ZUSCHRIFTEN

Triphenylmethyl, Tf="Trifluormethylsulfonyl, Bn= Benzyl, LDBB = Di-
tert-butylbiphenyllithium, DMAP = 4-Dimethylaminopyridin, MsCl = Me-
thansulfonylchlorid, LIHMDS = Lithiumhexamethyldisilazid.

{51 D. A.Evans, E. Vogel, J. V. Nelson, J. Am Chem. Soc.1979, 101, 6120-6123.

[6] Die Umsetzung des (E)-Borenolats von 1 mit Isobutyraldehyd verlief mit
geringerer Diastereoselektivitat (2:1).

[7] Ein hohes MaB an 1,2-Diastereoselektion bei der Addition von Nucleo-
philen an a-Methyl-8-methylensubstrate wurde festgestelit: a) F. Sato, Y.
Takeda, H. Uchiyama, Y. Kobayashi, J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1984,
1132-1134; b) F. Sato, M. Kusakabe, Y. Kobayashi, ibid. 1984, 1130-1131;
c) F. Sato, M. Kusakabe, T. Kato, Y. Kobayashi, ibid. 1984, 1331 -1332.

[8] a)D. A. Evans, J.L. Duffy, M.J. Dart, unveroffentlichte Ergebnisse;
b) D. A. Evans, J. V. Nelson, t. Taber, Top. Stereochem. 1982, 13, 1-115;
¢) W.R. Roush, J. Org. Chem. 1991, 56, 4151 -4157.

[9] K. Ganesan, H. C. Brown, J. Org. Chem. 1993, 58, 7162-7169.

[10] Der Aldehyd 2 wurde ohne weitere Reinigung direkt umgesetzt. Chroma-
tographie von 2 an Kieselgel fithrte zur Isomerisierung zum a,f-unge-
sittigten Aldehyd.

{11] Die Desilylierung wurde vorzeitig abgebrochen; ein geringer Anteil (15 %)
der monosilylierten Verbindung (Hydroxygruppe an Cs) wurde zurlick-
gewonnen.

[12] Zur Entfernung einer Tritylschutzgruppe mit Et,AlCI siehe: H. Koster,
N. D. Sinha, Tetrahedron Letr. 1982, 23, 2641 -2644.

[13] Die Verwendung von waBrigem Rochelle-Salz war wihrend der Isolierung
notwendig, um die Organoaluminiumsalze vor dem Einengen zu entfernen,
denn sonst isomerisierte das Spiroketal Aluminium-vermittelt zum uner-
wiinschten diaxialen Anomer.

[14] Nicht umgesetzter Aldehyd 5 (11 %) wurde ebenfalls diastereomerenrein
zuriickgewonnen.

[15] Die maBige Ausbeute dieser Reaktion kann teilweise auf Schwierigkeiten
bei der Isolierung der polaren Trihydroxycarbonsidure beim Arbeiten in
kleinem MaBstab zuriickgefiihrt werden. Die DC-Kontrolle der Reaktion
deutet auf eine saubere und einheitliche Umsetzung hin.

[16] J. Inanaga, K. Hirata, H. Saeki, T. Katsuki, M. Yamaguchi, Bull. Chem. Soc.
Jpn. 1979, 52, 1989-1993.

[17] Das erste Produkt der Reaktion ist der entsprechende C,-TES-Ester, der
wihrend der Reinigung an Kieselgel gespalten wird.

[18] Wir danken Professor G.R. Pettit fiir eine Probe von natiirlichem
Spongistatin 2.

[19] Wir danken Professor M. Kobayashi fiir Kopien der Spektren von natiir-
lichem Altohyrtin C.

[20] Eine noch spitere Einfithrung der Seitenketten nach der Lactonisierung der
Seco-Carbonsiure erscheint zwar zunichst moglich, doch haben erste
Untersuchungen dieser alternativen Route ergeben, daB die Epoxidierungs/
Allylstannan-Additionssequenz am Makrocyclus schwieriger ist.
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aufwendige Herstellung und Erprobung von sehr vielen
Liganden erforderlich. Als Alternative bieten sich Biokata-
lysatoren an, die jedoch naturgemaf eine begrenzte Substrat-
spezifitit aufweisen.’] Durch ortsspezifische Mutagenese
konnen in Finzelfdllen Verbesserungen hinsichtlich Enzym-
aktivitit und Selektivitdt herbeigefiihrt werden, nicht jedoch
eine allgemeine Losung des Problems, denn das Verfahren
erfordert detaillierte Kenntnisse iiber die dreidimensionale
Struktur des Enzyms und dessen Wirkmechanismus sowie ein
gewisses Maf an Intuition bei der Wahl der auszutauschenden
Aminosiure.] Wir beschreiben hier einen neuen Ansatz zur
Entwicklung enantioselektiver Katalysatoren: die In-vitro-
Evolution als Methode zur schrittweisen Erhohung der
Enantioselektivitit eines gegebenen unselektiven Biokataly-
sators.’) Das dabei zugrunde liegende Prinzip — ,,Evolution im
Reagensglas“ — erfordert keine Kenntnisse der Enzymstruk-
tur oder des Katalysemechanismus. Das Verfahren der In-
vitro-Evolutionl®! wurde schon zur Steigerung der thermi-
schen Stabilitdt und Aktivitit von Enzymen erfolgreich
angewendet.*®) Die Kombination geeigneter molekularbio-
logischer Methoden zur Zufallsmutagenese und Gen-Expres-
sion mit einem effizienten Screening-System zur raschen
Identifizierung von enantioselektiven Mutanten bildet die
Basis unserer Strategie.l’]

Als Testreaktion wihlten wir die enantioselektive Hydro-
lyse von racemischem 2-Methyldecansdure-p-nitrophenyl-
ester 1. Die freie (S)-konfigurierte Saure gehort zu einer
Klasse von chiralen Verbindungen, die bei der Herstellung
von bestimmten Pharmazeutika, Pflanzenschutzmitteln und
chiralen Bausteinen in der organischen Synthese Anwendung
finden.”) Als Biokatalysator wurde eine Lipase aus dem
Bakterium Pseudomonas aeruginosa PAO1 verwendet, die im
prozessierten Zustand aus 285 Aminosduren besteht.’) Das
Wildtyp-Enzym weist eine Enantioselektivitit (ee) von nur
2% zugunsten der (.S)-konfigurierten Saure 2 auf.
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Die Zahl von Mutanten eines gegebenen Enzyms, bei dem
in jedem Enzymmolekiil eine Aminosdure gegen eine der 19
verbliebenen ausgetauscht wurde, ergibt sich nach Glei-
chung (a), mit N=Zahl der Mutanten, M = Zahl der ausge-

N=19"XY[(X — M)!M!] (a)

tauschten Aminosduren pro Enzymmolekiil (in diesem Fall 1)
und X = Zahl der Aminosduren im Enzym. Demnach enthilt
eine entsprechende Mutantenbibliothek der P-aeruginosa-
Lipase 5415 Mutanten. Obwohl eine solche Bibliothek an sich
schon relativ klein ist, ergeben unsere Untersuchungen, daf
bereits beim Screening einer noch geringeren Zahl von
Mutanten Katalysatoren mit deutlich verbesserter Enantio-
selektivitdt erhalten werden konnen.

Unter Anwendung der sogenannten fehlerhaften Polyme-
rase-Kettenreaktion (fPCR )" wurde das aus 933 Basenpaa-
ren bestehende Lipase-Gen einer Zufallsmutagenese unter-
worfen.''?] Dazu wurde die Mutationsfrequenz durch
Verianderung der PCR-Reaktionskomponenten sowie -bedin-
gungen, z.B. durch Variation der Mg?*-Konzentration, empi-
risch so eingestellt, daf} statistisch ein bis zwei Basenaustau-
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sche pro Lipase-Gen eingefilhrt wurden, was zu einer
Substitution von bis zu zwei Aminosiduren pro Lipasemolekiil
fithren konnte. Diese an sich niedrige Zahl von Mutationen
pro Lipasemolekiil wurde gewihlt in der Annahme, dal3 eine
Identifizierung der selten auftretenden Mutationen mit posi-
tivem Effekt nicht durch die hiufiger auftretenden Muta-
tionen mit negativem Effekt verhindert wiirde. Die mutierten
Gene wurden in einen geeigneten Expressionsvektor ligiert,
in E. coli amplifiziert und nach Transformation in P. aerugi-
nosa exprimiert.[>!1% Alle so produzierten bakteriellen Klone
wurden kultiviert, wobei theoretisch jede einzelne Kolonie
eine mutierte Lipase produziert.

Etwa 1000 so erhaltene Mutanten sollten nun auf ihre
Eignung als enantioselektive Katalysatoren bei der Testreak-
tion gepriift werden. Um diese schwierige Aufgabe innerhalb
einer liberschaubaren Zeitspanne zu erledigen, mufite zu-
nichst ein effizientes Testsystem entwickelt werden, denn die
herkommlichen, auf flissig- oder gaschromatographischer
Trennung basierenden Methoden sind angesichts der Zahl der
zu erwartenden Proben ungeeignet. Dazu wurden zunichst
die 96 Trége kommerziell erhiltlicher Mikrotiter-Platten
paarweise mit den Kulturiiberstinden von Lipase-Mutanten
gefiillt und nachfolgend mit 0.01m Tris(hydroxymethyl)ami-
nomethan(Tris)/HCIl-Puffer (pH="7.5) und den in DMF
gelosten enantiomerenreinen (R)- sowie (S)-Substraten be-
schickt. Auf diese Weise konnten bis zu 48 Mutanten pro
Mikrotiter-Platte parallel getestet werden. Die enzymkataly-
sierte Hydrolyse lie sich spektrophotometrisch fiir jedes (R )/
(S)-Reaktionspaar durch Messung der Absorption des p-
Nitrophenolat-Tons bei 410 nm zeitlich verfolgen. Abbil-
dung 1 zeigt die Wirkung der urspriinglichen Wildtyp-Lipase
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Lipase-katalysierten Hydrolyse von (R)- und (S)-
Estern 1. a) Wildtyp-Lipase aus P, aeruginosa, b) verbesserte Mutante der 1.
Generation.

sowie den typischen Reaktionsverlauf einer verbesserten
Mutante. Obwohl die relativen Steigungen der jeweiligen
Geraden als Maf fiir die Enantioselektivitat herangezogen
werden konnen, haben wir sie aufgrund unterschiedlicher
Fehlerquellen nur als qualitativen Hinweis genutzt. Von 1000
getesteten Mutanten der ersten Generation wiesen 12 eine
erhéhte Enantioselektivitdt auf. Die Enantioselektivitat wur-
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de durch Hydrolyse des Racemats 1 in Gegenwart der
entsprechenden Mutanten-Lipasen im Laborma@stab und
nachfolgende gaschromatographische Analyse an chiralmo-
difizierten Kapillarsdulen exakt bestimmt. Fiir die beste
Mutante, P1B01-E4, wurde eine Enantioselektivitit von
31% ee bestimmt.

Der Klon mit der jeweils hochsten Enantioselektivitit
wurde ausgewihlt und fir die folgende Mutagenese-Runde
verwendet (Tabelle 1). Abbildung 2 zeigt, dal} es gelang, die
Enantioselektivitit von 2% ee des Wildtyp-Enzyms in nur
vier Generationen auf 81 % ee zu steigern.

Tabelle 1. Screening-Ergebnisse.

Generation Zahl der Zahl der Bezeichnung des
getesteten Klone positiven Klone ausgewihlten Klons

1 1000 12 P1BO01-E4

2 2200 10 P2B08-H3

3 2400 1 P3B13-D10

4 2000 6 P4B04-H3

T
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Abb. 2. Sequentieller Anstieg der Enantioselektivitat bei der Testreaktion mit 1
im Verlauf der Mutagenese-Experimente. (Die ee-Werte beziehen sich auf die
jeweils beste Mutante bei einer Reaktion in einem Umsatzbereich von 20-30%;
die cntsprechenden E-Werte betragen 1.00, 2.10, 4.40, 9.40 bzw. 11.3.)

Angesichts der Tatsache, da3 nur vier Mutanten-Genera-
tionen erzeugt und dabei nur relativ wenige Mutanten
getestet wurden, sind die bisher erhaltenen Ergebnisse
bemerkenswert. Zur weiteren Erhchung der Enantioselek-
tivitidt beschreiten wir gegenwirtig mehrere Wege: 1) um-
fassenderes Screening; 2) Erzeugung weiterer Mutanten-
Generationen; 3) DNA-Shufflingl®®”) als alternative Muta-
genese-Methode und 4) Sittigungsmutagenesel’?l (system-
atischer Austausch an den mutierten Stellen gegen alle
verbliebenen Aminosduren). Eine Voraussage, welcher der
vier Wege am schnellsten zu einer weiteren Erhohung der
Enantioselektivitét fithren wird, ist gegenwaértig nicht mog-
lich."¥l Untersuchungen zur Sequenzierung der Mutanten-
Gene sowie die Modellierung der dreidimensionalen Struktur
der Mutanten-Proteine sind ebenfalls im Gange.

Lipasen aus unterschiedlichen Organismen werden be-
kanntlich als Katalysatoren bei der enantioselektiven Syn-
these von chiralen Estern, Alkoholen, Aminen, Diolen,
Diestern, Diaminen, Aminoalkoholen, a- und S-Aminosiu-
re-Derivaten sowie Cyanhydrinen routineméBig eingesetzt,
allerdings nicht immer mit brauchbaren ee-Werten.*4l Des-
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halb eroffnet unsere Methode, die nicht auf Lipasen be-
schriinkt sein diirfte, neue Perspektiven fiir die Organische
Chemie. Die hier beschriebene evolutive Optimierung der
Enantioselektivitit kann nun mit der Suche nach erhthter
Enzymstabilitdt und -aktivitit systematisch kombiniert wer-
den."”) Entscheidend bei allen Bemiihungen auf diesem
neuen Betatigungsfeld ist die Entwicklung weiterer Scree-
ning-Methoden.>16]
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