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Isoenzyme der Schweineleberesterase zeigen bemerkenswerte
Unterschiede in ihrer Enantioselektivitat™**

Anke Hummel, Elke Briisehaber, Dominique Bottcher, Harald Trauthwein, Kai Doderer und

Uwe T. Bornscheuer*

Esterasen und Lipasen sind héufig verwendete Biokatalysa-
toren, denn sie akzeptieren ein breites Spektrum an Sub-
straten, sind iblicherweise stabil in organischen Losungs-
mitteln und zeigen oft hohe Stereoselektivitidten sogar fiir
nichtnatiirliche Substrate."! Wihrend eine groBe Zahl von
Lipasen kommerziell erhéltlich ist, gibt es nur wenige gut
untersuchte Carboxylesterasen, unter denen die Schweinele-
beresterase (pig liver esterase, PLE) wegen ihrer Vielseitig-
keit die wichtigste Rolle in industriellen Prozessen spielt.”!
Ein Hauptnachteil beim Einsatz der PLE ist ihre Heteroge-
nitét, d.h. die Tatsache, dass sie aus verschiedenen Isoenzy-
men besteht.”) Diese unterscheiden sich im isoelektrischen
Punkt, im Molekulargewicht, der Empfindlichkeit gegen
Inhibitoren und — am wichtigsten — in ihrer Substratspezifi-
it

Vor einigen Jahren berichteten wir iiber die Klonierung
und rekombinante Expression des y-Isoenzyms der PLE (y-
PLE) in Pichia pastoris™ und kiirzlich iiber diejenigen in
Escherichia coli.®’ Damit war es uns gelungen, das uner-
wiinschte Auftreten unterschiedlicher PLE-Isoenzyme sowie
storender anderer Hydrolasen, wie sie in den kommerziellen
Prédparationen gefunden werden, zu vermeiden. Weiterhin
konnten wir zeigen, dass sich die rekombinante y-PLE in
ihren Enantioselektivititen gegeniiber Estern sekundirer
Alkohole stark von der natiirlichen Mischung von Isoenzy-
men unterscheidet.l”! Dies veranlasste uns dazu, die bis dato
unbekannten Sequenzen fiir die anderen PLE-Isoenzyme zu
identifizieren. Zunichst verwendeten wir Tandem-Massen-
spektrometrie!”’ von PLE-Proben, die mithilfe zweidimen-
sionaler Gelelektrophorese aufgetrennt wurden. Tatséchlich
fiihrte dies zur Bestimmung einiger Aminosdurepositionen,
wie V236P/A237G, die eine erhdhte Enantioselektivitit be-
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wirken. Allerdings erschien die Aufkldarung der kompletten
Proteinsequenz iiber diesen Ansatz sehr schwierig.

Zur Identifizierung der Gene, die fiir die unbekannten
Isoenzyme der Schweineleberesterase kodieren, wurde zu-
nichst die cDNA aus der Schweineleber-mRNA iiber eine
Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
hergestellt. Die cDNA diente ausschlielich als Templat fiir
die Amplifikation von PLE-homologen Genen unter Ver-
wendung von Primern, die auf der bekannten y-PLE-Sequenz
basieren (GenBank-Zugangscode X63323). Um die funktio-
nelle Expression in E. coli zu erméglichen, wurden die N-
terminale Signalsequenz (18 Aminosduren) und das C-ter-
minale ER-Retentionssignal (vier Aminosduren, HAEL;
ER =endoplasmatisches Retikulum) entfernt. Die Amplifi-
kation zeigte im Agarosegel eine einzelne DNA-Bande bei
etwa 1.6 kbp, was der GroBe des y-PLE-Gens entspricht. Die
Fragmente wurden zuerst in den pET101/D-TOPO-Vektor
und spiter fiir die funktionelle Expression in pET15b kloniert
und sequenziert. Dabei konnten vier neue Sequenzen iden-
tifiziert werden (als PLE 2 bis PLE 5 bezeichnet), die 3-21
ausgetauschte Aminosauren im Vergleich zur y-PLE (hier als
PLE 1 bezeichnet) enthalten.’] Abbildung1 zeigt schema-
tisch, dass die ausgetauschten Aminosduren nicht zufillig
iiber das Protein verteilt liegen, sondern in bestimmten,
konservierten Regionen zu finden sind.
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Abbildung 1. Die Unterschiede zwischen den Isoenzymen sind nicht
zufillig verteilt, sondern liegen in konservierten Bereichen. Schwarz:
homologe Bereiche, weif: Anderungen in PLE 1 (y-PLE), schraffiert:
Anderungen in PLE 5, gepunktet: Variationen, die weder in PLE 1 noch
in PLE 5 auftreten. AS =Aminosaure.

Nach der funktionellen Expression in E. coli beobachte-
ten wir, dass die neuartigen Isoenzyme deutliche Unter-
schiede in ihren Eigenschaften, unter anderem in der spezi-
fischen Aktivitdt gegeniiber achiralen Estern, aufweisen: Alle
spalten bevorzugt Tributyrin, aber PLE4 und PLE 5 sind
auflerdem auch hochaktiv gegen Methylbutyrat und Ethyl-
caprylat.’! Ebenso unterscheidet sich die Empfindlichkeit
gegen bestimmte Inhibitoren betréchtlich: PLE 3-5 sind we-
niger empfindlich gegeniiber Natriumfluorid und Physostig-
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min als die anderen Isoenzyme, werden aber starker durch
Phenylmethylsulfonylfluorid inhibiert.’! Das Verhiltnis zwi-
schen den spezifischen Aktivititen fiir Methylbutyrat und
Tributyrin sowie die Empfindlichkeit gegeniiber den ausge-
wihlten Inhibitoren wurden in der Literatur als wichtigste
Merkmale zur Unterscheidung zwischen den Hauptfraktio-
nen in der natiirlichen PLE-Mischung — o-PLE und y-PLEP
— beschrieben. Damit lisst sich vermuten, dass PLE 4 oder
PLE 5 der so genannten o-PLE entsprechen.

Am wichtigsten fiir die organische Synthese sind jedoch
die erheblichen Unterschiede in der Enantioselektivitit, die
beispielhaft anhand der kinetischen Racematspaltung von
Estern sekundirer Alkohole (1-4; Schema 1) und der De-
symmetrisierung von meso-Diacetat 5 (Schema 2) untersucht
wurden.

OAc OAc

1 2 3 4

Schema 1. Acetate 1-4 von sekundiren Alkoholen fiir die kinetische
Racematspaltung mit den PLE-Isoenzymen.

ACO\@/OAC PLE ACO\@/OH HO\@/OAC
s R - > +

5 6a 6b

Schema 2. PLE-katalysierte Desymmetrisierung der meso-Verbindung 5
zu 6a oder 6b.

In friiheren Studien®® hatten wir gezeigt, dass das re-
kombinante PLE 1 (y-PLE) im Unterschied zur natiirlichen
PLE-Mischung (Enantioselektivitit E <5) eine erhohte
Enantioselektivitét fiir 3 (E>100) und 4 (E =17) aufweist.
Der Vergleich der Enantioselektivititen und Enantiopréfe-
renzen der neuen PLE-Isoenzyme (PLE 2-5) mit PLE 1 und
dem kommerziellen Enzym von Fluka bei der kinetischen
Racematspaltung von 1-4 verdeutlicht die beachtlichen Un-
terschiede in ihren Eigenschaften (Abbildung 2).

PLE 1 (y-PLE) und PLE 2 unterscheiden sich in nur drei
Aminosiduren, und es iiberrascht nicht, dass ihre Selektiviti-
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Abbildung 2. Enantioselektivitit und Enantiopriferenz der rekombinan-
ten PLE-Isoenzyme und der kommerziellen PLE-Isoenzym-Mischung
bei kinetischen Racematspaltungen der Acetate 1-4.
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ten sehr dhnlich sind. Dagegen finden sich bei PLE 3-5, die in
20-21 Aminosiurepositionen® von der y-PLE abweichen,
drastische Unterschiede: Fiir 1 und 2 wurden mit PLE 4 und
PLE 5 besonders hohe Enantioselektivititen gefunden (Ta-
belle 1 und Hintergrundinformationen); dabei erhohte sich
der E-Wert fiir 2 von 17 (PLE 1) auf 66 (PLE 4) und 94
(PLE 5). Bei der kinetischen Racematspaltung von 1 ist
PLE 5 mehr als zehnmal enantioselektiver als PLE 1.

Tabelle 1: Enantioselektivitit der rekombinanten PLE-Isoenzyme und
einer kommerziellen PLE-Priparation bei der kinetischen Racematspal-
tung von 2.

PLE® tih] ees[%]" ee,[%]" Umsatz[%] E Priferenz
PLE 1 2 74 77 49 17 R
PLE 2 2 67 81 45 19 R
PLE 3 1.5 18 24 43 2 S
PLE 4 3 68 94 42 66 R
PLE 5 2 79 95 45 94 R
Fluka-PLE® 1.5 65 56 54 7 R

[a] In allen Reaktionen wurden 0.5 U Esterase (basierend auf dem pNPA-
Test) verwendet. [b] ees=Enantiomereniiberschuss des nicht umge-
setzten Substrates, ee,=Enantiomereniiberschuss des Produktes, er-
mittelt Gber GC-Analyse an chiraler Phase. [c] Berechnet nach Chen
et al.”! [d] Kommerziell erhltliche PLE-Préparation von Fluka. Daten fiir
die Fluka-PLE wurden aus der Literatur iibernommen.

Fiir 3 und 4 wurde interessanterweise ein Wechsel der
Enantiopriferenz beobachtet: PLE 1 und PLE 2 setzen be-
vorzugt das S-Enantiomer um, die anderen drei Isoenzyme das
R-Enantiomer (Abbildung 2, Hintergrundinformationen).
Wihrend PLE 3 nahezu keine Préferenz zeigt, sind die
Enantioselektivitdten fiir alle anderen Isoenzyme fiir alle
untersuchten Acetate deutlich ausgeprigt.

Analog fanden wir einen Wechsel der Enantiopriferenz
bei der Desymmetrisierung von 5 (Abbildung 3,
Hintergrundinformationen). Die resultierenden Cyclopen-
tenmonoester sind wichtige chirale Bausteine fiir die Syn-
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Abbildung 3. Enantiopriferenz der rekombinanten PLE-Isoenzyme und
einer kommerziellen PLE-Isoenzym-Mischung in der Desymmetrisie-
rung von 5.

www.angewandte.de

Chemie

8645


http://www.angewandte.de

Zuschriften

8646

these von Prostaglandinen und ihren Derivaten.'! Die
kommerzielle PLE (Mischung der Isoenzyme) weist laut Li-
teratur eine pro-R-Selektivitit mit einem Enantiomeren-
iiberschuss von 80 % ee auf."'l Abbildung 3 zeigt, dass Fluka-
PLE tatsdchlich die gleiche Selektivitdt hat, aber mit nur
60% ee fir 6a. Die wichtigste Beobachtung ist aber, dass
PLE 1-3 die gleiche Enantiopriferenz zeigen und bis zu
80% ee erreichen, wihrend die Isoenzyme PLE 4 bzw. PLE 5
die pro-S-Acetoxygruppe bevorzugen und das Monoacetat
6b mit 42 bzw. 17 % ee bilden.

PLE 4 und PLE 5 zeigen nicht nur verdnderte Enantio-
selektivitdten, sondern weisen auBBerdem bei der Hydrolyse
von p-Nitrophenylacetat hohere kinetische Konstanten auf
(Tabelle 2). Wegen des hoheren v,,,.- und des geringeren K, -
Wertes ist die katalytische Effizienz (k./K,) von PLE5
dreimal hoher als die von PLE 1.

Tabelle 2: Kinetische Daten der Isoenzyme fiir pNPA."!

Isoenzym?l Vax [Umg ] Ko [mm] Keat/ Koy [M~"s71]
PLE 1 149 1.57 3.0x10°
PLE 3 110 0.96 3.6x10°
PLE 4 133 0.81 5.2x10°
PLE 5 217 0.76 9.1x10°

[a] PNPA=p-Nitrophenylacetat; die Aktivititsmessung erfolgte bei
pH 7.5 und Raumtemperatur. [b] Die kinetischen Daten von PLE 2
wurden nicht bestimmt, da die Eigenschaften mit denen von PLE 1
vergleichbar sind. [c] Zur Berechnung des k.-Wertes wurde das PLE-
Trimer als eine katalytisch aktive Untereinheit betrachtet.

Unsere Ergebnisse machen deutlich, dass die Unter-
schiede in den Proteinsequenzen zwischen den natiirlichen
Isoenzymen einen starken Einfluss auf die Enantioselektivi-
tdt und -préaferenz der Schweineleberesterase haben. Die
Tatsache, dass nun auch einzelne PLE-Isoenzyme zugéinglich

sind, ist ein wichtiger Fortschritt fiir die Anwendung dieser
fur die Synthese sehr wichtigen Esterase. Jetzt konnen defi-
nierte Biokatalysatoren mit spezifischen Eigenschaften fiir
ein bestehendes Syntheseproblem ausgewéhlt werden.
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