQ CHs Zwischenstufe fiir die Herstellung eines

0 Mittels gegen Pilze (multi-kg MaBstab)  Hoffmann-La Roche

Racematspaltung mit Lipase B aus (Basel; Schweiz)
F Candida antarctica
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Gegenwirtig produzieren mehrere Firmen chirale Zwischenstufen mit Hilfe Hydrolase-
katalysierter Reaktionen. Sie halten ihre Prozesse jedoch weitgehend geheim, so dass es
schwierig ist, iiber diese oder auch nur die verwendeten Substrate und Enzyme etwas zu erfahren.
Dennoch sind anhand von wissenschaftlichen Veroffentlichungen und der Patentliteratur einige
Beispiele bekannt. Bei dem derzeit grofiten, industriell durchgefiihrten Prozess (Abb. 1-4) diirfte
es sich um die enzymatische Racematspaltung von Aminen handeln [Balkenhohl et al., 1997].
Die Jahresproduktion der BASF (Ludwigshafen) liegt bei mehreren tausend Tonnen pro Jahr und
soll durch weitere Produktionsanlagen gesteigert werden [Schmid et al., 2001; Thayer, 2001].
Nach diesem Verfahren konnen verschiedene, sowohl aliphatische als auch aromatische, Amine
als Zwischenstufen fiir die Synthese von Pharmazeutika und Pestizide enantiomerenrein
hergestellt werden. Als Beispiel ist (S)-Methoxyisopropylamin (MOIPA) als chiraler Baustein fiir
das Herbizid Frontier x2 zu nennen [Schmid et al., 2001]. Weitere Beispiele fiir Hydrolase-
katalysierte  Biotransformationen zur Darstellung optisch-reiner Zwischenstufen als

Synthesebausteine fiir bioaktive Verbindungen sind in Tab. 1-1 aufgezeigt.

1.4 Ubersicht iiber die Enzymklasse der Hydrolasen (EC 3. ...)

Enzyme, die eine Substratspaltung unter Beteiligung von Wasser katalysieren, aber dabei auch
reversibel wirken konnen, werden als Hydrolasen bezeichnet und stellen die 3. Hauptgruppe
(EC3) gemalB der International Union of Biochemistry dar. Zu dieser Gruppe gehdren
insbesondere die Lipasen (systematischer Name: Triacylglycerol-Acylhydrolasen, EC 3.1.1.3),
die Esterasen (Carboxylester-Hydrolasen, EC 3.1.1.1) und die Proteasen (Peptid-Hydrolasen,
EC 3.4...), welche nach ihrem katalytischen Mechanismus in vier Unterklassen aufgeteilt werden.
So erfolgt eine Unterscheidung in Serin- (EC 3.4.21...), Cystein- (EC 3.4.22...), Aspartat-
(EC 3.4.23...; saure Proteasen) und Metallo-Proteasen (EC 3.4.24...). Diese Enzyme kommen
ubiquitér in der belebten Natur vor und sind insbesondere fiir katabole Stoffwechselprozesse
bedeutsam. Lipasen und Esterasen akzeptieren dariiber hinaus ein breites Spektrum an
Verbindungen, so dass bei hoheren Organismen, neben der Umsetzung der natiirlichen Substrate,

auch der Abbau von Xenobiotika in Betracht zu ziehen ist.

Die formale Einteilung der Hydrolasen erfolgt nach den natiirlicherweise bevorzugten Substraten
und spiegelt sich in der zweiten Ziffer des EC-Codes wider. So indiziert beispielsweise die Ziffer
'l", dass ein Enzym natiirlicherweise Esterbindungen spaltet. Neben dieser formalen Einteilung

lassen sich die Enzyme der 3. Hauptgruppe aber auch nach strukturellen bzw. mechanistischen



1 Allgemeiner Teil 9

Eigenschaften in Gruppen einteilen, wobei insbesondere die an der Katalyse beteiligten

Aminoséduren im aktiven Zentrum mafgeblich sind.

1.4.1 Struktur und Mechanismus

Die zahlenmafBig groBte Gruppierung innerhalb der 3. Hauptgruppe stellen die Serin-Hydrolasen
dar, die eine besondere strukturelle Gemeinsamkeit aufweisen. Bei den meisten der bislang
aufgekldarten Strukturen zeigte sich eine sogenannte o/B-Hydrolasefaltung als gemeinsames
Motiv [Ollis et al., 1992]. Diese besteht aus acht, meist parallelen B-Faltblattern (1-8), die auf
beiden Seiten von a-Helices (A-F) umgeben sind (Abb. 1-5). Obwohl diese Anordnung eine
gewisse Variabilitdt in der Anzahl der Protein-Sekundéarstrukturen erlaubt (zusitzliche a-Helices
und B-Faltblitter z.B. bei der Lipase aus Geotrichum candidum), bleibt die zentrale Topologie
des aktiven Zentrums erhalten. Trotz einer mitunter geringen Sequenzhomologie besitzen die
Serin-Hydrolasen vergleichbare 3D-Raumstrukturen und die Anordnung der Aminosduren des
katalytischen Zentrums ist identisch (divergente Evolution). Abgesehen von den
Aminoséureresten (O-Nucleophil, Carboxylatgruppe, Histidinrest) und des damit verbundenen
Katalysemechanismus weisen sie keine weiteren, strukturellen Ahnlichkeiten mit anderen
Enzymen, die ebenfalls katalytische Triaden besitzen (Serin-Proteasen, Cystein-Proteasen), auf.
Als typische Vertreter hierfiir sind insbesondere die Subtilisine und Papain zu nennen. Die
Koexistenz dieser unterschiedlichen Klassen ist ein Beispiel fiir eine konvergente Evolution
[Ollis et al., 1992]. Die Konservierung der raumlichen Anordnung der katalytischen Triade deutet
darauf hin, dass die stereochemischen Faktoren, die eine nucleophile Spaltung einer Esterbindung
dirigieren, hinsichtlich der strukturellen und chemischen Vorginge spezifisch und genau definiert

sein miissen [Dodson und Wlodawer, 1998].

Bei den Enzymen mit o/B-Hydrolasefaltung existiert eine vergleichsweise hohe Variabilitit bei
der Zusammensetzung der katalytischen Triade. So ist lediglich Histidin bei allen Enzymen
dieser Klasse konserviert. Sowohl fiir den Acylrest (Asparaginsdure oder Glutaminsdure) als auch
fiir das Nucleophil (Serin, Cystein oder Asparaginsdure) besteht dagegen ein gewisser Spielraum.
Bei Serin-Hydrolasen ist dariiber hinaus das Pentapeptid Gly-x-Ser-x-Gly (x steht willkiirlich fiir
eine Aminosdure; Ser ist das aktive Serin) als gemeinsames Motiv konserviert. Die rdumliche
Anordnung der drei katalytischen Aminosduren ist jedoch in allen Strukturen identisch, d.h. sie
sind immer auf bestimmten Verbindungen (loops) zwischen den strukturgebenden p-Faltbléttern
und o-Helices lokalisiert (Abb. 1-5). Da die Enzyme mit o/B-Hydrolasefaltung ein breites

Spektrum an Substraten umsetzen, bildet diese zentrale Topologie offensichtlich ein geeignetes
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Grundgeriist zur Anordnung der unterschiedlichen Triaden, ohne dass die Effizienz des
katalytischen Systems beeintrichtigt wird. Dies bestdtigt auch eine umfassende Studie, bei der 53
Lipasen, Esterasen und Phospholipasen aufgrund ihrer Aminosdure-Sequenz und biologischen
Eigenschaften in acht Familien eingeteilt wurden [Arpigny und Jaeger, 1999]. Die Mehrzahl der
hierbei untersuchten Enzyme zeigt die kanonische o/B-Hydrolasefaltung, wobei aber
Abweichungen vom konservierten Gly-x-Ser-x-Gly-Motiv auftreten (z.B. Ala-x-Ser-x-Gly). Die
Hydrolasen der Familie II besitzen sogar ein Tetrapeptid (Gly-Asp-Ser-Leu) als gemeinsames
Merkmal. Bei der Esterase von Streptomyces scabies (Enzym aus der Familie II) ist dartiber
hinaus lediglich eine katalytische Dyade (Ser, His) vorhanden und sie weist eine sogenannte

o/B-Tertidrfaltung als Protein-Sekundérstruktur auf [Wei et al., 1995].

Abb. 1-5:  Schematische Darstellung der o/pB-Hydrolasefaltung von Lipasen (modifiziert nach
Ollis et al., 1992). Die B-Faltblitter (1-8) sind als Pfeile (blau), die a-Helices (A-F)
als Zylinder (rot) dargestellt. Ebenfalls sind die Bereiche der Bindungsstellen fiir den
Acylrest (Sre), das Nucleophil (Nu) und das Histidin (His) der katalytischen Triade
sowie die Oxyaniontasche (Ox) eingezeichnet. Trotz Variabilitit in bestimmten
Bereichen (gestrichelte Linien) bleibt die zentrale Topologie erhalten.

Serin-Hydrolasen sind typische induced-fit Enzyme, d.h. die Konformation und damit auch die
Geometrie der Bindungstasche passt sich dem jeweiligen Substrat an, so dass die katalytischen

Aminosiuren in eine geeignete Anordnung fiir die Reaktion gebracht werden [Koshland, 1994].



1 Allgemeiner Teil 11

Bei der anschlieBenden Lipase-katalysierten Reaktion erfolgt zunichst ein nucleophiler Angriff
des Serins auf den Carbonylkohlenstoff der Esterverbindung unter Ausbildung eines tetrahedralen
Intermediats (T4l; Abb. 1-6). Unter Abspaltung eines Alkohols (RAOH) entsteht im zweiten
Schritt ein planarer Acyl-Enzym-Komplex. Die Entstehung dieses Komplexes wird vor allem
durch den Imidazolrest des Histidins, welcher das freiwerdende Proton des Serinrests iibernimmt,
und durch das Carboxylatanion des Acylrestes (in Abb. 1-6 Glutaminsdure) unterstiitzt. Die
Aminosduren der sogenannten Oxyaniontasche stabilisieren hierbei das negativ geladene
Intermediat (T4l). Der Acyl-Enzym-Komplex wird durch den Angriff eines Nucleophils (z.B.
Wasser; Abb. 1-6 ) in ein zweites tetrahedrales Intermediat (T42) liberfiihrt. Dieses zerfillt im
letzten Schritt des katalytischen Prozesses in das freie Enzym (Regeneration des Katalysators)
und das Produkt (Sdure). Handelt es sich bei dem angreifenden Nucleophil um einen Alkohol so
entsteht erneut eine Esterverbindung (Umesterung). Die Freisetzung des Produkts limitiert die

Geschwindigkeit des Reaktionsmechanismus (geschwindigkeitsbestimmender Schritt).

) ~o W
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o:(o RN ( W N
Gl 541 — Ser a0 \N\ Aa o
HN /G.".I' 124
His 449 \G\.Y
B
.——.0\ R. H—0 R
T, ] a2 L
e 07 SOy e 07 SOy
0--H % O--H._@ _H G
A S S R Ak AR
GlU 54 — Ser x \N AR 20 Glu 344 = Ser e \ Nz
HN /G‘\’l 124 HN /G\Y 124
. s ’ i
His 4 Gl 1 His 49 Gl
Acyl-Enzym-Komplex Ra
A
e (o piat o ey
O--H % .
o:( RSN { \ N_
Glu 4 Ser 40 \N\ Aa o
HN /GN 124
His 445 \G\y
123

Abb. 1-6  Reaktionsmechanismus von Lipasen bei der Hydrolyse von Esterverbindungen. Die
Aminosdure-Numerierung entspricht dem aktiven Zentrum der Lipase aus Candida
rugosa (modifiziert nach Bornscheuer und Kazlauskas, 1999). Die Abkiirzungen Tyl
und T42 bezeichnen die beiden tetrahedralen Intermediate. Als Nucleophile konnen
auch Amine (Amidbildung) oder Thiole (Thioester) eingesetzt werden.
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1.4.2 Lipasen (Triacylglycerol-Acylhydrolasen, EC 3.1.1.3)

Aus der Gruppe der Serin-Hydrolasen stellen die Lipasen die wichtigsten Enzyme fiir den Einsatz
in der Synthesechemie dar und sind in der Literatur am besten charakterisiert [Bornscheuer und
Kazlauskas, 1999; Faber, 2000; Pandey et al., 1999; Schmid und Verger, 1998]. Als natiirliche
Substrate bevorzugen sie wasserunlosliche Substrate, sind aber durchaus in der Lage, u.a.
Triglyceride aus kurzkettigen Fettsduren umzusetzen. Die Hydrolyse der Esterbindungen erfolgt
an der Ol-Wasser-Grenzfliche. Neben dem aktiven Kontakt zwischen Enzym und Substrat, fiihrt
dies zu einem drastischen Anstieg der katalytischen Aktivitit durch das Phdnomen der
Grenzflachenaktivierung (interfacial activation). Durch Untersuchung der Lipaseaktivitdt bei
unterschiedlichen Substratkonzentrationen kann dieser Effekt beobachtet werden. So ldsst sich
erst im Bereich der Substratséttigung ein deutlicher Umsatz beobachten. Ursache fiir dieses
Phédnomen ist, dass der Zugang zum aktiven Zentrum bei den meisten Lipasen durch eine
bewegliche Oligopeptideinheit (/id) blockiert ist. Erst bei Bindung an eine hydrophobe
Grenzflache 6ffnet sich dieses /id und die Reaktionsrate steigt an [Jaeger und Wohlfarth, 1993].
Eine Ausnahme hiervon stellt z.B. die hiufig eingesetzte Lipase B von Candida antarctica
(CAL B) dar, da hier lediglich ein kleiner hydrophober Bereich den Zugang zum aktiven Zentrum
blockiert und somit keine Grenzflichenaktivierung zu beobachten ist. CAL B kann als eine
evolutiondre Zwischenstufe einer Lipase und einer Esterase eingestuft werden [Anderson et al.,

1998].

1.4.3 Esterasen (Carboxylester-Hydrolasen, EC 3.1.1.1)

Esterasen werden aus den gleichen Quellen wie Lipasen isoliert und sind in ihren biochemischen
Eigenschaften und strukturellen Merkmalen diesen sehr dhnlich. Die verwandtschaftliche Nihe
zu den Lipasen lieB sich durch Strukturaufkldrung einer Carboxylesterase aus Pseudomonas
fluorescens bestitigen [Kim et al., 1993, 1997]. Folglich weisen Esterasen nicht nur eine der
Serin-Hydrolasen vergleichbare o/p-Hydrolasefaltung auf, sondern sie besitzen auch die gleiche
katalytische Triade. Im Gegensatz zu den Lipasen besitzen Esterasen kein /id, das den Zugang
zum aktiven Zentrum verschlieBt, und bevorzugen kurzkettige und hydrophile Substrate. Aus
diesem Grund erfolgt die Katalyse natiirlicherweise in wissriger Losung und eine
Grenzflichenaktivierung wird nicht beobachtet. Die Kinetiken von Esterase-katalysierten
Reaktionen (Kap. 1.5.1) erfolgen somit streng nach Michaelis-Menten [Michaelis und Menten,
1913], d.h. bei zunehmender Substratkonzentration steigt die Aktivitdit des Enzyms an

[Bornscheuer, 2002]. Zur weiteren Unterscheidung dient die Faustregel, dass Verbindungen, die
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aus einem grofen Séure- und einem kleinen Alkohol-Rest (z.B. Methanol) aufgebaut sind,
bevorzugt von Esterasen umgesetzt werden. Lipasen dagegen besitzen eine hohe Affinitit zu
Substraten, die einen komplexen Alkohol- und einen kleinen Sdurerest aufweisen [Phythian,

2000].

Fiir den Einsatz bei Biotransformationen besitzen Esterasen nur eine untergeordnete Bedeutung
im Vergleich zu den Lipasen. Obwohl in der Literatur einige Beispiele fiir den Einsatz von
Esterasen beschrieben sind, ist fiir die organische Synthese nur die Schweineleber-Esterase von
Interesse, denn sie zeigt eine hohe Stereoselektivitidt bei der Umsetzung einer Vielzahl von
Verbindungen. Die Verwendung der aus Schweineleber isolierten Praparationen ist aber mit einer
Reihe von Nachteilen verbunden. So variiert der Esteraseanteil in jeder Charge und es sind
weitere Hydrolasen, die als problematisch beziiglich der Selektivitit anzusehen sind, enthalten.
Dariiber hinaus liegt Schweineleber-Esterase in Form mehrerer Isoenzyme vor, die sich teilweise
erheblich in ihrer Substratspezifitit unterscheiden. Lange et al. [Lange et al., 2001] gelang es
kiirzlich, die sogenannte y-Untereinheit (ein Isoenzym) zu klonieren und in Pichia pastoris
erstmals aktiv zu exprimieren. Durch Uberexpression in einem geeigneten Mikroorganismus ist
die Gewinnung der Esterase einfacher und eine Verdnderung von Enzymeigenschaften durch
genetische Methoden wird ermdglicht [Musidlowska et al., 2001]. In Verbindung mit neuen
Techniken, die die Stabilitit beim Einsatz von Schweineleber-Esterase in organischen
Losungsmitteln verbessern, wird deren Bedeutung in der organischen Synthese in Zukunft weiter

steigen [Gais et al., 2001].

1.4.3.1 Mikrobielle Esterasen

1.4.3.1.1 Esterase aus Pseudomonas fluorescens (PFE)

Im Jahr 1990 beschrieben Choi et al. die Klonierung und Expression einer Esterase aus
Pseudomonas fluorescens (PFE) mit einem 708 bps orf, kodierend fiir ein Protein mit
236 Aminosduren und damit einer theoretischen Molekiilmasse von 26936 Da [Choi et al., 1990].
Neueren Erkenntnissen zur Folge wurde die Sequenz 1995 auf einen orf von 816 bps berichtigt
(siche Anhang) [Pelletier und Altenbuchner, 1995]. Das Gen besitzt einen fiir Pseudomonas
typischen GC-Gehalt von 62 % und kodiert fiir 272 Aminosduren. Nach Umklonierung in den
Rhamnose-induzierbaren Expressionsvektor pJOE2702 [Stumpp et al., 2000] konnte die Esterase
in Escherichia coli liberexprimiert und vollstindig charakterisiert werden [Krebsfanger et al.,

1998a, 1998b; Liu et al., 2001; Zocher et al., 1998]. Die Konstruktion des Plasmids pJOE2792
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erfolgte iiber die Insertion des Esterase-Gens iiber die beiden Restriktionsschnittstellen BamHI
und Ndel. Zuvor wurden in den Vektor pJOE2702 zusitzliche sechs Histidin-Codons eingefiihrt,
so dass die reife PFE am C-terminalen Ende mit einem sogenannten his-fag [Schmitt et al., 1993]

fusioniert ist und durch Metallaffinitits-Chromatographie (Kap. 1.6) aufgereinigt werden kann.

Abb. 1-7  Homologiemodell> der Esterase aus Pseudomonas fluorescens auf Basis der
Strukturen der verwandten Haloperoxidasen CPOF, CPOL und BPO-A1. Die acht
parallelen B-Faltblatt-Strukturen (blau) und die a-Helices (rot) weisen die fiir Serin-
Hydrolasen typische a/B-Hydrolasefaltung [Ollis et al., 1992] auf. Die katalytische
Triade ist aus den Aminosduren Serin (griin), Asparaginsdure (orange) und Histidin
(gelb) zusammengesetzt. Der fiir Esterasen charakteristische freie Zugang zum
aktiven Zentrum ist gut zu erkennen.

Die PFE zeigt neben den typischen Esterase-Eigenschaften auch Bromierungs-Aktivitit und weist
dartiber hinaus auch eine hohe Homologie zu den hdam-freien bakteriellen Haloperoxidasen auf,
wodurch die evolutive Verwandtschaft mit diesen Enzymen indiziert wird [Pelletier und
Altenbuchner, 1995]. Insbesondere mit der Chloroperoxidase F aus Pseudomonas fluorescens
(CPOF; ACO31158; 55%), der Chloroperoxidase L aus Streptomyces lividans (CPOL,;
AC P49323; 49 %) und der Bromoperoxidase aus Streptomyces aureofaciens ATCC 10762
(BPO-Al; AC P33912; 45 %) ist eine hohe Ubereinstimmung® der Aminosiure-Sequenz zu

beobachten. Ausgehend von den bekannten Strukturen dieser Haloperoxidasen (Eintrdge in der

3 Homologie-Modell nach Swiss-Model (www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html)

* Identitit der Aminosiure-Sequenzen nach BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)
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Protein-Daten-Bank: CPOF pdb 1A8S ; CPOL pdb 1A88A-C; BPO-A1 pdb 1A8Q ) [Hofmann
et al., 1998] kann ein Homologiemodell der PFE erstellt werden (Abb. 1-7).

Die Charakterisierung der PFE ergab, dass sie in einem weiten pH-Bereich von 5-10 (Maximum
zwischen pH 7,5 und 8) und bis zu einer Temperatur von 70°C aktiv ist, wobei die Stabilitét iiber
50°C stark nachlidsst. Eine Lagerung der Esterase bis zu einer Temperatur von 40°C ist ohne
AktivititseinbuBen moglich. Von den eingesetzten Substraten wurden Essigsdureethylester,
Buttersdureethylester und —propylester bevorzugt umgesetzt. Bei den Untersuchungen zur
Darstellung optisch reiner Verbindungen zeigte die PFE lediglich in der Racematspaltung von

1-Phenylethanol bzw. 1-Phenylethylacetat eine hohe Stereoselektivitit.

Weitere Arbeiten umfassten neben der ndheren Charakterisierung auch die Erweiterung des
Substratspektrums der PFE durch evolutive Methoden (Kap. 1.7.3.2). Hierbei gelang es, eine
Esterase-Mutante zu erzeugen, die in der Lage ist einen sterisch-gehinderten 3-Hydroxyester, der
als Baustein bei der Synthese von Epothilon A dient und vom Wildtyp-Enzym nicht als Substrat
akzeptiert wird, mit moderater Stereoselektivitit umzusetzen [Bornscheuer et al., 1998, 1999].
Epothilone stellen eine neue Klasse von Makroliden dar, die eine Taxol-dhnliche
Antitumorwirkung aufweisen. Neben der Erweiterung des Substratspektrums wurde auch gezielt
versucht, die Stereoselektivitit der PFE zu steigern. So lieB sich die Enantioselektivitat
(Kap. 1.5.2) bei der Hydrolyse von 3-Phenylbuttersdure-Resorufinester von £ = 3,5 (Wildtyp)
nahezu auf das Doppelte steigern (E=6,6; Einfach-Mutante bzw. FE=12 nach
Séttigungsmutagenese) [Bornscheuer, 2002; Henke und Bornscheuer, 1999].

1.4.3.1.2 Weitere mikrobielle Esterasen

Mit Ausnahme der Carboxylesterase NP, die urspriinglich aus Bacillus subtilis isoliert wurde und
Bedeutung bei der Herstellung von (R)-Naproxen (nicht-steroidaler Entziindsungshemmer)
erlangte, der Esterase von Arthrobacter globiformis (synthetische Pyrethroide) [Bornscheuer,
2002] und der Lactonase von Fusarium oxysporum (Tab. 1-1), sind die verfiigbaren, mikrobiellen
Esterasen zur Zeit lediglich von akademischem Interesse. Die Verdffentlichungen beziehen sich
zumeist auf die Klonierung und Expression des Enzyms, so dass nur einzelne, besonders
ausgewdhlte Verbindungen als Substrate getestet wurden [Bornscheuer und Kazlauskas, 1999].
Nichtsdestotrotz besitzen einige dieser mikrobiellen Esterasen, insbesondere bei der

Racematspaltung von sekundiren Alkoholen, beachtliche Selektivitdten [Phythian, 2000].
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1.4.4 Proteasen mit Esterase-Aktivitit

Subtilisine, Serin- und Cystein-Proteasen (Papain) weisen analog den Enzymen mit
o/B-Hydrolasefaltung eine katalytische Triade auf, die aus einem Nucleophil, Acylrest und
Histidin gebildet wird (Kap. 1.4.1), und besitzen somit auch den gleichen Katalysemechanismus
[Ollis et al., 1992]. Proteasen und Amidasen setzen im Gegensatz zu den Lipasen nur geldste
Substrate um, wobei sie insbesondere gegeniiber sekunddren Alkoholen eine hohe Selektivitét
zeigen [Bornscheuer und Kazlauskas, 1999]. Auftillig ist hierbei, dass bei Serin-Proteasen im
Vergleich zu den anderen Enzymen mit o/B-Hydrolasefaltung, eine invertierte Anordnung der
katalytischen Aminosduren im aktiven Zentrum zu beobachten ist, und sie somit eine

entgegengesetzte Stereopriferenz besitzen [Dodson und Wlodawer, 1998; Ollis et al., 1992].

1.5 Enzymkinetik

1.5.1 Steady-state-Kinetik [Briggs und Haldane, 1925; Michaelis und Menten, 1913]

Der einfachste Fall einer enzymatischen Katalyse ist eine Reaktion, bei der ein Substrat
irreversibel umgesetzt wird. Damit ist es gleichgiiltig, ob ein einziges Produkt entsteht oder
mehrere Spaltprodukte freigesetzt werden [Bisswanger, 2000]. Ein Beispiel hierfiir stellt die

Hydrolase-katalysierte Spaltung von Esterverbindungen in wissriger Losung dar.

k4 i
2
Sub +  Enz b e— EnzSub — > Enz + Prod
k.1

Abb. 1-8: Der einfachste Fall einer Enzym-katalysierten Reaktion ist die irreversible
Umsetzung eines Substrats (Sub) in das Produkt (Prod). K; ist die
Geschwindigkeitskonstante fiir die Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes
(EnzSub), wihrend k_; und k, den Zerfall in das freie Enzym und das Substrat bzw.
Produkt beschreiben.

In Abb. 1-8 ist der einfachste Fall einer Enzym-katalysierten Reaktion dargestellt. Zunichst bildet
sich aus dem Substrat (Sub) und dem freien Enzym (Enz) reversibel der Enzym-Substrat-
Komplex (EnzSub), der anschlieBend unter Bildung des Produkts (Prod) irreversibel zerfillt. K,
k.; und k; stehen hierbei fiir die Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen Reaktionsschritte und
Produktinhibierung sei ausgeschlossen. Als Umsatzgeschwindigkeit v wird die Produktzunahme

definiert, die der Konzentration des Enzym-Subtrat-Komplexes direkt proportional ist:
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b= d[ Prod ]
dt

= k, -[EnzSub] [GL 1]

Im Verlauf der Reaktion stellt sich flir die Konzentration des Enzym-Subtrat-Komplexes ein
Fliefgleichgewicht (steady-state) ein, d.h. die Bildung (d[EnzSubl/df) und der Zerfall
(-d[EnzSub]/dt) laufen mit derselben Geschwindigkeit ab. Nach dem Prinzip der Massenerhaltung
entspricht die zur Reaktion eingesetzte Menge an Enzym (E)) der Summe aus freiem Enzym
(Enz) und dem Enzym-Substrat-Komplex (EnzSub). Hiernach ergibt sich mit
d[EnzSub]/dt = k; - [Enz] - [Sub] und -d[EnzSubl/dt = k_; - [EnzSub] + k; - [EnzSub]:

[£,]-[sup] [, ] -[sup]
K, +[Sub]

[EnzSub] = [GL. 2]

+k
=72 4 [Sub]
kl
Die Michaelis-Menten-Konstante (Kj,) steht hierbei als zusammengefasste, scheinbare
Dissoziationskonstante fiir alle Enzym-gebundenen Spezies, die an der Reaktion beteiligt sind
[Fersht, 1999]. Durch Einsetzen in [GI. 1] ergibt sich die Umsatzgeschwindigkeit v:
k, -|E,|-|Sub
vzz[o][”] [Gl. 3]
K, +[Sub]
Mit vy = k2 - [Ep] und bei infinitesimal kleiner Konzentration des Substrats im Vergleich zur

Michaelis-Konstante ([Sub] << K},) vereinfacht sich [Gl. 3]:

y = ‘;;“;“-[Sub] [GL. 4]

M

Die Umsatzgeschwindigkeit v ist also direkt proportional zur Substratkonzentration (Reaktion

1. Ordnung).

1.5.2 Enantioselektivitit

1.5.2.1 Grundlagen der Stereoselektivitiit

Der Hauptvorteil bei der Verwendung von Biokatalysatoren liegt neben der Regio- und
Chemoselektivitdt in der haufig beobachteten Stereospezifitit. Enzyme sind aus Aminosduren
aufgebaut, die mit Ausnahme von Glycin, das kein Stereozentrum enthélt, alle dieselbe absolute

Konfiguration (L- bzw. S-Form) aufweisen. Aufgrund dieser Besonderheit besitzen sie bei der
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Reaktionskatalyse im Vergleich zur absoluten asymmetrischen Synthese, bei der
enantiomerenangereicherte Produkte aus achiralen Vorstufen ohne Einwirkung bereits
vorhandener optisch aktiver Elemente gebildet werden [Feringa und van Delden, 1999], die
Fahigkeit zur chiralen Diskriminierung. So konnen Biokatalysatoren neben Racematspaltungen
auch Meso-Verbindungen stereoselektiv umsetzen bzw. pro- und achirale Substrate spezifisch in

optische aktive Produkte iiberfiihren.

Bei der Anlagerung eines Substrats an ein Enzym (Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes) im
Verlauf der Reaktionskatalyse treten Wechselwirkungen zwischen den Aminosdureresten im
aktiven Zentrum und der umzusetzenden Verbindung auf. Im Verlauf der Komplexierung werden
einige der bestehenden Wasserstoftbriicken gedffnet, so dass die dafiir notwendige Energie die
freie Energie der Komplexbildung (4G) verandert [Chen und Sih, 1989]. Durch den einheitlichen
Aufbau von Enzymen aus L-Aminosduren befindet sich das gebundene Substrat in einer
homochiralen Umgebung. Die freie Energie der Komplexbildung ist somit auch abhéngig von der
absoluten Konfiguration des Substrats, d.h. AG ist fiir die beiden optischen Antipoden einer
asymmetrischen Verbindung unterschiedlich hoch. Diese Energiedifferenz (44G) ist
entscheidend dafiir, welche enantiomere Form bevorzugt umgesetzt bzw. ausgehend von Meso-
Verbindungen sowie pro- und achiralen Substraten gebildet wird, d.h. 44G bestimmt die

Stereoselektivitit eines Enzyms.

1.5.2.2 Berechnung der Enantioselektivitiit

Unter physiologischen Bedingungen katalysieren Enzyme die Umsetzung ihrer natiirlichen
Substrate meist mit 100 %iger Stereoselektivitidt. Ohne diese Einheitlichkeit der enzymatischen
Reaktionen in den Organismen z.B. bei der Synthese chiraler Verbindungen, die an Erkennungs-
und Informationsprozessen beteiligt sind, konnten Lebensformen, wie wir sie kennen, nicht
existieren. In nicht-natiirlichen Systemen werden bei biokatalytischen Umsetzungen jedoch
verschiedene Stufen der Stereoselektivitéit beobachtet. Die Ausprigung der Stereopréferenz kann
iiber die optische Reinheit der an der Reaktion beteiligten Verbindungen charakterisiert werden.
Die Angabe erfolgt hierbei {iblicherweise in Prozent Enantiomereniiberschuss (%ee). Dieser kann

aus dem Molenbruch der beiden Enantiomere (x4 und xz) gemiB [GI. 5] berechnet werden:

Xy ~Xp

-100 [GL. 5]

Y%ee =
X, + X,
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In der Praxis werden Enantiomereniiberschiisse meist aus den Peakflichen der beiden
Enantiomere aus der GC- bzw. HPLC-Analyse unter Verwendung chiraler Trennsidulen bestimmt.
Diese Berechnung ist moglich, da optische Antipoden die gleichen Response-Faktoren bei der

Detektion (z.B. Flammen-Ionisations-Detektor) besitzen.

Bei einer kinetischen Racematspaltung verdndern sich jedoch die Enantiomereniiberschiisse in
Abhéngigkeit vom Umsatz. Untersuchungen beziiglich der Auspriagung der Stereoselektivitit bei
zwei kinetischen Racematspaltungen sind folglich nur bei vergleichbaren Umsétzen sinnvoll. Aus
diesem Grund wurden Berechnungsmodelle entwickelt, die eine quantitative Beschreibung der
Stereoselektivitit erlauben [Chen et al., 1982, 1987; Chen und Sih, 1989]. Als Kenngrdéfe dient
hierbei die sogenannte Enantioselektivitit bzw. das Enantiomerenverhiltnis £. Dieser E-Wert

stellt ein MaB fiir die Unterscheidung eines Katalysators zwischen zwei Enantiomeren dar.

1.5.2.2.1 TIrreversible Reaktionen [Chen et al., 1982]

Bei der Hydrolase-katalysierten Spaltung des Acetats eines sekundéren, chiralen Alkohols in
Puffer-Losung (Abb. 1-9) kann aufgrund der hohen Konzentration des Wassers (55,5 mol/L) von
einer irreversiblen Reaktion ausgegangen werden. Die beiden enantiomeren Formen 4 und B der
optisch aktiven Verbindung treten dabei in Konkurrenz um den Biokatalysator, wobei A

bevorzugt umgesetzt wird.

VA OH O
0 S I L X
JJ\ R R4 R, Rz OH
acematspaltung
9 Ra + Hydrolase; + H,0 O o
VB R1/\ Ro Rg)L OH

Abb. 1-9 TIrreversible Hydrolyse eines Esters eines sekundéren, chiralen Alkohols in wéssriger
Puffer-Losung (Racematspaltung). Die beiden enantiomeren Formen 4 und B treten
dabei in Konkurrenz um den Biokatalysator. v4 und vz geben die
Umsatzgeschwindigkeiten der beiden kompetitiven Enantiomere an.
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Unter weiterer Annahme, dass keine Produktinhibierung auftritt gilt nach [Gl. 4] fiir das
Verhiltnis der Umsatzgeschwindigkeiten (v4 und vz) bei abnehmenden Konzentrationen von

A (d[A]) und B (d[B)):

v (m d[4]

vy (vmdx] d[B]
Ky )g

Integration der Differentialgleichung von der Anfangskonzentration [4y] bzw. [By] bis zur aktuell

[GL. 6]

vorliegenden Konzentration [A4] bzw. [B] ergibt:

= E [GL. 7]

Die Enantioselektivitit £ gibt die chirale Diskriminierung des Enzyms gegeniiber den beiden um
das Enzym konkurrierenden Enantiomere wieder. E ist hierbei durch die Michaelis-Konstanten
und die Maximalgeschwindigkeiten bei der Umsetzung von 4 und B determiniert und stellt somit
eine kinetische Grofe dar. Da die Bestimmung dieser Konstanten in einer Reaktion, bei der die
beiden optischen Antipoden 4 und B kompetitiv vorliegen, nicht mdglich ist, wurden eine Reihe
von Niherungsformeln entwickelt. So lassen sich E-Werte bei Kenntnis des Umsatzes (U) und

des Enantiomereniiberschusses von Substrat und Produkt (%ees bzw. %eep) nach:

In[(1-U)-(1-ees)]  N[1-U-(1+ee,)]

o “In[(1-0)-(t+ee)] ~ IN[1-U-(1-ce, )]

[GL. 8]

berechnen (Endpunkt-Methode), wobei U neben einer experimentellen Bestimmung, wie z.B.
durch den pH-stat-Assay (Kap. 5.5.6.3.2), auch iiber %ees und %eep zugénglich ist:

eeg

U = [GL. 9]

eeg +eep

1.5.2.2.2 Reversible Reaktionen [Chen et al., 1987]

Steht bei einer Hydrolase-katalysierten Reaktion das Nucleophil, das den Acyl-Enzym-Komplex

angreift (Kap. 1.4.1), nur in begrenztem Umfang zur Verfiigung, so ist die enzymatische
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Umsetzung prinzipiell als reversibel anzusehen [Faber, 2000]. Als Beispiel kann eine Um- oder
Veresterung in organischen Losungsmitteln oder 2-Phasen-Systemen dienen. Bei der Berechnung
der Enantioselektivitdt ist im Gegensatz zur Hydrolyse von Esterverbindungen in wissriger
Losung die Lage des Gleichgewichtes der Reaktion zu berticksichtigen. Der E-Wert ist somit von

der Gleichgewichtskonstanten K (thermodynamische GroB3e) abhingig.

In achiraler Umgebung bleiben die Gleichgewichtskonstanten der an der Reaktion beteiligten
Enantiomerenpaare (R-Edukt und R-Produkt bzw. S-Edukt und S-Produkt) unveréndert, so dass
sowohl bei der Hin- als auch bei der Riickreaktion die gleiche Stereopriferenz auftritt. Das heift,
wenn eine enantiomere Form des Substrats schneller reagiert, so wird bei der Riickreaktion das
Produkt mit derselben absoluten Konfiguration, wie dieses Edukt, bevorzugt umgesetzt. Die
Umkehrreaktion besitzt also eine Stereopréferenz, die die optische Reinheit des zuriickbleibenden
Substrats verringert. Um dennoch hohe Enantiomereniiberschiisse fiir das Edukt und Produkt zu
erhalten, miissen die Bedingungen so gewdhlt werden, dass sich das Gleichgewicht verschiebt
und eine anndhernd irreversible Reaktion (Kap. 1.5.2.2.1) resultiert. Bei dieser Vorgehensweise
wird neben der Erhohung der Enantioselektivitdt auch die Umsatzrate des Substrats gesteigert.
Aus diesem Grund erfolgt z.B. die Acylierung eines Alkohols in einem organischen
Losungsmittel tiblicherweise durch Umesterung mit dem korrespondierenden Acyl-Vinyl-Ester
als Kosubstrat. Der hierbei freigesetzte Acetaldehyd (Vinylalkohol) entweicht aus dem
Gleichgewicht und verschiebt die Reaktion auf die Seite der gewiinschten Esterverbindung
(Kap. 3.3.2.1). Eine andere Moglichkeit das Gleichgewicht einer stereoselektiven Reaktion zu
verlagern besteht darin, ein Enantiomer aus dem Ansatz zu isolieren. Kiirzlich wurde quantitativ
nachgewiesen, dass sich durch nicht-stereospezifische Entfernung chiraler Produkte, wie z.B. bei
einer enantioselektiven Enzym-katalysierten Hydrolyse in einem organischen LoOsungsmittel,
sowohl der Umsatz als auch die optische Reinheit des Substrats und des Produkts steigern ladsst

[Cheng und Tsai, 2000].

1.5.2.2.3 Bedeutung der Enantioselektivitat fiir praktische Anwendungen

Bei der Auswahl eines Enzyms als Biokatalysator fiir eine stereospezifische Reaktion kommt der
Enantioselektivitdt die entscheidende Bedeutung zu. Als Faustregel gilt, dass E-Werte kleiner 15
fiir priparative Zwecke nicht geeignet sind. Bei einem ausreichend hohen Umsatz kann aber
dennoch zumindest das Substrat in kleinem Umfang optisch rein isoliert werden. Dagegen ist ein
Enzym im Bereich von E=15-30 als gut und bei Werten dariiber als exzellent anzusehen.

Hierbei ist aber zu beriicksichtigen, dass hohe E-Werte (E > 100) stark fehlerbehaftet sein
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konnen. In diesem Bereich haben selbst minimale Ungenauigkeiten bei der Bestimmung der
Enantiomereniiberschiisse  einen  signifikanten FEinfluss auf die hieraus berechnete
Enantioselektivitit [Faber, 2000]. Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll, E-Werte > 100 nicht

mehr explizit anzugeben.

1.5.2.3 Vorhersage und Abschitzung der Enantioselektivitiit

Die Enantioselektivitit eines Enzyms beschreibt immer ein Gesamtsystem, d.h. jede Anderung
eines Reaktionsparameters kann sich darauf auswirken. Ein Wechsel der Reaktionsbedingungen
(Temperatur; Druck), der Substratstruktur (Edukt; Kosubstrat) oder des Reaktionsmediums
(wissrige Losung vs. organisches Losungsmittel; 2-Phasen-Systeme; Wasseraktivitdt; Polaritit)
sowie eine Modifikation des Biokatalysators (Mutation; Immobilisierung; imprinting-
Technologie) kann einen drastischen Einfluss auf die Stereospezifitidt haben. So fiihrt z.B. die
Erniedrigung der Reaktionstemperatur {iblicherweise zur Erh6hung der Enantioselektivitit, wobei
aber auch gegenteilige Beispiele existieren [Bornscheuer und Kazlauskas, 1999]. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass bei der Racematspaltung von arylaliphatischen Carbonsdure-Vinyl-
Estern eine erhohte Stereospezifitdt im Vergleich zu den Ethylester-Analoga zu beobachten ist.
Neben der positiven Beeinflussung des Gleichgewichts (Kap. 1.5.2.2.2), diirfte dieser Effekt auf
elektronische Wechselwirkungen der Doppelbindung mit den Aminosédureresten des Enzyms
zurlickzufiihren sein, da die beiden Alkoholreste (Vinyl- bzw. Ethyl-) eine vergleichbare Grof3e
besitzen [Henke et al., 2000; Yang et al., 1999]. SchlieBlich sind bei der Modifikation eines
Enzyms durch die Methoden der gerichteten Evolution (Kap. 1.7.3.2) oder bei einem Wechsel
des Reaktionsmediums (Kap. 1.7.2.2), eventuell verbunden mit einer Immobilisierung des
Biokatalysators, drastische Anderungen der Enantioselektivitit zu beobachten. Trotz einer
Vielzahl an Untersuchungen auf diesem Gebiet und neuer Ansédtze in der Bioinformatik (in silico
assays; z.B. Pleiss et al., 2000; Scheib, 1999) ist zur Zeit eine Angabe von Enantioselektivititen

bei enzymatischen Reaktion a priori nicht moglich.

1.5.2.3.1 Kazlauskas-Regel

Neben der bereits im Jahre 1964 aufgestellten 'Prelog-Regel', die eine Vorhersage des
stereochemischen Verlaufs bei der asymmetrischen Reduktion von Ketonen aufgrund der Grof3e
bzw. Hydrophobizitit der Substituenten an der Keto-Funktion erlaubt [Prelog, 1964], wurden

auch fiir die Lipase-katalysierte Umsetzung von primiren bzw. sekundidren Alkoholen Regeln
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entwickelt, die eine Prognose der Stereopriferenz ermdglichen [Kazlauskas et al.,, 1991,

Weissfloch und Kazlauskas, 1995].

HO OH

ONE ONE

Abb. 1-10 Empirische Regel (Kazlauskas-Regel) zur Vorhersage, welches Enantiomer eines
primiren bzw. sekundidren Alkohols bei einer Lipase-katalysierten Reaktionen
bevorzugt reagiert. Das abgebildete Enantiomer mit den Substituenten G (groBer
Rest) und M (mittelgroBer Rest) am chiralen Zentrum wird in Ver- bzw.
Umesterungen schneller umgesetzt [Kazlauskas et al., 1991; Weissfloch und
Kazlauskas, 1995].

>/

Die empirischen Regeln zur Vorhersage der Enantiopridferenz bei Lipase-katalysierten
Reaktionen basieren auf dem Groflenverhéltnis der Substituenten am chiralen Zentrum. Bei den
Untersuchungen zur Umsetzung von mehr als 130 sekunddren Alkoholen [Kazlauskas et al.,
1991] erzielte die Prognose mit iiber 93 % eine hohere Trefferquote als bei den primiren
Alkoholen (89 %; 61 Verbindungen) [Weissfloch und Kazlauskas, 1995]. Neben der hoheren
Zuverléssigkeit im ersten Fall ist zudem die Stereopriferenz im Vergleich zu den primédren
Alkoholen umgekehrt (Abb. 1-10). Bei einem deutlichen GroéBenunterschied der beiden
Substituenten (G: groB3; M: mittelgro) am chiralen Zentrum ist eine erhohte Enantioselektivitit
bei der Umsetzung zu beobachten. Sind sie dagegen klein bzw. von vergleichbarer Grofle, so
resultiert eine anndhernd symmetrische Molekiilstruktur. In diesen Fillen ist lediglich eine
geringe chirale Diskriminierung im Verlauf der Reaktion zu erwarten, d.h. diese Verbindungen

sind bei Ver- und Umesterungen als 'schwer-trennbar' einzustufen.

1.5.2.3.2 Schitzwert fiir die Enantioselektivitit (Quick E)

Die Bestimmung der Enantioselektivitdt bei irreversiblen, Hydrolase-katalysierten Reaktionen
gemil der Endpunkt-Methode (Kap. 1.5.2.2.1) [Chen et al., 1982] gestaltet sich in der Praxis sehr
aufwendig. Nach Durchfilhrung einer Testreaktion unter kompetitiven Bedingungen
(Racematspaltung) miissen zur Berechnung des E-Werts die Enatiomereniiberschiisse des Edukts
und Produkts sowie der Umsatz ermittelt werden. Die Aufarbeitung des Reaktionsansatzes
(Aliquot) und die Bestimmung der erforderlichen Parameter ist dulerst zeitintensiv. Aus diesem

Grund wurde ein Konzept (Quick E) enwickelt, nach dessen Messprinzip die Enantioselektivitit
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bei einer Hydrolase-katalysierten Reaktion abgeschidtzt werden kann (scheinbare
Enantioselektivitét E,,,) [Janes und Kazlauskas, 1997]. Im Gegensatz zur Endpunkt-Methode fiir
die Bestimmung der wahren Enantioselektivitit £,,. erfolgt keine Testreaktion unter

kompetitiven Bedingungen, sondern jedes Enantiomer wird separat umgesetzt (Abb. 1-11).

O
JL Hydrolyse Enantiomer A (ves) OH 0
0" "Rs > + )_L
/[\ + Hydrolase; + H,0 (Puffer) R~ R, Ry~ “OH
R R
0]
)J\ Hydrolyse Enantiomer B (v:z) OH 0
@ R3 > +
: + Hydrolase: + H,0 (Puffer) R "Rz Ry~ “OH
R “Ra

Abb. 1-11 Bei Durchfithrung einer Hydrolase-katalysierten Reaktion unter nicht-kompetitiven
Bedingungen wird flir jedes der beiden Enantiomere A und B eine separate
Testreaktion  durchgefiihrt. Aus dem  Verhidltnis der beiden  Start-
Reaktionsgeschwindigkeiten vgs und vgp ergibt sich ein Schitzwert fir die
Enantioselektivitét (scheinbare Enantioselektivitét E,,).

Aus dem Verhiltnis der beiden Start-Reaktionsgeschwindigkeiten vg4 und vgg, berechnet sich die

scheinbare Enantioselektivitit £,
E =Y [Gl. 10]

Durch Auswabhl eines geeigneten Assay-Systems (Kap. 1.8), das die rasche Bestimmung einer der
Reaktionsgeschwindigkeit proportionalen Messgrof3e (z.B. Absorptionsmessung) erlaubt, sind die
Startaktivitdten leicht zuginglich. Bei Wiedereinfithrung einer Konkurrenzsituation durch Zugabe
einer zweiten, racemischen Verbindung in beide Ansitze ldsst sich die Zuverldssigkeit des

Schitzwerts E,,, erhéhen [Janes und Kazlauskas, 1997].

1.6 Metallaffinitats-Chromatographie

Das Prinzip der Affinitidts-Chromatographie beruht darauf, dass ein spezifischer Ligand des

Proteins iiber einen Abstandshalter (spacer) an eine Matrix (z.B. Agarose oder Acrylamid)
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gekoppelt wird (Abb. 1-12). AnschlieBend ldsst sich dann ein Protein nach ausgiebigem Waschen

mit dem gleichen oder einem anderen Liganden von der Matrix spezifisch ablosen.

o
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CH “Ch “CH, “Ch “Ch-0| -
/CO‘—'C|_|2
N _,Ll/ ;
SN / \Cl'b
NHR; 3 I s
/ e VANV -
co & '_'_{i______}o"___,co
N ©
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NHR;
Abb. 1-12 Wechselwirkungen (rot) zwischen den benachbarten Histidinresten eines Proteins

Bei der Me
basiert die

(blau) und der Nickel-Nitrilotriessigsdure-Matrix (schwarz). Die funktionelle
Nitrilotriessigsdure-Gruppe ist im aufgezeigten Beispiel an Sepharose CL-6B
gebunden. In der schematischen Darstellung sind die entscheidenden
Wechselwirkungen hervorgehoben. Ist die Komplexbindung B zu schwach, dann ist
eine Bindung des his-tag-Proteins nicht moglich. Dagegen treten bei einer zu starken
Wechselwirkung B Verluste durch die Ablosung von Protein-Metall-Komplexen
beim Waschen der Matrix auf. Bei der Verwendung von Nitrilotriessigsdure und
Nickel sind beide Bindungen (A + B) stdrker, so dass eine erfolgreiche Aufreinigung
von his-tag-Proteinen ermdoglicht wird.

tallaffinitdts-Chromatographie (Immobilized Metal Affinity Chromatography; IMAC)

reversible Bindung auf Metallionen (meist Ni*", Cu®" oder Zn*"), die iiber einen

Chelat-Komplex an der Matrix fixiert sind [Porath et al., 1975]. Hierbei bleiben jedoch einige

Koordinationsstellen des Metalls frei. An diesen unbesetzten Stellen konnen Histidin-,

Tryptophan

dieser unsp

- oder Cystein-Gruppen des aufzureinigenden Proteins gebunden werden. Neben

ezifischen Koordination frei zugénglicher Aminosduren weist eine Reihe natiirlich

vorkommender EiweiBstrukturen zusitzlich definierte Metallbindungsstellen auf. Diese Proteine

binden im

Normalfall stirker an die immobilisierten Metallionen, so dass sie erst bei hoher

Liganden-Konzentration (z.B. Imidazol) im Eluenten aus der Koordinationsbindung gelost

werden. Fusioniert man eine derartige Metallbindungsstelle z.B. an ein Enzym, so ldsst sich der

Biokatalysator unter Ausnutzung des beschriebenen Prinzips aufreinigen.
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In den letzten Jahren wurden mehrere Peptidsequenzen, die in der Lage sind spezifische
Wechselwirkungen mit immobilisierten Metallionen einzugehen, identifiziert. Bei dem am
haufigsten verwendeten tag handelt es sich um sechs aufeinanderfolgende Histidine (his-tag)
[Schmitt et al., 1993], die auf molekulargenetischem Wege angefiigt werden. Zur Fusion der
Proteine mit dem his-tag steht eine Reihe kommerziell erhéltlicher Expressionsvektoren zur
Verfiigung. Zur Aufreinigung wurde zunichst Cu®’, das vier Koordinationsstellen fiir die
Fixierung der his-tag Strukturen besitzt, eingesetzt. Die Bindung der his-tag-Proteine erwies sich
jedoch zu schwach, so dass man auf Ni*", das sechs Komplexbindungsstellen aufweist, iiberging.
Die Ni*"-Ionen werden dabei mit einem speziell entwickelten, vierzihnigen Chelatbildner
(Nitrilotriessigsdure; NTA) fest an der Matrix gehalten, so dass zwei Positionen zur Bindung des
Proteins zur Verfiigung stehen [Hochuli et al., 1987]. Die Effizienz der Anlagerung eines Poly-
Histidin-Peptids ist aber auch von dem zur Chromatographie eingesetztem Eluenten abhingig.
Proteine mit einem fag aus zwei Histidinen binden aus diesem Grund nur bei niedrigen
Ionestéirken (z.B. 0,05 mol/L Phosphat-Puffer) an die Matrix. Bei hoher konzentrierten Eluenten
oder unter denaturierenden Bedingungen (z.B. 6 mol/L Guanidin) sind fiir eine erfolgreiche
Aufreinigung fags, die aus mehr als zwei Histidinen bestehen, erforderlich. Fiir die gingigen
Verwendungszwecke erwiesen sich sechs Histidine (4is-fag) als am besten geeignet [Hochuli et

al., 1988].

Nitrilotriessigsdure-Matrices zur Aufreinigung von his-tag Proteinen sind heutzutage in
unterschiedlichster Form kommerziell erhéltlich. So existieren neben einfachen Trenngelen und
vorgefertigten Festphasen-Extraktionssdulen bereits auch Protokolle fiir den Einsatz in
Hochdurchsatz-Testsystemen. Durch Fixierung der NTA-Matrix auf kleinen (ca.50 um
Durchmesser), magnetischen Kiigelchen (Ni-NTA magnetic agarose beads) lasst sich z.B. eine

Proteinaufreinigung bzw. -isolierung im Mikrotiterplattenformat durchfiihren.

1.7 Entwicklung eines biokatalytischen Prozesses

Im Vergleich zu konventionellen, chemischen Syntheseverfahren miissen bei der Entwicklung
eines biokatalytischen Prozesses, aufgrund der eingesetzten Mikroorganismen und Enzymen,
besondere Aspekte beriicksichtigt werden. Hierbei handelt es sich vor allem um die spezifische
Enzymkinetik, die Proteinstabilitit unter technischen Bedingungen und die Besonderheiten, die
sich aus den urspriinglichen physiologischen Aufgaben in der lebenden Zelle ableiten, wie z.B.

Wachstum, Induktion der Enzymexpression oder die Verwendung von Stoffwechselwegen fiir
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mehrstufige Reaktionen [Schmid et al., 2001]. In Abb. 1-13 ist die Vorgehensweise bei der

Etablierung eines biokatalytischen Verfahrens schematisch dargestellt.
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Synthese

1
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. | | . Struktur
| Biokatalysator
- J
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Abb. 1-13 Schematische Darstellung der einzelnen Aspekte, die bei der Entwicklung eines
biokatalytischen Verfahrens beriicksichtigt werden miissen (modifiziert nach Koeller
und Wong, 2001; Schmid et al., 2001).

Bei der Planung eines biokatalytischen Verfahrens steht an erster Stelle die Auswahl eines
moglichen Synthesewegs und der (kostengiinstigen) Substrate. Im zweiten und gleichzeitig
wichtigsten Schritt ist es anschlieBend erforderlich, einen Biokatalysator zu finden, der in der
Lage ist, die Ausgangsverbindung in das gewiinschte Produkt zu iiberfithren. Die Bedeutung
dieses Punkts lédsst sich daran ermessen, dass die Entdeckung eines geeigneten Biokatalysators
oder eines neuen Reaktionsweges der Anlass fiir die Umstellung eines Verfahrens bzw. einzelner
Syntheseschritte innerhalb eines konventionellen Herstellungsprozesses sein konnen [Shimizu et

al., 1997]. Findet sich bei einem Screening-Verfahren, bei dem die zur Verfiigung stehenden
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Mikroorganismen und Enzyme getestet werden, ein geeigneter Biokatalysator, so sind bei der

weiteren Entwicklung einige wichtige Punkte zu berticksichtigen.

Bei den meisten industriell interessanten Verbindungen handelt es sich nicht um die natiirlichen
Substrate der Mikroorganismen bzw. Enzyme, d.h. die Umsetzung erfolgt moglicherweise nicht
mit der gewlinschten Regio- und Stereoselektivitit. Ferner ist zu beachten, dass der identifizierte
Biokatalysator im Hinblick auf die Temperatur- und Losungsmittelstabilitit unter den
erforderlichen Reaktionsbedingungen nicht eingesetzt werden kann. SchlieBlich ist aus Griinden
der wirtschaftlichen Rentabilitit eine hohe Standzeit unter den Produktionsbedingungen
anzustreben. Deshalb erfolgt in Analogie zu konventionellen chemischen Prozessen der Einsatz
meist in immobilisierter Form (heterogene Katalysatoren). Hierdurch erhoht sich die Stabilitét der
Biokatalysatoren und sie konnen relativ einfach isoliert und wiederverwendet werden.
Mittlerweile existieren jedoch Verfahren, die aufgrund der eingesetzten Biokatalysatoren so
kostengiinstig sind, dass Mikroorganismen oder Enzyme auch als homogene Katalysatoren ohne
nachfolgende Isolierung oder Wiederverwertung Verwendung finden (z.B. Coenzym-abhéngige

Redoxreaktionen) [Schmid et al., 2001].

1.7.1 Auswahl des Biokatalysators

Bei der Auswahl des Biokatalysators stellt sich prinzipiell die Frage, ob fiir das
Produktionsverfahren ein Mikroorganismus oder ein isoliertes Enzym geeignet ist. Fiir
Umsetzungen bei denen keine Cofaktor-Regnerierung erforderlich ist, wie z.B. bei Hydrolysen
oder Isomerisierungen, konnen sowohl lebende Zellen als auch isolierte Enzyme eingesetzt
werden. Allerdings ist die Isolierung des Produkts bei der Verwendung ganzer Zellen oftmals
umsténdlich. Im Gegensatz dazu lassen sich isolierte Enzyme mehr wie konventionelle,
heterogene Katalysatoren behandeln. Neben einer einfachen Aufreinigung kdnnen sie leicht
immobilisiert (Kap. 1.7.2.3) und fiir den Einsatz in organischen Ld&sungsmitteln stabilisiert
werden [Thayer, 2001]. Aus diesen Griinden wird im Folgenden verstiarkt auf die Verwendung

isolierter Enzyme (insbesondere Hydrolasen) eingegangen.

1.7.1.1 Traditionelle Enzyme

Die schnellste und einfachste Methode einen geeigneten Biokatalysator zu finden ist es, die
kommerziell erhdltlichen Enzyme zu testen. Das Assay-System ist hierbei so gestaltet, dass auf
Rahmenbedingungen zuriickgegriffen wird, die fiir alle zu priifende Enzyme vertraglich sind

(z.B. wissrige Losung; Test von Modellsubstraten). Findet man hierbei eine Préparation mit den
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gewiinschten Eigenschaften, so diirfte auch die Verfiigbarkeit in grolerem Maflstab, wie sie fiir
den technischen Einsatz erforderlich ist, gesichert sein. Dieser Punkt gehdrt neben der Stabilitit
und der erzielbaren Raum-Zeit-Ausbeuten zu den drei entscheidenden Kriterien fiir einen
rentablen Herstellungsprozess [Marrs et al., 1999]. Ein weiterer Vorteil dieser kommerziellen
Enzyme liegt darin, dass sie schon seit Jahren traditionell bei Biotransformationen eingesetzt
werden und so die spezifischen Eigenschaften und Arbeitsmethoden, die sich fiir die Entwicklung
eines technischen Prozesses als sehr hilfreich erweisen diirften, umfangreich in der Literatur
dokumentiert sind. Das Angebot an diesen herkdmmlichen Biokatalysatoren ist jedoch gering.
Bei den Lipasen z.B. sind derzeit etwa 70 Préparationen auf dem Markt, wobei die tatséchliche
Anzahl an unterschiedlichen Spezies (20) weit darunter liegt [Kazlauskas und Bornscheuer,

2000].

1.7.1.2 Identifizierung neuer Enzyme

Im Lauf der historischen Entwicklung wurden industrielle Enzyme aus reichlich vorkommenden,
natlirlichen Abfallprodukten isoliert (Taubendung fiir die Ledergerbung; Kélbermagen bei der
Kiseherstellung). Uber die Jahre wurden die Priparationen ausgehend von der einfachen
Aufreinigung bis hin zur heutigen, kostengiinstigen Produktion in rekombinanter Form stets
verfeinert (z.B. Schweineleber-Esterase [Lange et al., 2001; Musidlowska et al., 2001]). Obwohl
die Moglichkeiten noch nicht ausgeschopft sind, industriell niitzliche Enzyme in noch
ungenutzten natiirlichen Quellen (z.B. Abfille in der Fischindustrie) zu finden, konzentriert sich
die Suche mittlerweile nahezu ausschlieBlich auf die Identifizierung bislang unbekannter
Mikroorganismen [Marrs et al., 1999]. Bei der Annahme, dass alle mikrobiellen Spezies in ihrer
Gesamtheit biochemisch omnipotent sind [Schlegel, 1992], wird eine Fiille noch unbekannter
Enzyme vermutet, die mit ihren neuen, einzigartigen Eigenschaften im Vergleich zu den derzeit
kommerziell angebotenen Biokatalysatoren (Kap. 1.7.1.1) ein riesiges Potential fiir industrielle

Anwendungen in sich bergen.

Seit Anfang der 90er Jahre wird die biologische Artenvielfalt (insbesondere der
Mikroorganismen) gezielt als Quelle fiir neue Innovationen in der Biotechnologie angesehen.
Aufgrund von morphologisch-physiologischen Untersuchungen nahm man an, dass von den
Bakterien maximal 12 % (4760 Spezies von geschitzten 40000 Spezies) und von den Pilzen
sogar nur maximal 5 % (69000 von 1,5 Mio.) aller Spezies bekannt waren [Bull et al., 1992].
Diese Vermutung kann sehr einfach z.B. durch Mikroskopie einer Bodenprobe bestétigt werden,

denn hierbei lassen sich 10 bis 100 mal mehr mikrobielle Spezies beobachten als durch géngige
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Verfahren isolierbar (kultivierbar) sind [Rondon et al., 1999]. Die weitergehende Analyse zeigt,
dass in anderen Lebensrdumen die Anzahl an nicht-kultivierbaren Mikroorganismen noch hdoher
liegen diirfte (Tab. 1-2) [Amann et al., 1995; Whitman et al., 1998]. Gestiitzt werden diese
Untersuchungen durch neue Ansitze, die mikrobielle Vielfalt mit molekularbiologisch-
chemotaxonomischen Methoden (16S-rRNA-Vergleich; DNA-Hybridisierung) [Amann et al.,
1995; Rondon et al., 1999] und statistischen Betrachtungen [Hughes et al., 2001], die fiir hohere
Organismen entwickelt wurden, zu erfassen. Demnach wird heutzutage davon ausgegangen, dass
der Anteil an bekannten, kultivierbaren Mikroorganismen mit 1 bis 0,1 % deutlich kleiner ist als
frithere Schiatzungen vermuten lieBen [Hough und Danson, 1999; Rondon et al., 1999; Rouhi,
1999], d.h. die Biotechnologie der letzten Jahre hat sich bislang nur mit den 'mikrobiellen
Unkrautern' befasst [Short, 1997]. Die Gesamtzahl aller tierischen, pflanzlichen und mikrobiellen
Spezies liegt somit bei ca. 107 - 10°, wobei bei einem durchschnittlichen Gehalt von 10*- 10
open reading frames die natiirlich vorhandene, genetische Diversifitit bei ca. 10" definierten,

funktionalen Sequenzen liegen diirfte [Burton et al., 2002].

Tab. 1-2  Prozentualer Anteil der kultivierbaren Mikroorganismen eines bestimmten
Lebensraums im Vergleich zu der darin enthaltenen Gesamtzahl an Zellen [Amann et
al., 1995]. Die kultivierbaren mikrobiellen Spezies wurden hierbei als cfu (colony
forming units) gemessen.

Lebensraum Anzahl der kultivierbaren Mikroorganismen [%]
Meer- bzw. Seewasser 0,001 -0,1

SiiBwasser 0,25

Seewasser (mesophil) 0,1-1

unbelastetes Miindungswasser 0,1-3

Belebtschlamm 1-15

Sediment 0,25

Boden 0,3

Zur Identifizierung neuer Enzyme haben sich in den letzten Jahren zwei prinzipiell
unterschiedliche Methoden etabliert. Einerseits wird versucht durch umfangreiche Testserien
unter Anwendung spezieller Protokolle fiir die Isolierung bzw. Anreicherung so wie der Auswahl
von Proben aus besonderen Habitaten (substratspezifisch; extreme Lebensrdume, Kap. 1.7.1.3)
bislang unbekannte Mikroorganismen isolieren und charakterisieren zu kdnnen [Clausen, 1997].

In das Testsystem ist oft die gewiinschte Reaktion implementiert, um so die Mikroorganismen zu
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selektieren, die durch Metabolisierung des Substrats z.B. eine Stickstoff- oder Kohlenstoffquelle
erschlieBen konnen [Hauer et al., 1999]. Erst kiirzlich gelang es mit dieser Vorgehensweise 25
neue Lipasen zu gewinnen [Cardenas et al., 2001a., 2001b]. Unter Beriicksichtigung der
taxonomischen Zugehorigkeit neuidentifizierter Spezies zu einer bekannten Familie, die bereits
als Quelle fiir einen Biokatalysator oder Naturstoff genutzt wird, ldsst sich die
Wabhrscheinlichkeit erhdhen, ein verwandtes Enzym oder eine neue Verbindung mit besonderen

Eigenschaften zu finden [Bull et al., 1992; Clausen, 1997].

Andererseits ist in den letzten Jahren auf der Suche nach neuen Enzymen durch moderne Ansétze
in der Biotechnologie und den Mdglichkeiten der Bioinformatik ein Paradigmen-Wechsel
eingetreten [Bull et al., 2000]. Gemal der traditionellen Vorgehensweise in der Mikrobiologie
wurde bislang versucht, umfangreiche Stammsammlungen anzulegen und die einzelnen Spezies
ndher zu charakterisieren. Neuerdings ist man dazu iibergegangen, die in einer Probe enthaltene
DNA nach Lyse der vorhandenen Mikroorganismen ohne jegliche Anreicherung zu extrahieren
und diese anschliefend nach neuen Enzymen zu untersuchen. Hierdurch wird erreicht, dass die
urspriingliche biologische Vielfalt auf DNA-Ebene erhalten bleibt, da keine Diskriminierung
bzw. kein Verlust an genetischer Information wie bei einer Kultivierung auftritt [Rondon et al.,
1999; Short, 1997]. Durch Normalisierung wird hierbei versucht, unter-repriasentierte
DNA-Fragmente anzureichern, und somit bei der weitergehenden Analyse auch least-abundant
genetische Informationen zu erfassen. Hierbei nutzt man aus, dass sich die beiden passenden
Einzelstringe einer hédufig vorhandenen DNA in dem Gemisch von Molekiilen (Boden-
DNA-Extrakt) mit viel hoherer Wahrscheinlichkeit treffen und schneller als die selten
vorhandenen DNA-Fragmente reassoziieren. Durch anschlieende Selektion auf die verbliebenen

Einzelstringe (ssDNA) konnen diese angereichert werden [Ko, 1990].

Zur weitergehenden Analyse der extrahierten DNA sind mehrere Strategien gebrduchlich
[Antranikian, 2001; Dalboge und Lange, 1998; Marrs et al., 1999; Miller, 2000; Rondon et al.,
1999; Rouhi, 1999; Short, 1997]. Auf der einen Seite wird versucht, die DNA partiell zu
verdauen und in ein geeignetes Expressionssystem (gene-sized fragments; shotgun-Methode) zu
klonieren. Bei Durchmusterung der Klon-Bank (Bibliothek) mittels eines geeigneten Testsystems
(Kap. 1.8) bzw. durch Sequenzierung und anschlieBender Datenbank-Recherche (gene-mining)
lassen sich neue Enzyme identifizieren. Bei einer Variante dieses Verfahrens werden grofere,
sehr reine DNA-Fragmente (operon-sized fragments; bis zu 300000 bps) isoliert und aufgereinigt.
Nach Integration in BAC-Vektoren (bacterial artificial chromosome) lassen sich unter

Ausnutzung der natiirlichen Promotoren ganze Stoffwechselwege exprimieren (low-level
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expression). Schliefllich besteht die Mdglichkeit mittels PCR unter Verwendung degenerierter
Primer phylogenetisch eng-verbundene DNA-Sequenzen aus der Probe zu amplifizieren. Auf
diese Weise konnen Enzyme identifiziert werden, die verwandten Organismen anderer Habitate
entstammen. Zwar weisen diese vergleichbare funktionelle Eigenschaften auf, doch

unterscheiden sie sich meist in den optimalen Katalysebedingungen [Demirjian et al., 1999].

1.7.1.3 Biotechnologische Bedeutung extremophiler Mikroorganismen

Im Verlauf der Evolution haben sich Mikroorganismen entwickelt, die auch in den unwirtlichsten
Milieus der Erde (Temperatur; Druck; hoher Salzgehalt; usw.) existieren konnen. Die
Anpassungen an solch extreme Umgebungsbedingungen schufen einen Zellautbau und einen
Stoffwechsel, die sich stark von den bislang untersuchten 'mesophilen’ Lebensformen
unterscheiden. Diese Mikroorganismen und ihre Enzyme weisen Eigenschaften auf, die fiir die

industrielle Anwendung neue, vielversprechende Potentiale aufzeigen (Tab. 1-3).

Tab. 1-3  Industrielle Anwendungen von extremophilen Mikroorganismen und ihren Enzymen
(nach Antranikian und Grote, 1997; Demirjian et al., 2001; Hough und Danson, 1999;
Schumacher et al., 2001)

Phanotyp Lebensraum Enzym(e) Anwendungen in Diskussion

Thermophil 50 -80°C Xylanasen Papierindustrie
DNA-Polymerasen bereits kommerzialisiert (PCR)
Proteasen Waschmittel; Brauerei; Wolle

Hyperthermophil 85 -113°C Amylase; Pullulanase Glucose / Fructose als Sii3stoffe

Psychrophil -2-20°C Proteasen Molkereiprodukte; Késereifung
Dehydrogenasen  Biosensoren

Acidophil pH<4 Schwefeloxidation ~Kohle-Entschwefelung

Alkalophil pH>9 Cellulasen Reinigungsmittel

Halophil 3 —-20 % Salz Ionentauscher Regenerierung

Piezophil hohe Driicke ganze Zellen Starkegranulat

Metallophil hoher Metallgehalt ganze Zellen Biomineralisation; Erz-Laugung

Radiophil hohe Strahlendosis ganze Zellen biologische Sanierung

Microaerophil <21 % O,

Die Suche nach neuen Biokatalysatoren konzentriert sich insbesondere auf Enzyme aus
thermophilen Mikroorganismen [Adams und Kelly, 1998; Kelly und Brown, 1993; Niehaus et al.,

1999; Secllek und Chaudhuri, 1999]. Diese besitzen nicht nur eine bemerkenswerte
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Temperaturstabilitdt (im Extremfall bis 130°C), sondern sind auch &uflerst resistent gegeniiber
Proteasen, Detergenzien und chaotropen Agenzien. Die Durchfithrung biotechnologischer
Prozesse bei hoheren Temperaturen ist mit vielen Vorteilen verbunden. So steigt die Loslichkeit
und Diffusion der beteiligten Verbindungen an, wogegen die Viskositit der Reaktionslosung
abnimmt. Als Folge hiervon sind hohere Umsatzraten zu erwarten und die Gefahr einer
mikrobiellen Kontamination ist bei diesen Temperaturen (> 60°C) deutlich reduziert. Die meisten
dieser Enzyme lassen sich in einfacher Weise (Aufreinigung durch Hitzebehandlung)
rekombinant in mesophilen Mikroorganismen produzieren, wodurch die Anzahl der kommerziell
erhiltlichen Biokatalysatoren in jlingster Zeit drastisch angestiegen ist. Einige Hersteller
(Kap. 5.2.2.3) sind mittlerweile in der Lage, auf Anfrage zum Teil mehrere hundert Enzyme einer

gewlinschten Aktivitdtsgruppe zu liefern [Demirjian et al., 1999; Miller, 2000].

Durch Aufkldrung der Strukturen von Enzymen extremophiler Mikroorganismen wird versucht,
die Ursachen fiir die Stabilitdt, Flexibilitdit und Aktivitit unter drastischen Bedingungen zu
eruieren. Diese Erkenntnisse stellen Ansatzpunkte fiir das rationale Proteindesign (molecular
modeling; Kap. 1.7.3.1) verbesserter Biokatalysatoren dar. So konnten iiber den Vergleich von
Enzymen aus thermophilen (Stabilisierung der a-Helices; erniedrigte Entropie des aufgefaltenen
Enzyms; weniger ungeladene, polare Aminosdurereste; erhohte Anzahl elektrostatischer
Wechselwirkungen) [Sterner und Liebl, 2001] bzw. psychrophilen (weniger Wechselwirkungen
zwischen Strukturdominen; optimierte Elektrostatik im Bereich des aktiven Zentrums) [Smals et
al., 2000] Mikroorganismen mit Biokatalysatoren aus mesophilen Spezies einige Besonderheiten
identifiziert werden. Eine allgemeine Regel fiir eine erhohte bzw. erniedrigte Temperaturstabilitit
konnte aber bislang noch nicht aufgestellt werden, da bis heute nur wenige Strukturen bekannt

sind und sich in den analysierten Enzymen unterschiedliche 'Strategien' offenbaren.

1.7.2 Optimierung einer biokatalytischen Reaktion

Die Charakterisierung eines geeigneten Enzyms, das im Rahmen des Testverfahrens identifiziert
wurde, fiihrt meist zur Erkenntnis, dass die Eigenschaften im Hinblick auf die Entwicklung eines
rentablen Herstellungsprozesses nur unzureichend sind. Héufig besitzt das Enzym eine zu
niedrige Enantioselektivitit bei der angestrebten Reaktion, weist unter den erforderlichen
Rahmenbedingungen (organisches Losungsmittel; Temperatur) eine zu geringe Stabilitit auf bzw.
zeigt eine zu kleine Umsatzrate. Um diese Nachteile zu umgehen und ein effektives
biokatalytisches Verfahren (idealer Prozess) [Burton et al., 2002] etablieren zu kénnen, stehen

verschiedene Techniken zur Verfiigung (Abb. 1-14). Neben den klassischen Ansétzen zur
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Variation des Substrats (Substrat-Engineering) oder der Reaktionsbedingungen (Medien-
Engineering) sowie der Modifikation des Biokatalysators (Immobilisation; chemische
Derivatisierung) kommen hierbei die modernen Methoden der gerichteten Evolution und des

rationalen Proteindesigns zum Einsatz.

Substrat-Engineering Medien-Engineering
- Substrat-Eigenschaften - organische Losungsmittel
- Racemisierung - Kosolvenzien

- 2-Phasen-Systeme

- Wasseraktivitat
- pH-Wert

biokatalytische Reaktion

Modifikation des / \ Verbesserung des

Biokatalysators Enzyms

- Immobilisierung - gerichtete Evolution

- chemische Derivatisierung - rationales Proteindesign
- Vernetzung

- Imprinting

Abb. 1-14 Moglichkeiten zur Verbesserung der biokatalytischen Reaktion bei der Entwicklung
eines Herstellungsprozesses. Neben den klassischen Ansdtzen zur Variation der
Reaktionsbedingungen (Substrat- und Medien-Engineering) und der Modifikation des
Biokatalysators stehen die modernen Techniken der gerichteten Evolution und des
rationalen Proteindesigns fiir die Verbesserung eines Enzyms zur Verfiigung.

1.7.2.1 Substrat-Engineering

Die Verdnderung der Substrateigenschaften ist ein vielversprechender Ansatz zur Optimierung
einer Enzym-katalysierten Reaktion. Diese Technik ist allgemein fiir alle Arten biokatalytischer
Umsetzungen anwendbar und wirkt sich insbesondere auf die Stereoselektivitit aus. Die
Fahigkeit eines Enzyms zur chiralen Diskriminierung eines gegebenen Substrats beruht stark auf
dessen Sterik (Kap. 1.5.2.3). Aus diesem Grund lésst sich durch Variation der Substratstruktur,
die am einfachsten durch Addition oder Entfernung einer verdnderten Schutzgruppe zu
bewerkstelligen ist, eine andere Passung im aktiven Zentrum des Enzyms erreichen, die zu einer
verbesserten Selektivitdt fiihren kann [Faber, 2000]. Als Beispiel hierfiir dient die Darstellung
eines chiralen Alkohols durch Hydrolase-katalysierte Racematspaltung des korrespondieren
Esters. Da hierbei lediglich der Alkohol in enantiomerenreiner Form gewiinscht ist, l4sst sich die
Sauregruppe frei wihlen. Im umgekehrten Fall ist bei der Trennung einer chiralen Carbonsdure
der Alkohlrest variabel (z.B. Vinyl- an Stelle von Ethyl-; Kap. 1.5.2.3). Ein zusitzliches

Stereozentrum im frei-wéhlbaren Rest (diastereomerer Ester) kann sich ebenfalls positiv auf die
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Selektivitit auswirken. So wurde z.B. (R)-2-Phenylpropionsédure-(R)-1-phenylethanol-ester bzw.
das Buttersdure-Analogon durch doppelte Racematspaltung jeweils in hoher Diasteromeren-

Reinheit hergestellt [Yang et al., 1999].

Eine weitere Moglichkeit zur Optimierung einer stereoselektiven Reaktion besteht darin, dass
gezielt ein prochirales oder meso-Substrat (‘meso-Trick') eingesetzt wird. Bei dieser
Vorgehensweise erhoht sich die theoretisch erzielbare Ausbeute von 50 auf 100 % [Faber, 2000],
wobei aber auch die Stereoselektivitit des Gesamtprozesses beeinflusst wird. Bei der klassischen
Racematspaltung zur Herstellung einer optisch aktiven Verbindung in enantiomerenreiner Form
betrdgt der maximal erreichbare Umsatz dagegen 50 %. Eine Steigerung der Ausbeute ist aber
durch Racemisierung (labiles Substrat oder chemische Racemisierung) moglich. Bei der
dynamischen kinetischen Racematspaltung z.B. von sekundédren Alkoholen konnten nach dieser
Methode Umsétze zwischen 91 und 97 % bei hoher Enantiomerenreinheit (95 — 99 %ee) erzielt
werden. Die Katalyse der in sifu-Racemisierung erfolgte hierbei durch eine Ruthenium-

Verbindung [Kim et al., 2001].

1.7.2.2 Medien-Engineering

Die Enzymaktivitdit und -selektivitit werden stark durch Faktoren beeinflusst, die an das
Reaktionsmedium gekoppelt sind. Zahlreiche Verdffentlichungen iiber biokatalytische
Reaktionen in unterschiedlichen Losungsmitteln, bei verschiedenen Substratkonzentrationen und
Wassergehalten belegen dies. Insbesondere bei Lipasen existieren viele Untersuchungen, die eine
Abhéngigkeit der Selektivitit vom pH-Wert, der Zugabe von Additiven (chiral oder achiral;
Amine; Kronenether) und des Salzgehalts aufzeigen [Berglund, 2001].

Die technologische Niitzlichkeit von Enzymen erhoht sich wesentlich, wenn die biokatalytische
Umsetzung nicht in natiirlicher, wéssriger Losung, sondern in einem organischen Solvens
durchgefiihrt wird [Klibanov, 2001]. Der Ubergang auf ein organisches Losungsmittel ermdglicht
Reaktionen, die in Wasser zuriickgedrdangt wiirden (Abb. 1-15), und verhindert unerwiinschte
Nebenreaktionen (z.B. Hydrolyse von Anhydriden). Zudem ist hierbei die Thermostabilitit des
Biokatalysators erhoht, da bei niedrigen Wassergehalten Konformationsédnderungen des Enzyms
und Abbaurektionen der Proteinstruktur (Deaminierung von Asparagin und Glutamin; Hydrolyse
der Peptidbindungen) erschwert sind. Zudem ergeben sich noch weitere wichtige Vorteile fiir die
Prozessfiihrung. Neben der verbesserten Solubilisierung von hydrophoben Substraten und der
Verringerung der Gefahr einer mikrobiellen Kontamination, konnen die Reaktionsprodukte

leichter isoliert und das unlosliche Enzym aus dem Reaktionsansatz zuriickgewonnen werden
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[Carrea und Riva, 2000]. Hierbei ist es moglich, die Aktivitdt der biokatalytischen Reaktion in
Abhéngigkeit vom Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (log P-Wert) [Leo et al., 1971] des
verwendeten Losungsmittels vorherzusagen [Laane et al., 1987]. Danach ist sie in polaren
Solvenzien (log P < 2) gering, bei log P zwischen 2 und 4 maBig bzw. unterschiedlich ausgeprigt

(Entscheidung im Einzelfall) und iiblicherweise hoch in apolaren Losungsmitteln (log P > 4).

Veresterung:
O O
Hydrolase
+ Ro,OH + HO
R1)L OH 2 R1)L ORy ?
Umesterung (Alkoholyse; Acidolyse):
b Hydrolase
)J\ + R3OH + RzOH
R4 OR, R1 OR3

O

)J\ i Hydrolase
R4 OR, R3 OH R3

Interesterifikation:
@] 0] (@) 0

Hydrolase
R G T S |

OR, OR, R~ ~OR,

o)
OR, ' R1)L OH

ORy

Abb. 1-15 Ubersicht iiber Hydrolase-katalysierte Reaktionen, die nur in nicht-wéssrigen
Losungsmitteln durchgefiihrt werden konnen (modifziert nach Villeneuve et al.,
2000). Bei Anwesenheit von Wasser ist dagegen die Hydrolyse begiinstigt.

Fiir die Anwendbarkeit eines biokatalytischen Verfahrens bei der chemischen Synthese ist die
Stereospezifitit von entscheidender Bedeutung. Die Enantioselektivitit eines Enzyms in
organischen Losungsmitteln kann sich von der in Wasser unterscheiden, d.h. sie &dndert
[Berglund, 2001; Carrea und Riva, 2000; Secundo et al., 1992; Wescott und Klibanov, 1994] oder
kehrt sich sogar um [Tawaki und Klibanov, 1992]. Durch gezielte Auswahl des Losungsmittel ist
es daher moglich, die stereospezifische Praferenz zu beeinflussen. Als mogliche Ursachen fiir
diesen Effekt werden insbesondere die Anderungen der Enzymkonfiguration, die Energetik der
Substrat-Solvatisierung und die im aktiven Zentrum gebundenen Losungsmittel-Molekiile, die bei
der Umwandlung der einzelnen Enantiomere unterschiedlich ausgepridgte Interferenzen
verursachen, diskutiert [Overbeeke et al., 2000]. Zudem wird der Einfluss von Diffusions-
Prozessen (mass transport limitations) auf die Stereoselektivitdt diskutiert [Rotticci et al., 2000].

Gegenwirtig scheint keine Gemeinsamkeit zwischen den verschiedenen Hypothesen zu
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existieren, obgleich es wahrscheinlich ist, dass das Solvens die enzymatische Selektivitét tiber
mehr als einen Mechanismus beeinflusst. Aus diesem Grund existiert bislang keine Regel, die
eine Vorhersage der Anderung der Enantioselektivitit beim Wechsel des Losungsmittel erlaubt

[Wolff et al., 1997].

1.7.2.3 Modifikaktion des Biokatalysators

Biokatalysatoren sind in organischen Solvenzien unloslich und kénnen am Ende der Reaktion
leicht abgetrennt werden. Aber selbst nach Optimierung des Mediums ist die
Reaktionsgeschwindigkeit oftmals wesentlich geringer als in wéssriger Losung bzw. in Mischung
von Wasser mit einem Kosolvens. Die Ursachen hierfiir sind in der eingeschrinkten Diffusion
(mass transfer effects) und den Aktivititsverlusten bei der Herstellung der Enzympréparationen
(Lyophilisierung) zu suchen [Bornscheuer und Kazlauskas, 1999]. Eine einfache Losung diese
Probleme zu beheben, besteht darin, dass Enzym zu immobilisieren. Neben einer gesteigerten
Raum-Zeit-Ausbeute vereinfacht sich der Umgang mit dem Biokatalysator und die Isolierung aus
dem Reaktionsansatz wird erleichtert. Die Moglichkeit der Wiederverwertung sowie die erhdhte
Langzeit- und Lagerstabilitit, die auf der Fixierung der Proteinstruktur beruhen, gleichen bei
einem biokatalytischen Verfahren den finanziellen Mehraufwand fiir die Immobilisierung nicht
nur aus, sondern ermdglichen sogar zum Teil Einsparungen an Prozesskosten bis zu 40 %

[Vorlop und Jekel, 1997].

Fir die Immobilisierung von Enzymen aber auch Mikroorganismen existieren mittlerweile
verschiedene Techniken (Abb. 1-16). Die Spannweite reicht von der einfachen Adsorption auf
einem inerten Triger bis hin zur Mikroverkapselung. Zuséitzlich besteht die Mdglichkeit die
Biokatalysatoren mit sich selbst (z.B. cross-linked enzyme crystals; CLEC's) [Govardhan und
Margolin, 1995] oder einem Tréger kovalent (z.B. Eupergit C) [Katchalski-Katzir und Kraemer,
2000] zu vernetzen. Es existiert jedoch keine Regel zur Vorhersage der Aktivitdt und Stabilitit
eines Biokatalysators nach der Immobilisierung. Diese kdnnen sowohl erh6ht als auch erniedrigt
werden, wobei aber meist eine gesteigerte Thermostabilitit (man-made extremozymes)
[Govardhan und Margolin, 1995] resultiert [Villeneuve et al., 2000]. Bei Lipasen wurde dariiber
hinaus festgestellt, dass sich durch die unterschiedlichen Immobilisierungs-Techniken neben der
Aktivitdt und Stabilitdt auch die Stereospezifitit dndert. So konnte die Enantioselektivitit der
Pseudomonas  fluorescens Lipase bei der Hydrolyse von (R,S)-2-Hydroxy-4-phenyl-

buttersdureethylester durch Adsorption auf unterschiedlichen Matrices, deren Oberfldchen gezielt
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hinsichtlich der Hydrophobizitdt modifiziert wurden, von sieben auf 80 verbessert werden

[Fernandez-Lorente et al., 2001].

immobilisierte Enzyme

e o] IR | \orapesungbes.
— kovalente Bindung — direkte Vernetzung = Membran-Systeme
—ionische Bindung — \Ié(reirsrt]gltl%suar{?ognd — Mikroverkapselung
—adsorptive Bindung [ pireeoed ™ I iteree iiceilen

1
—Metall-Bindung — e Modizionung)  “L6sungsmitel
= (Bio)affinitdts-Bindung

Abb. 1-16 Einteilung der unterschiedlichen Methoden fiir die Immobilisierung von Enzymen
[Tischer und Wedekind, 1999]

Neben der Immobilisierung stehen weitere Moglichkeiten fiir die Modifikation von
Biokatalysatoren zur Verfiigung. Bei der sogenannten imprinting-Technik, bei der ein Enzym in
Gegenwart eines Liganden lyophilisiert wird, dndert sich die Anordnung der Proteinstruktur. Der
Konformations-Wechsel des aktiven Zentrums bleibt auch beim Einsatz in wasserfreien
Losungsmitteln erhalten (memory effect) und kann u.a. zu einer verdnderten Stereospezifitit
fiihren [Klibanov, 2001]. Dauerhaftere Anderungen der Enzymeigenschaften ergeben sich
dagegen beim gezieltem Austausch einzelner Aminosdureresten. Substitution des aktiven Serins
von Subtilisin in Cystein auf chemischem Wege (Benzylsulfonylfluorid / Kaliumthioacetat)
resultiert z.B. in einem sogenannten Thiolsubtilisin, das keine hydrolytische Aktivitdt mehr
gegeniiber Amiden zeigt und daher zur Peptid-Synthese geeignet ist. Des weiteren kann das
Proteingeriist mit funktionellen Gruppen gekoppelt werden, die dem Biokatalysator
weitergehende funktionelle Eigenschaften verleihen. Die Derivatisierung eines Enzyms mit
einem Cofaktor stellt auch eine Moglichkeit dar, sogenannte Fusionsproteine zu synthetisieren

[Tann et al., 2001].
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1.7.3 Molekularbiologische Methoden zur Verbesserung des Enzyms

Beschrinkte man sich bislang darauf, Enzyme durch chemisch-physikalische Methoden zu
optimieren und der Mdglichkeit, Mikoorganismen fiir ihren technischen Einsatz durch Ziichtung
zu verbessern, werden Proteine heutzutage auf molekular-genetischem Wege modifiziert, um so
mallgeschneiderte Biokatalysatoren zu erhalten [Olsen et al., 2000]. Zur Erreichung dieses Ziels
haben sich zwei diametrale Techniken etabliert: rationales Proteindesign und gerichtete Evolution
[Arnold, 2001; Bornscheuer, 1998; Bornscheuer und Pohl, 2001]. In Abb. 1-17 sind die beiden

unterschiedlichen Vorgehensweisen schematisch dargestellt.

1.7.3.1 Rationales Proteindesign

Beim rationalen Design wird mittels bioinformatischer Methoden (molecular modeling) versucht,
Vorhersagen dariiber zu machen, wie eine Proteinstruktur gedndert werden muss, damit sich die
Eigenschaften des Biokatalysators in die gewiinschte Richtung lenken lassen. Hierzu sind neben
der Kenntnis der Aminosdure-Sequenz und der damit verbundenen Proteinstruktur genaue
Informationen iiber mechanistische und dynamische Vorginge bei der Katalysereaktion
erforderlich. Die Komplexitit dieser Beziehung ldsst sich daran ermessen, dass Proteine meist am
Rand zur Instabilitét stehen, d.h. der rdumliche Aufbau des aktiven Enzyms ist das Ergebnis aller
intramolekularen Wechselwirkungen, wobei z.B. schon die Anderung einzelner Wasserstoff-
Briicken zum Konformations-Wechsel und damit zum Aktivititsverlust fithren kann. Ein
gezielter Austausch von Aminosduren, der das Zusammenspiel der Kréfte nicht aus dem
Gleichgewicht bringt und zusétzlich zu verbesserten oder sogar neuen Eigenschaften des Enzyms
fithrt, erfordert eine solche Fiille an Informationen, die nur fiir sehr wenige Proteine zur
Verfiigung steht. Zudem ist es nach Anderung eines Merkmals (z.B. erhohte Stabilitit) nahezu
unmdoglich, die Auswirkungen auf andere Eigenschaften (z.B. Aktivitdt) vorherzusagen. Trotz des
hohen Zeitaufwands und der relativ wenigen Beispiele fiir die Verbesserung eines Enzyms (vor
allem zur Thermostabilitdt) durch rationales Proteindesign, stellt dieser Ansatz, insbesondere im
Zusammenspiel mit evolutiven Methoden, eine aussichtsreiche Perspektive fiir die Zukunft dar
[Bornscheuer und Pohl, 2001]. Unterstiitzt wird dieser Anspruch durch neueste Erkenntnisse,
dass die derzeit bekannten Enzyme nur aus wenigen gemeinsamen Vorldufern abstammen und
somit die unterschiedlichen Aktivitdten auf geringen Modifikationen in den Strukturen der
aktiven Zentren beruhen [Arnold, 2001]. Zusitzlich ist bei einigen Biokatalysatoren, vergleichbar
zu anderen makromolekularen Systemen in der Biologie (z.B. bei der ribosomalen Protein-
Biosynthese), von einem modularen Aufbau auszugehen, so dass durch rationales Proteindesign

schnell geeignete Enzyme zugénglich sein sollten [Khosla und Harbury, 2001].
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Abb. 1-17 Schematische Darstellung der prinzipiellen Vorgehensweisen beim rationalen
Proteindesign (A,B,C: gezielt ausgetauschte Aminosidure) und der gerichteten
Evolution (X: Punktmutation durch Zufallsmutagenese). Die schrittweise
Verbesserung des Enzyms kann iterativ erfolgen, wobei im Idealfall beide Methoden
zum FEinsatz kommen sollten. Die rekombinierenden Techniken ermoglichen es,
Chimdren aus mehreren parentalen Genen (verwandte DNA-Sequenzen aus
unterschiedlichen Organismen; verbesserte Mutanten) zu erzeugen.
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1.7.3.2 Gerichtete Evolution

Die natiirlich vorkommenden komplexen Strukturen und Sequenzen entwickelten sich nach
einem einzigen Mechanismus, der natiirlichen Evolution. Diese fiihrt weder in eine definierte
Richtung noch wird ein bestimmtes Ziel angestrebt (‘der ungerichtete Charakter der Mutation')
[Schlegel, 1992], sondern dient allein der Adaption an verdnderte Lebensbedingungen. Die
zugrunde liegenden Prozesse (Rekombination; Mutation) treten spontan ein, d.h. ohne auf eine
Sequenz oder Strukturinformation der zugrunde liegenden Gene zuriickzugreifen, wobei nur
positive Verinderungen ein Uberleben der natiirlichen Selektion ermdglichen [Arnold, 1998].
Insbesondere bei Mikroorganismen spielt dieser Vorgang aufgrund der kurzen Generationszeit
eine entscheidende Rolle. So mutiert z.B. in einer einzelnen Escherichia coli-Kultur, selbst bei
Abwesenheit eines duBleren Selektionsdrucks, innerhalb von 24 Stunden 0,1 % des gesamten
Erbguts. Im Verlauf des schnellen Wachstums konnen sich durch divergente bzw. konvergente
Evolution, kombiniert mit dem lateralen Austausch genetischer Merkmale, neuartige

Eigenschaften der Organismen ergeben [Short, 1997].

Nach dem Prinzip der Zufallsmutagenese wird seit langer Zeit versucht, Mikroorganismen zu
erzeugen, die beim Einsatz in fermentativen Prozessen bessere Ausbeuten an den gewiinschten
Metaboliten ergeben. Die evolutiven Vorginge zur Verdnderung ganzer Stoffwechselwege
beschleunigt man dabei durch mutagene Bedingungen (chemische Agenzien; UV-Licht;
Transposone) [Schlegel, 1992]. Inzwischen hat sich, bedingt durch die Entdeckung der
Polymerasen-Kettenreaktion [Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1988, 1985], eine andere
Vorgehensweise entwickelt. Seit Mitte der 90er Jahre wird mittels PCR-Techniken versucht,
durch Zufallsmutagene Enzyme mit neuen oder verbesserten Eigenschaften zu generieren (error-
prone PCR). Im Gegensatz zur natiirlichen Adaption an verdnderte Umwelteinfliisse besitzt diese
gerichtete Evolution also ein definiertes Ziel, wobei die zugrunde liegende Mutagenese sorgfiltig
iiberwacht wird und die Auswahl der verbesserten Enzymvarianten nach der Expression durch ein
geeignetes Testsystem erfolgt (Kap. 1.8) [Arnold, 1998]. AuBler dem Gen, dass sich in einem
geeigneten Wirtsorganismus exprimieren ldsst, sind anders als beim rationalen Design keine
Kenntnisse iiber die Proteinstruktur und die Zusammenhinge zwischen der Aminosiuresequenz
und des rdumlichen Aufbaus bzw. des Katalysemechanismus erforderlich. Damit die gerichtete
Evolution zum Erfolg fiihren kann, muss die gewlinschte Eigenschaft des (neuen) Biokatalysators
aber prinzipiell moglich und durch Zufallsmutagenese zugénglich sein. In der Praxis bedeutet
dies, dass ein evolutiver Weg vom Wildtyp-Enzym iiber verbesserte Varianten bis hin zur

gewlinschten Eigenschaft existieren muss. Zudem sollte es moglich sein, eine ausreichend grof3e
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Anzahl an Varianten (Bibliothek mit 10° — 10° Mutanten) zu erzeugen, da giinstige Mutationen
nur selten auftreten. SchlieBlich muss ein geeignetes Testsystem (Kap. 1.8) entwickelt werden,
um die Bibliothek durch Selektion oder {iber eine spezifische Messgrofle (Screening) auf Enzyme
mit neuen oder verbesserten Eigenschaften untersuchen zu kdnnen. Wie bei der klassischen
Ziichtung ldsst sich im Anschluss die DNA-Sequenz der besten Variante als Ausgangsmaterial
fiir die ndchste Runde einsetzen (rekursives Verfahren), um additive und synergistische Effekte
der einzelnen Mutationen zur Generierung des idealen Enzyms zu nutzen. Die prinzipielle
Vorgehensweise bei der gerichteten Evolution ist in Abb. 1-17 dargestellt und in der Literatur
umfassend erortert [Arnold, 1998; Arnold und Moore, 1997; Arnold und Volkov, 1999;
Bornscheuer, 1998, 2000b, 2001; Bornscheuer und Pohl, 2001; Burton et al., 2002; Farinas et al.,
2001; Jaeger et al., 2001; Powell et al., 2001; Reetz, 2000; Reetz und Jaeger, 1999, 2000;
Schmidt-Dannert, 2001; Smith, 1994; Zhao et al., 2002; Zocher et al., 2001].

Neben der gezielten Einfilhrung von Punktmutationen (positionsgerichtete Mutagenese;
Kap. 1.7.3.1) in eine DNA-Sequenz handelt es sich bei der klassischen Methode der gerichteten
Evolution um die sogenannte error-prone PCR (epPCR), d.h. durch (empirische) Variation der
Bedingungen (Nucleotid-Verhiltnis; Mg®'-Konzentration; Mn*"-Zusatz; Basenanaloga) wird die
Fehlerrate der Polymerase um das Tausendfache (1 % anstatt 0,001 %) erhoht [Cadwell und
Joyce, 1992; Leung et al., 1989; Spee et al.,, 1993; Vartanian et al., 1996]. Bei der
Vervielfiltigung des Gens treten hauptsdchlich Mutationen einzelner Nucleotide auf. Aufgrund
des ungerichteten Charakters und des degenerierten genetischen Codes sind durch den Austausch
einer einzigen Base (eines Codons) statistisch nur 5,7 der 20 Aminosduren fiir die Substitution in
Betracht zu ziehen [Bornscheuer, 2001]. Ein hinsichtlich der Fehlerrate vergleichbares Verfahren
beruht auf der Verwendung von Wirtsstimmen (z.B. Epicurian coli XL1-Red; Stratagene; La
Jolla; USA), die Defekte in ihrem DNA-Reparaturmechanismus aufweisen (Mutationsstimme)
[Bornscheuer et al., 1998; Henke und Bornscheuer, 1999; Selifonova et al., 2001]. Zusétzlich
zum Austausch von Basen werden hierbei vermehrt Insertionen, Deletionen und frame-shifts

beobachtet.

Im Gegensatz zur epPCR lassen sich durch das sogenannte DNA-shuffling die natiirlichen
Vorgénge der Evolution besser im LabormaRstab simulieren. Es besteht hierbei die Moglichkeit,
ein parentales Gen zu mutieren oder auch DNA-Sequenzen aus verwandten Organismen (family
shuffling) [Crameri et al., 1998] durch wiederholte Zyklen der Punktmutagenese, Rekombination
und Selektion miteinander zu vermischen (sexuelle Evolution). Nach zufilliger Fragmentierung

eines Pools homologer DNA-Sequenzen mit einer unspezifischen Endonuclease (DNAse I)
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werden die einzelnen Bruchstiicke im Rahmen einer PCR-Reaktion, bei der die Spaltprodukte
selbst als Transkriptionsprimer dienen, wieder zu vollstindigen (chiméren) Genen
zusammengefiigt (molecular breeding) [Arnold, 2001; Giver und Arnold, 1998; Powell et al.,
2001; Sutherland, 2000]. Diese Technik ermdglicht es auf einfache Weise selbst in kleinen
Bibliotheken eine hohe Diversifitidt zu erzeugen [Stemmer, 1995] und sogar die Moglichkeit
ganze Stoffwechselwege (molecular breeding of pathways) [Schmidt-Dannert, 2001; Schmidt-
Dannert et al., 2000] zu ziichten.

Die Entwicklung des DNA-shufflings im Jahre 1994 [Stemmer, 1994a, 1994b] hatte einen grof3en
Einfluss auf das Gebiet der gerichteten Evolution, so dass sich in der Folge weitere Techniken
etabliert haben, die auf dem Prinzip der Rekombination basieren. Als Beispiele hierfiir sind
insbesondere der staggered extension process (StEP) [Giver und Arnold, 1998; Zhao et al.,
1998], die random-priming-Methode [Shao et al., 1998] und das RACHITT-Verfahren (random
chimeragenesis on transient templates) [Coco et al., 2001] zu nennen. In jlingster Zeit
entwickelten sich bedingt durch die Fortschritte auf dem Gebiet der Laborautomation und neuer
Hochdurchsatz-Testsysteme (Kap. 1.8) weitere Techniken, die auch eine Vermischung nicht-
homologer DNA-Sequenzen (z.B. 50 % bei incremental truncation for the creation of hybrid
enzymes — ITCHY) [Ostermeier et al., 1999] durch rekursive genetische Rekombination
ermdglichen [Kurtzman et al., 2001].

1.7.3.3 Rationaler Ansatz vs. Kombinatorik

In der Literatur sind mittlerweile viele Beispiele fiir den erfolgreichen Einsatz von rationalem
Proteindesign bzw. gerichteter Evolution bei der Verbesserungen von Enzymen beschrieben
(Tab. 1-4). Auftillig ist hierbei, dass die relative Lage der eingefiihrten Mutationen in den
Proteinen mit der angewendeten Methode korreliert. Beim rationalen Proteindesign werden
gezielt Aminosduren ausgetauscht, die nach Auswertung der Daten der Computer-Simulationen
'logisch' erscheinen. Diese befinden sich iiblicherweise direkt im aktiven Zentrum bzw. der
Bindungstasche des Enzyms, wobei ihr Einfluss auf die Struktur des Enzyms, die
Substratbindung und den Katalysemechanismus relativ gut vorhersehbar sind. Bei den
kombinatorischen Methoden werden, wie es dem Wesen eines evolutiven Prozesses entspricht,
die Mutationen zufillig iiber die gesamte Proteinstruktur verteilt und liegen somit oft rdumlich
weit entfernt vom aktiven Zentrum. Die Lage dieser hot spots sind durch rationale Uberlegungen
nicht zugénglich, so dass der allgemein anwendbaren gerichteten Evolution ein groferes Potential

bei der Erzeugung verbesserter Enzyme zukommt [Tobin et al., 2000]. Vor allem bei der
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Modifikation von Eigenschaften, deren strukturelle Basis derzeit noch nicht aufgeklart ist (z.B.

Stereoselektivitit), flihren evolutive Methoden eher zum Erfolg [Bornscheuer und Pohl, 2001].

Tab. 1-4  Ausgewidhlte Beispiele fiir die Verbesserung von Enzymen durch gerichtete
Evolution (MS: Mutationsstamm; SM: Séttigungs-Mutagenese; SH: DNA-shuffling;
KM: Kassetten-Mutagenese) [Bornscheuer, 2001, 2002; Kauffmann und Schmidt-
Dannert, 2001; Reetz et al., 2001a]

Enzym Ziel Methode Ergebnis

Pseudomonas Verdnderung der Substrat- MS Zweifachmutante mit geringer

fluorescens Esterase

Pseudomonas
Sfluorescens Esterase

Bac.thermocatenulatus
Lipase

Pseudomonas
aeruginosa Esterase

Bacillus subtilis
Esterase

Arthrobacter sp.
Hydantoinase

Subtilisin S41

Bacillus subtilis
Esterase

Pseudomonas SY77
Glutaryl Acylase

Phytoen-Desaturase /
Lycopen Zyklase

verschiedene
Subtilisine

spezifitit

Erhéhung der
Enantioselektivitat

Veranderung der Substrat- epPCR
spezifitat

Erhéhung der epPCR/SM/SH/
Enantioselektivitat KM

hohere Aktivitit in DMF  epPCR/SM/SH
gegeniiber Loracarbef-

pNB-Ester

Umkehrung der epPCR/SM/SH
Enantioselektivitit

erhohte Thermostabilitit epPCR/SM/SH
erhohte Thermostabilitit  epPCR/SM/SH
Erhohung der Adipyl-

Acylase Aktivitit

Erzeugung neuartiger
Carotinoide

allgemeine Verbesserung

der Stabilitét shuffling

MS/epPCR/SM

epPCR/SM/KM

epPCR/SM/SH

DNA-family

Enantioselektivitat

E-Wert Steigerung von 3,5 auf 12

Ubergang von einer Lipase zu einer
effektiven Phospholipase

E-Wert Steigerung von 1,1 auf> 51
(umfangreiche Untersuchung)

150 fache Erhohung der Aktivitat

Wechsel der Stereospezifitit von D
(40 %ee) auf L (20 %ee; Umsatz
30 %)

Aktivitdt im Temperaturbereich von
10 — 60°C

Temperaturstabilitéit hat sich um
ca. 14°C erhoht

Erhéhung von v, / Ky, bei der
Umsetzung von Adipyl-7-ADCA

neuartige Carotinoide (z.B.
Torulen); Generierung neuer
Stoffwechselwege

hoch-aktive Chiméren durch
Nachahmung des natiirlichen
Evolutionsprozesses

Bei Identifizierung eines Aot spots oder einer Region, die wichtig flir die Verbesserung der

gewlinschten Eigenschaften ist, sollten im Idealfall beide Methoden zur weiteren Verbesserung

des Enzyms kombiniert werden, wobei insbesondere die Sittigungs-Mutagenese (z.B. durch one-

step overlap extension process) [Jaeger et al., 2001; Kammann et al., 1989] und eine gezielte

Mutation des entscheidenden Sequenzbereichs (Kassetten-Mutagenese) [Crameri und Stemmer,

1995; Reetz et al., 2001a] heranzuziehen sind. Ein iiberzeugendes Beispiel hierfiir ist die
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Erhohung der Stabilitit der Pilz-Peroxidase aus Coprinus cinereus fir den Einsatz als
Verfarbungs-Inhibitor in Waschmitteln [Cherry et al., 1999]. Bei gezielter Vereinigung der
Mutationen aus den unterschiedlichen Methoden (rationales Proteindesign und epPCR) konnte
eine Enzymvariante erzeugt werden, die 110 fach stabiler gegen thermische Inaktivierung ist und
eine um 2,8 fach erhohte Resistenz gegeniiber oxidativem Abbau als der Wildtyp zeigt. Durch
anschlieBendes DNA-shuffling lieBen sich diese Werte noch deutlich verbessern
(174 fach / 100 fach) werden.

1.8 Hochdurchsatz-Testsysteme zur Identifizierung geeigneter Enzyme

Die Suche nach einem geeigneten Mikroorganismus oder einem Enzym héngt entscheidend vom
eingesetzten Testsystem ab. Konnte man frither die (kommerziell) erhiltlichen Biokatalysatoren
noch einzeln auf ihre Eignung im angestrebten Prozess untersuchen, so ist heutzutage eine andere
Vorgehensweise erforderlich. Zur Durchmusterung einer Klon-Bank (Kap. 1.7.1.2) bzw. einer
Mutantenbibliothek (Kap. 1.7.3.2) mit 10* - 107 Individuen werden Verfahren bendtigt, die einen
wesentlich hoheren Durchsatz ermdglichen (Hochdurchsatz-Testsysteme; HTS-Systeme).
Klassische Methoden zur Analyse von Enzym-katalysierten Umsetzungen, wie z.B. der pH-stat-
Versuch oder der fliissig- bzw. gaschromatographische Nachweis der Edukte und Produkte bei
einer Testreaktion, sind in diesen Dimensionen nicht mehr durchfithrbar [Moris-Varas et al.,
2001; Reetz, 2001]. Zudem wurde schon friih erkannt, dass Standard-Testsysteme nicht immer
das wahre Potential eines Biokatalysators aufzeigen und so die Auswahlverfahren stets an das
aktuelle Problem angepasst werden miissen [Vorderwiilbecke et al., 1992]. Die Entwicklung
neuer HTS-Systeme ist hierbei eng an die Fortschritte auf dem Gebiet der Laborautomation
gekoppelt. Die Durchfiihrung Roboter-gesteuerter Analysen erhoht die Reproduzierbarkeit und
vereinfacht die Auswertung der Messdaten. Ein wichtiger Punkt ist in diesem Zusammenhang
auch die zunehmende Miniaturisierung, wodurch einerseits die benotigten Mengen der einzelnen
Testkomponenten (Biokatalysator; Substrat; Losungen) drastisch reduziert werden und
andererseits die Durchfiilhrung einer groBeren Anzahl an Reaktionen unter identischen

Bedingungen gewdhrleistet ist [Battersby und Trau, 2002; Wahler und Reymond, 2001].

An erster Stelle eines modernen HTS-Systems steht die physikalische Trennung bzw.
Aufsplitterung der Zellen, um die Untersuchung der einzelnen Klone bzw. der hiervon
abgeleiteten Kolonien zu ermoglichen [Cohen et al., 2001]. Diese Separation erfolgt
iiblicherweise durch Ausplattieren auf einem Festmedium (Petri-Schalen), woran sich in

Abhéngigkeit vom Testsystems eine Vereinzelung der Kolonien in Mikrotiterplatten anschlieBen
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kann. Hiernach ist es moglich, die Untersuchungen zur Identifizierung eines neuen oder
verbesserten Biokatalysators mit lebenden, ganzen Zellen auszufiihren bzw. die nach einem
Aufschluss freigesetzten Enzyme liber eine spezifische Messgrofle zu charakterisieren und zu
vergleichen. Bei einer hierarchischen Vorgehensweise wird im qualitativen, ersten Schritt
(Selektion) die Anzahl der zu testenden Individuen schnell und einfach reduziert. So lassen sich
z.B. diejenigen Klone eliminieren, die keine oder nur eine geringe Aktivitdt hinsichtlich der
gewlinschten Eigenschaften zeigen. In die zeitaufwendigen, quantitativen Untersuchungen
(spezifische Messgrofle; Screening) werden anschlieBend lediglich die selektierten Varianten

einbezogen [Demirjian et al., 1999; Saha und Demirjian, 2001; Sutherland, 2000].

Ein Screening- oder Selektionsverfahren zur Identifizierung eines neuen oder insbesondere eines
verbesserten Biokatalysators sollte im Idealfall auf dem aktuellen Substrat basieren, wobei dies
oft nicht moglich ist. In diesen Fillen muss eine Modellverbindung (z.B. ein chromophorer
Alkohol an Stelle eines Methoxy- oder Ethoxy-Rests) herangezogen werden, die der eigentlichen
Ziel-Substanz (‘wahres' Substrat) vergleichbar ist. Nur bei sorgfiltiger Auswahl dieser
Modellverbindung ist ein erfolgreiches Testsystem gewdhrleistet ('vou get what you screen for')
[You und Arnold, 1994]. Ein Verfahren mit abgewandelten, aber dafiir wesentlich leichter
detektierbaren Substanzen fiihrt dagegen haufig in eine 'falsche’ Richtung [Demirjian et al., 1999;
Saha und Demirjian, 2001].

1.8.1 Selektion

Selektive Testsysteme sind auf dem Gebiet der Molekularbiologie weit verbreitet. Sie dienen z.B.
zur schnellen Kontrolle von Klonierungsexperimenten (Blau-weil3-Selektion) oder der Isolation
bzw. Anreicherung von Mikroorganismen, die eine bestimmte Resistenz aufweisen [Miihlhardt,
2000]. Auch fiir die gezielte Suche nach neuen oder verbesserten Biokatalysatoren werden
selektive Testsysteme eingesetzt, wobei die qualitative Unterscheidung der einzelnen Individuen
einer Bibliothek z.B. auf Hofbildung (Tributyrin-Agar) basiert bzw. iiber eine Indikatorreaktion
(pH-Indikatoren; Farbreaktionen) [Demirjian et al., 1999; Moris-Varas et al., 2001, 1999] erfolgt.
Weiterhin filhrt die Kopplung der gewliinschten Enzymaktivitit an eine zusitzliche
Nahrungsquelle bei Verwendung von Minimalmedien zu einem verstirkten Wachstum der
positiven Klone (groBere Kolonien) [Bornscheuer et al., 1998, 1999]. Diese Arten von
phénotypischer Selektion sind aber auf die Identifizierung von Biokatalysatoren beschrénkt, die
eine direkte biologische Relevanz besitzen (z.B. Uberleben eines Klons) oder indirekt an eine

Indikatorreaktion gekoppelt werden kdnnen. Eine zusitzliche Einschrankung besteht darin, dass
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es Mikroorganismen im Laufe der Evolution gelernt haben, sich schnell an drastische
Anderungen des Umgebungsmilieus anzupassen (Kap. 1.7.3.2). Aus diesem Grund fiihrt ein
angelegter Selektionsdruck oft zu weiteren Mutationen, die nicht mit der gewiinschten
enzymatischen Aktivitidt korrelieren. So kann z.B. die Erhohung der Expressionsrate eines
eigentlich ungeeigneten Enzyms einen verbesserten Biokatalysator vortduschen [Olsen et al.,

2000].

Im Gegensatz zu den Testsystemen, bei denen die Identifizierung von neuen oder verbesserten
Biokatalysatoren {liber den Substratverbrauch oder die Produktzunahme erfolgt, haben sich in den
letzten Jahren neue Selektionsverfahren entwickelt, die einen hoheren Durchsatz erlauben. Als
Beispiele hierfiir sind das phage display, die FACS-Analyse (fluorescence-activated cell sorting,
bis zu 10° Tests pro Stunde) und ausgekliigelte, molekularbiologisch-molekulargenetische
Verfahren (genetische Marker-Proteine, wie z.B. green fluorescent Protein oder -Galactosidase;
querying for enzymes using the three-hybrid system - QUEST; usw.), die fiir spezielle Enzyme
entwickelt wurden, zu nennen [Firestine et al., 2000; Olsen et al., 2000; Waldo et al., 1999,
Wigley et al., 2001].

Zusammenfassend ist festzustellen, das selektive Testsysteme zwar einerseits einen duerst hohen
Durchsatz erlauben, jedoch auf der anderen Seite nur qualitative bzw. unter Berticksichtigung des
Ausmalles oder der Geschwindigkeit der Indikatorreaktion auch halbquantitative Aussagen
ermoglichen. Fortschritte auf dem Gebiet der digitalen Bilderfassung (digital imaging)

unterstiitzen hierbei den Ubergang zu einer mehr quantitativen Auswertung [Olsen et al., 2000].

1.8.2 Screening

Screening-Verfahren basieren auf der (halb-)quantitativen Bestimmung einer spezifischen
Messgrofle, wobei die Individuen ohne Selektionsdruck einzeln analysiert werden und die
Identifizierung der verbesserten Enzymvarianten iiber den direkten Vergleich der Messwerte
erfolgt [Demirjian et al., 1999; Olsen et al., 2000]. Im Vergleich zu selektiven Testsystemen sind
sie einfacher zu entwickeln und insbesondere zur Durchmusterung von Mutantenbibliotheken
geeignet, die durch gerichtete Evolution (Kap. 1.7.3.2) erzeugt wurden, denn hierbei weisen
iiblicherweise alle Varianten die gleichen Féhigkeiten auf, so dass eine Differenzierung nur iiber
die unterschiedliche Ausprigung dieser Eigenschaften mdglich ist. Auch bei der Suche nach
neuen Biokatalysatoren (Kap. 1.7.1.2) kann die Anzahl der im ersten Schritt selektierten Enzyme

durch Bestimmung einer spezifischen Messgrofle weiter reduziert werden (hierarchische
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Vorgehensweise). Hierbei ist zu beachten, dass die gewéhlten Testbedingungen (Substrat;

pH-Wert; Temperatur; Losungsmittel; usw.) die Anforderungen des angestrebten

biokatalytischen Prozesses so gut wie moglich imitieren. Kiirzlich wurde hierzu ein Testsystem
beschrieben, dass auf Basis einer parallelen Kapillarelektrophorese die gleichzeitige Bestimmung

der Umsatzrate bei 96 Testreaktionen ermdglicht [Ma et al., 2000].

Tab. 1-5  Ubersicht iiber Hochdurchsatz-Testsysteme zur Identifizierung von enantioselektiven
Hydrolasen. Den aufgezeigten Screening-Verfahren liegt die Bestimmung der
scheinbaren Enantioselektivitit £,,, [Janes und Kazlauskas, 1997] zugrunde.
(R* = chiraler Rest)

Messprinzip Besonderheiten / Quelle(n)

O Zusatz von Resorufin-Estern einer anderen,

achiralen Saure bedingt Wiedereinfithrung einer
Konkurrenzsituation und fithrt damit zu
E,,,-Werten, die die wahre Enantioselektivitét
besser widerspiegeln.

[Janes und Kazlauskas, 1997; Liu et al., 2001;
Reetz et al., 1997]

Die Untersuchung der Fluoreszenz ist auch bei
nicht aufgereinigten Zellextrakten mdglich und

R*/lko@ NO,

p-Nitrophenol-Ester einer chiralen Siure als Modell-
substrat: Hydrolyse des Esters setzt p-Nitrophenol frei

Resorufin-Ester einer chiralen Sdure als Modell-
substrat: Hydrolyse des Esters setzt Resorufin frei

Aus Modellsubstraten wird nach Hydrolyse durch
Oxidation (NalOy4) und f—Eliminierung (BSA)
Umbelliferon freigesetzt.

Chirale Phenolphthalein-Derivate, die Kronenether-
Strukturen als Seitengruppen tragen, bilden mit
freigesetzten Aminderivaten unterschiedlich geférbte
Komplexe aus.

NO,

7-Chlor-4-nitrobenzofurazan bildet mit freigesetzten
Aminen intensiv griinbraun gefirbtes Addukt
(7-Amino-4-nitro-benzofurazan), dass in organischer
Losung stark fluoresziert.

vereinfacht damit das Testsystem.

[Henke und Bornscheuer, 1999; Janes und
Kazlauskas, 1997]

[Badalassi et al., 2000; Wabhler et al., 2001]

Beschriankung auf Hydrolase-katalysierte
Reaktionen, bei denen definierte, langerkettige
Amine freigesetzt werden.

[Tsubaki et al., 2001]

Sowohl Absorptions- (bei 478 nm) als auch
Fluoreszenzmessung (Anregung 485 nm /
Emission 538 nm) sind moglich, wobei jeweils
eine hohe Intensitét zu beobachten ist.
Beschriankung auf Hydrolase-katalysierte Amid-
Spaltung.

[Henke, 2001]
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Fortsetzung Tab. 1-5

Messprinzip Besonderheiten / Quelle(n)

ﬁ NH; Beschrankung des Testsystems auf Hydrolase-
o 0 katalysierte Reaktionen, bei denen aus einem
N nicht-komplexierenden Substrat (z.B.
O O O L-Leucinamid oder N-Acetyl-L-methionin) ein
J} mind. 2-zéhniger Ligand (L-Leucin oder

HN L-Methionin) freigesetzt wird.

H2NJ Abhéngigkeit der Intensitdt I von pM (negativer
Fluoreszenz (Emission 558 nm) des Acridin-Derivats ~dekadischer Logarithmus der Metallionen-
wird bei Anwesenheit von 2-wertigen Metallkationen ~Konzentration) nach Verdrangung aus dem
gequencht. Durch Hydrolyse freigesetzte Liganden Chelat-Komplex

storen diese Komplexbildung. [Klein und Reymond, 2001]

Quantitative Bestimmung der pH-Wert-Anderungen ~ "Wahre' Substrate konnen zum Test eingesetzt
im Verlauf einer Hydrolase-katalysierten Reaktion werden.

(z.B. Esterspaltung; Amidspaltung), bei der eine Sdure
als Produkt entsteht. Die Detektion erfolgt durch
Absorptionsmessung (Farbidnderung eines
pH-Indikators, wie z.B. p-Nitrophenol).

Aufwendige Kalibrierung und der pH-Wert éndert
sich im Verlauf der Reaktion (Einfluss auf
Enzymeigenschaften).

[Janes et al., 1998; John und Heinzle, 2001; Weil}
et al., 2001; Whittaker et al., 1994]

o O HO o} ! OH 'Wahre' Substrate konnen zum Test eingesetzt,

wobei sich durch Fluoreszenzmessung eine hohe
MeO
N O

Empfindlichkeit ergibt.

‘ Y [Copeland und Miller, 1999; Henke, 2001]
(0] COOH

Quantitative Bestimmung der pH-Wert-Anderungen:
Detektion mittels pH-Fluoreszenz-Indikatoren
Aminomethyl-Anthracen-Derivat bzw.
5(6)-Carboxyfluorescein

Neben der Suche nach aktiven Biokatalysatoren werden Hochdurchsatz-Testsysteme
insbesondere zur Identifizierung von stereoselektiven (enantioselektiven) Enzymen eingesetzt.
Fiir die rasche Bestimmung der Stereospezifitit bei Hydrolase-katalysierten Reaktionen wurden
bereits viele Testsysteme entwickelt (Tab. 1-5). Zur Erzielung eines hohen Durchsatzes liegt
diesen Screening-Verfahren die Ermittlung der scheinbaren Enantioselektivitét £,
(Kap. 1.5.2.3.2) [Janes und Kazlauskas, 1997] zugrunde, wobei sichergestellt sein muss, dass die
E.p-Werte die wahren E-Werte widerspiegeln. Nachteilig ist dabei, dass die meisten dieser
Testsysteme Modellverbindungen mit sperrigen chromophoren Gruppen (Nitrophenol; Resorufin;
Umbelliferon) bendtigen, welche sich gewohnlich betrachtlich vom ‘'wahren' Substrat

unterscheiden. Durch Entwicklung von Screening-Verfahren, die direkt auf dem 'wahren' Substrat
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oder Modellverbindungen ohne Chromophore (z.B. nur Acetat-Rest) basieren, l4sst sich dieses
Problem umgehen. Ein Beispiel hierfiir ist die Hydrolyse sowohl der Acetate von chiralen
Alkoholen als auch der Ester von optisch aktiven Carbonsduren in Gegenwart von p-Nitrophenol
als pH-Indikator [Janes et al., 1998]. Auch die Anwendung physikalischer Messverfahren, wie
z.B. die zeitaufgeloste IR-thermographische Detektion der Reaktionswédrme [Reetz et al., 1998,
2001b], welche nicht an eine spezifische Nachweisreaktion gekoppelt ist, ermdglicht den Einsatz

des 'wahren' Substrats, wobei keine Beschrinkung auf eine bestimmte Stoffgruppe besteht.

Im Gegensatz zu den Screening-Verfahren, denen die Bestimmung der E,,,-Werte zugrunde liegt,
sind beim Einsatz von 'Pseudo'-Enantiomeren, wobei eine Form der optischen Antipoden
isotopenmarkiert wird und die Analyse der Screening-Reaktionen massenspektroskopisch erfolgt,
direkt die Enantiomereniiberschiisse (%ee) und somit auch die wahre Enantioselektivitit £ der
Enzymvarianten zugénglich [Guo et al., 1999; Reetz et al., 1999]. Besondere Nachteile dieses
Verfahrens sind aber in der Verwendung reiner deuterierter Enantiomere und den hohen
Ausstattungskosten zu sehen. Vergleichbares gilt fiir den Einsatz von Screening-Verfahren, die
auf radioaktiv markierten Verbindungen (**C und *H) beruhen [Reetz, 2001]. Kiirzlich wurde ein
'Super-HTS' (7000 ee-Werte pro Tag) zur direkten Bestimmung der Enantioselektivitit
beschrieben, bei dem unter Verwendung einer parallelen Kapillarelektrophorese und
Cyclodextrinen, die als chirale Selektoren (pseudostationére Phasen) dem Elektrolyten zugesetzt
sind, die Messung der optischen Reinheit von FITC-markierten Aminen erfolgt [Reetz et al.,
2000]. Dieses System ist jedoch auf Amine beschrinkt erfordert ebenfalls eine teure Ausstattung.
Zur direkten Bestimmung der Enantiomereniiberschiisse wurde auBerdem ein Verfahren
entwickelt, das auf einem kompetitiven ELISA-Test unter Verwendung von substratspezifischen
Antikorpern (anti-racemate und enantiospecific) beruht [Taran et al., 2002]. Diese Methode
wurde aber bislang nur fiir chemische Reduktionen unter Einsatz heterogener Katalysatoren
(Amin-Derivate) validiert. SchlieBlich kénnen E-Werte im Rahmen eines Screening-Verfahrens
auch durch eine optimierte GC- (chirale Trennsiule) oder HPLC-Analyse (achirale Trennséule
und Detektion {iber Zirkulardichroismus-Spektroskopie) ermittelt werden, wobei durch
Parallelschaltung, Automatisierung und kurze Trennsdulen bis zu 900 genaue ee-Bestimmungen

pro Tag mdglich sind [Reetz, 2001].
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2 Zielsetzung

Im allgemeinen Teil wurde bereits darauf hingewiesen, dass das Angebot kommerziell
erhiltlicher Enzyme in den letzten Jahren stetig zugenommen hat (Kap. 1.7.1.2). Es existieren
mittlerweile einige Firmen, die sich auf die Suche nach neuen, bislang unbekannten
Biokatalysatoren spezialisiert haben und umfangreiche Screening-Programme unterhalten. Die
Anzahl der verfligbaren Enzyme wird aus diesem Grund in Zukunft noch weiter ansteigen.
Konnte man frither die wenigen (kommerziellen) Biokatalysatoren noch einzeln auf ihre
Einsatzmoglichkeit im angestrebten Verfahren untersuchen, so ist heutzutage eine andere
Vorgehensweise erforderlich. Durch Testsysteme, die einen hohen Durchsatz erlauben und die
Bedingungen des angestrebten Herstellungsprozesses so gut wie moglich imitieren, sollen schnell
und zuverldssig potentielle Enzyme identifiziert werden (Kap. 1.7.1). Von speziellem Interesse
sind hierbei die Biokatalysatoren aus extremophilen Mikroorganismen, die mit ihren
einzigartigen Eigenschaften, der Anlass fiir die Umstellung eines Verfahrens bzw. einzelner
Syntheseschritte innerhalb eines Herstellungsprozesses sein konnen (Kap. 1.7.1.3). Um deren
Potential vollstindig zu erfassen, miissen die Reaktionsbedingungen des Testsystems an die
jeweiligen Besonderheiten dieser Biokatalysatoren adaptiert werden. Als Beispiel kann die
Untersuchung von Enzymen aus thermophilen Mikroorganismen dienen, die zum Teil ein
Temperaturoptimum von iiber 80°C besitzen. Eine Durchmusterung der einzelnen Priparationen
unter Standardbedingungen (z.B. 37°C) ist hierfiir nicht sinnvoll. Ein Ziel der vorliegenden
Arbeit bestand daher in der Entwicklung eines Testsystems zur Identifizierung von aktiven und
enantioselektiven Hydrolasen, das zusétzlich zur Untersuchung von Enzymen aus mesophilen
Organismen auch bei hoheren Temperaturen (>40°C) zuverldssig einsetzbar ist und dariiber
hinaus direkt auf den 'wahren' Substraten basiert. Zur Erzielung eines hohen Durchsatzes ist dabei
ein Messverfahren im Mikrotiterplattenformat anzustreben. Das Testsystem soll anhand von
Modellverbindungen (Abb. 2-1) und 116 verschiedenen Hydrolase-Praparationen (Tab. 2-1;
Kap. 5.2.2), darunter auch 70 Enzyme aus unbekannten, thermophilen Mikroorganismen,

entwickelt werden.
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Ubersicht iiber die eingesetzten Hydrolasen.

Tab. 2-1
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OR OR OR RO
O\/J\
/\ 0 0
1 2 3 4
a, R=H; b, R =Acetat; ¢, R = Butyrat

Abb. 2-1 Modellverbindungen fiir die Entwicklung des Testsystems.

Bei den ausgewdhlten Substraten handelt es sich um die sekundédren Alkohole 2-Hydroxy-
but-3-in (1a), 1-Methoxy-2-propanol (2a), 3-Hydroxy-tetrahydrofuran (3a) und Pantolacton (4a)
bzw. deren korrespondierende Ester (Acetate; Butyrate). Diese Verbindungen tragen jeweils nur
sehr kleine Reste am stereogenen Zentrum bzw. sie sind nahezu symmetrisch aufgebaut. Nach
der empirischen Kazlauskas-Regel (Kap.1.5.2.3.1) lassen sich somit nur geringe
Enantioselektivitidten bei einer biokatalytischen Veresterung bzw. Esterspaltung erwarten. Aus
diesem Grund konnten bislang noch keine Hydrolasen identifiziert werden, die eine effiziente
"Trennung' dieser Substrate ermdglichen, so dass sowohl die Edukte als auch die Produkte in
hoher optischer Reinheit erhéltlich sind. Die sekundédren Alkohole 1a —3a und das Lacton 4a
stellen wichtige chirale Bausteine fiir die organische Synthesechemie dar. So dient z.B. 1a
insbesondere zur Synthese eines Sex-Pheromons des ménnlichen Bergkiefer-Kéfers
(Dendroctonus brevicomis) [Nakamura et al., 1998] bzw. von (S)-Austrocorticin, das als Haupt-
Pigment in den orangenen Fruchtkorpern eines australischen Pilzes (Dermocybe)
natiirlicherweise vorkommt [Cotteril und Gill, 1993; Cotteril et al., 1994]. Das weitere
Synthesepotential von optisch aktiven 1-Alkin-3-ol-Verbindungen ist in Abb. 2-2 dargestellt,
wobei dariiber hinaus zu berilicksichtigen ist, dass einfache Acetylen-Verbindungen eine
mikrobiologische Wirksamkeit besitzen [Reisch et al., 1967]. 2a wird zur Synthese von chiralen
Grignard-Liganden [Terfort und Brunner, 1996] und zur Derivatisierung bioaktiver
Verbindungen genutzt [Bal-Tembe et al., 1997; Marrel et al., 1985; Sami et al., 1989]. Neben der
Verwendung in anisthetischen Mitteln [Talipov et al., 1993] stellen 3a und die davon
abgeleiteten Verbindungen wichtige Bestandteile in neuen Wirkstoffen gegen AIDS (HIV
Protease-Inhibitoren) dar [Beaulieu et al., 2000; Ettmayer et al., 1996; Ghosh et al., 1996; Medou
et al., 1999; Takashiro et al., 1998].

D-Pantolacton bzw. (R)-4a ist eine Vorstufe in der chemischen Synthese bzw. Biosysnthese von
Pantothensdure, Panthenol und deren Derivate. Diese werden als Vitaminzusitze in der

menschlichen Erndhrung, im Tierfutter, in der Medizin (z.B. Wundheilung) und in der Kosmetik
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(z.B. Haarkosmetik) eingesetzt. Fiir die Darstellung von D-Pantolacton wurden bereits mehrere
Synthesestrategien verfolgt. Neben den chemischen Verfahren zur Herstellung von D-Pantolacton
(z.B. enantioselektive Hydrierung von Ketopantolacton) [Brunner und Tracht, 1998; Schiirch et
al., 1998] oder der fraktionierten Kristallisation diastereomerer Salze von Pantothensdure mit
homochiralen Aminen [Gamalevich und Serebryakov, 1997] wurden auch verschiedene
biotechnologische Prozesse entwickelt. An erster Stelle steht hierbei die Racematspaltung von
Pantolacton mittels der Lactonase aus Fusarium oxysporum (Kap. 1.3) [Shimizu und Kataoka,
1996a, 1996b; Shimizu et al., 1992]. Weitere Ansétze basieren z.B. auf der 'Trennung' von
Pantolactonestern [Bevinakatti et al., 1989; Gamalevich und Serebryakov, 1997; Gléanzer et al.,
1988; Haughton et al., 2000] oder der enzymatischen Addition von Blausdure an Pivaldehyd-
Derivate und anschlieBender Hydrolyse des Cyanhydrins [Effenberger et al., 1995]. Zudem
wurde erst kiirzlich eine neue L-Pantolacton-Hydrolase identifiziert [Kesseler et al., 1999], die fiir
zukiinftige Anwendungen ein groBes wirtschaftliches Potential in sich bergen diirfte. Diese
Prozesse fithren jedoch haufig nur zu Produkten mit geringer optischer Reinheit bzw. sie laufen
nur mit einer geringen Raum-Zeit-Ausbeute ab. Aufgrund des betrdchtlichen Marktvolumens
(> 7000 t/a) [Shimizu, 2000] von D-Pantolacton und der davon abgeleiteten Derivate besteht ein

grof3es Interesse daran, neue biotechnologische Herstellungsverfahren zu entwickeln.
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Abb. 2-2  Schematische Darstellung des Synthesepotentials von 1-Alkin-3-ol-Verbindungen
ohne Beriicksichtigung der Stereoselektivitit der einzelnen Reaktionswege
(modifiziert nach Faber, 2000 und Nakamura et al., 1998).
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Bei Identifizierung geeigneter Enzyme, die eine hohe Stereoselektivitit bei der "Trennung'
(Veresterung bzw. Esterhydrolyse zur Spaltung der Racemate) der ausgewédhlten Substrate
aufweisen, soll eine ndhere Charakterisierung der jeweiligen Hydrolasen erfolgen. Hiermit eng
verbunden ist die Etablierung einer effizienten Analytik (GC-Analyse) zum Nachweis der
enantiomerenreinen Modellverbindungen und die Auswahl der Reaktionsmedien, wobei ein
Ubergang auf organische Losungsmittel anzustreben ist. In diesem Zusammenhang muss
beriicksichtigt werden, ob sich durch eine Immobilisierung der Biokatalysatoren die Stabilitit
unter den angestrebten Prozessbedingungen steigern ldsst. Des weiteren soll anhand von
Testresolutionen im Labor-Mallstab (g-Bereich) gepriift werden, ob eine Eignung der

identifizierten Hydrolasen fiir den Einsatz in einem technischen Prozess gegeben ist.

Fiir die weitere Entwicklung der biokatalytischen Herstellungsverfahren sollen neben dem
Substrat- (Kap. 1.7.2.1) bzw. Medien-Engineering (Kap. 1.7.2.2) und der Optimierung der
Biokatalysatoren (Kap. 1.7.2.3) auch molekularbiologische Methoden zur Verbesserung der
Enzyme (Kap.1.7.3) zum Einsatz kommen. Die stetige Entwicklung neuer Methoden zur
evolutiven Verdnderung von Proteinen erfordern leistungsstarke Testsysteme zur Identifizierung
der besten Varianten. Zwar wird schon seit Mitte der 90er Jahre mittels PCR-Techniken versucht,
durch Zufallsmutagenese neue oder verbesserte Eigenschaften zu generieren, doch existieren
HTS-Systeme (Kap. 1.8) zur Identifizierung enantioselektiver Enzyme erst seit 1997. Dies
bedeutet, dass die Methoden der gerichteten Evolution mittlerweile etabliert sind, aber
andererseits ein groBer Bedarf an geeigneten HTS-Systemen besteht [Reetz, 2001, 2002;
Sutherland, 2000]. Insbesondere Testverfahren, die auf dem Einsatz der 'wahren' Substrate
beruhen (Kap. 1.8.2), erfordern extrem hohe Ausstattungskosten (z.B. NMR- oder
Massenspektrometer sowie Isotopen-markierte Verbindungen) oder eine duBerst aufwendige
Kalibrierung (z.B. pH-Wert Messung). Ein weitere Aufgabe bestand daher in der Entwicklung
eines neuen, stereoselektiven HTS-Systems, das eine zuverldssige und schnelle Durchmusterung
von Esterasevarianten einer Bibliothek, die durch Zufallsmutagenese erzeugt wurde, erlaubt. Das
Testverfahren soll dabei auf dem Einsatz des 'wahren' Substrats beruhen und keine spezielle

Ausstattung erfordern.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ldsst sich folgendermaflen zusammenfassen. An erster Stelle
steht die Entwicklung eines Testsystems, dass eine schnelle Untersuchung der kommerziell
erhéltlichen Hydrolasen auf geeignete Biokatalysatoren ermdglicht. Hierbei sollen Enzyme
identifiziert werden, die bei der Umsetzung der industriell bedeutsamen Substrate eine hohe

Stereoselektivitit zeigen. Fiir die weitere Entwicklung der biotechnologischen Prozesse zur
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Herstellung der enantiomerenreinen Modellverbindungen ist es anschlieBend erforderlich, die
ausgewdhlten Hydrolasen néher zu charakterisieren und die biokatalytischen Umsetzungen zu
optimieren. Insbesondere der Ubergang auf nicht-wissrige Medien, die VergroBerung der
Reaktionsansitze auf den g-Mallstab sowie die Immobilisierung der Enzyme ist zu untersuchen.
Zur Verbesserung der Enzyme auf molekularbiologischer Ebene sollen auch die Methoden der
gerichteten Evolution zum Einsatz kommen, wobei vorrangig die Entwicklung eines neuen,
stereoselektiven HTS-Systems zur Durchmusterung einer Bibliothek von Esterasevarianten

anzustreben ist.
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3 Ergebnisse

3.1 Chemische Synthesen und Herstellung der rekombinanten Esterasen

3.1.1 Chemische Synthesen

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Modellverbindungen sind nicht alle kommerziell
erhiltlich. Aus diesem Grund war es erforderlich, die fehlenden Substrate (Acetate; Butyrate)
selbst herzustellen. Dariiber hinaus mussten fiir die Etablierung einer effizienten

Enantiomerenanalytik auch die optisch reinen Ester synthetisiert werden.

3.1.1.1 Synthese von (R,S)-3-Acetoxy-tetrahydrofuran (3b), (R,S)-Pantolactonacetat (4b) und
(R,S)-3-Butyroxy-but-3-in (1c)
Die Darstellung von (R,S)-3-Acetoxy-tetrahydrofuran (3b), (R,S)-Pantolactonacetat (4b) und
(R,S)-3-Butyroxy-but-3-in (1¢) erfolgte nach dem in Abb. 3-1 aufgezeigten, allgemein bekannten
Reaktionsschema. Zur Synthese der Ester werden die korrespondierenden sekundédren Alkohole
in einem organischen Losungsmittel vorgelegt und durch Zugabe von Acetyl- bzw.
Butyrylchlorid sowie Pyridin als Katalysator verestert (Kap. 5.6). Die Aufreinigung der aus der
Reaktionslosung extrahierten Acetate erfolgte anschlieBend durch Sadulenchromatographie an

Kieselgel bzw. bei (R,S)-1c¢ durch Destillation. Die bei diesen Synthesen erzielten Ausbeuten sind

in Tab. 3-1 aufgefiihrt.

O
OH @) org. Lésungsmittel 0 )J\ -
A " )J\ o
R R' e Cl Pyridin/-HCI R}\R'

R"=-CH3; bzw. =(CH5),-CHs;
Abb. 3-1 Reaktionsschema fiir die Veresterung der sekundédren Alkohole.

3.1.1.2 Synthese der enantiomerenreinen Esterverbindungen

Die Synthese der enantiomerenreinen Esterverbindungen erfolgte ebenfalls nach dem in Abb. 3-1
aufgezeigten  Reaktionsschema, wobei die  Synthesen nur im  MikromaRstab

(Ansatzgrofen < 100 mg) durchgefiihrt wurden (Kap. 5.6.4).
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Tab. 3-1  Ubersicht iiber die Ausbeuten bei den chemischen Synthesen.

Verbindung organisches Reaktions- Alkohol Ester Ausbeute
Losungsmittel ~ bedingungen [g / mmol] [g / mmol] [%]
(R,S)-1c Pyridin RT/20h 10,5/ 150 12,3/ 88 59
(R,S)-3b Dichlormethan RT/22h 4,0/ 45 2,7/21 46
(R,S)-4b Pyridin RT/19h 9.8/ 175 6,4/37 50

3.1.2 Herstellung der rekombinanten Esterasen

Die Herstellung der Esterasel aus Pseudomonas fluorescens (PFE) erfolgte durch
Uberexpression in E. coli DH5a. (Kap. 1.4.3.1.1) [Krebsfinger et al., 1998a, 1998b; Zocher et al.,
1998]. Beim Plasmid pJOE2792 (Abb. 3-2) handelt es sich um einen Expressionsvektor, bei dem
die Genexpression der Kontrolle eines starken Rhamnose-induzierbaren Promotors (rhaP)
unterliegt, der aus den fiir den Abbau von L-Rhamnose verantwortlichenen Genen, die in den
meisten E. coli-Stimmen vorhanden sind, stammt [Stumpp et al., 2000]. Hierdurch lassen sich

diese Vektoren in all diesen Stéimmen ohne Verdnderungen verwenden.

pJOE 2792

5124 bps

Abb. 3-2  Plasmidkarte des Expressionsvektors pJOE2792, der das fiir die Pseudomonas
fluorescens Esterase I codierende Gen (pfe) tragt. Neben dem B-Lactamase-Gen (bla;
Ampicillinresistenz) und dem Rhamnose-induzierbaren Promotor (r4aP) sind noch
der an die Esterase fusionierte his-tag sowie die Bereiche der ribosomalen
Bindungsstelle (r#nB) und des Replikationsstartpunkts (ori) eingezeichnet. Von den
vorhandenen Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme sind nur Ndel, BamHI und
Hindll explizit markiert.

Vor der Expression der PFE nach einem Standardprotokoll (Kap. 5.5.1.3) wurden zunéchst die

Bedingungen fiir den Aufschluss der E. coli-Zellen optimiert. Die Kombination aus einem
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Gefrier-Auftau-Zyklus und einer anschlieenden Ultraschall-Behandlung von 2x 1 min erbrachte
hierbei die hochste Aktivitit (30 U/mg gegeniiber pNPA) bei den durchgefiihrten

Expressionsansitzen (Tab. 3-2).

Tab. 3-2  Ansdtze zur Optimierung der Aufschlussbedingungen bei der Herstellung der
Esterase aus Pseudomonas fluorescens (Kap. 5.5.1.4).

Ansatz Vorbehandlung der Zellen durch Gefrier- Ultraschall-Aufschluss ~ Aktivitit [U/mg]

Auftau-Zyklen v. Ultraschall-Aufschluss (Kap. 5.5.6.3.1)
A keine Vorbehandlung 2x 1 min 5
B keine Vorbehandlung 2x 2 min 9
C Ix Einfrieren bei —80°C 2x 1 min 30
D 1x Einfrieren bei —80°C kein Ultraschall 3
E 2x Einfrieren bei —80°C kein Ultraschall 9

Nach Optimierung der Aufschlussbedingungen wurden auch die Esterase Il aus Pseudomonas
fluorescens (PFEII) und die Esterase aus Bacillus stearothermophilus (BSE) gemil des
Standardprotokolls hergestellt. Um hierfiir ein einheitliches Expressionssystem fiir die Esterasen
zu nutzen, klonierte man die fiir die PFE II und BSE codierenden Gene in das Plasmid pJOE2792
um. Das Gen fiir die PFE II stand hierzu im Vektor pFIS32 zur Verfligung [Khalameyzer et al.,
1999], der sich wie das Expressionssystem pJOE2792 vom Plasmid pJOE2775 ableitet [Stumpp
et al, 2000]. Eine Umklonierung konnte somit einfach unter Ausnutzung der
Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI erfolgen. Dagegen wurde das fiir die BSE codierende
Gen ausgehend vom Vektor pMK2 [Amaki et al., 1994, 1992; Kugimiya et al., 1992; Tulin et al.,
1993] zunichst in das high-copy-Plasmid pG-BsteE.WT [Henke, 2001] integriert. AnschlieBend
lieB sich die BSE ebenfalls liber die Restriktionsschnittstellen Ndel und BamHI in pJOE2792

umklonieren.

Die rekombinanten Esterasen wurden in 500 mL Kulturen hergestellt, wobei die Identifizierung
der exprimierten Enzyme durch SDS-PAGE (Kap. 5.5.6.1) erfolgte (Abb. 3-3). Beim Einsatz
geringer Mengen an Lyophilisat (ca. 20 ug Protein) lassen sich im SDS-Gel gezielt nur die
deutlich liberexprimierten Proteinfraktionen nachweisen. Im Zymogramm konnten so die PFE
(theoretische Masse mit his-tag 31,0 kDa) und die BSE (29,2 kDa) zweifelsfrei identifiziert
werden. Trotz der Verwendung vergleichbarer Mengen an lyophilisiertem Rohextrakt war ohne
Induktion und bei der PFE II (35,9 kDa) keine Bande zu erkennen, d.h. bei den Ansétzen zur

Herstellung der rekombinanten Esterasen erfolgt ohne L-Rhamnose keine Expression (Nachweis
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fiir pJOE2792 mit PFE-Gen) bzw. im Fall der Esterase II aus Pseudomonas fluorescens wurde

nur eine geringe Menge des rekombinanten Proteins gebildet.

Bahn 1 2 3 4 5

97,4 kDa

66,2 kDa
: Bahn 1: pJOE2792 + PFE-Gen ohne Induktion

#0kDa Bahn 2: low-molecular-weight-Standard

31,0 kDa Bahn 3: PFE mit his-tag

Bahn 4: PFE Il mit his-tag

21,5kDa .
Bahn 5: BSE mit his-tag

14,0 kDa

Abb. 3-3 SDS-PAGE Zymogramm der Expression der rekombinanten Esterasen in
E. coli DH5a.. Die eingesetzten Mengen an Protein (20 pg) wurden so gewéhlt, dass
bei den einzelnen Ansétzen jeweils nur die Bande des iliberexprimierten Enzyms zu
erkennen ist.

Zur weiteren Charakterisierung der Esterasen wurde ihre Aktivitit gegeniiber pNPA
(Kap. 5.5.6.3.1) bestimmt sowie der Proteingehalt (Kap. 5.5.6.2) ermittelt (Tab. 3-3). Die PFE
zeigt hierbei die hochste spezifische Aktivitit und besitzt dariiber hinaus die grofte
Expressionsrate (ca. 500 mg Rohesterase / 500 mL Kultur). Wie zu erwarten, stellte sich ohne
Induktion ein deutlich erniedrigter Proteingehalt (24 %) ein und es war keine Aktivitéit gegeniiber
pNPA zu beobachten. Weiterhin besitzt die PFE II Préparation trotz eines hohen Proteingehalts
(42 %) nur eine geringe Aktivitit gegeniiber pNPA. In Verbindung mit der SDS-PAGE-Analyse
steht dies im Einklang mit fritheren Erkenntnissen, wonach es sich bei der PFE Il um ein
membranfixiertes Protein handeln konnte [Khalameyzer et al., 1999] bzw. im Verlauf der

Expression Einschlusskorper (inclusion bodies) gebildet werden [Henke, 2001].

Tab. 3-3  Ubersicht iiber die Aktivititen gegeniiber pNPA und der Proteingehalte der
hergestellten  Zellrohextrakte = (Enzymprdparationen). Die  Expression der
rekombinanten Esterasen erfolgte jeweils im 500 mL MaBstab in E. coli DHS5a..

ohne Induktion PFE PFE 11 BSE
pNPA-Aktivitdt [U/mg Lyophilisat] - 30 0,2 3
Proteingehalt [%] bezogen auf BSA 24 42 42 36

spezifische Aktivitdt [U/mg Protein] - 71 0,5 8
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3.2 Testsystem zur Identifizierung aktiver und enantioselektiver Hydrolasen

In den letzten Jahren hat sich das Angebot an kommerziell erhéltlichen Enzymen drastisch erhoht
(Kap. 1.7.1.2), wodurch sich eine neue Herausforderung bei der Etablierung von innovativen,
biokatalytischen Herstellungsverfahren ergibt. Konnten frither noch die verfiigbaren Enzyme
einzeln auf ihre Verwendbarkeit im angestrebten Prozess getestet werden, muss heute eine
schnelle Vorauswahl geeigneter Biokatalysatoren erfolgen. Derzeit existieren hierfiir noch keine
etablierten Testsysteme, die eine schnelle und einfache Durchmusterung der kommerziell
erhiltlichen Enzymprédparationen erlauben. Konventionelle Methoden zum Nachweis von
Hydrolase-produzierenden Mikroorganismen, die auf einer Hofbildung (z.B. Tributyrin-
Agarplatten) oder der Farbanderung eines pH-Indikators auf einem Festmedium [Bornscheuer et
al., 1998, 1999] beruhen, sind in diesem Fall nicht anwendbar. Selbst Screening-Verfahren, wie
sie z.B. im Rahmen der gerichteten Evolution zum Einsatz kommen (Kap. 1.8.2), erweisen sich
fiir diesen Zweck als ungeeignet. Nur wenige dieser HTS-Systeme beruhen auf den 'wahren'
Substraten und die Verfahren sind zumeist sehr aufwendig. Aus den vorgenannten Griinden ist es
unerldsslich, ein neues Testsystem zu entwickeln, welches die rasche Identifizierung von

enantioselektiven Hydrolasen erlaubt.

3.2.1 Aufbau des Testsystems

Das entwickelte Testsystem zur Identifizierung von aktiven und enantioselektiven Hydrolasen
basiert auf einer hierarchischen Vorgehensweise (Abb. 3-4). Im ersten Schritt (Selektion) werden
mittels eines sogenannten pH-Assays (Kap. 3.2.2) die Hydrolasen selektiert, die gegeniiber den
Modellverbindungen  (Abb. 2-1)  Aktivitdit  zeigen. Durch  geeignete = Wahl  der
Reaktionsbedingungen (Hydrolysen in wissrig, gepufferter Losung) ist dabei sichergestellt, dass
die zu testenden Enzyme unter optimalen Konditionen direkt bei der Umsetzung der 'wahren'
Substrate untersucht werden. Zudem ermoglicht die Ausfiihrung des pH-Assays im
Mikrotiterplattenformat einen hohen Durchsatz. In den nachfolgenden zweiten Schritt des
Testsystems (Screening) werden nur die vorausgewihlten Hydrolasen einbezogen. Die
aufwendigeren Untersuchungen zur Bestimmung der Enantioselektivitit (spezifische Messgrof3e)
beschrinken sich somit auf einen Bruchteil der urspriinglich zur Verfiigung stehenden
Enzympriparationen. Die im Verlauf des Screenings erforderlichen Testreaktionen
(Racematspaltungen) konnen dabei direkt unter den Bedingungen des angestrebten
biokatalytischen Herstellungsverfahrens durchgefiihrt werden, wobei die Bestimmung der

Enantiomereniiberschiisse durch GC-Analyse unter Verwendung chiraler Trennsdulen erfolgt.
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1. Stufe: Selektion
- hoher Durchsatz / schnell
- aktuelles Substrat
=> pH-Assay in
Mikrotiterplatten

1 2. Stufe: Screening

- spezifische Melgréle
- geringer Durchsatz / langsam
- aktuelle Reaktionsbedingungen

=»> Testreaktionen
inkl. GC-Analyse

:geeignete Enzyme:

Abb. 3-4  Schematische Darstellung der hierarchischen Vorgehensweise zur Identifizierung
aktiver und enantioselektiver Hydrolasen.

3.2.2 1. Stufe: pH-Assay

3.2.2.1 Prinzip

Der im Rahmen des entwickelten Testsystems etablierte pH-Assay lehnt sich an die
konventionellen Methoden zum Nachweis von Hydrolase-produzierenden Mikroorganismen auf
Festmedien (Agarplatten) [Bornscheuer et al., 1998, 1999] an und iibertrégt dieses Schema auf
das Mikrotiterplattenformat. Im Gegensatz zur Untersuchung von lebenden Zellen kénnen so
Losungen der zur Verfiigung stehenden Enzympréiparationen eingesetzt werden. Dem pH-Assay

liegt dabei das in Abb. 3-5 dargestellte Reaktionsprinzip zugrunde.

X
OH
Hydrolase
07 R, _ > +  Rp—C00° + ®
/i walrige Pufferlésung R R
R1 R4 pH-Indikator

Abb. 3-5 Grundreaktion des pH-Assays: die Hydrolase-katalysierte Spaltung einer
Esterverbindung fiihrt zur Freisetzung der Sdure, wodurch sich der pH-Wert der
Reaktionslosung erniedrigt. Die Detektion der pH-Wertédnderung erfolgt mittels eines
pH-sensitiven Farbindikators.
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Die Hydrolase-katalysierte Spaltung einer Esterverbindung fiihrt zur Freisetzung der Séure,
wodurch sich der pH-Wert der Losung erniedrigt. Diese Anderung kann mittels eines
pH-sensitiven Farbindikators verfolgt werden. Die Verwendung von Bromthymolblau (pKj 7,3)
[Lide, 1998] in wéssrig, gepufferter Losung (Phosphat-Puffer; pH 7,3; 10 mM) ergibt dabei eine
Farbanderung von griin nach gelb. Durch Auswahl eines Puffersystems, dessen pH-Wert der
Sdurestdrke des eingesetzten Indikators entspricht, ergibt sich ein linearer Zusammenhang
zwischen der Wasserstoffionen-Konzentration und der Umsatzrate, d.h. die Kinetik der
Esterhydrolyse kann direkt iiber die Farbdnderung verfolgt werden [Janes et al., 1998]. Hierbei ist
zu beachten, dass ein Absinken des pH-Werts im Verlauf der Reaktion die Eigenschaften der
untersuchten Enzyme beeinflussen kann, d.h. bei exakten kinetischen Messungen darf sich der
pH-Wert nur infinitesimal dndern. Bei der Verwendung enantiomerenreiner Substrate und einer
(halb-)quantitativen Auswertung der Farbanderungen konnen neben der Aktivititsbestimmung
zusitzlich auch die Schitzwerte fiir die Enantioselektivitit (Kap. 1.5.2.3.2) ermittelt werden
[Demirjian et al., 1999; Janes et al., 1998; Moris-Varas et al., 2001, 1999]. Die Ausfiihrung des
pH-Assays in diesem quantitativen Modus ist jedoch sehr aufwendig (Kalibrierung,
enantiomerenreine Substrate) und die erhaltenen Schiatzwerte fiir die Enantioselektivitdt kdnnen
weit vom wahren E-Wert abweichen [Reetz, 2001]. Eine Ursache hierfiir diirfte in der
Inhomogenitidt der Hydrolase-Priaparationen (Lyophilisation bei unterschiedlichen pH-Werten)
liegen, wodurch Stérungen bei der quantitativen Auswertung unvermeidlich sind. Aus diesen
Griinden wurde lediglich ein qualitativer pH-Assay etabliert, der auf einfache Weise die rasche
Identifizierung aktiver Hydrolasen erlaubt. Durch die schnell ablaufende Indikatorreaktion
(visuelle Farbidnderung) und die geeignete Wahl der Reaktionsbedingungen (Kosolvens;
irreversible Hydrolyse) wird auch die Verwendung stark fliichtiger Esterverbindungen (z.B. 1b)
ermdglicht. Dariiber hinaus kann die Assay-Temperatur an das Optimum der zu untersuchenden

Hydrolasen (insbesondere aus extremophilen Mikroorganismen) angepasst werden.

3.2.2.2 Durchfiihrung

Die Durchfithrung des pH-Assays zur Selektion von aktiven Hydrolasen gestaltet sich sehr
einfach (Kap. 5.7.1.1), da fiir jede Testreaktion im Prinzip nur ein Pipettierschritt erforderlich ist.
In den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte werden die wissrig, gepufferten Enzymlosungen
vorgelegt, die Reaktionen durch Zugabe von Bromthymolblau sowie des Substrats (< 0,01 mg
pro Testreaktion) gestartet und anschlieend eventuell auftretende Farbidnderungen beobachtet.
Als Losungsvermittler (Kosolvens) dient hierbei DMSO, das unter dem gegebenen

Konzentrationsverhéltnis die enzymatischen Umsetzungen nicht stort. Als Faustregel ist
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allgemein bekannt, dass wasserlosliche Solvenzien bis zu einem Gehalt von 10 % keinen
nachteiligen Einfluss auf biokatalytische Reaktionen besitzen [Faber, 2000]. Aufgrund des
einfachen Testprotokolls kann der pH-Assay zur Erzielung eines hohen Durchsatzes sehr leicht

automatisiert (Pipettier-Roboter) werden.

A,B: Doppelbestimmung
EB: Blindwert ohne Substrat
(Enzym-Blindwert)

Enzyme 1-8 Enzyme 9-16 Enzyme 17-24 Enzyme 25-32
Enzym 1 :

Enzym 2 Novo SP 525

A B EB

Enzym 3
Enzym 4 ‘I ™) @ ]_.- )

Enzym 5
Enzym 6 ' )| \nd -
W
A B EB
Papain W (Amano)

Enzym 7

Enzym 8 +—

J____/H/‘__\,
ABEBABEBABEBABEB

Abb. 3-6  Beispiel fiir die Aktivitétspriifung der Hydrolasen, die vor und nach jeder Messserie
mit Tributyrin als Substrat durchgefiihrt wurde. Sichtbare Farbunterschiede zwischen
den Reaktionsansidtzen (Doppelbestimmung fiir jedes Enzym) und den
korrespondierenden Blindwerten (EB) zeigen aktive Hydrolasen an. Exemplarisch
sind die Testreaktionen fiir Novo SP 525 (hohe Aktivitit) und Papain W (keine
Aktivitdt unter den Testbedingungen) vergroBert dargestellt.

Im Verlauf des pH-Assays wurde die Aktivitit jeder Hydrolase (insgesamt 116 unterschiedliche
Priparationen) vor und nach Beendigung einer Messserie gegeniiber Tributyrin als Substrat
getestet, wodurch sich die Stabilitdt der in Puffer gelosten Enzyme iiberpriifen lie3 (Abb. 3-6).
Mit Ausnahme von Papain sowie Diversa BD051, BD094 und BDI151 waren unter den
gegebenen Reaktionsbedingungen alle Biokatalysatoren in der Lage, das eingesetzte Triglycerid
zu spalten. Obwohl die Hydrolasen vor ihrer Verwendung zum Teil bis zu sechs Stunden in
Losung gelagert wurden, konnten dariiber hinaus keine signifikanten Aktivitdtsverluste
beobachtet werden. Neben den eigentlichen Testreaktionen (Doppelbestimmung) wurde fiir jedes
Enzym zusitzlich ein Blindwert ohne Substrat (Enzym-Blindwert) mitgefiihrt und der

Farbunterschied zwischen den korrespondierenden Ansitzen bewertet (Abb. 3-7).

Bei der Selektion von Hydrolasen, die in der Lage sind die Modellverbindungen umzusetzen,
miissen neben den Enzym-Blindwerten zusétzlich die Stabilitdten der Substrate unter den Assay-
Bedingungen (Substrat-Blindwerte) beriicksichtigt werden. In Analogie zu Tributyrin erwiesen

sich hierbei die Acetate 1b —3b sowie das Butyrat lc¢ als stabil. Selbst nach 24 stiindiger
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Inkubation bei 80°C war bei diesen Verbindungen keine Zersetzung zu beobachten, wogegen 4b
schon bei Temperaturen > 37°C merklich hydrolysierte. Durch Kombination der Substrat-
Blindwerte mit der parallel durchgefiihrten Aktivititsmessung gegeniiber Tributyrin lassen sich

fehlerhafte Bewertungen (falsch positiv bzw. falsch negativ) der Testreaktionen vermeiden.

Substrat: 2-Acetoxy-but-3-in (1b) Substrat: 2-Butyroxy-but-3-in (1c)
Inkubation: 15 h / 80°C

Diversa BD036 — neg. Diversa BD036

Diversa BD048 — pos. Diversa BD048

Diversa BD051 — neg. Diversa BD051

Substrat: 1-Methoxy-2-propylacetat (2b)
Inkubation: 3 h / 37°C

A B
Diversa BD021 | || — pos. CALB
Diversa BD022 —_— CAL A
Diversa BD027 | — RML
Diversa BD078 | = SP 525
1 — neg.
Diversa BD102 | ; — ROL
Diversa BD104 (89" — ROL
Diversa BD105 | — CLL

Abb. 3-7 Beispiele fiir den pH-Assay zur Selektion von aktiven Hydrolasen. Farbianderungen
der Testreaktionen A und B (Doppelbestimmung) im Vergleich zu den
korrespondierenden Enzym-Blindwerten EB (Ansidtze ohne Substrat) indizieren
Biokatalysatoren, die in der Lage sind die Modellverbindungen zu hydrolysieren
(pos.). Konnen die Substrate von den eingesetzten Hydrolasen nicht gespalten werden
(neg.), bleibt die Farbe der entsprechenden Testreaktionen unverdndert. (RML:
Lipase aus Rhizomucor miehei; ROL: Lipase aus Rhizopus arrhizus; ROL": Lipase
aus Rhizopus niveus; CLL: Lipase aus Candida lipolytica)

3.2.2.3 Ergebnis

Bei den durchgefiihrten Testreaktionen konnten fiir jedes der untersuchten Substrate 1b - 4b / 1¢
aktive Hydrolasen identifiziert werden (Tab. 3-4). Die grofle Anzahl selektierter Enzyme (von
36/ 3b bis 68 / 1¢), die in der Lage sind die Modellverbindungen zu spalten, diirfte dabei auf die
geringen sterischen Anforderungen der Acetate bzw. des Butyrat der niedermolekularen Alkohole

la — 4a zuriickzufiihren sein. In diesem Zusammenhang zeigt sich auch, dass die Ester der
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zyklischen, rdumlich anspruchsvolleren Alkohole 3a und 4a von einer signifikant kleineren
Anzahl an Hydrolasen als die iibrigen Substrate gespalten werden. Dagegen scheint die Zunahme
der GroBe des Sdurerests (Butyrat an Stelle von Acetat) keine negativen Einfliisse auf die
enzymatischen Reaktionen zu verursachen. Es ist sogar ein Anstieg der Anzahl aktiver Enzyme
beim Ubergang von 1b (51) nach 1¢ (68) zu beobachten. Hierbei ist aber zu beriicksichtigen, dass
die im Rahmen des pH-Assays getesteten Lipasen erst bei ldngerkettigen Substraten Aktivitit

zeigen.

Tab. 3-4  Zusammenstellung der Ergebnisse des pH-Assays zur Identifizierung von aktiven
Hydrolasen. Die Gesamtzahl (Summe) der selektierten Biokatalysatoren ist jeweils
nach der Herkunft der Enzyme aufgeschliisselt. Insgesamt wurden 116 verschiedene
Hydrolase-Préparationen in die Untersuchungen einbezogen.

kommerzielle  rekombinante Diversa- ThermoGen-
Substrat ~ Hydrolasen Esterasen Enzyme Enzyme Summe
(43) 3) (50) (20) (116)
1b 13 2 22 14 51
1c 21 3 24 20 68
2b 11 1 15 20 47
3b 12 2 10 12 36
4b 12 2 13 11 38

Nach Abschluss der 1. Stufe des Testsystems (Selektion), wurden aus der urspriinglich zur
Verfiigung stehenden Menge an Enzymen effektiv diejenigen Biokatalysatoren selektiert, die
prinzipiell in der Lage sind, die Modellverbindungen umzusetzen. Durch Anwendung des
entwickelten pH-Assays konnte hierbei die Anzahl der Hydrolasen in Abhéngigkeit vom

eingesetzten Substrat schnell und einfach reduziert (bei 3b auf weniger als ein Drittel) werden.

3.2.3 2. Stufe: Screening

3.2.3.1 Durchfiihrung

Zur Bestimmung der Stereospezifitdt wurde fiir jede aktive Hydrolase eine Racematspaltung im
mg-Maflstab durchgefiihrt und nach unterschiedlichen Zeitabstinden die erzielten
Enantiomerentiberschiisse untersucht (Kap. 5.7.1.2). Hierzu war es erforderlich, eine schnelle und
zuverldssige Methode (Gaschromatographie) zur Analyse der Proben zu etablieren. Es zeigte

sich, dass bei Verwendung von stationdren Phasen auf Cyclodextrinbasis fiir die eingesetzten
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Alkohole und Ester eine Grundlinientrennung (Abb. 3-8) bei der gaschromatographischen
Untersuchung moglich ist (Kap. 5.4). Die Retentionszeiten liegen dabei unter 25 min, so dass
eine wichtige Voraussetzung fiir einen hohen Durchsatz gegeben ist. Zusitzlich zur
Enantiomerenanalytik mussten geeignete Methoden fiir die Extraktion der Modellverbindungen
aus der wissrigen Reaktionslosung entwickelt werden. Insbesondere die Alkohole (1a—4a)
lassen sich nur bei Verwendung stark polarer Losungsmittel wie Ethylacetat bzw. Dichlormethan
in ausreichendem Malf3e isolieren. Die Verwendung dieser hydrophilen Solvenzien hat dartiiber
hinaus den Vorteil, dass unmittelbar nach Zugabe des Extraktionsmittels die Proteinstruktur der
Biokatalysatoren denaturiert und so die enzymatischen Umsetzungen gezielt nach definierten

Zeitintervallen (Reaktionszeiten) gestoppt werden kdnnen.

(R/S)-1a/1b/1c —_— (RIS)-2a/2b iz
| (R)-1a (8)1c s.600- i (©)-2a
2200 - (S)-1a ]
(mVolt) - (R)-1b .
‘ (S)-1b 100} ()2 ()25
1 |
] \ [ | |
o il SETEESLT] “L_Jlulk__ |.. L oo YW L .
-2-000 5 56 Hoo : 16.00 -1.500 5700 T e | T e .
(RIS)-3b (RIS)4aldb| .
! [ (R)-3b (S)-3b || A |
mi:): - | saf | |I: ]
| | — |
1.400 | I
; : |I ! 480 [ \
\ '| : l ‘ . (Rr4a (5)4a
:J M L II, 1.40 !l |i \ E::;I I'll
i , L N

Abb. 3-8 Ubersicht iiber die entwickelte ~GC-Analytik zur Bestimmung der
Enantiomereniiberschiisse. Fiir jede der Modellverbindungen ist exemplarisch ein
Chromatogramm mit der Trennung des Acetats (bzw. Butyrats) und des
korrespondierenden Alkohols abgebildet. Im Fall von (R,S)-2a ldsst sich bei
Verwendung einer anderen stationdren Phase (hier nicht dargestellt) eine wesentlich
hohere Auflosung erreichen. Bei (R,S)-3b ist lediglich die Untersuchung des Esters
aufgezeigt, da die Analyse von (R,S)-3a separat (andere Trennsdule) erfolgte.
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3.2.3.2 Ergebnis

Bei Durchfithrung der Racematspaltungen im mg-MaBstab konnten einige zum Teil hoch-
enantioselektive Hydrolasen identifiziert werden. Fiir die unterschiedlichen Substrate sind
reprasentative Beispiele in Abb. 3-9 aufgezeigt. Anhand der abgebildeten GC-Chromatogramme,
welche die erzielten Enantiomereniiberschiisse unter den angegebenen Reaktionsbedingungen
widerspiegeln, ldsst sich das Potential dieser Biokatalysatoren bei der 'Trennung' der
Modellverbindungen ermessen. Eine Ubersicht der weiteren Enzyme, die ebenfalls eine hohe
Aktivitit und Stereospezifitit gegeniiber den eingesetzten Substraten zeigen oder eine
umgekehrte (inverse) Enantioselektivitit aufweisen, wird in Tab. 3-5 gegeben. Eine vollstindige
Auflistung aller im Rahmen der 2.Stufe des Testsystems (Screening) untersuchten

Biokatalysatoren ist im Anhang aufgefiihrt (Kap. 6.1).

Pseudomonas cepacia Candida antarctica B (S)-2b
Substrat: (R/S)-1c (S)-1c Substrat: (R/S)-2b \
Inkubation: 37°C / 20 min ‘ Inkubation: 37°C / 1h J
(mVolt) (R)-1a ""’Wi' | || |
1120 aVall)y [} Il
] | (R)-2a [
| —0«.400,:
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Diversa BD100 Aspergillus niger
Substrat: (R/S)-3b Substrat: (R/S)-4b
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Abb. 3-9 Reprdsentative  Beispiele fiir die  gaschromatographische  Analyse der
Enantiomereniiberschiisse bei den Racematspaltungen (Screening) im mg-Malstab.
Neben dem Ursprung bzw. Namen der Hydrolase und des Substrats sind zusitzlich
die jeweiligen Reaktionsbedingungen angegeben. Im Fall von Diversa BD100 ist nur
die Trennung des Acetats (3b) aufgezeigt.



3.2 Testsystem zur Identifizierung aktiver und enantioselektiver Hydrolasen 69

Tab. 3-5 Auszug der Ergebnisse der Racematspaltungen im mg-Maf3stab. In der Tabelle sind
nur die Enzyme mit den hochsten Enantioselektivititen bzw. einer umgekehrten
(inversen) Stereopréiferenz aufgefiihrt.

Sub.  Name der Hydrolase = Bedingungen Ester Alkohol  Umsatz’  E-Wert’

bzw. Ursprung [°C /] [Yoee] [Yoee] [%]
Alcaligenes sp. 37/ 26 >99 (S) 33 (R) 75 20
Aspergillus niger 37/ 26 98 (R) 44 (S) 69 11
Bacillus stearoth. (BSE) 37/ 1 45 (R) 84 (S) 35 18
1b Pseud. fluorescens (PFE) 37/ 2min  >99 (R) 69 () 59 75
BD021 37/ 26 99 (R) 58 (S) 63 19
BD133 37/ 26 28 (R) 92 (S) 24 30
BD213 37/ 26 80 (R) 85 (S) 48 30
_____________ BD240 30/ 1S8R 88(5) .40 29
Candida antarctica A 37/ 2min  >99 (R) 50 (S) 67 29
1e Pseud. cepacia (Amano) 37 /20min  >99 (S) 67 (R) 60 68
Pseud. cepacia (Roche) 37 /20min  >99 (S) 24 (R) 80 15
_____________ Pseud. fluorescens (PFE) 37 /10min _ 75(R) _ 87(S) 46 33
Candida antarctica B 37/ 1 >99 (S) >99 (R) 50 > 100
2b Pseudomonas cepacia 37 / 23 62 (S) 62 (R) 50 8
_____________ BDO2L 37/ 1 2R 79() 26 11
Candida antarctica B 37 /30 min 90 (R) 37(S) 69 6
3b Pseud. fluorescens (PFE) 37 / 22 31 (R) 40 (S) 43 3
_____________ BDIOO .80 /22 34 . 3BW®_ 5.3
Aspergillus niger 37/ 17 >99 (R) 78 (S) 56 > 100
Bacillus stearoth. (BSE) 40 / 24 84 (R) 82 (S) 51 26
Asp. oryzae (Protease) 37/ 39 83 (R) 95 (S) 47 > 100
4b BD073 80 / 6 68 (R) 94 (S) 42 66
BD0%4 RT / 39 49 (R) >99 (S) 33 > 100
BD405 37 /17 25 (R) >99 (S) 20 > 100
BD423 RT / 17 25 (S) 59 (R) 30 5
E018b 40 24 86 (R) 82 (S) 51 29

Bei der Suche nach geeigneten Enzymen, die eine effektive biokatalytische Herstellung der
'schwer-trennbaren' Modellverbindungen erlauben, wurde im Fall von 1a sowohl das Acetat (1b)
als auch das Butyrat (1¢) im Rahmen des Testsystems eingesetzt. Hierbei zeigte sich, dass eine
grofle Anzahl der zur Verfligung stehenden Hydrolasen in der Lage ist, die Ester stereoselektiv zu
hydrolysieren. Insbesondere sind die kurzen Reaktionszeiten bei der Esterase I aus Pseudomonas
fluorescens (PFE) und der Lipase A aus Candida antarctica auffillig. Schon nach zwei Minuten
ist jeweils ein Umsatz grofer als 50 % erreicht, wobei die zugehdrigen Enantioselektivititen 75
bzw. 29 betragen. Weiterhin sind die beobachteten Aktivititen bei der Hydrolyse von 1c¢ alle
kleiner als beim korrespondierenden Acetat. Ausgenommen hiervon ist die PFE, die als typischer

Vertreter der Enzymklasse der Esterasen sowohl zum Butyrat als auch zum Acetat eine hohe

5 berechnet nach Chen et al., 1982
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Affinitdt zeigt. Zudem ist auffillig, dass neun Hydrolasen bevorzugt das (S)-Enantiomer der
Substrate 1b/1¢ mit hoher Selektivitit umsetzen und dagegen nur drei Enzyme entgegengesetzte
Stereopraferenz aufweisen. Bei Verwendung der PFE (E-Wert=75) und der Lipase aus
Pseudomonas cepacia (E-Wert = 68) konnen somit beide enantiomere Formen des Alkohols 1a

in hoher optischer Reinheit hergestellt werden.

Bei der '"Trennung' von 2b bzw. 4b ergeben sich bei fiinf Enzymen hervorragende Werte fiir die
Enantioselektivitit (£ > 100). Insbesondere ist die Hydrolyse von 2b mit der Lipase B aus
Candida antarctica (CAL B) hervorzuheben, da bei einem Umsatz von 50 % sowohl der Ester als
auch der Alkohol in enantiomerenreiner Form (> 99 %ee) zugénglich sind. Neben diesem Enzym
weist auch die Lipase aus Pseudomonas cepacia (E =8) eine moderate (R)-Selektivitit auf.
Diversa BD021 zeigt im Gegensatz dazu eine umgekehrte Stereopréiferenz (E=11) bei der
"Trennung' von 2b. Ein analoges Resultat ergibt sich bei 4b, da sieben Hydrolasen die (S)-Form
des Acetats bevorzugt spalten und erneut ein Diversa-Enzym (Diversa BD423) eine hohere

Affinitdt zum entgegengesetzten Enantiomer besitzt.

Bei der enzymatischen Hydrolyse von 3b tritt ebenfalls die im vorigen Abschnitt beschriebene
Besonderheit auf. Wihrend die CALB wund die PFE bei der Reaktion hohere
Enantiomereniiberschiisse zugunsten von (5)-3a ergeben, setzt Diversa BD100 die stereoisomere
Form des Esters bevorzugt um. Obwohl insgesamt mehr als 100 verschiedene Enzyme in das
Testsystem einbezogen wurden, sind die gefundenen Enantioselektivititen gegeniiber 3b als
gering einzustufen. Auflerdem ergeben sich trotz der langen Reaktionszeiten (bis 23 h) zumeist
nur sehr kleine Umsétze, so dass die Enantiomereniiberschiisse des Produkts nicht zuginglich
sind. Dieser Befund steht im Einklang mit den Ergebnissen des pH-Assays (Kap. 3.2.2) fiir 3b, da
mit Ausnahme von sieben Hydrolasen (Kap. 6.1) bei den durchgefiihrten Testreaktionen nur
minimale Farbdnderungen zu beobachten waren. Dieser Zusammenhang spiegelt sich auch bei
den anderen Modellverbindungen wider, d.h. je groBer die Abnahme des pH-Werts ist, umso
hoher liegt die Reaktionsgeschwindigkeit bzw. Umsatzrate bei der nachfolgend durchgefiihrten
Racematspaltung im mg-MaBstab. Umgekehrt lie8 sich anhand mehrerer Stichproben belegen,
dass Enzyme, die bei beim pH-Assay als 'negativ' bewertet wurden, auch im Rahmen der zweiten

Stufe des Testsystems keine Aktivitdt zeigen.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass fiir alle Modellverbindungen mit Ausnahme von 3a/b
geeignete Enzyme identifiziert wurden, die eine effektive, biokatalytische 'Trennung'

ermoglichen. Zusitzlich existiert fiir jedes Substrat mindestens eine Hydrolase, die eine
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entgegengesetzte Stereopriferenz aufweist, so dass immer beide enantiomeren Formen des
Alkohols bzw. des Esters zuginglich sind. Insbesondere die Diversa-Enzyme unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Stereospezifitit von den anderen, 'traditionellen' Biokatalysatoren, wobei die
beobachteten Enantioselektivitdten zum Teil sehr beachtlich (£ > 100) ausfallen. Dagegen zeigen
die ThermoGen-Hydrolasen auf der einen Seite zwar hohe Aktivititen gegeniiber den
untersuchten Substraten, doch erweisen sie sich andererseits als unselektiv. Einzige Ausnahme
hiervon ist das Enzym ThermoGen E018b, das bei der '"Trennung' von 4b einen E-Wert von 29

zeigt.

3.3 Optimierung der biokatalytischen Reaktionen

Nach Auswahl geeigneter Biokatalysatoren ist es bei der Etablierung eines biokatalytischen
Herstellungsverfahrens erforderlich, eine Charakterisierung der identifizierten Enzyme unter den
Prozessbedingungen durchzufiihren. In diesem Zusammenhang miissen die enzymatischen
Umsetzungen auf einen groBeren MaBstab (upscaling) iibertragen werden und der Einsatz
organischer Losungsmittel als Reaktionsmedien ist zu priifen. Andere Faktoren, wie z.B. das
Substrat-Engineering oder die Verwendung der Biokatalysatoren in immobilisierter Form, stellen

weitere Ansatzpunkte dar, um die Effizienz der Biotransformationen zu erhdhen.

3.3.1 Hydrolysen in wissriger Losung

3.3.1.1 'Trennung'der Racemate in grofferem Mafistab (up-scaling)

Fiir zehn Enzyme, die in der 2. Stufe des Testsystems (Racematspaltungen im mg-Malstab;
Kap 3.2.3) eine hohe bzw. im Vergleich zu den anderen Biokatalysatoren umgekehrte
Stereopriferenz zeigten, wurden die entsprechenden Hydrolysereaktionen in groerem Mafstab
wiederholt. Die hierzu durchgefiihrten Biotransformationen erfolgten unter standardisierten
Bedingungen (Reaktionsmedium; konstanter pH-Wert) in einer pH-stat-Apparatur (Kap. 5.8.1).
Bei Erreichung des gewiinschten Umsatzes wurden die Ansétze zur Absicherung der analytischen
Daten priparativ aufgearbeitet. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. 3-6

zusammengefasst.
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Tab.3-6  Ergebnisse der enantioselektiven Hydrolysen (pridparative Ansdtze) der
Modellverbindungen 1c¢ / 2b — 4b im g-Mal3stab.

Substrat/ Name d. Hydrolase Enzym Bedingungen Umsatz Ester Alkohol E-Wert
[mmol]  bzw. Ursprung [mg]  [°C/min]  [%] = Ausb.’  [%ee]  Ausb.  [%ee]
[%] (%]

1b /1,5 PFE 10 37 / 3.5 53 nb. >99 (R n.b. 80 () 53
1c /20 PFE 50 37 /150 46 27 73 (R) n.b. 85 () 26
1c /20 P. cepacia (Amano) 100 37 /170 60 n.b. 93 (S) n.b. 63 (R) 15
lc / 1 P. cepacia (Roche) 10 37/ 70 69 4 79 (S) n.b. 35 (R) 5
2b / 1 CALB 10 37 /205 50 23 >99 (S) nb. >99 (R) >100
2b /20 CALB 50 37 /210 50 55 >99 () nb. >99 (R) >100
2b /20 BDO021 20 37 /383 7 n.b. 3 n.b. 28 (9) 2
3b / 2 CALB 20 37 / 63 75 8 83 (R) n.b. 28 (S) 4
3b / 2 BDI00 15 80 /123 70 4 49 (S) n.b. 24 (R) 3
4b / 2 Aspergillus niger 20 37 /382 32 47 45 (R) 13 94 (S) 78
4b / 2 BSE 20 37 /214 53 30 97 (R) 21 87 () 60
4b / 2 BDA423 15 RT/ 9 75 21 >99 (S) 27 28 (R) 5
4b / 2 E018b 20 40 / 13 79 15 92 (R) 23 25 (S) 5

Beim Ubergang vom mg-MaBstab in den Bereich von 1—20 mmol (g-MaBstab) lassen sich
verschiedene Effekte beobachten, die fiir die einzelnen Substrate und Enzyme mehr oder weniger
stark ausgeprégt sind: die E-Werte dndern sich zum Teil betrachtlich. Insbesondere bei der
Hydrolyse von 1c¢ und 4b treten starke Unterschiede im Vergleich zu den Ergebnissen der
Screening-Reaktionen auf. Bei der '"Trennung' von 1¢ sinkt die Enantioselektivitdt der Lipase aus
Pseudomonas cepacia (Amano) von 68 auf 15, wobei der E-Wert bei einer anderen Priparation
(Roche) noch etwas kleiner (von 15 auf 5) ausfillt. Ahnlich starke Abnahmen stellen sich bei
BDO021 bzw. E018b ein. Betrdgt der E-Wert bei der Racematspaltung von 2b bzw. 4b im
mg-MaBstab noch 11 bzw. 29, so laufen bei erhohter AnsatzgroBe weitgehend unselektive
Reaktionen (E =2 bzw. 5) ab. Im Gegensatz zu diesen Effekten nimmt die Enantioselektivitit der
BSE (Hydrolyse von 4b) von 26 auf 60 signifikant zu, wéihrend bei der PFE (Hydrolyse von
1b/c), der CAL B (Hydrolyse von 2b) und bei der Lipase aus Aspergillus niger (Hydrolyse von
4c) die beobachteten Stereospezifititen nahezu unverdndert hoch bleiben. Auch bei
Durchfiihrung der Racematspaltungen im groBeren Mafstab sind die erzielten E-Werte bei der
"Trennung' von 3b mit der CAL B bzw. BD100 nach wie vor sehr klein (£ =3 bzw. 4). Im

Vergleich zu einer fritheren Arbeit auf diesem Gebiet (Lipase aus Pseudomonas cepacia; E = 1,3)

% Die angegebenen Ausbeuten beziehen sich immer auf die maximal erzielbaren 50 %, die bei einer Racematspaltung

erzielt werden konnen.
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[Honig et al., 1994] konnten damit aber leicht enantioselektivere Enzyme fiir die biokatalytische

Herstellung von 3a durch Racematspaltung identifiziert werden.

Weiterhin ist aufféllig, dass die Reaktionsgeschwindigkeiten trotz der erheblich gesteigerten
Substratkonzentrationen mit den Ergebnissen der Screening-Reaktionen konform gehen.
Bemerkenswert ist insbesondere die hohe Umsatzrate bei der PFE-katalysierten Hydrolyse von
1b. Schon nach 3,5 min sind iiber 50 % des eingesetzten Esters mit hoher Stereospezifitit
(E = 53) gespalten. Aufgrund der hohen Volatilitdt sowohl des Alkohols 1a als auch des Acetats
1b wurde bei diesem Ansatz auf die praparative Aufarbeitung verzichtet. Die geringen Ausbeuten
(4 bis maximal 55 %) bei den anderen Biotransformationen sind ebenfalls auf eine Besonderheit
der untersuchten Modellverbindungen zuriickzufiihren. Aufgrund der Hydrophilie der an den
Umsetzungen beteiligten Spezies (insbesondere der Alkohole) kdnnen diese trotz des Einsatzes
stark polarer Solvenzien nur in geringem Umfang aus der wéssrigen Reaktionslosung isoliert

werden.

3.3.1.2 Einfluss des Acylrests bei der 'Trennung' von 2-Hydroxy-but-3-in (1a)

Bei der Darstellung von 1a durch Racematspaltung einer korrespondierenden Esterverbindung
lasst sich, da nur der Alkohol in enantiomerenreiner Form gewtiinscht ist, der Acylrest frei wéihlen
(Kap. 1.7.2.1). Dies spielt z.B. bei der Integration des Hydrolase-katalysierten Schritts in einen
biotechnologischen Gesamtprozess, bei dem andere Verbindungen als 1b oder 1¢ als Intermediate
auftreten, eine wichtige Rolle. Der Einfluss auf die Effizienz (Kinetik) der enzymatischen
Reaktion kann durch Untersuchung von Ester-Derivaten des Alkohols 1a, die unterschiedliche

Acylreste tragen, bestimmt werden (Kap. 5.8.2).

Tab. 3-7  Abhéngigkeit der Hydrolysegeschwindigkeit und der Startaktivitidt der PFE bei der
"Trennung' von Ester-Derivaten des Alkohols 1a, die unterschiedliche Acylreste

tragen.
e (0]
o o o o o |
/\ ’”\ ’U\/\ /U\/\/\ /U\/\/\/\ ///K(\/\
1b lc 1d le 1f
Substrat [mmol] 1,5 1,0 0,5 0,5 0,5
Hydrolase [mg] 10 10 20 20 20
Zeity0 o Umsatz [Min] 1 2 10 90 keine Reaktion

Startaktivitdt [U/mg] 42 18 0,3 nb. =
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In Tab. 3-7 sind die Hydrolysegeschwindigkeiten und die Startaktivititen bei der "Trennung' der
Verbindungen 1b —1f aufgezeigt. Als Biokatalysator diente die PFE, welche in den
Voruntersuchungen (Kap. 3.2.3) mit die hochsten Umsatzraten und Enantioselektivititen
gegeniiber 1b bzw. 1c¢ zeigte. Obwohl die Reaktionszeiten bis zur Erreichung eines Umsatzes von
20 % und die Startaktivitdten aufgrund des Einsatzes unterschiedlich gro8er Mengen an Substrat
und Enzym nicht direkt miteinander vergleichbar sind, ist auffillig, dass 1b und 1c¢ wesentlich
schneller als 1d und 1e hydrolysiert werden. Bei zunehmender Kettenlinge des Acylrests nimmt
neben der Aktivitit auch die Enantioselektivitét stark ab. Aulerdem zeigt die PFE im Vergleich
zum Acetat bzw. Butyrat bei der Racematspaltung von 1d und 1e in beiden Féllen nur einen
E-Wert von 1,7. Bei Einfithrung eines weiteren Chiralitidtszentrums in die Substratstruktur (1f)
durch einen verzweigten Sdurerest, ist keine Reaktion mehr zu beobachten. Die bei den
Untersuchungen zum Einfluss des Acylrests erhaltenen Resultate spiegeln den typischen
Esterase-Charakter der PFE (Kap. 1.4.3.1.1) wider. Aus diesem Grund wurde die Kinetik der
Hydrolyse von 1b ndher untersucht (Abb. 3-10). Die Effizienz dieser Biotransformation zeigt sich
daran, dass schon nach einer Reaktionszeit von vier Minuten und einem Umsatz von ca. 50 % das

Acetat in enantiomerenreiner Form zugénglich ist.
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Abb. 3-10 Darstellung des zeitlichen Verlaufs des Umsatzes und der Enantiomereniiberschiisse
des Substrats (%ees) bzw. des Produkts (%eep) bei der PFE-katalysierten Hydrolyse
von 1b in wissriger Losung.

3.3.2 Biotransformationen in organischen Losungsmitteln

Zur Steigerung der Effizienz einer biokatalytischen Reaktion ist der Einsatz organischer

Losungsmittel als Reaktionsmedien anzustreben (Kap.1.7.2.2). Die im Rahmen des Testsystems
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zur Identifizierung aktiver und enantioselektiver Hydrolasen (Kap.3.2) erforderlichen
Testreaktionen wurden aber alle in wéssrigem Milieu durchgefiihrt. Da bislang noch keine Regel
existiert, die insbesondere eine Vorhersage der Anderung der Stereospezifitit beim Wechsel des
Losungsmittels erlaubt, ist es somit nicht vorhersehbar, ob die identifizierten Biokatalysatoren
auch fiir den Einsatz in nicht-wéssrigen Reaktionsmedien geeignet sind. Aus diesem Grund
wurde fiir die enantioselektivsten Hydrolasen der Einfluss organischer Solvenzien auf die

Racematspaltung der Modellverbindungen untersucht.

3.3.2.1 Acylierung der Modellverbindungen la — 4a

Die Acylierung der Modellverbindungen 1a —4a erfolgte nach dem in Abb. 3-11 dargestellten
Reaktionsschema durch Umesterung der Alkohole mit Vinylacetat. Durch die Wahl dieses
Synthesewegs ergeben sich zwei entscheidende Vorteile. Einerseits entweicht der freigesetzte
Acetaldehyd und verschiebt somit das Gleichgewicht auf die Seite der gewiinschten
Esterverbindungen. Auf der anderen Seite wurden bei der Verwendung von Vinylacetat, aufgrund
von Wechselwirkungen der Doppelbindung mit den Aminosdureresten im aktiven Zentrum des
Enzyms, bereits positive Effekte auf die Stereoselektivitit von Hydrolase-katalysierten

Acetylierungs-Reaktionen beobachtet (Kap. 1.7.2.1).

@)
OH O org. Lésungsmittel )k O
S RPN § - o> - T
R R' A O Hydrolase }\ H
R R’
1a-4a Vinylacetat 1b - 4b Acetaldehyd

Abb. 3-11 Reaktionsschema fiir die Acetylierung der Modellverbindungen 1a—4a durch
Umesterung mit Vinylacetat.

Beim Ubergang von den Hydrolysen in wissrigem Milieu auf die Veresterung der
Modellverbindungen 1a —4a in einem organischen Losungsmittel sind verschiedene Tendenzen
zu beobachten (Tab. 3-8). Im Vergleich zu den hohen E-Werten bei der PFE-katalysierten
Spaltung von 1b bzw. 1c¢, fiihrt der Wechsel des Reaktionsmediums zu einer drastischen
Verkleinerung der Enantioselektivitit (£ =1 bzw. 2; Kap. 3.3.2.2.1). Im Gegensatz dazu bleibt
die Stereosperzifitit der Lipase aus Pseudomonas cepacia (Roche) bei der Umsetzung mit
Vinylbutyrat nahezu unverdndert (£ = 4). Anndhernd dieselbe Stereoselektivitit (£ = 3) zeigt sich
auch bei der Acetylierung von la. Der Einsatz der Lipase aus Pseudomonas cepacia in

immobilisierter Form (c.-f.) ergibt dabei hinsichtlich der Enantioselektivitit keinen Vorteil.
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Tab. 3-8  Ergebnisse der Racematspaltungen zur Trennung der Modellverbindungen 1a —4a
durch Acylierung mit Vinylacetat/Vinylbutyrat. Die Angaben c.-f. (carrier-fixed) und
PS-C/D kennzeichnen immobilisierte Enzympréiparationen.

Substrat/  Name d. Hydrolase Enzym Reaktions- Umsatz Ester Alkohol E-Wert
[mmol]  bzw. Ursprung [mg] zeit[min]  [%]  Ausb.[%] [%ee] Ausb.[%] [Y%ee]

1a /0,75 PFE 50 180 39 1b nb. 14 (R) n.b. 9 (S 1
la /1,5 P. cepacia (Roche) 25 15 64 1b nb. 26 (R) nb. 47 (S) 3
la /1,5 P. cepacia (c.-f.) 30 60 36 1b nb. 43 (R) nb. 24 (S) 3
1a /0,75 PFE 20 22 h 32 lc  nb. 18 (R) n.b. 8 (S) 2
la /1,5 P. cepacia (Roche) 25 180 44 lc nb. 49 (R) n.b. 38 (S) 4
2a /1,5 CAL B (c.-f) 25 60 46 2b nb. >99 (R) nb. 86 (S) >100
2a /1,5 CALB (c.-f;; C2) 25 30 45 2b nb. >99 (R) nb. 83 (S) >100
2a /1,5 CALB(c.-f; C3) 25 20 47 2b 20 98 (R) nb. 86 (S) >100
2a /30 CALB(c.-f;C2) 500 22 46 2b 79 95 (R) nb. 80 (5) 100
2a /1,5 P. cepacia (PS-C) 25 30 37 2b n.b. 68 (R) nb. 40 (5) 8
2a /1,5 P. cepacia (PS-D) 25 30 43 2b nb. 75 (R) nb. 57 (S 12
3a /1,5 CALB(c.-f;C3) 25 5 83 3b 31 15 (S) 7 71 (R) 3
4a /1,5 Aspergillus niger 25 19h --- 4b - e e e e e e

Bei der CAL B-katalysierten Reaktion von 2a mit Vinylbutyrat lassen sich wie bei der Hydrolyse
von 2b in wissriger Losung hohe Enantiomereniiberschiisse erzielen. Bei den Umsetzungen in
Hexan wurden verschiedene, kommerziell erhdltliche Immobilisate der CAL B (c.-f.; c.-f. C2;
c.-f. C3) getestet, wobei in allen Féllen ein E-Wert grofler 100 resultiert. Hierzu ist in Abb. 3-12
exemplarisch der zeitliche Verlauf des Umsatzes sowie die erzielte optische Reinheit des
Substrats (%ees) bzw. des Produkts (%eep) bei der Acetylierung von 2a dargestellt. Wie gut zu
erkennen ist, verringert sich bei Erreichung eines Umsatzes von 50% die
Reaktionsgeschwindigkeit drastisch und das entstandene Acetat sowie der noch nicht umgesetzte
Alkohol kénnen mit Enantiomereniiberschiissen von jeweils groBer 99 %ee isoliert werden. Bei
Erhohung der Ansatzgrofe auf 30 mmol 2a (ca. 2,7 g) bleibt die hohe Stereoselektivitit (£ = 100)
erhalten und die Ausbeute an (R)-2a (95 %ee) betriagt exzellente 79 %. Da die CAL B sowohl bei
der Acetylierung in Hexan als auch bei der Hydrolyse des Acetats in wéssriger Losung
(R)-spezifisch ist, sind beide enantiomeren Formen von 2b in optisch reiner Form zugénglich.
Eine wesentlich geringere Enantioselektivitit ergibt sich dagegen bei Verwendung der Lipase aus
Pseudomonas cepacia (Amano) in immobilisierter Form (PS-C bzw. PS-D). Die ermittelten
E-Werte (E=8 bzw. 12) stimmen aber mit dem Ergebnis der im Vorfeld durchgefiihrten
Hydrolyse von 2b iiberein (E=38; Tab. 3-5), d.h. auch die Stereospezifitit der Lipase aus

Pseudomonas cepacia bleibt beim Ubergang in ein aprotisches Reaktionsmedium erhalten.

Bei der CAL B-katalysierten Acetylierung von 3a (£ =3) lassen sich ebenfalls wie bei der

Hydrolyse von 3b im g-Mafstab nur geringe Enantiomereniiberschiisse erzielen. Das Medien-
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Engineering zur Verbesserung der Stereoselektivitit der CAL B erbrachte somit kein positives
Resultat, d.h. eine effektive biokatalytische 'Trennung' der Modellverbindung 3a durch eine
Hydrolase-katalysierte Racematspaltung war im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen

nicht moglich.

o
o)
=
2]
()
— 2
S ?
N o)
] S
E C
-] —e— Umsatz o
@
—®—ee;-2a =
20 —e—ce,-2b -20 .2
c
o]
(0

0 T T T T T T T T T T T 0

0 20 40 60 80 100 120

Reaktionszeit [min]

Abb. 3-12 Darstellung des zeitlichen Verlaufs des Umsatzes und der Enantiomereniiberschiisse
des Substrats (%ees) bzw. des Produkts (%eep) bei der CAL B-katalysierten
Umesterung von 2a mit Vinylacetat in Hexan. Das Enzym wurde in immobilisierter
Form (CAL B; c.-f.; C 3) eingesetzt.

Bei der Umesterung von 4a mit Vinylacetat und der Lipase aus Aspergillus niger als
Biokatalysator war selbst nach einer Reaktionszeit von 19 h kein Umsatz zu beobachten, d.h. das
bei der Hydrolyse hoch-enantioselektive Enzym zeigt keine Aktivitit. Aufgrund der geringen
Loslichkeit des Lactons 4a in Hexan musste bei dieser Reaktion ein anderes Medium (Toluol)

verwendet werden.

3.3.2.2 Einsatg der Esterase I aus Pseudomonas fluorescens (PFE) zur Reaktionskatalyse in

organischen Losungsmitteln

Bei der Suche nach geeigneten Biokatalysatoren, die in der Lage sind die Modellverbindungen
1 — 4 enantioselektiv umzusetzen, ist auffillig, dass die PFE zwar bei der Hydrolyse von 1b bzw.
1c in wissriger Losung hohe E-Werte zeigt (Tab. 3-6), diese Selektivitit aber beim Ubergang auf
ein aprotisches Medium (Hexan) verliert (Tab. 3-8). Um das Potential dieses Enzyms fiir
Synthesereaktionen in organischen Solvenzien nutzen zu koénnen, wurde der Losungsmittel-

einfluss bei der PFE-katalysierten Veresterung der sekundidren Alkohole genauer untersucht. In
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diesem Zusammenhang war auflerdem zu priifen, ob eine Immobilisierung der PFE moglich ist,

d.h. der effektive Einsatz dieses Biokatalysators in aprotischen Medien sollte getestet werden.

3.3.2.2.1 Einfluss des Reaktionsmediums auf die Enantioselektivitit der Esterase I aus

Pseudomonas fluorescens (PFE)

Fiir die Untersuchung des Losungsmitteleinflusses auf die Enantioselektivitit der PFE wurde das
Substratspektrum um einen weiteren sekundiren Alkohol (1-Phenylethanol; S5a) ergénzt.
Friitheren Ergebnissen zufolge wird 1-Phenylethylacetat (Sb) mit guter Stereospezifitit umgesetzt
[Krebsfianger et al., 1998a, 1998b; Zocher et al., 1998]. Bei Durchfiihrung einer Testreaktion
(Reaktionsbedingungen 37°C/1h; Umsatz 18,4 %) im mg-MaBstab zur Bestimmung der
Selektivitit (Kap. 5.7.1.2) ergibt sich ein E-Wert von 34, wobei das (R)-Enantiomer von der PFE

bevorzugt umgesetzt wird.

S)-Selektivitat (R)-Selektivitat
1a/1b
I Hydrolyse
I Acylierung
1al1c
2a/2b L
3al/3b 1

sarsh F

I
80 60 40 20 0 20 40 60 80
Enantioselektivitat

Abb. 3-13 Vergleich der Enantioselektivitit der PFE beim Ubergang von der Hydrolyse der
Esterverbindungen 1b/l1c-3b und 5b in wiéssriger Losung (Kap. 3.2.3.2) zur
Acylierung von 1a - 3a und 5a in Hexan.

Beim Vergleich der Enantioselektivititen der PFE bei der Hydrolyse der Esterverbindungen
1b/1c - 3b und 5b in wiéssriger Losung (Kap. 3.2.3.2) zur Acylierung von la-3a und 5a in
Hexan (Tab. 5-4) sind zwei Effekte zu beobachten. An erster Stelle ist auffillig, dass die hohe
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(S)-Spezifitit bei der 'Trennung' von 1b bzw. 1c beim Ubergang auf das aprotische
Reaktionsmedium verloren geht. So werden bei der Umesterung von la mit Vinylacetat bzw.
Vinylbutyrat jeweils nur kleine Enantiomereniiberschiisse zugunsten von (R)-1b (14 %ee) bzw.
(R)-1¢ 18 %ee) erzielt. Somit invertiert die Stereoselektivitit der PFE beim Ubergang von der
wiassrigen Reaktionslosung auf Hexan, wobei die Féhigkeit zur chiralen Diskriminierung im
organischen Losungsmittel nur sehr gering ausgeprigt ist (£ = 1,4 bzw. 1,6). Ebenfalls kleine
E-Werte werden bei der Acylierung von 2a bzw. 3a erzielt. In beiden Fillen bleibt aber die
Stereopriferenz der PFE im Vergleich zur Hydrolyse in wissriger Losung erhalten. Der zweite
Effekt betrifft die Umsatzraten und ist insbesondere bei der Umesterung von 1a mit Vinylacetat
zu beobachten. Zur Demonstration der unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten soll die
Hydrolyse von 1b im g-Maf3stab dienen. Bei Vorlage von 1,5 mmol des Acetats und dem Einsatz
von 10 mg PFE wird bereits nach 3,5 min ein Umsatz von 53 % erreicht (Tab. 3-6). Dagegen
liegt bei der Acetylierung (0,75 mmol 1a; 50 mg PFE) selbst nach 3 h Reaktionszeit (Umsatz
39 %) noch iiber die Hilfte des Alkohols unverdndert vor (Tab. 5-4). Als Ursachen hierfiir
diirften vor allem der geringe Dispersionsgrad des lyophilisierten Enzyms in Hexan sowie die
schnellere Inaktivierung des Biokatalysators unter nicht-nativen Bedingungen (organisches
Losungsmittel) in Frage kommen. Bei der Acylierung der anderen Alkohole ist ebenfalls eine
wesentlich geringere Reaktionsgeschwindigkeit als in wissriger Losung zu beobachten. Die
Modellverbindung 4a wurde von den Untersuchungen beziiglich des Losungsmitteleinflusses
ausgeschlossen, da die PFE bei der Hydrolyse von 4b in wéssriger Losung nur eine geringe

Aktivitit zeigt (Kap. 6.1).

Im Gegensatz zu den sekundédren Alkoholen 1a—3a, die jeweils nur sehr kleine Reste am
chiralen Zentrum tragen, zeigt die PFE bei der Acetylierung von 5a in Hexan eine moderate
Selektivitit (£ = 11,7), die aber im Vergleich zur Hydrolyse von Sb in wéssriger Losung auf ca.
ein Drittel reduziert ist. In beiden Reaktionsmedium ist bei der 'Trennung' des Alkohols bzw. des
Acetats eine Priferenz der PFE zugunsten des (R)-Stereoisomers zu beobachten, d.h. es tritt in
diesem Fall keine Inversion ein. Da beim Wechsel des Reaktionsmediums eine Anderung der
rdumlichen Struktur der PFE nicht auszuschlieBen ist, scheint das Enzym, anders als bei
Substraten mit kleinen Resten am Asymmetriezentrum (la —3a), die Fihigkeit zur chiralen

Diskriminierung bei sterisch anspruchsvolleren Verbindungen nicht vollsténdig zu verlieren.

Zur weiteren Evaluierung der PFE-Enantioselektivitit wurde die Acetylierung von S5a in
verschiedenen organischen Losungsmitteln untersucht. Da bislang keine Regel existiert, die eine

Vorhersage der Anderung der Stereospezifitit erlaubt (Kap. 1.7.2.2), wurden willkiirlich sieben
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weitere organische Solvenzien als Reaktionsmedien ausgewéhlt. Wie in Abb. 3-14 zu erkennen
ist, zeigt die PFE E-Werte zwischen 10 und 25, wobei keine Korrelation z.B. zum Octanol-
Wasser-Verteilungskoeffizienten (log P-Wert) des Losungsmittels zu erkennen ist. In allen Féllen
liegt die Enantioselektivitit aber deutlich unter dem E-Wert (£ = 34) der Hydrolyse von 5b in
Wasser, wobei sich die polaren Solvenzien Acetonitril (log P =-0,3) und Diethylether
(log P =0,9) diesem Ergebnis anndhern. Weiterhin ist festzustellen, dass die PFE bei der
Umsetzung von Sa bzw. 5b unabhingig von den eingesetzten Reaktionsmedien eine
(R)-Spezifitit aufweist. Aus diesem Grund sind frithere Ergebnisse [Krebsfinger et al., 1998a,
1998b; Zocher et al., 1998], bei denen ein Wechsel von der Hydrolyse von 5b in einem
2-Phasensystem (Wasser / Toluol) zur Acetylierung von 5a in Toluol (log P =2,5) zu einer
deutlichen Umkehr der Enantioselektivitdt von £ = 58 zugunsten der (S)-Form nach £ > 100 und

der Bevorzugung des (R)-Enantiomers fiihrt, als dullerst unwahrscheinlich einzustufen.
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Abb. 3-14 Ubersicht iiber die beobachteten Enantioselektivititen bei der PFE-katalysierten
Acetylierung von S5a in verschiedenen organischen Losungsmitteln. In allen Féllen
zeigt das Enzym eine Stereopriferenz zugunsten von (R)-5a, wobei keine Korrelation
z.B. zum Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten gegeben ist.

Anders als bei der Enantioselektivitdt ist bei den beobachteten Umsatzraten eine Korrelation zum
verwendeten Losungsmittel zu erkennen. Entsprechend der empirischen Regel zur Vorhersage
der Aktivitit in Abhédngigkeit vom log P-Wert [Laane et al., 1987] erhdlt man bei Acetonitril
(logP=-0,3) und Diethylether (logP=0,9) die kleinsten Reaktionsgeschwindigkeiten
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(Tab. 5-4), wihrend die Umsatzraten in apolareren Losungsmitteln hoher liegen. Beim Einsatz
von Dioxan (log P =-1,1) ist selbst nach 41 h noch kein Sb zu detektieren. Ein vergleichbares
Bild ergibt sich bei der Acetylierung von 1la, wobei hier entgegen der Vorhersage die

Reaktionsgeschwindigkeit in TBME am kleinsten ist (Tab. 5-4).

3.3.2.2.2 Immobilisierung der Esterase I aus Pseudomonas fluorescens (PFE)

Verbunden mit der Wahl eines geeigneten Reaktionsmediums stellt die Immobilisierung eine
weitere Moglichkeit dar, die Effektivitdit eines Enzyms insbesondere in organischen
Losungsmitteln zu steigern. Bei dieser Technik wird durch Fixierung des Proteins an einem
Trager die Struktur des Biokatalysators stabilisiert. In nicht-wéssrigen Systemen ist dabei neben
einer erleichterten Prozessfiihrung (z.B. Abtrennung des Enzyms; Wiederverwertbarkeit) auch
eine Steigerung der Enzymaktivitdt (u.a. durch einen hdheren Dispersionsgrad) zu erwarten. Da
die PFE beim Ubergang in aprotische Reaktionsmedien sowohl ihre hohe Aktivitit als auch
Enantioselektivitit bei der Umsetzung der Modellverbindungen verliert, wurde versucht, diese

nachteiligen Effekte durch Immobilisierung (Kap. 5.9) zu umgehen.

Tab. 3-9  Ubersicht iiber die durchgefiihrten Ansétze zur Immobilisierung der PFE. Die in der
Tabelle angegebenen Aktivititen beziehen sich auf die Umsetzung von Ethylacetat
(Aktivitdit der PFE-Préparation gegen Ethylacetat: 16 U/mg Lyophilisat;

Kap. 5.5.6.3.2).
Celite 545 S-Sepharose Eupergit C

Menge an Trager [g] 1,1 10 1,3
Menge an PFE-Rohextrakt [mg] bzw. 230 870 200

- Menge an Protein [mg bezogen

auf BSA] 97 365 84

- Aktivitit [U] 3700 14000 3200
Aktivitét des Filtrats [U] 2700 11400 400
maximal immobilisierte Aktivitit [U] 1000 2600 2800
maximale Immobilisierungsrate [%] 27 23 88
Ausbeute an Immobilisat [g] 0,5 1,1 1,0
tatsachliche Aktivitit [U/mg 0,1 0,5 0,1
Immobilisat]
tatsdchliche Immobilisierungsrate [%] 1,4 3.9 3,1
Proteingehalt (berechnet) [pg Protein 3 13 3

bezogen auf BSA/mg Immobilisat]
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Die Immobilisierung der PFE erfolgte nach zwei Strategien. Neben der Fixierung auf Celite 545
bzw. S-Sepharose (ein Kationentauscher) wurde versucht, dass Enzym kovalent an Eupergit C
[Katchalski-Katzir und Kraemer, 2000] zu binden (Tab. 3-9). Weitere Versuche, die Esterase an
unpolare Triager (z.B. Kunststoffe), Cellulose; Aluminiumoxid oder Aktivkohle zu fixieren,
erwiesen sich als nicht erfolgreich (Daten hier nicht aufgezeigt). Zur Uberpriifung der Effektivitit
der Immobilisierung (Immobilisierungsrate) diente die Aktivititsmessung mit Ethylacetat
(Kap. 5.5.6.3.2) als Testsubstrat. Ein Vergleich der eingesetzten Menge an PFE mit der beim
Waschen des Immobilsates im Filtrat nachweisbaren Enzymaktivitit ergibt die maximale
Immobilisierungsrate (23 — 88 %). Diese liegt bei allen drei Ansétzen signifikant iiber der
tatsdchlichen Immobilisierungsrate (1,4 — 3,9 %), welche direkt liber die Aktivititsmessung des
Immobilisats zugénglich ist. Als mdgliche Ursachen fiir die groen Differenzen sind die
Denaturierung der PFE im Verlauf des Immobilisierungsprozesses, der Aktivititsverlust des
fixierten Enzyms und die ungiinstig gewéhlten Mengenverhéltnisse zwischen Enzym und Triger
in Betracht zu ziehen. Insbesondere beim Ansatz mit S-Sepharose erfolgte keine effiziente
Bindung der PFE, denn ca. 80 % des eingesetzten Enzyms gingen beim Waschen des
Immobilisats verloren. Verbunden mit dem hochsten Proteingehalt (13 pg Protein bezogen auf
BSA/mg Immobilisat) wurde mit S-Sepharose dennoch das aktivste Immobilisat (0,5 U/mg

Immobilisat) erzielt.

Zur Charakterisierung der Immobilisate wurde die Acetylierung von la mit Vinylacetat in
verschiedenen, organischen Ldsungsmitteln untersucht. Vergleichbar der PFE-katalysierten
Umesterung von Sa (Kap. 3.3.2.2.1) wurden dabei die hochsten Reaktionsgeschwindigkeiten in
Isooctan erzielt. Wie in Abb. 3-15 zu erkennen ist, ergibt sich bei gleicher Ansatzgrof3e und der
Verwendung von 350 U des PFE-Rohextrakts eine kleinere Umsatzrate als bei 50 U des
S-Sepharose-Immobilisats. Selbst der Einsatz von nur 10 U der an Eupergit C-gebundenen
Hydrolase bedingt eine schnelle Reaktion. Ein #hnliches Bild erhdlt man beim Wechsel des
Solvens, wobei die Reaktionsgeschwindigkeiten in Diethylether und TBME deutlich absinken, so
dass bei den Eupergit C-Ansédtzen selbst nach flinf Tagen lediglich Spuren von 1b nachweisbar
sind. Das Celite-Immobilisat (jeweils 10 U) war in keinem der getesteten organischen
Losungsmittel aktiv, als Ursache ist der geringe Dispersionsgrad des polaren Silikats in einem

nicht-wissrigen Reaktionsmediums in Betracht zu ziehen.
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Abb. 3-15 Darstellung des zeitlichen Verlaufs des Umsatzes bei der Acetylierung von 1a mit
Vinylacetat in Isooctan. Neben dem PFE-Rohextrakt wurden auch die Immobilisate
zur Reaktionskatalyse eingesetzt.

Im Gegensatz zur Aktivitit dndert sich die Enantioselektivitit der PFE bei der Immobilisierung
erwartungsgemdll nicht. So weist die PFE bei der Acetylierung von la in allen getesteten,
organischen Losungsmitteln sowohl in freier als auch in gebundener Form eine minimale
Priferenz (E < 2) zugunsten des (R)-Enantiomers auf (Kap. 3.3.2.2.1). Umgekehrt dazu wird bei
der Hydrolyse des Acetats in wiassriger Losung (S)-1b mit hoher Stereoselektivitit gespalten. Die
"Trennung' von 1b durch Racematspaltung im g-Malistab ergibt dabei E-Werte von 39
(S-Sepharose), 41 (Eupergit C), 44 (Celite 545) und 53 (PFE-Rohextrakt; Tab. 3-6).

Die weitere Untersuchung der hergestellten Immobilisate konzentrierte sich auf die
Charakterisierung der Bindung zwischen der PFE und S-Sepharose bzw. Eupergit C. Hierzu
wurden jeweils 10 mg dieser Enzympréparationen (S-Sepharose: 5 U; Eupergit C: 1 U) so oft mit
2 mL Puffer gewaschen, bis im Uberstand kein Protein mehr nachweisbar war. AnschlieBend
erfolgte ein Aktivititsvergleich der beiden vorbehandelten Immobilisate durch Racematspaltung
(mg-Maflstab) von 1b in wissriger Losung (Kap.5.7.1.2). Hierbei wurde bei der
Eupergit C-Priparation nach 70 min einen Umsatz von 33 % (46 %ees; 92 %eep; E = 37) erreicht,
wogegen das S-Sepharose-Immobilisat eine geringere Reaktionsgeschwindigkeit (20 % Umsatz;
23 %ees; 95 %eep; E = 45) zeigte. Die groBere Restaktivitit bei Eupergit C beweist, dass die PFE

an diesen Triger stirker fixiert ist als im Vergleich zum Kationentauscher S-Sepharose. Eine
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mogliche Erkliarung fiir dieses Ergebnis kann in der Ausbildung von kovalenten Bindungen

zwischen der PFE und Eupergit C zu suchen sein.

3.4 Entwicklung eines stereoselektiven Hochdurchsatz-Testsystems (Acetat-
Assay)

Findet sich bei der Entwicklung eines Herstellungsverfahrens kein stereospezifisches Enzym
(Kap. 3.2) oder kann die Effektivitdt eines biotechnologischen Prozesses durch Optimierung der
Reaktionsbedingungen nicht gesteigert werden (Kap. 3.3), so besteht die Mdglichkeit evolutive
Methoden zur Generierung eines mafigeschneiderten Biokatalysators anzuwenden. Um hierbei
erfolgreich zu sein, ist ein zuverldssiges Hochdurchsatz-Testsystem erforderlich. Die etablierten
HTS-Verfahren (Kap. 1.8.2) sind aber fiir die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten kleinen,
'schwer-trennbaren' Modellverbindungen ungeeignet. Die Nachteile bestehen einerseits in der
Verwendung sperriger, chromophorer Gruppen, die sich betrdchtlich von den hier untersuchten
Substraten unterscheiden. Andererseits stellen die Methoden zumeist sehr hohe Anforderungen
an die Ausstattung (z.B. NMR-Spektroskopie) oder bediirfen einer &duflerst aufwendigen
Kalibrierung (z.B. quantitative Bestimmung von pH-Wert-Anderungen). Aus diesen Griinden
wurde versucht, ein einfaches und zuverldssiges Testformat zu entwickeln, das ein

Hochdurchsatz-Screening auf Basis der Modellverbindungen erméglicht.

3.4.1 Prinzip

Der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung des Hochdurchsatz-Testsystems ist die Hydrolase-
katalysierte Spaltung des Acetats eines chiralen Alkohols in wissrig-gepufferter Losung.
Basierend auf einem kommerziell verfiigbaren und preiswerten Testkit [Beutler, 1984], der
urspriinglich fiir die Lebensmittelanalytik entwickelt wurde, wird die freigesetzte Essigsdure
anschlieffend in einer Kaskade von Enzymreaktionen bestimmt (Acetat-Assay; Abb. 3-16). Die
stochiometrische Umwandlung in einer gekoppelten enzymatischen Reaktionen bewirkt eine
Verinderung in der Absorption bei 340 nm aufgrund der Reduktion von NAD" zu NADH. Diese
Anderung lidsst sich spektrophotometrisch messen und erlaubt die Bestimmung der
Anfangsgeschwindigkeit fiir die Bildung von NADH. Aufgrund des stochiometrischen
Zusammenhangs zwischen der Essigsdurefreisetzung und der NADH-Bildung kann somit die

Hydrolyseaktivitéit bestimmt werden. Bei Verwendung optisch reiner (R)- und (S5)-Acetate ist aus
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dem Verhiltnis der beiden Start-Reaktionsgeschwindigkeiten ein Schitzwert fiir die

Enantioselektivitdt (scheinbare Enantioselektivitit £,,,) des getesteten Biokatalysators

zugénglich.
O
o’l\
/;\ RO Hydrolase o N OH
R1ANR2 ) — > Essigsaure R1/§\R2
CoA
Citrat CS ACS ATP
H>0 Acetyl-CoA AMP + Pyrophosphat

NADH + H' + Oxalacetat <—— [-Malat + *
X _-MDH NAD

Abb. 3-16 Die Hydrolase-katalysierte Reaktion setzt Essigsdure frei, die in Gegenwart von ATP
und Coenzym A (CoA) durch Acetyl-CoA-Synthetase (ACS) zu Acetyl-CoA
umgesetzt wird. Citratsynthase (CS) katalysiert die Reaktion zwischen Acetyl-CoA
und Oxalacetat zu Citrat. Das fiir diese Reaktion notwendige Oxalacetat wird aus
L-Malat und NAD® durch L-Malat-Dehydrogenase (L-MDH) gebildet. Die
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit der Essigsdurebildung kann folglich durch
Messung der Zunahme der Absorption bei 340 nm durch den Anstieg der NADH-
Konzentration bestimmt werden. Die Verwendung optisch reiner (R)- oder
(S)-Acetate erlaubt die Bestimmung der scheinbaren Enantioselektivitit £,

3.4.2 Evaluierung des Testformats

Fiir die Entwicklung des HTS-Verfahrens ist es erforderlich, das vorgeschlagene Testprinzip auf
seine Eignung zur Identifizierung enantioselektiver Hydrolasen zu iiberpriifen. Hierbei ist
insbesondere ein Ubergang auf das Mikrotiterplattenformat anzustreben, um so einen hohen
Durchsatz zu gewihrleisten. Bei der Evaluierung des Acetat-Assay soll auerdem die einfache
und zuverldssige Anwendbarkeit der Methode demonstriert werden. SchlieBlich ist in diesem
Zusammenhang auch der Einsatz bei der Durchmusterung einer Bibliothek von Esterasevarianten

und die Ubertragbarkeit auf andere Hydrolasen bzw. Substrate zu beriicksichtigen.

3.4.2.1 Eignung des Testkits zur Bestimmung der Hydrolyseaktivitiit

Zur Uberpriifung der Eignung des Testkits zur Bestimmung der Hydrolyseaktivitit wurde die
Racematspaltung von Sb durch die PFE als Modellreaktion ausgewihlt, da dieses Substrat mit

hoher Enantioselektivitdt von der Esterase umgesetzt wird. Wie in Kap. 3.3.2.2.1 ausgefiihrt,
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ergibt sich bei der Racematspaltung von 5b in wissrig-gepufferter Losung ein E-Wert von 34,

wobei das (R)-Enantiomer bevorzugt gespalten wird.

Erste Hydrolysen wurden im mL-MaRstab mit lyophilisierter PFE (1 mg/mL), 50 mM 5b und
dem Essigsdure-Testkit durchgefiihrt (Kap. 5.7.2.1). Unmittelbar nach Zugabe des Substrats lief3
sich dabei eine Zunahme der Absorption bei 340 nm beobachten. Zusétzlich wurden Umsatz und
Enantiomereniiberschiisse  gaschromatographisch  bestimmt, wobei der Wechsel des
Reaktionsmediums (Mischung der Komponenten des Testkits anstelle des Phosphatpuffers)
weder die Enantioselektivitit noch die Aktivitit der PFE (£ =32 bei 21 % Umsatz nach 1 h)
beeinflusst. Bei Inkubation von 5b bei pH 8,1 in Gegenwart der Testkit-Komponenten, aber ohne
die PFE entsteht kein NADH, so dass unter den gegebenen Assay-Bedingungen eine

Autohydrolyse des Substrats ausgeschlossen werden kann.

3.4.2.2 Ubertragung des Acetat-Assays auf das Mikrotiterplattenformat

Beim Ubergang auf das Mikrotiterplattenformat ist aufgrund der geringeren Volumina die
kleinere Schichtdicke bei der spektrophotmetrischen Absorptionsmessung zu beriicksichtigen.
Damit ist es erforderlich, die Empfindlichkeit, Linearitit und Prizision des kommerziell
erhiltlichen Testkits in diesem MaBstab neu zu validieren. Im Gegensatz zur Endpunkt-Methode
bei der Ermittlung des Acetat-Gehalts eines Lebensmittels, ist flir die Bestimmung der
Enzymaktivitit einer vorgeschalteten Esterspaltung die Kinetik der NADH-Bildung
entscheidend. Um zuverldssige Messwerte zu erhalten, miissen die Testparameter so gewdhlt
werden, dass die Hydrolase-katalysierte Freisetzung der Essigsdure die Geschwindigkeit des

Gesamtprozesses (NADH-Bildung) bestimmit.

3.4.2.2.1 Testprotokoll zur Bestimmung der Hydrolase-Aktivitét

Fiir die Bestimmung des Acetat-Gehalts eines Lebensmittels werden entsprechend des Testkit-
Protokolls Puffer- und Probelosung vorgelegt und die Nachweisreaktion anschlieBend durch
Zugabe weiterer Reagenzien gestartet. Dagegen sollte bei der Aktivitdtsmessung von Enzymen
sofort nach Einsetzen der Esterhydrolyse die NADH-Bildung iiber die Absorptionszunahme bei
340 nm verfolgt werden. Im Hinblick auf die Entwicklung eines HTS-Verfahrens ist flir den
Acetat-Assay folglich ein anderes, kiirzeres Pipettierschema notwendig (Kap.5.7.2.2). Bei
Vorlage einer Mischung aller Testkit-Komponenten und des Enzyms lésst sich eine wesentliche
Vereinfachung erzielen. Zum Starten der eigentlichen Aktivititsmessung ist dabei nur ein

Pipettierschritt  (Zugabe des Substrat) erforderlich und die Aufzeichnung der
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Absorptionszunahme bei 340 nm kann unmittelbar nach Einsetzen der Hydrolysereaktion

beginnen.

3.4.2.2.2 Empfindlichkeit und Linearitét

Die Empfindlichkeit und Linearitdt der Essigsdurebestimmung im Mikrotiterplattenformat lésst
sich  anhand von Natriumacetat-Losungen (Standardlosungen) mit  verschiedenen
Konzentrationen untersuchen. Im Gegensatz zur Aktivititsbestimmung einer Hydrolase ist
hierbei keine Esterspaltung vorgeschaltet, d.h. die vorgelegte Menge an Essigsdure kann
unmittelbar abreagieren. Bei dieser Vorgehensweise wird die Geschwindigkeit der
NADH-Bildung allein durch die Enzymkaskade limitiert, so dass die maximale Umsatzrate der

gekoppelten enzymatischen Nachweisreaktion zugédnglich ist (Abb. 3-17).
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Abb. 3-17 Abhiéngigkeit der Absorptionszunahme pro Minute von der ansteigenden
Konzentration an Natriumacetat. Fiir die Auswertung wurde jeweils die
NADH-Bildung zu Beginn (vom Start bis 3 min) der einzelnen Nachweisreaktionen
herangezogen.

Wie in Abb. 3-17 zu erkennen ist, ndhert sich die Absorptionszunahme mit steigendem
Natriumacetat-Gehalt asymptotisch einem Grenzwert (ca. 0,3 pro min) an. Dies entspricht der
maximalen Reaktionsgeschwindigkeit, die mit dem gekoppelten Esterase/Testkit-System
bestimmt werden kann. Bei Verringerung der Essigsdurekonzentration stellt sich ein linearer

Zusammenhang zur Absorptionszunahme bei 340 nm ein. Folglich miissen fiir eine hohe
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Genauigkeit bei der Aktivititsbestimmung einer vorgeschalteten Esterspaltung die
Reaktionsparameter so gewihlt werden, dass die Geschwindigkeit der NADH-Bildung innerhalb
dieses linearen Bereichs (Absorptionszunahme kleiner als 0,3 pro min) liegt. Der Einsatz geringer
Mengen an Substrat bzw. Hydrolase wird zudem durch die groe Empfindlichkeit des
Testsystems begiinstigt, denn selbst bei einer Natriumacetat-Konzentration von 0,025 mg/mL in

der Probeldsung steigt die Absorption bei 340 nm noch signifikant (Zunahme 0,012 pro min) an.

Beim Ubergang von den Natriumacetat-Standards auf den Einsatz von Sb als Substrat fiir die
vorgeschaltete, PFE-katalysierte Esterhydrolyse zeigt sich, dass die Linearitdt des Acetat-Assays
nicht nur zu Beginn der Nachweisreaktionen (bis 3 min in Abb. 3-17) gegeben ist, sondern die
NADH-Bildung bei geeigneter Wahl der Testparameter auch iiber einen lingeren Zeitraum
gleichformig ablduft. Bei einer PFE-Konzentration von 2 mg/mL und unterschiedlichen Gehalten
an 5b (5 — 50 mg/mL) steigt die Absorption bei 340 nm jeweils iiber zehn Minuten nahezu linear
an (Abb. 3-18). Diese Tatsache spielt fiir die Implementierung des Acetat-Assays in ein
HTS-Verfahren im Mikrotiterplattenformat eine entscheidende Rolle, da aufgrund der
erforderlichen Transferschritte eine zeitliche Verzogerung zwischen dem Start der Testreaktionen

und der spektralphotometrischen Aufnahme der Absorptionswerte unvermeidlich ist.
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Abb. 3-18 Darstellung des nahezu linearen zeitlichen Anstiegs der NADH-Konzentration bei der
Umsetzung von Essigsdure aus der PFE-katalysierten Hydrolyse von Sb. Ohne die
Esterase findet keine Hydrolyse statt, d.h. die Absorption bei 340 nm bleibt konstant.
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3.4.2.2.3 Ubertragbarkeit des Testformats

Neben der Bestimmung der PFE-Aktivitit bei der Racematspaltung von 5b ist das entwickelte
Testformat auch fiir die Quantifizierung der Umsetzung weiterer, chiraler Ester sekundirer
Alkohole geeignet. Als Beispiele dafiir wurden die Modellverbindungen 1b — 4b ausgewahlt und
zur Reaktionskatalyse die sehr hiufig eingesetzte CAL B [Anderson et al., 1998] verwendet. Die
Hydrolyse der Acetate zeigt, dass die Reaktionsgeschwindigkeiten in der Reihe
1b>2b >3b>4b abnehmen. Dieser Befund stimmt mit den fritheren Ergebnissen des
pH-Assays (Kap. 3.2.3) iiberein und zeigt, dass das Testformat auch zur Identifizierung aktiver

Hydrolasen geeignet ist.
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Abb. 3-19 Ubertragung des Testformats auf die CAL B-katalysierte Hydrolyse der Acetate
1b - 4b. Die Reaktionsgeschwindigkeiten nehmen in der Reihe 1b > 2b > 3b > 4b ab
und stimmen mit fritheren Ergebnissen (Kap. 3.2.3) liberein.

Bei der Durchfiihrung des Acetat-Assays wurden bislang nur Substrate (1b — Sb) eingesetzt, die
in den gewihlten Konzentrationsbereichen jeweils vollstindig geldst im wissrig-gepufferten
Reaktionsmedium vorliegen. Daher besteht die Moglichkeit, das Substratspektrum des
Testsystems durch Zusatz eines Losungsvermittlers auch auf die Acetate stark apolarer Alkohole
auszudehnen. Um den Einfluss eines Kosolvens auf die gekoppelte enzymatische Reaktion zum
Nachweis der freigesetzten Essigsdure zu untersuchen, wurde beim Acetat-Assay eine
DMSO-Losung des stark hydrophoben Esters Sb zur Bestimmung der Hydrolyseaktivitit
eingesetzt. In der Messlosung (Kap. 5.7.2.2) ergibt sich dadurch eine DMSO-Endkonzentration
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von 10 % (V/V), die damit im iiblichen Bereich (10 - 50 %, V/V) [Faber, 2000] fiir den Zusatz
von Kosolvenzien bei biokatalytischen Reaktionen liegt. Wie Abb. 3-20 zeigt, beeintrachtigt der
Losungsmittelzusatz weder die PFE-katalysierte Hydrolyse von Sb noch die Enzymkaskade zum
Nachweis der freigesetzten Essigsdure, so dass die NADH-Bildung in beiden Ansédtzen (ohne

bzw. 10 % DMSO) nahezu identisch verlauft.
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Abb. 3-20 Vergleich der PFE-katalysierten Hydrolyse von Sb mit (10 % DMSO) und ohne
Zusatz eine Kosolvens. Die NADH-Bildung verlduft in beiden Ansidtzen nahezu
identisch, d.h. der Acetat-Test wird durch den Zusatz des organischen Losungsmittels
nicht beeintrachtigt. Bei den Messungen ist jeweils der Blindwert (ohne Enzym)
abgezogen.

3.4.2.2.4 Bestimmung der scheinbaren Enantioselektivitit (£,,,)

Fiir die Entwicklung eines stereoselektiven HTS-Verfahrens ist es unerldsslich, dass das gewéhlte
Testformat zur Bestimmung der scheinbaren Enantioselektivitit (E,,,; Kap 1.5.2.3.2) geeignet ist.
Um eine zuverléssige Identifizierung spezifischer Enzyme bzw. Enzymvarianten zu ermoéglichen,
miissen die E,,,-Werte mit den wahren E-Werten (E..), die sich aus Konkurrenzexperimenten
ergeben, iibereinstimmen. Aus diesem Grund erfolgte eine ndhere Untersuchung der
PFE-katalysierten Hydrolyse optisch reiner Acetate. Hierfiir standen die Modellverbindungen 2b
und Sb in enantiomerenreiner Form zur Verfligung, wobei (R)- bzw. (S)-2b ausgehend vom

racemischen Alkohol (Acetylierung; Kap. 3.3.2.1) bzw. Ester (Hydrolyse; Kap. 3.3.1.1) selbst
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hergestellt wurden. Da die PFE-katalysierte "Trennung' von 2b unspezifisch (£ = 1,2 im mg- und
g-Malistab) verlauft, konzentrierten sich die Arbeiten zunichst auf die Hydrolyse von optisch
reinem Sb. So ergibt die Bestimmung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten der
Essigsdurefreisetzung aus den Enantiomeren (R)- und (S)-5b bei einer PFE-Konzentration von
1 mg/mL einen nahezu ausschlieBlichen Anstieg der Absorption fiir die (R)-Form, was die hohe
Enantioselektivitit der PFE widerspiegelt (Abb. 3-21). Aus dem Verhéltnis der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten berechnet sich die scheinbare Enantioselektivitit zu
E.,, =30 und entspricht damit fast exakt dem wahren E-Wert (£ = 34), der durch GC-Analyse
bestimmt wurde (Kap. 3.3.2.2.1). Die PFE-katalysierte Hydrolyse von enantiomerenreinem (R)-
und (S)-2b bestitigt diesen Befund, da hier die scheinbare Enantioselektivitit (E,,, = 1,4)

ebenfalls mit dem wahren E-Wert (E,. = 1,2) libereinstimmt.
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Abb. 3-21 Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten unter Verwendung von optisch reinem (R)- bzw.
(5)-5b und 1 mg/mL PFE. Die scheinbare Enantioselektivitit berechnet sich zu
E4,p = 30. Bei den Messungen ist jeweils der Blindwert (ohne Enzym) abgezogen.

Fiir die Validierung des Testformats wurden die E,,,-Werte von 15 weiteren Esterasen und
Lipasen bei der Umsetzung von 2b ermittelt. Wie die Daten in Tab. 3-10 zeigen, stimmen die
scheinbaren E-Werte E,,, mit den wahren E-Werten, die sich aus der GC-Analyse (Kap. 6.2)
ergeben, iiberein. So wird z.B. im Einklang mit den fritheren Ergebnissen des pH-Assays
(Kap. 3.2.3.2) die hohe Enantioselektivitdt der CAL B bei der "Trennung' von 2b bestitigt. Eine

Abweichung von der gaschromatographischen Untersuchung gibt es dagegen bei Chirazyme E3,
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denn gemdll des Acetat-Assays besitzt das Enzym eine entgegengesetzte Stereopriferenz im
Vergleich zur GC-Analyse. Hierbei ist aber zu beachten, dass in beiden Fillen sowohl das
Substrat als auch das Produkt in nahezu racemischer Form vorliegen. Dariiber hinaus
demonstriert die Bestimmung der FE,,,-Werte erneut, dass das Testformat sehr gut zur
Identifizierung von aktiven Hydrolasen geeignet ist, denn eine NADH-Bildung ldsst sich nur bei
Enzymen beobachten, die auch bei der kinetischen Racematspaltung von 2b Aktivitdt zeigen.
Folglich sind in Tab. 3-10 von den 16 untersuchten Hydrolasen (Kap. 6.) nur die Esterasen und

Lipasen aufgefiihrt, die in der Lage sind 2b umzusetzen.

Tab. 3-10 Vergleich der Enantioselektivititen, die iiber die Enzymkaskade (scheinbare
Enantioselektivitit £,,,) und durch GC-Analyse (wahre Enantioselektivitét £,.,,.) in
der kinetischen Racematspaltung von 2b mit verschiedenen Esterasen und Lipasen
bestimmt wurden.

Name der Hydrolase Eqp Epe Stereopréferenz
bzw. Ursprung

CALB 80 100 R
Chirazyme L6 13,7 12,1 R
Chirazyme L10 33 2,4 R
Chirazyme L12 4.0 5,1 R
Chirazyme E1 2,1 2,6 S
Chirazyme E2 2,2 1,9 S
Chirazyme E3 1,1 1,4 R/S
Chirazyme E4 2,0 2,3 R
Chromobacterium viscosum 7,5 49 R
PFE 1,4 1,2 R

3.4.2.2.5 Einsatz von Zelllysaten

Bei der Entwicklung eines HTS-Verfahrens ist zu beriicksichtigen, dass die Durchmusterung
einer Mutantenbibliothek aus einer gerichteten Evolution wesentlich vereinfacht wird, wenn sich
direkt die Zelllysate zur Suche nach verbesserten Enzymvarianten einsetzen lassen. Um das
Testformat auf diese Moglichkeit zu iiberpriifen, wurden anstelle von lyophilisierten Esterase-
Priparationen direkt PFE-enthaltende Kulturiiberstinde zur Hydrolyse von optisch reinem Sb
verwendet. Nach Anzucht einer Kultur von E. coli DH5a., die das Plasmid pJOE2792 mit dem

PFE-Gen triagt, und Expression der Esterase im Mikrotiterplattenformat, erfolgte hierzu ein
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Zellaufschluss durch zwei Gefrier-Auftau-Zyklen. Um sicherzustellen, dass bei der Hydrolyse der
Enantiomere die gleiche Enzymkonzentration vorlag, wurde anschlieBend der PFE-enthaltende
Kulturiiberstand aus einer Vertiefung geteilt und jeweils das gleiche Volumen (20 puL) zur
Spaltung von (R)- bzw. (S)-5b eingesetzt (Kap. 5.7.2.3). Bei Verwendung des Kulturiiberstands
zeigt sich, dass die Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten kleiner waren als bei Vorlage von
1 mg/mL PFE-Lyophilisat (Abb. 3-21), und die scheinbare Enantioselektivitit E,,, =21
(Abb. 3-22) ist niedriger als der wahre E-Wert (£, = 34). Dies kann durch Verunreinigungen
aus der Kultivierung, z.B. Zelltrimmer oder Medienbestandteile, erkldrt werden, die die
Quantifizierung der Essigsdure beeinflussen. Entscheidend ist aber, dass das Testformat direkt
zur Analyse von Zellrohextrakten geeignet ist und so der Acetat-Assay sehr einfach auf ein

HTS-Verfahren libertragen werden kann.
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Abb. 3-22 Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten unter Verwendung von optisch reinem (R)- bzw.
(8)-5b und jeweils 20 uL. PFE-enthaltender Kulturiiberstand aus einer Vertiefung der
Mikrotiterplatte. Die scheinbare Enantioselektivitét berechnet sich zu E,,, = 21. Bei
den Messungen ist jeweils der Blindwert (ohne Enzym) abgezogen.

Als weiteres Beispiel filir den Einsatz von PFE-haltigen Kulturiiberstinden diente die Hydrolyse
von optisch reinem (R)- bzw. (S)-2b. Um zu {berpriifen, ob ein Reinigungsschritt im
Mikrotiterplattenformat  einen  Einfluss auf die  Bestimmung der scheinbaren
Enantioselektivitit £,,, hat, wurden zwei unterschiedliche Vorgehensweisen gewdhlt. Bei ersten

Ansatz erfolgte eine Aufreinigung der PFE unter Ausnutzung des fusionierten his-tags. Hierzu
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wurde nach einem Lysozym-Aufschluss der E. coli DH5a-Zellen die PFE in den einzelnen
Vertiefungen der Mikrotiterplatte an eine Nickel-Nitrilotriessigsdure-Matrix (Ni-NTA magnetic
agarose beads) gebunden (Kap.1.6). Durch wiederholte Waschschritte lieBen sich die
Verunreinigungen aus der Kultivierung entfernen, so dass nach Elution der PFE eine
aufgereinigte [Esterase-Losung vorlag. AnschlieBend wurde zur Bestimmung (20 fach
Bestimmung) der scheinbaren Enantioselektivitit E,,, das Eluat aus jeder Vertiefung geteilt und
jeweils 20 pL dieser Losung zur Hydrolyse der beiden Enantiomere (R)- und (S)-2b eingesetzt.
Beim zweiten Ansatz (5 fach-Bestimmung) erfolgte dagegen keine Aufreinigung des Enzyms,

d.h. es wurde direkt der PFE-haltige Kulturiiberstand nach Aufschluss der E. coli DH5a-Zellen

zur Reaktionskatalyse verwendet.
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Abb. 3-23 Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten unter Verwendung von optisch reinem (R)- bzw.
(S)-2b und 20 uL einer PFE-enthaltenden Losung. Beim direktem Einsatz des
Kulturiiberstands (5 fach  Bestimmung) berechnet sich die scheinbare
Enantioselektivitit zu £, =2,3. Nach Aufreinigung des Zelllysats (20 fach
Bestimmung) resultiert ein E,,,-Wert von 1,7. Bei den Messungen sind jeweils die
Blindwerte (ohne Enzym) abgezogen. In der Abbildung sind zusitzlich die
Standarabweichungen eingezeichnet.

Wie in Abb. 3-23 zu erkennen ist, liefert die Bestimmung der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten in beiden Féllen ein dhnliches Ergebnis. Dabei berechnet
sich die scheinbare Enantioselektivitit beim direkten Einsatz des PFE-haltigen Kulturiiberstands
zu Eup=23 (Kap.5.7.2.3; Lysozym-Aufschluss) und liegt damit leicht iiber der wahren
Enantioselektivitdt (E,.. = 1,2), die durch kinetische Racematspaltung von 2b ermittelt wurde.
Nach Entfernung der Verunreinigungen aus der Kultivierung (Kap. 5.7.2.4) liegt die scheinbare

Enantioselektivitit zwar tiefer (£,,, = 1,7), aber die Prazision der einzelnen Messungen nimmt ab
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(hohere Standardabweichung). Eine mdgliche Ursache hierfiir diirfte in Aktivititsunterschieden
der einzelnen PFE-Eluate zu suchen sein, da gemif des Aufreinigungsprotokolls mehrere
zusidtzliche Pipettierschritte und Wartezeiten erforderlich sind. Da die Werte fiir die scheinbare
Enantioselektivitét in beiden Féllen nur unwesentlich voneinander abweichen und die Isolierung
der PFE eine Mehrarbeit erforderlich macht, ist bei der Implementierung des Acetat-Assays in ein
HTS-Verfahren in diesem Beispiel der direkten Verwendung von Zelllysaten Vorrang

einzurdumen.

3.4.3 Gerichtete Evolution der Esterase I aus Pseudomonas fluorescens

Wie die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, kann die Aktivitédt der
PFE bei der Umsetzung der Modellverbindungen 1-5 durch einen Wechsel des
Reaktionsmediums oder durch Immobilisierung gezielt variiert werden. Dagegen fiihrt der
Ubergang aus einem wissrigen System in ein aprotisches Reaktionsmedium zwar zu einer
Anderung der Enantioselektivitit, wobei sich dieser Effekt aber nicht steuern lisst. Hinzu kommt,
dass die PFE nur bei der Hydrolyse von 1b bzw. 1¢ fiir priparative Zwecke (Faustregel E-Wert
groBer 15) geeignet ist. Aus diesem Grund wurde versucht, die Stereospezifitit der PFE durch die
Methoden der gerichteten Evolution zu verbessern. Als Ausgangspunkt hierfiir diente
PFE-katalysierte Spaltung von 2b, die bei Verwendung des Wildtyp-Enzyms nahezu unselektiv
verlauft (E = 1,2; Tab. 6-2)

3.4.3.1 Erzeugung einer Mutantenbibliothek

Fir die Erzeugung einer Enzymbibliothek wurde die klassische Methode der gerichteten
Evolution durch error-prone PCR (epPCR) gewdhlt. Die Einfiihrung von Mutationen erfolgt
dabei durch Einstellung nicht-optimaler Reaktionsbedingungen im Verlauf der Amplifikation des
Wildtyp- bzw. Parentalgens (Kap. 5.5.3). In Abb. 3-24 ist die gewdhlte Strategie fiir die epPCR
aufgezeigt. Zur Vervielfiltigung des pfe-Gens aus dem Plasmid pJOE2792 wurden jeweils vier
parallele Ansétze (im 100 uL MaBstab) durchgefiihrt, bei denen jeweils ein Nucleotid deutlich im
Unterschuss (flinffach kleinere Konzentration als die anderen Nucleotide) vorlag. Die
Verwendung der Primer epPFE1 und epPFE2 (Kap. 6.3) fiihrte dabei zur Amplifikation eines
Genfragments von 1180 bps (Abb. 3-25). Es zeigt sich, dass das epPCR-Produkt nicht in allen
Ansitzen in gleichem Umfang gebildet wurde. Ein Mangel an Purinbasen ergibt dabei eine
kleinere Ausbeute, wogegen ein Unterschuss der Pyrimidinbasen zu groBeren Banden bei der

Agarose-Gelelektrophorese fiihrt.
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Strategie fiir die Erstellung einer Mutantenbibliothek mit verbesserten
Enzymvarianten der PFE. Nach Einfithrung der Mutationen durch epPCR, Verdau an
Ndel und BamHI wird das pfe-Gen wieder in den Expressionsvektor pJOE2792
kloniert. Nach Ligation und Transformation in E. coli DHS5a erfolgt ein Screening auf
Hydrolyseaktivitit. AnschlieBend wird ein DMSO-stock der hier aktiven Klone
angelegt.
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Abb. 3-25 DNA-Agarose-Gelelektrophorese der epPCR-Produkte, die aus vier parallel
durchgefiihrten Ansétzen (je ein anderes Nucleotid im Unterschuss) stammen.

Nach Isolierung der epPCR-Produkte aus dem Agarosegel (Abb. 3-25) und Restriktionsverdau an
der Ndel- und BamHI-Schnittstelle, wurden die Genfragmente (mutiertes pfe-Gen) wieder in das
urspriingliche Plasmid (pJOE2792) ligiert und in E. coli DH5a transformiert (Kap. 5.5.5.2).
Durch Ausplattierung auf Tributyrin-Rhamnose-Agar (TB/Rhamnose-Platten) lief3 sich dabei die
Hydrolase-Aktivitit kontrollieren (Aktivitdts-Screening). Positive Klone, d.h. Kolonien bei denen
eine Hofbildung zu erkennen war, wurden anschlieBend mit Hilfe eines Pick-Roboters in

Mikrotiterplatten (384 Vertiefungen) abgelegt.

Die Stammhaltung der Klone erfolgte als DMSO-stock, d.h. nach Kultivierung in einem
DMSO-haltigen Fliissigmedium (5 % DMSO; V/V) wurden die Mutanten bei —80°C eingefroren
(Kap. 5.5.1.5), so dass eine Lagerung iiber einen ldngeren Zeitraum mdglich war. Diese Methode
bietet mehrere Vorteile gegeniiber der Verwendung von Glycerin-Mischungen [Miihlhardt, 2000;
Henke, 2001]. E. coli DHS5a ist in einem Fliissigmedium bis zu einer DMSO-Konzentration von
10 % (V/V; LB/DMSO/AMP-Medium) kultivierbar, wogegen ein Zusatz von Glycerin erst nach
Anzucht der Zellen bis zu einer bestimmten optischen Dichte erfolgen kann [Sambrook et al.,
1989], d.h. es ist ein zusitzlicher Pipettierschritt erforderlich. Bei der Arbeit mit Mikrokulturen
ist dies aber im Hinblick auf die Gefahr von Kreuzkontaminationen zu vermeiden. Die
nachtrdgliche Zugabe einer Glycerin-Wasser-Losung wird zudem durch die hohe Viskositét
erschwert. Das DMSO-Fliissigmedium (5 % DMSO; V/V) lasst sich im Vergleich dazu sehr
leicht pipettieren, so dass selbst kleinste Volumina (80 uL) problemlos in den Vertiefungen einer

Mikrotiterplatte vorgelegt werden kdnnen.
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3.4.3.2 Durchmusterung der Mutantenbibliothek

Fiir die Durchmusterung der Mutanten nach enantioselektiveren Enzymvarianten wurde zunichst
der DMSO-stock auf Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen liberimpft, so dass fiir die weiteren
Untersuchungen eine Kopie der Bibliothek zur Verfiigung stand (Abb. 3-26). Nach Anzucht der
Klone (Kultivierung) im LB-Fliissigmedium (200 uL je Vertiefung) und Expression der PFE
wurden die E. coli DH5a-Zellen abzentrifugiert und durch Zugabe einer Lysozym-Puffer-Losung
aufgeschlossen (Kap. 5.7.2.3). Im Vergleich zur Zelllyse durch Gefrier-Auftau-Zyklen, bei denen
ein Temperaturgradient zwischen den Vertiefungen am Rand und in der Mitte der
Mikrotiterplatte zu beobachten war, besitzt diese Methode den Vorteil, dass alle 96 Kulturen
unter identischen Bedingungen behandelt werden. Zudem konnte durch Kontrollexperimente
gezeigt werden, dass die PFE-Aktivitdt durch den Einsatz von Lysozym nicht beeintrichtigt
wurde. In Abweichung des Standard-Aufschlussprotokolls (Ni-NTA magnetic agarose beads-
Testkit; QiaGen; Hilden) erfolgte die Lyse der Zellen nach Resuspension in einem Phosphat-
Puffer (10 mM; pH 7,3) anstelle einer Imidazol-Losung, wobei sich ebenfalls keine nachteiligen

Effekte auf die PFE-Aktivitét ergaben.

Fiir die Ermittlung der scheinbaren Enantioselektivitét £,,, der Enzymvarianten wurden in einer
weiteren Mikrotiterplatte (Assayplatte) Mischungen der Testkit-Komponenten (150 uL pro
Vertiefung) vorgelegt und die PFE-enthaltenden Kulturiiberstinde aus jeder Vertiefung der
Kultivierungsplatte auf zwei Vertiefungen der Assayplatte aufgeteilt (pro Reaktion 20 pL;
Abb. 3-26). Durch diese Vorgehensweise war sichergestellt, dass bei der Hydrolyse der beiden
optisch reinen Formen des Acetats jeweils die gleiche Esterasekonzentration zum Einsatz kam.
Der Start der Hydrolysereaktionen in den einzelnen Vertiefungen erfolgte durch Zugabe von
20 pL einer Losung des entiomerenreinen Substrats (R)- bzw. (S)-2b. Die Geschwindigkeiten der
einzelnen Umsetzungen korrelieren dabei mit der NADH-Bildung und koénnen
spektrophotometrisch ~ miteinander ~ verglichen ~werden. Uber das Verhiltnis  der
Absorptionszunahmen pro Minute des (R)- zum (S)-Enantiomer konnte anschlieBend fiir jede

Enzymvariante die scheinbare Enantioselektivitit £,,, berechnet werden.
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Abb. 3-26 Prinzipielle Vorgehensweise bei der Durchmusterung einer Mutantenbibliothek nach
enantioselektiveren Enzymvarianten. Nach Uberimpfen der Klone auf eine
Kultivierungsplatte und Expression der PFE werden die Zellen aufgeschlossen. Die
PFE-enthaltenden Kulturiiberstinde aus jeder Vertiefung werden fiir die Hydrolyse
der beiden optisch reinen Formen des Acetats (R)- bzw. (S)-2b geteilt (jeweils
20 uL), so dass bei den parallel durchgefiihrten Reaktionsansitzen die gleiche
Esterasekonzentration vorliegt. Durch vergleichende Messung der
Absorptionszunahme bei 340 nm lassen sich schlieflich Enzymvarianten
identifizieren, die eine erhohte scheinbare Enantioselektivitét E,,, zeigen.

Im Rahmen der Entwicklung des HTS-Testsystems und bei der Durchmusterung der
Mutantenbibliothek wurden insgesamt ca. 1200 Enzymvarianten getestet. Die getesteten
Hydrolasen wiesen dabei fast ausschlieBlich E,,,-Werte von 1,4 bis 2,0 zugunsten von (R)-2b auf
und lagen damit alle im Bereich der wahren Enantioselektivitit (E;.,.=1,2), die unter
Konkurrenzbedingungen fiir die Wildtypform der PFE bestimmt wurde (Tab. 6-2). Bei Varianten,
die eine scheinbare Enantioselektivitdt grofer als 2,1 bzw. eine Stereopriferenz zugunsten des
(S)-Enantiomers zeigten, erfolgte eine nihere Charakterisierung der zugehorigen Mutanten durch
Sequenzierung des pfe-Gens. Hierbei wurden insgesamt 16 Klone sequenziert (Kap. 5.5.4.3),
wobei aber keine Mutationen des Esterasegens gefunden wurden. Die Ursache fiir die erhohten
E.p-Werte bzw. die inverse Stereopriferenz diirfte auf unterschiedliche Konzentrationen der
Esterase (Ungenauigkeiten beim Transfer der PFE-enthaltenden Kulturiiberstinde) in den parallel
durchgefiihrten Reaktionsansdtzen zur Bestimmung der scheinbaren Enantioselektivitit

zurickzufiihren sein.
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4 Zusammenfassung und Diskussion

4.1 Testsystem zur Identifizierung aktiver und enantioselektiver Hydrolasen

Ziel der Arbeit war es, Testsysteme fiir die Identifizierung von aktiven und enantioselektiven
Hydrolasen zu entwickeln. Durch die allgemeinen Fortschritte im Bereich der Biotechnologie, hat
sich in den letzten Jahren das Angebot kommerziell erhiltlicher Enzyme stetig erweitert.
Existierte frither nur ein begrenztes Spektrum an Esterasen, Lipasen und Proteasen, die alle
einzeln auf ihre Eignung im gewlinschten biokatalytischen Prozess getestet werden konnten, so
ist heutzutage eine andere Vorgehensweise erforderlich. Einige Hersteller sind mittlerweile in der
Lage, auf Anfrage zum Teil mehrere hundert Enzyme einer gewiinschten Aktivititsgruppe zu
liefern [Demirjian et al., 1999; Miller, 2000], d.h. es werden neue, effektive Testverfahren
benotigt, die einen hohen Durchsatz erlauben. Fiir diesen Zweck wurde ein leistungsfihiges
System im Mikrotiterplattenformat entwickelt, das eine schnelle und zuverléssige Identifizierung

aktiver und enantioselektiver Hydrolasen bei der Umsetzung ausgewéhlter Substrate erlaubt.

Als Ausgangspunkt dienten Modellverbindungen, fiir die bislang noch keine Biokatalysatoren
existieren, die eine effiziente Racematspaltung ermoglichen, so dass sowohl die Edukte als auch
die Produkte in hoher optischer Reinheit erhéltlich sind. Hierbei handelt es sich um die
sekundidren Alkohole 2-Hydroxy-but-3-in (1a), 1-Methoxy-2-propanol (2a) und 3-Hydroxy-
tetrahydrofuran (3a) sowie die korrespondierenden Acetate (1b - 3b) und 2-Butyroxy-but-3-in
(1c; Abb. 2-1). Eine Besonderheit dieser Substrate ist, dass die alle nur sehr kleine Reste am
chiralen Kohlenstoffatom tragen und nahezu symmetrisch aufgebaut sind. Die Verbindungen
stellen dariiber hinaus wichtige chirale Bausteine fiir die organische Synthesechemie (Pharmaka;
Pflanzenschutzmittel) dar. Zusétzlich wurde noch Pantolacton (4a), dessen D-Enantiomer eine
Vorstufe fiir Pantothensiure und Panthenol ist, und Pantolactonacetat (4b) in die Untersuchungen
einbezogen. Zur Herstellung von D-Pantolacton existiert zwar schon seit mehreren Jahren ein
grofltechnisches Verfahren unter Verwendung der Lactonase aus Fusarium oxysporum, doch
aufgrund des betrdchtlichen Marktvolumens (> 7000 t/a) [Shimizu, 2000] besteht ein hohes

Interesse von Seiten der Industrie neue biokatalytische Prozesse zu etablieren.

Neben den ausgewéhlten Modellverbindungen standen insgesamt 116 verschiedene Hydrolase-
Préaparationen (Esterasen, Lipasen und Proteasen) zur Verfiigung. Darunter befanden sich auch

70 Enzyme aus unbekannten, thermophilen Mikroorganismen, die zum Teil ein
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Temperaturoptimum von 80°C besitzen und von den Firmen Diversa (San Diego; USA) und
ThermoGen (Chicago; USA) vertrieben werden. Gerade diese Biokatalysatoren, die unter solch
extremen Bedingungen einsatzfihig sind, bergen ein grofles Potential fiir technische
Anwendungen in sich [Antranikian und Grote, 1997; Sellek und Chaudhuri, 1999]. Die
Einbeziehung von Hydrolasen mit diesen Eigenschaften erforderten ein Testsystem, das auch bei

hoheren Temperaturen zuverlissig angewendet werden kann.

Das entwickelte Testsystem basiert auf einer hierarchischen Vorgehensweise (Abb. 3-4). Im
ersten Schritt (Selektion) werden mittels eines sogenannten pH-Assays die Hydrolasen
ausgewdhlt, die gegeniiber den Modellverbindungen (Abb. 2-1) Aktivitdt zeigen. Durch geeignete
Wabhl der Reaktionsbedingungen (Hydrolysen in wissriger Losung) ist dabei sichergestellt, dass
die zu testenden Enzyme unter optimalen Konditionen direkt bei der Umsetzung der 'wahren'
Substrate untersucht werden. Zudem ermoglicht die Ausfiihrung des pH-Assays im
Mikrotiterplattenformat einen hohen Durchsatz. Im nachfolgenden zweiten Schritt des
Testsystems (Screening) werden anschlieBend nur die selektierten Hydrolasen einbezogen. Die
aufwendigeren Untersuchungen zur Bestimmung der Enantioselektivitit £ als spezifische
Messgrofle beschrianken sich somit auf einen Bruchteil der urspriinglich zur Verfiigung stehenden
Enzympriparationen, wobei die erforderlichen Testreaktionen (Racematspaltungen) direkt unter
den Bedingungen des angestrebten biokatalytischen Herstellungsverfahrens durchgefiihrt werden

konnen.

Das Grundprinzip des pH-Assays lehnt sich an die konventionellen Methoden zum Nachweis von
Hydrolase-produzierenden Mikroorganismen auf Festmedien (Agarplatten) an und iibertragt
dieses Schema auf das Mikrotiterplattenformat. Ausgangspunkt hierfiir ist die Hydrolase-
katalysierte Spaltung einer Esterverbindung in deren Verlauf die freigesetzte Sdure den pH-Wert
der Reaktionsldsung erniedrigt. Diese Anderung kann mittels eines pH-sensitiven Farbindikators
verfolgt werden. Bei aktiven Hydrolasen stellt sich bei der Verwendung von Bromthymolblau
eine Farbanderung von griin nach gelb ein, die sich visuell detektieren l4sst. Die Ausfiihrung des
pH-Assays in einem quantitativen Modus [Janes et al., 1998], d.h. die direkte Untersuchung der
Enzyme auf ihre Stereoselektivitit durch Vergleich der Hydrolysegeschwindigkeiten bei der
Umsetzung der beiden optisch reinen Formen eines  Substrats  (scheinbare
Enantioselektivitit £,,,), erschien in diesem Zusammenhang nicht sinnvoll. Als Nachteile hierbei
sind die aufwendige Kalibrierung, die fiir jede Modellverbindung neu erfolgen muss, und der
grofle Bedarf an enantiomerenreinen Verbindungen zu werten. Zudem weichen die ermittelten

E,,,-Werte oftmals weit von der wahren Enantioselektivitét ab [Reetz, 2001].
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Fir die Anwendung des pH-Assays zur Identifizierung aktiver Hydrolasen wurden zuerst die
kommerziell nicht erhéltlichen Modellverbindungen 1c¢ sowie die Acetate 3b und 4b ausgehend
von den racemischen Alkoholen durch Veresterung mit Butyryl- bzw. Acetylchlorid synthetisiert.
Neben den Substraten war es aullerdem erforderlich, die Esterasen I und II aus Pseudomonas
fluorescens (PFE und PFE II) sowie die Esterase aus Bacillus stearothermophilus (BSE), die alle
in rekombinanter Form zur Verfiigung standen, herzustellen. Vor der Expression der Enzyme in
E. coli DH5a nach einem Standardprotokoll [Krebsfinger et al., 1998] wurden zunichst die
Bedingungen fiir den Zellaufschluss optimiert. Durch einmaliges Einfrieren mit anschlieBender
Ultraschallbehandlung (2x 1 min) konnten dabei die hochsten Aktivititen erzielt werden. So
ergab z.B. die Expression der PFE im 500 mL-Mafstab eine Enzympridparation mit einer
spezifischen Aktivitit von 71 U/mg Protein (Hydrolyse von p-Nitrophenylacetat). Die PFE II
(0,5 U/mg Protein) und die BSE (8 U/mg Protein) erwiesen sich dagegen als weniger aktiv und
bestdtigten damit frithere Befunde [Henke, 2001].

Bei der Durchfiihrung des pH-Assays konnten fiir jede der Modellverbindungen 1b - 4b/ 1¢
aktive Hydrolasen identifiziert werden. Die gro8e Anzahl ausgewihlter Enzyme (von 36 / 3b bis
68/ 1¢), die in der Lage sind die Substrate zu spalten, diirfte dabei auf die geringen sterischen
Anforderungen der Acetate bzw. des Butyrat der niedermolekularen Alkohole 1a—4a
zuriickzufiihren sein. Dariiber hinaus waren alle untersuchten Hydrolasen mit Ausnahme von

Papain sowie drei Diversa-Enzymen aktiv gegeniiber Tributyrin.

Vor der weiteren Untersuchung der ausgewéhlten Esterasen in der zweiten Stufe des Testsystems,
musste zunéchst fiir jede der Modellverbindungen eine geeignete Enantiomerenanalytik etabliert
werden. Dabei zeigte sich, dass bei Verwendung von stationdren Phasen auf Cyclodextrinbasis
fiir die eingesetzten Alkohole und Ester eine Grundlinientrennung bei der GC-Analyse moglich
ist. Die Retentionszeiten liegen dabei unter 25 min, so dass auch hier eine wichtige

Voraussetzung fiir einen hohen Durchsatz gegeben ist.

In der zweiten Stufe des Testsystems konnten einige zum Teil hoch-enantioselektive
Biokatalysatoren (E-Wert > 100) fiir die Umsetzung der Esterverbindungen identifiziert werden.
Insbesondere ist die Hydrolyse von 2b mit der Lipase B aus Candida antarctica (CAL B)
hervorzuheben, da bei einem Umsatz von 50 % sowohl der Ester als auch der Alkohol in
enantiomerenreiner Form (> 99 %ee) vorliegen. Als weitere Beispiele konnen die Umsetzung von
1b und 1c mit der PFE (£ =75 bzw. 33) und die Racematspaltung von 4b (vier Enzyme mit

Enantioselektivitit groBer 100) dienen. Zusédtzlich existiert flir jedes Substrat mindestens eine
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Hydrolase, die eine entgegengesetzte Stereopriferenz aufweist, so dass immer beide enantiomere
Formen des Alkohols bzw. des Esters zuginglich sind. Insbesondere die Diversa-Enzyme
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Stereospezifitit von den anderen, 'traditionellen'
Biokatalysatoren, wobei die beobachteten Enantioselektivititen zum Teil sehr beachtlich
(E>100) ausfallen. SchlieBlich ist anzumerken, dass unter den 116 getesteten Enzymen kein
Biokatalysator gefunden wurde, der eine effektive Racematspaltung von 3b ermdglicht. Die
maximal erzielten E-Werte lagen lediglich bei £E=6 (CAL B) bzw. 3 (PFEI und Diversa
BD100).

Nach den Ergebnissen des Testsystems ist festzustellen, dass die gewdhlte hierarchische
Vorgehensweise geeignet ist, schnell und zuverléssig aktive und enantioselektive Hydrolasen zu
identifizieren. Aufgrund der Auslegung des pH-Assays auf das Mikrotiterplattenformat sowie das
einfache Testprotokoll kann der pH-Assay zur Erreichung eines hohen Durchsatzes aulerdem

sehr leicht automatisiert (Pipettier-Roboter) werden.

4.2 Optimierung der biokatalytischen Reaktionen

Nach Identifizierung geeigneter Hydrolasen ist es bei der Etablierung eines biokatalytischen
Herstellungsverfahrens erforderlich, eine Charakterisierung der Biokatalysatoren unter den
Prozessbedingungen durchzufiihren. In diesem Zusammenhang miissen die enzymatischen
Umsetzungen zunéchst auf einen groBeren MaBstab (upscaling) iibertragen und priparativ
aufgearbeitet werden. Da sich die technologische Niitzlichkeit von Biokatalysatoren beim Einsatz
in organischen Losungsmittel wesentlich erhoht (vereinfachte Prozessfithrung) [Klibanov, 2001],
wurde versucht die ausgewéhlten Modellverbindungen auch in aprotischen Reaktionsmedien
umzusetzen. Hiermit verbunden war die Auswahl geeigneter Solvenzien und der Einsatz der
Hydrolasen in immobilisierter Form. Die Untersuchungen konzentrierten sich dabei auf die

selbst-hergestellte PFE sowie die CAL B.

Bei Durchfiihrung von Hydrolysen im g-MalBstab zeigte sich, dass die PFE ihre hohe
Enantioselektivitidt bei der Umsetzung von 1b (£ =53) bzw. 1l¢ (E =26) beibehilt. Dagegen
verliert sie beim Ubergang auf ein aprotisches Reaktionsmedium ihre Fihigkeit zur chiralen
Diskriminierung, so dass die Acylierung von 1a mit Vinylacetat bzw. -butyrat unspezifisch
(E=1) verlduft. Bei Immobilisierung des Enzyms auf S-Sepharose (ein Kationentauscher),
Eupergit C oder Celite 545 lie sich zwar die Aktivitit der PFE steigern, doch hatte dies keinen

Einfluss auf die Stercoselektivitit. Auch bei der Acetylierung der anderen Modellverbindungen
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2a/3a konnten nur E—Werte kleiner 5 erzielt werden. Fiir eine weitere Untersuchung des
Losungsmitteleinflusses auf die Enantioselektivitit der PFE wurde das Substratspektrum um den
sterisch anspruchsvollen Alkohol 1-Phenylethanol (5a) ergénzt. Im Gegensatz zu den sekundéren
Alkoholen 1a — 3a, die jeweils nur sehr kleine Reste am chiralen Zentrum tragen, zeigt die PFE
bei der Acetylierung von 5a in Abhéngigkeit vom verwendeten Reaktionsmedium eine moderate
Selektivitidt von £ = 10 (Tetrahydrofuran) bis 25 (Diethylether bzw. Acetonitril). In allen Fillen
liegt die Enantioselektivitidt aber unter dem E-Wert (£ = 34), der sich bei der Hydrolyse von
1-Phenylethylacetat (5b) in Wasser ergibt.

Im Vergleich zu der PFE behielt die CAL B ihre hohe Stereospezifitit beim Ubergang auf den
g-Malistab bei. Sowohl die Hydrolyse von 2b in wissriger Losung als auch die Acetylierung von
2a in Hexan, bei der verschiedene CAL B-Immobilisate getestet wurden, lieBen dabei eine
Enantioselektivitit groBer 100 beobachten. Da in beiden Fillen eine Priaferenz zugunsten des
(R)-Enantiomers auftritt, konnte in Abhingigkeit vom gewidhlten Reaktionstyp (R)-2b
(Acetylierung) bzw. (S)-2b (Hydrolyse) jeweils im g-Bereich in optisch reiner Form
biokatalytisch synthetisiert werden.

4.3 Entwicklung eines stereoselektiven Hochdurchsatz-Testsystems

Die Charakterisierung eines Enzyms, das im Rahmen eines Testverfahrens identifiziert wurde,
filhrt meist zur Erkenntnis, dass die Eigenschaften im Hinblick auf die Entwicklung eines
rentablen Herstellungsprozesses nur unzureichend sind. Hiufig weist es eine zu niedrige
Enantioselektivitit auf, besitzt eine geringe Stabilitdit wunter den erforderlichen
Rahmenbedingungen oder zeigt nur eine kleine Umsatzrate. Um diese Nachteile zu umgehen und
ein effektives biokatalytisches Verfahren (idealer Prozess) [Burton et al., 2002] entwickeln zu
konnen, kommen in den letzten Jahren neben den klassischen Ansdtzen zur Optimierung der
Reaktion (Substrat- bzw. Medien-Engineering) auch die modernen Methoden der gerichteten
Evolution zum Einsatz. Die Technik der Zufallsmutagenese hat sich zu diesem Zweck
mittlerweile etabliert und es existieren in der Literatur viele Beispiele flir ihren erfolgreichen
Einsatz (z.B. Bornscheuer und Pohl, 2001). Nach wie vor besteht aber ein grofer Bedarf an
geeigneten Hochdurchsatz-Testsystemen (HTS-Verfahren), die eine schnelle und zuverlédssige
Durchmusterung einer Mutantenbibliothek ermdéglichen (z.B. Reetz, 2001). Insbesondere
Testverfahren, die auf dem Einsatz der 'wahren' Substrate beruhen, erfordern extrem hohe
Ausstattungskosten (z.B. NMR- oder Massenspektrometer sowie Isotopen-markierte

Verbindungen) oder eine dulerst aufwendige Kalibrierung (z.B. pH-Wert Messung). Aus diesem
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Grund wurde ein stereoselektives HTS-Verfahren entwickelt, das eine schnelle und zuverlissige
Durchmusterung von Esterasevarianten einer Bibliothek unter Verwendung des 'wahren'

Substrats erlaubt.

Als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung des Hochdurchsatz-Testsystems diente die Hydrolase-
katalysierte Spaltung des Acetats eines chiralen Alkohols in wéssrig-gepufferter Losung.
Basierend auf einem kommerziell verfiigbaren und preiswerten Testkit [Beutler, 1984], der
urspriinglich fiir die Lebensmittelanalytik entwickelt wurde, wird die freigesetzte Essigsdure
anschliefend in einer Kaskade von Enzymreaktionen bestimmt (Acetat-Assay; Abb. 3-16). Die
Umwandlung in der gekoppelten enzymatischen Reaktionen bewirkt eine Verdnderung in der
Absorption bei 340 nm aufgrund der Reduktion von NAD" zu NADH. Diese Anderung lisst sich
spektrophotometrisch messen und erlaubt die Bestimmung der Anfangsgeschwindigkeit fiir die
Bildung von NADH. Aufgrund des stochiometrischen Zusammenhangs zwischen der
Essigsdurefreisetzung und der NADH-Bildung kann somit die Hydrolyseaktivitit bestimmt
werden. Bei Verwendung optisch reiner (R)- und (S)-Acetate ist aus dem Verhéltnis der beiden
Start-Reaktionsgeschwindigkeiten ein Schitzwert fiir die Enantioselektivitit (scheinbare

Enantioselektivitit £,,,) des getesteten Biokatalysators zugénglich.

Fiir die Entwicklung eine HTS-Verfahrens war es erforderlich, das vorgeschlagene Testprinzip
auf seine Eignung zur Identifizierung von enantioselektiven Hydrolasen zu iiberpriifen. Hierbei
wurde zudem ein Ubergang auf das Mikrotiterplattenformat angestrebt, um so einen hohen
Durchsatz und die Mdglichkeit zur Automatisierung zu gewdhrleisten. Bei der Validierung des

Testverfahrens konnte dabei insbesondere festgestellt werden:
- es existiert ein linearer Zusammenhang zwischen der Essigsdurebildung durch Esterhydrolyse
und der Absorptionszunahme bei 340 nm iiber einen groBen NADH-Konzentrationsbereich;

- die Parameter konnen so eingestellt werden, dass die Hydrolase-katalysierte Freisetzung der

Essigsdure zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Gesamtsystems wird;

- die getesteten Hydrolasen hatten keinen Einfluss auf die folgende Umsetzung der Essigsaure

in der Enzymkaskade (und umgekehrt);

- die Werte, die aus dem Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten der reinen Enantiomere

ermittelt werden, stimmen mit den wahren £-Werten aus Konkurrenzexperimenten iiberein;

- fiir die zuverléssige Bestimmung der scheinbaren Enantioselektivitit £, ist eine Analysenzeit

von wenigen Minuten (ca. 5 min) pro Test ausreichend;
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- der Test ist auch bei Reaktionen in Gegenwart von Zell-Rohextrakten und Kulturiiberstinden

anwendbar.

Nach der Validierung des Acetat-Assays wurde versucht, bei der gerichteten Evolution der PFE
eine Mutantenbibliothek, die durch error-prone PCR erzeugt wurde, nach enantioselektiveren
Enzymvarianten zu durchmustern. Als Substrat diente das Acetat 2b, das von der Wildtyp-Form
der PFE unselektiv (£ = 1,2) umgesetzt wird. Die optisch reinen Verbindungen (R)- bzw. (S)-2b,
die zur Bestimmung der scheinbaren Enantioselektivitidt der Enzymvarianten erforderlich waren,
wurden dabei selbst biokatalytisch (hohe Stereospezifitit der CAL B gegeniiber 2a/b) hergestellt.
Obwohl 1200 Mutanten getestet wurden lielen sich bei der gerichteten Evolution der PFE keine
verbesserten Enzymvarianten identifizieren. Ursache hierflir diirfte neben der kleinen Anzahl
getesteter Klone eine zu niedrige Mutationsfrequenz bei der error-prone PCR (Einstellung durch
Zugabe von Desoxynucleotiden in ungleichen Konzentrationen sowie Mn?*-Ionen) sein, denn alle
E.,-Werte der getesteten Varianten lagen im Bereich der wahren Enantioselektivitdt unter

Konkurrenzbedingungen.

Unabhéngig davon, dass bei der gerichteten Evolution der PFE keine verbesserte Enzymvariante
gefunden wurde, konnte gezeigt werden, dass das entwickelte Assay-System zur Identifizierung
von aktiven und insbesondere auch enantioselektiven Biokatalysatoren geeignet ist. Da bei den
einzelnen Reaktionen innerhalb kiirzester Zeit (ca. 5 min) eine Bestimmung der
Hydrolyseaktivitdt moglich ist, erlaubt das Testformat einen hohen Durchsatz (HTS-Verfahren).
Verbunden mit einem einfachen Pipettierschema konnen in einer Mikrotiterplatte mit
96 Vertiefungen 45 Enzyme (zwei Vertiefungen pro Biokatalysator, sechs Vertiefungen fiir
Kontrollen) auf ihre scheinbare Enantioselektivitit E,,, untersucht werden. Damit lassen sich ca.
500 E,,,-Werte pro Stunde bestimmen, was der Durchmusterung von mehr als 10000 Mutanten
pro Tag entspricht. Bei Verkiirzung der Pipettier- und Analysenzeiten durch ein
leistungsféhigeres Robotersystem sollten noch weit hohere Durchsédtze moglich sein. Zusétzlich
ist der Acetat-Assay auch recht preiswert, da die Bestimmung eines E,,,-Werts weniger als 0,1 €
kostet. Dariiber hinaus sollte die Methode nicht auf die Bestimmung der Aktivitit und
Enantioselektivitit von Esterasen und Lipasen, die im Rahmen der Entwicklung des
HTS-Verfahrens eingesetzt wurden, beschrankt sein. Einige weitere Enzymreaktionen, die unter
Freisetzung von Essigsdure verlaufen, wie die Protease- oder Amidase-katalysierte Hydrolyse

von Amiden, sollten mit dem hier entwickelten Testformat quantifiziert werden kénnen.
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4.4 Zusammenfassung

Im ersten Teil der Arbeit wurde ein effektives Testsystem zur Identifizierung von aktiven und
enantioselektiven Hydrolasen (Esterasen, Lipasen, Proteasen) entwickelt. Durch eine
hierarchische Vorgehensweise werden dabei im ersten Schritt (pH-Assay) zundchst die Enzyme
ausgewdhlt, die prinzipiell in der Lage sind sie gewiinschten Substrate umzusetzen. Eine
geeignete Wahl der Reaktionsbedingungen (Hydrolysen in wéssrig, gepufferter Losung) stellt
dabei sicher, dass die zu testenden Enzyme unter optimalen Konditionen direkt bei der
Umsetzung der 'wahren' Substrate untersucht werden. Im anschlieBenden zweiten Schritt
(Screening) werden die aktiven Hydrolasen durch Racematspaltungen im mg-MaBstab auf ihre

Enantioselektivitit untersucht.

Nachfolgend wurde das Testsystem auf ausgewéhlte Modellverbindungen angewendet und dabei
116 verschiedene Enzyme untersucht. Danach erfolgte eine ndhere Charakterisierung der
identifizierten Hydrolasen auf ihre Eignung fiir den Einsatz in einem biokatalytischen
Herstellungsverfahren. In diesem Zusammenhang wurden priparative Ansdtze im g-Malstab
durchgefiihrt, organische LoOsungsmittel als Reaktionsmedien verwendet und die Enzyme

immobilisiert.

SchlieBlich erfolgte die Entwicklung eines weiteren Hochdurchsatz-Testsystems, das
insbesondere fiir den Einsatz zur Durchmusterung von Enzymbibliotheken, die im Rahmen der
gerichteten Evolution erzeugt wurden, geeignet ist. Das Testformat basiert auf der Bestimmung
der Essigsdure, die bei der Hydrolase-katalysierten Spaltung eines Acetat-Ester freigesetzt wird.
Durch eine gekoppelte enzymatische Reaktion wird dabei NADH gebildet, das {iber die Zunahme
der Absorption bei 340 nm spektrophotometrisch quantifiziert werden kann. Die Validerung des
Acetat-Assays ergab, dass eine schnelle und zuverldssige Untersuchung von Biokatalysatoren
hinsichtlich ihrer Aktivitit und Enantioselektivitdit moglich ist. Im Gegensatz zu anderen
Hochdurchsatz-Testverfahren (HTS-Systeme) konnen direkt die 'wahren' Substrate eingesetzt

werden und es ist keine aufwendige Ausstattung erforderlich.
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5 Material und Methoden

5.1 Gerite und Verbrauchsmittel

Soweit nicht anders vermerkt, sind die jeweiligen Hersteller bzw. Vertriebsniederlassungen in

Deutschland anséssig. Neben den hier aufgefiihrten Arbeitsmitteln und Gerdten wurden gingige

Laborgegenstinde (Glasgerite; Pipetten; Magnetrithrer; usw.) und Verbrauchsmaterialien

(Kunststoffreaktionsgefdfle; Kombitips; MeBkiivetten; Vials; usw.) verwendet. Die Flachboden-

Mikrotiterplatten inkl. Abdeckung stammten von Greiner (Frickenhausen). Zum Verschlie3en der

Mikrotiterplatten wurden je nach Anwendung auch AirPore Tape sheets (Qiagen; Hilden)

eingesetzt.

5.1.1 Biotransformationen und chemische Synthesen

Diinnschichtchromatographie

Elementaranalyse

Gaschromatographie (GC)

GC-Trennsiulen:
Saule A:

Séaule B:

Séaule C:

Séaule D:

Silica gel 60 F,s4- Platte (Merck; Darmstadt);
DC-Kammer (neoLab / Migge; Heidelberg)

Durchgefiihrt als Auftragsanalysen bei der maBBanalytischen
Abteilung des Instituts fiir Organische Chemie und
Isotopenforschung der Universitét Stuttgart.

Tremetrics 9001 Gas Chromatograph mit pGold FID
(Tremetrics Inc.; Austin; USA) und Integrator HP3396
Series II (Hewlett Packard; Waldbronn)

HRGC MEGA 1I Series 8560 und GC 8000 Series mit
Detektor FID EL 980 und Chrom-Card for Windows 1.21
(Carlo Erba; Mailand; Italien)

Heptakis-(2,3)-di-O-acetyl-6-O-TBDMS-B-cyclodextrin;
25 m; 0,25 mm ID (Prof. W. A. Konig; Universitit
Hamburg)

Heptakis-(2,3,6-tri-O-methyl)--cyclodextrin / Polysiloxan
50 m; 0,25 mm ID (FS-Cyclodex beta-I/P; CS Chromato-
graphie Service; Langerwehe)

Heptakis-(2,6-di-O-methyl-3-O-pentyl)-p-cyclodextrin mit
OV 1701; 25 m; 0,25 mm ID (Hydrodex B-3P; Macherey-
Nagel; Diiren)
Heptakis-(6-TBDMS-2,3-methyl)-f-cyclodextrin verd. mit
50 % OV 1701; 25 m; 0,25 mm ID (Prof. W.A. Konig;
Universitit Hamburg)
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Gefriertrockner Finn-Aqua Lyovac GT2 (Santasalo-Sohlberg; Hiirth)
Christ alpha I-5 (Christ; Osterode am Harz)

Homogenisator Ultraturrax TX25 (Janke & Kunkel — IKA Labortechnik;
Staufen)

Hydrolyseaktivitit (pH-stat) Dosimat 665, Impulsomat 614, pH-Meter 620 und
Riihrer 649 (Metrohm; Herisau; Schweiz) mit Schreiber
L 200 E (Linseis; Selb) und C1 Thermostat (Thermo Haake;
Karlsruhe)

NMR-Spektroskopie (‘H; °C)  ARX 500 (Bruker; Karlsruhe) mit 500 MHz ('H) bzw.
126 MHz (**C) Nominalfrequenz bzw. AC-250 (Bruker) mit
250 MHz ('H) bzw. 63 MHz (**C) Nominalfrequenz

Durchgefiihrt als Auftragsanalysen bei der maf3analytischen
Abteilung des Instituts fiir Organische Chemie und
Isotopenforschung der Universitit Stuttgart.

pH-Meter Digital pH-Meter pH 525 (WTW; Weilheim)

Rotationsverdampfer Rotavapor R-134, Wasserbad B-480 und Vacuum
System B-172 (Biichi; Flawil; Schweiz)

Thermomixer Thermomixer comfort (Eppendorf; Hamburg);
Schutron Thermoshaker (neoLab / Migge; Heidelberg)
Waagen MC1 Research RC 210 D (Sartorius; Gottingen)
HF 2000G (A&D Engineering; Milpitas; USA)

5.1.2 Mikrobiologie und Molekulargenetik

Agarose-Gelelektrophorese DNA Sub Cell, Mini Sub DNA Cell (Biorad; Miinchen); Video
Copy Processor P66E (Mitsubishi; Cambridge; England);
BWM 9X Monitor (Javelin Electronics; Schaumburg; USA);
UV-Leuchttisch (MWG-Biotech; Ebersberg)

Autoklav PACS 2000 (Getinge AB; Schweden)
Brutschréanke WTE (Binder; Tuttlingen);
UM 500 (Memmert; Schwabach)
DNA-Sequenzierung ABI Prism 377 DNA Sequencer mit Auswertungssoftware ABI
Prism 377 Version 3.2 (PE Applied Biosystems; Weiterstadt)
Inkubatoren Multitron HT Schiittler (Infors AG; Bottmingen; Schweiz)
Netzgerite Power Pac 3000, Power Pac 300, Model 200/2.0 Power Supply
(Biorad Laboratories; Miinchen)
PCR-Gerite Master Cycler Gradient (Eppendorf; Hamburg);
DNA Thermal Cycler (PE Applied Biosystems; Weiterstadt)
Photometer fiir Kiivetten (1 cm):

UV/VIS-Spektrometer Ultrospec 3000 (Pharmacia Biotech;
Uppsala; Schweden)

fiir Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen):
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Roboter

SDS-PAGE

SpeedVac
Ultraschallgert

Vortexer

Zentrifugen

FLUOstar (BMG LabTechnologies, Offenburg)

fiir Bestimmung der DNA-Konzentration:
BioPhotometer (Eppendorf; Hamburg) inkl. UVette-Kiivetten
220-1600 nm

Pipettier-Roboter:
Biomek 2000 inkl. Biomek SL Incubator (Beckman; Fullerton;
USA)

Pick-Roboter:
BioPick (BioRobotics; Cambridge; England)

Minigel-Twin G42 (Biometra; Gottingen);

Model 583 Gel Dryer (Biorad Laboratories; Miinchen)
Wipptisch ROCKY (Labortechnik Frobel; Lindau)
Concentrator 5301 (Eppendorf; Hamburg)

Sonifier 250 (Branson; Danbury; USA)

fiir Kunststoffreaktionsgefafe:
VF2 (Janke & Kunkel — IKA Labortechnik; Staufen)

fiir Mikrotiterplaten:
IKA Minishaker MS 1 (Janke & Kunkel - IKA Labortechnik;
Staufen)

Centrifuge 5416, 5417 C, 5417 R und 5810 R(Eppendorf;
Hamburg) mit Einsédtzen fiir Kunststoffreaktionsgefale
(0,5mL; 1,5 mL; 2 mL; 15 mL; 50 mL) und Mikrotiterplatten

Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge (DuPont
Instruments; Leipzig) mit Rotor SLA3000 Super Lite und SS34

5.2 Chemikalien und Enzyme

5.2.1 Substrate

(R,S)-2-Hydroxy-but-3-in (R,S-1a)

(R)-2-Hydroxy-but-3-in (R-1a)
(8)-2-Hydroxy-but-3-in (S-1a)

Sigma Aldrich (Deisenhofen)

(R,S)-2-Acetoxy-but-3-in (R,S-1b),

(R,S)-2-Butyroxy-but-3-in (R,S-1¢) sowie
das Capron- (1d), Capryl- (1e) und

BASF (Ludwigshafen)

2-Ethyl-Capronsdure-Derivat (1f)

(R,S)-1-Methoxy-2-propanol (R,S-2a) Fluka Chemie (Buchs; Schweiz)
(R)-1-Methoxy-2-propanol (R,S-2a) Acros (Fisher Scientific; Schwerte)
(R,S)-1-Methoxy-2-propylacetat (R,S-2b)  Fluka Chemie (Buchs; Schweiz)

(R,S)-3-Hydroxy-tetrahydrofuran (R,S-3a)
(R)-3-Hydroxy-tetrahydrofuran (R-3a) Sigma Aldrich (Deisenhofen)
(S)-3-Hydroxy-tetrahydrofuran (S-3a)
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(R,S)-Pantolacton (R,S-4a)
(R)-Pantolacton (R-4a) Fluka Chemie (Buchs; Schweiz)
(S)-Pantolacton (S-4a)

(R,S)-1-Phenylethanol (R,S-5a)

(R)-1-Phenylethanol (R-5a) Fluka Chemie (Buchs; Schweiz)
(S)-1-Phenylethanol (S-5a)
(R,S)-1-Phenylethylacetat (R,S-5b) Sigma Aldrich (Deisenhofen)

(R)-1-Phenylethylacetat (R-Sb)

(S)-1-Phenylethylacetat (S-5b) BASF (Ludwigshafen)

Alle weiteren racemischen bzw. enantiomerenreinen Acetate oder Butyrate wurden aus den

korrespondierenden Alkoholen synthetisiert (Kap. 5.6).

5.2.2 Hydrolasen

5.2.2.1 Kommerzielle Hydrolasen

Amano Pharmaceutical (Nagovya, Japan):

Acid Esterase Quelle ist nicht 6ffentlich bekannt.
Acylase ACS Quelle ist nicht 6ffentlich bekannt.
Amano S Seaprose

Lipase A Aspergillus niger

Lipase AH Pseudomonas cepacia

Lipase AK Pseudomonas fluorescens

Lipase AY Candida rugosa

Lipase D Rhizopus delemar

Lipase F Rhizopus javanicus

Lipase G Penicillium cyclopium

Lipase M Rhizomucor javanicus

Lipase PS Pseudomonas cepacia

Lipase PS; Amano PS-C Pseudomonas cepacia; immobilisiert
Lipase PS; Amano PS-D Pseudomonas cepacia; immobilisiert
Lipase R Penicillium roqueforti

Papain W Carica papaya L.

Asahi Kasei (Tokio: Japan):

Lipase from Chromobacterium viscosum Chromobacterium viscosum
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Gist-brocades (Sittard; Niederlande):

Lipase puur

Fluka Chemie (Buchs; Schweiz):

Esterase from hog liver

Lipase from Candida lipolytica
Lipase from Rhizopus arrhizus
Lipase from Rhizopus niveus

Protease 2A from Aspergillus oryzae
Protease 6 from Aspergillus niger
Protease from Bacillus subtilis
Protease from Bacillus subtilis var. A.

Protease N from Bacillus subtilis

Novo Nordisk (Bagsveard:; Danemark):

SP 382
SP 523
SP 525

Roche Molecular Biochemicals (Mannheim):

Chirazyme L-1; lyo
Chirazyme L-1; lyo; c.-f.
Chirazyme L-2; lyo
Chirazyme L-2; lyo; c.-f.;
Chirazyme L-2; lyo; c.-f.; C 2
Chirazyme L-2; lyo; c.-f.; C 3
Chirazyme L-5; lyo
Chirazyme L-6; lyo
Chirazyme L-7; lyo
Chirazyme L-8; lyo
Chirazyme L-9; lyo
Chirazyme L-10; lyo
Chirazyme L-12; lyo
Chirazyme E-1; lyo
Chirazyme E-2; lyo

Pseudomonas alcaligenes

Schweineleber-Esterase (hog liver)
Candida lipolytica

Rhizopus arrhizus

Rhizopus niveus

Aspergillus oryzae

Aspergillus niger

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis (var. A.)

Bacillus subtilis

Candida antarctica (Lipase A + B)
Mucor miehei

Candida antarctica (Lipase B)

Pseudomonas cepacia

Pseudomonas cepacia; immobilisiert
Candida antarctica (lipase B)

Candida antarctica (lipase B); immobilisiert
Candida antarctica (lipase B); immobilisiert
Candida antarctica (lipase B); immobilisiert
Candida antarctica (lipase A)

Pseudomonas sp.

Lipase aus Schweine-Pankreas (porcine pancreas)
Humicola sp.

Rhizomucor miehei

Alcaligenes sp.

Lipase aus thermophilem Mikroorganismus
Schweineleber-Esterase (pig liver)

Schweineleber-Esterase (hog liver)
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Chirazyme E-3; lyo
Chirazyme E-4; lyo
Lipase aus Rhizopus arrhizus

Lipase aus Schweine-Pankreas

5.2.2.2 Rekombinante Esterasen

Esterase aus thermophilem Mikroorganismus

Esterase aus thermophilem Mikroorganismus

Rhizopus arrhizus

Schweine-Pankreas (pig pancreas)

Folgende Esterasen wurden durch Uberexpression in E. coli DH5a. selbst hergestellt:

Esterase Pseudomonas fluorescens 1 (PFE) [Krebsfanger et al., 1998a, 1998b; Zocher et

al., 1998]

Esterase Pseudomonas fluorescens 11 (PFE II) [Khalameyzer et al., 1999]
Esterase Bacillus stearothermophilus (BSE) [Amaki et al., 1994, 1992; Henke, 2001;

Kugimiya et al., 1992; Tulin et al., 1993]

5.2.2.3 Hpydrolasen aus thermophilen Mikroorganismen

Diversa (San Diego: USA):

Temperaturoptimum bei RT:

Temperaturoptimum bei 30-40°C:

Temperaturoptimum bei 50-65°C:

Temperaturoptimum bei 70-90°C:

ThermoGen (Chicago; USA):

Temperaturoptimum bei 35-60°C

BD09%4

BDO021
BD104
BD402
BD556

BD045
BD151
BD236
BD277
BD434

BDO019
BD099

E001
E006
EO11
EO16

BD423

BD022
BD105
BD405

BDO073
BD196
BD240
BD400
BD551

BDO036
BD100

E002
E007
E012
E017b

BD027
BD133
BDA473

BD120
BD197
BD265
BDA421

BD048
BD245

E003
E008
EO013
E018b

BD078
BD135
BD519

BD137
BD202
BD266
BD429

BDO051
BD468

E004
E009
E014
E019

BD102
BD213
BD553

BD138
BD214
BD273
BDA433

BD064
BD544

E005
E010
EO015
E020
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5.2.3 Chemikalien und Enzyme (mikrobiologische und molekulargenetische

Anwendungen)
ARK (Darmstadt) Oligonucleotide
BASF (Ludwigshafen) Substrate
R-Biopharm (Darmstadt) Testkit zur Bestimmung des Acetat-Gehalts
urspr. Roche Diagnostics (Penzberg) (Essigsduregehalts)
Biorad Laboratories (Miinchen) SDS-PAGE-Standard (low molecular weight)

Protein-Assay-Kit inkl. BSA-Standard
kb-Ladder fiir Agarose-Gelelektrophorese

DIFCO-Laboratories (Detroit; USA) Bacto-Trypton; Hefeextrakt

Eppendorf (Hamburg) fiir PCR: DNA Tag-Polymerase (5 U/uL),
10x Tag-Puffer und MgCl,-Losung
Fluka Chemie (Buchs; Schweiz) Agar; Gummi arabicum; Tributyrin; PEG 6000;

Coomassie Brilliant Blue R-250; Ethidiumbromid-
Losung (1 % in Wasser); Lysozym (from hen egg
white); p-Nitrophenylacetat; Celite 545; Eupergit C

Gibco BRL (Eggenstein) dNTPs; 1 kB-DNA-Léngenstandard (kb-ladder);
Agarose

MBI Fermentas (St. Leon-Roth) Restriktionsendonuclease BamHI (10 U/uL) inkl.
Puffer BamHI™ (10x);
T4 DNA-Ligase (1 Weiss U/uL) inkl. Puffer (10x)

Qiagen (Hilden) Kits fiir:

Spin-Mini-Plasmid-Préparation;
Midi-Plasmid-Priparation;
(Agarose-)Gelextraktion;
Ni-NTA magnetic agarose beads

New England Biolabs (Schwalbach) Restriktionsendonuclease Ndel (20 U/uL)
PE Applied Biosystems (Weiterstadt) ~ Sequencing Kit BigDye/Ampli Tag DNA-Polymer. FS

Roth (Karlsruhe) Ampicillin; Rotiphorese NF-10x TBE-Puffer;
Rotiphorese NF-Harnstoff; Rotiphorese
NF-Acrylamid/Bisacrylamid-Losung 40 %;
Acrylamidlésung fiir SDS-PAGE

Sigma Aldrich (Deisenhofen) Kationentauscher: S-Sepharose

Alle weiteren Chemikalien und Losungsmittel wurden von Fluka Chemie (Buchs; Schweiz) und
Sigma Aldrich (Deisenhofen) bezogen; diese entsprachen mindestens der Reinheitsstufe p.a. Fiir
den Einsatz bei der organischen Synthese bzw. Biotransformation wurden die Losungsmittel
zuvor iiber Molekularsieb (3 A) getrocknet; Pyridin und Acetylchlorid wurden destilliert. Fiir die

Herstellung von Elektrophorese-Puffern, Agarose-Losungen u.a. wurde bidest. Wasser aus einer
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Modulab Bioscience - Research Grade UF / Polishing System Anlage (Christ; Stuttgart)

verwendet.

5.3 Losungen, Medien und Puffer

Soweit nicht anders vermerkt, konnen alle Medien, Puffer und Losungen bei Raumtemperatur

gelagert werden.

5.3.1 Mikrobiologie und Molekulargenetik

5.3.1.1 Medien fiir E. coli

Soweit nicht anders angegeben wurden sdmtliche Medien 20 min bei 121°C autoklaviert. Zur
Herstellung fester Ndhrboden wurden die Medien vor dem Autoklavieren zusitzlich mit Agar und
bei Tributyrin- / L-Rhamnose- / Agarplatten dariiber hinaus noch mit Tributyrin und L-Rhamnose
versetzt. Zur Selektion bendtigtes Antibiotika (Ampicillin) wird bei Bedarf erst kurz vor dem
GieBlen der Agarplatten in die auf ca. 45°C abgekiihlten Medien oder in die Fliissigmedien

gegeben (bei Letzteren unmittelbar vor der Verwendung).

Luria-Bertani Fliissigmedium (LB-Medium):

(modifiziert nach Luria et al., 1960 und Sambrook et al., 1989)

1 % (M/V) Bacto-Trypton, 0,5 % (M/V) Hefeextrakt und 0,5 % (M/V) Natriumchlorid;
pH 7,5 einstellen; autoklaviert

Luria-Bertani / Ampicillin Flissiemedium (LB/AMP-Medium):

Ampicillin-Stammlésung: 100 mg/mL Ampicillin; sterilgefiltert; Lagerung bei —18°C
100 pg/mL Ampicillin in autoklaviertes LB-Fliissigmedium zusetzen

Luria-Bertani / DMSO / Ampicillin Fliissiemedium (LB/DMSO/AMP-Medium):
(modifiziert nach Miihlhardt, 2000)

5% (V/V) DMSO in LB-Medium; 100 pg/mL Ampicillin in autoklaviertes
LB/DMSO-Fliissigmedium zusetzen

Luria-Bertani / Ampicillin Agarplatten (LB/AMP-Platten):

1 % (M/V) Bacto-Trypton, 0,5 % (M/V) Hefeextrakt, 0,5 % (M/V) Natriumchlorid und
1,5 % (M/V) Agar; autoklavieren; 100 pg/mL Ampicillin zusetzen

Luria-Bertani / Ampicillin / Tributyrin / L-Rhamnose Agarplatten (TB/Rhamnose-Platten):

L-Rhamnose-Losung: 20 % (M/V) L-Rhamnose in bidest. Wasser; autoklaviert
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1 % (M/V) Bacto-Trypton, 0,5 % (M/V) Hefeextrakt, 0,5 % (M/V) Natriumchlorid, 1,5 %
(w/v) Agar und 1% (V/V) Tributyrin; 10min im Ultraturrax homogenisieren
(20000 U/min); autoklavieren; 100 pg/mL Ampicillin und 0,2 % (M/V) L-Rhamnose
zusetzen

5.3.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA

Puffer fiir die Schnellisolierung von Plasmid-DNA ('Flexi-Plasmidpréparation'):

Losung A: Resuspendierungs-Puffer

100 mM Tris-HCL (pH 7,5), 10 mM EDTA; autoklavieren; 250 pg/mL RNAse zusetzen
Losung B: Lyse-Puffer

1,0 M Natronlauge, 5,3 % (M/V) SDS

Losung C: Neutralisations-Puffer

Fiir 100 mL Losung: 60 mL 5 M Kaliumacetatlosung, 11,5 mL Eisessig, 28,5 mL Wasser
TE-Puffer

10 mM Tris-HCI (pH 8,0), | mM EDTA

Puffer fir die Isolierung von DNA mit Anionenaustauscher-Saulen (Qiagen-Kits):

Puffer P1: Resuspendierungs-Puffer
50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA, 100 pg/mL RNAse; Lagerung bei 4°C
Puffer P2: Lyse-Puffer
200 mM Natronlauge, 1 % (M/V) SDS
Puffer P3: Neutralisierungs-Puffer
3,0 M Kaliumacetat-Losung; auf pH 5,5 einstellen
Puffer QBT: Aquilibrierungs-Puffer

750 mM Natriumchlorid, 50 mM MOPS (pH 7,0), 15 % (V/V) Isopropanol,
0,15 % (V/V) Triton X-100

Puffer QC: Wasch-Puffer (QIAfilter Midi)

1,0 M Natriumchlorid, 50 mM MOPS (pH 7,0), 15 % (V/V) Isopropanol
Puffer EB: Elutions-Puffer (QIAprep Spin Minipre ; QIAquick Gel Extraction)

10 mM Tris-HCI (pH 8,5)
Puffer QF: Elutions-Puffer (QIAfilter Midi)

1,25 M Natriumchlorid, 50 mM Tris-HCL (pH 8.5), 15 % (V/V) Isopropanol

Die Zusammensetzungen von Puffer PE (QIAprep Spin Miniprep; QIAquick Gel Extraction) und
Puffer QG (QIAquick Gel Extraction) sind nicht 6ffentlich bekannt.
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5.3.1.3 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (50x)

242 g Tris, 57 mL Eisessig, 0,5 M EDTA (pH 8,0); ad 1 L mit Wasser
DNA-Auftrags-Puffer (6x)

30 % (M/V) Glycerin, 0,2 % (w/v) BPB, 25 mM EDTA (pH 7,5)
Losung fiir Agarosegel

4,0 g Agarose, 400 mL TAE-Puffer (1x); nach Aufkochen bei Lagerung bei 80°C
Ethidiumbromid-Farbung:

Zusatz von 0,1 % (V/V) Ethidiumbromid-Stammldsung (Fluka) unmittelbar vor dem
GieBen des Agarosegels

kb-Ladder fiir Agarose-Gelelektrophorese
25 pL Stammldsung (Biorad Laboratories; Miinchen), 352 uL. TAE-Puffer (1x), 150 puL
DNA-Auftrags-Puffer (1x)

5.3.1.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Sammelgel-Puffer (4x; 'Upper Tris')
12,11 g Tris, 0,8 g SDS; ad 200 mL mit Wasser; mit Salzsdure pH 6,8 einstellen
Sammelgel (4 % Acrylamid)

0,52 mL Acrylamidlosung 30 % (M/V), 1 mL Sammelgel-Puffer (4x), 2,47 mL Wasser,
40 uLL APS 10°% (M/V), 4 uL TEMED

Trenngel-Puffer (4x; 'Lower Tris')
36,46 g Tris, 0,8 g SDS; ad 200 mL mit Wasser; mit Salzsidure pH 8,8 einstellen
Trenngel (12,5 % Acrylamid)

3,33 mL Acrylamidlosung 30 % (M/V), 2 mL Trenngel-Puffer (4x), 2,67 mL Wasser,
40uL APS 10 % (M/V); 4 uL TEMED

SDS-Probenpuffer (2x) [Sambrook et al., 1989]

100 mM Tris, 200 mM DTT, 4 % (M/V) SDS, 0,2 % (M/V) BPB, 20 % (V/V) Glycerin,;
ad 10 mL mit Wasser

Elektrophorese-Puffer
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (M/V) SDS; mit Salzsdure pH 8,4 einstellen

Coomassie-Farbelosung

1 g Coomassie-Brilliant Blue R-250, 300 mL Methanol, 100 mL Eisessig, 600 mL Wasser

Entfarbelosung
300 mL Methanol, 100 mL Eisessig, 600 mL Wasser
Zusammensetzung des low-molecular-weight-Standards (Biorad Laboratories; Miinchen)

Phosphorylase b (97,4 kDa); Serumalbumin (66,2 kDa); Ovalbumin (45,0 kDa);
Carboanhydrase (31,0 kDa); Trypsininhibitor (21,5 kDa); Lysozym (14,0 kDa)
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5.3.1.5 Puffer und Losungen fiir weitere Anwendungen

TSS-Medium fiir Transformation [Chung et al., 1989]:

10 % (M/V) PEG 6000, 5 % (V/V) DMSO, 50 mM Magnesiumchlorid in LB-Medium;
autoklavieren; Lagerung bei 4°C

Losungen fiir die Schnell-Transformation in E. coli:

(nach www.nwfsc.noaa.gov/protocols/rbcl.html)
Losung Tfbl

30 mM Kaliumacetat, 100 mM Rubidiumchlorid, 10 mM Calciumchlorid, 50 mM
Mangan(II)chlorid, 15 % (V/V) Glycerin; pH 5,8 mit verdiinnter Essigsdure einstellen

Losung Tfbll
10 mM MOPS, 75 mM Calciumchlorid, 10 mM Rubidiumchlorid, 15 % (V/V) Glycerin;

pH 6,5 mit verdiinnter Natronlauge einstellen

error-prone PCR:

Primer-Losungen:
Losungen mit jeweils einer Konzentration von 100 uM Oligonucleotid
dNTP-Losung

je 10 mM Endkonzentration der nicht-limitierenden dNTPs; 2 mM des limitierenden dNTP;
Lagerung bei —18°C

PCR-Reaktionspuffer

100 mM Tris-HCL (pH 8,3), 15 mM Magnesiumchlorid
weitere Losungen fiir error-prone PCR

25 mM Magnesiumchlorid-Losung

5 mM Mangan(II)chlorid-Lésung

Losungen fur Polyacrylamidgel (DNA-Sequenzierung):

5,25 % Polyacrylamidgel

18,0 g Rotiphorese NF-Harnstoft, 6,6 mL Rotiphorese NF-Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung, 5,0 mL Rotiphorese NF-10x TBE-Puffer; ad 50 mL mit bidest. Wasser

Resuspensionslosung fiir DNA-Sequenzierung

80°% (V/V) Formamid, 20°% (V/V) EDTA-Losung (25 mM, pH 8,0)

Farb-Reagenz Konzentrat fiir die Proteingehaltsbestimmung [Bradford, 1976]:

Coomassie Brilliant Blue G-250 in einer Phosphorsdure-Methanol-Ldsung (Biorad
Laboratories Protein Assay)

Aufreinigung mit Ni-NTA magnetic agarose beads in Mikrotiterplatten:

Lyse-Puffer
50 mM Natriumdihydrogenphosphat, 300 mM Natriumchlorid, 10 mM Imidazol,
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0,05 % Tween20; pH 8,0 mit 0,1 n Natronlauge einstellen
vor Verwendung Lysozym (1 mg/mL Endkonzentration) zugeben

Wasch-Puffer
wie Lyse-Puffer, aber 20 mM Imidazol

Elutions-Puffer
wie Lyse-Puffer, aber 250 mM Imidazol

Lysozym-Aufschlu3 von £. coli DH5a im Mikrotiterplattenformat:

10 mM Phosphat-Puffer (pH 7,3) mit 1 mg/mL Lysozym

5.3.2 Biotransformationen und chemische Synthesen

DC-Tauchreagenz:

25 g Molybdéanphosphorsdure, 10 g Cer-(IV)-sulfat, 80 mL konz. Schwefelsdure, ad 1 L mit

Wasser auffiillen.

FlieBmittelgemische (DC-Entwicklung bzw. Siulenreinigung an Kieselgel):

Pantolacton (1a) und Pantolactonacetat (1b):

Petrolether / Ethylacetat 3:1(V/V)
2-Hydroxy-but-3-in (2a) und 2-Butyroxy-but-3-in (2¢):
n-Pentan / Diethylether 20: 1 (V/V)

1-Methoxy-2-propanol (3a) und 1-Methoxy-2-propylacetat (3b):
n-Pentan / Diethylether 5:1(V/V)

3-Hydroxy-tetrahydrofuran (4a) und 3-Acetoxy-tetrahydrofuran (4b):
Petrolether (tiefsiedend) / Ethylacetat 3:1(V/V)

Ethylacetat-Assay-Losung fiir den pH-stat:

10 g Ethylacetat, 4 g Gummi arabicum werden mit 200 mL deion. Wasser fiir 10 min im

Ultraturrax emulgiert.

5.3.3 Acetat-Assay

Losung 1

32 mL Lésung aus Triethanolamin-Puffer (pH 8,4), 134 mg L-Apfelsiure, 67 mg
Magnesiumchlorid, Stabilisatoren; Lagerung bei 4°C

Losung 2

7 mL Losung mit 175 mg ATP, 18 mg CoA, 86 mg NAD, Stabilisatoren; Lagerung bei
4°C; 4 Wochen haltbar
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Suspension 3
400 uL Suspension aus 1100 U L-Malat-Dehydrogenase, 270 U Citrat-Synthase; Lagerung
bei 4°C

Losung 4
250 pL Losung mit 5 U Acetyl-CoA-Synthetase; Lagerung bei 4°C; 5 Tage haltbar

Mischung der Komponenten des Acetat-Kits:

Die Mischung der Losungen 1,2 und 4 sowie der Suspension 3 fiir den Acetat-Assay erfolgte in

Anlehnung an das Protokoll zur Bestimmung des Essigsduregehalts in Lebensmitteln:

Losung 1 (Triethanolamin-Puffer; L-Apfelsiure; MgCly; Stabilisatoren): 100

Losung 2 (ATP; CoA; NAD): 20
bidest. Wasser 190
Suspension 3 (L-Malat-Dehydrogenase) 1
Losung 4 (Acetyl-CoA-Synthetase) 2

Die Angaben beziehen sich auf das Verhéltnis der Volumina der Losungen 1,2 und 4 mit bidest.

Wasser und der Suspension 3. Die Mischung besitzt einen pH-Wert von 8§, 1.

5.4 Gaschromatographie

Die Bestimmung der Enantiomereniiberschiisse (%ee-Werte) der Modellverbindungen 1a —4b
erfolgte durch gaschromatographische Analyse (Tab. 5-1) mit Wasserstoff als Trigergas. Die
Injektor- bzw. Detektor-Temperatur (200, 230 bzw. 250°C) war jeweils abhingig vom

verwendeten Gaschromatograph.

Tab. 5-1 Ubersicht iiber die GC-Temperaturprogramme zur Bestimmung  der
Enantiomereniiberschiisse der Modellverbindungen 1a — 4b.

Substrat Sdule Temperaturprogramm Trédgergas Retentionszeiten
T, Iso; Ramp; T, Iso, Ramp, T; Iso;3 der Enantiomere

[°C] [min] [°C/min] [°C] [min] [°C/min] [°C] [min] [psi] [min] [min]
1a I 50 30 10 170 5 4 102 (S) 11,6 (R
I 60 12 10 180 5 12 6,6 (R) 6,9 ()
1b I 50 30 10 170 5 4 55 (R) 69 (S)
I 60 12 10 180 5 12 88 (R) 94 (S
IV 50 30 10 170 5 4 67 (R) 9,7 (S)
1c I 50 30 10 170 5 4 14,7 (R) 17,2 (S)
I 60 12 10 180 5 12 17,5 (R) 17,7 (S)
2a I 32 o 3 30,8 (?) 33,9 (?)
2a deriv. 1 50 15 5 90 10 10 180 5 8 12,1 (R) 12,3 (S)
2b I 32 3 478 (?) 508 (?)
n 50 15 5 90 10 10 180 5 8 249 (S) 259 (R)
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Fortsetzung Tab. 5-1

Substrat Sdule Temperaturprogramm Trédgergas Retentionszeiten
T, Ramp; T, Iso, Ramp, T; Iso; der Enantiomere
[°C] [psi] [°C/min] [°C] [min] [°C/min] [°C] [min] [psi] [min] [min]
3a 1 80 10 10 110 10 10 170 5 8 17,7 (7)) 18,7 (?)
II 60 12 10 180 5 12 20,2 min (R,S)
I 60 10 5 170 5 10 13,8 min (R,S)
vV 110 15 10 170 5 5 11,3 (S) 124 (R
3b I 8 10 10 110 10 10 170 5 8 70 (2) 81 (?)
II 60 12 10 180 5 12 20,8 (R) 21,0 (S
o 60 10 5 170 5 10 14,6 (R) 153 (S)
IV 110 15 10 170 5 5 3,2 min (R,S)
4a I 130 10 4 170 5 9 20,9 (R) 21,9 (S)
I 150 10 5 190 5 15 75 () 17 (?)
m 130 15 10 170 5 4 122 () 127 (R
IV 130 10 4 170 5 9 153 (R) 158 (5)
4b I 130 10 4 170 5 9 79 (R) 10,9 (S)
II 150 10 5 190 5 15 10,3 min (R,S)
m 130 15 10 170 5 4 134 (?) 138 (?)
IV 130 10 4 170 5 9 45 (R) 51 (S)
5a o 110 5 5 180 5 11 1,9 (R) 12,1 (S)
5b o 110 5 5 180 5 11 124 (S) 12,6 (R

5.5 Mikrobiologische und molekulargenetische Techniken und Methoden

5.5.1 Stammhaltung, Bakterienanzucht und Expression

Der Escherichia coli-Stamm DH5a. [F~ endAl hsdR17 (tk”, mk") supE44 thi-1 &~ gyrA96 relAl
A(argF-laczya)U169] von Clontech Laboratories (Heidelberg) wurde fiir die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten mikrobiologischen und molekulargenetischen Arbeiten eingesetzt. Eine
Resistenz von E. coli DH5a gegen Antibiotika (B-Lactame), 14sst sich u.a. durch Transformation
(Kap. 5.5.5.2) mit dem Plasmid pJOE2792 (Kap. 6.3) [Krebsfinger et al., 1998a, 1998b]

erreichen. Als Selektionsmarker (Hemmstoff) kann somit Ampicillin eingesetzt werden.

5.5.1.1 Stammhaltung [Sambrook et al., 1989]

Um Reinkulturen zu erhalten, wurden Verdiinnungsausstriche auf LB/AMP-Platten hergestellt,
diese iiber Nacht bei 37°C inkubiert, luftdicht verschlossen und bei 4°C gelagert. Alle 4 -6
Wochen wurden die relevanten Stamme auf neue Agarplatten tiberimpft und visuell auf Reinheit
und Identitét tiberpriift. Die Herstellung von E. coli Dauerkulturen erfolgte durch Animpfen von

3 mL LB/AMP-Medium mit einer Einzelkolonie, Inkubation (37°C, 200 Upm) iiber Nacht und
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anschlieBender Verdiinnung eines 500 pL Aliquots dieser Kulturlosung mit 500 pL Glycerin
(87 %; autoklaviert). Bei —80°C sind diese Glycerol-Stocks tiber Jahre haltbar.

5.5.1.2 Bakterienanzucht

Ausgehend von einer Dauerkultur oder einer Einzelkultur wurden 3 mL LB/AMP-Medium
angeimpft und liber Nacht inkubiert (37°C, 200 Upm). Die Inokulation der Hauptkulturen in
LB/AMP-Medium erfolgte im Verhiltnis 1:1000 aus diesen Vor- bzw. Ubernacht-Kulturen. Die
weitere Kultivierung bis zur gewiinschten Zelldichte wurde ebenfalls bei 37°C und 200 Upm im
Inkubator durchgefiihrt. Durch Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODgqo) ldsst sich das
Wachstum der Kulturen kontrollieren. Fiir E. coli gilt allgemein: Anzahl der Zellen / mL ist

gleich ODgpp x 5 x 108,

Die Anzucht und Kultivierung von E. coli DH5a. zur Herstellung von kompetenten Zellen

(Kap. 5.5.5.2) erfolgte in reinem LB-Medium.

5.5.1.3 Expression der Esterase I aus Pseudomonas fluorescens [Krebsfiinger et al., 1998b]

In einem 2 L Erlenmeyer-Kolben mit Schikane wurde eine 500 mL Kultur (Kap. 5.5.1.2) von
E. coli DH5a, die das Plasmid pJOE2792 tragen, beim Erreichen der frithen Exponentiellen
Phase (ODggo = 0,5 - 0,6; ca. 4 h) mit 5 mL L-Rhamnose-Losung (20 %; V/V) induziert. Nach
Expression liber Nacht (37°C, 200 Upm, ca. 16 h), wurden jeweils 250 mL dieser Kultur separat
abzentrifugiert (4°C, 6000 g, 10 min), die Zellpellets 2x mit Phosphat-Puffer (50 mM, pH 7.5,
4°C) gewaschen, in 15 mL Phosphat-Puffer resuspendiert und bei -18°C {iber Nacht eingefroren.
Der Aufschluss der Zellen erfolgte nach dem Auftauen auf Eis mit Ultraschall (2x 1 min; duty
cycle 35 % s™', output control 4; Eiskiithlung). SchlieBlich wurden die Zelltriimmer abzentrifugiert

(4°C, 3220 g, 10 min), die Uberstiéinde vereinigt und lyophilisiert.

Die Herstellung der Esterase II aus Pseudomonas fluorescens (PFE II) und der Esterase aus
Bacillus stearothermophilus (BSE) erfolgte analog. Als Expressionsvektor diente in beiden

Fallen ebenfalls pJOE2792.

5.5.1.4 Optimierung des Zellaufschlusses

Fir die Optimierung des Zellaufschlusses wurde eine Parallelbestimmung mit fiinf Ansédtzen

(A - E) zur Herstellung der Esterase I aus Pseudomonas fluorescens (PFE) nach Kap. 5.5.1.3
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durchgefiihrt. Der Aufschluss der Zellen erfolgte hierbei durch unterschiedliche Protokolle
(Tab. 3-2). Nach Resuspension der Ansdtze in Phosphat-Puffer wurden A + B sofort mit
Ultraschall (duty cycle 35 % s, output control 4; Eiskiihlung) behandelt, wogegen C—E
zusitzlich liber Nacht bei -18°C gelagert wurden. AnschlieBend wurde mit Ultraschall behandelt
(Ansatz C), sofort abzentrifugiert (Ansatz D) oder erneut bei -18°C kurz eingefroren (Ansatz E).
Nach Entfernung der Zelltrimmer durch Abzentrifugieren (4°C, 3220g, 10 min) und
Lyophilisation der Uberstiinde lieBen sich die unterschiedlichen Aufschlussbedingungen durch

eine Aktivititsmessung (Kap. 5.5.6.3.1) der fiinf unterschiedlichen Préparationen vergleichen.

5.5.1.5 Stammhaltung, Bakterienanzucht und Expression in Mikrotiterplatten

Die Stammhaltung (Dauerkultur) der Klone einer Mutanten-Bibliothek erfolgte in
Mikrotiterplatten mit 384 Vertiefungen (Nunc; Wiesbaden). Hierzu wurden 80 uL
LB/DMSO/AMP-Medium pro Vertiefung vorgelegt, mit je einer einzelnen Kolonie (Klon)
inokuliert, iber Nacht inkubiert (37°C, 200 Upm) und anschlieend bei -80°C eingefroren.

Fir das Screening nach Mutanten mit verbesserten Eigenschaften, wurde kurzzeitig bei RT
aufgetaut und auf Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen (200 uL. LB/AMP-Medium pro
Vertiefung) iibergeimpft. Nach Inkubation (37°C, 200 Upm, ca. 7 h) bis zu einem Anstieg der
optischen Dichte bei 580 nm um 0,25 Extinktionseinheiten ldsst sich durch Zugabe von 20 pL
L-Rhamnose-Losung (2 %; V/V) je Vertiefung die Produktion der PFE induzieren. Die
Expression (37°C, 200 Upm) wurde durch Zentrifugation (4°C, 3220 g, 10 min) nach 16 h
gestoppt, die Uberstinde abdekantiert und die Zellpellets direkt fiir das Screening (Kap. 5.7.2.3)

eingesetzt.

5.5.2 Allgemeine Methoden zum Arbeiten mit DNA
5.5.2.1 Isolierung und Reinigung von Plasmid DNA aus E. coli

5.5.2.1.1 Schnellisolierung von Plasmid-DNA [Birnboim und Doly, 1979]

Prinzip:
Mit dieser Methode wird Plasmid-DNA fiir Anwendungen isoliert, die weder besonders viel noch

besonders reine DNA erfordern (z.B. analytischer Restriktionsverdau). Sie beruht auf dem

Prinzip der alkalischen Lyse. Nach vollstindiger Lyse der Zellmembran mit Hilfe von SDS wird
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die enthaltene RNA durch Natronlauge und RNAse A hydrolysiert, wihrend die chromosomale
DNA und die Plasmid-DNA denaturieren. Durch Absenken des pH-Werts renaturiert die
Plasmid-DNA, wihrend die chromosomale DNA ein Netzwerk bildet, das zusammen mit den
Proteinen ein Prizipitat bildet, das sich durch Abzentrifugieren entfernen lasst. Die Plasmid-DNA

bleibt in Losung und kann durch Isopropanolfdllung konzentriert und gereinigt werden.

Durchfiihrung:

2mL einer Ubernacht-Kultur (5.5.1.2) wurden in einem 2 mL Kunststoffreaktionsgefdl3
abzentrifugiert (20800 g, 1 min), das entstandene Pellet in 200 pL Losung A resuspendiert, mit
200 pL Losung B versetzt und vorsichtig durch Schiitteln vermischt. Nach Zugabe von 200 uL
Losung C und mehrmaligem Invertieren des GefdBles bildete sich ein Prizipitat aus
chromosomaler DNA, Zelltriimmern und Proteine, welches sich abzentrifugieren (20800 g,
5 min) ldsst. Die tliberstehende Losung wurde in ein frisches GefdB iiberfiihrt, die Plasmid-DNA
durch Zugabe von 420 uL Isopropanol gefillt, 10 min bei RT stehen gelassen und abzentrifugiert
(4°C, 20800 g, 20 min). Zum Waschen des Pellets wurde mit 200 uL. Ethanol (70 %, V/V)
iiberschichtet, 5 min stehen gelassen, abzentrifugiert (4°C, 20800 g, 5 min), der Uberstand
abdekantiert und das Pellet im Vakuum (SpeedVac; 45°C, 5 min) getrocknet. Nach Resuspension
des Pellets in 20 pL TE-Puffer lieB sich die Plasmid-DNA-L6sung bei —18°C autbewahren.

5.5.2.1.2 Isolierung reiner Plasmid-DNA mit lonenaustauschersdulen

Prinzip:

Fir Anwendungen, die besonders reine Plasmid-DNA erfordern (PCR-Reaktionen;
Sequenzierung; praparativer Restriktionsverdau) wird diese Préparationsmethode verwendet. Sie
beruht ebenfalls auf dem Prizip der alkalischen Lyse von Zellen (Kap.5.5.2.1.1). Nach
Abtrennung anderer Zellbestandteile wird die Plasmid-DNA iiber eine lonenaustauschersiule
gereinigt. Die spezifische Bindung der negativ geladenen DNA erfolgt an einem
Anionentauscher. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt mit kommerziell erhiltlichen Kits

(Qiagen; Hilden).

Durchfiihrung:

Mini-Plasmid-DNA-Isolierung (bis 20 pug Plasmid-DNA; QIAprep Spin Miniprep)
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Nach Abtrennung der Zellen einer Ubernacht-Kultur (Kap. 5.5.1.2) durch Zentrifugation
(20800 g, 1 min) und Verwerfen des Kulturiiberstandes erfolgte die weitere Durchfiihrung der
Plasmid-Isolierung entsprechend des QIAprep Spin Miniprep Protokolls fiir die Verwendung

einer Zentrifuge.
Midi-Plasmid-DNA-Isolierung (bis 100 pg Plasmid-DNA; QIAgen Midi Plasmid Purification)

Eine 50 mL Ubernacht-Kultur (Kap. 5.5.1.2) wurde abzentrifugiert (4°C, 3220 g, 10 min) und die
Plasmid-Isolierung entsprechend dem QIAfilter Midi Protokoll durchgefiihrt. Die Elution im
letzten Schritt des Protokolls erfolgte mit 250 uL. Wasser.

5.5.2.2 Prizipitation von DNA mit Alkohol

Prinzip:

Die Prizipitation mit Alkohol ist eine einfache Mdglichkeit zur Konzentrierung oder Reinigung
von DNA. Dabei ist die Fillung der DNA aus wissrigen Losungen mit Ethanol iiblich. In
Anwesenheit von Alkohol und einem monovalenten Salz bildet die DNA bei niedrigen
Temperaturen ein Prézipitat, das sich durch Zentrifugation pelletieren 14sst. Durch anschlieBendes
Waschen mit Ethanol (70 %, V/V) lassen sich Salzreste entfernen. Ein Nebeneffekt der Methode
ist, dass neben dem Salz auch viele andere kleine, wasserldsliche Substanzen im Uberstand geldst

bleiben, so dass ein gewisser Reinigungseffekt erzielt wird.

Durchfiihrung:

Ethanol-Fillung

Zu einer DNA-Losung wurden 10 % (V/V) 3 M Natriumacetatlosung (pH 4,8) und Ethanol
zugesetzt, so dass die Endkonzentration an Alkohol 70 % (V/V) betrug. Nach kurzem Mischen
wurde die Losung 1 h bei —80°C gehalten, abzentrifugiert (4°C, 20800 g, 30 min), der Uberstand
entfernt, das Pellet mit 500 uL Ethanol (70 %, V/V) iiberschichtet und 5 min bei RT stehen
gelassen. SchlieBlich lieB sich das Pellet nach dem Abzentrifugieren (4°C, 20800 g, 15 min),
Entfernung der Ubstandes und Trocknung im Vakuum (SpeedVac; 45°C, 5 min), in reiner Form
isolieren. Schlielich wurde die DNA in einer geeigneten Menge Wasser (20 pL) geldst und bei
-18°C gelagert.
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Isopropanol-Fillung

Diese Methode zur Konzentrierung wird angewendet, wenn die DNA-Fillung in gréferen

Volumina erfolgt (z.B. Midi-Plasmid-DNA-Isolierung; Kap. 5.5.2.1)

5.5.2.3 Bestimmung der DNA-Konzentration [Miihlhardt, 2000]

Prinzip:
Die Menge der ultravioletten Strahlung, die von einer DNA-L&sung absorbiert wird, ist ihrem

DNA-Gehalt direkt proportional. Bei Verwendung von Kiivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm

lasst sich die Konzentration folgendermaflen berechnen:
doppelstrangige DNA-Molekiile: c(dsDNA) = ODg0 x 50 pg/mL

Anhand der UV-Absorption kann auch die Reinheit einer DNA-Préparation iiberpriift werden.
Bei einer reinen DNA-Probe liegt das Verhéltnis der Extinktion bei 260 und 280 nm bei 1,8.

Geringere Werte weisen auf eine Verunreinigung z.B. mit Protein hin.

Durchfiihrung:

2 uL einer nach Kap. 5.5.2.1 erhaltenen DNA-L6sung wurde mit 48 uLL Wasser verdiinnt und die

UV-Absorption gegen das reine Losungsmittel (Wasser) als Referenz gemessen.

5.5.3 error-prone PCR [Cadwell und Joyce, 1992; Leung et al., 1989; Vartanian et al.,
1996]

Prinzip:

Die Polymerasenkettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfiltigung von Nucleinséduren,
d.h. spezifische DNA-Sequenzen kdnnen in vitro in einem einzigen Reaktionszyklus mit hoher
Ausbeute amplifiziert werden [Mullis et al., 1986; Saiki et al., 1985, 1988]. Das Reaktionsprinzip
entspricht der Replikation in der Zelle: eine DNA-Polymerase synthetisiert neue DNA an einer
vorhandenen  Nucleinsdure-Matrize  (Template). Neben der  Hitze-unempfindlichen
DNA-Polymerase, sind dabei die Zugabe der Desoxyribonucleotide (ANTPs) sowie zwei kurze,
synthetisch hergestellte Oligonucleotide notig. Diese Oligonucleotide (Primer) haben die

Aufgabe, als Startpunkte fiir die DNA-Replikation zu dienen. Sie sind aus den flankierenden
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Bereichen des Templates abgeleitet, d.h. das zu amplifizierende DNA-Fragment liegt zwischen

ihnen.

Die Vervielfaltigung der DNA wird durch eine Dreischrittsequenz erreicht, die iiblicherweise 20

bis 30 mal durchlaufen wird:

1. Denaturierung: Die zu amplifizierende DNA wird bei einer Temperatur (> 90°C) in ihre

Einzelstringe aufgetrennt.

2. Primer-Anlagerung (Annealing): Die Primer lagern sich bei einer Temperatur von 37 bis 72°C

(abhdngig von der Sequenz) an die Zielregionen der DNA-Einzelstrdnge an. An der so gebildeten

Bereichen doppelstrangiger DNA beginnt die Polymerase mit der Synthese.

3. Synthese (Extension): Bei 72°C (Optimum fiir die Polymerase aus Thermus aquaticus)

verlangert die Polymerase die gebildeten Bereiche doppelstrangiger DNA in 5' — 3'-Richtung; das
Template wird kopiert.

Fiir eine erfolgreiche Amplifikation ist es erforderlich, die Bedingungen so zu wihlen, dass die
Fehlerrate beim Einbau der Nucleotide durch die Polymerase so niedrig wie moglich gehalten
wird. Unter optimalen Bedingungen liegt die Fehlerrate bei 0,001 bis 0,02 % [Cadwell und Joyce,
1992; Tindall und Kunkel, 1988]. Die Fehler sind dabei iiber das ganze Produkt verteilt.
Hauptséchlich tritt ein Austausch der Basen, bevorzugt Cytosin gegen Thymin, auf, Deletionen
oder Insertionen einer Base kommen sehr selten (1 Leserastermutation /50000 Basen),

komplexere Mutationen gar nicht vor.

Durch gerichtete Mutagenese mittels PCR ist die Parallelerzeugung vieler Mutanten und damit
ein Protein-Engineering zur Untersuchung der Funktionalitit von Proteindoménen in Bezug auf
ihre Wirkung moglich geworden. Dariiber hinaus lassen sich durch Zufallsmutagenese die
Eigenschaften eines Genprodukts, d.h. eines Proteins bzw. im Spezialfall eines Biokatalysators,
verdandern. Eine Durchfiihrung der PCR unter suboptimalen Bedingungen, die zu einer Erh6hung
der Mutationsrate fiihrt, wird als error-prone (fehlerhafte) PCR (epPCR) bezeichnet. So lésst sich
durch Zusatz von Mangan(Il)chlorid und dNTP-Mischungen, bei denen einzelne Basen
signifikant im Unterschuss enthalten sind, die Fehlerrate bei der Amplifikation auf iiber 1 %
steigern. Die error-prone PCR stellt die wichtigste Methode bei der gerichteten Evolution von

Enzymen dar.
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Durchfiihrung:

Zu 10 pL PCR-Reaktionspuffer in einem 500 pL. Kunststoffreaktionsgefdll wurden jeweils 1 uLb
Primer (epPFE 1), 1 uLL Primer (epPFE 2), ein Aliquot DNA-Losung (0,1 ug DNA-Matrize),
10 uL ANTP-Losung (iiblicherweise bei 4 Parallelansitzen je ein anderes ANTP im Unterschuss),
23 uL Magnesiumchlorid- und 10 pL. Mangan(Il)chlorid-Losung zugesetzt. Nach Zugabe von
5 U Tag-DNA-Polymerase wurde der Ansatz mit Wasser ad 100 pL aufgefiillt, die error-prone
PCR-Losung anschlieBend in den Thermocycler eingestellt und das Temperaturprogramm

gestartet (Tab. 5-2).

Tab. 5-2:  Temperaturprogramm fiir die error-prone PCR (Lid-Temperatur des Thermocyclers:
105°C; Abkiihlung des Thermoblocks nach Ablauf des PCR-Programms auf 8°C)

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min] Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95 10,0 1
‘Denaturierung s s
Anlagerung 62 1,5 25
Extension 72 6,0
Synthese 2 100 1

5.5.4 Charakterisierung von DNA-Molekiilen

5.5.4.1 DNA-Agarose-Gelelektrophorese [Sambrook et al., 1989; Sharp et al., 1973]

Prinzip:

Die Agarose-Gelelektrophorese ist die einfachste und effektivste Methode, DNA-Fragmente
voneinander zu trennen und zu identifizieren. Das Prinzip beruht auf der Wanderung der negativ
geladenen DNA-Molekiile (Phosphat-Reste) bei Anlegung eines elektrischen Feldes
(Gleichspannung). Die Auftrennung (analytisch oder préparativ) der Fragmente ist abhédngig von
der GroBe (Molekulargewicht) und der Konformation der DNA-Molekiile. Zirkulare
DNA-Fragmente besitzen bei gleicher Anzahl an Basen eine hohere Wanderungsgeschwindigkeit
als lineare Fragmente und legen somit eine groBere Strecke im Agarosegel zuriick. Dariiber
hinaus wird die Wanderungsgeschwindigkeit vom Agarosegehalt des Gels beeinflusst. Um die
aufgetrennten DNA-Banden sichtbar zu machen, wird beim GieBen des Agarosegels

Ethidiumbromid zugesetzt, welches in die DNA-Helices interkaliert und im UV-Durchlicht eines
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Transilluminators fluoresziert [LePecq und Paoletti, 1967]. Es ist hierbei zu beachten, dass bei
Anlegung eines elektrischen Feldes das positiv geladene Ethidiumbromid entgegengesetzt zur
DNA in Richtung der Kathode wandert, so dass kleinere DNA-Molekiile bei gleicher
Konzentration ein schwicheres Signal geben. Weiterhin wandern zirkulare Plasmide aufgrund
ihrer kompakten Struktur (super-coiled) schneller als lineare DNA-Fragmente gleicher Grofe.
Die Zuordnung der DNA-Banden erfolgt iiber einen Vergleich mit einem externen

Langenstandard (kb-ladder).

Ein Aliquot (analytisch) bzw. die gesamte (pridparativ) DNA-Probe wird mit einer
Bromphenolblau-Glycerin-Losung (DNA-Auftrags-Puffer) im Verhéltnis 1:1 bis 5:1 (V/V)
vermischt und aufgetragen. Das Glycerin erhoht hierbei die Dichte, so dass die Proben in die
angelegten Taschen im Agarosegel absinken. Der negativ geladene Farbstoff Bromphenolblau

dient als Indikator, welcher die zuriickgelegte Laufstrecke im elektrischen Feld anzeigt.

Fir préparative Trennungen konnen die Banden anschlieBend aus dem Agarosegel
ausgeschnitten, die DNA isoliert und gereinigt werden. Nach Auflosung des Agarosegels in
einem geeigneten Puffersystem erfolgt die weitere Behandlung der DNA-LGsung entsprechend

Kap. 5.5.2.1.2.

Durchfiihrung:

40 mL 1 % Agarose-Losung (M/V) wurden mit 4 pL Ethidiumbromid-Stammldsung vermischt
und auf einen Geltrdger mit eingesetztem 'Probentaschenkamm' gegossen. Aus dem erstarrten
Agarosegel (ca. 20 min) konnte der 'Kamm' entfernt und das Agarosegel in die Elektrophorese-
Kammer eingesetzt werden. Nach Uberschichtung mit TAE-Puffer wurden die mit dem Auftrags-
Puffer vermischten DNA-Proben in die Taschen eingefiillt und eine konstante Spannung von
120 V fiir 40 min angelegt. Die Detektion der DNA-Banden erfolgte im UV-Durchlicht eines
Transilluminators. Zur Dokumentation wurden die Gele photographiert und bei préparativer
Trennung die gewiinschten Banden ausgeschnitten. Die anschlieende Isolierung und Reinigung
der DNA erfolgte entsprechend des QIAquick Gel Extraction Kit Protokolls fiir die Verwendung
einer Zentrifuge (Kap. 5.5.2.1.2).



130 5 Material und Methoden

5.5.4.2 Restriktionsspaltung von DNA

Prinzip:

Restriktionsendonucleasen ermoglichen es, DNA sequenzspezifisch zu schneiden. Die
Restriktionsspaltung erzeugt Fragmente, die nach elektrophoretischer Auftrennung im
Agarosegel anhand des Bandenmusters Riickschliisse auf die Sequenz der untersuchten DNA
zulassen. So ldsst sich z.B. schnell und einfach iiberpriifen, ob ein DNA-Molekiil (Plasmid) ein
bestimmtes Fragment (Gen) enthélt oder nicht. Die Analytische Restriktionsspaltung kann somit
einen ersten Aufschluss geben, ob eine Klonierung erfolgreich war. Diese analytische Kontrolle

erfolgt tiblicherweise in einem Reaktionsvolumen von 10 pl.

Die préparative Restriktionsspaltung dient dazu, einen Vektor und ein DNA-Molekiil (Insert;
Gen) mit definierten Endonucleasen so zu spalten, dass nach Aufreinigung (Agarose-
Gelelektrophorese) eine Ligation (Kap. 5.5.5.1) der beiden geschnittenen Fragmente an den

kompatiblen Schnittstellen moglich ist.

Durchfiihrung: (Werte fiir die analytische Restriktionsspaltung sind in Klammern gesetzt.)

Zu 20 pL (4 pL) einer DNA-Priparation nach Kap. 5.5.2.1 oder 5.5.2.2 bzw. zu 100 pL einer
DNA-LG6sung im Anschluss an eine error-prone PCR (Kap. 5.5.3) wurden 2 pL (0,5 pL) BamHI,
5uL (0,5 uL) Ndel, 10 uL (1 pL) Puffer BamHI" zugesetzt und auf 100 uL (10 pL) mit Wasser
aufgefiillt. Die Restriktionsspaltung erfolgte bei 37°C. Nach 2h (1h) wurde die
Restriktionsspaltung gestoppt (Abkiihlung auf < 0°C) und eine DNA-Agarose-Gelelektrophorese
(Kap. 5.5.4.1) durchgefiihrt.

5.5.4.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgt nach der von Sanger entwickelten enzymatischen Ketten-
Abbruch-Methode [Sanger et al., 1977], die auch als 'Enzymatische DNA-Sequenzierung' oder
'Didesoxy-Sequenzierung' bezeichnet wird. Die Methode beruht auf der enzymatischen Synthese
einer komplementéren Kopie des zu sequenzierenden, einzelstrangigen Matrizenstrangs. Hierbei
werden unterschiedlich lange DNA-Fragmente durch kontrollierte Unterbrechung der

Amplifikation mittels spezifischer Terminatoren (2',3'-Didesoxynucleosid-5'-triphosphate;



5 Material und Methoden 131

ddNTPs), die zusadtzlich zu den 2'-Desoxynucleotiden im Reaktionsansatz enthalten sind,
erzeugt. Aufgrund der fehlenden 3'-OH-Gruppe der ddNTPs, bricht die Kettenverldngerung eines
entstechenden DNA-Fragments nach dem statistischen Einbau dieses Terminator ab, da die
Ausbildung einer Phosphodiester-Bindung zu einem weiterem Nucleotid nicht mehr mdglich ist.
Bei der urspriinglich entwickelten Sanger-Methode wurden 4 separate Reaktionen, jede mit
einem anderem, radioaktiv markiertem ddNTP als Terminator angesetzt und anschlieBend
nebeneinander durch Polycrylamidgel-Elektrophorese analysiert. Hierbei lassen sich
DNA-Molekiile trennen, die sich in der Lidnge nur um ein Nucleotid unterscheiden. Aus der

Abfolge der Banden im Autoradiogramm lésst sich direkt die DNA-Sequenz ablesen.

Als Variante der Sanger-Methode werden an Stelle von radioaktiv markierten ddNTPs,
Terminatoren mit Fluoreszenzmarkern eingesetzt [Ansorge et al., 1987; Freeman et al., 1990],
wobei jedes der 4 Didesoxy-Nucleotide mit einen anderen Fluoreszenzfarbstoff kovalent
verbunden ist. Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die so markierten
DNA-Fragmente zusammen in einer Spur des Polyacrylamidgels aufgetragen werden kdnnen
[Prober et al., 1987]. Die Detektion bei dieser Vierfarbentechnik erfolgt durch 2 Argonlaser mit
Emissionsbanden von 488 und 514 nm. Das senkrecht hierzu emittierte Fluoreszenzlicht wird von
Photodioden hinter dem Gel gemessen und die Datenauswertung erfolgt online durch ein

angeschlossenes EDV-System.

Eine weitere Steigerung der Effizienz und des Durchsatzes lasst sich durch die Verwendung
thermostabiler Polymerasen erreichen. Diese Methode erfolgt analog zur PCR (Kap. 5.5.3). Bei
der enzymatischen Sequenzierung wird eine DNA-Replikation bis zum statistischen Einbau eines
Fluoreszenz-markierten ddNTPs, mit einem Primer iiber mehrere Zyklen durchgefiihrt. Aufgrund
der wiederholten Synthese neuer DNA-Fragmente sind nur geringe Mengen an Ausgangs-DNA
erforderlich. Dariiber hinaus lassen sich durch die Verwendung jeweils nur eines Primers die

beiden komplementéren Sequenzen eines doppelstrangigen DNA separat analysieren.

Eine weitere Verbesserung dieser Cycle-Sequencing-Methode lasst sich auch durch spezielle
DNA-Polymerasen erreichen. PE Applied Biosystems (Weiterstadt) bietet hierfiir die sogenannte
AmpliTag-Polymerase FS an. Es handelt sich hierbei um eine Doppelmutante der bekannten
Thermus aquaticus DNA-Polymerase (7ag-Polymerase; Kap.5.5.3), deren 5'-3'-Nuclease-
Aktivitdit (Mutation G46D) verringert und die Akzeptanz gegen Didesoxynucleotide
(Mutation F667Y)) erhoht wurde.
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Durchfiihrung:

GieBen des Polyacrylamidgels

Die Losung fiir das Polyacrylamidgel (Kap. 5.3.1.5) wurde durch eine Membran (0,2 uM)
filtriert, und entgast. Der Start der Polymerisation erfolgte durch Zusatz von 24 pLL TEMED und
180 uL. 10 % (M/V) APS. Zum Aushérten des Gels wurde die Losung umgehend zwischen die
durch Abstandshalter (Spacer) getrennten, griindlichst gereinigten Glasplatten gegossen, der
'Vorkamm' eingesetzt und die Platten wéhrend der zweistiindigen Polymerisationszeit
abgedichtet. Anschlieend tauschte man den 'Vorkamm' gegen den sogenannten 'Haifisch-Kamm'
aus und setzte das Gel in den Sequenzer ein. Nach Kontrolle des Basissignals erfolgte ein

einstiindiger Vorlauf.
Sequenzierungsreaktion

200 bis 500 ng DNA (2 bis 4 pL. DNA-Ldsung nach Kap. 5.5.2.1) wurden in einem 0,5 mL
Kunststoffreaktionsgefdl mit 4 uL BigDye/Ampli Tag DNA-Polymerase, 8 uL Primer (1 uM;
Primer seqPFE 1, seqPFE 2 oder seqPFE 3) und 1 pL. DMSO versetzt. Die Lésung wurde
schlieBlich ad 20 uL mit Wasser aufgefiillt, in den Thermocycler eingestellt und das
Temperaturprogramm (Tab. 5-3) gestartet.

Tab. 5-3:  Temperaturprogramm fiir die PCR der Sequenzierungsreaktion (Lid-Temperatur des
Thermocyclers: 105°C; Abkiihlung des Thermoblocks nach Ablauf des
PCR-Programms auf 8°C)

Reaktionsschritt Temperatur [°C] Zeit [min] Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95 3 1
‘Denaturierung o5 o7
Anlagerung 55 0,5 26
Extension 60 4
Synthese 60 4 1

Probenaufarbeitung nach der Sequenzierungsreaktion

Der Ansatz wurde ad 100 pL mit Wasser aufgefiillt und die DNA durch Zusatz von 10 uL 3 M
Natriumacetatlosung so wie 250 uL Ethanol (absolut) gefillt und die Losung fiir 20 min bei RT
inkubiert. Nach Zentrifugation (16°C, 20800 g, 30 min) wurde der Uberstand entfernt, das Pellet
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mit Ethanol 70°% (V/V) gewaschen, erneut fiir 10 min abzentrifugiert und im Vakuum
getrocknet (SpeedVac; 45°C, 5 min). SchlieBlich nahm man das Pellet in 4 puL
Resuspensionslosung auf und denaturierte die DNA fiir 5 min bei 95°C. AnschlieBend wurde auf
Eis abgekiihlt, kurz abzentrifugiert (short spin) und die Losung in eine Tasche des in das
Sequenziergerit eingesetzten Polyacrylamidgels pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte nach den
vom Hersteller empfohlenen Programmparametern ( Handbuch zum Sequenzierautomaten) fiir

eine Dauer von 12 h.

5.5.5 Ligation und Transformation in E. coli

Die Grundlage der molekularen Klonierungstechnik liegt darin, einen Vektor (préparierte
Plasmid-DNA) mit einer Fremd-DNA (Gen; Insert) unter Zusatz einer Polynucleotid-Ligase
kovalent zu einem zirkularen Molekiil (Hybrid-DNA oder chimidre DNA) zu verbinden. Dieser
Vorgang wird als Ligation bezeichnet. DNA-Ligasen schlieBen die Phosphodiester-Bindung
zwischen einer 5'-Phosphatgruppe an einem DNA-Ende und der 3'-OH-Gruppe am anderen Ende
einer doppelstrangigen DNA. Das neu gebildete, zirkuldre Plasmid lésst sich wieder in Bakterien
einschleusen (transformieren). Die Transformation bezeichnet die Aufnahme freier, 16slicher
DNA aus dem Medium durch einen Rezipienten. Die natiirliche Aufnahmebereitschaft flir DNA
(Kompetenz) ist fiir eine Vielzahl von Bakterien (Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas u.a.)
beschrieben worden [Schlegel, 1992]. Bei Mikroorganismen (z.B. E. coli), die hierfiir kein
aktives System besitzen, kdnnen die Zellen aber durch eine geeignete Vorbehandlung ebenfalls
transformationskompetent werden. Der Mechanismus des Plasmid-Tranfers in die E. coli-Zelle ist
bislang noch nicht aufgeklart, aber entgegen fritherer Ansichten [Hanahan, 1983] geht man heute
von einer passiven Aufnahme der DNA, z.B. induziert durch eine Hitzeschock-Behandlung

(42°C) oder Elektroporation, aus.

5.5.5.1 Ligation mit der T4 DNA-Ligase

Die Ligation erfolgte entsprechend den Angaben des Herstellers der T4 DNA-Ligase in einem
Volumen von 20 pL. In einem 500 pL Kunststoffreaktionsgefd3 wurde eine Mischung von
Insert- und Vektor-DNA-Losung vorgelegt und beachtet, dass die Insert-DNA etwa im 3 —
5 fachen Uberschuss im Vergleich zur Vektor-DNA enthalten war. Nach Zugabe von 2 uL
T4 DNA-Ligase (2 Weiss U) und 2 pL Ligations-Puffer (10x) wurde mit Wasser ad 20 uL
aufgefiillt und die Losung tiber Nacht bei 16°C gehalten.
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5.5.5.2 Transformation in E. coli

5.5.5.2.1 Transformation nach der PEG/DMSO-Methode [Chung et al., 1989]

Herstellung kompetenter Zellen:

50 mL LB-Medium wurden mit 500 pL einer Ubernacht-Kultur von E. coli DH5a. (Kap. 5.5.1.2)
angeimpft, bis zu einer ODgpy von 0,5 bis 0,6 inkubiert (37°C, 200 Upm) und die Zellen
anschlieBend abzentrifugiert (4°C, 6000 g, 8 min). Nach AbgieBen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in 2 mL TSS-Medium resuspendiert und in 200 pL. Aliquots aufgeteilt. Diese konnten
entweder nach 20 min Inkubation auf Eis direkt zur Transformation eingesetzt oder in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C aufbewahrt werden.

Hitzeschock-Transformation:

Zu 200 pL der kompetenten E. coli DH5a-Zellen (eventuell nach Auftauen auf Eis) wurden 1 uLb
DNA-Losung (Kap. 5.5.2.1) gegeben und die Zellen auf Eis gestellt. Nach 30 min erfolgte die
Transformation durch einen Hitzeschock (42°C, 45 s). Die Zellen wurden anschlieBend sofort auf
Eis gestellt, 800 uL LB-Medium zugegeben und inkubiert (37°C, 200 Upm, 1 h). Nach
Zentrifugation (4°C, 1300 g, 2 min), Abdekantieren des Uberstands und Resuspension der Zellen
im Riicklauf wurde auf einer LB/AMP-Platte ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.5.5.2.2 Schnell-Transformation (Rubidiumchlorid-Methode)

(modifiziert nach www.nwfsc.noaa.gov/protocols/rbcl.html sowie Pope und Kent, 1996)

Herstellung superkompetenter Zellen:

20 mL LB-Medium wurden mit 2 mL einer Ubernacht-Kultur von E. coli DH50a. (Kap. 5.5.1.2)
angeimpft, bis zu einer ODggp = 0,2 — 0,9 inkubiert (37°C, 200 Upm) und anschlieBend in 100 mL
frisches LB-Medium {iberfiihrt. Nach Inkubation bis zu einer ODgyo = 0,5 — 0,9 impfte man mit
dieser 100 mL Vorkultur 500 mL LB-Medium an und hilt die Kultur bei 37°C und 200 Upm. Bei
Erreichen einer ODgpp = 0,6 wurden die Zellen unter Schiitteln in Eiswasser abgeschreckt
(15 min), zentrifugiert (4°C, 5000 g, 10 min), der Uberstand abdekantiert und das Pellet in
100 mL eisgekiihlter TfbI-Losung resuspendiert. Nach Inkubation auf Eis (5 min) isolierte man
die Zellen wieder durch Zentrifugation (4°C, 5000 g, 10 min). Der Uberstand wurde erneut
abdekantiert, die Zellen in 20 mL eisgekiihlter TfbII-Losung resuspendiert und anschlieend
aliquotiert (je 200 uL in vorgekiihlte 2 mL Kunststoffreaktionsgefdfie). Die Aliquots konnten
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direkt zur Transformation eingesetzt oder in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

aufbewahrt werden.

Schnell-Transformation:

Zu einem Aliquot (200 uL) der kompetenten Zellen wurden 20 pL eines Ligationsansatzes
(Kap. 5.5.5.1) pipettiert, kurz gevortext (eventuell nach Auftauen auf Eis) und 5 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde auf einer vorgewarmten (37°C) LB/AMP-Platte ausplattiert und
tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

5.5.6 Charakterisierung von Proteinen

5.5.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mittels PAGE konnen Proteine in analytischem oder praparativem Malstab nach GroBle (SDS-
und Native-PAGE) oder nach dem relativen Gehalt an sauren und basischen Gruppen
(Isoelektrische Fokussierung; IEF) aufgetrennt werden [Lammli, 1970]. Dabei wandern die
Proteine unter dem FEinfluss des angelegten elektrischen Feldes durch die Poren eines
Polyacrylamidgels, wobei die Wanderungsrichtung und -geschwindigkeit von der Ladung der
Proteine, der Porengréfle des Gels und der angelegten Spannung abhidngen. Wéhrend die
Auftrennung der Proteine bei der nativen PAGE im nicht-denaturierten Zustand erfolgt, werden
die Proteine zur Auftrennung nach ihrem Molekulargewicht durch Bindung des Detergenz SDS
proportional zu ihrer GroBe negativ geladen (z.B. 14g SDS/g Protein in 1 %igen
SDS-Losungen) und denaturiert. Die Denaturierung wird durch eine vorherige Reduktion der
Proteine mit Mercaptoethanol oder DTT noch unterstiitzt. SDS unterbindet dariiber hinaus die
Ausbildung von Protein-Protein-Wechselwirkungen (Quartirstrukturen). Die SDS-Protein-
Komlexe verschiedener Proteine unterscheiden sich damit fiir viele MeBmethoden nur noch in
threr Grofle (Molekulargewicht bzw. Stokes-Radius) und haben vergleichbare hydrodynamische
Eigenschaften.
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Durchfiihrung:

Herstellung des SDS-Gels:

Nach Start der Polymerisation durch Zusatz APS und TEMED wurde die Trenngel-Losung zum
Aushérten des Gels umgehend zwischen die durch Abstandshalter (Spacer) getrennten,
griindlichst gereinigten Glasplatten gegossen, zum Erzielen einer geraden Geloberfliche mit
200 pL Isopropanol iiberschichtet und fiir 30 min bei RT stehen gelassen. Anschlieend konnte
das Isopropanol abdekantiert und die Geloberfliche mit Wasser nachgespiilt werden. Danach
erfolgte die Herstellung des Sammelgels. Hierzu wurde die Sammelgel-Losung auf das gereinigte
Trenngel gegossen, der Probentaschen-Kamm eingesetzt und erneut 30 min bei RT zur
Polymerisation stehen gelassen. Nach Entfernung des Kamms und der Spacer wurde die
Probentaschen griindlich gespiilt und die Glasplatten mit dem Polyacrylamidgel in die bereits mit

Puffer befiillte Elektrophorese-Apparatur luftblasenfrei eingesetzt.

Vorbehandlung der Protein-Proben:

10 uL der in Puffer gelosten Protein-Probe (ca.20 pug Protein) wurden mit 10 pL
SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min bei 95°C gekocht, auf Eis abgekiihlt und nach Zentrifugation
(short spin) auf das Gel aufgetragen. Als GroBenmarker diente der low-molecular-weight-

Standard (Auftragung 10 pL).

Elektrophorese-Bedingungen:

Die Elektrophorese erfolgte fiir 10 min mit 10 mA (pro Gel) und anschlieBend mit 25 mA (pro
Gel) bis die blaue BPB-Bande das Ende des Gels erreicht hatte.

Coomassie-Fiarbung des Polyacrylamidgels:

Nach beendeter Elektrophorese wurden die Glasplatten entfernt, das Gel 1 h in Coomassie-
Féarbelosung gelegt und anschlieBend in Entfirbelésung mindestens so lange entférbt, bis
deutliche Proteinbanden sichtbar waren bzw. das Gel klar war. Zur Aufbewahrung bzw.
Dokumentation wurde das Gel luftblasenfrei zwischen ein Filterpapier und eine Cellophan-Folie

gelegt und im Geltrockner 2 h bei 80°C im Vakuum getrocknet.
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5.5.6.2 Bestimmung des Proteingehalts

Die Bestimmung des Proteingehalts wurde nach der Methode von Bradford [Bradford, 1976] mit
dem Protein Assay Kit von Biorad durchgefiihrt. Der Test beruht auf der Bindung von Coomassie
brilliant blue G-250 an Proteine, wodurch sich das Absorptionsmaximum der Farbe verschiebt
(465 nm ohne Protein; 595 nm mit Protein). Die Zunahme der Absorption bei 595 nm (ODsys) ist
ein MaB3 fiir die Proteinkonzentration der Messlosung. Der Proteingehalts ldsst sich iiber eine

externe Kalibrierung mit BSA als Referenz berechnen.

5.5.6.3 Aktivititsmessung von Hydrolasen

5.5.6.3.1 pNPA-Assay

Prinzip:

Die Bestimmung der Hydrolase-Aktivitit mit dem pNPA-Assay basiert auf der
enzymkatalysierten Spaltung von p-Nitrophenylacetat. Das bei der Spaltung freiwerdende
p-Nitrophenol kann photometrisch bei 410 nm bestimmt werden [Bornscheuer und Kazlauskas,
1999]. Die Methode wurde urspriinglich zur Messung der Aktivitdit von Lipasen gegen
p-Nitrophenylpalmitat entwickelt (z.B. [Purdy und Kolattukudy, 1973]). Aus dem Anstieg der
Absorption bei 410 nm, ldsst sich die Aktivitdt berechnen. Die Eine Einheit (U) Hydrolase-
Aktivitdt entspricht der Menge an Enzym, die 1 umol p-Nitrophenol pro Minute unter den

gewdhlten Reaktionsbedingungen freisetzt.
Es gilt:

AE

€ d .CEnzym

Aktivitit {1}
mg pNPA-Assay

hierbei ist:  AE: Anstieg der Absorption bei 410 nm [1/min]
€: molarer Absorptionskoeff. p-Nitrophenol bei pH 7,5 [14500 L/(mol - cm)]

d: Schichtdicke der Messkiivette [cm]

Cenym: Konzentration an Enzym in der Assay-Losung [mg/mL]

Bei Kenntnis des Proteingehalts einer Enzympréparation ist die Berechnung der spezifischen

Aktivitdt [U/mg Protein] mdglich.
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Durchfiihrung:

900 uL Phosphat-Puffer (pH 7,5; 50 mM) mit einer bekannten Hydrolase-Konzentration wurden
zum Starten der Reaktion in einer Messkiivette (1 mL; Schichtdicke 1cm) mit 100 pL
p-Nitrophenylacetat-Losung (10 mM in DMSO) versetzt. Die Konzentration des Enzyms wurde
fiir eine Bestimmung im Bereich von 0,0001 bis 1 mg/mL variiert. Die einzelnen Messungen
einer Verdiinnungsreihe erfolgten dabei parallel (6 fach Wechselprobenhalter im Photometer) bei
RT gegen eine aktive Referenz (900 uL. Phosphat-Puffer ohne Enzym). Fiir jede

Enzympréiparation wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.

5.5.6.3.2 pH-stat-Assay

Prinzip:

Grundlage fiir die Bestimmung der Hydrolase-Aktivitdt im pH-stat-Assay ist die enzymatische
Spaltung einer Esterverbindung. Zur Bestimmung der Aktivitit von Lipasen wurde urspriinglich
Olivenol als Substrat eingesetzt (z.B. [Tietz und Fiereck, 1966]). Durch Verwendung von
definierten Triglyceriden lieB sich die Reproduzierbarkeit der Methode erhdhen [Peled und
Krenz, 1981]. Die bei der Hydrolyse freigesetzten Fettsduren (allg. Carbonsduren) werden
automatisch mit Natronlauge titriert, um den pH-Wert der Losung konstant zu halten. Aus dem
Verbrauch an Natronlauge, der auf einem X/Y-Schreiber in Abhédngigkeit von der Zeit
aufgetragen wird, ldsst sich die Aktivitdt berechnen. Eine Einheit (1 U) Hydrolase-Aktivitit
entspricht der Menge an Enzym, die 1 umol Fettsdure (allg. Carbonsiure) pro Minute unter den

gewdhlten Reaktionsbedingungen freisetzt.

Es gilt:
’ ' C atronlauge
Aktivitit {i} _ xSy O Ax
mg pH-stat-Assay M Ay
hierbei ist:  fx: Schreiberparameter bez. des Natronlauge-Verbrauchs [pL/mm]

Iy Schreiberparameter beziiglich der Reaktionszeit [mm/min]
Crnaronlange:  KKONZentration der Natronlauge [mol/L]
M: eingesetzte Menge an Enzym [mg]

Ax / Ay:  Steigung der Messgeraden [mm/mm]
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Bei Kenntnis des Proteingehalts einer Enzym-Préparation ist die Berechnung der spezifischen

Aktivitdt [U/mg Protein] mdglich.

Neben der Aktivitdtsbestimmung ldsst sich auch iiber den Verbrauch an titrierter Natronlauge der
Umsatz einer Hydrolase-katalysierten Reaktion verfolgen. Fiir priparative Zwecke (Synthese;
GC-Untersuchung) ist es somit moglich, die Hydrolyse gezielt beim Erreichen eines bestimmten

Umsatzes abzustoppen und die Assay-Losung zu extrahieren.

Durchfiihrung:

Die Bestimmung der hydrolytischen Aktivitdt der Esterasen erfolgte mit einer Standardemulsion
(Assay-Losung): 10 g Ethylacetat und 4 g Gummi arabicum wurden mit 100 mL Wasser versetzt
und 10 min mittels Ultraturrax emulgiert. 20 mL dieser Assay-Losung wurden in das
Reaktionsgefdl (Reaktor) gegeben, auf 37°C temperiert, mit Natronlauge (0,1 M) auf pH 7,0
(Startpunkt) eingestellt und anschliefend eine bekannte Menge an Enzym zugesetzt. Die Titration
der freiwerdenden Essigsdure auf den vorgegebenen konstanten pH-Wert (pH 7,0) erfolgte mit

0,1 M Natronlauge. Fiir jede Enzympriparation wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.

5.6 Chemische Synthesen

5.6.1 Synthese von (R,S)-3-Acetoxy-tetrahydrofuran (3b)

Eine Losung von (R,S)-3-Hydroxy-tetrahydrofuran (45 mmol; 4,0 g) in 75 mL Dichlormethan
wurde unter Eiskiihlung mit Pyridin (200 mmol; 16,1 mL) und Acetylchlorid (200 mmol;
14,2 mL) versetzt und die Reaktionslosung bei RT fiir 24 h unter Feuchtigkeitsausschluss geriihrt.
AnschlieBend wurde Wasser (50 mL) zugegeben, mit Diethylether extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen mit verdiinnter Salzsdure (0,1 mol/L), geséattigter Natriumcarbonat-Losung
und Wasser gewaschen. Nach Trocknung {iber Natriumsulfat und Entfernung des Losungsmittels
im Vakuum wurde das Rohprodukt 3b durch Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt,

wobei die Ausbeute an reinem 3b 2,7 g (46 %) betrug.

'H-NMR (CDCls; 500 MHz; TMS): &y =2,02 (m, 1 H, 4-H); 2,07 (s, 3 H, COCHz); 2,17 (m,
1 H, 4-H); 3,88 (m, 4 H, 2-H/5-H); 5,29 (m, 1 H, 3-H)

BC-NMR (CDCls; 126 MHz; TMS): & = 21,13; 32,69; 67,00; 73,14; 74,83; 170,91
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Elementaranalyse:  C¢H;oO3 Ber. C 55,37 H 7,74
Gef. C 55,41 H 7,79

5.6.2 Synthese von (R,S)-Pantolactonacetat (2-Acetoxy-3,3-dimethyl-y-butyrolacton; 4b)

Zu einer Losung von (R,S)-Pantolacton (75 mmol; 9,8 g) in 75 mL Pyridin wurde unter
Eiskiihlung Acetylchlorid (105 mmol; 7,5 mL) zugesetzt und die Reaktionslosung bei RT fiir
19 h unter Feuchtigkeitsausschluss geriihrt. Anschlieend erfolgte die weitere Aufarbeitung wie

unter Kap. 5.6.1 beschrieben, wobei die Ausbeute an reinem 4b 6,4 g (50 %) betrug.

'H-NMR (CDCls; 500 MHz; TMS): Die 'H-NMR-Daten stimmen mit den Literaturangaben
iiberein [Gamalevich und Serebryakov, 1997].

BC-NMR (CDCls; 126 MHz; TMS): &c = 19,89; 20,55; 23,03; 40,16; 75,06; 76,21; 169,79;
172,46

Elementaranalyse:  CgH;204 Ber. C 55,81 H 7,02
Gef. C 55,69 H 7,11

5.6.3 Synthese von (R,S)-3-Butyroxy-but-3-in (1c)

Die Synthese erfolgte nach Nakamura et al. [Nakamura et al., 1998] ausgehend von
(R,S)-3-Hyroxy-but-3-in (1a; 10,5 g; 150 mmol), Pyridin (60 mL; 750 mmol), Butyrylchlorid
(78,5 mL; 750 mmol) und 150 mL Dichlormethan als Losungsmittel. Nach Extraktion (vgl.
Kap. 5.6.1) wurde das erhaltene Rohprodukt 1¢ durch Destillation gereinigt, wobei die Ausbeute
an reinem 1c¢ 12,3 g (59 %) betrug.

Die analytischen Daten der Verbindung 1¢ stimmen mit den Literaturangaben [Nakamura et al.,

1998] tiberein.

5.6.4 Synthese der enantiomerenreinen Acetate 1b — 4b und des Butyrats 1¢

0,75 mmol des enantiomerenreinen Alkohls 1a (ca. 55 puL), 2a (ca. 73 pL), 3a (ca. 50 uL) oder
4a (ca. 53 mg) wurden in 750 pL Pyridin geldst, mit 1,05 mmol Acetylchlorid (75 pL) bzw.
Butyrylchlorid (110 pL) versetzt und unter Luftabschluss tiiber Nacht bei RT geriihrt.
AnschlieBend erfolgte die weitere Aufarbeitung wie unter Kap. 5.6.1 beschrieben. Nach

Trocknung iiber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel bis auf ca. 5 mL durch Abblasen mit
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Stickstoff entfernt und der Extrakt iiber Kieselgel abfiltriert. Mit Ausnahme von 1b (Volatilitit!)

wurde anschlieBend das Losungsmittel durch Abblasen mit Stickststoff entfernt.

Die Uberpriifung der Reinheit der synthetisierten Verbindungen erfolgte durch GC-Analyse unter
Verwendung chiraler Trennsdulen. Durch Vergleich der Retentionszeiten mit den racemischen
Acetaten 1b —4b und des Butyrats 1¢ lieen sich dabei die optisch reinen Esterverbindungen

identifizieren.

5.7 Testsysteme
5.7.1 pH-Assay

5.7.1.1 Selektion aktiver Hydrolasen

Die Testreaktionen wurden in Mikrotiterplatten (96 Vertiefungen) durchgefiihrt, wobei die
erforderlichen Pipettierschritte automatisiert (Pipettier-Roboter) erfolgten. Nach Vorlage von
180 uL Phosphat-Puffer (10 mM; pH 7,3) mit einer Hydrolase-Konzentration von ca. 1 mg/mL
Phosphat-Puffer wurden zum Starten der Reaktion 20 pL einer Losung des Substrats (1b — 4b, 1¢
oder Tributyrin; je 20 mM) und Bromthymolblau (0,75 mM) in DMSO zugesetzt. Anschliefend
wurden die Mikrotiterplatten luftdicht verschlossen, inkubiert (RT, 37, 40, 50 oder 80°C) und
hinsichtlich visuell sichtbarer Farbdnderungen beobachtet. Als Blindwerte dienten

Reaktionsansétze ohne Substrat bzw. Enzym.

5.7.1.2 Testreaktionen im mg-Mafstab zur Bestimmung der Enantioselektivitiit

Nach Zugabe des Acetats 1b—4b bzw. Butyrats 1le¢ (50 mM) zu einer Enzymldsung
(ca. I mg/mL) in Phosphat-Puffer (10 mM; pH 7,3) wurden die Reaktionsansétze bei RT, 37, 40,
50 oder 80°C geschiittelt und zur Analyse der Enantiomereniiberschiisse (Reaktionszeiten siche
Tab. 3-5 und Anhang) ein 500 pL Aliquot entnommen. Die Extraktion der Reaktionsprodukte aus
der wissrigen Losung erfolgte mit 250 uL. Ethylacetat (1b/1c¢/3b) oder 500 bzw. 250 uL
Dichlormethan (2b bzw. 4b). Die organische Phase wurde abgetrennt, iiber Natriumsulfat
getrocknet und nach Verdiinnung direkt zur GC-Analyse eingesetzt. Im Fall von 2b musste
dagegen vor Bestimmung der Enantiomereniiberschiisse derivatisiert werden. Hierzu wurde dem
Extrakt Trifluoressigsdureanhydrid (0,1 mmol) zugesetzt, 20 min kréftig geschiittelt, 500 uL
Wasser zugegeben und erneut fiir 10 min geschiittelt. Nach Abtrennung der organischen Phase,

Trocknung iiber Natriumsulfat und Verdiinnung erfolgte die GC-Analyse.
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5.7.2 Acetat-Assay

5.7.2.1 Hydrolyse von 1-Phenylethylacetat (5b) im mL-Mafistab

Die Hydrolyse von 5b erfolgte analog Kap. 5.7.1.2, wobei anstelle des Phosphat-Puffers eine
Mischung der Testkit-Komponenten eingesetzt wurde. Zum spektralphotometrischen Nachweis
der NADH-Bildung wurde die PFE-Losung vorgelegt, mit Sb versetzt und anschlieend die

Absorption bei 340 nm gemessen.

5.7.2.2 Allgemeine Vorschrift zur Bestimmung von Essigsdure im Mikrotiterplattenformat

Zu einer Mischung der Testkit-Komponenten (150 pL) wurde eine Losung von PFE (20 pL;
2 mg Lyophilisat/mL, falls nicht anders angegeben) oder CAL B (2 mg/mL) pipettiert. Der Start
der Reaktionen erfolgte durch Zugabe einer Losung des Substrats (1b — 5b) bzw. Natriumacetats
(20 pL; die Konzentrationen sind im Text und in den Abbildungslegenden in mg/mL enthalten)
in Phosphat-Puffer (10 mM; pH 7,3). Jede Bestimmung wurde mindestens vierfach durchgefiihrt
und anschlieend die Einzelergebnisse zur Auswertung gemittelt. Als Kontrollen (Blindwerte)

dienten Mischungen des Testkits mit Zugabe von Puffer ohne Substrat bzw. Enzym.

5.7.2.3 Bestimmung der Aktivitiit von Hydrolase-haltigen Kulturiiberstinden

Zur Bestimmung der Hydrolase-Aktivitit von Kulturiiberstinden im Mikrotiterplattenformat
wurden die Pellets (Kap.5.5.1.5) jeweils in 200 pL Phosphat-Puffer (10 mM; pH 7,3)
resuspendiert und anschlieend durch zwei Gefrier-Auftau-Zyklen (-80°C / RT) aufgeschlossen.
Nach Entfernung der Zelltriimmer durch Abzentrifugieren (4°C, 3220 g, 10 min) lieBen sich die
Uberstéinde direkt zur Bestimmung der Hydrolyseaktivitit verwenden. Fiir die Ermittlung der
scheinbaren Enantioselektivitit wurde der Esterase-haltige Kulturiiberstand aus einer Vertiefung
zur Spaltung der optisch reinen Formen des Substrats aufgeteilt (bei jeder der beiden
Testreaktionen jeweils 20 pL des Zelllysats). Als Kontrolle (Blindwerte) dienten die Uberstinde

von Kulturen, bei denen keine Expression der PFE erfolgte.

Beim Lysozym-Aufschluss der E. coli DHS5a-Zellen wurde das Pellet in 150 uL. Phosphat-Puffer
(10 mM; pH 7,3) mit 1 mg/mL Lysozym resuspendiert, 15 min bei RT inkubiert und die Zellen
entsprechend Protokoll 1 (Zelllyse unter nativen Bedingungen) des Ni-NTA magnetic agarose

beads Handbuchs (Qiagen; Hilden) aufgeschlossen.
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5.7.2.4 Aufreinigung der Esterase I aus Pseudomonas fluorescens an einer Ni-NTA Matrix

im Mikrotiterplattenformat

Die Aufreinigung der PFE erfolgte entsprechend des Ni-NTA magnetic agarose beads
Handbuchs (Qiagen; Hilden). Die Pellets wurden dazu in 200 uL. Lyse-Puffer resuspendiert,
I5min bei RT inkubiert und die Zellen entsprechend Protokoll 1 (Zelllyse unter nativen
Bedingungen) aufgeschlossen. Die Reinigung erfolgte nach Protokoll 7 (Aufreinigung in
Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen) ohne Zusatz von DNAse I und RNAse A. Hierzu wurde
eine Mischung aus 100 uL des Zelllysats, 100 uL Lyse-Puffer und 20 pL. der Ni-NTA magnetic

agarose beads Suspension eingesetzt.

5.8 Biotransformationen

5.8.1 Allgemeines Verfahren fiir die enantioselektive Hydrolyse im g-Maf}stab

Die enantioselektiven Hydrolysen wurden vergleichbar den Testreaktionen im mg-Mafstab zur
Bestimmung der Enantioselektivitit (Kap.5.7.1.2) durchgefiihrt. Die Biotransformationen
erfolgten zur Kontrolle des pH-Werts in einer pH-stat-Apparatur, so dass sich die Umsétze durch
Zugabe von 0,1 oder 1,0 n Natronlauge verfolgen lieen. Fiir die priparativen Arbeiten wurden
im ReaktionsgefdiB 20 mL  Phosphat-Puffer (10 mM; pH 7,3) vorgelegt, auf das
Temperaturoptimum des eingesetzten Biokatalysators temperiert, das Substrat zugesetzt und die
Hydrolyse durch Zugabe des Enzyms gestartet. Die jeweiligen Reaktionsbedingungen sowie die
eingesetzten Substrat- und Enzymmengen sind in Tab. 3-6 enthalten. Nach Erreichung des
gewlinschten Umsatzes wurde die Biotransformation durch Extraktion mit Diethylether gestoppt.
Nach Vereinigung der organischen Phasen, Trocknung iiber Natriumsulfat und Entfernung des
Losungsmittels im Vakuum erfolgte die Trennung des Alkohols und des nicht-umgesetzten Esters
durch Séulenchromatographie an Kieselgel. Die Enantiomereniiberschiisse der isolierten
Verbindungen wurden gaschromatographisch bestimmt, wobei der Nachweis ihrer chemischen

Identitét zusétzlich durch NMR-Spektroskopie und Elementaranalyse erfolgte.

5.8.2 Bestimmung der Hydrolysegeschwindigkeiten wund Startaktivititen bei der

'"Trennung' von 1b — 1f

Die Hydrolysen von 1b — 1f wurden analog Kap. 5.8.1 in einer pH-stat-Apparatur durchgefiihrt,
wobei die eingesetzten Substrat- und Enzymmengen in Tab. 3-7 enthalten sind. Nach Erreichung

eines Umsatzes von 20 % erfolgte die Bestimmung der erzielten Enantiomerentiberschiisse fiir 1a
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durch GC-Analyse. Hierzu wurde ein 1 mL Aliquot der Reaktionsldsung entnommen, mit 500 pL.
Ethylacetat extrahiert und der Extrakt nach Trocknung iiber Natriumsulfat direkt zur
gaschromatographischen Bestimmung eingesetzt. Die Analyse des =zeitlichen Verlaufs der
PFE-katalysierten Hydrolyse von 1b erfolgte durch wiederholte Probenahme nach
unterschiedlichen Zeitintervallen (Abb. 3-10).

5.8.3 Allgemeines Verfahren fiir die Hydrolase-katalysierte Acylierung in einem

organischen Losungsmittel

In einem Rundkolben wurden 2,5 mL des organischen Losungsmittels (getrocknet), aktiviertes
Molsieb, Substrat (0,75 bzw. 1,5 mmol) und das Enzym (20 bis 50 mg) vorgelegt und die
Reaktion durch Zugabe eines fiinffachen Uberschusses an Vinylacetat bzw. Vinylbutyrat gestartet
und anschlieend unter Riihren auf 37°C gehalten. Die Acetylierung von 2a in groflerem Maf3stab
erfolgte in 40 mL Hexan mit 500 mg CAL B (c.-f.; C2) und 30 mmol Alkohol. Zur Bestimmung
der erzielten Enantiomerentiberschiisse wurde ein Aliquot entnommen, mit Natriumsulfat versetzt
und zum Abstoppen der enzymatischen Reaktion abzentrifugiert. Nach Abtrennung des Enzyms
konnte der Extrakt evtl. nach Verdiinnung bzw. Derivatisierung (2a; Kap. 5.7.1.2) direkt zur
gaschromatographischen Analyse eingesetzt werden. Fiir préparative Arbeiten wurde nach
Erreichung des gewiinschten Umsatzes die Reaktion durch Abtrennung des Enzyms gestoppt, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt durch Saulenchromatographie an

Kieselgel gereinigt (Tab. 5-4).

Tab. 5-4  Ubersicht iiber die PFE-katalysierten Acylierungs-Reaktionen in organischen
Losungsmitteln (log P-Werte nach Laane et al., 1987).

Sub  Losungsmittel log P~- PFE Bedingungen Ester Alkohol  Umsatz E-
Wert  [mg] [°C/h] [Yoee] [Yoee] [%] Wert
la Diethylether 0,9 20 37 /22 1b 14 (R) 6 (S) 30 1,4
la TBME 1,4 20 37 /46 1b 18 (R) 2(S) 12 1,5
la Hexan 3,5 50 37 /3 1b 14 (R) 9(5) 39 1,4
la Isooctan 5,1 20 37 /22 1b 18 (R) 19 (S) 51 1,7
la Hexan 3,5 20 37 /22 1c 18(R) 8 (S) 32 1,6
2a Hexan 3,5 30 37 /74 2b 52 (R) 48 (S) 48 5,0
3a Hexan 3,5 30 37 /3 3b 11(5) 3(R) 19 1,3
5a Dioxan -1,3 20 37 /41 5b - e —— -
Sa Acetonitril -0,3 20 37 /41 5b 92 (R) 6 (S) 6 24,7
5a  Tetrahydrofuran 0,5 20 37 /41 5b 82 (R) 4 (S) 5 10,6
5a Diethylether 0,9 20 37 /33 5b 91 (R) 15 (S) 14 25,1
Sa TBME 1,4 20 37 /33 5b 88 (R) 9(S) 9 16,4
5a Hexan 3,5 20 37 /21 5b 83 (R) 11 (S) 12 11,7
5a Isooctan 5,1 20 37 /21 5b 80 (R) 14 (S) 10 10,3

Sa Decan 56 20 37 /41 b 89(R)  17(S) 16 207
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5.9 Immobilisierung der Esterase I aus Pseudomonas fluorescens (PFE)

Vorbehandlung der Triger Celite 545 und Eupergit C:

Die Vorbehandlung des Celite 545 erfolgte durch Waschen mit deion. Wasser und Ethanol
(95 %; V/V). Nach Trocknung bei 80°C wurde das Trdgermaterial mit 5 %iger Salpetersdure
vermischt, fiir 4 h bei 80°C geriihrt, mit deion. Wasser neutral gewaschen und anschlieBend iiber

Nacht bei 80°C getrocknet.

Die S-Sepharose wurde unmittelbar vor Gebrauch abzentrifugiert, der Uberstand abgetrennt und

anschliefend mehrmals mit Phosphat-Puffer (10 mM; pH 7,3) gewaschen.

Immobilisierung:

In einem Rundkolben wurde Phosphat-Puffer vorgelegt, das Trigermaterial (Mengenangaben
sind in Tab. 3-9 enthalten) suspendiert und nach Zugabe der PFE iiber Nacht geriihrt (4°C;
100 Upm). Zur Abtrennung des Immobilisats wurde anschliefend iiber einem Biichner-Trichter
abfiltriert und mit eisgekiihltem Aceton (5% 5 mL) gewaschen. Die Untersuchung der
Immobilisierungsrate erfolgte durch Bestimmung der Hydrolyseaktivitit (Kap.5.5.6.3.2) des
gesammelten Filtrats bzw. durch eine direkte Aktivititsmessung des Immobilisats nach der

Lyophilisation.

Biotransformationen:

Der Einsatz der Immobilisate zur Katalyse der Acetylierung von la in einem organischen
Losungsmittel (Kap. 5.8.3) bzw. der '"Trennung' von 1b im mg-MaBstab in wissriger Losung
(Kap. 5.7.1.2) erfolgte analog der Ansdtze, bei denen direkt ein PFE-Rohextrakt verwendet
wurde. Die bei den Reaktionen eingesetzten Aktivitdtsmengen sind dabei in Abb. 3-15 enthalten

bzw. explizit im Text aufgefiihrt.
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6 Anhang

6.1 Ergebnisse der Racematspaltungen im mg-Malistab

Tab. 6-1 Zusammenstellung der Ergebnisse der Racematspaltungen im mg-MaBstab
(Screening-Reaktionen) bei Verwendung der in der ersten Stufe des Testsystems
(pH-Assay) selektierten  Hydrolasen. Die Enzyme mit den hochsten
Enantioselektivititen bzw. mit umgekehrter (inverser) Stereospezifitit sind
hervorgehoben.

Name der Hydrolase Bedingungen Ester Alkohol Umsatz E-Wert’
bzw. Ursprung [°C /h] [Yoee] [Yoee] [%]

Substrat: 2-Acetoxy-but-3-in (1b):

Acylase ACS 37 /26 41 (R) 47 (S) 47 4
Alcaligenes sp. 37 /26 >99 (S) 33 (R) 75 20
Aspergillus niger 37 /26 98 (R) 44 (S) 69 11
Bacillus stearoth. (BSE) 37 /1 45 (R) 84 (S) 35 18
Candida antarctica B 37 /2 min 86 (S) 50 (R) 64 8
Chirazyme E3 37 /5 min 53 (R) 50 (S) 52 5
Chirazyme E4 37 /5 min 6 (S) 8 (R) 45 1
Chromobacterium viscosum 37 /1 11 (R) 9(S) 58 1
hog liver (Chirazyme E2) 37 /2 min 28 (R) 35 90 1
pig liver (Chirazyme E1) nicht analysiert
Rhizopus delemar 37 /26 98 (R) 32 (S) 76 8
Pseud. fluorescens (PFE) 37 /2 min >99 (R) 69 (S) 59 75
Pseudomonas sp. 37 /1 27 (R) 19 (S) 60 2
Asp. oryzae (Protease) 37 /26 70 (R) 60 (S) 54 8
Bac. subtilis var.A (Prot.) 37 /26 6 (S) 46 (R) 11 3
BD019 80 / 1 18 (R) 53 (S) 26 4
BD021 37 /26 99 (R) 58 (S) 63 19
BD045 50 /1 24 (R) 34 (S) 42 3
BD048 80 / 1 41 (R) 33(S) 55 3
BD073 80 / 1 20 (R) 47 (S) 30 3
BD100 80 /2 min 3(R) 4(S) 41 1
BD102 37 /26 11 (S) 46 (R) 19 3
BD104 50 /26 24 (S) 70 (R) 25 7
BD120 50 /2 min 97 (R) 65 (S) 64 13
BD133 37 /26 28 (R) 92 (S) 24 30
BD213 37 /26 80 (R) 85 () 48 30
BD236 50 /2 min 30 (R) 70 (S) 30 8
BD240 50 / 1 58 (R) 88 (S) 40 29
BD245 80 / 1 13 (R) 47 (S) 22 3
BD265 50 /22 43 (R) 93 (S) 32 43
BD277 50 /1 23 (R) 90 (S) 20 25
BD400 50 /1 20 (R) 84 (S) 19 14
BD402 37 /26 37(R) e zu klein
BD405 37 /26 27(R) - zu klein

7 berechnet nach Chen et al., 1982
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Fortsetzung Tab. 6-1

Name der Hydrolase Bedingungen Ester Alkohol Umsatz E-Wert
bzw. Ursprung [°C /h] [Yoee] [Yoee] [%]
BD423 RT / 1 19 (R) 34 (S) 36 2
BD544 80 /2 min 1(R) 6 (S) 14 1
BD556 37 /26 37 (R) 86 (S) 30 19
E001 40 /5 min 50 (R) 22 (S) 69 2
E002 40 /5 min 30 (R) 27 (S) 53 2
E004 40 /5 min 20 (R) 31(5) 39 2
E005 40 /5 min 48 (R) 17 (S) 73 2
E009 40 /5 min 16 (R) 28 (S) 36 2
EO010 40 /5 min 12 (R) 34 (S) 26 2
EO11 40 /5 min 21 (R) 29 (S) 42 2
EO012 40 / 1 94 (R) 18 (S) 84 4
E013 40 /5 min 17 (R) 31(S) 35 2
EO15 40 /5 min 22 (R) 29 (S) 43 2
E016 40 / 1 29 (R) 23 (S) 55 2
E018b 40 / 1 52 (R) 68 (S) 43 9
EO019 40 /5 min 34 (R) 25 (S) 57 2
JE020 40 L T5(R) ... 1208 .. 86 2
Substrat: 2-Butyroxy-but-3-in (1¢):
Acylase ACS 37 /5 43 (R) 35(S) 55 3
Alcaligenes sp. 37 /5 36 (S) 33 (R) 52
Bacillus stearoth. (BSE) 37 /1 54 (R) 77 (S) 42 13
Candida antarctica A 37 /2 min >99 (R) 50 (S) 67 29
Candida antarctica B 37 /30s 36 (S) 33 (R) 52 3
Candida lipolytica nicht analysiert
Candida rugosa 37 /20 min 35(S) 17 (R) 67 2
Chirazyme E3 37 /2 min 10 (R) 1 (S) 89 1
Chirazyme E4 37 /2 min 2 (R) 1(S) 68 1
Chirazyme L12 37 /23 14 (R) 12 (S) 54 1
Chromobacterium viscosum 37 /2 min 29 (S) 39 (R) 43 3
hog liver (Chirazyme E2) 37 /30s 7 (R) 1(S) 87 1
pig liver (Chirazyme E1) nicht analysiert
porcine pancreas 37 /1 1(S) 24 (R) 4 2
Pseudomonas alcaligenes 37 /2 min 4(S) 5(R) 42 1
Pseud. cepacia (Amano) 37 /20 min > 99 (S) 67 (R) 60 68
Pseud. cepacia (Roche) 37 /20 min >99 (S) 24 (R) 80 15
Pseud. fluorescens (PFE) 37 /10 min 75 (R) 87 (S) 46 33
Pseud. fluorescens (PFE II) 40 /22 22 (R) 46 (S) 32 3
Pseudomonas sp. 37 /2 min 7 (R) 2(S) 79 1
Rhizopus delemar 37 /1 16 (R) 48 (S) 25 3
Seaprose (Amano S) 37 /2 4 (S) 17 (R) 20 1
Asp. oryzae (Protease) 37 /24 4 (S) 14 (R) 20 1
Bac. subtilis var.A (Prot.) 37 / 25 (S) 57 (R) 31 5
BD021 37 /1 67 (R) 67 (S) 50 10
BDO036 80 / 1 8 (R) 60 (S) 11 4
BDO045 50 /1 17 (R) 37 (S) 31 3
BDO048 80 / 1 33 (R) 21 (S) 61 2
BDO073 80 /2 min 9(R) 13 (S) 41 1
BD09%4 RT /24 31 (R) 57 (S) 35 5
BD100 80 /2 min 5®®) 4 (S) 57 1
BD104 37 /24 43 (S) 85 (R) 34 18
BD120 50 /2 min 33 (R) 17 (S) 65 2
BD133 37 /24 15 (R) 88 (S) 14 18
BDI138 50 /1 16 (R) 81 (S) 16 11
BD202 50 /24 5(R) 31(S) 14 2
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Fortsetzung Tab. 6-1

Name der Hydrolase Bedingungen Ester Alkohol Umsatz E-Wert
bzw. Ursprung [°C/h] [Yoee] [Yoee] [%]
BD236 50 /2 min 26 (R) 40 (S) 40 3
BD240 50 /1 68 (R) 63 (S) 52 9
BD245 80 / 1 19 (R) 8 (S) 70 1
BD265 50 /24 11 (R) 88 (S) 11 18
BD266 50 /1 40 (R) 24 (S) 63 2
BD273 50 /24 10 (R) 61 (S) 14 5
BD277 50 /2 min 15 (R) 77 (S) 16 9
BD423 RT / 1 2 (R) 1(S) 52 1
BD429 50 /2 min 10 (R) 49 (S) 16 3
BD434 50 /24 12 (R) 77 (S) 14 9
BD544 80 / 1 2(S) 9(R) 17 1
BD556 37 /24 54 (R) 66 (S) 45 8
E001 40 /5 min 25 (R) 18 (S) 59 2
E002 40 /5 min 21 (R) 22 (S) 48 2
E003 40 /5 min 17 (R) 34 (S) 33 2
E004 40 /5 min 45 (R) 19 (S) 70 2
E005 40 /1 min 14 (R) 10 (S) 58 1
E006 40 /5 min 27 (R) 24 (S) 52 2
E007 40 /5 min 27 (R) 24 (S) 53 2
E008 40 / 1 50 (R) 34 (S) 60 3
E009 40 /5 min 27 (R) 27 (S) 51 2
E010 40 / 1 40 (R) 35(S) 54 3
EO11 40 /5 min 30 (R) 29 (S) 51 2
E012 40 / 1 76 (R) 38 (S) 67 5
E013 40 / 1 35(R) 34 (S) 51 3
E014 40 /5 min 26 (R) 59 (S) 31 5
EO15 40 /5 min 23 (R) 39 (S) 38 3
E016 40 /1 29 (R) 26 (S) 52 2
E017b 40 /5 min 30 (R) 56 (S) 35 5
E018b 40 /22 13 (R) 51(S) 20 3
E019 40 /5 min 34 (R) 13 (S) 7 2
JE020 . 40 /Smin_ 3TR) ... 1608) . ... 70 2.
Substrat: 1-Methoxy-2-propylacetat (2b):
Alcaligenes sp. 37 /24 32(S) 32 (R) 50 3
Candida antarctica A 37 /23 21 (R) 24 (S) 47 2
Candida antarctica B 37 /1 >99 (S) >99 (R) 50 >100
Chirazyme E3 37 /1 2 (R) 16 (S) 14 1
Chirazyme E4 37 /1 19 (S) 31 (R) 38 2
Chirazyme L12 37 /1 5(S) 54 (R) 8 4
Chromobacterium viscosum 37 /23 92 (S) 33 (R) 74 6
hog liver (Chirazyme E2) 37 /1 13 (R) 24 (S) 34 2
pig liver (Chirazyme E1) 37 /1 16 (R) 46 (S) 25 3
Pseud. fluorescens (PFE) 37 /1 3(S) 8 (R) 25 1
Pseudomonas sp. 37 /17 78 (S) 71 (R) 52 14
Pseudomonas cepacia 37 /23 62 (S) 62 (R) 50 8
BDO019 80 / 1 10 (R) 10 (S) 49 1
BD021 37 /1 27 (R) 79 (S) 26 11
BDO048 80 / 1 19 (S) 37 (R) 33 3
BD073 80 / 1 12 (S) 53 (R) 18 4
BD100 80 /23 19 (S) 3 (R) 87 1
BDI20 50 /90 min 40 (R) 72(S) 36 9
BD236 50 /23 15 (S) 41 (R) 27 3
BD240 50 /23 8 (S) 13 (R) 37 1
BD245 80 / 1 5(S) 35(R) 13 2
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Fortsetzung Tab. 6-1

Name der Hydrolase Bedingungen Ester Alkohol Umsatz E-Wert
bzw. Ursprung [°C/h] [Yoee] [Yoee] [%]
BD265 50 /23 4 (R) 16 (S) 21 1
BD266 50 /23 26 (R) 12 (S) 69 2
BD277 50 /90 min 3(R) 29 (S) 10 2
BD423 RT /23 10 (S) 46 (R) 15 4
BD434 50 /23 4(S) 29 (R) 12 2
BD544 80 /23 43 (S) 23 (R) 65 2
E001 37 /1 43 (R) 45 (S) 49 4
E002 37 /24 60 (R) 39 (S) 61 4
E003 37 /1 27 (R) 44 (S) 39 3
E004 37 /24 26 (R) 27 (S) 48 2
E005 37 /1 67 (R) 23 (S) 74 3
E006 37 /24 67 (R) 24 (S) 74 3
E007 37 /1 41 (R) 41 (S) 50 4
E008 37 /1 13 (R) 22 (S) 38 2
E009 37 /24 9(R) 26 (S) 26 2
E010 37 /1 12 (R) 31 (S) 27 2
EO11 37 /1 14 (R) 32 (S) 30 2
EO012 37 /1 4 (R) 12 (S) 24 1
E013 37 /1 13 (R) 40 (S) 24 3
EO014 37 /24 10 (R) 48 (S) 17 3
EO15 37 /1 13 (R) 26 (S) 32 2
EO16 37 /24 44 (R) 35(S) 56 3
EO017b 37 /24 17 (R) 38 (S) 31 3
E018b 37 /24 25 (S) 20 (R) 56 2
E019 37 /1 44 (R) 42 (S) 52 4
JB020 37T /0 AR AL 0 3.
Substrat: 3-Acetoxy-tetrahydrofuran (3b):
Alcaligenes sp. 37 /23 12(R) - zu klein -
Aspergillus niger 37 /23 8(R) - zu klein -——-
Bacillus stearoth. (BSE) 37 /23 6(R) - zu klein -—--
Candida antarctica B 37 /30 min 90 (R) 37(S) 69 6
Chromobacterium viscosum 37 /23 26(R) - zu klein -—--
Chirazyme E3 37 /23 6 (R) 4(S) 62 1
Chirazyme E4 37 /1 42 (S) 38 (R) 52 3
Chirazyme L12 37 /23 17 (S) 37 (R) 31 3
hog liver (Chirazyme E2) 37 /23 3 - zu klein -
pig liver (Chirazyme E1) nicht analysiert
Pseudomonas alcaligenes 37 /23 racemisch ~  -------- zu klein -
Pseudomonas cepacia 37 /23 T7R) - zu klein -
Pseudomononas sp. 37 /23 25(R) - zu klein -—--
Pseud. fluorescens (PFE) 37 /22 31 (R) 40 (S) 43 3
BDO019 80 /22 1R - zu klein -—--
BD021 37 /22 IC) E—— zu klein -
BD073 80 /22 IC) E—— zu klein -
BD100 80 /22 34 (S) 33(R) 51 3
BD120 37 /22 208 0 e zu klein -
BD213 37 /22 90 - zu klein -
BD236 37 /22 1S - zu klein -
BD265 37 /22 12(R) - zu klein -—--
BD423 RT /23 59 0000 - zu klein -—--
BD544 80 /22 11 (S) 36 (R) 24 2
E002 40 /22 2(R) - zu klein -—--
E004 40 /22 racemisch ~ -------- zu klein -—--
E005 40 /22 2(R) - zu klein -—--
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Fortsetzung Tab. 6-1

Name der Hydrolase Bedingungen Ester Alkohol Umsatz E-Wert
bzw. Ursprung [°C/h] [Yoee] [Yoee] [%]
E008 40 /22 1(R) - zu klein -—--
E009 40 /22 racemisch ~ ---—--—- zu klein -
E010 40 /22 racemisch ~  ---—--—- zu klein -
EO11 40 /22 racemisch ~  ---—--—- zu klein -
E013 40 /22 408 0 e zu klein -
EO015 40 /22 1R) - zu klein -
E017b 40 /22 INE) RE—— zu klein -
E018b 40 /22 9(R) - zu klein -
JEO020 40 /22 2R) zuklein e
Substrat: Pantolactonacetat (4b):
Acylase ACS 37 23 24 (R) 93 (S) 21 36
Aspergillus niger 37 /17 >99 (R) 78 (S) 56 >100
Bacillus stearoth. (BSE) 40 / 24 84 (R) 82 () 51 26
Candida antarctica A 37 /39 72 (R) 68 (S) 51 11
Candida antarctica B 37 6 4 (S) 33 (R) 10 2
Chirazyme E3 37 1 62 (R) 59 (S) 51 7
Chirazyme E4 37 1 21 (R) 13 (S) 62 2
Chirazyme L12 37 1 33(R) 78 (S) 30 11
hog liver (Chirazyme E2) nicht analysiert
pig liver (Chirazyme E1) nicht analysiert
porcine pancreas nicht analysiert
Pseudomonas sp. nicht analysiert
Pseud. fluorescens (PFE) 37 /22 20 (R) 81 (S) 20 12
Asp. oryzae (Protease) 37 /39 83 (R) 95 (S) 47 >100
BDO019 80 / 6 98 (R) 26 (S) 79 6
BDO021 37 6 2(S) 19 (R) 10 1
BD073 80 / 6 68 (R) 9% (S) 42 66
BD094 RT /39 49 (R) >99 (S) 33 >100
BD104 37 17 5(S) 25 (R) 16 2
BD105 37 17 5(R) 71 (S) 7 6
BD236 50 /6 21 (R) 88 (S) 19 19
BD245 80 /24 54 (R) 91 (S) 37 36
BD265 50 /6 23 (R) 87 (S) 21 19
BD277 50 / 6 10 (R) 88 (S) 10 18
BD400 50 / 6 19 (R) >99 (S) 16 >100
BD405 37 /17 25 (R) >99 (S) 20 > 100
BD423 RT /17 25 (S) 59 (R) 30 5
E002 40 /24 19R) - zu klein -
E004 40 / 24 26 (S) 75 (R) 26 9
E005 40 / 24 22(R) - zu klein -
E008 40 / 24 24 (S) 75 (R) 24 9
E009 40 / 24 16 (S) 78 (R) 17 10
EO11 40 /24 18 (S) 77 (R) 19 9
E013 40 / 24 12 (S) 70 (R) 15 6
EO015 40 / 24 16 (S) 77 (R) 17 9
E017b 40 / 24 12 (S) 80 (R) 13 10
E018b 40 24 86 (R) 82 () 51 29

E020 40 /24 ISRy - zu klein -
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6.2 Racematspaltungen fiir die Validierung des Acetat-Assay

Tab. 6-2  Zusammenstellung der Ergebnisse der Racematspaltungen im mg-Mafstab fiir die
Validierung des Acetat-Assays. Die hier bestimmten E-Werte geben die wahren
Enantioselektivititen bei der 'Trennung' von 2b wieder. Die Reaktionen wurden
gemal} Kap. 3.2.3 durchgefiihrt.

Name der Hydrolase Bedingungen Ester Alkohol Umsatz E-Wert®
bzw. Ursprung [°C / h] [Yoee] [Yoee] [%]

Acid Esterase 37 /23 racemisch ~  -—----- e ----
Acylase ACS 37 /23 racemisch === cmeeeeee -—--
Alcaligenes sp. (Chir. L10) 37 /24 32 (S) 32 (R) 50 2,4
Aspergillus niger 37 /23 racemisch - —eemeeee -
Bacillus stearoth. (BSE) 37 /23 racemisch ~  —--—--- e -——-
Candida antarctica B 37 /1 > 99 (S) >99 (R) 50 > 100
Chirazyme L12° 37 /3 LT R — 4 5.1
Chirazyme E3 37 /30 min 4 (R) 31(5) 10 1,4
Chirazyme E4 37 /30 min 19 (S) 32 (R) 38 2,3
Chromobacterium viscosum 37 /17 29 (S) 57 (R) 34 4,9
hog liver (Chirazyme E2) 37 /30 min 14 (R) 24 (S) 37 1,9
Humicola sp. (Chir. L8) 37 /23 racemisch - e -—--
pig liver (Chirazyme E1) 37 /30 min 20 (R) 29 (S) 41 2,6
porcine pancreas (Chir. L7) 37 /23 racemisch - e -
Pseud. fluorescens (PFE) 37 /1 3(S) 8 (R) 25 1,2
Pseudomonas sp. (Chir. L6) 37 /17 56 (S) 75 (R) 43 12,1

8 berechnet nach Chen et al., 1982

? Bei Chirazyme L12 wurde die Reaktion in einer pH-stat-Apparatur durchgefiihrt.
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6.3 DNA-Sequenz der Esterase I aus Pseudomonas fluorescens

Die folgende DNA-Sequenz stellt einen Ausschnitt aus dem Plasmid pJOE2792 dar. Das Gen der
PFE (pfe-Gen), der his-tag, die Restriktionsschnittstellen (Ndel, BamHI und HindIll) und die
Bindungsstellen der verwendeten Primer sind eingezeichnet. Hierbei ist zu beachten, dass bei
epPFE 2 (seqPFE 3) nur die relative Lage auf dem Plasmid eingezeichnet ist, da dieser Primer am

komplemtédren DNA-Strang bindet.

segPFE 1
4861 gaaggagctg actgggttga aggctctcaa gggcatcggt cgacgctctc ccttatgcga ctcctgcatt aggaagcagc ccagtagtag

epPFE 1
4951 gttgaggccg ttgagcaccg ccgccgcaag gaatggtgca tgcatcgatc accacaattc agcaaattgt gaacatcatc acgttcatct

5041 EEEcctggtt gccaatggcc cattttcctg tcagtaacga gaaggtcgcg aattcaggcg ctttttagac tggtcgtaat gaac

Ndel
1 aattcttaag aaggagatat acatatgagc acatttgttg caaaagacgg tacccagatc tatttcaagg actggggcag cggtaaaccg
pfe-Startcodon

91 gtgttgttca gccacggttg gctactggat gccgacatgt gggaatacca gatggagtac ctcagcagcc gcggctatcg caccatcgece

181 tttgaccgcc gcggctttgg ccgctcggac caaccctgga ccggcaacga ctacgacacc ttcgccgacg acatcgccca gttgatcgaa

271 cacctggacc tcaaggaggt gaccctggtg ggcttctcca tgggcggcgg cgatgtggec cgctacatcg cccgccacgg cagcgcacgg

361 gtggccggcce tggtgctgct gggcgccgtc accccgectgt tcggccagaa gcecccgactat ccgcagggtg tcccgectcga tgtgttcgea

451 aggttcaaga ctgagctgct gaaggatcgc gcgcagttca tcagcgattt caacgcaccg ttctatggca tcaacaaggg ccaggtcgte

seqPFE 2
541 tcccaaggcg tgcagaccca gaccctgcaa atcgccctge tggectcget caaggccacg gtggattgeg tcaccgegtt cgccgaaacc

631 gacttccgee cggacatgge caagatcgac gtacccaccce tggtgatcca tggcgatgge gaccagatcg tgccgttcga gaccaccggce

721 aaagtggcgg cggagttgat caagggcgcc gaactgaagg tgtacaagga cgcgccccac gggttcgcgg tgacccacgce ccagcagttg

BamHI HindIII
811 aacgaagacc tgttggcgtt cttgaaacgc ggatcccatc atcatcatca tcattgactg cagccaagct tctgttttgg cggatgagag
letztes Codon des pfe-Gens his-tag und Stopcodon

901 aagattttca gcctgataca gattaaatca gaacgcagaa gcggtctgat aaaacagaat ttgcctggcg gcagtagcgc ggtggtccca

epPFE 2
991 cctgacccca tgccgaactc agaagtgaaa cgccgtagcg ccgatggtag tgtggggtct ccccatgcga gagtagggaa ctgccaggca

Primer fiir die error-prone PCR (epPCR):

epPFE 1: 5-GAACATCATCACGTTCATCTTTCCC-3'

epPFE 2: 5“TGGCAGTTCCCTACTCTCGCATGGG-3'

Primer fiir die Sequenzierung:

seqPFE 1: 5-ATCGGTCGACGCTCTCCCTTATGCG-3'

seqPFE 2: 5'-TGCAGACCCAGACCCTGCAAATCGC-3'

seqPFE 3: 5'-TGGCAGTTCCCTACTCTCGCATGGG-3' (entspricht Primer epPFE 2)
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