Isolierung einer L-stereospezifischen
N-Acyl-L-prolin-Acylase und ihre Verwendung
als Katalysator in der Organischen Synthese **

Von Ulrich Groeger*, Karlheinz Drauz und Herbert Klenk
Professor Franz Effenberger zum 60. Geburtstag gewidmet

Die Bedeutung der Aminosdure L-Prolin hat in den letzten
Jahren stark zugenommen. Die Verwendung von L-Prolin
und Derivaten in der asymmetrischen Synthese ist heute
schon klassisch!); dariiber hinaus ist L-Prolin Bestandteil
der drei wichtigsten ACE-Inhibitoren (ACE = Angiotensine
Converting Enzyme) Captopril 1, Enalapril 2a und Lisino-
pril 2b, die zu den weltweit erfolgreichsten antihypertensiven
Wirkstoffen gehdren. Heute wird der L-Prolin-Bedarf durch
Hydrolyse von Gelatine und extraktive Gewinnung des Pro-
lins mit Ionenaustauschern!? sowie durch fermentative Ver-
fahren 3! gedeckt.

QCOOH <_B‘COOH

N
O)Y\SH o)\rNH
CH, R COOC,H,
1 2a: R = CH,

2b: R = (CH,),—NH,

Obwohl etliche gute Synthesen fiir p,L-Prolin bekannt
sind 2421, konnte sich der bei vielen Aminosduren iibliche
Weg der Racematspaltung (Trennung diastereomerer Salz-
paare*®! oder enzymatische Spaltung geeigneter Vorstu-
fen!s)) bislang bei L-Prolin nicht etablieren. Auch Transfor-
mationen anderer chiraler Aminosduren zu L-Prolin haben
bislang noch keine Bedeutung als Herstellverfahren er-
langt!®!. Unsere Suche konzentrierte sich auf ein Enzymsy-
stem, mit dem aus einer N-Acyl-D,L-prolinvorstufe L-Prolin
gewonnen werden sollte.

Anreicherungskulturen einer Kldarwerksprobe fiithrten zur
Selektion des Mikroorganismus Comamonas testosteroni
DSM 5416. Beim Wachstum in Gegenwart von N-Acetyl-L-
prolin produziert dieses Bakterium ein Enzym, das N-Ace-
tyl-L-prolin  hydrolysiert. Diese N-Acyl-L-prolin-Acylase
wurde aus dem zellfreien Extrakt durch Hitzebehandlung,
Membranfiltration und lonenaustausch-Chromatographie
mit einer Ausbeute von 50 % 53fach angereichert. Das En-
zym mit einem Molekulargewicht von 380000 + 40000 Da
ist aus acht identischen Untereinheiten (Molekulargewicht
45000 + 5000 Da) aufgebaut. Neben der guten pH-Stabili-
tdt (vier Wochen bei Raumtemperatur im pH-Wert-Bereich
5-10) ist die Temperaturstabilitdt (30 min bei 70 °C und
pH 7.5) bemerkenswert. Fiir die Spaltung von N-Acetyl-L-
prolin wurden ein pH-Optimum von 6.8 + 0.5, ein Tempera-
turoptimum von 65°C und ein K,,-Wert von 5mMm [0.1 M
2-Amino-2(hydroxymethyl)propan-1,3-diol(Tris)-HCl, pH
7.0; 30 °C] ermittelt. Abbildung 1 zeigt den zeitlichen Verlauf
der Hydrolyse von N-Acetyl-L-prolin, N-Acetyl-D,L-prolin
und N-Acetyl-p-prolin.

Das Enzym hydrolysiert stereospezifisch N-Acetyl-L-pro-
lin. Nach 2 h war der Umsatz von N-Acetyl-L-prolin quanti-
tativ, der von N-Acetyl-D,L-prolin betrug 48 % (theoretisch
50%). N-Acetyl-D-prolin wurde nicht hydrolysiert. p,L-Pro-
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Abb. 1. Reaktionskinetik der Hydrolyse von N-Acetyl-L-prolin (O), N-Acetyl-
D,L-prolin (©) und N-Acetyl-D-prolin (@). Der Reaktionsansatz (2 mL) enthielt
0.2 mmol Tris-HCI pH 7.0, 20 pmol Substrat und 0.4 U gereinigte N-Acyl-L-
prolin-Acylase aus Comamonas testosteroni DSM 5416. Die spezifische Aktivi-
tit des gereinigten Enzymes betrug 85.2 Umg™' bei 30°C und pH 7.0 mit
N-Acetyl-L-prolin als Substrat (eine Einheit (U) der Enzymaktivitit entspricht
der Enzymmenge, die die Bildung von { umol Prolin pro Minute katalysiert).
Die Reaktionsansitze wurden bei 30°C inkubiert und zu den angegebenen
Zeiten mit einem Aliquot 10% (w/v) Trichloressigsdure versetzt. Das prazipi-
tierte Protein wurde 10 min bei 11000 upm abzentrifugiert, der Uberstand 1: 5
oder 1:50 mit einem 0.1 m Citratpuffer, 0.1 % (v/v) Phenol, 0.5% (v/v) Thiodi-
ethanol, pH 2.2, verdiinnt und das entstandene Prolin mit einem Aminosidure-
analysator LC 5001 der Firma Biotronic quantifiziert. Ublicherweise wurde die
Enzymaktivitit durch Ninhydrin-Detektion des Reaktionsproduktes L-Prolin
nach Yaron und Mlynar [7] nachgewiesen,

lin kann also via N-Acetyl-D,L-prolin enzymkatalysiert ge-
trennt werden. Diese Technik wird bereits bei der industriel-
len Produktion von L-Aminosduren unter Verwendung einer
Aminoacylase aus Aspergillus oryzae angewendet!®], konnte
jedoch fiir die Gewinnung von L-Prolin nicht genutzt wer-
den, weil die bislang bekannten Aminoacylasen aufgrund
ihrer Substratspezifitit N-Acyl-L-prolin nicht hydrolysie-
ren!®l,

Folgende N-Acetyl- und N-Chloracetylaminosduren wer-
den von der N-Acyl-L-prolin-Acylase umgesetzt: N-Acetyl-
L-prolin (relative Aktivitdt=100), N-Acetyl-L-alanin (9), N-
Chloracetyl-L-prolin (362), N-Chloracetyl-L-thiazolidin-4-
carbonsdure (462), N-Chloracetyl-L-methionin (17), N-
Chloracetyl-L-valin (14), N-Chloracetyl-L-leucin (2), N-
Chloracetyl-L-phenylalanin (1), N-Chloracetyl-L-tyrosin (1).
Mit folgenden N-Acetyl- und N-Chloracetylaminosduren
lagen die relativen Aktivitdten unter 1: N-Acetyl-L-valin,
N-Acetyl-D,L-serin, N-Acetyl-L-cystein, N-Acetyl-L-tyrosin
und N-Chloracetyl-L-isoleucin.

Diese Ergebnisse verdeutlichen die hohe Substratspezifitit
des Enzyms zu acyliertem L-Prolin und Derivaten. Neben
den Acyl-p,L-prolinverbindungen wird auch die aus Cystein
und Formaldehyd leicht zugingliche N-Acylthiazolidin-4-
carbonsdure gespalten. Damit er6ffnet sich ein neuer Zu-
gang zu L-Cystein und L-Cysteinderivaten durch enzyma-
tische Racematspaltung.

Die Chloracetylverbindungen von r-Prolin und der L-
Thiazolidin-4-carbonsdure werden 3.6mal bzw. 4.6mal so
schnell hydrolysiert wie N-Acetyl-L-prolin. Dies ist in Uber-
einstimmung mit den Ergebnissen anderer Aminoacylasen
und beruht auf der Elektronegativitdt der Chloracetylgrup-
pe'®). Tabelle 1 zeigt weitere Daten zur Substrat- und Stereo-
spezifitat des Enzyms.

Die Derivatisierung der Carboxygruppe des N-Acetyl-L-
prolins hat einen vollstindigen Verlust der enzymatischen
Aktivitdt zur Folge, was vermuten 14Bt, daB diese Gruppe
zur Bindung des Substrates an das Enzym essentiell ist. Bei
Einfiilhrung einer OH-Gruppe in 4-Position des Prolins
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Tabelle 1. Substrat- und Stereospezifitit der N-Acyl-L-prolin-Acylase gegen-
iber etlichen Prolinverbindungen. Die Reaktionen wurden unter den in der
Legende von Abbildung 1 beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. N-Ac-L-
Pro-OH: relative Aktivitdt=100.

Substrat relative Aktivitit
N-Ac-L-Pro-OH 100
N-Ac-p-Pro-OH 0
N-Ac-L-Pro-NH, 0
N-Ac-L-Pro-OMe 0
N-Ac-L-Pro(4-OH)-OH 10
N-ClA¢c-L-Pro-OH 362
N-ClAc-L-thiazolidin-4-carbonsidure 462
N-Z-L-Pro-OH 0
N-Z-p-Pro-OH 0
N-Z-1-Pro-NH, 0
N-Boc-L-Pro-OH 0
H-L-Pro-NH, 0
N-Ac-L-Ala-L-Pro-OH 0
N-Z-L-Pro-L-Ala-OH 0
N-Z-Gly-L-Pro-OH 11
H-L-Ala-L-Pro-OH 0
H-Gly-L-Pro-OH 4
H-L-Pro-Gly-OH 0

nimmt die Aktivitdt um den Faktor 10 ab. N-Schutzgruppen
vom Urethan-Typ werden nicht hydrolysiert. Das Enzym
hat keine Amidase-Aktivitit und nur eine minimale Pep-
tidase-Aktivitit.

Das Enzym wird vor allem durch Phosphat, 1,10-Phenan-
throlin, 2-Mercaptoethanol, 4-(Chlormercurio)benzoat, 4-
(Hydroxymercurio)benzoat, Hg?®-, Cu?®-, Fe?®- Fe®®.
Sn2?®-und Zn2®-Ionen gehemmt. Eine Aktivierung des nati-
ven Enzyms durch zweiwertige Metall-Ionen wurde nicht
beobachtet, jedoch konnte das durch 1,10-Phenanthrolin
inaktivierte Enzym durch Zugabe von Co?®- und Zn2®-Io-
nen auf 80% bzw. 54% der Ausgangsaktivitit reaktiviert
werden. Diese Ergebnisse deuten daraufthin, daB es sich bei
der N-Acyl-L-prolin-Acylase aus Comamonas testosteroni
DSM 5416 um eine Cobalt- oder Zink-abhingige Amidohy-
drolase handelt, die nach der EC-Klassifizierung der Unter-
gruppe EC 3.5.1. zuzuordnen ist 'L,

Die neue, thermostabile N-Acyl-L-prolin-Acylase aus Co-
mamonas testosteroni DSM 5416 ist ein hochspezifisches und
robustes Enzym, mit dem L-Prolin aus Acyl-D,L-Vorstufen
gewonnen werden kann. Ein dhnliches Enzym aus Pseudo-
monas spec. wurde von Kikuchi et al. beschrieben!**). Dieses
Enzym ist jedoch wesentlich temperaturlabiler (rasche Inak-
tivierung bei 50°C) sowie erheblich grofier (597000
623000 Da, zehn bis zwdIf identische Untereinheiten von
55000 Da), und es hat eine wesentlich héhere Peptidase-Ak-
tivitdt (N-Z-Gly-L-Pro-OH wird 2.7mal und H-Gly-L-Pro-
OH 1.2mal so schnell hydrolysiert wie N-Ac-L-Pro-OH).
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Ubergangsmetall-vermittelte Erzeugung von C,H,
aus 1,7-Octadien: regiospezifische Aktivierung
innerer C-C-Bindungen anstelle Metathese-analoger
Kupplung terminaler CH,-Gruppen **

Von Norbert Steinriick, Oliver Dange, Detlef Stéckigt
und Helmut Schwarz*

Der Mechanismus kaum einer Metathese-Reaktion!!! von
Olefinen ist so genau studiert worden wie der der Reaktion
von 1,7-Octadien 1. Grubbs et al.’! konnten zeigen, daB
Ethylen in einer Kettenreaktion aus 1 und Metallcarben-
komplexen 2 erzeugt wird; als Intermediate treten Metalla-
cyclobutane 3 auf, als zweites Produkt sind Carbenkomplexe
4 anzunehmen [Gl. (a)]. Metathese-Reaktionen sind auch
wiederholt bei bimolekularen und unimolekularen Reaktio-
nen von Ubergangsmetall-Tonen in der Gasphase beobachtet
worden 341,

CH;=CH(CH2) CH=CH;, + M=CH,
1 2
M—CH,
CH=CH{CH2)i—CH—CH, (a)
3

CH2z=CH(CH1),CH=M + CoHq

4

Wir berichten nun iiber eine Reaktion ,,nackter* Uber-
gangsmetall-ITonen M® (M = Fe, Ni, Cr) mit 1, die mit dem
in Losung vorherrschenden Typ von Metathese-Reaktionen
nicht zu erkldren ist. Vielmehr ist die Reaktion fiir
M?® = Fe® vermutlich ein weiteres der seltenen Beispiele fiir
eine gerichtete Aktivierung von C-C-Bindungen ohne vor-
hergehende C-H-Bindungsaktivierung 1.

ElektronenstoBionisation (100 eV) einer 10:1-Mischung
von 1 und einem geeigneten Substrat zur Erzeugung von M®
(wie Fe(CO);, Ni(acac), oder Cr(acac),) in der Ionenquelle
eines modifizierten ZAB-HF-3F-Massenspektrometers mit
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