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Eine R-selektive Hydroxynitril-Lyase aus Arabidopsis thaliana mit

o/p-Hydrolase-Faltung**

Jennifer Andexer, Jan von Langermann, Annett Mell, Marco Bocola, Udo Kragl,*

Thorsten Eggert* und Martina Pohl*

Hydroxynitril-Lyasen (HNLs) katalysieren die enantioselek-
tive Kniipfung von C-C-Bindungen von Aldehyden oder
Ketonen mit HCN zu chiralen Cyanhydrinen, die vielseitige
Bausteine fiir Produkte der pharmazeutischen und agroche-
mischen Industrie darstellen.!! Zu den wichtigsten der aus
Cyanhydrinen zugénglichen Verbindungen gehoren chirale a-
Hydroxysiuren wie Mandelsiurederivate,'*"*! m-Phenoxy-
benzaldehyde! oder Strukturen mit aliphatischen Briicken
zwischen Aldehydfunktion und aromatischem Ring, die zur
Synthese von ,,Prilen® verwendet werden.” Die natiirliche
Funktion der HNLs ist dagegen die als Cyanogenese be-
zeichnete Spaltung von Cyanhydrinen. Die bisher bekannten
HNLs konnen in zwei Gruppen unterteilt werden: R-selek-
tive Enzyme, die sich von Oxidoreduktasen ableiten, wie die
HNLs aus verschiedenen Rosaceen® und aus Linum usita-
tissimum,* sowie S-selektive HNLs, die sich aus Hydrolasen
mit a/p-Hydrolase-Faltung entwickelt haben, wie die Enzyme
aus Hevea brasiliensis (HPHNL),®™ Manihot esculenta
(MeHNL), und Sorghum bicolor (SPHNL).PY Wir stellen
hier die erste Ausnahme von dieser Regel vor: Das aus der
nichtcyanogenen Pflanze Arabidopsis thaliana (Acker-

[*] J. von Langermann, A. Mell, Prof. Dr. U. Kragl
Institut fiir Chemie
Universitidt Rostock
Albert-Einstein-StraRe 3a, 18059 Rostock (Deutschland)
Fax: (-49) 381-498-6452
E-Mail: udo.kragl@uni-rostock.de
Homepage: http://www.chemie.uni-rostock.de/kragl
Dr. T. Eggert
evocatal GmbH
Merowingerplatz 1a, 40225 Dusseldorf (Deutschland)
E-Mail: t.eggert@evocatal.com
Homepage: www.evocatal.com

J. Andexer, Dr. M. Pohl

Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie

Heinrich-Heine-Universitit Disseldorf

52426 Jillich (Deutschland)

Fax: (+49) 2461-612940

E-Mail: ma.pohl@fz-juelich.de

Homepage: www.iet.uni-duesseldorf.de

Dr. M. Bocola

Universitat Regensburg

Institut fiir physikalische Biochemie 2

Universitétsstrafe 31, 93053 Regensburg (Deutschland)

Die Autoren danken der Gruppe von Ute Hécker (Universitit Dis-

seldorf, Botanik 1V) fiir die cDNA und mRNA von Arabidopsis.

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor
angefordert werden.

[:‘: *

Angew. Chem. 2007, 119, 8833 -8835

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

schmalwand) stammende Enzym gehort strukturell zu den
o/pB-Hydrolasen, ist aber R-selektiv.

Aufgrund der steigenden Nachfrage nach chiralen Cyan-
hydrinen ist das Interesse an neuen stereoselektiven HNLs
stark gestiegen. Geeignete Biokatalysatoren miissen ein
breites Substratspektrum aufweisen und sollten einfach und
preiswert produziert werden konnen. Diesen Anforderungen
entsprechen momentan die S-selektiven Enzyme HbPHNL
und MeHNL: Sie konnen in bakteriellen Wirten wie Esche-
richia coli exprimiert werden und setzen zahlreiche aliphati-
sche und aromatische Aldehyde und Ketone um.! Ein dhn-
lich breites Substratspektrum weisen einige R-selektive
HNLs aus verschiedenen Prunus-Arten auf (P. amygdalus
(PaHNL) und P. mume (PmHNL)). Diese Enzyme werden
bisher in Form von Pflanzenextrakten (entfettetes Samen-
mehl) verwendet. Die PaHNL (Isoenzym 5) kann zudem
heterolog in Pichia pastoris exprimiert werden.?*!

Kiirzlich wurde iiber verschiedene Ansitze berichtet,
neue HNLs in Rohextrakten von cyanogenen Pflanzen zu
identifizieren, wodurch einige neue Enzymquellen entdeckt
wurden.”! Versuche, neue HNLs ausgehend von Sequenz-
dhnlichkeiten zu bekannten Enzymen zu finden, waren hin-
gegen bisher nicht erfolgreich.[*”!

Im Genom der nichtcyanogenen Modellpflanze Arabi-
dopsis thaliana sind einige Gensequenzen identifiziert
worden, die Ahnlichkeit zu MeHNL und HbHNL aufwei-
sen.”’ Im Zuge unserer Untersuchungen zu Struktur-Funkti-
ons-Beziehungen von a/f-Hydrolasen haben wir einige dieser
Gene kloniert und in E. coli exprimiert. Uberraschenderweise
zeigte das Protein AAN13041 (Genbank) eine hohe Aktivitéit
gegeniiber Mandelonitril und katalysierte zudem die Spal-
tung von einigen anderen Cyanhydrinen, wie Cyclohexanon-
und m-Phenoxybenzaldehyd-Cyanhydrin, wihrend Acetal-
dehyd-, Propionaldehyd- und Acetoncyanhydrin nicht oder
nur schlecht umgesetzt wurden.

Fine Aktivitatspriifung ergab, dass das neue Enzym die
enantioselektive Synthese von Cyanhydrinen aus aromati-
schen und aliphatischen Aldehyden sowie Ketonen mit hoher
R-Selektivitdt und guten bis ausgezeichneten Umsitzen ka-
talysiert (Tabelle 1).) Das ganze Spektrum an substituierten
Benzaldehyden wird mit sehr hoher Aktivitdt und Enantio-
selektividt umgesetzt. Sogar mit Substraten wie 3, 4 oder 6,
die auch ohne den Biokatalysator zum Cyanhydrin reagieren,
wurden Enantiomereniiberschiisse von 99 % ee erzielt, was
auf eine hohe enzymatische Aktivitdt schlieBen ldsst. Der
vollstandige Umsatz sperriger Substrate gelang durch eine
geringfiigige Verldngerung der Reaktionszeit. Bisher wurden
alle Reaktionen bei pH 5 ausgefiihrt, durch eine Senkung des
pH-Wertes konnte die nichtenzymatische Reaktion aber noch
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Tabelle 1: AtHNL-Substratspektrum !

Substrat th  X.™[%]  ee (R)[%] Xen™ [%]
7
S
1>
R=H 12 >99 >99 14
R=o-F 2 2 >99 99 17
R=o-Cl 3 2 >99 99 26
R=0-Br 4 6 99 98 42
R=o-I 5 3 >99 >95 26
R=m-F 6 2 >99 >99 22
R=m-Cl 7 3 99 >99 7
R=m-Br 8 6 99 95 9
R=m-| 9 6 98 93 5
R=m-PhO 10 22 83 >95 0
R=p-F n 2 >99 >99 7
R=p-Cl 12 2 >99 >99 4
R=p-Br 13 3 99 >99 4
R=p-I 14 6 99 92 7
R=p-HO 15 3 96 97 3
R=p-MeO 16 22 87 68 14
N
4 17 22 97 9% 97
I
[:j/A\/J 18 22 99 68 97
()op 19 6 68 nbd 6
[0}
e~ 20 6 99 98 78
o
e~ 1 2 56 >95 0
(o]
Py 22 3 53 n.b.d 0
o]
PPN 23 2 0 - 0
[e]
-~ 24 6 48 95 2
o]
e~ 25 22 2 - 0
<::>ﬁzo 26 3 94 — 76
[e]
()2k 27 22 7 n.b. 0
(o)
[::Ifu\ 28 22 3 95 0
.
]
(j/\)\ 29 3 1 - 0

[a] Alle Reaktionen wurden in einem Zweiphasensystem ausgefiihrt,
Umsitze (X) und Enantiomereniiberschiisse (ee) wurden durch Gas-
chromatographie ermittelt.”) n.b.=nicht bestimmt. [b] enz: enzyma-
tisch; nenz: nichtenzymatisch. [c] Enantiomerentrennung durch GC
(Chiraldex-Kapillarsaule, G-PN-y-Cyclodextrin, Propionyl) war nicht
méglich. [d] Achirales Produkt.

weiter zuriickgedrangt werden. Trotzdem ist der fiir
o-Chlorbenzaldehyd-Cyanhydrin ermittelte ee-Wert bereits
hoher als in fritheren Arbeiten mit optimierter PaHNLP!
oder mit dem Wildtypenzym."”! Durch anschlieBende Hy-
drolyse erhilt man (R)-o-Chlormandelsdure, eine Schliissel-
verbindung in der Synthese des Antithrombotikums Clop-
idogrel (30). Das aus 18 resultierende Cyanhydrin kann zu
dem o-Hydroxyester umgesetzt werden, der ein Baustein fiir
ACE-Inhibitoren wie Enalapril (31) ist (Schema 1).
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JOL HCN, AtHNL NG, OH
R™ "R ROR
R'=H, Me
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Schema 1. AtHNL-katalysierte Synthese von chiralen Cyanhydrinen und
Beispiele fiir daraus abgeleitete Wirkstoffe.

Substrat 18 ergibt einen etwas niedrigeren ee-Wert als die
Verbindung 17, was darauf hindeutet, dass die enzymatische
Reaktion langsamer ist; in diesem Fall ist eine Anpassung der
Reaktionsbedingungen, vor allem des pH-Werts erforderlich.
Die Aktivitat wird ebenso durch eine ldngere Seitenkette bei
aliphatischen Aldehyden reduziert, dies hat aber keinen
Einfluss auf die Stereoselektivitidt. Gegeniiber aliphatischen
und aromatischen Ketonen ist das Enzym weniger aktiv.

Um die Ahnlichkeiten und Unterschiede beziiglich der
Reaktionsmechanismen und Stereoselektivititen von AfHNL
und den strukturell dhnlichen, aber S-selektiven Enzymen
HbLHNL und MeHNL zu verstehen, wurde ein Homologie-
modell erstellt, das auf der Kristallstruktur der HhPHNLE'!
beruht. Der Vergleich der beiden Strukturen ldsst in der
AtHNL eine typische katalytische Triade aus Ser81, Asp208
und His236 erkennen (Abbildung 1).

Diese Aminosiduren wurden durch gerichtete Mutagenese
gegen nichtfunktionelle, aber sterisch dhnliche Reste ausge-

%,

(R)-Mandelanitri
(S)-Mandelonitril

His 236
His 235 Asp 208

Asp 207

Abbildung 1. Uberlagerung der HbHN L-Kristallstruktur (dunkelgrau,
diinne Linien)!"" und des AtHNL-Strukturmodells (hellgrau, dicke
Struktur). Gezeigt sind die katalytische Triade (Ser/His/Asp) und die
Aminosaurereste, die mit gebundenem Mandelonitril in Kontakt
stehen: (R)-Mandelonitril im AtHNL-Modell und (S)-Mandelonitril in
der HbHNL-Kristallstruktur (1YB8). Im AtHNL-Modell ist zwischen
Leu129 und Ala13 eine mégliche Bindetasche fiir (R)-Mandelonitril
vorhanden, die in der HbHNL-Struktur durch Trp 128 und lle12 blo-
ckiert wird.
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tauscht. Die entstandenen Varianten (Ser81Ala, Asp208Asn,
His236Phe) zeigen nur noch eine geringe Restaktivitit (unter
2%), was die Funktion der entsprechenden Aminosiuren fiir
die Katalyse bestitigt.”) In HPHNL wurde Lys236 als ein
weiterer fiir die Katalyse wichtiger Aminoséurerest identifi-
ziert;'' dieser Rest ist in AfHNL durch Met237 ersetzt.

Zur Untersuchung der Unterschiede in der Stereoselek-
tivitdit wurde auf der Grundlage der HbHNL-Struktur mit
(S§)-Mandelonitril ein Strukturmodell fir AfHNL mit ge-
bundenem (R)-Mandelonitril erstellt.”!") Im Vergleich zur
HbHNL sind zwei Seitenketten der potenziellen Substrat-
bindetasche in der AfHNL ausgetauscht: Anstelle von Trp 128
und Cys 13 (HPHNL) sind in der AfHNL Leu129 und Tyr14
zu finden (Abbildung1). Anhand des Modells kann die
strikte S-Selektivitdt der HPHNL folgendermaBen erklért
werden: Die Positionierung von Trp 128 und Ile 12 verhindert
die Bindung von (R)-Mandelonitril im aktiven Zentrum.
Dariiber hinaus besteht Grund zu der Annahme, dass die
aromatischen Seitenketten von Tyr14 und Phe82 (R)-Man-
delonitril in der postulierten AtfHNL-Bindungstasche stabili-
sieren.

Erste Untersuchungen an AfHNL-Varianten zeigen, dass
der Austausch einer einzigen Aminosiure nicht ausreicht, um
die Stereoselektivitit des Enzyms umzukehren. Mit der Va-
riante Tyr14Cys konnte weiterhin nur (R)-Mandelonitril
synthetisiert werden. Experimente mit der entsprechenden
Doppelmutante (Tyr14Cys/Leul29Trp) und die Bestimmung
der Kristallstruktur des Enzyms sind in Arbeit, da das Ho-
mologiemodell nicht prézise genug ist, um die diskutierten
Aktivitédts- und Selektivitdtsunterschiede zu erklédren.

Wir haben hier eine neue R-spezifische HNL (Enzym-
klassifizierung: E.C. 4.2.1.-) aus Arabidopsis thaliana und ihre
Anwendung in der Biokatalyse beschrieben. Das Enzym ist
fiir die Herstellung von R-Cyanhydrinen eine gute Alterna-
tive zu bekannten R-spezifischen HNLs wie der PaHNL,**! da
es durch induzierte Genexpression in E. coli leicht in ausrei-
chenden Mengen herstellbar ist und ein breites Substrat-
spektrum aufweist (aliphatische und aromatische Aldehyde
und Ketone).'!! Diese erste R-spezifische HNL mit o/B-Hy-
drolase-Faltung verspricht nach Bestimmung der Kristall-
struktur interessante Einblicke in den Reaktionsmechanis-
mus solcher Enzyme.
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