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Optisch aktive a-Hydroxycarbons�uren wie Mandels�ure
und ihre Derivate sind wichtige Bausteine f�r die Produktion
von Pharmazeutika.[1] Hydroxynitrillyasen (HNLs) er*ffnen
den Zugang zu attraktiven Synthesemethoden: Diese
Enzyme katalysieren die Synthese von Cyanhydrinen durch
asymmetrische Addition von HCN an Aldehyde mit hohen
Ausbeuten und Selektivit�ten (Schema 1).[2,3] Unter sauren
Bedingungen und bei erh*hter Temperatur werden die
Cyanhydrine ohne zu racemisieren chemisch zu den entspre-
chenden a-Hydroxycarbons�uren hydrolysiert.[1] Der alter-
native Weg mit enantioselektiven Nitrilasen[4,5] w�rde �ber
Substrat-Racemisierung in situ bei hohem pH theoretisch

auch Ausbeuten von 100% liefern. Allerdings zeigen viele
Nitrilasen niedrige Umsatzgeschwindigkeiten, geringe Ste-
reoselektivit�ten und schnelle Inaktivierung bei hohen Sub-
stratkonzentrationen.
(R)-ortho-Chlormandels�ure (3b) ist eine Schl�sselver-

bindung f�r die Produktion eines h�ufig verabreichten
Thrombozytenfunktionshemmers, der bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom das Risiko von Myokard-Infarkten
und Schlaganf�llen mindert. Allerdings bereiten ortho-sub-
stituierte Substrate in allen bekannten Synthesewegen tech-
nische Schwierigkeiten; sie liefern schlechte Ausbeuten,
niedrige Umsatzgeschwindigkeiten und/oder nur geringe
Enantiomeren�bersch�sse.[4,6–9] Dar�ber hinaus ist die
Umsetzung von aromatischen Aldehyden mit der bisher
einzigen beschriebenen rekombinanten (R)-Hydroxynitril-
lyase aus Linum usitatissimum (LuHNL) unvollst�ndig.[10]

(R)-HNL aus Prunus amygdalus (PaHNL) zeigt eine breite
Substratspezifit�t, war aber nur in sehr kleinen Mengen aus
nat�rlichen Quellen erh�ltlich; die rekombinante Produktion
von aktiver FAD(Flavin-Adenin-Dinucleotid)-haltiger HNL
war bislang nicht erfolgreich.[11] Hier berichten wir �ber die
erste rekombinante PaHNL, die ihre Aktivit�t auch unter
Prozessbedingungen beibeh�lt. Dadurch wird die Anwen-
dung dieses Enzyms in Emulsionssystemen bei niedrigem pH-
Wert m*glich. Wir zeigen auch den Erfolg eines weithin
anwendbaren Optimierungskonzepts, mit dem die Produk-
tivit�t dieses Enzyms w�hrend des Fermentationsprozesses
gesteigert werden konnte, was zu hohen Umsatzgeschwindig-
keiten mit dem schwierigen Substrat 1b f�hrte. Unser Ziel
war die Entwicklung eines kommerziell n�tzlichen Biokata-
lysators f�r die Produktion von (R)-3b �ber den HNL-Weg,
um die Produktion von enantiomerenreinem (R)-2b in hoher
Ausbeute und mit hoher Enantioselektivit�t durch geringe
Mengen eines robusten Enzyms zu gew�hrleisten.
F�r PaHNL ist eine beachtliche Menge an Daten �ber

pr�parative Anwendungen sowie biochemische und struktu-
relle Untersuchungen vorhanden.[2,3, 12–17] Um unbeschr�nkten
Zugang zu PaHNL zu erlangen, klonten wir das Pa_hnl5-Gen
aus Prunus amygdalus, das große Ihnlichkeit zu den spezi-
fisch in Bl�tengeweben exprimierten hnl-Genen aus Prunus
dulcis (mdl1, 99% Identit�t) und Prunus serotina (mdl5, 94%
Identit�t) hat. Durch Jberexpression des Pa_hnl5-Gens mit
seiner nat�rlichen pflanzlichen Sekretionssequenz in der
methylotrophen Hefe Pichia pastoris erhielten wir 250 mg
aktives, sekretiertes Enzym pro Liter Kultur�berstand. Die
spezifische Aktivit�t des stark glycosylierten Enzyms f�r die
Spaltung von 2a ist mit 295� 30 mmolmin�1mg�1 doppelt so
hoch wie diejenige von aus Mandelsamen isolierter PaHNL
(Sigma M-6782, Lot41H4016; 160� 30 mmolmin�1mg�1). Die
Aktivit�t des rekombinanten Isoenzyms PaHNL5 �nderte
sich zwischen pH 2.5 bis 6.5 kaum. PaHNL5 war �berra-
schend stabil unter sauren Bedingungen (Abbildung 1), unter
denen die chemische Konkurrenzreaktion unterdr�ckt
wird[18,19] und auch das enantiomerenreine Cyanhydrin-Pro-
dukt stabil ist. Diese Tatsache ist außerordentlich wichtig f�r
HNL-Reaktionen in technischen Emulsionssystemen; sie
erm*glicht die Produktion von reinen Enantiomeren sogar
mit langsam reagierenden Substraten sowie eine effektive
R�ckgewinnung des Enzyms. Eine vergleichbare Stabilit�t

Schema 1. Enantioselektive Synthese von (R)-a-Hydroxycarbons�uren
(R)-3 aus Aldehyden 1 �ber den Nitrilase- und den Hydroxynitril-
lyase(HNL)-Weg. Andere M"glichkeiten wie die hydrolytische Trennung
von Cyanhydrinen ohne zus�tzliche Katalysatoren sind auf eine maxi-
male Ausbeute von 50% beschr�nkt.
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bei tiefen pH-Werten ist f�r keine andere HNL bekannt.
Zwar ist die molekulare Grundlage f�r diese Eigenschaft
nach wie vor ungekl�rt, die Jberglycosylierung durch Pichia
kann jedoch nicht der einzige Grund sein: Deglycosylierung
der rekombinantenPaHNL5mit Endoglycosidase H in einem
nicht denaturierenden Puffer bei 37 8C, welche nur einen N-
Acetylglucosamin-Substituenten an jedem modifizierten
Asparagin bel�sst, f�hrte bei pH 2.6 im Unterschied zu
einer PaHNL-Pr�paration aus Mandelsamen (Sigma) nicht
zu einer starken Inaktivierung. Die Stabilit�t des deglycosy-
lierten Enzyms war nach der Behandlung bei 37 8C leicht
reduziert. Die Desaktivierungs-Halbwertszeiten des rekom-
binanten Proteins PaHNL5_L1Q (H21), des Enzyms mit der
zus�tzlichenMutation (A111G), des deglycosylierten Enzyms
(H21_deglyco) und des nativen Enzyms aus Mandelkernen
(Sigma) unter diesen Bedingungen wurden aus den Inakti-
vierungskurven zu ca. 530, 530, 250 bzw. 20 min bestimmt
(Abbildung 1).
Im n�chsten Schritt gelang uns durch Inderung der ersten

Aminos�ure des reifen Proteins (Leucin zu Glutamin; L1Q)
und durch Austausch des nat�rlichen Pflanzensekretions-
Signalpeptids gegen die a-Mating-Faktor-Signalsequenz von
Saccharomyces cerevisiae eine 4- bis 4.5fache Steigerung der
Enzymproduktivit�t. Die Sekretion von nahezu reinem
Enzym in den Kultur�berstand und die Produktion von 1 g
Enzym pro Liter Jberstand sichern verl�sslich die fast
unbeschr�nkte Verf�gbarkeit dieses neuen Biokatalysators.
F�r die Synthese der industriell interessanten Zwischen-

stufe (R)-2b wurde bei Katalyse durch das pH-stabile
rekombinante PaHNL-Isoenzym 5 eine hohe Enantioselek-
tivit�t beobachtet. Dennoch waren die Umsatzgeschwindig-
keiten mehr als 10- bis 15-mal geringer als bei der Reaktion
mit dem nat�rlichen, unsubstituierten Substrat 1a (Tabelle 1).
Bislang wurde noch keine erfolgreiche Methode f�r die
stereoselektive Umsetzung von ortho-substituierten Man-
delonitril- oder Benzaldehydderivaten beschrieben: Auch f�r
die Reaktion mit nativer PaHNL aus nat�rlichen Quellen,[9]

f�r die Umsetzung von 2b mit Nitrilasen[4] und f�r den nicht
biokatalytischen Weg mit Titan- oder Vanadium-Katalysato-
ren[6,7, 20] wurden �hnliche Beobachtungen gemacht wie f�r
das PaHNL-Isoenzym 5. Um die Stellen im aktiven Zentrum
zu verkleinern, die zu sterischen Wechselwirkungen f�hren
k*nnten, wurden Alanin 111 (A111) und Valin 317 (V317)
durch ortsspezifische Mutagenese gegen Glycin ausgetauscht.
Simulationen des Substrat-Dockings von (R)-2b, (R)-2c und
(R)-2d in das aktive Zentrum eines Homologiemodells von
PaHNL5 (basierend auf der bekannten Struktur des homo-
logen Isoenzyms PaHNL1[15] aus Mandelsamen) erm*glich-
ten die Identifizierung von Aminos�uren, die nahe bei den
Chlorsubstituenten des Substrats stehen (Abbildung 2). Bei
(R)-2b kommt es zu Kontakten zwischen den Seitenketten
von A111 und V317 und dem ortho-Chlorsubstituenten des
aromatischen Ringes. Die sterischen Konflikte mit diesen
beiden Gruppen, vor allem zwischen A111 und (R)-2b, sind
sehr wahrscheinlich f�r die verringerte Enzymaktivit�t aus-
schlaggebend. Ein meta-Chlorsubstituent verursacht keine
auff�lligen sterischen Wechselwirkungen (Abbildung 2).
F�r beide Mutanten, A111G und V317G, wurde ein

drastischer R�ckgang der Aktivit�t bei der Spaltung von 2a
auf eine Restaktivit�t von 2–5% beobachtet (Tabelle 1).
Dieser nahezu vollst�ndige Aktivit�tsverlust �berrascht
nicht, da das Risiko der Zerst*rung der enzymatischen
Aktivit�t sehr groß ist, wenn hoch konservierte Aminos�uren
in der hydrophoben Tasche des Enzyms ver�ndert werden.
Ein v*llig anderes Bild ergab sich jedoch f�r die HCN-
Addition, die wichtigere Synthesereaktion. W�hrend die

Abbildung 1. PaHNL5 (H21, *), die in Pichia pastoris mit der Signal-
sequenz des a-Mating-Faktors aus S. cerevisiae exprimiert wurde, und
ihre A111G-Variante (!) sind bei niedrigen pH-Werten bemerkenswert
stabil. Das deglycosylierte Enzym (H21_deglyco, !) weist leicht verrin-
gerte Stabilit�t auf. Zum Vergleich ist kommerzielle PaHNL aus Man-
delsamen (Sigma, *) gezeigt. Die relativen Aktivit�ten (rA) wurden
nach verschiedenen Reaktionszeiten bei pH 2.6 durch photometrische
Analyse der Spaltung von 2a bei pH 5.0 bestimmt.

Tabelle 1: Enantioselektive Synthese und Spaltung von chlorsubstituier-
ten Mandelonitrilderivaten.[a]

Nr. R Substrat Produkt Mutation spezifische Aktivit�t[b]

[mmolmin�1 mg�1]

1 Ph 1a (R)-2a 1450�400
2 Ph 1a (R)-2a A111G 1150�400
3 Ph 1a (R)-2a V317G 295�50
4 o-Cl-Ph 1b (R)-2b 67�25
5 o-Cl-Ph 1b (R)-2b A111G 409�60
6 o-Cl-Ph 1b (R)-2b V317G <5
7 m-Cl-Ph 1c (R)-2c 155�30
8 m-Cl-Ph 1c (R)-2c A111G 390�100
9 m-Cl-Ph 1c (R)-2c V317G 290�50
10 p-Cl-Ph 1d (R)-2d 298�50
11 p-Cl-Ph 1d (R)-2d A111G 566�40
12 p-Cl-Ph 1d (R)-2d V317G 26�13
13 Ph 2a (S)-2a+1a 325�30
14 Ph 2a (S)-2a+1a A111G 8�2
15 Ph 2a (S)-2a+1a V317G 6�1.5

[a] Alle Mutationen wurden im Produktionsklon PaHNL5_L1Q herge-
stellt. Die Spaltungsaktivit�t f�r 2a wurde photometrisch w�hrend der
ersten 3 min einer linearen Zunahme der Produktkonzentration
bestimmt (l=280 nm; T=25 8C; 12 mm Substrat, 0.1m Phosphat-
Citrat-Puffer, pH 5.0). Alle Cyanhydrinsynthesen wurden mit 15 mm

Substrat und 0.5 mg gereinigtem Enzym in einer Emulsion von 3.8 mL
50 mm Citratpuffer, 2.1 mL tert-Butylmethylether und 1.2 mL HCN bei
10 8C und pH 3.4 durchgef�hrt. [b] Die spezifische Aktivit�t basiert auf
mit dem Lowry-Test bestimmten Proteinkonzentrationen mit PaHNL von
Sigma als Standard sowie auf Produktbildungsgeschwindigkeiten inner-
halb der ersten 15 min (1b) bzw. 5–10 min (1a–d). In diesen Zeitr�umen
wurden 5–20% Produkt gebildet.
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Mutante V317G auch f�r die Synthese von (R)-2a, (R)-2b
und (R)-2d niedrige Geschwindigkeiten zeigte, behielt die
A111G-Variante ihre starke Hydrocyanierungsaktivit�t. Die
Umsatzgeschwindigkeiten der A111G-Variante mit dem
nat�rlichen Substrat 1a waren nur etwa 20–30% geringer
als bei PaHNL5_L1Q. Dar�ber hinaus war die Aktivit�t bei
der Synthese von (R)-2b durch den Einzelaustausch stark
erh*ht (spezifische Aktivit�t von A111G: 409 mmol
min�1mg�1; Umsatzgeschwindigkeit: 390 s�1; sechsmal
schneller als mit dem Wildtyp-Enzym). Zus�tzlich wurde
mit beiden Mutanten ein schnellerer Umsatz von 1c mit
hervorragender Enantioselektivit�t erreicht (> 99% ee). Die
Synthese von (R)-2d wurde durch die Mutation A111G leicht
verbessert. In einer Reaktion mit hoher Aldehydkonzentra-
tion (3m bezogen auf die w�ssrige Phase) wurden aus
150 mmol 1b mit 5 mg des Enzyms bei pH 3.4 21.1 g (R)-2b
erhalten, 2.9% 1b wurden nicht umgesetzt. Das entspricht
95.9% der theoretischen Ausbeute f�r (R)-2b. Nebenpro-
dukte wurden nach 7 h Reaktionsdauer und Produktextrak-
tion mit tert-Butylmethylether nicht beobachtet. Das (R)-

Enantiomer bildete sich mit 96.5% ee. Somit wurde eine
enorme Verbesserung f�r die Synthese von (R)-2b �ber den
HNL-Weg erreicht. Bei der bisher besten Umsetzung[9] wurde
ca. 25-mal so viel Enzym (basierend auf Berechnungen mit
der spezifischen Enzymaktivit�t der zumeist verwendeten
nativen PaHNL aus Mandelkernen in der 2a-Spaltungsreak-
tion (160 mmolmin�1mg�1)) bei pH 3.3 eingesetzt, um 83% ee
zu erhalten. Trotz bedeutender Fortschritte brachten auch
nichtenzymatische Katalysatoren in diesen asymmetrischen
Syntheseschritten nur ca. 80% ee, die Ausbeuten f�r ortho-
substituierte Substrate waren gering[7,20,21] und eine Kristalli-
sation war notwendig, um hoch enantiomerenreines 3b zu
erhalten.
Ein �hnlich hoher Enantiomeren�berschuss wie mit der

A111G-Variante (97% ee) wurde f�r den enzymatischen
Schritt des Nitrilase-Wegs beschrieben[22] – dort allerdings
mit geringeren Substratkonzentrationen. Außerdem war die
spezifische Aktivit�t mit nur 3 mmolProdukt pro min pro mg
Nitrilase I mehr als 100fach geringer. Oft wird die Faltung
und die Stabilit�t eines Proteins beeintr�chtigt, wenn Muta-
tionen an den Gruppen des aktiven Zentrums vorgenommen
werden. Diese Tatsache verhindert h�ufig die Herstellung
n�tzlicher Mutanten. Unsere A111G-Variante wurde auch
nach Steigerung des Fermentationsmaßstabs noch gut expri-
miert und zeigte hohe Stabilit�t bei niedrigen pH-Werten.
PaHNL wurde als erster Biokatalysator f�r asymmetri-

sche Synthesen eingesetzt.[23] Ihre mangelnde Stabilit�t bei
niedrigen pH-Werten, bei denen die chemischen Konkurrenz-
reaktionen unterdr�ckt werden, die eingeschr�nkte Verf�g-
barkeit des Enzyms aus relativ teuren nat�rlichen Quellen
sowie die niedrige Aktivit�t und geringe Enantioselektivit�t
bei Reaktionen mit ortho-substituierten Arylaldehyden
haben jedoch dazu gef�hrt, dass PaHNL bis jetzt noch
keine Anwendung in industriellen Prozessen gefunden hat.
Wir nehmen an, dass unterschiedliche Anteile der individuel-
len Isoenzyme in Enzympr�parationen aus unterschiedlichen
Produktchargen und von diversen Herstellern der Grund f�r
die nach Gotor und Mitarbeitern[24] schwankenden Enantio-
selektivit�ten und Umsatzgeschwindigkeiten sind. Durch das
Klonen und die Optimierung der Genexpression f�r HNL-
Isoenzym 5 aus Prunus amygdalus haben wir die Basis f�r
eine unbegrenzte und billige Verf�gbarkeit rekombinanter
PaHNL mit neuen technologischen Eigenschaften geschaf-
fen. Eine gezielte Optimierung des aktiven Zentrums erm*g-
lichte die Adaptierung des Enzyms f�r die schwierige
stereoselektive Umsetzung des nichtnat�rlichen, industriell
interessanten Substrates 1b zu (R)-2b in hoher Enantiome-
renreinheit. Durch ein umfassendes molekulares Optimie-
rungskonzept ist fast 100 Jahre nach der Entdeckung des
ersten stereoselektiven Biokatalysators eine industrielle
Anwendung im großtechnischen Maßstab in greifbare N�he
ger�ckt.
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Online ver*ffentlicht am 23. September 2003
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Abbildung 2. Das aktive Zentrum von PaHNL5 mit (R)-2b (2-Cl-Man)
und (R)-2c (3-Cl-Man). a) Sterische Wechselwirkungen zwischen dem
ortho-Chlorsubstituenten (gr�ner Bereich) von Substrat 2-Cl-Man und
A111 und V317 (graue Bereiche). b) Nahe Kontakte von L343 und
L331 (graue Bereiche) mit dem meta-Chlorsubstituenten von 3-Cl-Man.
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