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Alkoholdehydrogenasen (ADHs) erfreuen sich sowohl in der
akademischen Forschung als auch in der industriellen An-
wendung einer stetig wachsenden Popularitit."! Besonders
beliebt ist die stereospezifische Reduktion prochiraler
Ketone,? wohingegen die Oxidation von Alkoholen weniger
verbreitet ist.”) Dariiber hinaus beschrinkt sich die oxidative
Anwendung von ADHs auf die Umsetzung von Alkoholen zu
den entsprechenden Aldehyden oder Ketonen. Uber
»Durchoxidationen“ von Alkoholen zu den entsprechenden
Sduren wurde entweder mit ganzen Zellen™ oder in der
Kombination von ADHs mit Aldehyddehydrogenasen
(AldDHs) berichtet.”! Interessanterweise ist mit der so ge-
nannten Dismutaseaktivitit!®! auch die ADH-katalysierte
Oxidation von Aldehyden prinzipiell bekannt. Dadurch
wiren die obengenannten ,,Durchoxidationen® mit nur einem
Biokatalysator moglich. Sehr zu unserem Erstaunen wurde
aber eine priaparative Anwendung dieser altbekannten Ak-
tivitdt bislang nicht beschrieben.

Daher war es unser Ziel, das préiparative Potenzial ADH-
katalysierter Aldehydoxidation anhand der Oxidation race-
mischer Profenaldehyde auszuloten. Die angestrebten Pro-
dukte, Profene (a-Arylpropionsduren), sind géngige Anti-
rheumatika und Schmerzmittel, die bis jetzt als Racemate
vertrieben werden. Aufgrund der steigenden Nachfrage nach
enantiomerenreinen Profenen werden in letzter Zeit auch
verstirkt Syntheserouten fiir diese evaluiert.”! Tm Wesentli-
chen beruhen diese auf einer kinetischen Racematspaltung
(KR) der Profene selbst. Enantioselektive Routen wiirden
die intrinsischen Nachteile der KR (maximal 50 % Ausbeute)
umgehen.®

Die von uns angestrebte oxidative dynamische kinetische
Racematspaltung ist in Schema 1 wiedergegeben. Vorteilhaft
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Schema 1. Oxidative dynamische kinetische Racematspaltung von
Profenaldehyden als Zugang zu enantiomerenreinen Profenen. ADH:
Alkoholdehydrogenase.

bei dieser Methode ist insbesondere, dass im Vergleich zu den
bisher berichteten reduktiven DKRsP®* direkt das ge-
wiinschte Produkt statt des Profenalkohols gebildet wird.

Der erste Schritt bestand in der Identifizierung eines ge-
eigneten Biokatalysators. Dazu wurde die ADH-Bibliothek
der Firma c-LEcta mit 70 unterschiedlichen ADHs (alle re-
kombinant in Escherichia coli tiberexprimiert) hinsichtlich
ihrer Aktivitit in der Oxidation von 2-Phenylpropionaldehyd
durchmustert.’] Die NAD(P)*-Regeneration wurde durch
Zugabe der NAD(P)H-Oxidase (NOX) aus Lactobacillus
sanfanciscensis! im Uberschuss sichergestellt.’! 9 der 70
untersuchten ADHs zeigten dabei die gewiinschte Aktivitat
(Tabelle 1) mit 8 R-selektiven und einer S-selektiven ADH.
Beachtenswert ist, dass auch das E.-coli-Expressionssystem
eine deutliche Hintergrundaktivitdt aufwies. Es bleibt in
weiterfithrenden Studien zu kldren, ob dies auf E.-coli-ADHs
mit ,,Dismutaseaktivitdt“ oder endogene AldDHs zuriickzu-
fiihren ist.

Entsprechend dem Mechanismus der ADH-katalysierten
Oxidation von Alkoholen halten wir im Fall der Aldehyd-
oxidation die entsprechenden Aldehydhydrate fiir die ei-
gentlichen ADH-Substrate. Demzufolge sollte der pH-Wert
der Reaktionslosung einen Einfluss auf die Konzentration der
Aldehydhydrate in situ und somit auf die enzymatische Oxi-
dation haben. In der Tat wirkte sich ein hoherer pH-Wert
positiv auf die Selektivitdt (das Verhéltnis von Sdure zu Al-
kohol) der Reaktion aus (Tabelle 1). Allerdings blieb die er-
wartete Erhohung der Umsatzrate aufgrund hoherer ADH-
Oxidationsaktivitit'? aus; moglicherweise ist dies der nied-
rigeren NOX-Aktivitdt bei hoheren pH-Werten zuzuschrei-
ben.” "l Nichtsdestotrotz liegt, wie NMR-Versuche zeigten,”
bereits bei neutralem pH-Wert das Hydratisierungsgleichge-
wicht weit auf Seiten der Aldehydhydrate.
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Tabelle 1: Ergebnisse des ADH-Screenings hinsichtlich der Oxidation
von 2-Phenylpropionaldehyd.”!

Nr.b! Aspe, [UmLTH Séure/Alkohol® ee [%]"
pH 7 pH?9 pH7 pH9 pH 7 pH?9

R-spezifische ADHs

1 0.1 0.04 0.6 1.6 72 53

2 0.7 0.7 3.6 5.3 50 47

3 0.6 0.7 3.9 7.5 46 49

4 0.4 0.2 2.4 9.6 37 47

5 0.7 0.2 2.1 2.4 23 21

6 0.7 0.6 1.9 2.8 81 81
7t 2.2 2.1 3.2 5.4 94 90

8 0.1 0.04 1.3 >10 39 45
S-spezifische ADHs

9lel 0.4 0.2 >10 >10 77 46
Kontrolle®™  0.02 0.04 >10 >10 45 (R) 40 (R)

Bedingungen: 50 mm Tris/HCl-Puffer (30°C, pH 7 bzw. 9, 2 mm MgCl,);
1% (v/v) DMSO; c(2-Phenylpropionaldehyd),=5 mm, ¢(NAD*) =
¢(NADP*) =1 mm, NOX-Rohextrakt. [a] Jeder Eintrag reprisentiert eine
individuelle rekombinante ADH (in E. coli). [b] Spezifische Aktivititen
wurden nach 3 Stunden bestimmt. [c] Werte von > 10 bedeuten, dass
kein Alkohol detektierbar war. [d] ee-Wert der Sdure, bestimmt tiber
HPLC an chiraler Festphase. [e] E.-coli-ADH dkgB (2,5-Diketo-p-gluconat-
Reduktase B, GenBank: BAL37507.1). [f] Die volle Sequenz von ADH-9
ist in den Hintergrundinformationen angegeben. [g] E.-coli-Zellen ohne
Expressionsplasmid unter ansonsten identischen Bedingungen.

Fiir weitere Studien wurde die ADH-9 als Modellenzym
ausgewdhlt. Obendrein wurde auch eine hinsichtlich Enan-
tioselektivitdt und Aktivitdt verbesserte Variante (ADH-
9V1) verwendet.’ !

Um die unterschiedliche Sdureselektivitit verschiedener
ADH besser zu verstehen, wurden die kinetischen Parameter
der unselektiven ADH-1 mit denen der selektiven ADH-9
(und der aktiveren Variante V1) verglichen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Vergleich der kinetischen Parameter einiger (un)selektiver
ADHs 1

Ky [mM] Selektivitat®
NAD* NADH
ADH-1 0.059 0.054 0.6
ADH-9 0.26 133 4.55
ADH-9-V1 0.12 0.37 1.38

Bedingungen: 50 mm Tris/HCl-Puffer (30°C, pH 7, 2 mm MgCl,); 20%
(v/v) DMSO; ¢(2-Phenylpropionaldehyd)o=5 mm, c(NAD*) =1.5 mm.
[a] Selektivitit = [Sdure]/[Alkohol] (Tabelle 1).

Dabei fiel auf, dass die selektive ADH-9 eine auflergewthn-
lich niedrige Affinitdt fiir den reduzierten Nicotinamid-
Cofaktor ausweist. Somit lieBe sich die beobachtete Sdure-
selektivitét kinetisch erkldren. Oxidierte und reduzierte Co-
faktoren konkurrieren beim Umsatz des Aldehydsubstrates;
entscheidend fiir die jeweiligen Reaktionsgeschwindigkeiten
(zum Alkohol oder zur Sdure) ist die katalytische Effizienz,
mit der die Cofaktoren von der ADH umgesetzt werden,
wobei auch die Affinitdt der ADH zu den jeweiligen Cofak-
toren eine Rolle spielt.
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Moglicherweise stellt der Quotient aus Ky(NAD™) und
Ky(NADH) ein einfaches diagnostisches Kriterium dar, um
sdaureselektive ADHs zu identifizieren. Weitergehende Un-
tersuchungen dahingehend werden momentan von uns
durchgefiihrt.

Allerdings sollte sich auch in Fall einer unselektiven ADH
(z.B. ADH-9V1) das Gleichgewicht durch ein effizientes
NAD(P)"-Regenerationssystem zugunsten der Siurepro-
dukte verschieben lassen. Um dies zu iiberpriifen, wurde der
Einfluss des NOX-Regenerationssystems auf die Produkt-
verteilung bei ADH-9 und ADH-9V1 betrachtet (Abbil-
dung 1). Letztere wurde auch als gereinigtes Enzym einge-
setzt, um den Einfluss , kontaminierender® E.-coli-Proteine
auszuschlieen.
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Abbildung 1. Vergleich der Saure/Alkohol-Selektivitit von ADH-9 und
ADH-9V1 in Abwesenheit (links) und Gegenwart (rechts) eines NAD"-
Regenerationssystems. Bedingungen: 50 mm Tris/HCl-Puffer (30°C,
pH 7, 2 mm MgCl,); 20% (v/v) DMSO; T=30°C; ¢(2-Phenylpropion-
aldehyd)o="5 mm, ¢(NAD") =1 mm, ¢(ADH) =¢(NOX) =1 mgmL™;
t=40h.

Ohne externes Regenerationssystem und in Gegenwart
stochiometrischer Mengen NAD™' wurde die ,,natiirliche*
Selektivitdt beobachtet: selektive Sdurebildung im Fall der
ADH-9 und ein nahezu &dquimolares Sédure/Alkohol-Ver-
hiltnis bei der ADH-9V1. Unter denselben Bedingungen,
aber in Gegenwart des NOX-Regenerationssystems, war in
allen Fillen eine fast ausschlieBliche Sdureselektivitdt zu
beobachten. Somit sehen wir unsere Annahme bestétigt, dass
auch unselektive ADHs, in Gegenwart eines effizienten
NAD(P)"-Regenerationsystems, zur Aldehydoxidation ge-
eignet sein konnen.

Abbildung 2 zeigt einen typischen Zeitverlauf einer oxi-
dativen DKR von 2-Phenylpropionaldehyd. Innerhalb der
ersten 5 Stunden wurde die Ausgangsverbindung beinahe
quantitativ in das entsprechende (S)-Profen (88% ee) um-
gesetzt. Anfinglich gebildete Spuren des Alkohols (<10%)
wurden mit der Zeit weiter zur Sdure umgesetzt.

Interessanterweise zeigte sich ein umgekehrter Zusam-
menhang zwischen Biokatalysatorkonzentration und Enan-
tiomerenreinheit des Produktes.”'¥ Zum Beispiel erhohte
sich der ee-Wert des Produktes von 52 auf tiber 97% bei
Verringerung der Konzentration an (gereinigtem) ADH-9V1
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Abbildung 2. Reprisentativer Verlauf einer oxidativen DKR von 2-Phe-
nylpropionaldehyd. Bedingungen wie in Abbildung 1 gezeigt.

(#): 2-Phenylpropionsaure, (0): 2-Phenylpropanol; (A): 2-Phenyl-
propionaldehyd; (m): ee-Wert. Der ee-Wert des Produkts ist 88 %.

von 20 auf 0.5 mgmL™"; damit einhergehend sank die An-
fangsrate von 7.4 auf 0.19 mmh~". Dies konnte auf eine ver-
gleichsweise langsame Racemisierung der Ausgangsverbin-
dung (2-Phenylpropionaldehyd) unter den Reaktionsbedin-
gungen zuriickzufiihren sein.®™ Demnach wire auch die
Ogxidation des nichtbevorzugten R-Enantiomers schneller als
dessen Racemisierung, was die geringere Enantiomerenrein-
heit des Produktes erklart. Vielversprechende Ansitze, um
die Racemisierungsgeschwindigkeit zu erhohen, beispiels-
weise Umsetzungen bei niedrigeren pH-Werten oder der
Einsatz katalytisch aktiver Festphasen,“s] werden derzeit
weiter verfolgt.

Weiterhin wurde die Anwendungsbreite der vorgestellten
ADH-katalysierten Oxidation untersucht. Insbesondere die
vollstdndige Oxidation primérer Alkohole zu den entspre-
chenden Séuren mit Sauerstoff als Oxidationsmittel kénnte
eine priparativ interessante Methode darstellen. Wie in Ta-
belle 3 gezeigt, konnten einige primire Alkohole und deren
Aldehyde gut in die entsprechenden Siuren umgesetzt
werden.['"]

SchlieBlich sollte noch erwidhnt werden, dass NOX unter
den gegebenen Bedingungen nicht optimal geeignet war.
Zum einen lagen die optimalen Bedingungen fiir NOX und
ADH-9 recht weit auseinander; zum anderen war die Stabi-
litit der NOX nicht allzu hoch.”) Eine mogliche Losung
hierfiir stellt die substratgekoppelte Regenerationsmethode
dar. Hierbei wird durch Zugabe eines Cosubstrats (iiblicher-
weise Aceton) die In-situ-Regeneration des oxidierten Co-
faktors durch das Produktionsenzym selbst erreicht. Somit
wird nur ein Biokatalysator benoétigt, und man erhélt ein
besonders einfaches System. Dieses Konzept wurde anhand
der oxidativen DKR von Flurbiprofenaldehyd iiberpriift.
Bereits in Gegenwart von einem Aquivalent Aceton wurden
iiber 90 % Umsatz des Aldehyds zur Sdure beobachtet. Bei
hoheren Cosubstratiiberschiissen war der Umsatz quantita-
tiv.’! Dies ist insofern bemerkenswert, als iiblicherweise bei
(biokatalytischen) Oppenauer-Oxidationen hohe Cosub-
stratiiberschiisse notig sind, um das Gleichgewicht in die ge-
wiinschte Richtung zu verschieben."” Im vorliegenden Fall ist

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Tabelle 3: Oxidation® verschiedener Alkohole/Aldehyde mit ADH-9V1/
Nox."

(o]
R™oH R o A Som

NAD* NADH NAD* NADH

H:0 0 mo 0

Produkt [mm] (Umsatz [%])"!
ausgehend vom

Produkt Alkohol Aldehyd

o 14402 1.3940.01
(73) (>99)

e~ _COM 1.3640.04 1.00+0.06
(70) (67)

©/°°2H 0.61£0.03 2.28+£0.03
37) (95)

: 0.39+0.02 2.434+0.09

©/\002H
©) (94)

O COH 0.7240.07
n.b

DR ' (65)

[a] Bedingungen: 50 mm Tris/HCl-Puffer (30°C, pH 7, 2 mm MgCl,);
20% (v/v) DMSO; T=30°C; c(Ausgangsverbindung),=5 mwm, c-
(NAD') =1 mwm, ¢(ADH) =20 mgmL™", ¢(NOX) =10 mgmL™", t=21 h;
gezeigt sind jeweils Doppelbestimmungen. [b] Umsatz berechnet aus
den gemessenen Reaktantenkonzentrationen nach 21 h. [c] Die Enan-
tiomerenreinheit hing von der Konzentration des Biokatalysators ab.”
[d] 56 % ee; n.b.=nicht bestimmt.

aber die Sdurebildung thermodynamisch und kinetisch irre-
versibel.

Erste Versuche im priparativen MaBistab belegen auch
die praktische Anwendbarkeit des vorgeschlagenen Sys-
tems,”! allerdings sind die bisher erreichten Ausbeuten mit ca.
46 % noch nicht zufriedenstellend. Insbesondere die hohe
Reaktivitdt der Ausgangsaldehyde (insbesondere mit den
Biokatalysatoren) und auch ihre geringe Wasserloslichkeit
stellen noch zu 16sende Herausforderungen dar.

Zusammengefasst ldsst sich feststellen, dass auch alte
Bekannte wie die Alkoholdehydrogenasen noch immer fiir
Uberraschungen gut sein konnen. Die hier vorgestellte Al-
dehydoxidation ist moglicherweise allgemein anwendbar mit
einer ganzen Reihe von (kommerziell erhiltlichen) ADHs
und konnte einen interessanten Zugang zu beispielsweise
enantiomerenreinen Profenen darstellen.

Eingegangen am 26. April 2012,
verdnderte Fassung am 12. Juli 2012
Online veroffentlicht am 31. August 2012

Stichwoérter: Aldehydoxidation - Alkoholdehydrogenasen -
Alkoholoxidation - Dynamische kinetische Racematspaltung -
Profene
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