Isolierung einer D-stereospezifischen
Aminopeptidase und ihre Anwendung
als Katalysator in der Organischen Synthese

Von Yasuhisa Asano*, Akiko Nakazawa, Yasuo Kato
und Kiyosi Kondo

Enzymatische Reaktionen finden in der Organischen Syn-
these zunehmend Verwendung!'l. Uber in-vitro-Synthesen
von Peptiden, die D-Aminosduren enthalten, wurde mehr-
fach berichtet!?!. Jedoch haben diese enzymatischen Reak-
tionen den Nachteil, nicht spezifisch fiir Substrate mit
p-Konfiguration zu sein. Uber Aminopeptidasen, die stereo-
spezifische Hydrolysen von Peptiden mit b-Aminosiuren !
katalysieren, wurde bisher nicht berichtet, obwohl solche
Peptide in der Natur vorkommen 4],

Anreicherungskulturen von einer Bodenprobe fiihrten zur
Selektion des Mikroorganismus Achromobacter sp. SCRC
C1-38. Aus dem zellfreien Extrakt wurde das D-Alaninamid
hydrolysierende Enzym mit einer Ausbeute von 17%
2800fach gereinigt. Das Molekulargewicht betrdgt etwa
122000, die beiden gleichen Untereinheiten des Enzyms ha-
ben ein Molekulargewicht von 59 000. Abbildung 1 stellt den
typischen Hydrolyseverlauf von D,L-Alaninamid zu p-Ala-
nin dar. Die Hydrolysegeschwindigkeit von L-Alaninamid
betrug weniger als 0.01 % der von p-Alaninamid. p-Alanin
wurde zur Identifizierung (korrekte Elementaranalyse, [a]2°
— 14.15 (¢ 6.6, 1 N HCl)) isoliert. Folgende Substrate wurden
unter anderem mit dem Enzym umgesetzt: D-Alaninamid
(relative Geschwindigkeit: 100%, K _-Wert: 0.65 mm), Gly-
cinamid (44%, 22.3mM), D-g-Aminobutansiureamid
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Abb. 1. Kinetische Trennung von p,L-Alaninamid mit Achromobacter-p-Ala-
nin-Aminopeptidase. Achromobacter sp. SCRC C1-38 wurde bei 30°C 18 hin
TGY-Medium aerob kultiviert [8]. Das Enzym wurde aus Zellen (etwa 190 g
Feuchtgewicht) von 20 L-Kulturen durch Protaminsulfatbehandlung, fraktio-
nierende Ammoniumsulfatfillung, Sdulenchromatographien mit DEAE-Toyo-
pearl und Butyl-Toyopear] und Gelfiltration mit Sephadex G-200 isoliert. Die
Aktivitit der p-Alanin-Aminopeptidase wurde anhand der Bildung von p-Ala-
nin aus D-Alaninamid bei 30°C festgeslellt und D-Alanin mit D-Aminosiure-
Oxidase bestimmt [9]. Eine Einheit der Enzymaktivitit entspricht der Enzym-
menge, die die Bildung von 1 umol D-Alanin pro Minute katalysiert. Die
Homogenitit des Enzyms wurde durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophore-
se, HPLC mit einer TSK-Gel-G-3000-SW-Séule und isoclektrische Fokussie-
rung (pl = 4.2) gepriift; diese Proben zeigten jeweils eine Bande oder einen
Peak. Die spezifische Aktivitdt des gereinigten Enzyms betrug 596 Einheiten
mg~! bei 30°C und pH 8.0 mit D-Alaninamid als Substrat. Ein Reaktions-
ansatz mit 0.5 mmol Tris-Hydrochlorid, pH 8.0, 0.1 mmol D,L-Alaninamidhy-
drochlorid und 5 Einheiten des gereinigten Enzyms, Gesamtvolumen S mL,
wurde bei 30°C inkubiert. Der Anteil an L-Alanin wurde mit L-Alanin-Dehy-
drogenase bestimmt. AA = Stoffmenge Aminosdure.
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(30%, 18.3 mM), D-Serinamid (29 %, 27.0 mm), D-Alanin-3-
aminopentanamid (32 %, 2.27 mm), D-Alanin-p-nitroanilid
(96%, 0.51 mm), p-Alaninmethylester (75%), das Dimer
(21%, 10.2 mm), Trimer (92%, 0.57 mM) und Tetramer
(89%, 0.32mM) von D-Alanin, D-Alanylglycin (95 %,
0.98 mMm), D-Alanylglycylglycin (45 %, 0.37 mM) und D-Ala-
nyl-L-alanyl-L-alanin (100%, 0.65 mM). Diese Ergebnisse
zeigen die hohere Substrataffinitdt des Enzyms zu Peptiden
gegenliber Aminosdureamiden. Das Enzym hatte weder En-
dopeptidase- noch Carboxypeptidase-Aktivitdt. Der zeit-
liche Verlauf der Hydrolyse von D-Alanylgyleylglycin durch
das Enzym war typisch fiir Aminopeptidasen (EC 3.4.11)1L,
Weiterhin beeinfluBten verschiedene Verbindungen und
Metall-Ionen die Enzymaktivitit wie bei einer Thiol-
peptidase, deshalb der Namensvorschlag ,,b-Alanin-Amino-
peptidase*.

Fiir eine D-stereospezifische enzymatische Aminolyse von
Aminosdureestern wurde das Enzym mit Urethanpréipoly-
mer PU-6 immobilisiert ') und mit wassergesittigten organi-
schen Losungsmitteln (Benzol, n-Butylacetat, 1,1,1-Trichlor-
ethan) inkubiert (Tabelle 1). Aus D-Alaninmethylester und

Tabelle 1. Aminolyse von Alaninmethylester mit 3-Aminopentan, katalysiert
durch Achromobacter-n-Alanin-Aminopeptidase [a].

Acyldonor Losungsmittel Ausb. [%][b]
D-Alaninmethylester - HCI Butylacetat 98
D.L-Alaninmethylester - HC1 Butylacetat 48
L-Alaninmethylester - HCI Butylacetat 0
D-Alaninmethylester - HCI Benzol 98
D-Alaninmethylester - HCI Trichlorethan 91
D-Alaninmethylester - HCI Toluol 67

[a] Ein Reaktionsansatz mit PU-6-immobilisierter D-Alanin-Aminopeptidase
(7.5 Einheiten des teilweise gereinigten Enzyms mit 210 Einheiten mg~?'),
0.1 mmol Alaninmethylesterhydrochlorid und 0.5 mmol 3-Aminopentan in
wassergesdttigtem organischem Losungsmittel (1 mL) wurde bei 30 °C 1 hinku-
biert. [b] Die Ausbeute wurde iber die Ninhydrinreaktion mit authentischen,
chemisch synthetisierten Produkten als Referenz bestimmt.

3-Aminopentan entsteht innerhalb einer Stunde quantitativ
D-Alanin-3-aminopentanamid. Die katalytische Aktivitit
ergab sich zu 7700 min~"' (k,,); sie ist also einige hundert-
bis zehntausendmal groBer als bei a-Chymotrypsin- 2 oder
Subtilisin-katalysierten?® Peptidsynthesen. Aus D.L-Ala-
ninmethylester wurde D-Alanin-3-aminopentanamid mit
46% Ausbeute synthetisiert; es entstand kein Produkt aus
L-Alaninmethylester. Die Aminolyse gelingt auch mit
D-Alaninamid. Die Substratspezifitit beziiglich der Acyl-
gruppe zeigt sich bei den hydrolytischen Reaktionen. Beziig-
lich des Nucleophils ist die Substratspezifitit nicht so
ausgepragt: Wird nur D-Alaninmethylester mit dem immobi-
lisierten Enzym inkubiert, bildet sich kein D-Alaninpolymer.
Jedoch konnten D-Alanin-N-alkylamide von n-Butylamin,
Benzylamin und Neopentylamin mit hohen Ausbeuten syn-
thetisiert werden.

Mit der Isolierung und Charakterisierung dieser neuen
D-Alanin-Aminopeptidase wurde ein neuer Weg zur kineti-
schen Racematspaltung von Aminosiureamiden eroffnet;
ferner lassen sich D-Aminosédure-N-alkylamide”! stereospe-
zifisch aus racemischen Aminosdureestern synthetisieren.
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2-0O-Benzylglycerinaldehyd: Ein in beiden
enantiomeren Formen erhiltlicher, rasch
oligomerisierender und deshalb konfigurations-
stabiler Baustein fiir die Organische Synthese **

Von Volker Jager* und Volkmar Wehner

Optisch aktive C;-Bausteine des Typs 1 sind in der Organi-
schen Synthese von grofler Bedeutung!"l., Die Hauptrolle
spielt bisher 2,3-O-Isopropylidenglycerinaldehyd 2, dessen
beide Enantiomeren gut zuginglich sind*-?) und der durch
die freie Aldehyd- und geschiitzte Diol-Funktion sehr varia-
bel nutzbar ist. Allerdings ist 2 nicht monomer und racemi-
sierungsfrei haltbar®.

0* 0O ? Ho o
0
k& 2
0 OBn  Bn=CH,CH,
1 2 3

Glycerinaldehyd-Derivate mit einer geschiitzten und einer
freien Hydroxy-Gruppe kénnten im Prinzip neue Einsatz-
moglichkeiten erdffnen, da O?/O? stirker differenziert sind
und die freie Hydroxygruppe bei den ersten oder spiteren
Umsetzungen andere Regio- und Stereoselektivititen erwar-
ten 14Bt. Wir beschreiben im folgenden eine neue, einfache
Synthese beider Enantiomere eines solchen Vertreters 3 mit
Folgereaktionen, die dies belegen und zudem 3 als bei Raum-
temperatur konfigurationsstabiles Glycerinaldehyd-Derivat
ausweisen.

(R)-2-0-Benzylglycerinaldehyd (R)-3 wurde friiher aus D-
Mannit (vier Stufen, ca. 5% Gesamtausbeute) oder aus D-
Glucose (sechs Stufen, ca. 50 %) erhalten und ohne nihere
Priifung umgesetzt'*!. Beide Enantiomere, (R)-3 und (S)-3,
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Schema 1. Herstellung und Horner/Wittig-Produkte von 3. Die Formeln geben
Edukte und Produkte beziiglich (R)-3 wieder; alle Reaktionen wurden in beiden
enantiomeren Reihen durchgefithrt. Die Strukturen von 6 und 7 sind spektro-
skopisch (IR, 'H-, **C-NMR) und durch passende Elementaranalysen gesi-
chert. a,b) Nach Seebach et al. [5]: PhCHO. TosOH - H,0 (Kat.), C¢H,, Riick-
fluB; Fp=45°C; dann LiAlH,, AICl;, CH,Cl,, —40°C bis Rick-
fluBtemperatur; Gesamtausbeute ca. 75% 5. ¢) NalO,, H,0, 20°C; 90-96 %
3; Kp ca. 140°C/0.005 Torr (Kurzwegdestillation); MaDlstab 5-50 mmol. d)
(Et0),P(O)CH,COOEt, NaH, THF, 0°C; Zugabe von 3 bei — 78 °C, dann bis
Raumtemperatur; 76 78 % 6 (farbloses Ol) mit £:Z = > 97:3, Enantiomeren-
verhiltnis > 97:3 nach NMR-Analyse mit 5.8% (+)-Eu(hfc), und Ver-
gleich mit (S):(R)-Gemischen (86:14 und 33:67); Siedebereich 150—180°C
(Badtemperatur, Kugelrohr)/0.08 Torr; (S)-(E)-6: [o]3®2 + 73.8 (¢ = 0.90,
CHCly), (R)-(E)-6: [«]3? — 74.4 {c¢ = 0.90, CHCIl,). €) Ph;P=CH—COOEt,
MeOH, 0°C, 94% (S)-6 oder (R)-6 mit Z: £ = 76:24 (nach 'H-, *C-NMR)
und geringem Anteil 7 (3-5%), der beim Stehenlassen der Probe auf Kosten
von (Z)-6 zunimmt. f) TosOH - H,0 (0.1 Aquiv.), Toluol, 20°C; MPLC
(LiChroprep Si-60, Petrolether/Essigester 2:1, Detektion bei 254 nm); farblose
Kristalle, Fp=71-71.5°C, 53-55% Ausbeute; (S)-7: [«]3! +121.6
(¢ = 0.852, CHCl,); (R)-7: [«]3! = — 120.9 (¢ = 0.852, CHCl,); Enantiome-
renverhiltnis > 96:4 nach NMR-Analyse mit 8.5 Mo}-% (+)-Eu(hfc),; und
Vergleich mit 71:29-Mischprobe [9]. g) Siche [2b].

sind jetzt einfach nach Schema 1 aus den entsprechenden
Weinsdureestern 4 iber die bekannten 2-O-Benzylthreite 5%
zugénglich (drei Stufen, ca. 70% Gesamtausbeute). Der
frisch bereitete Aldehyd 3 mit zundchst fruchtartigem
Geruch destilliert als farbloses Ol, das beim Stehen sirupos,
dann wachsartig fest und geruchlos wird, entsprechend der
bei dhnlichen Hydroxyaldehyden bekannten Oligo- und
Polymerisation!®). Tatsichlich geht 3 in Substanz in ein Ge-
misch von mindestens zehn Oligo-/Stereoisomeren iiber:
Das '*C-NMR-Spektrum einer nach 17 h vermessenen
Probe zeigte einen kleinen Peak bei 6 = 202.4 (CHO), ande-
rerseits im Bereich 6 = 60—100 mindestens 32 Signale statt
der drei fiir den monomeren Aldehyd 3 erwarteten.

Wie sieht es mit der fiir den prdparativen Wert entschei-
denden Konfigurationsstabilitit (C-2) aus? Die rasch eintre-
tende Oligomerisierung [zu (Halb)Acetalen] liel hoffen, da3
die an monomeren Verwandten wie 2 beobachtete Racemisie-
rung unterbunden sein wiirde. Die Drehwert-Bestimmung
von frisch destilliertem (R)-3 in Ethanol ergab einen Wert
von + 21.7 (c = 1.23), der rasch sank (+ 16.1 nach 6 h),
dann langsam wieder stieg und nach 19d konstant bei
+ 30.3 (£ 0.8) verharrte! Von (R)- und (S)-Glycerinaldehyd
ist dhnliches Verhalten (,,Mutarotation*) bekannt®],

Kann nun die danach zu vermutende Konfigurationssta-
bilitdt im Oligomerengemisch von 3 (beziiglich C-2) auch in
Folgereaktionen, insbesondere bei CC-Verkniipfungen, be-
wahrt werden? Wir priiften hierzu die Umsetzungen von 3 zu
Pentensdureestern 6, analoge Horner- oder Wittig-Reaktio-
nen mit 2 fiithren in E- bzw. Z-selektiver Weise zu populdren
C,-Bausteinen *® 7). Das Horner-Phosphonat-Verfahren lie-
ferte, ausgehend von (R)-3, mit Kaliumcarbonat als Base!®*!

0044-8249/89/0404-0512 § 02.50/0 Angew. Chem. 101 (1989) Nr. 4

—<—" Oligomere





