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Uber die erste rekombinante Hydroxynitril- 
Lyase und ihre Anwendung in der Synthese 
yon (8-Cyanhydrinen** 
Siegfried Forster, Jiirgen Roos, Franz Effenberger*, 
Harald Wajant und  Achim Sprauer 
Professor Manfred Regitz zum 60. Geburtstag gewidmet 

Kurzlich haben wir zusaminenfassend iiber Synthesen und 
Reaktionen optisch aktiver Cyanhydrine berichtet[']. (R)-Cyan- 
hydrine sehr unterschiedlicher Struktur sind demnach iiber 
die rnit Hydroxynitril-Lyase aus Bittermandeln (PaHNL) 
[EC 4.1.2.101 katalysierte Addition von Blausaure an Aldehyde 
in sehr guten optischen Ausbeuten zuganglich. Da das Enzym 
auch in technischen Mengen leicht zuganglich ist, bietet dieses 
Verfahren den einfachsten Zugang zu (R)-Cyanhydrinen. 

Wesentlich verschieden davon sind jedoch die Verhaltnisse fur 
die Enzym-katalysierte Darstellung von (S)-Cyanhydrinen. 
Als bislang am erfolgreichsten hat sich hierbei die Verwen- 
dung der Hydroxynitril-Lyase aus Sorghum bicolor (SbHNL) 
[EC 4.1.2.111 als Katalysator erwiesenc2, 'I, ein Enzym, das aus 
Hirsekeimlingen inzwischen auch in Mengen gewonnen werden 
kann, die fur synthetische Anwendungen ausreichen. Neben der 
schwierigeren Zuglnglichkeit ist das im Vergleich zur PaHNL 
deutlich eingeschrankte Substratspektrum der SbHNL, die nur 
aromatische und heteroaromatische Aldehyde als Substrate ak- 
zeptiert, ein gravierender Nachteil fur die Anwendung dieses 
Enzymst2]. Eine weitere (S)-Hydroxynitril-Lyase, die in jiingster 
Zeit fur die Darstellung von (S)-Cyanhydrinen eingesetzt wur- 
de, ist ebenfalls nur schwer ~ugangl ich[~~.  

Aufgrund der Nachteile beider bisher in der organischen Syn- 
these eingesetzten (5')-Hydroxynitril-Lyasen haben wir uns be- 
muht, ein Enzym zu erschlieoen, das einerseits ein breites Sub- 
stratspektrum zur Gewinnung von (S)-Cyanhydrinen aufweist 
und das andererseits gentechnisch einfach und in ausreichenden 
Mengen zuganglich gemacht werden kann. 

Die funktionelle Expression der klonierten SbHNL['] erfor- 
dert eine komplexe posttranslationale Proze~sierung[~~].  Eine 
enzymatisch aktive SbHNL kann gentechnisch deshalb in ab- 
sehbarer Zeit nicht gewonnen werden. 

Giinstigere Verhaltnisse bezuglich einer funktionellen Expres- 
sion waren dagegen bei der Hydroxynitril-Lyase aus Maniok, 
Manihot esculenta, (MeHNL) [EC 4.1 .2.37IL6] zu erwarten, die 
sich serologisch von anderen Hydroxynitril-Lyasen deutlich un- 
terscheidet ['I. Erste orientierende Versuche der Anwendung des 
naturlichen Enzyms in der Synthese lieBen daruber hinaus ein 
breites Substratspektrum erwartenL7]. 

Es ist uns jetzt gelungen, das in pQE4 klonierte MeHNL-Gen 
( ~ Q E ~ - M ~ H N L w ~ ) [ ~ ~ ]  im E.-coli-Stamm MI 5 [pREP4] zur Uber- 
expression zu b r i n g e ~ ~ ' ~ ~ ] .  Im Lysat transfizierter M15 [pREP4]- 
Zellen (M1 5-MeHNL) wurden 0.5 Units HNL-Aktivitat pro 
mL Bakterienkultur gefunden, im Lysat von nicht transfizierten 
Bakterien dagegen war keine Aktivitat na~hweisbar [~~] .  
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Die M1 5-MeHNL-Zellen wurden bei pH 5.4 aufgeschlossen 
und rnit Benzonase behandelt. Das Lysat wurde mit Anionen- 
austauschchromatographie an Q-Sepharose FF gereinigt. Die 
Aktivitat der gereinigten rekombinanten MeHNL betrlgt nach 
Ultrafiltration 900 U mL- '. Eine 80L-MI 5-MeHNL-Kultur 
rnit ca. 150-200 g Feuchtmasse ergibt ca. 40000 U rekombi- 
nanter MeHNL. Um eine vergleichbare Menge an Enzym aus 
natiirlichem Material zu erhalten, waren 150-200 kg Maniok- 
blatter erforderlich. Damit ist erstmals eine (S)-Hydroxynitril- 
Lyase gentechnisch auf einfache Weise zuganglich gemacht wor- 
den. Hinsichtlich der biochemischen Eigenschaften sind die 
rekombinante MeHNL und die aus Manihot esculenta isolierte 
MeHNL i d e n t i s ~ h [ ~ ~ ] .  

Erste Untersuchungen des katalytischen Potentials der aus 
Maniokblattern isolierten MeHNL zur Synthese von (S)-Cyan- 
hydrinen hatten zwar den Vorteil eines breiten Substratspek- 
trums erkennen lassen, die erzielten optischen Ausbeuten waren 
jedoch nicht befriedigend17"]. Nachdem nun ausreichende Men- 
gen an rekombinantem Enzym rnit einer gegeniiber dem natur- 
lichen Enzym 25fach hoheren spezifischen Aktivitat zur Ver- 
fugung standen, haben wir die durch MeHNL katalysierte enan- 
tioselektive Addition von Blausaure an eine Vielzahl von Alde- 
hyden (Schema 1, Tabelle 1) und Ketonen (Schema 2, Tabelle 2) 
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Schema 1. Synthese von (S)-Cyanhydrinen durch MeHNL-katalysierte Addition 
yon HCN an Aldehyde. 

Tabelle 1. (S)-Cyanhydrine (S)-2 durch MeHNL-katdlysierte Addition von HCN 
an Aldehyde 1 in Diisopropylether als Losungsmittel bei 25 "C. 

Aldehyde 1 Enzym f [h] (S)-Cyanhydrine 2 
R [U mmol-' 11 Ausb. [%][a] e[' [%][b] 

a CzH5 34 

d (HAC)~C 39 

b n-C,H, 61 
c (HiCLCH 32 

e H,C=CH 119 
100 

f E-H3CCH=CH 145 
g E-H3C(CHZ),CH=CH 130 
h cC,H,, 70 

j 2-CI-C,H4 107 
k 4-H3CO-C,H, 130 
1 3,4-CH,O,-C,H1 110 
m 2-Thienyl 134 
n 3-Thienyl 149 
o 3-Fury1 141 

i C,H, 58 

4.3 86 
4.0 100 
6.5 91 
8.8 80 
0.5 100 
1.0 [c] 70 
1.0 100 
3.0 82 
5.3 100 
7.0 100 
8.7 100 
9.5 82 

10.3 84 
6.0 85 
4.0 98 
6.5 98 

91 
91 
9' 
94 
47 
56 
92 
97 
92 
98 
92 
9x 
86 
96 
98 
92 

~~ 

[a] Die Ausbeuteangaben fur (S)-Za-j heziehen sich auf dieisolierten Reinproduk- 
te, fur (S)-2 k-o sind die Ausbeuten H-NMR-spektroskopisch bestimmt. [b] Nach 
Acetylierung mit Acetanhydrid gaschromatographisch auf b-Cyclodextrinphasen 
bestimmt [i,  91. [c] Bei 0°C. 
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Schema 2. Synthese von (S)-Ketoncyanhydrinen durch MeHNL-katdlysierte Addi- 
tion von HCN an Methylketone 

Tabelle 2. (S)-Ketoncyanhydrine (S)-4 durch MeHNL-katalysierte Addition von 
HCN an Methylketone 3 in Diisopropylether bei 25 "C. 

Ketone 3 Enzym f lhl (S)-Ketoncydnhydrine 4 
R [U mmol-' 31 Ausb. [%][a] ee [%][b] 

~ ~ ~ 

a C,H, 53 
b n-C,H, 123 
c n-C,H, 123 
d n-C,H,, 126 
e (H,C),CHCH, 107 
f (H,C),C 107 
g C6H5 112 

4.0 
0.5 
0.5 
2.0 
0.7 
0.8 
7.0 

~ 

91 
36 

39 
69 
81 

58 

13 Id1 

[a] Die angegebenen Ausbeuten beziehen sich auf die isolierten Reinprodukte. 
[b] Nach Acetyliernng rnit Acetanhydrid oder Verseifung zur Cdrbonsaure nnd an- 
schlieDender Veresterung zum Methylester gdschromatographisch auf 8-Cyclodex- 
trinphasen oder iiber diastereomere (S)-MTPA-Ester (MTPA = a-Methoxy-a-tri- 
fluormethylphenylessigsaure) gaschromatographisch bestimmt [I, 91. [c] Vergleich 
mit Lit. [I 11. [d] Ausbeute 'H-NMR-spektroskopisch bestimmt. 

untersucht. Zur Erzielung nioglichst hoher optischer Ausbeuten 
wurden die Umsetzungen wiederurn in Diisopropylether als Lo- 
sungsmittel durchgefuhrt[']. Wahrend sich jedoch bei den Reak- 
tionen rnit den Hydroxynitril-Lyasen Cellulose (Avicel oder Cel- 
lulose PI OOPSC) als Trlgermaterial sehr bewahrt hatte", 'I, 
konnten bei den Urnsetzungen rnit der rekombinanten MeHNL 
rnit diesem Triger nur niaf3ige optische Ausbeuten erzielt wer- 
denLg1. Erst durch Verwendung von Nitrocellulose als Trager- 
material, die eine hohere Affinitat zu Proteinen hat, konnte eine 
zufriedenstellende Enantioselektivitat der Addition erreicht 
werden (Tabelle 1, 2). Tabelle 1 zeigt, dalj die MeHNL ein ahn- 
lich breites Substratspektrum aufweist wie die (R)-Hydroxy- 
nitril-Lyase aus Bittermandeln, d. h. es werden sowohl arornati- 
sche als auch aliphatische Aldehyde als Substrate akzeptiert. 
Selbst der sterisch sehr anspruchsvolle Pivalaldehyd (1 d) ergibt 
noch hohe optische Ausbeuten. 

Eine durch Enzyme katalysierte enantioselektive Addition 
von HCN an Ketone konnte bisher fur die PaHNL[""] und fur 
die Hydroxynitril-Lyase aus Linurn usitatissirn~rn['~~], die beide 
die Bildung von (R)-Ketoncyanhydrinen katalysieren, nachge- 
wiesen werden. Eine Synthese von (S)-Ketoncyanhydrinen mit 
einer (S)-Hydroxynitril-Lyase ist bisher unseres Wissens noch 
nicht beschrieben worden. (S)-Ketoncyanhydrine konnten in 
jungster Zeit durch Transcyanierung aus racemischen Ketoncy- 
anhydrinen rnit der (R)-Hydroxynitril-Lyase PaHNL hergestellt 
werden" 'I. Nicht unerwartet nehmen die optischen Ausbeuten 
bei den Umsetzungen von Alkylmethylketonen rnit zunehmen- 
der GroiBe des Alkylrestes zu1loa1. Wahrend Verzweigungen in 
B-Position des Alkylsubstituenten keinen nachteiligen Einflulj 
auf die Enantioselektivitiit haben (4e), nehmen bei starker steri- 
scher Hinderung in Nachbarstellung zur Carbonylgruppe (4f) 
die optischen Ausbeuten stark ab. Die MeHNL aus Manihot 
rJculenta ist die bisher einzige Hydroxynitril-Lyase, die ein aro- 
matisches Keton wie Acetophenon als Substrat akzeptiert. 

Arbeitsvorschrifen 
Uberexpression der MeHNL in E. cuii: 
Die codierende Region des MeHNL-Gens wurde aus oligo(dT) geprimter cDNA 
rnit PCR amplifiziert (,,Sense"-Primer: GCA GGG CCG GAT CCC ATT TCC 
AAA ATG GTA ACT GCA CA; ,,Antisense"-Primer: GCA GGG CCG GAT 
CCA CAC AAC GTG GAA CTC TCC CAT ATT; unterstrichene Bereiche entspre- 
chen Position 16-39 bzw. 933-910 der cDNA-Sequenz der MeHNL[6b]) und im 
korrekten Leseraster in den pQE4-Expressionsvektor (Quiagen) kloniert. Das so 
erhaltene Expressionsplasmid pQE4-MeHNLwt wurde zur MeHNL-Expression in 
E.-co/i-MI 5 [pREP4]-Zellen transfiziert (MI 5-MeHNL) 
Eine 8 L-Kultur wurde rnit 2 mL einer ca. 12 h alten Kultur von MIS-MeHNL in 
LB-Medium mit Ampicillin (100 pgmL-') und Kanamycin (25 VgmL-') an- 
geimpft. Diese Kultur wurde nach ca. 12 h Kultivierung bei 37°C zum Animpfen 
eines 100 L-Fermenters (Bioengineering) verwendet. Die M1 5-MeHNL-Zellen wur- 
den 1 h bei 30°C und nach Induktion der Expression mit Isopropyl-/l-o-thiogalac- 
tosid (IPTG) (Endkonzentrdtion 1 mM) weitere 3.5 h kultiviert. Dann wurden die 
Zellen durch ,,Cross-flow"-Konzentrierung (Maxisette System) an einer 0.3 pm- 
Membran (0.46 m') (Filtron) anf ca. 7.5 L eingeengt. Zur Abtrennung von restli- 
chem LB Medium wurden die Zellen 10 min bei 10004 x g zentrifugiert. Das erhalte- 
ne Zellpellet wurde in 2 L Natriumacetat-Puffer (50 mM, pH 5.4) resuspendiert nnd 
die Zellen durch Hochdruck-Homogenisation (500 bar, drei Cyclen, Rannie-APV 
MiniLab) aufgeschlossen. Zur Entfernung chromosomaler DNA wurde das Rohly- 
sat (Gesamtmenge an HNL 40000 U, spez. Aktivitat 2.8 U mg-') rnit Benzonase 
(Merck) (Endkonzentration 5000 U L-') 1 h bei Raumtemperatur verdaut. Nach 
1 h Zentrifugieren bei I30000 x g wurde die MeHNL durch Anionenaustauschchro- 
matographie auf eine spezifische Aktivitat von 12 U mg-' angereichert. Hierzu 
wurde eine Q-Sepharose FF 100/1200 SHule mit 20 mM Natriumacetat-Puffer, 
pH 5.7, (Puffer A) equilibriert, und die gebundenen Proteine wurden rnit 7200 mL 
eines linearen Gradienten von 0- 1 M NaCl in Puffer A rnit einer Fluhate von 
50 mL min-' eluiert. MeHNL eluiert nach 450 mL Salzgradient. 

Enzym-katalysierte Darstellung von (S)-Cyanhydrinen: 
Man llDt 50 mg TrHger (Nitrocellulose) in 3 mL 0.02 M Natriumcitrat-Pufler 
(pH 3.3) 30 min quellen. Nach Dekantieren. Zentrifugieren (30 min, 5700 x g) und 
5 h Trocknen im Hochvaknum tropft man die in den Tabellen angegebene Menge 
konz. MeHNL-Losung (900 U mL-') zu und zentrifugiert nach 15 min (bei - 5 "C, 
30 min 3650 x g). Man iiberfiihrt den enzymbeladenen Trager in einen Kolben. gibt 
5 mL Diisopropylether, 0.3-0.4 mmol 1 oder3 und 100 pL(2.6 mmol) HCN zu und 
11Bt die in den Tabellen angegebene Zeit bei Raumtemperatur riihren. Man sdugt 
den Trager ab, wascht mit Diethylether, trocknet die vereinigten Filtrate nnd destil- 
liert das Losungsmittel und nicht umgesetztes Edukt (la-g, 3a-f) ab. Die Alde- 
hydcyanhydrine (S)-Za-j (Tabelle 1) und die Ketoncyanhydrine (S)-4a-f (Tabel- 
le 2) fallen in reiner Form an. Im Falle der Verbindungen ( S ) - t k - o  und (S)-4g 
erfolgt die Reindarstellung iiber eine Derivatisierung als Acetate bzw. Trimethyl- 
silylether, wobei die NMR-spektroskopisch ermittelten Ausbeuten (Tabelle 1, 2) 
bestatigt werden. 
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