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1 Einleitung
1.1 Bedeutung der Chiralitat von Wirkstoffen

Der Bedarf an chiralen Substanzen als Pharmazeutika, Pflanzenschutzmittel und als
synthetische Bausteine ist in den letzten Jahren enorm gestiegen (Faber, 1997). Von
vielen pharmazeutisch wirksamen chiralen Substanzen ist bekannt, daf3 lediglich ein
Enantiomer voll wirksam ist, wahrend das andere Stereoisomer eine geringere Wirkung
zeigt oder bei Medikamenten sogar Nebenwirkungen hervorruft (Blumenstein, 1997).
Als Beispiel sei das 1954 als Racemat synthetisierte Schlafmittel und Sedativum Thali-
domid” genannt. Unter dem Handelsnamen Contergan” fiihrte diese Substanz aufgrund
seiner teratogenen Wirkung zu einer der grofdten Katastrophen der pharmazeutischen
Industrie. Tierversuche zeigten, dal3 zwar beide Enantiomere pharmazeutisch wirksam
waren, aber nur ein Enantiomer bei Mausen teratogen wirkte (Witiak und Hopper,
1991). Hohe gesetzliche Auflagen fir toxikologischen Untersuchungen von Arzneimit-
teln und Vorschriften zur Verringerung der Umweltbelastung im Agrarbereich zwingen
daher inzwischen die Industrie, enantiomerenreine Wirkstoffe bereitzustellen (Commis-
sion on agrochemicals and the environment, 1997).

1.2 Enantiospezifische Wirkstoffsynthesen

Zur Synthese von enantiomerenreinen Verbindungen wird in der organischen Synthese-
chemie in der Regel von prochiralen Substanzen ausgegangen (Astleford und Weigel,
1997). Die Einfuhrung eines asymmetrischen Zentrums geschieht in der Folge oft mit
Hilfe eines chiralen Katalysators, wie z. B. bei der Sharpless Epoxidierung. Eine andere
Maoglichkeit ist der Einsatz von ,chiralen Bausteinen®. Hierbei wird das Zielmolekil aus
einer enantiomerenreinen Substanz synthetisiert, wobei am asymmetrischen Zentrum
selbst keine Reaktion durchgefiihrt wird (Sheldon, 1993).

Auch Enzyme kénnen zur asymmetrischen Synthese eingesetzt werden. Enantiospezi-
fische Enzyme setzen lediglich ein Substratenantiomer zu einem enantiomerenreinen
Produkt um. Wird dagegen in einer enzymkatalysierten Reaktion ein racemisches Sub-
strat enantioselektiv umgesetzt, entsteht nur eine angereicherte Mischung von
Produktenantiomeren. Auch mit enantioselektiven Enzymen kdnnen jedoch enantio-
merenreine Substanzen gewonnen werden (Chen et al., 1982; Chen et al., 1987). Bei
der kinetischen Racematspaltung setzt ein enantioselektiver Biokatalysator die bei-
den Enantiomere des Racemats einer Zielverbindung mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten um. Dadurch reichert sich mit zunehmender Zeit das langsamer
umgesetzte Substratenantiomer an, bis die Reaktion bei geniigend hohem Enantiome-
rentberschuld gestoppt wird.
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Viele der natirlichen, enantiomerenreinen Aminosauren werden in Maf3stdben von bis
zu 350 000 Tonnen pro Jahr fermentativ gewonnen. Uber enzymkatalysierte Reaktionen
werden mehr als 1000 Tonnen Aspartat jahrlich im Aspartaseverfahren hergestellt.
Methionin, Valin und Phenylalanin werden im 100-Tonnen-Maf3stab mittels Aminoacy-
laseverfahren synthetisiert. D-p-Hydroxyphenylglycin ist die im gréf3ten Mal3stab
hergestellte unnaturliche Aminoséaure. Im Hydantoinaseverfahren wird sie jahrlich im
1000-Tonnen-Mal3stab gewonnen und zur semisynthetischen Herstellung des Antibioti-
kums Amoxicillin verwendet. L-tert.-Leucin wird als ,chiraler Baustein* vor allem zur
Synthese neuer Pharmaka eingesetzt. Diese unnatirliche Aminoséure kann durch
enantiospezifische Reduktion von tert.-Butylketoessigsaure mit einer cofaktor-
abhangigen Leucindehydrogenase gewonnen werden. Das NAD™ wird in diesem ProzeR
kontinuierlich durch Umsetzung von Ammoniumformiat mit einer Formiatdehydrogenase
regeneriert (Bommarius et al.,, 1995). Die Transaminierung bietet eine weitere M6g-
lichkeit, enantiomerenreine, ungewohnliche Aminosauren herzustellen. Unter Einsatz
von Uberwiegend pyridoxalphosphatabhéangigen Transaminasen kénnen 2-Ketocarbon-
sauren mit einer Aminoséaure reduktiv aminiert werden.

Die enzymatische Umsetzung von 2-Ketocarbonsauren bietet den Vorteil, prinzipiell das
gesamte Substrat zur enantiomerenreinen Aminosaure umzusetzen. Da es sich hierbei
aber um Redox-Reaktionen handelt, missen cofaktorabh&ngige Enzyme eingesetzt
werden, deren Cofaktorregenerierung wahrend des technischen Prozesses sicherge-
stellt werden muf3. Dagegen bietet die Herstellung enantiomerenreiner Aminosauren
durch Racematspaltungen den Vorteil, daR fir die Prozesse keine Cofaktoren bendtigt
werden. Daflr kann aber hdchstens ein Substratenantiomer quantitativ zum Produkt
umgesetzt werden. In technischen Prozessen muf3 das nicht umgesetzte Substrat-
enantiomer Ublicherweise racemisiert und dem Prozel3 erneut zugefuhrt werden. Die
dynamische Racematspaltung kombiniert die Vorteile der genannten Verfahren. Die in
dieser Reaktion eingesetzten Substrate racemisieren unter Reaktionsbedingungen kon-
tinuierlich. Daher kénnen durch eine enantiospezifische Racematspaltung aus beiden
Substratenantiomeren enantiomerenreines Produkt gebildet werden. Das oben be-
schriebene  Hydantoinaseverfahren beruht auf einer solchen dynamischen
Racematspaltung (Abbildung 1.2-1). In diesem Verfahren wird als Substrat das Race-
mat eines 5-monosubstitutierten Hydantoins eingesetzt. Je nach verwendetem
Katalysator wird L- oder D-Hydantoin zu N-Carbamoylaminosdure gespalten. Da wéh-
rend der Reaktion das Hydantoin racemisiert (Reist et al., 1996; Lazarus, 1990), wird
kontinuierlich das abreagierende Substratenantiomer nachgeliefert. Der zweite Schritt
dieses Verfahrens bildet die Decarbamoylierung der N-Carbamoylaminosdure. Die Ab-
spaltung der Carbamoylgruppe kann entweder nichtenzymatisch durch salpetrige Saure
erfolgen oder enzymatisch mit einer Carbamoylase.
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Abbildung 1.2-1: Synthese enantiomerenreiner Aminosédure im Hydantoinaseverfahren

1.3 Hydantoinasen zur Synthese enantiomeren-
reiner Aminosauren

Hydantoinasen sind Hydrolasen, die in der EC-Nomenklatur in die Enzymklasse der
Cyclischen Amidasen (EC 3.5.2) aufgenommen wurden. Die Hydantoinasen wurden
dabei den Dihydropyrimidinasen gleichgesetzt (EC 3.5.2.2). Diese EC-Zuordnung ist
historisch bedingt, denn neuere Untersuchungen zeigen, dall Hydantoinasen eine
eigene Enzymklasse darstellen (Ogawa und Shimizu, 1997; May, 1998b; Syldatk,
1999), deren Substratspektrum sich nicht in allen Fallen mit dem der Dihydropyrimidina-
sen deckt. Nach ihrer Stereospezifitat sollten Hydantoinasen in drei Klassen, die D-, L-
und unselektiven Hydantoinasen, klassifiziert werden (Syldatk, et al., 1999).

Hydantoinasen haben eine wichtige Bedeutung in der industriellen biotechnologischen
Synthese ungewohnlicher Aminosauren nach dem Hydantoinaseverfahren (Syldatk und
Pietzsch, 1995). Den grofiten Einsatz findet dieses Verfahren in der Produktion von D-
p-Hydroxyphenylglycin, welches zur semisynthetischen Produktion eines Antibiotikums
bendtigt wird (Syldatk et al., 1999). Bei industrieller Anwendung des Hydantoinase-
prozesses werden Mikroorganismen als freie bzw. immobilisierte Zellen eingesetzt
(Dinelli et al., 1978; Cecere et al., 1977; Syldatk et al., 1999). Neuerdings gewinnt der
Einsatz von immobilisierten Enzymen zunehmend an Bedeutung. Tragerfixierte Enzyme
bieten gegenliber dem Einsatz freier Zellen den Vorteil, daf? zum einen die Produktauf-
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arbeitung vereinfacht wird, zum anderen kann der Prozel3 bei Einsatz raumlich
getrennter Enzyme besser gesteuert werden (Syldatk et al., 1999).

Einige Hydantoinasen zeigen ein aul3erordentlich breites Substratspektrum (Syldatk und
Pietzsch, 1995), was sie zu industriell interessanten Katalysatoren macht, da sie fir die
Produktion unterschiedlicher Aminosauren flexibel einsetzbar sind. Ublicherweise wer-
den enantiospezifische Hydantoinasen zur Synthese enantiomerenreiner Aminosauren
eingesetzt. Aber selbst, wenn die verwendete Hydantoinase ein gewiinschtes Hydantoin
nur enantioselektiv. umsetzt, kann beim Einsatz einer enantiospezifischen Carba-
moylase enantiomerenreine Aminosaure produziert werden. Dabei wird ausgenutzt, daf?
die Hydantoinasereaktion reversibel ist, die Carbamoylasereaktion hingegen nicht
(Ishikawa, 1994). Wird das Hydantoinaseverfahren mit immobilisierten Enzymen z. B.
als zweistufiger Prozel3 betrieben, kann der Einsatz einer unselektiven Hydantoinase
den Vorteil bieten, bei Verwendung von D- oder L-spezifischen Carbamoylasen, wahl-
weise zur Produktion von D- oder L-Aminosduren genuitzt zu werden (Syldatk, 1999).

Die meisten D-Hydantoinasen setzen neben Hydantoinen auch Dihydropyrimidine um.
Aus diesem Grund wurden die Begriffe Hydantoinase und Dihydropyrimidinase als
Synonyme verwendet. Runser und Meyer (1993) fanden eine D-Hydantoinase ohne
Dihydropyrimidinaseaktivitat, daher ist zumindest die Einordnung dieser Hydantoinase
als Dihydropyrimidinasen nicht sinnvoll. D-Hydantoinasen mit Dihydropyrimidinase-
aktivitat wurden sowohl aus tierischen Zellen, z. B. der Leber von Ratten, isoliert
(Kigugawa et al., 1994), als auch aus den unterschiedlichsten Mikroorganismen wie z.
B. aus Blastobacter species (Soong et al., 1999; Ogawa und Shimizu, 1997; Ogawa et
al., 1997; Ogawa et al., 1996; Ogawa et al., 1995). Im Gegensatz zur zweiten Klasse,
den L-Hydantoinasen, setzten D-Hydantoinasen alle bisher getesteten Hydantoine fast
ausschlie3lich enantiospezifisch um. Von lediglich zwei Substraten, dem n-Butyl- und
dem Methylhydantoin wurden geringe Enantioselektivitaten der Umsetzungen mit einer
Hydantoinase aus Thermus spec. gefunden (Keil, et al., 1995).

L-Hydantoinasen wurden bisher ausschlieB3lich in Mikroorganismen nachgewiesen. Die
Enantioselektivitat der Umsetzungen wurden seither nur wenig untersucht. Tabelle 1.3-1
zeigt eine Ubersicht literaturbekannter Untersuchungen zu Enantioselektivitat von Um-
setzungen mit isolierten L-Hydantoinasen. Dabei fallt auf, dal3 die Hydantoinase aus
Flavobacterium species AJ-3912 D,L-Benzylhydantoin (D,L-BnH) L-selektiv umsetzte,
fur D,L-Benzyloxymethylhydantoin zeigte das Enzym dagegen eine D-Selektivitat. Diese
substratabhangige Umkehr der Enantioselektivitdt wurde auch fir eine Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 beschrieben (May et al., 1998a). Wahrend D,L-
BnH L-selektiv umgesetzt wurde, konnte eine Umkehrung der Enantioselektivitat flr
D,L-Methylthioethylhydantoin (D,L-MTEH) beobachtet werden. Diese Beispiele zeigen,
dalR die Enantioselektivitat von L-Hydantoinasen vom Substrat abhangig sein kann.
Daher scheint eine Klassifizierung dieser Hydantoinasen nach ihrer Stereospezifitat
wenig sinnvoll zu sein.
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Die 1-N-Methylhydantoinase bildet eine exotische Unterklasse der L-Hydantoinasen.
Ogawa et al. (1995) fanden diese Hydantoinase in Pseudomonas putida 77. Diese
Hydantoinase bengétigt als Cofaktor ATP und erfordert deshalb, sofern sie als isoliertes
Enzyme eingesetzt wird, eine aufwendige Cofaktorregenerierung.

Die unselektiven Hydantoinasen stellen die dritte Klasse der Hydantoinasen dar. Als
Beispiel dieser Klasse sei die von Yokozeki et al. (1987b) isolierte Hydantoinase aus
Flavobacterium species AJ-3912 genannt.

Im Vergleich zu den D-Hydantoinasen besitzen die weniger untersuchten L-Hydan-
toinasen (Tabelle 1.3-1) ein viel eingeschrankteres Substratspektrum und eine
Substratabhéngigkeit der Enantioselektivitdt. Beide Enzyme zeigen die identische
Enantiospezifitat, mit Ausnahme des Methylthioethylhydantoins, das nur von der
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 umgesetzt wird. Diese Hydan-
toinasen setzen nur Substrate um, die eine Methylengruppe im Substituenten haben,
die sich in a-Position zum C-5-Atom des Hydantoinrings befindet. Alle aromatischen
Substituenten, die eine a-Methylgruppe besitzen, wurden umgesetzt. Dagegen wurden
aliphatisch substituierte Hydantoine, mit Ausnahme des oben beschriebenen 5-tert.-
Butylhydantoins, nicht umgesetzt.
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Tabelle 1.3-1: Ubersicht der Substratspezifitit und Enantioselektivitét

isolierter L-Hydantoinasen

. Flavobacterium Arthrobacter
5-Substitutent des species aurescens
D L-Hydantoins AJ-3912° DSM 3745, 3747

Benzyl- L-selektiv L-selektiv®®?
4-Hydroxybenzyl- L-selektiv keine Umsetzung®
Indolylmethyl- L-selektiv L-selektiv®
Benzyloxymethyl- D-selektiv Umsetzung®
3,4-Methylendioxybenzyl- L-selektiv
3.4-Dimethyoxybenzyl- L-selektiv Umsetzung®
Methylthioethyl- keine Umsetzung D-selektiv*
Isobutyl- keine Umsetzung
Isopropyl- keine Umsetzung keine Umsetzung®®
Carbamoylethyl- keine Umsetzung
Carbamoylmethyl- keine Umsetzung
Methoxymethyl- keine Umsetzung
Methyl- keine Umsetzung keine Umsetzung®®
Carboxymethyl- keine Umsetzung
Carboxyethyl- keine Umsetzung keine Umsetzung®®

4-Imidazolmethyl-
4-Aminopropyl-
4-Aminobutyl-
tert.-Butyl-

H-

Phenyl-

Thienyl-
Phenylethyl-
4-Carboxylbenzyl-
4-Fluorbenzyl-
4-Chlorbenzyl-
4-Nitrobenzyl-
4-Aminobenzyl-
Pyridylmethyl-
Cyclohexylmethyl-
4-Methyloxyphenyl-
3,4-Dihydroxybenzyl-
Methyloxyphenyl-

keine Umsetzung

keine Umsetzung

keine Umsetzung®
keine Umsetzung®®
Umsetzung®
keine Umsetzung®
keine Umsetzung?®
keine Umsetzung®
Umsetzung®
keine Umsetzung®
Umsetzung®
Umsetzung®
Umsetzung®
Umsetzung
Umsetzung
keine Umsetzung®
Umsetzung®®
Umsetzung®
Umsetzung®®

b
b

a (Néthe, 1993); b (Kdélle, 1991),; ¢ (Dombach, 1989); d (May, 1998b)
Umsetzung: wurde ohne Angabe der Enantioselektivitidt umgesetzt

e) (Yokozeki et al., 1987);
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Seitherige Untersuchungen zur Substratspezifitdt und Enantioselektivitdt der Hydan-
toinasen fanden hauptséchlich fir pharmazeutisch interessante Aminosauren statt.
Daher wurden Modifikationen bisher Uberwiegend in der Seitenkette 5-monosubsti-
tuierter Hydantoine durchgefuhrt. Der Einflul einzelner Strukturelemente des
Hydantoinrings auf die Substratspezifitdt und Enantioselektivitdt wurde bisher nicht
beschrieben. Derartige Untersuchungen sind in der Literatur hauptsachlich fur Lipasen,
Esterasen, Proteasen und Oxidasen beschrieben. Daher werden im néachsten Abschnitt
Beispiele aus der Literatur vorgestellt, in denen Einfliisse auf die Enantioselektivitat von
Umsetzungen mit freien Enzymen untersucht wurden.

1.4 Beeinflussung der Enantioselektivitat

Die bei der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 bereits beschriebene
Beeinflussung der Enantioselektivitat durch Variation von Strukturelementen im 5-Sub-
stituenten (May, et al., 1998a) ist kein Einzelfall. Neben diesem Effekt zeigten auf
andere literaturbeschriebene Enzyme auch selektive Inhibitoren, die Wahl des
Losungsmittels, die Flexibilitat eines Enzyms, Variationen des Tragermaterials
immobilisierter Enzyme, sowie Temperatur- und pH-Wert-Anderungen eine Anderung
der Enantioselektivitat untersuchter Reaktionen. Im Folgenden werden einige Beispiele
vorgestellt.

Eine Substratabhangigkeit wird in der Literatur fir viele enzymkatalysierte Reaktionen
genannt. Z. B. konnten Kerridge et al. (1999) bei Untersuchungen mit ganzen Zellen
feststellen, dal3 bei der Umsetzung von unterschiedlichen Sulfiden eine Umkehrung der
Stereospezifitat der Oxidation mit einer Naphthalin-Dioxygenase aus Peudomonas sp.
(rekombinant in E. coli) eintrat. Durch systematische Untersuchungen konnten sie zei-
gen, dal die GroRe eines Substituenten fir diese Umkehr verantwortlich ist. Wahrend
die Napthalin-Dioxygenase fast alle Sulfide S-selektiv umsetzte, verursachte der Aus-
tausch einer Ethylgruppe im Substrat gegen ein Propyl- bzw. Isopropylgruppe die
sprunghafte Umkehrung der Enantiospezifitat.

Bei der Umsetzung von zwei Estern, die sich durch den Austausch einer Methylen-
gruppe gegen ein Sauerstoffatom unterschieden, fanden Tuomi und Kazlauskas (1999)
eine substratabhangige Umkehrung der Enantioselektivitat. Trotz der Umkehrung der
chiralen Erkennung war die Enantioselektivitéat beider Reaktionen mit E-Werten von 16
bzw. 17 sehr ahnlich. Untersuchungen beider Substrate hinsichtlich der molekularen
Konformation und Flexibilitat lieferten keine Erklarung fur dieses Phanomen. Mittels
rechnergestiitzter Modellierung des Ubergangszustandes von Butyrat-analogen Phos-
phonaten gelang ihnen die Identifizierung unterschiedlicher Bindungstaschen im Enzym.

Auch die Zugabe eines selektiven Inhibitors kann die Enantioselektivitat einer
Umsetzung erhdhen, wie sich bei einer Racematspaltung von Chlorethylphenylpropionat
mit einer Lipase aus Candida cylindracea zeigte. Durch die Zugabe eines Enantiomers
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von Dextrometorphan wurde die Umsetzung eines Enantiomers selektiv inhibiert.
Dadurch konnte die Enantioselektivitdt um das zehnfache gesteigert werden (Sih,
1990). Mit demselben Enzym sowie mit Carboxylesterase NP und a-Chymotrypsin
gelang Rakels et al. (1994) eine Erh6hung der Enantioselektivitat bei Hydrolysen von
Methyl- und Ethylestern durch Produktinhibition mit dem entsprechenden Alkohol. Sie
konnten durch eine Zugabe von 20 % (v/v) Ethanol die Enantioselektivitat der
Umsetzung von 4.7 auf 6.5 erhoéhen. In einem weiteren Reaktionssystem untersuchten
sie eine parallele Hydrolyse und Aminolyse eines Esters mit einer Lipase aus Candida
rugosa. Da die Lipase fur beide Reaktionen entgegengesetzte Enantioselektivitaten
besaf, konnten die Autoren durch diese Simultanreaktion den Enantiomereniiberschufd
der jeweiligen Produkte erhthen (Rakels, 1996).

Zur Losungsmittelabhangigkeit  der Enantioselektivitat enzymkatalysierter Reaktionen
gibt es eine Vielzahl von Untersuchungen. Als Beispiel sei eine Umesterung mit einer
Protease aus Aspergillus oryzae in 18 verschiedenen nichtwéalrigen L&sungsmitteln
genannt. Dabei zeigte sich eine Abnahme der Enantioselektivitat dieser Umsetzung mit
zunehmender Hydrophobizitdt des Lésungsmittels (Tawaki, Klibanov, 1992). In Aceto-
nitril wurde die hochste Enantioselektivitat (E = 7.1) fur das L-Enantiomer erreicht.
Dagegen verlief die Reaktion in Cyclohexanon bzw. Dichlormethan nahezu unselektiv.
Mit zunehmend hydrophoberem Lésungsmittel drehte sich die Selektivitat des Enzyms
schlieBlich um und erreichte in Tetrachlormethan die hdchste Selektivitat fur das D-
Enantiomer (E = 5.3). Lee publizierte 1995 thermodynamische Betrachtungen fur neun
verschiede enzymkatalysierte Reaktionen in 33 nichtwéalrigen Losungsmitteln und
entwickelte eine mathematische Beschreibung der Enantioselektivitat in Abhangigkeit
physikalischer Konstanten von Losungsmitteln. Wescott und Klibanov (1996) beschrie-
ben Lésungsmitteleinflisse auf die Enantioselektivitat mittels ,Molecular Modelling“, Ke
et al. (1998) bertlicksichtigten zusatzlich den EinfluR des Wassers im Losungsmittel.

Broos et al. (1995) konnten nachweisen, dal’ die Flexibilitdt von a-Chymotrypsin und
Subtilisin Carlsberg mit zunehmender Hydratisierung des Enzyms zunahm. Erstaun-
licherweise zeigte sich, dal3 mit der Flexibilitat der Enzyme auch die Enantioselektivitat
zunahm. Als Begriindung vermuteten sie eine mit zunehmender Flexibilitat verbesserte
Wechselwirkung zwischen Enzym und Substrat.

Bei Immobilisaten konnten Tragereinflisse auf die Enantioselektivitat bei Umeste-
rungen mit Substilisin Carlsberg festgestellt werden (Orsat et al., 1994). Es zeigte sich,
dafB3 in absolutem Acetonitril mit zunehmender Hydrophile des Tragers auch die Enan-
tioselektivitat der kovalent fixierten Enzyme anstieg.

Zum Temperatureinflud auf die Enantioselektivitat gibt es eine Vielzahl von Untersu-
chungen. Dennoch konnte aus den erhaltenen Daten kein einheitliches Verhalten der
Enantioselektivitat gefunden werden. Holmberg und Hult (1991) untersuchten den Tem-
peratureinflu auf eine Umesterung und eine Hydrolyse eines Substrats mit einer
Lipase aus Candida cylindracea. Sie stellten fest, daRR die Stereoselektivitat des Enzyms



Einleitung 13

fur diese Reaktionen mit zunehmender Temperatur abnahm und leiteten eine mathe-
matische Beschreibung dieser Temperaturabhangigkeit her (Holmberg, Hult, 1991).
Eine temperaturabhangige Abnahme der Enantioselektivitat konnte auch fir eine
Reaktion gefunden werden, die von einer Schweineleberesterase katalysiert wurde
(Lam et al., 1986). Erstaunlicherweise konnte bei der Umsetzung einer anderen Verbin-
dung mit demselben Enzym eine Zunahme der Enantioselektivitat mit steigender
Temperatur ermittelt werden (Boutelje et al., 1988). Dagegen fanden Barton et al.
(1990) bei der Racematspaltung eines Substrats mit einer Lipase aus Candida rugosa
keinerlei Temperaturabhangigkeit. Bei einer Variation der Enzympraparation konnten
Noritomi et al. (1996) zeigen, dal3 mit zunehmender Temperatur die Enantioselektivitat
von Substilisin Carlsberg und einer Lipase aus Rhizomucor miehei je nach Prapara-
tionsbedingungen der Enzyme zu- oder abnimmt. Daher 4Rt sich aus den genannten
Untersuchungen zusammenfassen, daf eine Vorhersage der Temperaturabhangigkeit
der Enantioselektivitat nicht ohne weiteres mdoglich ist.

Untersuchungen zur pH-Abhangigkeit der Enantioselektivitéat gibt es bisher nur selten.
Fur die Umsetzung eines Substrats mit Schweineleberesterase fanden Boutelje et al.
(1988) eine mit dem pH-Wert abnehmende Enantioselektivitdt. In einer Umsetzung
dieses Enzyms mit einem anderen Substrat konnte eine Enantioselektivititszunahme
durch Absenkung des pH-Werts erreicht werden. Allerdings nahm mit dem pH-Wert
auch die spezifische Aktivitat ab. Fir eine Umsetzung mit einer Lipase aus Candida
rugosa konnten Barton et al. (1990) die Enantioselektivitat durch eine Absenkung des
pH-Werts von 9.0 auf 7.5 von 3 auf 20 steigern. Interessanterweise nahm bei dieser
Umsetzung die Enantioselektivitat des Enzyms mit steigender spezifischer Aktivitat zu.
Ebenso beobachteten Pamperin et al. (1998) bei Umsetzungen von 4-
Acetoxy[2.2]paracyclophan mit ganzen Zellen von Candida rugosa eine mit steigendem
pH-Wert zunehmende Aktivitdt und Enantioselektivitat. Dabei konnte durch eine Erho-
hung des pH-Werts von 5.5 auf 7.0 die Enantioselektivitat der Umsetzungen von 39 auf
Uber 100 gesteigert werden. Bei einer Erh6hung des pH-Wertes bis auf 8.0 nahmen
sowohl die spezifische Aktivitat als auch die Enantioselektivitdt des Katalysators rapide
ab.

Aus der Vielzahl von Untersuchen, vor allem fir lipasekatalysierte Reaktionen, ist es
teilweise maoglich, Vorhersagen des Einflusses von Reaktionsbedingungen auf die
Enantioselektivitat der Umsetzungen zu treffen. Sowohl die Korrelation der
Hydrophobizitat von Losungsmitteln mit der Enantioselektivitat einiger Enzyme als auch
vorhandene Modelle zur Beschreibung einiger Systeme kdnnen bei der systematischen
Optimierung von praparativ interessanten Umsetzungen behilflich sein. Auch der Einfluf3
einzelner Strukturelemente der Substrate wurde fir Umsetzungen mit verschiedenen
Enzymen grindlich untersucht. Aufbauend auf dem von Fischer (1894) entwickeltem
Schlissel-Schlof3-Modell der Enzym-Substrat-Wechselwirkungen wurde fur eine Alko-
holdehydrogenase aus Pferdeleber ein verfeinertes Modell von Jones und Jakovac
(1982) entwickelt. Mit diesem ,Box-Modell* lassen sich Vorhersagen beziglich der Sub-
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stratabhangigkeit der Enantioselektivitat treffen. Die Enantioselektivitdat der
Umsetzungen von Estern sekundarer Alkohole verhélt sich bei den meisten der
gebrauchlichen Lipasen nach der ,Kazlauskas-Regel“ (Kazlauskas et al., 1991). In
Abhangigkeit der beiden Reste im Alkohol ist es mit dieser Regel moglich, das
stereochemisch bevorzugte Enantiomer vorherzusagen.

Im Vergleich zu D-Hydantoinasen wurden L-Hydantoinasen seither weniger intensiv
untersucht. Eine Ursache konnte der Bedarf der pharmazeutischen Industrie sein, fur
die Synthese von bestimmten Antibiotika kostengiinstig Uber enantiomerenreine D-Ami-
nosauren zu verfugen. Ein weiterer Grund konnte sein, daf} L-Hydantoinasen im
Vergleich zu D-Hydantoinasen ein kleineres Substratspektrum verbunden mit einer
haufig geringeren Stereoselektivitéat zeigen. Daher gibt es erst wenig systematische
Untersuchungen zur Substratspezifitat und Uberhaupt keine zur Enantioselektivitat.

Die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 gehért zu den bisher am
besten untersuchten Hydantoinasen. Dieses Enzym stammt aus einem
Mikroorganismus, der urspringlich fur die Biotransformation von D,L-5-Indolylmethyl-
hydantoin (D,L-IMH) zur Synthese von L-Tryptophan gescreent wurde (Syldatk et al.,
1992). Neuerdings wurden mit diesem Enzym erste Arbeiten zur Bestimmung der
Kristallstruktur durchgefihrt (May et al., 1996).

Fur diese Hydantoinase ist in zahlreichen Untersuchungen ein breites Substratspektrum
gefunden worden (Tabelle 1.3-1). Daraus wurden unterschiedliche empirische Modelle,
ahnlich dem ,Box-Modell* fur Schweineleberesterase (Jones und Jakovac, 1982), zur
Beschreibung der Substratspezifitdt vorgeschlagen (Dombach, 1990; Kolle, 1991). In
diesen Modellen wird unter anderem als notwendiges Strukturelement die Methylgruppe
des 5-Substituenten in Nachbarstellung zum C-5-Atom des Hydantoinrings beschrieben.
Obwohl die Umsetzung von vielen unterschiedlichen Substraten getestet wurde, fanden
bisher nur wenige systematische Untersuchungen zur Substratspezifitat statt. Z. B.
wurde Trimethylsilylalanin als ,Bio-Isoster* flr Phenylalanin diskutiert, was bedeutet,
dal3 es in biologisch aktiven Peptiden Phenylalanin substituieren kann (Weidmann,
1992). Systematische Untersuchungen zur Enantiospezifitat wurden seither Gberhaupt
nicht durchgefthrt. Fir lediglich drei Substanzen ist die Enantioselektivitdt von
Umsetzungen mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 bekannt.
Dieses Enzym wurde fir die Substrate D,L-5-Methylthioethylhydantoin (D,L-MTEH) und
D,L-5-Benzylhydantoin (D,L-BnH) als L-selektiv beschrieben (Voélkel, 1993). Die einzi-
gen gquantitativen Untersuchungen zur Enantioselektivitat der Umsetzung von D,L-
MTEH und D,L-IMH mit diesem Enzym wurden von May (1998b) beschrieben. Es ist
bekannt, dal3 sowohl Benzyl- als auch das dazu homologe Phenylethylhydantoin von
der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 umgesetzt werden. Aber der
Einflud der Kettenverlangerung auf die Enantioselektivitat der Umsetzung ist bisher
unbekannt. Ebenso stehen quantitative Untersuchungen, ob sich unter nicht
umgesetzten Substraten Inhibitoren fir die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
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DSM 3745 finden lassen, aus. Gerade diese Frage ist aber fUr ein besseres Verstand-
nis von Substrat-Enzym-Wechselwirkungen von ausschlaggebender Bedeutung.

1.5 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Zu Beginn der Untersuchungen sollte zunéchst eine Standardumsetzung flr enantio-
merenreines und racemisches 5-Benzylhydantoin mit der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 etabliert und die kinetischen Parameter ermittelt
werden. Daflr mufdte zur quantitativen Bestimmung aller an der Reaktion beteiligten
Enantiomere eine Chiralanalytik entwickelt werden. Von dieser Standardumsetzung
sollte der Enantiomereniiberschul ermittelt werden und die pH- bzw. Temperaturab-
hangigkeit untersucht werden.

Zur systematischen Untersuchung des Einflusses des Substituenten in 5-Position soll-
ten zum einen Hydantoine synthetisiert werden, bei denen die Phenylgruppe durch
isostere Gruppen ersetzt wird, zum anderen sollte D,L-5-Phenylethylhydantoin als
Homologes zu D,L-5-Benzylhydantoin dargestellt werden. Die spezifischen Aktivitaten
und die Enantioselektivititen der Umsetzungen mit der Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 sollten mit der Umsetzung von D,L-5-Benzylhydantoin verglichen
werden.

Die Klarung der Bedeutung der einzelnen Strukturelemente des Hydantoinrings sollte
durch Austausch einzelner Atome bzw. —gruppen im Hydantoinring erfolgen. Dafur war
die Synthese entsprechender hydantoinanaloger Verbindungen erforderlich, die, wie
oben beschrieben, untersucht und mit der Umsetzung von D,L-5-Benzylhydantoin ver-
glichen werden sollten. Zusatzlich sollte die Bedeutung der Wasserstoffatome der 1-
und 3-NH-Gruppen untersucht werden, in dem die entsprechenden methylierten
Hydantoine synthetisiert und anschlieend mit der Hydantoinase umgesetzt werden
sollten.

Alle umgesetzten Substrate sollten mit Umsetzungen der kommerziell erhéaltlichen
immobilisierten D-Hydantoinase 1 und der freien D-Hydantoinase 2, sowie einer
immobilisierten Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 hinsichtlich
ihrer Enantioselektivitat verglichen werden.

AbschlieRend sollte untersucht werden, ob die nicht umgesetzten Substrate einen inhi-
bitorischen Einflul? auf die Umsetzung von L-5-Benzylhydantoin mit der Hydantoinase

aus Arthrobacter aurescens zeigen und gegebenenfalls der Ki-Wert bestimmt werden.

Eine Ubersicht der durchzufiihrenden Untersuchungen ist in Abbildung 1.5-1 dargestellt.
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Abbildung 1.5-1: Ubersicht der durchzufithrenden Untersuchungen zur Bestimmung der
Substratspezifitit und Enantioselektivitét der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745 und einer Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 sowie
einer D-Hydantoinase 1 und einer D-Hydantoinase 2.
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2 Abkilrzungsverzeichnis

2.1 Strukturformeln

Tabelle 2.1-1: Strukturformeln von Produkten und Intermediaten der Synthesen

Strukturformel Name Abkirzung
0
OH _
HN\n/NHz N-Carbamoylphenylalanin CPhe
o)
0
HN\n,NH 5-Benzylhydantoin BnH
O

0
N-Carbamoylneopentylglycin CNPG

o]
g
5-Neopentylhydantoin NPH

0
OH N-Carbamoylhomophenylalanin CHPhe
HN\n/NHz
o]
0
5-(Phenylethyl)-hydantoin PhEH
HN._NH

0
% 5-Phenylhydantoin PhH

\Si/\‘)‘\OH
7| N-Carbamoyltrimethylsilylalanin CTMSAla
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¢}
>Si' —7
| HN\",NH 5-(Trimethylsilylmethyl)-hydantoin TMSMH
o}
0
HN\"/NHz N-Carbamoylmethionin CMet
o}
-5 °
HN\",NH 5-(Methylthioethyl)-hydantoin MTEH
o}
¢}
MeN\",NH 5-Benzyl-1-N-methylhydantoin 1MeBnH
o}
0
HN\",NH 5-Benzyl-2-thiohydantoin BnTH
S
Qs
5-Phenyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion POD
O\n,NH
o}
¢}
O\n,NH 5-Benzyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion BOD
O
¢}
W Benzylbernsteinsaureanhydrid BnBA
O
¢}
W Benzylsuccinimid BnSI
O
@)
W 5-Benzyl-1,3-thiazolidin-2,4-dion BnTD
o}
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¢}
HN\n,NMe 5-Benzyl-3-N-methylhydantoin 3MeBnH
o}
¢}
m\'_‘/f/ 5-Benzyltetramséure BnTS
o}
OH .
O. _NH Carbamoylphenylmilchsaure CPhM
e
o}
0
NH, L .
OH 2-Benzylbernsteinsaurehalbamid 2BnBHA
o}
0
OH N .
©/\¢NH 3-Benzylbernsteinsdurehalbamid 3BnBHA
2
o}
0
NH, N _
Benzylbernsteinsaurediamid BnBDA
o)
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2.2 Syntheseprodukte und -intermediate

Tabelle 2.2-1: Abktirzungen von Produkten und Intermediaten der Synthesen

Abkilrzung Substanzname

BnBS
BnBA
BnBD
BnDEM
BnEOCTS
CPhM
DEM

EM

EMCI
EOCAPhM
MePhe
MSA
PhAA
PhAAC
PhM
PhMA
PhM

TCE

Benzylbernsteinsaure
Benzylbernsteinsaureanhydrid
Benzylbernsteinsaurediamid
2-Benzyldiethylmalonat
5-Benzyl-3-ethoxycarbonyltetramsaure
O-Carbamoylphenylmilchsaure

Diethylmalonat

Ethylmalonat

Ethylmalonylchlorid
N-(Ethyoxycarbonylacetyl)-phenylalaninmethylester
N-Methylphenylalanin

Mandelsdureamid

Phenylalcetaldehyd

Phenylacetaldehydcyanhydrin
Phenylalaninmethylester

Phenylmilchsdureamid

Phenylmilchsaure

Tricarbonséaureester: 2-Benzyl-2-(ethoxycarbonyl)-diethylsuccinat
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2.3 Sonstiges

Tabelle 2.3-1: sonstige Abkiirzungen

IR

Infrarotspektroskopie

auf 1/100 verdiinnte

Probe
Bn
BGIT
DC
DMSO
E

EA
FP
MH*
MS

n. b.
ORD
PC
Ph
RT
Smp.
TFA
T™MS
Tris

U (als Einheit)

V+V

ein Volumenteil der Probe + 99 Volumenteile des
Losungsmittels

Benzyl
2,3,4,6-Tetra-O-benzoyl-B-D-glucopyranosyl-isothiocyanat
Dinnschichtchromatographie

Dimethylsulfoxid

Enantioselektivitdt nach Chen et al. bestimmt
Elementaranalyse

Festpunkt

In der Massenspektroskopie detektiertes Molekiil-H*-Signal
Massenspektrum

nicht bestimmt

Optische Rotations-Dispersion
Personalcomputer

Phenyl

Raumtemperatur (25 °C)

Schmelzpunkt

Trifluoressigsaure

Trimethylsilyl

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Umsatz

Units [mol/min] wurden Racemate umgesetzt, bezieht sich die
Angabe auf die Umsetzung von 3 mM D,L-BnH, 37 °C, 0.1 M Tris-Puffer.
Bei der Umsetzung von enantiomerenreinen Verbindungen bezieht sich
die Angabe der eingesetzten Aktivitat auf eine Umsetzung von 2.7 mM
L-BnH unter oben genannten Bedingungen

Volumenprozente getrennt abgemessener Flussigkeiten
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3 Material und Methoden
3.1 Chemikalien

Die Herkunft oder Synthese nicht kommerziell erhaltlicher Substanzen wird an entspre-
chender Stelle genannt. Alle anderen verwendeten Chemikalien, auch getrocknete
Losungsmittel, wurden in den handelsiblichen Reinheitsgraden reinst oder purum von
den Firmen Fluka AG (Buchs, Schweiz), Sigma (Miinchen, Deutschland), Aldrich Chem.
Co. (Milwaukee, USA), Merck KgaA, (Darmstadt, Deutschland) oder Carl Roth GmbH
(Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Zum Herstellen von Lésungen und fir alle Reaktionen wurde Reinstwasser aus einer
NANOpure lI-Anlage (Firma Barnstead, Newton, Massachusetts, USA) verwendet.

3.2 Puffer

Bei allen Puffern wurde der pH-Wert bei Raumtemperatur eingestellt und nach
Substratzugabe korrigiert. Ebenso wurden alle in dieser Arbeit angegebenen pH-Werte
bei Raumtemperatur gemessen.

3.2.1 Ammoniumcarbonatpuffer

0.1 mol (9.61 g) Ammoniumcarbonat wurden auf 1 | mit Reinstwasser aufgeflillt. Der
pH-Wert betrug bei frisch angesetztem Puffer 8.1. Wahrend der Lagerung stieg der pH-
Wert auf Uber 9 an.

3.2.2 Tris-Puffer pH 8.5

0.1 mol (12.11 g) Tris wurde in Reinstwasser gelost, der pH-Wert mit konzentrierter
Salzéure auf 8.5 eingestellt und mit Reinstwasser auf 1 | aufgefuillt.

3.2.3 Tris-Puffer, pH 2.5

Um die Racemisierung enantiomerenreiner Hydantoine beim Auflésen zu verhindern,
wurde der Tris-Puffer auf einen niedrigen pH-Wert eingestellt. Dazu wurden 0.1 mol
(12.11 g) Tris in Reinstwasser geldst, anschlieBend wurde der pH-Wert mit konzen-
trierter Salzéure auf etwa 2.5 eingestellt und mit Reinstwasser auf 1 | aufgefullt.

3.2.4 Tris-L6sung

Mit Reinstwasser wurde eine 0.1 M Trislosung hergestellt. Der pH-Wert dieser Losung
betrug ca. 10.
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3.3 HPLC-Flielmittel
3.3.1 RP-18-Analytik

Fir die HPLC-Analytik mit einer RP-18-Trennsaule wurde eine 20%ige Methanollésung
in 0.3%iger Phosphorsaure eingesetzt. Dazu wurden 500 ml Methanol zu 2 | Reinstwas-
ser gegeben und anschlieBend 7 ml 85%ige Phosphorsaure zupipettiert. Die Lésung
wurde Uber 0.45 um Membranfilter (Nylon, Gelman Science, Deutschland) filtriert.

3.3.2 Chiralanalytik

Fir die Chiralanalytik mit einer Cyclodextrin-Trennséule wurde ebenfalls eine 20%ige
Methanollésung in 0.3%iger Phosphorséure eingesetzt, aber hierflir wurde zusatzlich
der pH-Wert auf 3.7 eingestellt. Dazu wurden 500 ml Methanol zu 2 | Reinstwasser
gegeben und anschlieend 7 ml 85%ige Phosphorséure zupipettiert. Die Lésung wurde
Uber 0.45 pm Membranfilter (Nylon, Gelman Science, Deutschland) filtriert.
AnschlieBend wurde mit konzentrierter Natronlauge an einer pH-Elektrode ein pH-Wert
von 3.7 eingestellt.

3.4 Substratldsungen

3.4.1 D,L-Benzylhydantoin-Losungen

In einem 100 ml MeRkolben wurden 57 mg (0.3 mmol) D,L-BnH in etwa 90 ml 0.1 M
Tris-LOsung im Ultraschallbad bei ca. 45 °C geldst. Der pH-Wert der Losung wurde mit
konzentrierter Salzsaure bei RT auf 8.5 eingestellt und mit 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 auf
das Endvolumen aufgefullt.

3.4.2 D- und L-Benzylhydantoin-L6sungen

In einem 100 ml MefRkolben wurden 57 mg (0.3 mmol) nach Abschnitt 3.7 (S. 34),
hergestelltes, enantiomerenreines BnH in etwa 90 ml 0.1 M Tris-Puffer, pH 2.5 im
Ultraschallbad bei ca. 45 °C geldst. Unter diesen Bedingungen konnte lber eine Woche
hinweg keine Racemisierung des Hydantoins nachgewiesen werden. Unmittelbar vor
dem Experiment wurde der pH-Wert mit konzentrierter Natronlauge bei RT auf 8.5
eingestellt und mit 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 auf das Endvolumen aufgeflillt. Durch die
Neutralisation der im UberschuR vorliegenden Salzsaure des sauren Tris-Puffers betrug
die Natriumchloridkonzentration etwa 0.1 M. Diese Salzkonzentration zeigte keinen
Einflu auf die untersuchten Enzymreaktionen. Die so angesetzte Losung wurde
maximal 30 Minuten lang verwendet, um die Racemisierung auf hochstens 5 % zu
begrenzen (siehe 4.3, S. 79).
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3.4.3 L-Benzylhydantoin mit Inhibitoren

In einem 100 ml MeRkolben wurden 57 mg (0.3 mmol) L-BnH und der Inhibitor gemein-
sam eingewogen und im Ultraschallbad bei 45 °C in 0.1 M Tris-Puffer, pH 2.5 gelbst.
Unmittelbar vor dem Experiment wurde der pH-Wert mit konzentrierter Natronlauge bei
RT auf 8.5 eingestellt und mit 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 auf das Endvolumen aufgefllt.
Fir Inhibitionsuntersuchungen wurden mehrere Losungen mit unterschiedlichen Inhi-
bitorkonzentrationen angesetzt, wobei als hdchste Konzentration die Léslichkeitsgrenze
des Inhibitors gewahlt wurde (siehe 4.5, S. 115). Die so angesetzten Losungen wurden
maximal 30 Minuten lang verwendet.

3.5 Biokatalysatoren

Fur eine GroRRzahl der Umsetzungen wurde eine Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 eingesetzt. Dazu wurde am Institut durch O. May der
Mikroorganismus kultiviert und daraus hochgereinigte Hydantoinase isoliert (May,
1998a). Eine immobilisierte D-Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM
20117 stammte ebenfalls aus Bestanden des Instituts (Alvarado-Marin, 1997). Die D-
Hydantoinasen 1 bzw. 2 wurden von Roche-Diagnostics (Penzberg, Deutschland)
bezogen. Tabelle 3.5-1 zeigt eine Ubersicht der verwendeten Hydantoinasen und deren
Herkunft.
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Tabelle 3.5-1: Verwendete Hydantoinasen und deren Herkunft
Hydantoinase Herkunft

Aus Arthrobacter aurescens DSM 3745,
Fraktion Nr. 1

Proteinkonzentration 0.4 g/l

Aktivitaten fur die Umsetzung von 3 mM
L-BnH (D,L-BnH) in 0.1 M-Tris-Puffer, pH 8.5,
37 °C:

Aspez. = 288 (77.6) UIMQenzym

Avo. =115 (31) U/mlEnzymlﬁsung

Zur Verfluigung gestellt von O. May

Aus Arthrobacter aurescens DSM 3745,
Fraktion Nr. 2

Proteinkonzentration 0.4 g/l

Aktivitaten fur die Umsetzung von 3 mM
L-BnH in 0.1 M-Tris-Puffer pH 8.5, 37 °C:
Aspez. =605 U/ngnzym

AVoI. =242 U/mIEnzymI'dsung

D-Hydantoinase aus Arthrobacter crystallo- Doktor- und Post-Doktorarbeit
poietes DSM 20117, (Alvarado-Marin, 1997; Schwammle et al.,
immobilisiert an Eupergit C in prep.)

D-Hydantoinase aus Bacillus thermo-glucosi-
dasius, immobilisiert
(rekombinant in Escherichia coli)

Fa. Roche-Diagnostics, Pensberg, Deutschland
Produktname: D-Hydantoinase 1

Fa. Roche-Diagnostics, Pensberg, Deutschland
D-Hydantoinase aus Thermus species (rekom- | Produktname: D-Hydantoinase 2,

binant in Escherichia coli) bis zur Homogenitat gereinigt und zur Verfi-
gung gestellt von O. May

3.6 Analytik

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war eine Untersuchung von enzymatischen Umsetzun-
gen hinsichtlich ihrer Substratspezifitaét und Enantioselektivitdt. Eine Produktisolierung
im praparativen Mal3stab war daher nicht geplant und bei Umsetzungen mit niedriger
enzymatischer Aktivitat auch oft nicht moéglich. In einigen Fallen, wie z. B. bei der Identi-
fizierung des Reaktionsproduktes bei der Umsetzung von BnSI mit der Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 (4.4.8.2, S. 106), konnte das Reaktionsprodukt
nur mittels HPLC nachgewiesen werden. In solchen Fallen wurde eine ldentifizierung
durch Vergleichsmessungen mit synthetisierten Substanzen durchgefihrt.
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3.6.1 Analytische HPLC
3.6.1.1 HPLC-Anlagen

Fur die Analytik mit einer RP-18- bzw. einer chiralen Trennsdule wurden
unterschiedliche Anlagen eingesetzt, da zur Charakterisierung von Substanzen in vielen
Fallen beide Methoden benétigt wurden.

Anlage 1: Analytik mit RP-18-Trennsaule,
Spectra Series, Thermo Separation Products (San Jose, CA, USA)

Komponente Typ

Pumpe P2000
Autosampler AS3000
Variabler Wellenlangendetektor UV1000
Auswertungssoftware TSP PC 1000
Probenschleife 100 pl

Anlage 2: Analytik mit chiraler Trennséule,
Spectra Series, Thermo Separation Products (San Jose, CA, USA)

Komponente Typ
Pumpe P100
Autosampler AS100
Variabler Wellenlangendetektor | UV150
Integrator Chrom Jet
Probenschleife 20 pl
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3.6.1.2 Trennsaulen und Retentionszeiten

Fur die qualitative Zuordnung und die quantitative Bestimmung aller fir Biotransforma-
tionen eingesetzten Substanzen wurden RP-18 S&ulen (250*4.6, 5 pm, Sil ODS-1 PE,
Firma Grom, Herrenberg, Deutschland) verwendet.

Die Retentionszeiten der Substanzen nahmen mit zunehmender Betriebszeit der Trenn-
saule stark ab. Die in der Tabelle 3.6-1 (S. 27) zusammengefal3ten Retentionszeiten
wurden mit einer seit etwa 2 Jahre in Betrieb befindlichen Trennsaule erhalten.
Vergleiche mit einer neuen Trenns&ule zeigten eine Zunahme der Retentionszeiten von
bis zu 70 %.

Tabelle 3.6-1: Retentionszeiten der untersuchten Substanzen auf einer RP-18-HPLC-
Trennsédule. Trennbedingungen: F=1.0 mi/min, 20 % Methanol, 80 % 0.3%ige
Phosphorsédure (genaue Herstellung siehe 3.3.1 (S.23)), Detektionswellenldnge:

210 nm

Substanz Abklrzung  Retentionszeit [min]
2-Benzylbernsteinsaurehalbamid 2BnBHA 18.3
3-Benzylbernsteinséurehalbamid 3BnBHA 20.0
Benzylbersteinsédurediamid BnBDA 12.2
Benzylbernsteinsaure BnBS 43.5
5-Benzyl-Hydantoin BnH 15.3
Benzyl-Succinimid BnSlI 31.7
5-Benzyl-Tetramsaure BnTS 24.1
5-Benzyl-2-Thiohydantoin BnTH 17.9
5-Benzyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion BOD 26.2
Homophenylalanin HPhe 16.8
N-Carbamoylhomophenylalanin CHPhe 44.0
N-Carbamoylneopentylglycin CNPG 15.3
Carbamoylphenylmilchséure CPhM 23.1
N-Carbamoylphenylalanin CPhe 13.8
N-Carbamoyl-TMS-alanin CTMSAla 28.0
Neopentylglycin NPG 7.0
5-Neopentylhydantoin NPH 24.7
5-Benzyl-3-N-methylhydantoin 3MeBnH 38.8
5-Benzyl-1-N-methylhydantoin 1MeBnH 24.0
N-Methyl-N-carbamoylphenylalanin CMePhe 22.9
N-Methylphenylalanin MePhe 9.7
5-(Methylthioethyl)-hydantoin MTEH 6.7
Phenylalanin Phe 8.0
5-(Phenylethyl)-hydantoin PhEH 50.5
5-Phenylhydantoin PhH 10.3
Phenylmilchsaure PhM 14.5
Phenylmilchsdureamid PhMA 11.0
5-(Trimethylsilylmethyl)-hydantoin TMSMH 35.2
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Fur die Analytik mit einer chiralen Trennsaule wurde eine Cyclodextrinsdule (Nucleodex
B-pm 200/4, Fa. Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) verwendet. Da die Trennlei-
stung der Saule mit abnehmender FluRRrate zunimmt, wurden die meisten Proben bei
einer FlieRgeschwindigkeit von 0.2 ml/min gemessen.

Tabelle 3.6-2: Retentionszeiten der untersuchten Substanzen auf einer Cyclodextrin-f3-
pm-Trennséule. Trennbedingungen: 20 % Methanol, 80 % 0.3%ige Phosphorséaure,
pH 3.7 (genaue Herstellung siehe 3.3.2 (S. 23)), Detektionswellenldnge: 210 nm

Fliel3ge-
. . , schwin-
Substanz Abkirzung R t-L [min] R t-p [min] L
digkeit
[ml/min]
27.0 23.9 0.2
5-Neopentylhydantoin NPH 14.4 12.8 0.5
9.14 8.13 0.8
. nicht detektier-
N-Carbamoylneopentylglycin CNPG bar 4.5 0.8
5-Benzyl-3-N-methylhydantoin 3MeBnH 42.4, 44.7 keine Zuordnung | 0.2
5-Benzyl-1-N-methylhydantoin 1MeBnH 10.7 10.0 0.8
5-(Trimethylsilylmethyl)-hydantoin | TMSMH 77.0 92.8 0.2
N-Carbamoyltrimethylsilylalanin CTMSAla 28.2 25.6 0.2
5-Benzyltetramsaure BTS 24.0, 26.0 keine Zuordnung | 0.2
43.4 415 0.2
-B Ih i BnH
5-Benzylhydantoin n 92 88 08
27.3 23.4 0.2
N- Iphenylalani Ph
Carbamoylphenylalanin CPhe 57 17 08
N-Carbamoylhomophenylalanin CHPhe 49.9 42.2 0.3
5-(Phenylethyl)-hydantoin PhEH 87.5 84.8 0.3
19.2 18.1 0.2
Iphenylmilchsa PhM
Carbamoylphenylmilchsaure C =5 65 08
123 110 0.2
B I inimi BnSlI
enzylsuccinimid nS 250 557 08
33.9 28.5 0.8
-B 1-1,3- lidin-2,4-di BOD
5-Benzyl-1,3-oxazolidin dion o 52.0 565 02
45.8 43.1 0.2
-B I insaurehal i BnBHA
3-Benzylbernsteinsaurehalbamid 3Bn 151 143 08
33.8 315 0.2
2-B I insaurehal i 2BnBHA
enzylbernsteinsdurehalbamid n 114 108 08
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Abbildung 3.6-1: Chiral-HPLC-Messung einer Umsetzung von D,L-BnH mit Hydan-
toinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745. Im Gegensatz zum CPhe werden die
Enantiomere von BnH nicht bis zur Basislinie getrennt.

3.6.1.3 Eichgeraden

Fur alle Eichungen wurden in Puffer angesetzte Stammldsungen von Substraten und
Produkten einer Reaktion derart gemischt, dal? alle Proben die gleiche Molsumme ent-
hielten, die identisch mit der Startkonzentration an Substrat der zu untersuchenden
Reaktion war. Um ein Verfalschen der Messungen durch das Stoppreagenz auszu-
schlieBen, wurden den Eichproben dieselbe Menge (4 % v/v) konzentrierte TFA
zugesetzt, die auch zum Abstoppen der Reaktionsproben verwendet wurde. Um den
Einflu3 der Lagerzeit der Proben im Autosampler der HPLC zu untersuchen, wurden
sowohl die Eich- als auch die Reaktionsproben in variierender Reihenfolge gemessen.
Dazu wurde z. B. zunéchst die zuerst genommene Probe, dann die zuletzt genommene
Probe usw. gemessen.

3.6.2 Praparative HPLC

Zur Isolierung einer Substanzmenge einer hydantoinanalogen Verbindung (siehe
3.8.1.1, S. 36) wurde auf der HPLC-Anlage 1 (siehe 3.6.1.1, S. 26) eine praparative RP-
18-Trennsaule (250*20, Nucleosil 100 C 18.5 u, Grom, Herrenberg, Deutschland) bei
einem Flu3 von 7 ml/min eingesetzt. Die Detektionswellenlange betrug 210 nm. Als
Flielmittel wurde 20%iges Methanol verwendet. Dazu wurde zu 2 | Reinstwasser 500 ml
Methanol gegeben und die Mischung tber einen 0.45 um Membranfilter (Nylon, Gelman
Science, Deutschland) filtriert.
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Um die etwa 1.5 ml der Reaktionsmischung auf die Trennséaule zu geben, wurde die
HPLC-Pumpe gestoppt und Uber die Flielmittelzufuhr die Reaktionsmischung bis auf
einen Rest von wenigen Tropfen bei einem Flul? von 1 ml/min auf die Saule gepumpt.
AnschlieRend wurde der Schlauch wieder in das FlieBmittel geh&ngt, die Pumpe einge-
schaltet und der Flu auf 7 ml/min erhdht. Wenn am Detektor keine Substanz detektiert
werden konnte, wurde das FlieBmittel in den Vorratsbehalter rtckgefihrt. Pro
detektiertem Peak wurde jeweils eine Fraktion gesammelt. Die ca. 1000 ml produkthal-
tige Fraktion wurde bei 40°C im Hochvakuum am Rotationsverdampfer mit
zwischengeschalteter Stickstoffkiihifalle bis zur Trockne eingeengt.

3.6.3 Charakterisierung von N-Carbamoylaminosduren mittels
HPLC nach nichtenzymatischer Hydrolyse des
Hydantoins

Bei qualitativen Untersuchungen, mit denen festgestellt werden sollte, ob ein 5-substi-
tuiertes Hydantoin als Substrat akzeptiert wurde, war es nicht unbedingt erforderlich, die
erwartete N-Carbamoylaminosaure zu synthetisieren. Fir Untersuchungen, bei denen
nur das Hydantoin, nicht aber die entsprechende N-Carbamoylaminosaure zur Verfi-
gung stand, wurde fur die Zuordnung der HPLC-Peaks eine Probe des Hydantoins
hydrolysiert. Analog einer Methode von Cromwell und Stark (1969) wurde zu einer klei-
nen Menge des Hydantoins in einem 5 ml-Rundkolben soviel 10%ige Natronlauge
gegeben, daR sich das Hydantoin vollstandig loste. Uber Nacht wurde die Losung bei
RT stehen gelassen. Danach konnte mittels HPLC und einer RP-18-Trennsaule der
Peak der entstehenden N-Carbamoylaminosaure nachgewiesen werden. Um bei Verun-
reinigungen den Peak der Carbamoylaminosaure zu identifizieren, wurde die
Hydrolysemischung mit konzentrierter Salzsdure auf einen pH-Wert von 0 angesauert
und kurze Zeit bis zum Kochen erhitzt. Eine zweite HPLC-Messung zeigte dann die
Ruckreaktion zum Hydantoin.

3.6.4 Bestimmung der Racemisierungsgeschwindigkeit von

Hydantoinen ausgehend von Racematen

Fur TMSMH (4.3, S. 79) mul3te die Racemisierungsgeschwindigkeit bestimmt werden,
ohne dal} enantiomerenreines Hydantoin verfigbar war. Die Voraussetzung fiir diese
Methode war eine bestehende Analytik zum Trennen der beiden Hydantoinenantiomere
mittels chiraler HPLC. Da die Anreicherung eines Hydantoinenantiomers enzymatisch
erfolgte, mufdte eine immobilisierte Hydantoinase verfligbar sein, die dieses Hydantoin
enantioselektiv hydrolysierte. Mittels chiraler HPLC wurde die Anreicherung bestimmt
und nach dem Entfernen des Immobilisats die Racemisierungsgeschwindigkeit des
Hydantoins verfolgt. Dazu wurde eine kleine Probe des racemischen Hydantoins in
einem Eppendorfgefa3 1 ml 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 geldst und der pH-Wert bei RT
kontrolliert und gegebenenfalls korrigiert. Der Lésung wurde in dem selben Puffer



Material und Methoden 31

gewaschene immobilisierte Hydantoinase zugegeben und bei 37 °C inkubiert. Nachdem
mittels chiraler HPLC ein Enantiomereniberschu? des Hydantoins nachgewiesen
werden konnte, wurde das Immobilisat durch Zentrifugieren abgetrennt. Der Uberstand
wurde weiterhin bei 37 °C inkubiert. Stindlich wurden 100 pl Proben enthommen, die
sofort in HPLC-Probeglaschen gefillt und mit 900 pl FlieBmittel verdinnt wurden, um
den pH-Wert zu erniedrigen und damit die weitere Racemisierung zu unterdriicken. Aus
der Annaherung der Flachen der getrennten Enantiomerenpeaks wurde die
Halbwertszeit bestimmt. Dazu wurde das Verhéltnis der halben Peakflachendifferenzen
zur Ausgangsflache logarithmiert und Uber der Racemisierungszeit aufgetragen. Durch
lineare Regression wurde die Halbwertszeit der Racemisierung aus der Steigung der
Geraden erhalten (Berechnung siehe 3.6.5.2, S. 32).

3.6.5 Polarimetrie

Fur alle Drehwertmessungen wurde ein Polarimeter (Model 341, Perkin-Elmer Boden-
seewerk, Uberlingen, Deutschland) mit variabler Detektionswellenlange verwendet. Um
die Empfindlichkeit der Messungen zur erhéhen, wurden Filter fir den UV-Bereich ein-
gesetzt. Die kirzeste Wellenlange, die zur Verfigung stand, betrug 253 nm. Mit einer
50 mm langen DurchfluBkivette aus Quarzglas mit einem Volumen von 90 pl wurde das
Polarimeter bei einer Wellenlange von 253 nm als zusatzlicher HPLC-Detektor einge-
setzt. Fur alle anderen polarimetrischen Messungen wurde eine thermostatisierbare
Quarzglaskivette (100 mm, 1 ml) verwendet. Zur kontinuierlichen Datenaufnahme
wurde das Polarimeter Uber eine serielle Schnittstelle mit einem PC verbunden. Die
Daten wurden als Textdatei gespeichert und mit einem Tabellenkalkulationsprogramm
weiterverarbeitet.

3.6.5.1 Bestimmung der spezifischen molaren Drehwerte

Alle Stoffmengen wurden in Konzentrationen umgerechnet. Deshalb wurde im Gegen-
satz zu der sonst ublichen Angabe des spezifischen Drehwerts der spezifische, molare
Drehwert verwendet. Alle spezifischen molaren Drehwerte wurden in einer 100 mm
langen MeRkivette bei konstanter Temperatur, pH-Wert und Pufferkonzentration
bestimmt, Gblicherweise bei 37 °C, pH 8,5 in 0.1 M Tris-Puffer.

Somit wurde <a>folgendermal3en berechnet:

< >= O ops Gleichung 3-1
Cc

<o> spezifischer molare Drehwert [°/mM]
Qobs gemessener Drehwert [°]
o Konzentration der Substanz [mM]
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Um die spezifischen molaren Drehwerte mdglichst genau zu erhalten, wurden MalRI6-
sungen hergestellt, deren Wéagefehler unter einem Prozent lag. Da enantiomerenreine
Hydantoine bereits beim Ansetzen der Ldsungen racemisieren, wurden die MalBI6-
sungen bei saurem pH-Wert, wie unter 3.4.2 (S. 23) beschrieben, hergestellt. Die
polarimetrische Messung wurde dann unmittelbar nach der Einstellung des pH-Werts
durchgefuhrt.

Die absoluten Betrége der spezifischen molaren Drehwerte aller untersuchten Hydan-
toine und N-Carbamoylaminosauren stiegen dramatisch bei der Verwendung kirzerer
Wellenlangen. Zur Erhdhung der Empfindlichkeit der Messungen und zur Verbesserung
des Signal-Rausch-Verhaltnisses wurde maoglichst kurzwelliges Licht eingesetzt. Da
aber bei allen Hydantoinen auch die spezifische Extinktion mit abnehmender Wellen-
lange zunahm, fuhrte dies zu einem erhoéhten Rauschen der MeRRwerte. Daher bildete
die tblicherweise verwendete Wellenldnge von 296 nm ein Kompromifd zwischen diesen
beiden Effekten.

Eine Zusammenfassung der spezifischen molaren Drehwerte befindet sich im Anhang
unter 8.2 (S. 162).

3.6.5.2 Messung der Racemisierung von Hydantoinen

Zur polarimetrischen Messung der Racemisierung von enantiomerenreinen Hydantoinen
wurde eine Losung des enantiomerenreinen Hydantoins in Tris-Puffer hergestellt (3.4.2,
S. 23). Ein Vorteil an dieser Methode ist, dal3 zur Bestimmung der Halbwertszeit der
freien Racemisierung eine Kenntnis des spezifischen molaren Drehwerts nicht nétig ist.
Ebensowenig mul3 der Enantiomereniberschuld des Hydantoins zu Beginn der Mes-
sung bekannt sein. Bei den Messungen wurde der Drehwert Ublicherweise Uber
mehrere Stunden hinweg verfolgt. AnschlieRend wurden die aufgenommenen Daten als
Verhéltnis zum Startdrehwert zu MeRBbeginn logarithmiert und tber der Mel3zeit aufge-
tragen. Aus der Steigung k wurde nach folgender Beziehung die Halbwertszeit der
freien Racemisierung berechnet.

= In2 Gleichung 3-2
v2 T
T Halbwertszeit der Racemisierung [s]
k Steigung der Regressionsgeraden [1/s]

Eine Auflistung der Racemisierungsgeschwindigkeiten der Hydantoine befindet sich in
Tabelle 4.3-1 (S. 79).
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3.6.6 Charakterisierungen

NMR-Messungen:

Die NMR-Messungen wurden entweder dankenswerter Weise von Dipl.-Chem. Richard
J. Smith, Universitat Zuarich, Schweiz oder am Institut fir Organische Chemie der
Universitat Stuttgart durchgefiihrt. Als Mel3frequenzen wurden 250, 300 und 500 MHz
fur die *H-NMR-spektroskopischen Messungen und 60, 75 und 125 MHz fur die “*C-
NMR-spektroskopischen Messungen verwendet.

Elementaranalysen, Massenspektren, Infrarotspektren:
Diese Analysen wurden am Institut fir Organische Chemie der Universitat Zirich,
Schweiz oder am Institut fiir Organische Chemie der Universitat Stuttgart gemessen.

Fourier-Transform-Infrarotspektren:
Alle FT-IR-Messungen wurden freundlicherweise von Dipl.-Chem. Bjorn Schmid, Institut
far Physikalische Chemie der Universitat Stuttgart, durchgefthrt.

Schmelzpunkte:
Alle Schmelzpunkte wurden am eigenen Institut bestimmt.
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3.7 Synthesen von Hydantoinen und N-Carba-
moylaminosauren

Alle in 5-Position substituierten Hydantoine wurden nach einer am Institut optimierten
Vorschrift synthetisiert (Dukin, Dudley, 1914; Vielhauer, 1995). Ausgehend von enan-
tiomerenreinen oder racemischen Aminosauren wurden die Carbamoylaminoséuren
durch Umsetzung mit Kaliumcyanat erhalten. Aus den Carbamoylaminosauren wurden
die Hydantoine durch Behandlung mit Salzsédure hergestellt.

0
o
oy _tKOCN oH _H_ ©/\—‘V//
NH, HN\H/NH2 HN\n/NH

Phe CPhe O BnH O

O

Abbildung 3.7-1: Synthese von 5-Benzylhydantoin aus Phenylalanin (ber N-Carbamoyl-
phenylalanin

Standardvorschrift:

Zu einer Losung von 50 mmol der Aminosaure in 34 ml Wasser wurden 55 mmol (4.46
g) Kaliumcyanat gegeben und 30 Minuten auf 80 °C erwarmt. Die klare Lésung wurde
mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 ml verdinnt. Anschlielend wurde die
Carbamoylaminoséure durch Anséduern mit 95 ml 0.5 M Salzséure ausgeféallt. Nach dem
Absaugen des volumintsen, farblosen Niederschlags mittels einer Vakuumpumpe
wurde fanfmal mit je 20 ml Wasser gewaschen und die Reinheit mittels HPLC, NMR
und Elementaranalyse bestimmt.

Zur Synthese des Hydantoins wurden 34 mmol der Carbamoylaminoséure in 68 ml
Wasser gegeben und unter Rihren und Ruckflul? mit 27 ml 32%iger Salzsaure erhitzt,
bis die Lésung klar war. AnschlieBend wurde die Mischung auf Raumtemperatur abge-
kuhlt und Gber Nacht bei 5 °C stehen gelassen. Am nadchsten Morgen wurden die
Kristalle abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Bei der Herstellung groRerer Mengen
Benzylhydantoin lagerte sich Wasser in die Kristalle ein. Die genaue Zusammensetzung
betrug C;9H10N,O>2 H,O. Um das Kristallwasser zu entfernen, wurde das Hydantoin
aus Ethanol umkristallisiert.

Auf diese Weise wurden die in Tabelle 3.7-1 zusammengestellten Hydantoine synthe-
tisiert. Die Charakterisierung der Hydantoine und die Bestimmung der Reinheit erfolgten
mittels EA, NMR, HPLC und FP.
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Tabelle 3.7-1: Charakterisierung der synthetisierten Substanzen

Mol- Ausbeute Loslichkeit | -p
Substanz Formel masse [%6] Charakterisierunga) pH3/8.5 (Lit)
(Lit.) [mM] '
L-BnH Ci1oH10N202 | 190 87.5 EA, FP, HPLC 3/10" (175)
D-BnH CioH10N20; | 190 89.0 EA, FP, HPLC 3/10 (175)
L-CPhe CioHiaN20s | 208 73.7 EA, FP, HPLC n.b. (2107;;’
D-CPhe CioHiaN20s | 208 83.0 EA, FP, HPLC n.b. (2107;;’
L-NPH CgH1aN,0, | 170 95.0 'H-, BC-NMR, FP 0.5/n.b. ¢
L-CNPG CeHisN,O3 | 188 89.0 (-) 'H., BC-NMR, FP n.b. )
168
D,L-PhEH CoHgN202 176 79 (-) EA, HPLC n.b. (165-
169)
L-PhEH C11H12N20, | 176 n.b () EA, HPLC n.b. )
179-
D,L-C-HPhe C11H1aN,0, | 222 57 (-) EA, HPLC n.b. (13:0196_
198)
L-C-HPhe C11H1aN,0, | 222 63 (-) EA, HPLC n.b. ®)
a) Daten fiir EA und NMR siehe Tabelle 3.7-2 und Tabelle 3.7-3
b) die Léslichkeit der Racemate ist doppelt so grof3
Tabelle 3.7-2: Elementaranalysen der synthetisierten Substanzen,
in Klammern stehen die berechneten Werte [%]
C H o N
L BnH 63.63 5.33 - 14.72
(62.82) (5.27) (17.26) (14.65)
63.05 5.30 - 14.60
D-BnH
: (62.82) (5.27) (17.26) (14.65)
56.47 8.26 - 16.29
L-NPH
(56.45) (8.29) (18.80) (16.46)
51.02 8.56 - 14.70
L-CNPG
(51.05) (8.57) (25.50) (14.88)
64.68 5.58 - 13.63
D,L-PhEH
(64.69) (5.92) (15.67) (13.72)
58.44 4.81 - 14.84
D,L-CHPh
€ (61.36) (4.58) (18.16) (15.90)
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Tabelle 3.7-3: NMR-Daten

Substanz, Lésungsmittel

Charakterisierung *C-NMR

Charakterisierung "H-NMR

L-NPH, DMSO-dg

3=177.3, 158.1 (2 CO); 55.9 (CH); 46.5
(CH2); 30.4 (Cten); 29.9 (3 CH3)

6=10.60 (s, 1H, NH); 7.83 (s, 1H, NH);
3.98 (m, 1H, CH); 1.71 (dd, 1H, CH,
J=14.2, 2.6 Hz); 1.32 (dd, 1H, CHpy,
J=14.2, 9.1 Hz); 0.91 (s, 9H, CH3)

L-CNPG, DMSO-ds

3=176.0, 158.3 (2 CO); 50.3 (CH); 45.9
(CH,); 30.7 (Cren), 29.9 (3 CHa)

3=12.32 (s, 1H, OH); 6.10 (d, 1H, NH,
J=8.8 Hz); 5.49 (s, 2H, NHy); 4.11 (m
1H, CH); 1.58 (dd, 1H, CHy, J=14.1,
3.4 Hz); 1.35 (dd, 1H CHy, J=14.1, 9.2
Hz); 0.9 (s, 9H CHa)

3.8 Synthesen von Hydantoinanaloga

Die meisten der im folgenden beschriebenen Synthesen sind literaturbekannt. Bei Syn-
thesen, die analog der Literatur durchgefihrt wurden, und bei starken Abweichungen
von den literaturbekannten Synthesevorschriften wird die gesamte Darstellung im Detail

beschrieben.

3.8.1 Variationen in der 1-Position

3.8.1.1 L-N-Methyl-N-carbamoylphenylalanin (CMePhe) und D,L-5-Benzyl-1-N-
methylhydantoin (D,L-1MeBnH)
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Abbildung 3.8-1: Reaktionsschema zur Synthese von D,L-5-Benzyl-1-N-methyl-
hydantoin

5-Benzyl-1-N-methylhydantoin (LMeBnH) wurde bereits 1928 als Hydrolyseprodukt bei
der Umsetzung von Benzylcreatinin mit Bariumhydroxid beschrieben (Nicolet, Rousset,
1928). Ausgehend von 2-Brompropionsaure, N-Methylamin und Kaliumcyanat gelang
es, N-Methyl-N-Carbamoylalanin und 1-N-Methyl-5-methylhydantoin (1,5-Dimethyl-
hydantoin) in einem Reaktionsansatz darzustellen (Gabriel, 1906). Die gleichen
Verbindungen wurden ausgehend von N-Methyl-N-carbamoylalanin mit Kaliumcyanat
nach einer der Synthese von Hydantoinen aus Aminoauren (siehe 3.7, S. 34) dhnlichen
Methode hergestellt (Rousset et al., 1980). In keiner der Vorschriften wird jedoch die
Isolierung der als Zwischenprodukt auftretenden N-Methyl-N-carbamoylaminoséaure
beschrieben.

Ausgehend von diesen literaturbekannten Synthesen wurden in dieser Arbeit N-Methyl-
N-Carbamoylphenylalanin (CMePhe) und 1MeBnH synthetisiert. Dazu wurden 100 mg
(0.56 mmol) der Aminoséaure in etwa 2 ml Reinstwasser mit 50 mg (0.62 mmol) Kalium-
cyanat als Suspension auf 80 °C erhitzt. Nach etwa 30 Minuten war die Lésung klar.
Nach einigen Stunden weiteren Erhitzen, wurde die Reaktionsmischung Utber Nacht
eingefroren. Zu diesem Zeitpunkt konnte mittels HPLC ein Umsatz von ca. 90 % der
Aminoséaure bestimmt werden. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur mit Salzsaure
auf einen pH-Wert nahe unter 5 angesauert. 5 Minuten spater fielen farblose Kristalle
aus. Nach dem Waschen der Kristalle mit viel Wasser wurden 10 mg (0.04 mmol) fein-
faserige Kristalle von L-CMePhe erhalten. Eine HPLC-Probe der Kristalle, die in HPLC-
FlieBmittel aufgeltst wurden, zeigte eine Zusammensetzung von etwa 95% L-
ClMePhe und 5% L-1MeBnH. Die Aminosdure konnte nicht mehr nachgewiesen
werden. Deswegen wurden die Kristalle nicht weiter gereinigt. Das entspricht einer
Ausbeute von 7 %. Die Analysedaten von CMePhe sind in Tabelle 3.8-4 (S. 52)
zusammengefallt.
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Um aus L-CMePhe L-MeBnH herzustellen, wurde zu etwa 1 mg der Carbamoylami-
nosaure 1 ml Wasser und 1 ml konzentrierte Salzsaure gegeben und kurze Zeit bis zum
Ruckflufd erhitzt. Eine Messung mit der chiralen HPLC zeigte, dafld der urspriingliche
Peak der Carbamoylaminosaure verschwunden war. Dafir hatte die Flache des Peaks
von L-1MeBnH stark zugenommen. Die Reaktionsmischung wurde am Hochvakuum bis
zur Trockne eingeengt und ergab ca. 1 mg L-1MeBnH, das nicht weiter charakterisiert
wurde.

Die Bestimmung der Enantioselektivitat der Enzyme erfolgte mit dem Racemat von
1MeBnH (4.4.6, S. 100 und 3.8.1.1, S. 36), zu dessen Herstellung einige Kristalle des
L-Hydantoins in 1.5 ml 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 gel6st und tber Nacht bei 37 °C race-
misiert wurden. AnschlieBend wurde mittels chiraler HPLC die vollstandige
Racemisierung nachgewiesen (Abbildung 3.8-2). Diese Ldsung wurde fiur alle
enzymatischen Untersuchungen eingesetzt.

L-CMePhe
D,L-1MeBnH
L-CMePhe

-a— D-1MeBnH

~%— | .1MeBnH

R Lo

5 10 5 10

F— L-1MeBnH

-

=
o

5
Abbildung 3.8-2: Chiral-HPLC-Chromatogramme der Synthese von D,L-1MeBnH aus L-
CMePhe: Links: L-CMePhe mit einer geringen Menge L-1MeBnH. Mitte: Umsetzung
von L-CMePhe mit Salzsédure und anschlieBender Racemisierung. Rechts: Zuordnung
der Enantiomere von 1MeBnH durch Vergleich beider Chromatogramme.

Da bis dahin noch unklar war, ob mittels chiraler HPLC auch die Enantiomere von D,L-
CMePhe getrennt werden konnten, wurde versucht, im alkalischen Medium das L-
Hydantoin zu racemisieren und gleichzeitig zur D,L-Carbamoylaminosaure zu
hydrolysieren. Dazu wurden einige Kristalle von L-1MeBnH in 10%iger Kalilauge geldst
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und einige Stunden auf 37 °C erwarmt. Eine Messung mit der chiralen HPLC-Saule
zeigte das entstandene Racemat des Hydantoins und nur einen weiteren Peak, der die
gleiche Retentionszeit wie L-CMePhe hatte. Daraus wurde geschlossen, daf3 die
Chiralsaule nicht in der Lage ist, die beiden Enantiomere der Carbamoylaminosaure
unter den oben genannten MelRbedingungen zu trennen. Die Charakterisierungen von
L-CMePhe und L-1MeBnH sind in Tabelle 3.8-3 (S. 51) zusammengefalit.

3.8.1.2 D,L-5-Benzyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion (D,L-BOD)

Q 0 OH
@ — @ NeHSO <J\/1
H H CN

PhAA D,L-PhAAC
O O
N 0
HCI NH2 EtO OEt !
NH
OH \”/
D,L-PhMA D,L-BOD ©

Abbildung 3.8-3: Reaktionsschema zur Synthese von D,L-5-Benzyl-1,3-oxazolidin-
2.4-dion

5-Benzyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion (BOD) wurde analog einer Literaturvorschrift (Ruggli,
Hegedls, 1942) synthetisiert. Dazu wurden zu 41.9 ml (45.4 g, 389 mmol) Phenyl-
acetaldehyd eine LOosung von 90.8 g (873 mmol) Natriumhydrogensulfit in 180 ml
Wasser gegeben. Die Mischung wurde 3 Stunden bei Raumtemperatur mit einem KPG-
Ruhrer gerthrt. Anschlie@end wurde die Reaktionsmischung abgenutscht und der
Feststoff nacheinander mit 25 ml Wasser, 115 ml Ethanol und 115 ml Diethylether
gewaschen. Das weil3e Produkt wurde Uber Phosphorpentoxid und Natriumhydroxid
getrocknet. Es wurden 105 g Phenylacetaldehyd-Hydrogensulfitaddukt erhalten.

Die Synthese von PhAAC wurde analog zur selben Vorschrift durchgefiihrt. Dazu wurde
in einen 2 | 3-Hals-Rundkolben mit KPG-RUhrer und Gasableitungsrohr eine Ldsung
von 102.9 g (1.581 mol) Kaliumcyanid in 340 ml Wasser gegeben. Unter Ruhren und
EiskUhlung wurde portionsweise Uber eine Stunde 105 g Phenylacetaldehyd-Hydrogen-
sulfitaddukt zugegeben. Nach 4-stindigem Rihren bei 0° C wurden 570 ml Wasser
zugegeben und weitere 15 Minuten ohne Kihlung gerthrt. Anschlielend wurde die
Reaktionsmischung dreimal mit je 230 ml Ether ausgeschiittelt. Danach wurden die
vereinigten Etherphasen erst mit Natriumhydrogensulfitidsung, anschlieBend mit Was-
ser, gesattigter Natriumcarbonatlésung und nochmals mit Wasser gewaschen. Die Uber
Natriumsulfat getrocknete Etherphase wurde zur besseren Kristallbildung mit 2 Tropfen
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konzentrierter Schwefelsaure angesauert und im Rotationsverdampfer bei 50 °C einge-
engt. AnschlieRend wurde im Hochvakuum der grof3te Teil des Losungsmittels
abgezogen. Zuriick blieb ein gelbes, dickfliissiges Ol, das tiber Nacht bei -20° C aufbe-
wahrt wurde. Bei dieser Lagerung bildeten sich einige Kristalle. Bei weiterer Entfernung
von Losungsmittel im Hochvakuum bei Raumtemperatur erstarrte das Ol. Diese
Mischung wurde mit 24 ml n-Hexan verrieben und die Kristalle abgenutscht. Der
Schmelzpunkt der Kristalle betrug 49° C (Literatur 58° C). Nachdem das PhAAC aus
Toluol umkristallisiert und Gber Paraffin und Phosphorpentoxid getrocknet wurde, betrug
der Schmelzpunkt der schwachgelben Kristalle 56° C. Es wurden 26.1 g (177 mmol)
PhAAC erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 50 % des theoretischen Wertes
bezogen auf PhAA.

Zur Synthese von PhMA erfolgte nach einer am Institut fir Organische Chemie der
Universitat Stuttgart im Arbeitskreis von Prof. Effenberger optimierten Methode. Dazu
wurde in einem 1 | Rundkolben zu 26.1 g (177 mmol) PhAAC 354 ml konzentrierte
Salzsaure gegeben und bei RT stark gerthrt, bis sich nach etwa 10 Minuten alles Edukt
gelost hatte. Nach weiteren 15 Minuten wurde die Reaktionsmischung auf 3.5 | Eis-
Wasser-Mischung filtriert und mit konzentrierter Natronlauge neutralisiert. Da keine
Moglichkeit gefunden wurde, das Amid zu extrahieren, wurde in einem 2 | Rundkolben
im Rotationsverdampfer das Wasser bei 65° C Badtemperatur entfernt. Nach der
Extraktion des festen Rickstands mit Aceton wurde nach der Entfernung des
Losungsmittels 35.47 g Rohprodukt erhalten. Dieses wurde fraktionsweise aus 1 |
Toluol umkristallisiert. Nach dem Trocknen uber Paraffin wurden 21.8 g (132 mmol)
fettig aussehende, weiRe Kristallplattchen von PhMA erhalten. Der Schmelzpunkt
betrug 111 - 112° C und entsprach genau dem Literaturwert (Kwong et al., 1965). Die
Ausbeute betrug 75 % der Theorie bezogen auf das eingesetzte PhAAC.

Die Cyclisierung zu BOD wurde analog einer Synthesevorschrift flr 5-substitutierte
Oxazolidine durchgefihrt (Wallingford et al., 1945). Dazu wurde zu 21.8 g (132 mmol)
PhMA und 19 ml (158 mmol) Kohlensaurediethylester soviel trockenes Methanol gege-
ben, bis sich das Amid vollstandig l6ste. Zur Synthese von Natriummethanolat wurde
unter Rihren und RuckfluBkihlung zu 55.5 ml (1.3 mol) trockenem Methanol 3.31 g
(148 mmol) Natrium gegeben. Nachdem die Methanolatlésung auf 35 °C abgekunhlt war,
wurde die Lésung des Amids zugegeben und die Reaktionsmischung bei 52 °C gerihrt.
Mittels DC (FlieBmittel: Ethylacetat + Petrolether, 1:1) wurde nachgewiesen, dafld nach
60 Minuten Reaktionszeit das gesamte Amid umgesetzt worden war. Die Reaktions-
mischung wurde eingeengt, der Rickstand in Wasser aufgenommen und zweimal mit
Ether extrahiert. AnschlieBend wurde die walrige Phase mit verdinnter Salzsaure
angesauert, wobei sich das Produkt in o6ligen Tropfchen absetzte. Danach wurde
dreimal mit insgesamt 600 ml Diisopropylether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Rotationsverdampfer
entfernt. Als Rohausbeute blieben 24.4 g (128 mmol) weil3er Feststoff zurlick. Die
Umkristallisation aus Toluol ergab 19.7 g (103 mmol) weiRe Kristalle mit einem
Schmelzpunkt von 87 °C (Literatur 100 °C). Das entspricht einer Ausbeute von 75 %
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der Theorie bezogen auf das PhMA. Die Gesamtausbeute Uber alle Synthesestufen
betrug 26 % der Theorie. Der Schmelzpunkt stimmte nicht mit den Literaturdaten
Uberein: 105 °C (Stadlbauer, Kappe, 1985), 100 °C (Aspelund, 1936; Aspelund, 1939;
Aspelund, 1938). In beiden Artikeln wird BOD aus Benzylbarbitursdure durch Oxidation
mit Wasserstoffperoxid gewonnen. In der Publikation von Stadlbauer und Kappe wurde
BOD mittels Schmelzpunkt, Elementaranalyse und IR charakterisiert. Die
beschriebenen IR-Daten (Tabelle 3.8-1) zeigten keine Ubereinstimmung mit eigenen
Messungen. Sowohl die NMR-Spektren als auch die Elementaranalyse zeigten jedoch
die ldentitat und Reinheit des synthetisierten BOD. Daher ist anzunehmen, daf} in den
genannten Publikationen eine andere Verbindung synthetisiert wurde.

Tabelle 3.8-1: Vergleich der Charakterisierung von BOD mittels IR mit Literaturdaten
IR-Messung (KBr-Pref3ling) [cm '1] IR-Messung (KBr-Pref3ling) (Literaturwerte)
(Stadlbauer, Kappe, 1985) [cm ]

3320 m, 2910 w, 1890 vw, 1830 s, 1720 s, 3150 m, 2980 m, 1810 m, 1740 sh, 1730 s,
1530 m 1510 w

Die Charakterisierungen von D,L-BOD sind in Abschnitt 3.8.4 (S. 51) zusammengefal3t.

3.8.1.3 D,L-5-Phenyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion (D,L-POD)

OH 0
0 EtOJJ\OEt o
cN HC EO OR
NH, O. _NH
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D,L-BAC D,L-MSA D,L-POD

Abbildung 3.8-4: Reaktionsschema zur Synthese von D,L-5-Phenyl-1,3-oxazolidin-
2,4-dion

Die Darstellung von 5-Phenyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion (POD) erfolgte nach der gleichen
Methode wie die Synthese von BOD (3.8.1.2). Da Benzaldehydcyanhydrin (BAC) kauf-
lich erhaltlich ist, wurde ausgehend von dieser Verbindung das Mandelsdureamid
(MSA) nach einer am Institut fir Organische Chemie der Universitat Stuttgart im
Arbeitskreis von Prof. Effenberger optimierten Methode hergestellt. Dazu wurde zu 13 g
(98 mmol) D,L-BAC bei 0 °C 196 ml vorgekiihlte konzentrierte Salzsaure gegeben. D,L-
BAC loste sich nach etwa 20 Minuten vollstandig. Die hellgelbe Reaktionslésung wurde
2 Stunden bei 0 °C gerihrt. Als ein weiRer Niederschlag von D,L-MSA ausfiel, wurde
die Reaktion abgebrochen, indem die Mischung auf 2 Liter Eis-Wasser-Mischung
gegossen wurde. Nach dem Neutralisieren mit 10 M Natronlauge wurde das Wasser bei
60 °C Badtemperatur am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Zu dem
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Ruckstand wurden 500 ml Aceton gegeben und Uber Nacht stehen gelassen. Danach
wurde die Mischung 30 Minuten unter Rickfluf3 erhitzt und anschlieRend das Aceton im
Vakuum abgezogen. Das Rohprodukt wurde aus 1 Liter Toluol fraktionsweise kristalli-
siert. Es wurden 9.3 g (63 mmol) fettig glanzende Kristallplattchen mit einem
Schmelzpunkt von 131 °C (Literatur: 133-134 °C) erhalten. Die Ausbeute an D,L-MSA
betrug 67 % der Theorie.

Zur Synthese von POD aus MSA wurde wie auch bei der Synthese von BOD die
Methode von Wallingford et al. (1945) angewendet (3.8.1.2, S. 39). Daflir wurde zu
8.5ml (8.3 g, 70 mmol) Kohlenséurediethylester 9.2 g (61 mmol) Mandelsdureamid
gegeben. Zum vollstandigen Lésen wurden 25 ml trockenes Methanol zugegeben und
erwarmt. In einem 250 ml 2-Hals-Rundkolben mit RiuckflulZkihler wurde 1.5 g (64 mmol)
Natrium unter Rihren in 22.3 ml trockenem Methanol gelést. Nachdem sich die Lésung
abgekuihlt hatte, wurde die Mandelsaureamidlésung unter Ruhren zugegeben. Die
Reaktionslosung erstarrte zu einer weillen Masse, verflissigte sich aber nach Erhitzen
der Reaktionsmischung auf 50° C wieder. Der Reaktionsverlauf wurde mittels DC
(FlieBmittel: Ethylacetat + Petrolether, 1:1) verfolgt. Selbst nach 2,5 Stunden wurde
noch Edukt gefunden. Da ein dritter Fleck auftauchte (Nebenprodukt?), wurde die
Mischung am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt und der Ruckstand unter
Kihlung in Wasser aufgenommen. Durch Extraktion mit Diethylether wurde noch
vorhandenes Edukt entfernt. Die Wasserphase wurde mit 10%iger Salzsaure auf einen
pH-Wert von 4 angesauert. Dabei fiel ein farbloser Stoff aus, der abgesaugt, mit 100 ml
Wasser gewaschen und tber Phosphorpentoxid getrocknet wurde. Die Ausbeute betrug
8.61 g (49 mmol) D,L-5-POD mit einem FP von 106° C (Literaturwert: 108° C
(Aspelund, 1936)). Die Ausbeute an D,L-POD betrug 80 % der Theorie beziglich des
Amids. Uber die gesamte Synthese betrug die Ausbeute 50 % bezogen auf BAC. Die
Charakterisierungen von D,L-POD sind in Abschnitt 3.8.4 (S. 51) zusammengefal3t.

3.8.1.4 D,L-Benzylsuccinimid (D,L-BnSlI)

O @) O
+Na / NH, Nac% 1. ©/\C' N
NH NNa 5 1o NH
O ¢ O
Si D,L-BnSI

Abbildung 3.8-5: Reaktionsschema der Synthese von Benzylsuccinimid

Benzylsuccinimid (BnSl) wurde aus Succinimid (SI) nach einer Literaturvorschrift zur
generellen Synthese von 2-Benzylsuccinimiden in identischer AnsatzgroRe wie fur das
beschriebene 5-Methoxybenzylsuccinimid hergestellt (Goehring et al., 1991). Da nach 6
Stunden das Natrium im Ammoniak nicht zum Amid umgesetzt war, wurden entspre-
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chend einer Literaturvorschrift (Bergstrom, Fernelius, 1933) kleine Mengen Kaliumiodid
und Eisenoxid-hydrat zugegeben. Danach entfarbte sich die blaue Lésung. In Abwei-
chung zur Vorschrift wurde aus einer Ethanol-Wasser-Mischung umkristallisiert, da bei
der in der Vorschrift verwendeten Mischung von Ethylacetat und Heptan keine Kristalli-
sation eintrat. Die Ausbeute betrug 7.15 g (38 mmol) hellgelbe Kristalle BnSI, was 35 %
der Theorie entspricht . Der Schmelzpunkt betrug 86 °C. Der Literaturwert fur die
Umkristallisation aus Ethanol betragt 94 °C (Matsuda, Matsuda, 1957). Mittels HPLC
konnten neben dem Peak von Succinimid noch die 2 Peaks der beiden Benzylbern-
steinsaurehalbamide (2BnBHA, 3BnBHA) nachgewiesen werden. Unter der Annahme,
daR die Halbamide ahnliche Extinktionskoeffizienten wie das BnSl besitzen, betrug die
Verunreinigung durch die Halbamide etwa jeweils 5 %. Das erklart auch den niedrigen
Schmelzpunkt und das Abweichen der Elementaranalyse von den berechneten Werten.
Die Charakterisierungen von D,L-BnSl sind in Abschnitt 3.8.4 (S. 51) zusammengefalit.

3.8.1.5 D,L-5-Benzyl-1,3-thiazolidin-2,4-dion (D,L-BnTD)
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Abbildung 3.8-6: Reaktionsschema der Synthese von 5-Benzyl-1,3-thiazolidin-2,4-dion

5-Benzyl-1,3-thiazolidin-2,4-dion (BnTD) wurde nach einer Vorschrift (Talyor, Wolfe,
1971) in identischer Ansatzgrof3e hergestellt. Wie in dieser Vorschrift beschrieben,
wurde das Lithiumamid nach der Methode von Dunnavant und Hauser (1960) herge-
stellt. Nach der Aufarbeitung der Reaktionsmischung wurden 2.7 g (Literatur: 11.6 g)
hellgelbes Ol isoliert. Mittels DC (FlieBmittel: Petrolether + Ethylacetat, 1+1) konnten
neben BnTD noch Verunreinigungen von Thiazolidindion (R=0.47), Benzylchlorid
(R=0.83) und vermutlich Benzylalkohol (R~=0.67) nachgewiesen werden. Da noch Edukt
nachgewiesen werden konnte, die Rohausbeute aber viel geringer als in der Literatur-
vorschrift war, wurde davon ausgegangen, dafl} die Reaktionszeit zu gering war. Laut
Vorschrift wurden das 6lige Rohprodukt mit etwas Petrolether versetzt. Dabei bildeten
sich Kristalle. Durch Umkristallisation aus Toluol und Petrolether konnte das Thiazolidin
entfernt werden. Um die beiden anderen Verunreinigungen abzutrennen, wurde das
Produkt entgegen der Literaturvorschrift Uber eine Kieselgelsdule chromatographiert,
als FlieBmittel wurde eine Mischung von Petrolether und Ethylacetat (1+1) verwendet.
Nach dem Einengen am Rotationsverdampfer wurden 895 mg farblose Kristalle erhal-
ten. Bei einer Untersuchung dieser Kristalle mittels DC konnte nachgewiesen werden,
dalR immer noch eine Verunreinigung des BnTD, vermutlich durch Benzylalkohol,
vorlag. Deshalb wurde erneut Uber eine Kieselgelsdule chromatographiert. Als
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FlieBmittel wurde allerdings eine Mischung aus Methylenchlorid und Methanol (99 + 1
V/V) verwendet. Danach zeigte eine Untersuchung mittels DC nur noch den Fleck des
BnTD. Nach dem Einengen wurden 426 mg (2 mmol) D,L-BnTD erhalten, was einer
Ausbeute von 3 % entspricht (Literatur: 56 %). Der Schmelzpunkt betrug 70 °C
(Literatur: 103 °C aus Ethanol + Wasser). Mittels DC und HPLC konnte BnTD als
einheitliches Produkt nachgewiesen werden. Die Charakterisierungen von D,L-BnTD
sind in Abschnitt 3.8.4 (S. 51) zusammengefalit.

3.8.2 Variationen in der 3-Position
3.8.2.1 D,L-5-Benzyl-3-N-methylhydantoin (D,L-3MeBnH)

O O
+CH,l
HN\”/NH —_— HN\H/NMe
O O
D,L-BnH D,L-3MeBnH

Abbildung 3.8-7: Reaktionsschema der Synthese von 3MeBnH

Analog einer Vorschrift (Hoffmann, C., 1950) wurde zur Synthese von D,L-5-Benzyl-3-
N-Methylhydantoin (D,L-3MeBnH) zu 834 mg (4.5mmol) D,L-BnH in einer
Stickstoffatmosphére 2.25 ml einer 2 M Kaliumhydroxidlésung in 80%igem walf3rigen
Methanol gegeben. AnschlieRend wurden nochmals 2.25 ml Methanol zugegeben und
solange gertihrt, bis sich das gesamte Hydantoin geldst hatte. Danach wurden 0.28 ml
Methyliodid zugeben und 36 Stunden bei 60 °C unter Stickstoffatmosphére gerthrt.
Eine HPLC-Probe zeigte, daf? die Umsetzung nicht quantitativ verlief. Die Reaktions-
I6sung wurde am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Der Feststoff wurde
anschlieRend mit 22 ml Wasser versetzt und erhitzt. Beim Abkuhlen fielen Kristalle aus,
die abgenutscht und Uber Phosphorpentoxid getrocknet wurden. Nach einer Untersu-
chung mittels HPLC konnte eine Verunreinigung des Produkts mit maximal 2 % BnH
nachgewiesen werden. Es konnten 367 mg (1.8 mmol) D,L-3MeBnH isoliert werden
(Ausbeute 40 %). Die farblosen Kristalle wurde mit *H- und **C-NMR charakterisiert und
hatten einen Schmelzpunkt von 139 °C (Literatur: 125 - 130 °C (Fujiwara et al., 1980)).
Die Charakterisierungen von D,L-3MeBnH sind in Abschnitt 3.8.4 (S. 51)
zusammengefafit.
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3.8.2.2 D,L-5-Benzyltetramsaure (D,L-BnTS)

M A e HOM
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D,L-BnEOCTS D,L-BnTS

Abbildung 3.8-8: Reaktionsschema der Synthese von D,L-5-Benzyltetramséure

Zur Synthese von D,L-5-Benzyltetramséure (D,L-BnTS) wurde zunachst Ethyl-
malonylchlorid (EMCI) nach einer Literaturvorschrift synthetisiert (Breslow et al., 1944).
Dazu wurde zu 100 ml absolutes Ethanol in einem 2-I-3-Hals-Rundkolben mit Tropf-
trichter und RuckfluBkihler 100 ml (105.5 g, 660 mmol) Diethylmalonat (DEM) gegeben.
Unter heftigem Rihren wurde dazu eine Lésung von 37 g (660 mmol) Kaliumhydroxid in
400 ml absolutem Ethanol zugetropft. Die Mischung wurde 4 Stunden geruhrt, an-
schlieBend wurde sie Uber Nacht bei RT stehen gelassen. Danach wurde die Mischung
unter Ruckflul® erhitzt, dabei I6ste sich der gesamte Niederschlag auf. Deshalb konnte,
im Gegensatz zur Vorschrift, auf das Abnutschen des Dikaliummalonats verzichtet
werden. Die Losung wurde unter Ruhren auf RT abgekuhlt, wobei das Monokaliumsalz
wieder ausfiel. Nachdem die Mischung tber Nacht bei 8 °C in den Kuhlschrank gestellt
worden war, wurden die farblosen Kristalle abgesaugt und mit wenigen ml Diethylether
gewaschen. Die Mutterlauge wurde im Rotationsverdampfer auf ¥ des Volumens
eingeengt und ebenfalls nochmals bei 8 °C der Kristallisation tiberlassen. Die farblosen
Kristalle wurden im Vakuum vom restlichen Losungsmittel befreit und ergaben 88.7 ¢
(522 mmol) Kaliummonoethylmalonat. Die Ausbeute betrug 79 % (Literaturausbeute:
82 %). Anschliel3end wurde unter Rihren und Eiskihlung zu diesem Feststoff langsam
46 ml konzentrierte Salzsaure getropft. Danach wurde die Reaktionsmischung mit 3 mal
50 ml Diethylether extrahiert, die vereinigten Etherphasen tber Natriumsulfat getrocknet
und im Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. AnschlieRend wurde der farb-
lose, flissige Ruckstand noch einige Stunden im Hochvakuum von Losungsmittelresten
befreit. Es wurden 51.2 g (433 mmol) Ethylmalonat (EM) erhalten. Die Ausbeute betrug
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83 % bezogen auf das Monokaliumsalz (Literatur: 96 % (Breslow et al., 1944)). Zur
Chlorierung des EM wurde in einen 250 ml Rundkolben 111 g (544 mmol)
Phthaloylchlorid vorgelegt. Bei 100 °C wurden das EM Uber eine halbe Stunde
zugetropft, wobei stark gerihrt wurde. Dabei entwickelte sich eine groRe Menge Chlor-
wasserstoff. Nach weiterem 2-stindigen RuUhren bei 105°C wurde mit einer
Vigreuxkolonne das Ethylmalonylchlorid abdestilliert, wobei sich ein Teil des Produktes
zersetzte, was an der Entwicklung einer groBen Menge von Chlorwasserstoffgas
erkennbar war. Es wurden 3 Fraktionen EMCI erhalten. Da sich mittels DC (FlieBmittel:
Methylenchlorid) bei allen Fraktionen mehrere Flecken zeigten, die nicht zugeordnet
werden konnten, wurde erneut im Vakuum destilliert.

Tabelle 3.8-2: Ausbeuten und Literaturvergleich der Vigreux-Destillation von EMCI

Destillation Ausbeute [%] Fraktion Druck [Torr] | Temperatur [°C]
11.5 g (76 mmol) 32-39 80
1 78 37.5 g (248 mmol) 46 87
1.8 g (12 mmol) 22 89
2 58 38.0 252 mmol) 25-35 70-80
Literatur 75 22 83

Ausgehend von Phenylalaninmethylester (PhM) wurde BnTS analog mehrerer Litera-
turvorschriften synthetisiert, (Jones, Sumaria, 1978; Jones et al., 1990; Mulholland et
al., 1972; Lowe, Yeung, 1973), in denen fur die Darstellung verschiedener Tetram-
sauren einzelne Syntheseschritte unterschiedlich genau beschrieben werden.

Zur Synthese von Ethoxycarbonylacetylphenylalaninmethylester EOCAPhM aus PhM
wurden zu einer Lésung von 25 g (116 mmol) PhM in 80 ml 50%iger waRriger Kalium-
carbonatlésung (w/w) Uber 2 Stunden unter Eiskihlung 17.5 g (116 mmol) EMCI
zugetropft. Dabei wurde eine Gasentwicklung beobachtet. Anschlielend wurde die
Lésung Uber Nacht bei abgeschaltetem RUhrer stehengelassen. Danach wurde die
Reaktionsmischung drei mal mit je 20 ml Diethylether extrahiert, die Etherphase mit
Wasser gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Ethers
am Rotationsverdampfer wurden 21.55 g gelbe, hochviskose Flissigkeit erhalten. Eine
DC dieser Flussigkeit zeigte mit Methylenchlorid als FlieBmittel 4 Flecken (R = 0.54,
0.4, 0.31, 0.0). Da im Gegensatz zur Literaturvorschrift bei 8 °C keine Kristallbildung
beobachtet werden konnte, wurde das Produkt Uber eine Kieselgelsaule mit
Methylenchlorid chromatographiert. Mit dieser Methode konnten nur 200 mg Produkt
isoliert werden. Da noch die Hauptmenge des Produkts auf dem Kieselgeltrager adsor-
biert sein mufdte, wurde das S&ulenmaterial aus der S&ule entfernt und durch
Ausschiitteln mit insgesamt 20 | Methylenchlorid extrahiert. Nach Einengen wurden 7.59
g (26 mmol) gelber Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 61 °C erhalten (Literatur: 54
— 58 °C (Jones, Sumaria, 1978)). Die Ausbeute von EOCAPhM betrug 22 % bezogen
auf das eingesetzte PhM.
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Zur Darstellung von BNnEOCTS wurde in einen 100 ml Rundkolben zu 38 ml Toluol
7.59 g (26 mmol) PhM gegeben. Die Mischung wurde auf 60 °C erwa&rmt und unter
Ruhren das Edukt gel6st. Zur Herstellung von Natriumethanolat wurden zu 15 ml
absolutem Ethanol 0.8 g Natrium gegeben. Nachdem sich das Natrium vollstandig
gel6st hatte, wurde die Mischung auf RT abgeklhlt und zu der Lésung von EOCAPhM
in Toluol gegeben. Nach 4-stindigem Erhitzen unter RickfluR wurde die braune,
klebrige Masse Uber Nacht bei RT stehen gelassen und anschliel3end mit 25 ml Wasser
versetzt. Nach etwa 30-minltigem heftigen Rihren wurde die walrige Phase abge-
trennt und zweimal mit Diethylether gewaschen und anschlieBend mit 50%iger
Schwefelsédure angesauert (pH 0), worauf sich eine dlige Verbindung abtrennte. Nach 2
Stunden war aus der 6ligen Verbindung eine sprdde, gelbbraune Masse geworden, in
der Lésung befanden sich zudem noch cremefarbene Kristallnadeln. Nach dem
Abnutschen des Feststoffs und anschlielendem Trocknen Uber Phosphorpentoxid
wurden 3.56 g (14 mmol) BnEOCTS erhalten. Die Ausbeute betrug 54 % (Literatur:
40 %), bezogen auf das EOCAPhM. Der Schmelzpunkt betrug 116 °C (Literatur: 120 °C
(Jones, Sumaria, 1978)).

Zur Decarboxylierung wurden 3.56 g (14 mmol) BnEOCTS in eine Mischung von 36 ml
Eisessig und 3.6 ml TFA gegeben, dabei Ioste sich die Tetramséaure unter Rihren voll-
standig. Die Losung wurde eine Stunde unter Ruckflul? erhitzt, dabei trat eine
Gasentwicklung auf. AnschlieRend wurde die Mischung im Rotationsverdampfer bis zur
Trockne eingeengt und der Rickstand mit 14 ml Diethylether versetzt. Die tribe Lésung
wurde Uber Nacht bei 5 °C stehen gelassen, dabei fielen 2 g (11 mmol) Benzyltetram-
saure als beiger Feststoff aus, das entspricht einer Ausbeute von 79 % bezogen auf
das eingesetzte EOCAPhM (Literatur: 95 %), bzw. 10 % uber die gesamte Synthese
bezogen auf das eingesetzte PhM. Der Schmelzpunkt der beigen Kristalle betrug 133 -
136 °C, der Literaturwert betragt 136 °C (Jones et al.,, 1990). Durch wiederholtes
Umkristallisieren aus Diethylether konnten keine Kristalle mit hdherem Schmelzpunkt
isoliert werden. Nach Literaturangaben hat bereits die unsubstituierte, reine Tetram-
saure eine gelbe Farbe (R6mpp, 1995). Untersuchungen mittels DC und HPLC zeigten
nur eine Substanz. Die Charakterisierungen von D,L-BnTS sind in Abschnitt 3.8.4 (S.
51) zusammengefalit.
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3.8.3 Sonstige Variationen
3.8.3.1 5-Benzyl-2-thiohydantoin (BnTH)
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Abbildung 3.8-9: Reaktionsschema der Synthese von 5-Benzyl-2-Thiohydantoin

Analog einer Literaturvorschrift (Cromwell, Stark, 1969) wurde zu einer Mischung aus
10 ml Essigsaureanhydrid und 1.3 ml Eisessig 0.91 g (12 mmol) Ammoniumthiocyanat
und 1.65 g (10 mmol) L-Phenylalanin gegeben und 90 Minuten bei 100 °C erhitzt. Die
gelbe Ldsung wurde im Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt und zum RUck-
stand bei Raumtemperatur 200 ml konzentrierte Salzsaure gegeben. AnschlieRend
wurde die Suspension 30 Minuten gerthrt und danach wieder bis zur Trockne einge-
engt. Der Ruckstand wurde in heilem Wasser gelost, beim Abkihlen auf
Raumtemperatur fielen Kristalle aus, die abgenutscht und mit kaltem Wasser gewa-
schen wurden. Es wurden 1.5 g (6.8 mmol) farblose Kristalle mit einem Schmelzpunkt
von 172 °C (Literatur 182 °C) isoliert, das entspricht einer Ausbeute von 57 % (Literatur:
87 %). Mittels HPLC konnte ein einheitliches Produkt nachgewiesen werden. Die Ver-
bindung wurde mittels ‘H- und **C-NMR-Spektroskopie charakterisiert (siehe 3.8.4,
S. 51). Die Charakterisierungen von BnTH sind in Abschnitt 3.8.4 (S. 51) zusammen-
gefaldt.
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3.8.3.2 D,L-Benzylbernsteinsaure (D,L-BnBS) und D,L-Benzylbernsteinsaure-
anhydrid (D,L-BnBA)

O
EtO OEt EtO OEt OEt
W + NaOEt + NaOEt EtO o
(o) @) + BnCl OEt (0]
© © Br OEt
DEM D,L-BnDEM o) D,L-TCE
O
1.+ KOEt/ - CO, O + AcCl
2.+ NaOH HO OH o}
D,L-BnBS D,L-BnBA

Abbildung 3.8-10: Reaktionsschema der Synthese von D,L-Benzylbernstein-
s&ureanhydrid

Benzylbernsteinsaure (BnBS) wurde unter Verwendung von mehreren Literaturvor-
schriften synthetisiert (Ramart-Lucas, 1932; Fittig, 1890; Cohen, Milovanovic, 1968).

Zur Synthese von 2-Benzyldiethylmalonat (D,L-BnDEM) wurde zunachst Natrium-
ethanolat hergestellt. Dazu wurden in einem 250 ml Rundkolben mit RickfluRkihler 5.3
g (230 mmol) Natrium in kleinen Portionen in 90 ml absolutem Ethanol gel6ést. Danach
wurde auf RT abgekihlt und 35 ml (36.9 g, 230 mmol) Diethylmalonat (DEM) zugege-
ben. Die Mischung wurde eine Stunde unter Ruckflu? erhitzt. AnschlieRend wurden bei
65 °C 29 g (230 mmol) Benzylchlorid schnell zugetropft, dabei fiel Natriumchlorid aus.
Nach 4 Stunden wurde die Reaktionsmischung im Rotationsverdampfer eingeengt und
dreimal mit etwa 150 ml Diethylether extrahiert. Die gelartige Masse wurde abgenutscht
und die vereinigten Etherphasen mit Wasser gewaschen, tber Natriumsulfat getrocknet
und anschlieRend im Rotationsverdampfer eingeengt. Der 6lige Rickstand wurde im
Vakuum uber eine Vigreux-Kolonne bei einem Druck von 2 Torr destilliert. Bei einem
Siedepunkt von 95 °C wurden 7.2 g (29 mmol) D,L-BnDEM erhalten (Literatur: 169 °C,
12 Torr). Die Ausbeute betrug 13 % (Literatur: 60 %).

Da die Ausbeute an D,L-BnDEM bei diesem Ansatz sehr gering war, wurde die Syn-
these in einem groReren Ansatz wiederholt. Dazu wurde aus 28.2 g (1.22 mol) Natrium
und 480 ml Ethanol Natriumethanolat hergestellt und nach der oben beschriebenen
Vorschrift mit 186 ml (1.22 mol) DEM und 154 g (1.22 mol) Benzylchlorid umgesetzt.
Die Ausbeute betrug 41.61 g (166 mmol) BhDEM (14 %, 90-95 °C / 2 Torr).
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Zur Darstellung vom Tricarbonsaureester (D,L-TCE) wurden zu 100 ml absolutem
Ethanol 4.5 g (195 mmol) Natrium gegeben. Nachdem sich das Metall vollstandig gelost
hatte, wurde die Losung auf RT abgekihlt und Uber einen Tropftrichter 48.8 ¢
(195 mmol) BnDEM zugetropft. AnschlieRend wurden unter Eiskihlung 32.7 ¢
(195 mmol) Bromessigsaureethylester zugetropft, dabei fiel ein weiler Niederschlag
von Natriumbromid aus. Nach der Zugabe wurde die Lésung Uber Nacht auf 100 °C
erhitzt. Mittels DC (FlieBmittel: Methylenchlorid) konnte anschlieRend immer noch Edukt
nachgewiesen werden. Deshalb wurden nochmals unter Eiskihlung 7 g (42 mmol)
Bromessigsaureethylester zugegeben und weitere 6 Stunden bei 100 °C erhitzt. Eine
weitere Untersuchung der Reaktionsmischung mittels DC zeigte, daf3 immer noch Edukt
vorhanden war, daraufhin wurde die Reaktionsmischung im Rotationsverdampfer ein-
geengt und der dickflissige Rickstand mit der dreifachen Menge Diethylether versetzt.
Diese Etherlosung wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend im
Rotationsverdampfer eingeengt.

Zur Umsetzung des TCE zum Trikaliumsalz wurde Kaliumethanolat statt Kaliumhydroxid
eingesetzt. Da bei dieser Reaktion nicht der Ester gespalten wurde, sondern eine
Decarboxylierung des TCE zu Benzylbernsteinsaurediethylester eintrat, wurde die
Reaktionslosung eingeengt und der 6lige Rickstand im Vakuum Uber eine Vigreux-
Kolonne destilliert. Es wurden 15.6 g (75 mmol) Benzylbernsteinsdurediethylester
erhalten (114 — 127 °C bei 0.08 — 0.1 Torr, Literatur: 169 — 171 °C bei 5 Torr (Cohen,
Milovanovic, 1968)). Die Ausbeute betrug 38 % bezogen auf das eingesetzte BhDEM.

Die Verseifung des Benzylbernsteinsaurediethylesters wurde nach einer Vorschrift von
Cohen und Milovanovic (1968) durchgefuhrt. Dazu wurden 10.8 g (41 mmol) des
Diesters in 115 ml Ethanol geldst. Zu der Lésung wurden 115 ml 1 M Natronlauge
gegeben und die Mischung 18 Stunden bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde die
Reaktionsmischung mit der 5-fachen Menge Diethylether extrahiert. Die wal3rige Phase
wurden mit 2 M Salzsaure auf pH 0 angesauert, dabei triibte sich die Lésung. Danach
wurde dreimal mit 100 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden
Uiber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen das Ethers im Rotationsverdampfer
wurden 10.7 g (40.6 mmol) D,L-Benzylbernsteinsdure (D,L-BnBS) erhalten. Die Aus-
beute betrug 99 % (Literatur 85 %). Der Schmelzpunkt der weil3en Kristalle betrug
154 °C (Literatur: 161 °C), wobei diese Bestimmung sehr schwierig war, da die Saure
beim Erhitzen Wasser abspaltete und das entstandene Anhydrid einen geringeren
Schmelzpunkt besitzt.

Benzylbernsteinsaureanhydrid (BnBA) wurde nach einer Literaturvorschrift aus Organic
Synthesis (Fieser, Martin, 1943) hergestellt. Dazu wurde zu 2 g (9.6 mmol) BnBS 2.2 ml
Acetylchlorid (2.4 g, 31 mmol) gegeben. Die Mischung wurde 90 Minuten unter Rickflul
und Ruhren im kochenden Wasserbad erhitzt, dabei |0ste sich nach etwa 10 Minuten
die Saure vollstandig auf. Die Lésung wurde auf RT abgekuhlt und unter Schiitteln und
Kihlen die etwa 10-fache Menge Wasser zugegeben. Die dabei ausfallenden Kristalle
wurden abgenutscht und unter RickfluR in Diethylether geldst. Innerhalb von drei



Material und Methoden

51

Tagen fielen aus dieser Losung bei —20 °C farblose Kristalle aus. Diese wurden
abgenutscht und an der Luft getrocknet. Es wurde 544 mg (2.8 mmol) D,L-BnBS
erhalten, der Schmelzpunkt betrug 94 °C (Literatur: 118 °C), die Ausbeute 28 %
(Literatur: 93 %). Die Charakterisierungen von D,L-BnBA und D,L-BnBS sind in

Abschnitt 3.8.4 (S. 51) zusammengefalit.

3.8.4 Zusammenfassung der Synthesedaten

Tabelle 3.8-3: Charakterisierung der synthetisierten Substanzen

Ausbeute Loslich- FP
Substanz (Abk.) | Formel MF'Z‘nisuse [9%] ferr‘ggfun keit pH3 /| [°C] | siehe
9 (Lit. 9 |g.5[mm] | (Lit)
L-Carbamoyl-N-

Carbamoy . 8 3.8.1.1
methylphenylalanin | C11H1aN203 222.2 ) EA n.b. O |53
L-CMePhe '
L-5-Benzyl-1-N- so42 . | PR chirale 126 | 404,y
methylhydantoin | C11H12N20, &) (Methode 3.6.3, | ™0 (igg) S. 36
L-1MeBnH S. 30)
5-Benzyl-1,3-oxa-
zolidin-2,4-dion | C1oHsNOs 1012 2 |eamee  |nb O s
D,L-BOD '
5-Phenyl-1,3-oxa- 1772 80 106 | 3.8.13
zolidin-2,4-dion | CoH/NOs ' O |EAHFP  Inb. (108) | S.41
D,L-POD '
Benzylsuccinimid 35 'H,Bc, HPLC, 9 | 38.14
D.L-BnSl C11H11NO; 189.2 0 FP. EA >9 (94) S a2
5-Benzyl-1,3-thia- 3 2376 | 3815

PH H 1,413 - $0. L.
éo:ldg-i,g—dlon Ci10HoNO,S 207.3 57) H,°C n.b. 103) | 's.43

,L-Bn
5-Benzyl-3-N- 1,, 13 139
methyl-hydantoin | C11H1:N20, 204.2 4(1_? F'_F'; G HPLC T, (125- 3;,;'42,41
D,L-3MeBnH 141)
5-Benzyltetram- 10 zluhl*d)gigﬂosi o | 3822
SDaEr(I; ‘s Cu1HuNO, 189.2 0 gimol, HPLC, |3 (126- | S.45

,L-Bn FP 140)
5-Benzyl-2-thio- 1, 13 hydrolysiert 178-
hydantoin CioH10N,0S 206.3 (2;) oG HPLG im pufer &?g_ 3831
BnTH bei pH 8.5 180)
Benzylbernstein- o8 hydrolysiert | 94 | oo,
saureanhydrid C11H1003 190.2 93) 3¢, FP, EA im Puffer e T

#
Benzylbernstein- 4 'H, Bc, HPLC, 15471 3832
saure D,L-BnBS C11H1204 208.2 (47) Ep n.b. (11}65;)- S. 49

* Die Literaturwerte einiger Synthesen sind nicht verfiigbar, da die Literaturvorschrift flir
die Synthese &hnlicher Verbindungen verwendet wurden.
** die Literaturwerte sind vermutlich fehlerhaft (siehe Tabelle 3.8-1, S. 41)
“Der Schmelzpunkt war nicht genau bestimmbar, da sich durch Wasserabspaltung das

Anhydrid bildete.
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Tabelle 3.8-4: Elementaranalysen der synthetisierten Substanzen, in Klammern sind
berechnete Werte angegeben [%]

C H ° N >
L-CMePhe (23:22) (2222) (21T60) (12:23)
62.94 4.73 - 7.33
D,L-BOD (62.82) (4.74) (25.21) (7.23)
60.04 3.90 - 7.87
D,L-POD (61.02) (3.98) (27.09) (7.91)
D,L-BnSI (gg:ég) (2:2(15) (1(5?91) (;:23)
D,L-BnTD (23:32) (j,:g;) (15j44) (2?2) (15?47)
D,L-3MeBnH (gjzg;‘) (2:22) (15?64) (12:;2)
D,L-BnTS (22;2) (::gé) (16?91) (;:Zg)
BnTH 58.14 491 - 13.49 15.38
(58.23) (4.89) (7.76) (13.58) 1554)
voes | 2% T
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Tabelle 3.8-5: NMR-Daten

Substanz, Lésungsmittel

Charakterisierung *C-NMR

Charakterisierung "H-NMR

D,L-BOD, CDCl;

3=172.5 (CO), 153.9 (CO); 132.9,
129.7, 128.8, 127.8 (Ph); 81.3 (CH);
36.5 (CHy)

3=8.17 (s, 1H, NH); 7.36-7.21 (m, 5H,
Ph); 5.08 (dd, 1H, CH, J=5.8, 4.4 Hz);
3.33 (dd, 1H, CHy, J= 14.8, 4.3 Hz);
3.16 (dd, 1H, CH,, J=14.8, 5.7 Hz)

D,L-POD, CDCl;

n.b.

3=8.86 (s, 1H, NH); 7.43 (m, 5H, Ph),
5.8 (s, 1H, CH)

D,L-BnSI,* CDCl,

3=177.0 (CO), 180.0 (CO); 127.1,
128.9, 129.0, 137.1 (Ph); 42.7 (CH):
36.2 (Bn-CHy); 34.4 (CHy)

3=7.22-7.30 (m, 5H, Ph); 3.21 (1H,
CH); 3.14; 2.88 (2H, Bn-CHy); 2.67;
2.41 (2H, CHy);

D,L-BnTD, CDCl;

3=174.5, 170.74 (2 CO): 135.8, 129.2,
128.9, 127.7 (Ph); 53.5 (CH); 38.6
(CHy)

8=7.17-7.38 (m, 5H, Ph); 4.54 (dd, 1H,
CH, J=9.9, 3.9 Hz); 3.56 (dd, 1H, CH,
J=14.1, 3.9 Hz); 3.13 (dd 1H CH,,
J=14.0, 9.9 Hz)

D,L-3MeBnH, DMSO-ds

3=180.0, 157.1 (2 CO); 135.9, 129.9,
128.4, 127.1 (Ph); 57.7 (CH);
36.9 (CHy); 24.2 (CHs)

5=8.17 (s, 1H, NH); 7.14-7.28 (m, 5H,
Ph); 4.35 (dt, 1H, CH, J=5.2, 1.2 Hz);
2.94 (M, 2H, CHy); 2.64 (s, 3H, CHa)

D,L-BnTS, CDCl;

3=206.5, 170.6 (2 CO); 135.2, 129.4,
129.0, 127.5 (Ph); 65.2 (C-3); 40.8 (C-
5), 38.3 (Bn-CHy)

6=7.14-7.36 (m, 5H, Ph); 6.59 (s, 1H,
NH); 4.25 (dd, 2H, CH; (C-3)), J=8.2,
2.4 Hz), diese Signale fehlten bei
Messung in TFA; 3.17 (dd 1H, CH,
J=13.9, 4.0); 2.67-2.99 (m, 2H, Bn-
CHy)

BnTH, DMSO-ds

5=182.6 (CO), 176.0 ( CO); 135.4,
130.0, 128.5, 127.2 (Ph); 61.7 (CH);
36.0 (CHy)

3=11.41 (s, 1H, NH); 10.03 (s, 1H,
NH); 7.14-7.29 (m, 5H, Ph); 4.54 (dt,
1H, CH J=4.9, 0.9 Hz); 2.97 (d, 2H,
CHy, J=5 Hz)

D,L-BnBA,* CD;0D

3=173.2 (CO), 169.6 (CO); 135.8,
129.2, 128.9, 127.6 (Ph); 36.00 (Bn-
CH,); 42.1 (CH); 32.9 (CH2)

3=7.22-7.30 (m, 5H, Ph); 3.45 (1H,
CH); 3.24; 3.02 (2H, Bn-CHy); 2.95;
2.72 (2H, CHy)

D,L-BnBS,* CDCl;

3=178.0 (1-C0O), 175.6 (2-CO); 139.9,
130.1, 129.5, 127.6 (Ph); 44.4 (CH)
38.6 (Bn-CHy); 35.9 (CHy)

3= 7.22-7.30 (m, 5H, Ph); 3.04 (1H
CH); 3.02; 2.81 (2H, Bn-CHy); 2.56;
2.36 (2H, CHy)

* flir Kopplungskonstanten siehe (Fischer et al., in prep.)
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3.9 Synthesen von Vergleichssubstanzen

Um auch bei sehr geringen Umsatzraten spater Produkte zuordnen zu kénnen, wurden
Standards mdglicher Reaktionsprodukte synthetisiert und ebenso wie die Reaktions-
ansatze per HPLC vermessen. Die ldentifizierung der jeweiligen Reaktionsprodukte
erfolgte durch Zuordnung der Peaks. Zur Synthese der analytischen Standards wurden
dabei teilweise sehr kleine Reaktionsansatze gemacht. Die Charakterisierung der ein-
zelnen Verbindungen wird jeweils im Anschlu3 an die Synthese genau beschrieben.

3.9.1 Synthese von D-N-Carbamoyltrimethylsilylalanin
(D-CTMSAIla) und D-(Trimethylsilylmethyl)-hydantoin
(D-TMSMH)

D-N-Carbamoyltrimethylsilylalanin (CTMSAla) wurde aus enantiomerenreinem D-Tri-
methylsilylalanin hergestellt, welches zuvor mittels Biotransformation aus D,L-
(Trimethylsilylmethyl)-hydantoin (D,L-TMSMH) synthetisiert worden war (Waniek, 1996).
Dazu wurde eine Spatelspitze D-Trimethylsilylalanin und eine Spatelspitze Kaliumcyanat
in ein Eppendorfgefal? in 100 pul Wasser geldst und 30 Minuten auf 80 °C erhitzt. Von
dieser Losung wurden 10 pl entnommen, mit 990 ul HPLC-FlieBmittel verdinnt und
mittels chiraler HPLC gemessen. Mit diesem Standard gelang eine Zuordnung der
Enantiomere von D,L-CTMSAIla (siehe

Tabelle 3.6-2, S. 28 und Abbildung 4.4-14, S. 96). Eine weitere Aufarbeitung und
Charakterisierung wurde nicht durchgefuihrt.

Zur Synthese von D-TMSMH wurde zu der oben erhaltenen Reaktionslésung ein
Tropfen konzentrierte Salzsédure gegeben und eine Stunde auf 80 °C erhitzt. Die
Reaktionslosung wurde nach dem Abkihlen auf RT mit NaOH auf pH 3 eingestellt. Der
Losung wurden 10 pl entnommen, mit 990 ul Laufmittel verdinnt und mittels Chiral-
HPLC gemessen. Mit diesem Standard gelang eine Zuordnung der Enantiomere von
D,L-TMSMH (siehe

Tabelle 3.6-2, S. 28). Eine weitere Aufarbeitung und Charakterisierung wurde nicht
durchgeflnhrt.

3.9.2 Vergleichssubstanzen fiir die Umsetzung von D,L-5-Ben-
zyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion

Zur ldentifizierung des mittels HPLC gefundenen Reaktionsproduktes aus der enzyma-
tischen Umsetzung von 5-Benzyl-1,3-oxazolidin-2,4-dion (BOD), wurden die moéglichen
Reaktionsprodukte synthetisiert (siehe Abbildung 4.4-20, S. 102).



Material und Methoden 55

3.9.2.1 L-und D,L-Phenylmilchsaureamid (PhMA)

Q o
1. AcOClI
on 2 NT—I N,
OH T OH
L-PhM L-PhMA

Abbildung 3.9-1: Reaktionsschema der Synthese von L-Phenylmilchsdureamid

Die Synthese von Phenylmilchsdureamid (PhMA) wurde analog einer Literaturvorschrift
durchgefuhrt (Meyers, Slade, 1980). Dazu wurden 166 mg (1 mmol) D,L- bzw. L-
Phenylmilchsaure (PhM) in 4.4 ml Methanol geldst. Unter Eiskiihlung wurden 72 mg
(0.9 mmol) Acetylchlorid zugetropft und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt.
AnschlieBend wurde die Mischung mit 750 pl Methanol verdinnt und 1.8 ml (30 mmol)
25%ige waldrige Ammoniaklésung zugegeben. Die Mischung wurde tber Nacht bei 5 °C
im Kuhlschrank stehen gelassen. Danach wurde die Reaktionsmischung im Rotations-
verdampfer bis zur Trockne eingeengt. Mittels RP-18-HPLC konnte ein einheitliches
Produkt nachgewiesen werden. Die Untersuchung einer Mischung des synthetisierten
PhMA mit einer Probe der Enzymreaktion zeigte mittels RP-18-HPLC keine Uberein-
stimmung der Retentionszeiten beider Peaks (Produkt der Enzymreaktion: R, = 23.1
min, PhMA: R;= 11.0 min, Trennbedingungen siehe 3.6.1.2, S. 27). Daher wurden die
Reaktionsansatze weder weiter aufgereinigt noch ndher charakterisiert.

3.9.2.2 Carbamoylphenylmilchsaure (CPhM)

O 0 (0]
Il
ClI—S—NCO
OH 1 OH
OH ” O\H/NHZ
L-PhM L-cehm ©

Abbildung 3.9-2: Reaktionsschema der Synthese von L-Carbamoylphenylmilchsdure

Carbamoylphenylmilchsdure (CPhM) wurde analog zweier Literaturvorschriften synthe-
tisiert (Battistini et al., 1986; Hofmann et al., 1971). Dazu wurde in zwei 5 ml
Rundkolben zu je 82 mg (0.5 mmol) L- bzw. D,L-Phenylmilchsaure (L- bzw. D,L-PhM) in
1 ml absolutes Toluol gegeben. Zu den Suspensionen wurde unter Rihren und Eiskih-
lung tropfenweise eine LOosung von jeweils 45 pl Chlorsulfonylisocyanat in 300 pl
absolutem Toluol gegeben und (ber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Die
Reaktionsmischung des D,L-PhM war nach einigen Stunden zu einer festen Masse
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erstarrt, wahrend die Umsetzung des L-PhM noch flissig war und eine leicht gelbe Far-
bung zeigte. Entsprechend der Vorschrift wurden deshalb zu der kristallinen
Reaktionsmischung des D,L-PhM einige Tropfen Dioxan gegeben, worauf der kristalline
Niederschlag verschwand und eine farblose Losung entstand. Anschliel3end wurde das
Uberschissige Isocyanat beider Ansatze durch Zugabe von jeweils 1 ml Wasser bei
Eiskiihlung eine Stunde unter heftigem RuUhren hydrolysiert. Danach wurde die
Reaktionsmischung zweimal mit 3 ml Diethylether extrahiert, die Etherphase mit
Wasser gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Ethers
im Rotationsverdampfer, wurden die Produkte kristallin erhalten. Aus der D,L-Um-
setzung wurden 25.5 mg (0.112 mmol) D,L-CPhM erhalten, die Ausbeute betrug 22 %.
Eine Untersuchung mittels HPLC mit RP-18-Trennsaule (siehe 3.6.1.2, S. 27) zeigte
eine Ubereinstimmung der Retentionszeit (23.1 Minuten) mit dem Produkt der enzyma-
tischen Umsetzung von D,L-BOD mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
(4.4.7.1, S. 101). Die Charakterisierung von D,L-CPhM erfolgte mittels ‘H- und **C-
NMR-Spektren. Von L-CPhM wurde kein Ausbeute bestimmt. Mit dieser Substanz
wurde mittels chiraler HPLC die Zuordnung der Peaks von D,L-CPhM durchgeflhrt.

Tabelle 3.9-1: NMR-spektroskopische Charakterisierung von D,L-CPhM (CDCl;

Charakterisierung “*C-NMR Charakterisierung "H-NMR
5=177.42 (CO), 159.0 (CO); 138.84, 132.43, 131.53, 8=7.37-7.27 (m, 5H, Ph); 5.10 (dd, 1H, CH, J=7.2, 5.0 Hz);
130.14 (Ph); 76.59 (CH); 39.59 (CHy) 3.09-3.22 (m, 2H, CHy)

3.9.3 Standards fur die Umsetzung von Benzylsuccinimid

Die im folgenden genannten Synthesen wurden in enger Zusammenarbeit mit Oliver
Vielhauer vom Institut fur Bioverfahrenstechnik durchgefihrt (Waniek et al., in prep.).

Wie unter 4.4.8.2 (S. 106) beschrieben, konnte gezeigt werden, daf’ bei der Umsetzung
von D,L-Benzylsuccinimid (D,L-BnSI) hauptsachlich ein Enantiomer eines Benzylbern-
steinsaurehalbmids gebildet wurde. Da es sich bei den 4 méglichen Verbindungen (2
Enantiomere von 2 Halbamiden) um Konstitutions- bzw. Konfigurationsisomere handelt,
erforderte die Identifizierung des Reaktionsproduktes besondere Untersuchungen.

(0]
NH, OH
OH NH,
(@)
2-Bn-Bernsteinsaurehalbamid 3-Bn-Bernsteinsaurehalbamid
2BnBHA 3BnBHA

Abbildung 3.9-3: Strukturformeln der beiden méglichen Benzylbernsteinsdurehalbamide

Das 3-Benzylbernsteinsaurehalbamid (3BnBHA) unterschied sich in seinem chemi-
schen Verhalten von dem 2-Benzylbernsteinsdurehalbamid (2BnBHA) nur geringfugig.
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Wie unter 3.9.3.1 (S.58) und 4.4.8.2 (S. 106) beschrieben, hydrolysierte im HPLC-
FlieRBmittel eines der beiden Halbamide schneller. Da liber diese Substanzklasse bisher
nur wenig publiziert wurde, konnten die Konstitutionsisomere Uber diese Eigenschaft
nicht identifiziert werden. Eine weitere Untersuchung zeigte, dal’ bei der Aminolyse von
Benzylbersteinsdureanhydrid (BnBA) in Ammoniumcarbonatpuffer bevorzugt ein Halb-
amid gebildet wurde (4.4.8.2, S106). Auch diese Eigenschaft konnte nicht zur
Identifizierung des entstanden Halbamids genutzt werden, da fir das einzige literatur-
bekannte Beispiel, der Aminolyse von Phenylbernsteinsaureanhydrid, widersprichliche
Zuordnungen getroffen wurden (Anschitz et al., 1907; Anschitz und Walter, 1908).
Viele der klassisch eingesetzten Analysemethoden, wie z. B. Elementaranalyse und
Molmassenbestimmung eigneten sich nicht zur Aufklarung dieses analytischen
Problems, da sich das 2BnBHA vom 3BnBHA nicht unterscheidet. Mittels NMR-
spektrometrischer Methoden gelang es in Zusammenarbeit mit PD Dr. Fischer aus dem
Institut fir Organische Chemie der Universitat Stuttgart, die Konstitution des enzyma-
tisch gebildeten Halbamids nachzuweisen. Dazu wurde eine aquimolare
Halbamidmischung durch Aminolyse von BnBA und eine angereicherte Halbamid-
mischung durch alkalische Hydrolyse von BnSI hergestellt (3.9.3.1 S. 58). Durch
Vergleiche der *C-NMR-Spektren der Halbamidmischungen mit den Spektren von
BnBS und Benzylbernsteinsaurediamid konnten das angereicherte Halbamid als
2BnBHA identifiziert werden (Fischer et al. in prep.). Durch einen Vergleich der HPLC-
Chromatogramme dieser angereicherten Halbamidmischung mit einer Probe der
enzymatischen Umsetzung von BnSI konnte das enzymatisch gebildete Produkt als
3BnBHA identifiziert werden (siehe 4.4.8.2, S. 106).

Mittels chiraler HPLC gelang es unter den 3.6.1.2 S. 27 beschriebenen Bedingungen,
die Enantiomere der beiden Halbamide zu trennen. Um die Enantioselektivitat der
enzymatischen Umsetzungen untersuchen zu kénnen, muf3ten chiral angereicherte
Halbamide zur Verfiigung stehen. Dies gelang durch eine Diastereomerentrennung der
D,L-BnBS nach einer Literaturvorschrift (Fredga, 1948), anschlieBender Synthese des
Anhydrids (Groutas et al., 1989) und der Aminolyse zu den Halbamiden (Waniek et al.,
in prep.). Ein mittels chiraler HPLC durchgefihrter Vergleich des enzymatisch gebilde-
ten Halbamidenantiomers mit der chiral angereicherten Halbamidmischung erméglichte
eine Bestimmung der Enantioselektivitdit der enzymatischen Umsetzungen (siehe
4.4.8.3, S. 107).
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3.9.3.1 Synthese der als Standard benttigten Halbamide
a) aus Benzylbernsteinsaureanhydrid

0O 0O
0 OH NH
NH, + 2
') NH, OH
@) ) O
D,L-BnBA D,L-3BnBHA D,L-2BnBHA

Abbildung 3.9-4: Aminolyse von Benzylbernsteinsdureanhydrid

Analog verschiedener Literaturvorschriften wurde untersucht, ob sich die Halbamide
durch Aminolyse von BnBA herstellen lassen (Ghate und Bhide, 1957; Anschiitz und
Walter, 1908; Anschitz et al., 1907). Beim LOsen weniger Kristalle von BnBA (Syn-
these nach 3.8.3.2, S. 49) in 0.1 M Ammoniumcarbonatpuffer, konnten mittels HPLC
zwei Peaks detektiert werden (Rf = 16.44, 17.93) (siehe 4.4.8.2, S. 106). Dabei war der
Peak bei 16.44 Minuten geringfligig angereichert, das Peakverhaltnis betrug 57 % zu
43 %. Da sich neben der Halbamidmischung auch BnBS bildete, wurden zur Stabilitéats-
untersuchung der beiden Halbamide im Laufmittel beide Peaks mittels HPLC getrennt.
Dazu wurden nach dem HPLC-Detektor bei der Detektion eines Halbamids 100 pl-Frak-
tionen entnommen. Diese nach 5 Tagen nochmals eingespritzten Fraktionen zeigten,
daR das Halbamid mit der kiirzeren Retentionszeit etwa dreimal schneller hydrolysierte.
Spater (4.4.8.2, S. 106) stellte sich heraus, dal3 es sich hierbei um das 2BnBHA
handelte.

Mit oben genannter Methode gelang es nicht, praparative Mengen der Halbamide her-
zustellen, da bei groReren Anséatzen hauptsachlich freie Saure gebildet wurde. Das
gleiche Phanomen wurde beobachtet, wenn statt Ammoniumcarbonatpuffer 25%iger
walriger Ammoniak eingesetzt. Deshalb wurde eine Synthese im nichtwéRrigen
Losungsmittel durchgeflihrt. Nach einer Literaturvorschrift (Naps, Johns, 1940) wurden
60 mg (0.35 mmol) BnBA (Synthese nach 3.8.3.2, S. 49) in einen 5 ml Rundkolben
gegeben und in 2 ml absolutem Diethylether geldst. Durch eine Glaskapillare wurde bei
RT trockenes Ammoniakgas in die Losung geleitet, dabei fiel ein gummiartiger Nieder-
schlag aus. Mittels RP-18-HPLC konnte eine aquimolaren Mischung von Halbamiden
nachgewiesen werden. Durch eine Variation der Konzentration von Anhydrid und des
Ammoniaks bzw. eine Erniedrigung der Reaktionstemperatur, wurde untersucht, ob sich
das Mengenverhaltnis der gebildeten Halbamide beeinflussen laft. Dazu wurde eine
Spatelspitze BnBA in absoluten Diethylether geltst. Zu der Lésung wurde bei 0 °C eine
Spatelspitze  Ammoniumcarbamat gegeben. Durch eine lber Stunden auftretende
Trubung konnte die Bildung der Halbamide beobachtet werden. Eine mittels HPLC
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gemessene Probe der Reaktionslésung zeigte aber, dal3 auch unter diesen Reaktions-
bedingungen eine aquimolare Mischung der Halbamide gebildet wurde.

b) aus Benzylsuccinimid

0
0
NaOH oH NH,
NH g NH, OH
o) 0 o)
D,L-BnSI D,L-3BnBHA D,L-2BnBHA

Abbildung 3.9-5: Alkalische Hydrolyse von Benzylsuccinimid

Die Halbamide wurden durch eine Hydrolyse von BnSl (Synthese nach 3.8.1.4, S. 42)
analog einer Literaturvorschrift durchgefiihrt (Moreno-Manas et al., 1993) und von O.
Vielhauer zur Verfugung gestellt. Bei dieser Synthese wurde das Halbamid, das spater
(4.4.8.2, S. 106) als 2BnBHA identifiziert wurde, im Unterschul3 (2BnBHA : 3BnBHA
45 : 65) gebildet.

3.9.3.2 Angereicherte Enantiomere der Halbamide

Chiral angereicherte Benzylbernsteinsdure (BnBS) wurde nach einer Vorschrift mittels
Diastereomerentrennung als (+)-Phenylethylaminsalz gewonnen (Fredga, 1948). Die
absolute Konfiguration der chiral angereicherten BnBS wurde durch einen Vorzeichen-
vergleich des gemessenen Drehwerts mit Literaturdaten erhalten (Cohen, Milovanovic,
1968). Die Anreicherung wurde mittels chiraler HPLC gemessen und ergab ein Verhalt-
nis von 25 : 75 (S(-) : R(+)), wobei S dem D- und R dem L-Enantiomer entspricht.
Daraus wurden die chiral angereicherten Halbamidmischungen nach dem unter 3.9.3
(S. 56) beschrieben Methode synthetisiert und von O. Vielhauer zur Verfligung gestellt
(Waniek et al., in prep.). Die Bestimmung der Enantioselektivitat enzymatischer Um-
setzungen von BnSI erfolgte durch Vergleiche von Retentionszeiten der gebildeten
Halbamide mit den synthetisierten chiral angereicherten Halbamiden.
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3.9.3.3 D,L-Benzylbernsteinsaurediamid (D,L-BnBDA)

0
o
NH, NH,
NH “Hoo NH,
O O
BnSl BnBDA

Abbildung 3.9-6: Synthese von Benzylbernsteinsédurediamid aus Benzylsuccinimid

Analog einer Literaturvorschrift (Menschutkin, 1872) wurde zu 2 ml mit Ammoniak
gesattigtem absoluten Ethanol 200 mg (1.1 mmol) Benzylsuccinimid (Synthese nach
3.8.1.4, S. 42) gegeben und in ein Reagenzglas eingeschmolzen. Das Glas wurde 5
Stunden bei 100 °C erhitzt und am néachsten Tag Ethanol an der Hochvakuumanlage
abgezogen. Eine Untersuchung mittels HPLC zeigte, dal’ nur etwa 10 % des Imids zum
Diamid umgesetzt wurden.

In einem neuen Versuch wurden analog einer Literaturvorschrift (Sondheimer, Holley,
1954) 100 mg Benzylsuccinimid in 10 ml einer gesattigten waldrigen Ammoniakldsung
gelost. Die Losung wurde bei Raumtemperatur Gber Nacht geriihrt und war am néch-
sten Tag entgegen der Vorschrift immer noch klar. Am dritten Tag trat eine Tribung
auf. Die Lésung wurde Uber einen 0.45 pum-Membranfilter abgesaugt und ergab etwa
1 mg Feststoff, der mit konzentriertem Ammoniak gewaschen wurde. Ein HPLC-Chro-
matogramm des Feststoffs zeigte viele Peaks. Erst einen Monat spéater waren aus der
Reaktionslosung bei 4 °C 85 mg (0.43 mmol) farblose Kristalle ausgefallen, die zu etwa
95 % das Diamid enthielten, das entspricht einer Ausbeute von 39 % .
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3.10 Biotransformationen

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Untersuchung von Umsetzungen mit der Hydan-
toinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 (siehe auch 4.1 S. 72). Zur Umsetzung
des Standardsubstrats L-BnH wurde in den meisten Fallen die Enzymlésung (3.5,
S. 24) auf 1/100 mit 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 verdinnt und zu 1 ml Substratlésung
100 pl (0.074 U) gegeben. Fir andere Substrate wurde die Enzymmenge so berechnet,
dal? mit bekannter Anfangsaktivitdt das Substrat in 30 Minuten vollstandig umgesetzt
wurde, um eine etwaige Racemisierung des Substrats zu minimieren. Aus parallel lau-
fenden Arbeiten im Arbeitskreis war bekannt, daf} die Aktivitdt dieses Enzyms durch
wiederholte Auftauzyklen abnimmt. Deshalb wurde der gesamte Enzymvorrat nach ein-
maligem Auftauen in 100 pl-Portionen aliquotiert.

Im Vergleich zu diesen Umsetzungen wurden Untersuchungen mit 2 kommerziell erhalt-
lichen Hydantoinasen und einer weiteren am Institut isolierten Hydantoinase
durchgefuhrt (siehe auch 3.5 S. 24). Bei Untersuchungen mit der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 wurden Ublicherweise neben der Enantiospezifitat
auch die spezifischen Aktivitaten fur die Umsetzungen ermittelt. Dagegen wurden bei
den drei anderen Enzymen nur die Enantioselektivitdt der Umsetzungen bestimmt.

3.10.1 Bestimmung der Aktivitat

3.10.1.1 Mittels HPLC

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat mittels HPLC wurden der Reaktions-
mischung Ublicherweise Proben von 100 pl enthommen und in HPLC-Vials zu 20 pl
konzentrierter TFA gegeben, dabei fiel das Enzym nicht aus. Anschliel3end wurde auf
1000 pl mit FlieBmittel aufgefillt und alle Proben innerhalb von 12 Stunden gemessen,
siehe hierzu 4.2.1 (S. 74) und 8.4.2 (S. 165).

3.10.1.2 Mittels Polarimetrie

Voraussetzung flir den Einsatz der Polarimetrie zur kontinuierlichen Aktivitdtsmessung
ist die Kenntnis der spezifischen molaren Drehwerte von Substrat und Produkt.
AuRerdem mul3 sichergestellt sein, dal weder Nebenreaktionen ablaufen noch eine
Reaktion ohne Enzym stattfindet. Zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit der
enzymatischen Umsetzung von L-BnH wurde eine Mal3ldsung des enantiomerenreinen
Hydantoins nach der unter 3.4.2 beschriebenen Methode hergestellt. In einem Eppen-
dorfgefall wurde zu 1000 pl 2.7 mM L-BnH 100 pul einer 1/100 verdinnten Enzymilésung
(0.115 U) gegeben. Gleichzeitig wurde die Ubertragung der PolarimetermeRwerte an
einen Uber RS-232 Schnittstelle verbundenen PC gestartet. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung kurz gemischt und mit einer Eppendorfpipette in die thermostatisierte
Polarimeterkiivette (100 mm, 1 ml, Quarzglas) gegeben. Nach einer Kontrolle, ob der
Strahlengang frei von Gasblasen war, wurde die Kivette im Polarimeter befestigt und
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bei einer Wellenldange von 296 nm und Ublicherweise bei 37 °C gemessen. Mit dieser
Methode konnte die Reaktion mit einer Verzégerung von etwa einer Minute nach der
Enzymzugabe kontinuierlich verfolgt werden. Die Umrechnung der gemessenen Dreh-
werte der Reaktionslésung in Konzentrationen von Substrat und Produkt (L-CPhe)
erfolgte nach folgender Formel (Herleitung im Anhang 8.4.2, S. 165):

0
O ops— <O gy > C
obs L-BnH ™ ™ges Gleichung 3-3

CL—cphe =
<A _cphe” ~ <0 gy >

CLcphe Konzentration von L-CPhe [mM]

Olobs gemessener Drehwert [°]

<o> spezifische molare Drehwerte [°/mM]
cogIeS Anfangskonzentration

Um Reaktionsgeschwindigkeiten zu erhalten, wurde der lineare Bereich der Konzentra-
tions-Zeit-Verlaufe tber ca. 60 Sekunden nach dem Aquilibieren der Reaktionslésungen
gewahlt und die Steigung mittels linearer Regression bestimmt. Die Reaktionsge-
schwindigkeiten auch unmittelbar aus dem gemessenen zeitlichen Verlauf der
Drehwerte berechnet werden. Dazu wurde der lineare Bereich der Drehwert-Zeit-
Verlaufe Uber 60 Sekunden nach der Aquilibrierung der Reaktionslosung gewahlt. Die
Steigungen wurde mittels linearer Regression bestimmt und die Reaktionsgeschwindig-
keiten mit folgender Beziehung berechnet.

dc, _ 1 da

L-CPhe — obs Gleichung 3-4
dt <O _cppe >~ <U_pgy > dt

M zeitliche Konzentrationséanderung von L-CPhe

dt
% zeitliche Drehwertanderung [°/s]
dt
<O>L-BnH,
<0>p.gnH spezifische molare Drehwerte [°/mM]

Inhibitionsuntersuchungen wurden nach derselben Methode durchgefiihrt. Beim Einsatz
von enantiomerenreinen Inhibitoren, wie z. B. L-1MeBnH, wurde der konstante Beitrag
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zum Drehwert von den gemessenen Daten abgezogen. Die Bestimmung der Inhibi-
tionskonstanten wurde nach der unter 3.10.3 (S.69) beschriebenen Methode
durchgeflnhrt.

3.10.2 Bestimmung der Enantioselektivitat

3.10.2.1 Mittels chiraler HPLC

Um den EinfluR der Racemisierung der Hydantoine mdglichst gering zu halten, wurde
die Reaktionszeit immer so kurz gewabhlt, daf} weniger als 5 % des enantiomerenreinen
Hydantoins innerhalb dieser Zeit racemisiert ware. Dazu wurde aus der Halbwertszeit
der Racemisierung (siehe 4.3, S. 79) die maximale Reaktionszeit errechnet. (Siehe
Anhang 8.4.4, S. 167).

Zum Starten der Reaktion wurde in einem Eppendorfgefal3 100 ul verdinnte Enzymlo-
sung (3.5, S. 24) zu 1000 pl Substratlosung gegeben. Der Reaktion wurden alle zwei
Minuten 50-ul-Proben entnommen, die sofort mit 2 ul TFA in HPLC-Probenglaser
gemischt wurden. Nach dem Verdinnen mit 948 ul FlieBmittel wurden die Proben
mittels chiraler HPLC gemessen, wobei die Probenreihenfolge variiert wurde, um den
systematischen Fehler zu minimieren (siehe auch 3.6.1, S. 26).

3.10.2.2 Online-Messungen mit Polarimeter und Photometer

[ . [T |
Photometer Polarimeter

Abbildung 3.10-1: Reihenschaltung von Photometer und Polarimeter im Bypal3betrieb.
Das Reaktionsgeféal3 und die Kivetten wurden thermostatisiert.

Mit dem in Abbildung 3.10-1 gezeigten Versuchsaufbau konnten gleichzeitig alle 4
Enantiomerenkonzentrationen kontinuierlich Uber die Reaktionszeit ermittelt werden.
Die Umsetzung einer racemischen Hydantoinlésung wurde in einem thermostatisierten
40-ml-Reaktor durchgefihrt. Zur kontinuierlichen Messung der Extinktion und des
Drehwerts wurde ein Teil der Reaktionslésung mit 60 ml/min durch einen geschlossen
Bypass gepumpt (Modell 101 U/R, Watson Marlow, Falmouth, GB). Die Extinktion
wurde mit einem Photometer (Model LKB Ultrospec lll, Pharmacia, Freiburg, Deutsch-
land) mit einer thermostatisierten DurchfluBkivette (100 mm, 1 ml, Quarzglas)
gemessen, der Drehwert mit dem Polarimeter und einer 100 mm thermostatisierbaren
Kivette, die zu einer DurchfluBkivette umgebaut war. Beide Gerate waren mittels RS-
232-Schnittstelle zur Datentbertragung mit PC verbunden, die Daten wurden alle
2 Sekunden Ubertragen.
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Die kontinuierliche Methode [4Rt sich nur einsetzten, wenn die Racemisierung des
Hydantoins innerhalb der Reaktionszeit zu vernachlassigen ist. In diesem Fall
vereinfacht sich das Reaktionssystem insofern, dal3 die Bilanzen der Enantiomere
konstant bleiben (4.4.1). Deshalb wurde die Reaktionszeit Ublicherweise kirzer als
40 Minuten gewahlt, um die Racemisierung des Hydantoins unter 5 % zu halten.

Vor der Reaktion wurde der Reaktor und der Bypass mit Substratldsung gefullt und
aquilibriert. Dazu wurde die Ublicherweise auf 37 °C thermostatisierte Substratlésung so
lange im Kreis gepumpt, bis das System frei von Luftblasen war und Photometer und
Polarimeter konstante Mel3werte anzeigten. AnschlieBend wurde nur der Reaktor, nicht
aber der Bypass, entleert und mit genau 40 ml 3 mM frischer Substratlosung gefullt. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 150 pl (4.65 U) unverdinnter Enzymlésung (3.5,
S. 24) gestartet und gleichzeitig mit der Aufzeichnung der MeRRdaten begonnen. Die
zugegebene Enzymmenge errechnete sich dabei aus der maximal zuldssigen Reak-
tionszeit und der im Vorversuch bestimmten volumetrischen Aktivitat fur das jeweils
eingesetzte Hydantoin. Die im Bypass noch vorhandene Substratlésung aus der Aquili-
brierprozedur wurde verworfen. Dazu wurde dem Bypass nach den DurchfluZkivetten
eine mindestens dem Totvolumen des Bypass von etwa 15 ml entsprechende Menge
Substratlosung entnommen. Um die momentane Konzentration von z.B. L-BnH zu
berechnen, wurde folgende Beziehung verwendet (Herleitung im Anhang unter 8.4.3
(S. 166):

_ Oops T Cann (<0( ZL-gnH — <0 >L—CPhe)

CL-BnH = 2(<0( > o —<a >L—CPhJ Gleichung 3-5

mit
0
Canyy = €ois ~ o =€ Zcpne Gleichung 3-6
<€>pH T <€>Cphe

CL-BnH Konzentration von L-BnH [mM]
CanH Gesamtkonzentration von D- und L-BnH [mM]
e Ausgangskonzentration von D,L-BnH [mM]
Olobs gemessener Drehwert [°]
€obs gemessene Extinktion [1]
<O>L-gnH,
<0>p.gny spezifische molare Drehwerte [°/mM]
<€>gnH,

<E>Cphe spezifische molare Extinktion [1/mM]
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Aus den Gleichungen wird ersichtlich, da’ die Konzentration eines Enantiomers nur von
dem gemessenen Drehwert und der gemessenen Extinktion abhangt. Alle anderen
GroRRen bleiben wahrend der Messung konstant.

Bestimmung der spezifischen molaren Extinktion:

Durch die Messung der Extinktionen in Abhangigkeit von der Konzentration der Stan-
dards BnH und CPhe wurde mittels linearer Regression aus den Steigungen die
spezifischen molaren Extinktionen beider Substanzen erhalten. Eine Zusammenfassung
von spezifischen molaren Extinktionen befindet sich im Anhang (8.3, S. 162).
Ublicherweise werden Extinktionen bei einem Absorptionsmaximum gemessen. Dies
hat den Vorteil, daR geringe Schwankungen der Wellenlange, die z. B. durch Unge-
nauigkeiten des  Gerats verursacht  sein kénnen, nur  geringfligige
Extinktionsschwankungen zur Folge haben. Bei der verwendeten MelRmethode
(Abbildung 3.10-1, S.63) mufite wegen der Nachweisgrenze des Polarimeters eine
mindestens 3 mM BnH-LOsung eingesetzt werden. Bei dieser Konzentration war aber
die Extinktion der Lésung auf3erhalb des MeRbereichs. Daher muf3te eine Wellenlange
verwendet werden, bei der nicht im Maximum der Absorptionsbande gemessen wurde.

2.5

2.0

Extinktion [1]

= BnH
0.5 — CPhe

0.0 |||||||||ﬁ||||||||1—[
200 220 240 260 280

Wellenlange [nm]

Abbildung 3.10-2: UV-Spektren von 0.5 mM BnH und 1.5 mM CPhe in 0.1 M Tris pH
8.5, RT. Die senkrechte Linie bei 240 nm markiert die fiir die Messungen verwendete
Wellenlénge.

Es zeigte sich, dal3 das Photometer beim Einschalten niemals dieselbe Extinktion einer
identischen MaRldsung anzeigte. Dies hatte zur Konsequenz gehabt, dal3 vor jeder
Messung die molaren Extinktionskoeffizienten von Substrat und Produkt jeweils hatten
neu bestimmt werden missen. Um diesen zuséatzlichen Schritt zu vermeiden, wurde
eine Eichung des Gerates vor jeder Messung durchgefihrt. Dazu wurden die Extinktio-
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nen von 3 mM Lésungen von BnH und CPhe in Intervallen von etwa 5 nm dber und
unter der verwendeten MelRwellenlange bestimmt und ein Diagramm erstellt, indem die
Extinktionen der Substanzen in diesem Bereich gezeigt werden.

Abbildung 3.10-3 zeigt beim BnH eine starke Abhangigkeit der Extinktion von der Wel-
lenlange, wahrend die Beeinflussung von CPhe nur gering ist.

3.0

2.5 —

2.0 — ®

1.5 — ®

1.0 — b

Extinktion [1]
)

0.5 —

A, ® 3mMBnH
0.0 A4 4 4 44 aoaoa A  3mMCPhe

-0.5 | | | | | |
230 232 234 236 238 240 242 244

Wellenlange [nm]

Abbildung 3.10-3: Ausschnitt der UV-Spektren 3 mM Lésungen von BnH und CPhe im
Bereich der verwendeten Wellenlénge

Um die bei der Messung variierende (s. 0.) unbekannte Wellenlange zu eliminieren,
wurden die Extinktionen von BnH und CPhe gegeneinander aufgetragen (Abbildung
3.10-4) und mittels quadratischer Regression eine mathematische Beziehung zwischen
diesen ermittelt.

Aus der Regressionskurve wurde folgende Formel erhalten:

AE p =0.14 AEZ,, —0.39 A, +0.19 Gleichung 3-7
AE Extinktion [1]

Mit Hilfe dieser Beziehung war es maoglich, zu Beginn einer neuen Messung vor der
Enzymzugabe den spezifischen molaren Extinktionskoeffizienten von CPhe aus der
Anfangsextinktion von BnH zu berechnen.
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Abbildung 3.10-4: Zusammenhang der molaren Absorptionen von BnH und CPhe bei
unbekannter Wellenldnge

3.10.2.3 Ermittlung der Enantioselektivitdt nach dem Modell von Chen et al.

Aktivitat und Enantioselektivitdt E eines Enzyms flr ein bestimmtes Substrat stellen
wichtige Parameter fur die enzymatische Produktion chiraler Verbindungen dar. Zur
Bestimmung von E wurden die Mel3werte des Enantiomerentberschusses uber dem
Umsatz aufgetragen und die Enantioselektivitat durch Parameteroptimierung nach dem
Modell von Chen et al. ermittelt (siehe auch 3.10.2.4, S. 68). Da die Umsetzung von
Hydantoinen zu N-Carbamoylaminoséauren eine Gleichgewichtsreaktion darstellt, wurde
die mathematische Beziehung fur den reversiblen Fall verwendet (Chen et al., 1987).

0 CenH O
lng-_(l-'-Keq)(l_ o )(1+eeL—CPhe)5

E= Bndt Gleichung 3-8
0 CgnH 0
INQ-(1+Kg ) (1= ) (1-€8 cpre)

E BnH E
E Enantioselektivitat [1]
K Gleichgewichtskonstante [1]
e Anfangskonzentration von D,L-BnH [mM]
CanH Gesamtkonzentration von D-BnH + L-BnH [mM]

€6 crhe Enantiomerentberschul® von L-CPhe
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Definition:

C -C
_ “L-CPhe “~D-CPh .
€€ _cphe = e & Gleichung 3-9

CL—cphe T Cp-cphe

3.10.2.4 Identifizierung der kinetischen Parameter

Zur Ermittlung der Enantioselektivitat wurde der Enantiomereniiberschul3 dber dem
Umsatz aufgetragen. Um die Datenmenge der Messung zu reduzieren, wurden Uber die
Reaktionszeit etwa 40 MelRwerte mit dem gleichen zeitlichen Abstand ausgewdahlt. Aus
den MelRwerten und Gleichung 3-8 wurde die absolute Fehlerquadratsumme berechnet
und iterativ durch eine Optimierung die kinetischen Parameter E und K¢, mit dem Soft-
warepaket OpdesX minimiert.
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Abbildung 3.10-5: Abhéngigkeit des Enantiomerenliberschusses des Substrats vom
Umsatz. Die durchgezogene Kurve wurde aus den kontinuierlich aufgenommenen
MeBwerten berechnet. Die Symbole zeigen die lber den Umsatz &quidistant ausge-
wéhlten Daten, welche zur Anpassung verwendet wurden.

Die senkrechten Striche in Abbildung 3.10-5 sind durch den mit steigendem Umsatz
zunehmenden Fehler des bestimmten Enantiomereniberschusses. Der Enantiomeren-
Uberschu3 wurde mit dem Polarimeter bestimmt, welches einen konstanten MefR3fehler
Uber den verwendeten Mel3bereich zeigte. Da mit zunehmenden Umsatz die absoluten
Konzentrationen der Substratenantiomere kleiner werden, verursachte der konstante
Fehler des Polarimeters in zunehmendem Maf3e ein Verrauschen der MeRwerte. Im
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Vergleich zu irreversiblen Reaktionen unterscheiden sich die Kurven der Enantiomeren-
Uberschisse in Abhangigkeit vom Umsatz bei reversiblen Reaktionen vor allem bei
hoéheren Umsétzen. Da genau dieser Bereich der Kurven die Aussage Uber die Gleich-
gewichtskonstante der Reaktion liefert, ist deren Bestimmung nach dieser Methode mit
einem relativ groRen Fehler behaftet.

3.10.3 Inhibitionsuntersuchungen

Bei allen Inhibitionsuntersuchungen wurden die Inhibitoren als Racemate eingesetzt und
die Hemmung der Standardumsetzung von 3 mM L-BnH in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5
bei 37 °C untersucht (siehe 3.4.3, S. 24). Zuvor wurde sichergestellt, da? die Inhibitoren
unter den Reaktionsbedingungen fiir L-BnH innerhalb der Reaktionszeit nicht vom
Enzym umgesetzt wurden. Zur Beschreibung einer reversiblen Reaktion mit der
Annahme, dal3 die Hin- und Ruckreaktion jeweils vom Typ einer Michaelis-Menten-Glei-
chung mit kompetitiver Inhibition durch einen Inhibitor sind, kann nach Segel analog
(1975) folgende Gleichung erhalten werden:

Vinax %L—BnH - CL_CPheE
Keq

V= Gleichung 3-10
Kmi-BnH %"' CILL_CPhe +EE+ CL-BnH
mCPhe [

v Reaktionsgeschwindigkeit [UM/(9enzymS)]

Vimax maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei hoher
Substratkonzentration [UM/(QenzymS)]

CL-BrH Konzentration von L-BnH [mM]

CL-CPhe Konzentration von L-CPhe [mM]

G Inhibitorkonzentration [mM]

KmL-BrH Michaelis-Menten-Konstante von L-BnH [mM]

Kim-cphe Michaelis-Menten-Konstante von L-CPhe [mM]

Ki Inhibitionskonstante [mM]
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Fur den Fall, dal? die K,-Werte viel gréRer als die eingesetzten Konzentrationen von L-
BnH und L-CPhe sind, vereinfacht sich Gleichung 3-10 zu:

K _ CL_cphe H
L-BrH

K
v= « B Gleichung 3-11
1+ 0

K.

AulRerdem ist anzunehmen, dal3 zu jeder Zeit die Summe von Substrat und Produkt
gleich der Ausgangskonzentration von L-BnH ist:

0 _ .
Cl-BnH = CL-gnH T CL—cphe Gleichung 3-12

Diese Gleichungen wurde zur Bestimmung der Inhibitionskonstanten verwendet.

Die Messungen wurden nach der unter 3.10.1.2 beschriebenen Methode in der Polari-
meterklvette  durchgefihrt.  Zur  Ermittlung  der  Geschwindigkeits-  und
Inhibitionskonstanten wurden die Konzentrations-Zeit-Verlaufe bei unterschiedlichen
Inhibitorkonzentrationen aufgenommen. Um die Datenmenge der Online-Messung zu
reduzieren, wurden Uber die Reaktionszeit 15 MelRRwerte ausgewahlt. Ausgehend von
den gemessenen Konzentrations-Zeit-Verlaufen wurden die Parameter k und K; mit
Gleichung 3-11 geschatzt, indem die relative Fehlerquadratsumme, die sich fir gege-
bene Parameter aus der numerisch integrierten Gleichung 3-11 (ACSL, Mitchell &
Gauthier Associates Inc., MA, USA) und den MelRwerten berechnet, iterativ durch Opti-
mierung der Parameter (OptdesX, Design Synthesis Inc. UT, USA) minimiert wurde.
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Abbildung 3.10-6: Vorgehensweise bei der Bestimmung von Inhibitionskonstanten.
Oben links: kontinuierlich gemessene Konzentrations-Zeit-Verldufe einer Umsetzung
von L-BnH mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen. Oben rechts: Auswahl von
MefBpunkten. Unten: Bestimmung von k und K; mittels Parameteroptimierung durch
Fehlerminimierung zwischen den Mel3daten und den simulierten Kurvenverldufen.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorgehensweise

Ziel dieser Arbeit war es, systematische Untersuchungen zur Substrat- und Enantiose-
lektivitat von Hydantoinasen durchzufiihren. Im Mittelpunkt der Arbeiten sollte die
Untersuchung der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 stehen. Von
dieser Hydantoinase waren bereits aus friheren Arbeiten ein weites Substratspektrum
und einige Untersuchungen zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat und der Enantio-
selektivitat fir einige Substrate bekannt (Kélle, 1995; Dombach, 1989; Néthe, 1993).
AulRerdem hatten fir dieses Enzym schon Arbeiten zur Untersuchung der Struktur mit-
tels RoOntgenstrukturanalyse stattgefunden (May, 1996). Ebenso beschéftigen sich
aktuelle Arbeiten am Institut mit der Immobilisierung dieser Hydantoinase und dem Ein-
satz zur Synthese von L-Aminosauren in einer Pilotanlage (Ragnitz et al., in prep.).

Untersuchungen von der Substratseite her wurden bisher ausschlie3lich mit Hydan-
toinen durchgefihrt, die sich in den Substituenten in 5-Position unterschieden. In der
vorliegenden Arbeit sollten neben einer systematischen Untersuchung der Substituen-
ten in der 5-Postition der Hydantoine vor allem hydantoinanaloge Verbindungen als
Substrate bzw. Inhibitoren getestet werden. Reaktionen mit diesen Verbindungen soll-
ten Hinweise auf die Bedeutung der Heteroatome im Hydantoinring und ihren Einfluf3
auf die Enantioselektivitat und die Aktivitat dieses Enzyms zeigen.

Als Standardreaktion wurde die Umsetzung von 5-Benzylhydantoin (BnH) in 0.1 M Tris-
Puffer pH 8.5 bei 37 °C definiert. Neben der enantioselektiven enzymatischen
Umsetzung von D,L-BnH findet gleichzeitig eine nichtenzymatische Racemisierung des
Substrats unter den genannten Reaktionsbedingungen statt (Abbildung 4.1-1).

Bis zu dieser Arbeit wurde die Bestimmung der Enantioselektivitat entweder mittels
chiraler HPLC oder enzymatisch durchgefuhrt. Bei der Bestimmung von
enzymkinetischen Parametern hat die Verwendung von chromatographischen Metho-
den gegentber den Online-Methoden Nachteile. Entweder muissen in
Voruntersuchungen die optimalen Probenahmezeiten bestimmt werden oder Uber den
gesamten Reaktionsverlauf viele Proben genommen werden. Beide Mdéglichkeiten sind
Ublicherweise sehr zeitintensiv. AuRerdem muld fir jedes Substrat eine individuelle
Methode etabliert werden.

In dieser Arbeit wurde versucht, durch polarimetrische Online-Methoden eine leicht
Ubertragbare Chiralanalytik zu etablieren. Als weiterer Vorteil zeigte sich, dal3 die ent-
wickelte Methode ohne aufwendige Anpassungen bei unterschiedlichen Substraten
eingesetzt werden konnte. Allerdings setzten die unter 3.10.1.2 (S. 61) und 3.10.2.2
(S. 63) beschriebenen Online-Methoden voraus, dafl} die Racemisierung wahrend der
Messung vernachlassigbar klein ist. Deshalb wurde die Enzymmenge fur die einzelnen
Reaktionen so berechnet, da die Racemisierung innerhalb der Mefzeit unter 5 %



Ergebnisse 73

blieb. Dadurch vereinfacht sich die in Abbildung 4.1-1 gezeigte Reaktionsgleichung zu
zwei getrennt ablaufenden Reaktionen (siehe Abbildung 4.1-2).

“, O “,
V_f Hydantoinase ©/ HL OH
HN NH < = HN NH
T he

0]
(0]
L-Bn-Hydantoin (L-BnH) L-N-Carbamoyl-Phe (L-CPhe)

2

nicht enzymatische
Racemisierung

@)
O
Hydantoinase OH
HN\H/NH 3 d HNYNHz
@)

0]
D-Bn-Hydantoin (D-BnH) D-N-Carbamoyl-Phe (D-CPhe)

Abbildung 4.1-1: Enantioselektive enzymkatalysierte Hydantoinspaltung bei gleichzei-
tiger nichtenzymatischer Racemisierung der Hydantoine
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O
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N

Abbildung 4.1-2: Enzymkatalysierte Hydantoinspaltung ohne Racemisierung

Zu Beginn der Arbeit wurden unterschiedliche Hydantoine bzw. hydantoinanaloge Sub-
stanzen hergestellt. Die Synthesen dieser Substanzen sind in den Kapiteln 3.7 (S. 34)
und 3.8 (S. 36) beschrieben, eine Ubersicht aller untersuchten Verbindungen ist in
Abbildung 6-1 (S. 153) dargestellt. AnschlieBend wurde die enzymatische Umsetzung
des Standardsubstrats BnH mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM
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3745 genau untersucht. Dazu mul3te eine Analytik entwickelt werden, die zum einen
maoglichst gut auf andere Substrate Ubertragbar sein und zum anderen mdglichst
genaue Melergebnisse liefern sollte, um auch kleine Effekte beobachten zu kénnen.
Mit den im vorigen Kapitel beschriebenen polarimetrischen und chromatographischen
Methoden konnte fir nahezu alle synthetisierten Substanzen eine quantitative Enantio-
merenanalytik etabliert werden.

4.2 Analytik

Einige der analytischen Methoden erforderten zur genauen und reproduzierbaren
Bestimmung der kinetischen Parameter besondere Reaktions- und
Probenahmebedingungen, die im folgenden erlautert werden.

4.2.1 Abstoppen der Reaktionen

Bei Untersuchungen zum Abstoppen von Proben aus Umsetzungen mit Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 fiel auf, daRR sich in den Proben das Verhaltnis
der Substrat- zu Produktkonzentration beim Lagern &nderte. Eine Untersuchung zeigte,
dalR eine Zugabe von 0.5 % (v/v) konzentrierter TFA genlgte, um Reaktionsproben
einer Umsetzung von 3 mM D,L-BnH in 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 auf einen pH-Wert
unter 4 einzustellen. Bei diesem pH-Wert findet selbst nach tagelanger Lagerzeit der
Proben im Autosampler der HPLC keine mel3bare Racemisierung mehr statt (Abend-
schein, 1998). Wurden mit der oben beschriebenen Menge TFA gestoppte Proben
allerdings einige Stunden bei RT gelagert und dann erst mit FlieBmittel (3.3.2, S. 23)
verdunnt, konnte gezeigt werden, dald die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745 noch eine deutliche Aktivitat zeigte. In Abbildung 4.2-1 ist der Konzentra-
tions-Zeit-Verlauf einer Umsetzung von 5 mM D,L-BnH mit der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 bei 37 °C dargestellt. Die
durchgezogenen Kurven entsprechen den online bestimmten Konzentrationsverlaufen
(3.10.2.2, S. 63). Zum Vergleich wurden uber die Reaktionszeit Proben entnommen und
sofort mit 0.5 % (v/v) konzentrierter TFA gestoppt. Nach einigen Stunden Lagerzeit
wurden von diesen Proben 50 pl mit 950 ul FlieBmittel verdiinnt. Da die Mel3zeit jeder
Probe etwa eine Stunde dauerte, befanden sich die letzten Proben, die nach fortschrei-
tender Reaktionszeit sortiert waren, tber 10 Stunden im Autosampler der HPLC. Die
mittels HPLC gemessenen Konzentrationen lagen alle Uber den polarimetrisch
bestimmten. Daraus wurde geschlossen, dal3 die verwendete Menge TFA nicht zur
vollstandigen Inaktivierung der Hydantoinase genlgte. Die Hydantoinase zeigte selbst
nach der Verdiunnung mit FlieBmittel noch eine merkliche Aktivitat. Dies wurde beson-
ders deutlich bei den zuletzt gemessenen Proben mit héherer Reaktionszeit. Die in der
Abbildung mit Pfeil markierten Konzentrationen wurden aus Reaktionsproben bestimmt,
die unmittelbar nach dem Abstoppen mit TFA mit FlieBmittel verdiinnt wurden. Bei die-
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ser Probenbehandlung konnte eine bessere Ubereinstimmung beider Methoden
festgestellt werden.
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Abbildung 4.2-1: Umsetzung von 5 mM D,L-BnH in 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5, 37 °C mit
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745. Die Konzentrations-Zeit-Verldufe
wurden online polarimetrisch (durchgezogene Kurven) und nach Abstoppen mit 0.5 %
(v/v) TFA chromatographisch (Symbole) bestimmt. Die mit Pfeilen markierten Punkte
zeigen Messungen von Reaktionsproben, die nach dem Abstoppen mit TFA unmittelbar
mit FlieBmittel verdtinnt wurden.

Daraufhin wurde versucht, eine gréf3ere Menge TFA zum Stoppen der Reaktionslésung
einzusetzen. Bei einer identischen Umsetzung wurden die Proben mit 4 % (v/iv) TFA
gestoppt, einige Stunden bei RT gelagert und anschlieRend wie oben beschrieben ver-
dinnt und die Konzentrationen mittels chiraler HPLC bestimmt (Abbildung 4.2-3). Hier
zeigte sich, dal3 die polarimetrisch online gemessenen Konzentrationen (durchgezoge-
nen Kurven) Uber den mittels HPLC bestimmten Konzentrationen lagen (Abbildung
4.2-3). Dies wurde besonders deutlich bei den zuletzt gemessenen Proben mit hdherer
Reaktionszeit. Die in der Abbildung mit Pfeil markierten Konzentrationen wurden aus
Reaktionsproben bestimmt, die unmittelbar nach dem Abstoppen mit TFA mit Fliel3mit-
tel verdinnt wurden. Bei dieser Probenbehandlung kann eine bessere
Ubereinstimmung beider Methoden festgestellt werden. Die Abweichung wurde in die-
sem Fall vermutlich durch die pH-abhdngige nichtenzymatische Verlagerung des
Gleichgewichts zwischen CPhe zu BnH verursacht (Abbildung 4.2-2).
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Abbildung 4.2-2: Nichtenzymatische Reaktion von CPhe zu BnH durch eine Absenkung
des pH-Werts

Bei einer Wiederholung des Versuchs wurde die Proben ebenfalls mit 4 % (v/iv) TFA
gestoppt, aber dann sofort 50 pl der gestoppten Probe mit 950 pul FlieBmittel verdinnt.
Die anschliel3end mittels HPLC bestimmten Konzentrationen zeigten Abweichungen der
unterschiedlichen Methoden von maximal 5 %. In allen folgenden Untersuchungen wur-
den auch die Eichlésungen mit 4 % TFA versetzt und die Probenreihenfolge variiert
(3.6.1, S. 26). Somit konnte bereits bei der Eichung sichergestellt werden, dal} die in
Abbildung 4.2-2 dargestellte Reaktion nicht ablief. Mit dieser Abstoppmethode konnte
nach 12-stiindiger Mef3zeit kein Unterschied zwischen polarimetrisch und mittels HPLC
bestimmten Konzentrationen nachgewiesen werden (Abbildung 5.2-1, S.122). Zum
Vergleich beider analytischer Methoden siehe auch (Teves et al., 1999).
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Abbildung 4.2-3: Umsetzung von 5 mM D,L-BnH in 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5, 37 °C mit
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745. Die Konzentrations-Zeit-Verléufe
wurden online polarimetrisch (durchgezogene Kurven) und nach Abstoppen mit 4 %
(v/v) TFA chromatographisch (Symbole) bestimmt. Die mit Pfeilen markierten Punkte
zeigen Messungen von Reaktionsproben, die nach dem Abstoppen mit TFA unmittelbar
mit FlieBmittel verdiinnt wurden.
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4.2.2 Hydrolyse von BnH bei der Lagerung

Eine 5 mM D,L-BnH wurde nach Methode 3.4.1 (S. 23) angesetzt und 4 Wochen gela-
gert. Danach betrug der pH-Wert der Lésung etwa 9 und eine HPLC-Messung zeigte,
dal ca. 11 % des D,L-BnH zu D,L-CPhe hydrolysiert waren. Daher wurden die Hydan-
toinlésungen fur alle danach durchgefiihrten Untersuchungen immer frisch angesetzt.

4.2.3 Reproduzierbarkeit der Enantioselektivitdtsbestimmung
und Einflu der Enzymkonzentration

Um die Reproduzierbarkeit der Bestimmung von E abschatzen zu kénnen, wurde eine
Umsetzung von BnH bei pH 7.5 und 37 °C zweimal mit unterschiedlichen Enzym-
mengen wiederholt. Dabei zeigte sich, dal’ die Kurvenverlaufe sehr dicht beieinander
lagen. Diese Messung zeigte wie erwartet, da3 eine Variation der Enzymmenge
zwischen 3.1 U und 9.3 U (bezuglich D,L-BnH) lediglich einen Einflu3 auf die
Umsetzungsgeschwindigkeit, nicht aber auf die Enantioselektivitat hat. Abbildung 4.2-4
und Abbildung 4.2-5 zeigen die Umsetzung von 3 mM D,L-BnH bei pH 7.5in 0.1 M Tris-
Puffer mit 3.1 U bzw. 9.3 U Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745. In
Abbildung 4.2-6 ist die gute Ubereinstimmung der beiden Kurvenverlaufe der Um-
setzungen mit 3.1 U und 9.3 U Enzymlésung zu erkennen. Damit konnte gezeigt
werden, dal3 zum einen die Messungen reproduziert werden kénnten und zum anderen
die Enzymaktivitat in diesem Aktivitatsbereich keinen Einfluld auf die Enantioselektivitat
zeigte.
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Abbildung 4.2-4: Darstellung der kontinuierlich aufgenommenen Melwerte der Um-
setzung von 3 mM D,L-BnH mit 3.1 U Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM
3745 bei pH 7.5 und 37 °C in 0.1 M Tris-Puffer
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Abbildung 4.2-5: Darstellung der kontinuierlich aufgenommenen MeBwerte der Um-
setzung von 3 mM D,L-BnH mit 9.3 U Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM
3745 bei pH 7.5 und 37 °C in 0.1 M Tris-Puffer
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Abbildung 4.2-6: Darstellung vom Enantiomerentiberschul3 in Abhéngigkeit vom Umsatz
aus den in Abbildung 4.2-4 und Abbildung 4.2-5 gezeigten kontinuierlich gemessenen
Umsetzungen von 3 mM D,L-BnH mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM
3745 bei pH 7.5 und 37 °C in 0.1 M Tris-Puffer. AuBer der Enzymmenge wurden alle
anderen Reaktionsbedingungen konstant gehalten.
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4.3 Racemisierungsgeschwindigkeiten von 5-
monosubstituierten Hydantoinen

Zur Bestimmung enzymkinetischer Parameter wurde die maximal zulassige Reaktions-
zeit der Umsetzungen so kurz gewahlt, da die unerwiinschte Racemisierung der
Hydantoine wéhrend der Messung vernachlassigt werden konnte. Um die daftr erfor-
derlichen Racemisierungskonstanten aller untersuchten Hydantoine unter den
entsprechenden Reaktionsbedingungen zu messen, wurden die unter 3.6.4 (S. 30) und
3.6.5.2 (S. 32) beschriebenen Methoden eingesetzt. Tabelle 4.3-1 zeigt eine Auflistung
der Racemisierungsgeschwindigkeiten der untersuchten Hydantoine.

Tabelle 4.3-1: Racemisierungsgeschwindigkeiten verschiedener Hydantoine

. . max. Reaktions-
T Racemisierungs- Halbwertsz_elt Zeit bei 5 % .
Substanz pH °C] konstante d_er Racemi- Racemisierun Methode
k [1/h] sierung® [h] il 9
8.5 37 0.133 5.2 0.39
7.5 37 0.031 224 1.67
BnH 9.5 37 0.169 4.1 0.31 p
8.5 25 0.041 16.9 1.27
8.5 45 0.082 8.5 0.63
3 37 0.017% 41.3 3.05
PhEH 8.5 37 0.144 4.8 0.36 cR
MTEH 8.5 37 0.144 4.8 0.36 p
TMSMH 8.5 37 0.067 10.4 0.78 cR
NPH 8.5 37 0.108 6.4 0.48 p

Y die Zeit, zu der die Hilfte der Gleichgewichtskonzentration an D,L-BnH entstanden
ist, also aus 25 % des eingesetzten L-BnH D-BnH entstanden ist.

b)

(3.6.4 S. 30); mittels HPLC
° (Abendschein, 1998)

p: polarimetrisch (3.6.5.2, S. 32); cR: chromatographisch, ausgehend vom Racemat
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4.4 Biotransformationen mit der Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens DSM 3745

4.4.1 Untersuchungen mit Benzylhydantoin

4.4.1.1 Umsetzung von L-Benzylhydantoin

Zur Ermittlung der Kinetik von Reaktionen mit L-BnH (Abbildung 4.1-2a, S. 73) wurde
die Reaktion in einer Polarimeterkivette nach 3.10.1.2 (S. 61) bei 37 °C durchgefihrt.
Der mit dem PC aufgenommene zeitliche Drehwertverlauf (Abbildung 4.4-1) wurde nach
3.10.1.2 (S. 61) in einen Konzentrations-Zeit-Verlauf umgerechnet (Abbildung 4.4-2).
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Abbildung 4.4-1: Kontinuierlich gemessener Drehwertverlauf der Umsetzung von 3 mM
L-BnH mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 M Tris-Puffer pH
8.5 bei 37 °C.
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Abbildung 4.4-2: Berechneter Konzentrations-Zeit-Verlauf der Umsetzung von 3 mM L-
BnH mit 0.12 U Hydantoinase von Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 mM Tris-

Puffer pH 8.5 bei 37 °C. Die Berechnung erfolgte aus dem Drehwertverlauf dieser
Reaktion (siehe Abbildung 4.4-1).

Abbildung 4.4-2 zeigt, dalR die Reaktion reversibel ist. Mit der Annahme, daf3 Hin- und
Ruckreaktion jeweils vom Typ einer Michaelis-Menten-Gleichung sind, ergibt sich fol-
gende Reaktionsgeschwindigkeitsgleichung (Segel, 1975):

v _ CL—CPheH
max L-BnH K H Gleichung 4-1
— eq
V=
CL—cph
Kmi-gnH %"‘e CL-BnH
Kincehe
v Reaktionsgeschwindigkeit [LM/(9enzymS)]
Vinax maximale Reaktionsgeschwindigkeit bei hoher
Substratkonzentration [UM/(QenzymS)]
CL-BrH Konzentration von L-BnH [mM]
KmL-BnH Michaelis-Menten-Konstante von L-BnH [mM]

Kim-cphe Michaelis-Menten-Konstante von L-CPhe [mM]
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Da bei der Messung von Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten die Konzentration des
Produkts vernachlassigt werden kann, vereinfacht sich Gleichung 4-1 zu der Michaelis-
Menten-Gleichung fir eine irreversible Reaktion:

V, C_ .
V= max_“L-BnH Gleichung 4-2
Kmi-gnt * CL-gnH

Um die kinetischen Parameter der Michaelis-Menten-Gleichung zu schétzen, wurden
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten fur unterschiedliche Konzentrationen von L-BnH
bis zur Léslichkeitsgrenze in 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 und 37 °C bestimmt. Dazu wurden
die unterschiedlich konzentrierten Substratldsungen nach der unter 3.4.2 (S. 23)
beschriebenen Methode angesetzt und der Aktivitatstest nach der unter 3.10.1.2 (S. 61)
genannten Methode durchgefihrt. Bei der Verwendung einer 5 mM L-BnH-Konzen-
tration zeigte sich, daf3 die Losung bereits Ubersattigt war und in einigen Fallen wéhrend
der Reaktion spontan auskristallisierte. Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten wurden
aus den gemessenenen Anfangsdrehwertanderungen nach Gleichung 3-4 (S. 62)
berechnet und Uber der Anfangssubstratkonzentrationen von L-BnH aufgetragen. Mit
Hilfe der erhaltenen MeRdaten wurden durch nichtlineare Regressionen (Sigmaplot,
Jandel Cooporation) die Parameter der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 4-2) zu
Vmax = 7.4 umol/(genzym S) und Ky, = 4.3 mM bestimmt (Abbildung 4.4-3, S. 82). Allerdings
zeigt die Abbildung, daRR die maximal eingesetzte Konzentration von L-BnH nicht
genlgte, um Vpax ZU erreichen.

A

v ax =74 umol/(gEnzym S)
Km = 4.3 mmol/l

Anfangsreaktionsgeschwindigkeit [umol/(gg s)]
N
|

O T T I I I
0 1 2 3 4 5 6
Konzentration L-Benzylhydantoin [mmol/l]
Abbildung 4.4-3: Reaktionsgeschwindigkeit der Umsetzung von L-BnH in Abhéngigkeit
von der Konzentration von L-BnH (Symbole). Die durchgezogene Kurve zeigt die
Anpassung der Michaelis-Menten-Funktion
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Die in Abbildung 4.4-3 dargestellten Symbole zeigen die nach Methode 3.10.1.2 (S. 61)
ermittelten Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten der Umsetzung von L-BnH bei unter-
schiedlichen Substratkonzentrationen. Die durchgezeichnete Kurve zeigt eine
Regression der Michaelis-Menten-Gleichung (Gleichung 4-2) an die MelRwerte.

Um festzustellen, ob sich eine Umsetzung von L-BnH mit der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens mit einer Anfangssubstratkonzentration von maximal 3 mM
durch eine reversible Kinetik pseudo-erster Ordnung beschreiben 1a3t, wurde ein ent-
sprechender Konzentrations-Zeit-Verlauf ermittelt (3.10.1.2., S. 61). Die zugehdrige
Gleichung der Reaktionsgeschwindigkeit (Gleichung 4-3) resultiert aus Gleichung 4-1
far den Fall Ky L-gnn >> CLpnn UNd Ky L.cphe >> Ci.cphe:

C _
v=-k %L—BHH -t CPheH GleiChung 4-3

Key

In integrierter Form:

—ktEHKlEH
CE—BnH D'+ Keq e ™ 0 .
0 0 Gleichung 4-4
c _ [l [
L-BnH ~
1+Keq

v Reaktionsgeschwindigkeit von L-BnH [mM/s]

k Reaktionsgeschwindigkeitskonstante [1/s]

t Zeit [s]
CL-BrH Konzentration von L-BnH (zum Zeitpunkt t)
L em Anfangskonzentration von L-BnH
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Abbildung 4.4-4: Umsetzung von 3 mM L-BnH mit Hydantoinase von Arthrobacter
aurescens DSM 3745. Die Symbole zeigen eine Auswahl der kontinuierlich bestimmten
Konzentrationen dar (siehe Abbildung 4.4-2, S. 81). Die durchgezogene Kurve zeigt die
nichtlineare Regression von Gleichung 4-4 an die Me3werte.

Abbildung 4.4-4 zeigt als Symbole eine Auswahl der Mel3daten des in Abbildung 4.4-2
(S. 81) dargestellten Konzentrations-Zeit-Verlauf der Umsetzung von 3 mM L-BnH mit
0.12 U Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 mM Tris-Puffer pH
8.5 bei 37 °C. Die durchgezogene Kurve zeigt eine nichtlineare Regression von
Gleichung 4-4 an die MeRRwerte. Bei einer vorgegebenen Gleichgewichtskonstante von
Keq = 17.5, welche aus der in Abschnitt 4.4.1.4 (S. 88) beschriebenen Untersuchung
erhalten wurde, konnte die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante zu k = 0.002 s™ ermit-
telt werden. Da die MeRBwerte gut mit der Regression einer Reaktion erster Ordnung
beschrieben werden konnten, laf3t sich festhalten, daf3 aufgrund der geringen Loslich-
keit des Hydantoins die kinetischen Parameter K, und vya fir die Umsetzung von L-
BnH nicht bestimmbar sind.

Die Geschwindigkeitskonstante k und damit auch die Aktivitdt hangt stark von der ver-
wendeten Enzymfraktion ab. Vor allem ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen einer
Enzymldsung zeigte eine Abnahme der spezifischen Aktivitéat (May, personliche Mittei-
lung). Zur besseren Vergleichbarkeit mufdte daher zur Bestimmung der spezifischen
Aktivitat unterschiedlicher Umsetzungen immer dieselbe Enzymfraktion verwendet wer-
den und parallel die Aktivitdtsbestimmung der Standardumsetzung von L-BnH
durchgefuhrt werden (siehe auch 3.10, S. 61). Eine Auflistung der Enzymaktivitaten
unter verschiedenen Reaktionsbedingungen befindet sich in Kapitel 4.4.9 (S. 109).
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4.4.1.2 Umsetzung von D-Benzylhydantoin

Im vorhergehenden Abschnitt konnte gezeigt werden, dal3 L-BnH nach einer Kinetik
erster Ordnung umgesetzt wurde. Im folgenden wurde untersucht, ob sich die kineti-
schen Parameter Ky und vna der Michaelis-Menten-Gleichung fur die Umsetzung von
D-BnH bestimmen lassen. Die Vorgehensweise fir dieses Substrat war identisch mit
der unter 4.4.1.1 (S. 80) beschriebenen.
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Abbildung 4.4-5: Reaktionsgeschwindigkeit der Umsetzung von D-BnH in Abhdngigkeit
von der Anfangskonzentration (Symbole). Die durchgezeichnete Kurve zeigt die nicht-
lineare Regression einer Michaelis-Menten-Kinetik (Gleichung 4-2, S. 82) an die
MeBwerte.

Die in Abbildung 4.4-5 gezeigten Symbole stellen die gemessenen Reaktionsgeschwin-
digkeiten bei verschiedenen Substratkonzentrationen dar. Mittels Kurvenregression
einer Michaelis-Menten-Funktion mit Hilfe des Softwarepakets Sigmaplot (Jandel Coo-
poration) wurden die kinetischen Parameter mit Vi = 264 U/Qenym und Ky, = 0.76 mM
bestimmt (durchgezogene Kurve).

4.4.1.3 Umsetzung von D,L-BnH und Ermittlung der Enantioselektivitat bei
Standardbedingungen

Zur Bestimmung der Enantioselektivitat der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745 wurden Umsetzungen von 3 mM D,L-BnH-Lésungen durchgefiihrt. Zur Er-
mittlung der Online-Konzentrationsverlaufe aller Enantiomere tber der Reaktionszeit
wurde der unter 3.10.2.2 (S. 63) beschriebene Versuchsaufbau verwendet. Nach der
Auswertung der vom PC aufgenommenen Mel3daten wurden die Mel3werte graphisch
aufgetragen.
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Abbildung 4.4-6: Konzentrations-Zeit-Verldufe aller Enantiomere bei der enantioselek-
tiven Umsetzung einer 3 mM D,L-BnH-Lésung in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5, 37 °C mit
4.65 U Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745.

In Abbildung 4.4-6 sind die Konzentrationsverlaufe aller vier bei der Hydantoinase-
reaktion beteiligten Enantiomere gezeigt. Die Konzentration an L-BnH nimmt schneller
ab als die Enantiomerenkonzentration des D-Substrats. Entsprechend ist die schnelle
Zunahme des L-CPhe gegeniiber der Konzentration des D-Produkts zu erkennen. Die
Zacken in den Kurven werden durch Luftblasen in den Kivetten hervorgerufen. Es ist zu
erkennen, dal® die Substratenantiomere bis zu einer Gleichgewichtskonzentration von
insgesamt 0.13 mM abnehmen. Daraus errechnet sich eine Gleichgewichtskonstante
von 22.1. Mittels HPLC-Messung derselben Reaktionslésung (Abbildung 4.4-6) wurde
aber eine um 14 % hohere Gleichgewichtskonstante von 25.3 berechnet. Zur Erklarung
dieser Abweichung muf3 beriicksichtigt werden, dal3 die GroRe des Mel3fehlers bei der
Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten mit dem MeRaufbau aus Polarimeter-Pho-
tometer von der Genauigkeit des Photometers abhangt. Da aber weder der
Grundliniendrift noch die Konstanz der Wellenlange wahrend der Messung kontrolliert
werden konnte, ist der mittels HPLC bestimmten Gleichgewichtskonstanten mehr zu
vertrauen (siehe hierzu auch 5.2.2.1 (S. 121)). Ein weiterer Nachteil der oben beschrie-
benen online MelBmethode (3.10.2.2, S. 63) ist, dal} sich MeRfehler immer auf die
Konzentrationen aller vier Enantiomere auswirken. Die Ursache hierfir ist die in den
Berechnungen zugrunde gelegte konstante Molsumme aller Enantiomere (siehe 8.4.3,
S. 166).

Nach der unter 3.10.2.4 (S. 68) beschriebenen Methode wurde an die Mel3werte die
Funktion von Chen et al. (Gleichung 3-8, S. 67) zur Ermittlung der Enantioselektivitat
angepaldt (Abbildung 4.4-7).
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Abbildung 4.4-7: Auftragung des Enantiomerentiberschusses von L-BnH (liber dem Um-
satz fur die Umsetzung von D,L-BnH mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745 bei 37 °C. Durch Anpassung (durchgezogene Linie) der Gleichung von Chen
et al. an ausgewéhlten MeBwerte der Umsetzung (Symbole) wurde die Enantioselek-
tivitat ermittelt.

Der Verlauf des Enantiomerenuberschusses uber die Reaktionszeit (Abbildung 4.4-7)
zeigt, dafl die Umsetzung von D,L-BnH mit der Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 reversibel verlauft und enantioselektiv beziglich des L-
Enantiomers ist. Bei einer irreversiblen Reaktion miRte die Kurve einen
Enantiomereniberschuf® von 100 % L-BnH erreichen. Ware die Reaktion zusétzlich
noch enantiospezifisch, wirde dies bei 50 % Umsatz der Fall sein. Reversible, enantio-
selektive Reaktionen sind also ungeeignet um enantiomerenreine Verbindungen zu
erhalten. Die in Abbildung 4.4-7 als Symbol dargestellten Me3daten konnten durch eine
Simulation der Funktion von Chen et al. zufriedenstellend beschrieben werden. Mit Hilfe
der Methode 3.10.2.4 (S. 68) wurde fir diese Reaktion eine Enantioselektivitat von 3.3
und eine Gleichgewichtskonstante von 17.45 bestimmt (Tabelle 4.4-1).

Tabelle 4.4-1: kinetische Daten aus der Anpassung

Temperatur [°C] pH-Wert | Gleichgewichtskonstante Enantioselektivitat [1]
(1]
37 8.5 17.45 3.3
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4.4.1.4 Einflul} der Temperatur auf die Enantioselektivitat

Das ,induced fit'-Modell der Substrat-Enzym-Wechselwirkung basiert auf einer konfor-
mativen Anderung des aktiven Zentrums eines Enzyms infolge der Bindung des
Substrates (Koshland, 1973; Koshland, 1994). Da mit steigender Temperatur die
Eigenbewegung der Molekile zunimmt, vergrof3ern sich durch die Erhohung der
Molekulschwingungsniveaus auch die Bindungsabstande. Vor allem nichtkovalente Bin-
dungen mit geringer Bindungsdissoziationsenergie, wie z.B. Wasserstoffbriicken oder
ionische Wechselwirkungen sind bezuglich ihrer Bindungslange stark temperaturab-
hangig. Da die Tertiarstruktur von Enzymen vor allem tber nichtkovalente Bindungen
stabilisiert wird, ist ein groRer Temperatureinflu® auf die rdumliche Struktur des aktiven
Zentrums zu erwarten. Somit konnte ein Temperaturerhbhung zu einer Abnahme der
Enantioselektivitat fihren, da mit zunehmenden Molekllbewegung die fur die Substrat-
bindung notwendigen Gruppen undefinierter binden mifRten. Z. B. publizierten
Holmberg und Hult eine mathematische Beziehung zwischen der Temperatur und der
Enantioselektivitat fir eine Lipase aus Candida cylindracea (Holmberg, Hult, 1991).

El1=E) Gleichung 4-5

T1, T, Temperaturen 1 und 2 [K]
E; Enantioselektivitat der Substanz bei Temperatur T; [1]
E> Enantioselektivitat der Substanz bei Temperatur T, [1]

Um zu Uberprifen, ob ein &@hnlicher Zusammenhang auch fir die Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 besteht, wurde die Umsetzung von 3 mM D,L-BnH
Losung mit diesem Enzym nach 3.10.2.2 (S. 63) bei den Temperaturen 25, 37 und
45 °C in 0.1 M Tris-Puffer bei pH 8.5 durchgefiihrt. Da es von Interesse war, welchen
Einflu3 eine Temperaturschwankung auf die Enantioselektivitdt zeigt, wurde der pH-
Wert, wie unter 3.2 (S. 22) beschrieben, bei RT eingestellt und anschlie3end bei der
entsprechenden Reaktionstemperatur nicht mehr korrigiert.

Abbildung 4.4-8 zeigt wieder die zufriedenstellende Ubereinstimmung der angepaften
Kurven an die MeRdaten, wobei die Gute der Ubereinstimmung mit zunehmender Tem-
peratur zunimmt. Aufféllig ist die unterschiedliche Hohe der Maxima der drei Kurven,
was folgendermal3en erklart werden kann:
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Abbildung 4.4-8: Auftragung des Enantiomerentiberschusses von L-BnH (liber dem Um-
satz fur die Umsetzung von D,L-BnH mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745 bei 3 verschiedenen Temperaturen. Die durchgezogenen Kurven stellen die
Jeweiligen Anpassungen an die als Symbole dargestellten MelBwerte dar.

Die Gleichgewichtskonstante ist nach folgender Beziehung temperaturabhangig:
ARG’ =-RTInK,, Gleichung 4-6

AG®  freie Standardreaktionsenthalpie [kJ/mol]

R Gaskonstante [kJ/(mol K]
T Temperatur [°C]
Keg Gleichgewichtskonstante [1]

Diese Temperaturabhéngigkeit der Gleichgewichtskonstante wirkt sich auf die Hohe
der Maxima in den Kurven aus. Die Anpassungen ergaben folgende Parameter:
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Tabelle 4.4-2: Einflu3 der Temperatur auf die Umsetzung von D,L-BnH

TP pH-Wert K oq [1] E [1] Aspez. [U/mal
L D
25 85 192 41 285 | 78
37 85 175 33 583 | 193
45 85 6.7 34 353 | 158

Den ermittelten Parametern ist zu entnehmen, dal3 eine Variation der Temperatur zwi-
schen 25 und 45 °C keinen nennenswerten EinfluR auf die Enantioselektivitat der
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 fir dieses Substrat zeigt. Da die
Untersuchungen von Holmberg und Hult eine Variation des E-Wertes um 3 in einem
Temperaturintervall von 30 ° zeigten, 1a3t sich deren Modell auf die Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 nicht Gbertragen.

4.4.1.5 Einflul} des pH-Wertes auf die Enantioselektivitat

Neben dem Einflud der Temperatur (siehe 4.4.1.4) kénnen sich auch pH-Wert-Varia-
tionen auf die Eigenschaften des aktiven Zentrums auswirken. Die Ladung von
Hydroxyl-, Carboxyl- und Aminogruppen ist pH-abhangig. Es ist denkbar, dal3 solche
Effekte Auswirkungen auf die Konformation des Enzyms zeigen kénnen und damit auch
auf dessen Enantioselektivitat. In den folgenden Untersuchungen wurde die Umsetzung
von 3 mM D,L-BnH Ldsung mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745
bei den pH-Werten 7.5, 8.5 und 9.5 in 0.1 M Tris-Puffer bei 37 °C durchgefihrt.
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Abbildung 4.4-9: Auftragung des Enantiomerentiberschusses von L-BnH (liber dem Um-
satz fur die Umsetzung von D,L-BnH mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745 bei drei verschiedenen pH-Werten. Die durchgezogenen Kurven stellen die
Jeweiligen Anpassungen an die als Symbole dargestellten MelBwerte dar.

In der Abbildung ist eine zufriedenstellende Ubereinstimmung der simulierten Funktio-
nen mit den MeRRdaten zu erkennen. Wahrend die Kurvenverlaufe bei pH 8.5 und 9.5
nahezu identisch sind, unterscheidet sich die Kurvenform bei pH 7.5 betréachtlich. Auch
der pH-Wert hat einen Einflud auf die Lage des Gleichgewichts und damit auf die
Gleichgewichtskonstante. Diese pH-Abhangigkeit der Gleichgewichtskonstante wird
auch bei der Synthese von Hydantoinen aus Carbamoylaminoséuren genutzt, bei denen
der Ringschlu? durch konzentrierte S&auren katalysiert wird. Aus den Anpassungen
konnten folgende Daten ermittelt werden:
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Tabelle 4.4-3: Einflu3 des pH-Werts auf die Umsetzung von D,L-BnH

pH-Wert TP K eq [1] E[1] Aspez. [U/mal]
L D
75 37 22 41 395 | 140
85 37 175 33 583 | 193
95 37 148 38 528 | 148

Aus den Daten in Tabelle 4.4-3 und Abbildung 4.4-9 ist festzustellen, dal’ in dem unter-
suchten pH-Bereich kein nennenswerter Einflu3 der Enantioselektivitat vorliegt. Wie
auch im Falle des Temperatureinflusses (4.4.1.4, S. 88) scheint die mit dem 5-Substitu-
enten wechelwirkende Region zur stereospezifischen Erkennung vom pH-Wert nicht
beeinflul3t zu werden. Dagegen zeigt die enzymatische Aktivitat fir BnH eine deutliche
pH-Abhéangigkeit. So fihrt z. B. eine pH-Wert-Erhéhung von 7.5 auf 8.5 zu einer Erho-
hung der Aktivitat um 50 % (siehe Tabelle 4.4-7, S. 112).

4.4.2 Untersuchungen mit Phenylethylhydantoin

@)
OH

Hydantoinase
 E——

\H/NH — HN\H/NHz

) )

HN

Abbildung 4.4-10: Enzymatische Umsetzung von D,L-PhEH

Um den Einflul3 der Ladnge des Substituenten der 5-Position zu untersuchen, wurde die
Anzahl der Methylengruppen variiert. Dazu wurden D,L-5-Benzylhydantoin (D,L-BnH)
und D,L-5-Phenylethylhydantoin (D,L-PhEH) synthetisiert (siehe 3.7, S. 34), D,L-5-Phe-
nylhydantoin (D,L-PhH) stammte aus Bestanden des Institutes. Bei diesen
Untersuchungen sollte getestet werden, ob die Verbindungen PhH und PhEH ebenfalls
Substrate der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 sind und wie sich
die Anzahl der Methylengruppen zwischen Hydantoinring und der Phenylgruppe auf die
Enantioselektivitaten der Umsetzungen auswirkt. Es zeigte sich, dal PhH als Substrat
nicht akzeptiert wurde (siehe dazu Tabelle 4.4-8, S. 113). Dagegen wurde D,L-PhEH
als Substrat akzeptiert. Die Bestimmung der Enantioselektivitat der Hydantoinase fur
diese Umsetzung erfolgte mit einer 3 mM D,L-PhEH-LOsung in 0.1 M Tris-Puffer, pH
8.5 bei 37 °C. Dabei waren die Reaktionsbedingungen identisch mit der Umsetzung von
D,L-BnH 3.10.2.2 (S. 63).
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Abbildung 4.4-11: Konzentrations-Zeit-Verldufe aller Enantiomere bei der Umsetzung
einer 3mM D,L-PhEH-Lésung in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5, 37 °C mit 720 ul (22.3 U)
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745.

Die Kurven in Abbildung 4.4-11 zeigen die Konzentrationsverlaufe der Substrat- und
Produktenantiomere der Umsetzung von D,L-PhEH mit der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745. Im Gegensatz zur Umsetzung von D,L-BnH
(Abbildung 4.4-6, S. 86) verhalt sich die Enantioselektivitdt der Hydantoinase fur diese
Umsetzung genau umgekehrt. Im Vergleich zum L-Enantiomer des Substrates ist eine
schnellere Abnahme der D-PhEH-Konzentration zu erkennen. Entsprechend nimmt die
Konzentration an D-CHPhe schneller zu als die des L-Produktes. Da die Messung der
Reaktion aufgrund der geringen Aktivitdt der Hydantoinase fur dieses Substrat nicht bis
zum Gleichgewicht gemessen wurde, kann die Gleichgewichtskonstante aus dieser
Abbildung nicht ermittelt werden.
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Abbildung 4.4-12: Auftragung des Enantiomerentiberschusses von D-BnH bzw. L-PhEH
liber dem Umsatz fir die Umsetzung von 3 mM D,L-PhEH und 3 mM D,L-BnH mit
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745. Die Menge des zugegebenen
Enzyms betrug bei der Umsetzung von D,L-BnH 150 ul (4.65 U) bzw. 720 ul (22.32 U).
Die durchgezogenen Kurven stellen die jeweiligen Anpassungen an die als Symbole
dargestellten MelBwerte dar.

Die Abbildung zeigt eine zufriedenstellende Ubereinstimmung der angepaliten Kurve
mit den MeRdaten der Umsetzung von PhEH. Allerdings wurden nur MelRwerte fur
Umsatze bis ca. 50 % erhalten, da die spezifische Aktivitat der Hydantoinase fir dieses
Substrat nur 1/15 von der fir das BnH betrug (siehe Tabelle 4.4-7, S. 112).

Unter der Voraussetzung, dal3 sich die Kinetik nicht andert, ergeben sich folgende
Parameter:
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Tabelle 4.4-4: aus der Anpassung in Abbildung 4.4-12 ermittelte Parameter

A U/m
Substrat pH-Wert T[°C] K eq [1] E[1] ) spez.| g]D
BnH 8.5 37 17.5 3.3 (L) 58.3 19.3
PhEtH 8.5 37 4.9 (D) 3.8 1.3

Interessanterweise verursacht eine Verlangerung des Rests um eine Methylengruppe
eine Umkehr der Enantioselektivitat der Hydantoinase. Die Gleichgewichtskonstante
dieser Umsetzung ist vermutlich mit einem grofR3en Fehler behaftet, da zur genaueren
Bestimmung Mel3daten bei h6heren Umsatzen als 50 % notwendig waren.

4.4.3 Untersuchungen zur Umsetzung von (Trimethylsilyl-
methyl)-hydantoin

1992 stellte Weidmann fest, dal3 L-TMS-Alanin in Peptiden ein biologisches Isoster zu
Phenylalanin darstellt. Der Trimethylsilylrest besitzt nach diesen Ausfiihrungen in etwa
die gleiche Raumerfillung wie der Phenyl-Rest im Phenylalanin (Weidmann, 1992). Es
konnte gezeigt werden, dal3 TMS-Alanin im Gegensatz zu Phenylalanin unempfindlich
gegeniuber enzymatischer Hydroxylierung ist. Dartber hinaus zeigte sich, da TMS-
Alanin-haltige Peptide im Gegensatz zu Phenylalanin-haltigen durch die Protease a-
Chymotrypsin nicht gespalten werden (Walkup et al., 1995).

Im Vergleich zur maximalen Ldslichkeit von BnH zeigt 5-(Trimethylsilylmethyl)-hydan-
toin (TMSMH) nur eine geringe Loéslichkeit von 1 mM bei pH 8.5 in 0.1 M Tris-Puffer.
AulRerdem waren keine analytischen Standards von enantiomerenreinem TMSMH und
N-Carbamoyl-TMS-Alanin (CTMSAIa) verfligbar. Aus friheren Untersuchungen war
bekannt, dafd diese Substanzen Uber das gesamte UV-Spektrum nur eine sehr geringe
Absorption zeigen. Alle HPLC-Messungen muf3ten deshalb mit unverdinnten Proben
bei 210 nm Detektionswellenlange durchgefiihrt werden (Waniek, 1996). Diese Griinde
sprachen gegen einen Einsatz der unter 3.10.2.2 (S. 63) beschriebenen photometri-
schen Methode. Deshalb wurde versucht, eine quantitative Enantiomerenanalytik mittels
Chiral-HPLC zu entwickeln.

Mittels chiraler HPLC konnten die Enantiomerenpaare von CTMSAla und TMSMH
getrennt werden. Die Zuordnung der Peaks von CTMSAla und TMSMH geschah nach
Synthese von Vergleichssubstanzen (3.7, S. 34), die aus der enantiomerenreinen D-
Aminoséaure, die friiher mittels mikrobieller Biotransformation gewonnen worden war
(3.9.1, S. 54).
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Zur Bestimmung der Enantioselektivitdt wurde 1 ml einer 1 mM D,L-TMSMH-L6sung in
0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 0.031 U Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745
zugegeben und einige Stunden bei 37 °C inkubiert.
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Abbildung 4.4-13: Enzymatische Umsetzung von D,L-TMSMH
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Abbildung 4.4-14: links: Chiral-HPLC-Messung einer Umsetzung von D,L-TMSMH mit
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745. Rechts: zum Vergleich eine Mes-
sung von D,L-CTMSAIa.

Abbildung 4.4-14 zeigt eine Messung der Umsetzung. Dennoch wurde nur enantio-
merenreines D-CTMSAla gebildet. Im Vergleich dazu ist eine Chiral-HPLC-Messung
von D,L-CTMSAla gezeigt, die zusatzlich noch einen Peak von L-CTMSAla bei
28.2 Minuten zeigt.

Obwohl sich die Benzylgruppe und die Trimethylsilyimethyl-Gruppe beziiglich der
Raumerfullung sehr &hnlich sind, findet eine Umkehr der Enantioselektivitat des Enzyms
fur TMSMH statt. Interessanterweise stellt TMSMH das erste Substrat dar, das von der
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens enantiospezifisch umgesetzt wurde. Um die
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Bedeutung des Siliziumatoms genauer zu untersuchen wurde in dem folgenden Experi-
ment das Siliziumatom gegen ein Kohlenstoffatom ausgetauscht.

4.4.4 Untersuchungen zur Umsetzung von Neopentylhydantoin

0]
0]
Hydantoinase OH
S —

HN\g/NH «— HN\”/NH2
O

Abbildung 4.4-15: Enzymatische Umsetzung von D,L-NPH

Die L-Enantiomere von NPH und der Carbamoylaminosaure wurden nach der unter 3.7
(S.34) beschriebenen Methode synthetisiert. Mit einer maximalen Ld&slichkeit von
0.5 mM in 0.1 M Tris-Puffer bei pH 8.5 und 37 °C ist D,L-NPH schlechter 16slich als D,L-
TMSMH. Um zu testen, ob die polarimetrische Methode zur Bestimmung der
Enantioselektivitat angewendet werden kann, wurden zundchst ORD-Spektren beider
Substanzen gemessen. Bei der geringen Ld&slichkeit von 0.5 mM betrug der Drehwert
des Hydantoins bei 253 nm —0.167°, der der Carbamoylaminosaure —0.098 °. Da der
maximale MelRwert theoretisch héchstens 0.069 ° betragen wirde, konnte bei einem
absoluten Meffehler des Polarimeters von +/- 0.02° die Methode aufgrund der geringen
Empfindlichkeit nicht eingesetzt werden. Bei der Entwicklung einer Analytik mittels
HPLC zeigte sich, dall NPH selbst in geséttigter Losung bei 210 nm &auf3erst gering
absorbierte. Daher konnten Umsetzungen nur qualitativ bestimmt werden. Mittels
chiraler HPLC gelang es, die Enantiomere von D,L-NPH zu trennen, nicht dagegen aber
die von D,L-CNPG. Daher muflte die Ermittlung der Enantioselektivitdt Uber die
Abnahme der Substratenantiomerenpeaks erfolgen.

Zur Bestimmung der Enantioselektivitét dieses Enzyms flr die Umsetzung von D,L-NPH
wurde eine 0.5 mM L6sung von L-NPH in 0.1 M Tris-Losung nach Methode 3.2.4
(S. 22) zur Racemisierung zwei Tage bei 37 °C inkubiert. Nachdem mittels chiraler
HPLC eine vollstandige Racemisierung des Hydantoins nachgewiesen wurde, erfolgte
die Einstellung des pH-Wertes auf 8.5. Anschlie3end wurden zu 100 pl dieser Lésung
100 pl (3.1 U) Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 zugegeben und
30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Es zeigte sich, dal3 die Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 D,L-NPH mit einer sehr geringen spezifischen Aktivitat von weni-
ger als 1 U/mgenym Unselektiv umsetzte.
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4.4.5 Untersuchungen zur Umsetzung von (Methylthioethyl)-

hydantoin
O
—S o /S\/\)L
Hydantoinase OH
HN\H/NH — HN\H/NH2
O O

Abbildung 4.4-16: Enzymatische Umsetzung von D,L-MTEH

Die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 wurde fir das Substrat D,L-
(Methylthioethyl)-hydantoin (D,L-MTEH) als D-selektiv beschrieben (May et al., 1998a).
Der angegebene E-Wert von 3 wurde in dieser Untersuchung aus getrennten Um-
setzungen von D- und L-MTEH ermittelt. Um zu untersuchen, ob die Umsetzung des
Racemats von MTEH zu den gleichen Ergebnissen flhrte, wurde die Umsetzung mit
D,L-MTEH wiederholt. Dazu wurde nach der unter 3.10.2.2 (S. 63) beschriebenen
Methode 3 mM D,L-MTEH mit 300 pl (9.3 U) Enzymlésung der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 73745 in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5 bei 37 °C umgesetzt.

Abbildung 4.4-17 zeigt die langsame Abnahme des D-MTEH, wahrend das L-Substrat
Uber die einstiindige Reaktionszeit nahezu nicht umgesetzt wird. D-MTEH wird etwa
200 mal schneller umgesetzt als das L-Enantiomer. Die spezifischen Aktivitaten betra-
gen 0.14 U fur das L-Enantiomer und 30.4 U fur das D-Enantiomer. Wie bereits oben
erwahnt, wurde bei der Umsetzung der getrennten Enantiomere lediglich eine 3.6-fache
Aktivitat des D-MTEH im Vergleich zum L-Enantiomer unter den sonst identischen
Reaktionsbedingungen beschrieben (May et al., 1998a). Zur Untersuchung, ob dieses
abweichende Ergebnis vom gegenseitigen Einflu der Enantiomere verursacht wird,
wurden getrennte Umsetzungen mit enantiomerenreinen Substraten nach der unter
3.10.1.2 (S. 61) beschriebenen Methode durchgefihrt.
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Abbildung 4.4-17: Umsetzung von 3 mM D,L-MTEH mit 300 ul (9.3 U fiir D,L-BnH)
Enzymlésung der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745
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Abbildung 4.4-18: Umsetzung von D- bzw. L-MTEH mit 100 ul (3.1 U fir D,L-BnH)
Enzymldsung von Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 bei

37 °C.
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Aus den Konzentrations-Zeit-Kurven in Abbildung 4.4-18 kann fur D-MTEH eine spezifi-
sche Aktivitat von 7.43 U/mggnym und fir L-MTEH 0.88U/mgen,ym berechnet werden.
Damit wirde D-MTEH etwa 8-fach schneller umgesetzt als das L-Enantiomer. Damit
konnten die friiheren Ergebnisse von May, zumindest in der Grél3enordnung, bestatigt
werden. Die relativen Aktivitaten der Enantiomere der Umsetzungen von D,L-MTEH von
den getrennt gemessenen Umsetzungen der beiden Enantiomere unterschieden sich
stark. Um den gegenseitigen Einflul? der Enantiomere genauer zu untersuchen, sollten
daher in Zukunft Inhibitionsmessungen durchgefihrt werden.

4.4.6 Untersuchungen zur Umsetzung von D,L-1-N-Methyl-5-
benzylhydantoin

Um zu untersuchen, ob das Wasserstoffatom in der 1-Position fur die Ringspaltung
essentiell ist oder ein Austausch gegen eine Methylgruppe die Spaltung des Hydantoins
verhindert, wurde 1-N-Methyl-5-benzylhydantoin (1IMeBnH) synthetisiert (3.8.1.1, S. 36)
und als Substrat eingesetzt.

O
@]
Hydantoinase OH
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Abbildung 4.4-19: Enzymatische Umsetzung von D,L-1MeBnH

Zur Untersuchung, ob Uberhaupt eine Aktivitat nachweisbar ist, wurde zu 500 pl einer
Lésung von 1MeBnH 10 pl 0.31 U Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM
3745 zugegeben und 12 Stunden bei 37 °C inkubiert. Als Vergleich wurde die identische
Substratldsung ohne Enzym ebenfalls 12 Sunden bei 37 °C inkubiert. Es konnte eine
auRBerst geringe enzymatische Aktivitat mittels Chiral-HPLC nachgewiesen werden.
Uber die Enantioselektivitat dieser Umsetzung konnte keine Aussage gemacht werden,
da die Enantiomere von D,L-CMePhe mittels Chiral-HPLC nicht getrennt werden konn-
ten (siehe

Tabelle 3.6-2, S. 28). AulBerdem war die Aktivitat der Hydantoinase Kleiner als 0.1
U/Qenym, SO dal infolge der spontanen Racemisierung des Hydantoins auch keine
Anreicherung eines Enantiomers gemessen werden konnte.
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4.4.7 Untersuchungen zur Umsetzung von 5-Benzyl-1,3-oxazo-
lidin-2,4-dion

Zur weiteren Untersuchung der Bedeutung der NH-Gruppe in 2-Position wurden Ver-

bindungen getestet, bei denen sich in dieser Position eine Methylengruppe (BnSl), ein

Schwefelatom (BnTD) oder, wie im Fall des 5-Benzyloxazolidin-2,4-dion (BOD), ein

Sauerstoffatom befanden.

4.4.7.1 Biotransformation

Nachdem in einem Vorversuch qualitativ gezeigt werden konnte, dal3 die Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 D,L-BOD umsetzt, wurde zur Charakterisierung
des Reaktionsprodukts eine praparative Umsetzung durchgefiihrt. Dafir wurden
120 mg (0.63 mmol) BOD mit 600 pl (18.6 U fur D,L-BnH) unverdinnter Enzymlésung
in 15 ml 0.1 M Natriumphosphatpuffer pH 8.5 bei 37 °C inkubiert. Von dem sonst Ubli-
chen Tris-Puffer wurde in dieser Reaktion abgewichen, da der Phosphatpuffer, als
magliche Verunreinigung des aufgearbeiteten Produkts, bei einer NMR-Messung nicht
stort. Der Fortschritt der Reaktion wurde online am Polarimeter verfolgt (3.10.1.2,
S. 61). Die spezifische Aktivitat der Hydantoinase betrug fir diese Reaktion etwa
1 U/mgenym. Nachdem keine Drehwertanderung mehr festgestellt werden konnte, zeigte
eine HPLC-Messung, dal3 gréf3tenteils noch BOD vorlag. Deshalb wurden nochmals
500 ul (15.5 U fur D,L-BnH ) Enzymldsung zugegeben und die Reaktion solange inku-
biert, bis der Drehwert konstant blieb. Mittels HPLC konnte ein Umsatz von etwa 45 %
nachgewiesen werden. Zur Aufreinigung des Produktes wurde die Mischung mit kon-
zentrierter TFA angesauert bis der pH unter 4 lag, danach wurde zur Abtrennung des
Enzyms und des Puffers mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase, die das
Reaktionsprodukt und nicht umgesetztes BOD enthielt, wurde Uber Natriumsulfat
getrocknet und anschlieBend im Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. Um
noch Spuren von TFA aus den 111 mg Rohprodukt zu entfernen, wurde das Produkt
einige Stunden im Hochvakuum getrocknet. Der Rickstand wurde in wenigen ml hei-
Fem Deuteriumoxid aufgenommen, dabei setzten sich beim Abkuhlen 6lige Tropfen ab,
die mittels HPLC als BOD identifiziert werden konnten. Die Mischung wurde zentrifu-
giert, um moglichst viel BOD abzutrennen. Der Uberstand wurde anschlieBend zur
NMR-Messung gegeben. Eine mittels RP-18-HPLC gemessene Probe zeigte den Peak
eines Reaktionsproduktes mit einer Retentionszeit von 23.1 Minuten.
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4.4.7.2 ldentifizierung des Reaktionsprodukts

Zur Charakterisierung des entstandenen Produktes wurde davon ausgegangen, dafd die
Hydantoinase BOD auf drei unterschiedliche Mdglichkeiten spalten kénnte.
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Abbildung 4.4-20: Mdgliche Reaktionsprodukte der enzymatischen Umsetzung von D, L -
BOD

Wie Abbildung 4.4-20 zeigt, ist prinzipiell ein nucleophiler Angriff auf beide Carbonyl-
gruppen vorstellbar. Bei der ,klassischen* Spaltung zwischen der 3- und 4-Position
mifRte Carbamoylphenylmilchsdure (CPhM) entstehen. Dagegen ware bei der Spaltung
zwischen der 2- und 3-Position Phenylmichsaureamid (PhMA) das Produkt. Das gleiche
Produkt mufRte auch bei der Spaltung zwischen der 1- und 2-Position entstehen, denn
ein hypothetische, intermediar gebildete Carbaminsdure wirde unter Kohlendioxidab-
spaltung zu PhMA hydrolysieren.

Um nachzuweisen, ob bei der Reaktion von 4.4.7.1 (S. 101) PhMA entstanden ist,
wurde das Amid wie unter 3.9.2.1 beschrieben als Vergleichssubstanz synthetisiert.
Jedoch zeigten mittels HPLC gemessene Proben (Rypnva= 11.0 min) keine Uberein-
stimmung mit dem entstandenen Produkt aus der enzymatischen Umsetzung (Rypnwa=
23.5 min). Dagegen konnte durch HPLC-Messungen eine Ubereinstimmung des Reak-
tionsproduktes mit der nach Methode 3.9.2.2 (S.55) synthetisierten D-
Carbamoylphenylmilchséure (D-CPhM) gezeigt werden (Abbildung 4.4-21).

Auch die NMR-Messung zeigte, dal? bei der Umsetzung CPhM gebildet wurde. Aus
dem Vergleich der *C-Spektren der enzymatischen Umsetzung (4.4.7.1, S. 101) mit
den Spektren der synthetisierten CPhM (3.9.2.2, S. 55) und des BOD (3.8.1.2, S. 39)
konnten alle Signale dem Substrat BOD bzw. dem Produkt CPhM zugeordnet werden.
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Damit konnte bestatigt werden, dafd die unter 4.4.7.1 (S. 101) beschriebene NMR-Probe

der Umsetzung von D,L-BOD mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM
3745 eine Mischung von BOD und CPhM enthielt.
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Abbildung 4.4-21: links: RP-18-HPLC-Chromatogramm der Umsetzung von D,L-BOD
mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5
bei 37 °C. Der Probe wurde synthetisiertes PhMA zugesetzt. Mitte: Synthese von PhMA
aus PhM. Rechts: Synthese von CPhM aus PhM.

Tabelle 4.4-5: NMR-Daten, siehe auch 3.9.2.2 (S. 55)

Substanz, Lésungsmittel Charakterisierung *C-NMR
Reaktionsmischung der 8=177.2, 161.0 (2 CO Produkt); 138.8, 132.4, 131.5, 130.2 (Ph, Pro-
enzymatischen Umsetzung dukt); 76.4 (CH Produkt); 39.5 (CHz Produkt);

(Mischung aus CPhM und BOD), D,O | 172.1 (1 CO Substrat, sehr schwach, 2. CO fehlt); 136.5, 132.7,
131.7, 130.6 (Ph, Substrat); 84.5 (CH Substrat); 38.4 (CH; Substrat)

synthetisierte D,L-CPhM, D,O 3=177.4, 161.0 (2 CO); 138.8, 132.4, 131.5, 130.1 (Ph); 76.6 (CH);
39.6 (CH);

D,L-BOD, CDCl, 3=172.5, 153.9 (2 CO); 132.9, 129.7, 128.8, 127.8 (Ph); 81.3 (CH);
36.5 (CH,)

4.4.7.3 Ermittlung der Enantioselektivitat

Da die spezifische Aktivitat der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745
nur etwa 1 U/mgenym betrug, ware es nur mit einer sehr groRen Katalysatormenge
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mdglich gewesen, die Enantioselektivitat dieser Umsetzung mit der unter 3.10.2.2
(S. 63) beschriebenen Methode zu ermitteln. Mittels chiraler HPLC konnte aber gezeigt
werden, dal? bei der Umsetzung mit der Hydantoinase fast ausschliellich D-CPhM
gebildet wurde (siehe Abbildung 4.4-22, S.104). Zur Kontrolle, ob das Enzym
ausschlielich L-BOD umsetzte, wurde untersucht, ob sich die Ruckreaktion von L-
CPhM zu L-BOD mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745
durchfuhren liel3.

Dazu wurde zu einer kleinen Menge L-CPhM in 1 ml Tris-Puffer pH 8.5 geldst und
100 pl (3.1 U) unverdinnte Enzymlésung von Arthrobacter aurescens DSM 3745 gege-
ben und Uber 12 Stunden bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde ein Tropfen der
Reaktionslosung mit 1 ml HPLC-FlieBmittel verdinnt. Mittels Chiral-HPLC konnte ein
Peak mit der Retentionszeit von L-BOD detektiert werden. Somit konnte gezeigt wer-
den, dal3 die Umsetzung reversibel ist und D-selektiv, aber nicht D-spezifisch stattfindet.

17.721

D-CPhM

/

L-BOD

N

D-BOD

Pl

55.610

Abbildung 4.4-22: Chiral-HPLC-Chromatogramm der Umsetzung von D,L-BOD mit
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5 bei
37 °C

Zur Untersuchung, ob die Rickreaktion von CPhM zu BOD auch nichtenzymatisch
erfolgen kann, wurde analog der Hydantoinsynthese (3.7, S. 34) eine Ldésung von D,L-
CPhM mit Salzsaure auf pH 0 angesauert und einige Minuten zum Kochen erhitzt. Es
konnte jedoch keine Bildung von BOD nachgewiesen werden.

Es konnte somit gezeigt werden, daf? die Umsetzung von D,L-BOD mit der Hydan-
toinase aus Arthrobacter aurescens nach der folgenden Reaktionsgleichung ablauft:
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Abbildung 4.4-23: Bei der enzymatischen Umsetzung von D,L-BOD entsteht enantiose-
lektiv D-CPhM

Die Bildung PhMA konnte ausgeschlossen werden. Die Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 spaltet BOD also auf die ,klassische” Art zwischen der 3- und 4-
Position des Ringes.

4.4.8 Untersuchungen zur Umsetzung von Benzylsuccinimid

Im letzten Kapitel konnte gezeigt werden, dal3 die Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens BOD offenbar ausschlie3lich an der Bindung zwischen der 3- und 4-Position
im Ring spaltet, ihre Enantioselektivitat jedoch nach Austausch der 1-NH-Gruppe gegen
ein Sauerstoffatom umkehrt (4.4.7, S. 101). Von Interesse war jetzt, ob diese Umkeh-
rung der Chiralitatserkennung nur durch ein Sauerstoffatom oder auch durch andere
Gruppen in der 2-Position verursacht wird. Deshalb wurde fiir eine weitere Untersu-
chung 5-Benzylsuccinimid (BnSl) eingesetzt. Im Vergleich zum BnH ist im BnSI die 1-
NH-Gruppe durch eine Methylengruppe ersetzt.

4.4.8.1 Biotransformation

Eine Umsetzung von BnSI gelang nur mit einer sehr gro3en Enzymmenge. Dazu wur-
den in einem Eppendorfgefal} einige Kristalle D,L-BnSl in etwa 20 pl Tris-Puffer, pH 8.5
gegeben und der pH-Wert mit 10 %iger walriger Natronlauge und 0.1 pH-Einheiten
genaue Indikatormef3stabchen korrigiert. Anschliel3end wurden zu 10 pl der Mischung
etwa 100 pl (3.1 U fir D,L-BnH) unverdiinnte Enzymldsung zugegeben und 28 Stunden
bei 37 °C geschuittelt. Die verbliebenen 10 pl BnSI-Lésung wurden mit 100 pl Tris-Puf-
fer pH 8.5 verdinnt und ebenfalls 28 Stunden bei 37 °C inkubiert. HPLC-Messungen
beider Ansatze zeigten neben dem Peak von BnSl bei 36.7 Minuten zwei weitere Peaks
bei 19.7 und 21.4 Minuten und einen Peak der Benzylbernsteinsédure bei 47.9 Minuten.
Die beiden Chromatogramme der Umsetzungen mit und ohne Enzym waren identisch
bis auf den Unterschied, dafd bei der Umsetzung mit Enzym der Peak bei 21.4 Minuten
deutlich groRer war (Abbildung 4.4-24).
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Abbildung 4.4-24: Umsetzung von D,L-BnS| mit Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 in nahezu unverdiinnter Enzymlésung bei 37 °C, pH 8.5

Im Vergleich zu D,L-BOD, das mit einer spezifischen Aktivitat von 1 U/mggnym umge-
setzt wurde, zeigte die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 fir die
Umsetzung von D,L-BnSl eine viel geringere spezifische Aktivitat von weniger als
0.1 U/mQen,ym. Da Uber die lange Reaktionszeit parallel zur enzymatischen Hydrolyse
auch eine nichtenzymatische Spaltung stattfand, wurde die genaue spezifische Aktivitét
der Hydantoinase fur dieses Substrat nicht ermittelt. Spatere Untersuchungen zeigten,
daf} bei der Umsetzung 3-Benzylbernsteinsdurehalbamid (3BnBHA) gebildet wurde. Da
das enzymatisch gebildete Produkt aufgrund der sehr geringen Konzentration nicht iso-
liert werden konnte, wurden zur Identifizierung der Substanz Vergleichsmessungen mit
Standardverbindungen durchgefuhrt.

4.4.8.2 Identifizierung des Reaktionsprodukts

Wie bei der enzymatischen Hydrolyse von D,L-BOD (siehe 4.4.7.2, S. 102) wurden
auch in diesem Fall Uberlegungen angestellt, welche Substanzen durch Hydrolyse des
D,L-BnSlI entstehen kénnen. Unter der Annahme, dal} prinzipiell beide Carbamoylgrup-
pen nucleophil angegriffen werden kdénnen (Abbildung 4.4-25), war die Bildung der
beiden Enantiomere von 3- bzw. 2-Benzylbernsteinsaurehalbamid (3BnBHA bzw.
2BnBSHA) denkbar.

Da die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 fir die Umsetzung von
D,L-BnSlI nur eine sehr geringer Aktivitat zeigte, war es nicht mdglich, eine praparative
Menge des entstandenen Halbamids (R=21.4 Minuten) zur weiteren Charakterisierung
zu isolieren. Daflr gelangen aber Synthesen zweier unterschiedlich angereicherter
Mischungen der beiden Benzylbernsteinsaurehalbamide (3.9.3.1b, S.58), die in
Zusammenarbeit mit PD Dr. Fischer aus dem Institut fir organische Chemie der
Universitat Stuttgart NMR-spektroskopisch untersucht wurden (Fischer et al., in prep.)
Aus diesen Untersuchungsergebnissen und Vergleichsmessungen mittels HPLC konnte
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das enzymatisch gebildete Halbamide als 3BnBHA identifiziert werden (Waniek et al., in
prep.).

O
OH
NH2
?
5 .
L-3BnBHA '\ O D-3BnBHA ()
3 2|
) 45 NH
0) ! ? 0]
DL-BnSI N
NH, <~ NH,
OH WOH
L-2BnBHA QO D-2BnBHA O

Abbildung 4.4-25: Mégliche Produkte der enzymatischen Umsetzung von D,L-BnSl

4.4.8.3 Bestimmung der Enantioselektivitdt der enzymatischen Hydrolyse

Nachdem es gelungen war, die Regioselektivitdt der Umsetzung von BnSl mit der
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 aufzuklaren, stellte sich die Frage
nach der Enantioselektivitat dieser Reaktion.

Mittels der chiralen HPLC-Saule gelang es, eine racemische Mischung der beiden
Halbamide in ihre jeweiligen Enantiomeren zu trennen (siehe Abbildung 4.4-26). Um die
absolute Konfiguration der Enantiomere bestimmen zu kénnen, wurde eine Halbamid-
mischung von 2BnBHA und 3BnBHA synthetisiert (3.9.3.2, S. 59), die jeweils das D-
Enantiomer im UberschuR enthielten (Abbildung 4.4-26). Die Bestimmung der
Enantioselektivitat der Umsetzung von BnSl mit der Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 erfolgte durch einen Vergleich der Retentionszeiten von den
gebildeten Halbamide mit den synthetisierten, chiral angereicherten Halbamiden.

Abbildung 4.4-27 zeigt Chiral-HPLC-Messungen der Umsetzung von BnSI mit der
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745. Da BnSl unter den
Reaktionsbedingungen auch nichtenzymatisch hydrolysiert, wurde parallel zur enzyma-
tischen Umsetzung ein enzymfreier Ansatz inkubiert. In Abbildung 4.4-27 ist unter jeder
Messung des Reaktionsansatzes eine Messung der enzymfreien Substratlésung darge-
stellt. Die Hydantoinase katalysiert die Hydrolyse von BnSl zu D-3BnBHA. Innerhalb
der MeRgenauigkeit konnte weder die Bildung des L-Enantiomers noch die des
2BnBHA nachgewiesen werden. Daraus kann geschlossen werden, dal3 diese Hydan-
toinase auch bei BnSI den Ring zwischen der 3- und 4-Position spaltet.

Bis auf den Unterschied, dal? BOD etwa zehnfach so schnell wie BnSI umgesetzt wird,
zeigt das Enzym auch fir dieses Substrat dasselbe Verhalten der Umkehrung der Chi-
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ralitatserkennung. Offensichtlich sind die Wechselwirkungen der 1-Position im
Hydantoinring mit dem aktiven Zentrum des Enzyms fur die Chiralitatserkennung von
grolRer Bedeutung. Bei den Untersuchungen zur enzymatischen Umsetzung von BOD
(4.4.7, S.101) konnte eine Rickreaktion von CPhM mit der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 nachgewiesen werden (4.4.7.3, S. 103). Dagegen

konnte mit diesem Enzym unter identischen Reaktionsbedingungen keine Rickreaktion
der Halbamide zum BnSI beobachtet werden.

180
D,L-2BnBHA D,L-3BnBHA
160 - \ /
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Abbildung 4.4-26: Chiral-HPLC-Chromatogramm einer Mischung von 2BnBHA und
3BnBHA, die jeweils das D-Enantiomer im Uberschul3 enthalten.
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Abbildung 4.4-27: Chiral-HPLC-Chromatogramme der enzymatischen Umsetzung von
BnSI mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 in nahezu unverdiinnter
Enzymlésung bei einem pH-Wert von 8.5. Es sind Proben des Reaktionsansatzes und
eines enzymfreien Ansatzes jeweils zur selben Zeit genommen worden. Von oben
beginnend: Probe nach 28, 14 und 0 Stunden, die Vergleichsprobe ohne Enzym ist
Jjeweils darunterliegend.

4.4.9 Biotransformationen mit anderen Hydantoinasen

Die in dieser Arbeit schwerpunktsmaRig untersuchte Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 war als Enzymlésung in groRer Menge verfiigbar. Dagegen war
von der D-Hydantoinase 2 aus Bacillus thermoglucosidasius nur eine geringe Menge
vorratig, zwei andere Hydantoinasen (aus Thermus species und Arthrobacter crystallo-
poietes DSM 20117) lagen nur in immobilisierter Form vor. Fir die etablierte,
polarimetrische Methode (3.10.2.2, S. 63) wurde dagegen eine relativ groRe Menge an
freiem Enzym bendétigt. Deswegen wurden die Biotransformationen mit allen drei D-
Hydantoinasen nur auf die Enantioselektivitdt hin untersucht. Zur qualitativen
Bestimmung der Enantioselektivitat dieser Hydantoinasen wurde die Umsetzungen im
Eppendorfgefald mit gesattigten Substratiésungen durchgefihrt. Zum Ansetzen der
Substratldsungen wurde einen Spatelspitze der jeweiligen Substanz zu 1000 pl Tris-
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Puffer, pH 8.5 gegeben und einige Stunden bei 37 °C geschiittelt. Die Reaktionen
wurde mit dem Uberstand der zentrifugierten Suspensionen durchgefiihrt. Dazu wurden
zu 500 pl Substratlésung 10 pl Hydantoinase 2 bzw. eine Spatelspitze der immobilisier-
ten Enzyme von Hydantoinase 1 oder von Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117
gegeben und einige Stunden bei 37 °C inkubiert. Proben der Umsetzungen wurden mit
FlieBmittel verdiinnt und mittels chiraler HPLC bei einer Detektionswellenldnge von
210 nm untersucht (3.10.2.1, S. 63). Zum Nachweis, ob eine Reaktion spezifisch oder
selektiv ablief, wurde bei einer Umsetzung mit einer grof3e Katalysatormenge uber
mehrere Tage die Bildung der Produktenantiomere verfolgt. Bei einigen Reaktionen
konnten nur die Substratenantiomere getrennt werden. In diesen Fallen wurde die
Enantioselektivitat des Enzyms Uber die schnellere Abnahme eines Substratpeaks
ermittelt. Tabelle 4.4-6 zeigt einen Vergleich der Enantioselektivitaten aller
Umsetzungen der untersuchten Substanzen mit den Hydantoinasen aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745, Hydantoinase 1 bzw. 2 und der Hydantoinase aus Arthrobacter
crystallopoietes DSM 20117. Der Begriff spezifisch wurde dann verwendet, wenn inner-
halb der MeRRgenauigkeit nur die Bildung eines Produktenantiomers beobachtet wurde.
Die Bezeichnung ,geringe Aktivitat* wurde dann gewahlt, wenn selbst in unverdiinnter
Enzymldsung nach tagelanger Inkubationszeit nur sehr wenig enzymatisch gebildetes
Produkt nachgewiesen werden konnte.

Tabelle 4.4-6: Vergleich der Enantioselektivitdten unterschiedlicher Hydantoinasen

,L“-Hydantoinase D-Hydantoinase 2 | D-Hydantoinase 1 D-Hydantoinase
Substrat | Arthrobacter au- Thermus species | Bacillus thermo- Arthrobacter cry-
rescens rekombinant in glucosidasius, stallopoietes
DSM 3745 Escherichia coli | rekombinant in DSM 20117
Escherichia coli
1MeBnH | geringe Aktivitat sehr geringe sehr geringe geringe Aktivitat
Aktivitat Aktivitat
3MeBnH | keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat
BnH L-selektiv D-spezifisch D-selektiv D-spezifisch
BnSl wird selektiv umge- | keine Aktivitat wird spezifisch unselektiv
setzt zu umgesetzt zu sehr geringe
D-3BnBHA D-3BnBHA Aktivitat
BnTD keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat
BnTS keine Aktivitat n. b. n. b. n. b.
BOD D-selektiv* D-spezifisch D-spezifisch keine Aktivitat
MTEH D-selektiv** D-spezifisch** n.b. n.b.
NPH unselektiv D-spezifisch D-selektiv n.b.
(sehr geringe
Aktivitat)
PhEH D-selektiv D-spezifisch” D-spezifisch” n. b.
PhH ?° D-spezifisch” D-selektiv’ n. b.
POD keine Aktivitat n. b. n. b. n. b.
TMSMH | D-spezifisch D-spezifisch D-spezifisch D-spezifisch

* Umsetzung von L-CPhe konnte durch Riickreaktion mit einer groBen Enzymmenge nach

ca. 20 h nachgewiesen werden

** Die Bestimmung erfolgte polarimetrisch nach Methode 3.10.1.2 (S. 61)
! Untersuchungsergebnis wurde aus (Keil et al., 1995) entnommen
2 Umsetzung wurde beschrieben (May et al., 1998a) ohne Angabe der Enantioselektivitét
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Aus apparativen Grunden konnten immobilisierte Enzyme nicht auf ihre Enantioselek-
tivitdt getestet werden. Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitaten beider Enantiomere
von D,L-MTEH mit der D-Hydantoinase 2 aus Thermus species rekombinant in
Escherichia coli wurden die getrennte Umsetzungen in der Polarimeterkivette nach der
unter 3.10.1.2 beschriebenen Methode durchgefuhrt (Abbildung 4.4-28).
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Abbildung 4.4-28: Vergleich der Umsetzungen von 3 mM D- und L-MTEH mit 0.031 U

(fiir D,L-BnH) unverdiinnter D-Hydantoinase aus Thermus species, rekombinant in
Escherichia coli hergestellt.

In der Abbildung ist die Umsetzung von D- und L-MTEH mit der D-Hydantoinase 2 dar-
gestellt. Es wird praktisch nur D-MTEH umgesetzt.
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4.4.10 Zusammenfassung der Untersuchungen

In den drei folgenden Tabellen sind alle untersuchten Umsetzungen mit den unter-
schiedlichen Hydantoinasen zusammengefal3t. Enantioselektivitdten konnten nur von
Umsetzungen mit D,L-BnH und D,L-PhEH bestimmt werden. Fur alle anderen Sub-
strate werden daher qualitative Enantioselektivititen genannt. Die Standard-
Reaktionsbedingungen waren 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 bei 37 °C. Abweichungen von
diesen Standardbedingungen werden in den Klammern genannt. Wenn fir die Aktivitat
null angegeben wurde, heil3t das, dalR bei einer Probe der Substanz in unverdinnter
Enzymldsung (31 U/ml) bei einem pH zwischen 8 und 9 bei 37 °C Uber 24 h keine
Umsetzung mef3bar war.

Die in Tabelle 4.4-7 dargestellten Untersuchungsergebnisse zeigen, dal} weder der pH-
Wert zwischen 7.5 und 9.5 noch die Reaktionstemperatur im Bereich von 25 — 45 °C
einen nennenswerten Einflul} auf die Enantioselektivitat der Umsetzung von D,L-BnH
mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 zeigen.

Tabelle 4.4-7: Zusammenfassung der Umsetzungen von 3 mM D,L-BnH

Substanz Arthrobacter aurescens DSM 3745 Hyd. 2 Hyd 1 DSM 20117
Enantioselekiivitat £ 4 | P Aktivitat *
nantioselektivita ,
Strukturformel Abk. . Aspez. [U/IMQ gnzym] E® E® E®
Enantiomer, T, pH
L D
4.1 (L, 25°C, pH 8.5) 28.5 7.8
o o 0,
3.3 (L, 37 OC, pH 8.5) 58.3 19.3 100 85'A3 ee(P) 100
HN\"/NH BnH 3.4 (L, 45 °C, pH 8.5) 35.3 15.8 ©) bei 55 % U ©)
o 4.1 (L, 37 °C, pH 7.5) 39.5 14.0 (D)
3.8 (L, 37 °C, pH 9.5) 54.8 14.8

* Methode 3.10.1.1 (S. 61): Bestimmung der Ase, mittels RP-18-HPLC

? Methode 3.10.1.2 (S. 61): Bestimmung der Aspe, mittels Polarimetrie

% Methode 3.10.2.1 (S. 63): Bestimmung von E mittels Chiral-HPLC

4 Methode 3.10.2.2 (S. 63): Bestimmung von E mittels Photometrie und Polarimetrie
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Tabelle 4.4-8: Zusammenfassung der Umsetzungen von D,L-Hydantoinen

Substanz Arthrob. aurescens DSM 3745 Hyd. 2 Hyd. 1 DSM 20117
spez. Aktivitat der o
. Inhibitor auf
Enantiomere ) 3 3 3
Strukturformel  Abk. E die D,L-BnH- E E E
[U/mg enzym) 2
Umsetzung
L D
]
©/\r—? . - sehr geringe keine keine
MeN. NH | IMeBnH .b. | <01 | <0.41' | kein Inhibit > ., o
N esn n €in fnhibrtor Aktivitat Aktivitat Aktivitat
o
o]
keine keine keine
HN__NM MeBnH - keine Aktivitat hr sch h
e | 3MeBn eine AIvVILaL | SENTSChWACh 1 1\ tivitat Aktivitat Aktivitat
)
o] 4,5 4,5
NN 014 | 304 >100 n. b. n. b.
HN.NH | MTEH D n. b.
T 0.88%° | 7.43%° ©)
D-selektiv
° >1 kei
T | NPH pL | <1® <1® n. b. (DO)O 50 % ee(L-S) Ak(:it]iteat
T bei 40 % U
o]
4.9 " 4 >100 >100
HN._NH | PhEH 1.5 0.5 n. b. n. b.
T ©* ©)’ ©)’
©\'_¢0 sehr geringe 9 >100 .7 keine
PhH - o Ki=9.2 mM D-selekt L
N Aktivitat® : m (D)’ selertv Aktivitat
o)
SO
4 PR TMSMH D 0® =0.2 n. b. >100 >100 >100
o

! Methode 3.10.1.1 (S. 61): Bestimmung der Aspe, mittels RP-18-HPLC
2 Methode 3.10.1.2 (S. 61): Bestimmung der Aspe,. mittels Polarimetrie
® Methode 3.10.2.1 (S. 63): Bestimmung von E mittels Chiral-HPLC

? Methode 3.10.2.2 (S. 63): Best. von E mittels Photometrie und Polarimetrie
® Umsetzung von D,L-MTEH
6 getrennte Umsetzung der einzelnen Enantiomere
7 Untersuchungsergebnis wurde aus (Keil et al., 1995) entnommen
8 Umsetzung wurde beschrieben (May et al., 1998a) ohne Angabe der Enantioselektivitét
? Bestimmung nach Methode 3.10.3 (S. 69)
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Tabelle 4.4-9: Zusammenfassung Umsetzungen hydantoinanaloger Verbindungen

Substanz Arthrob. aurescens DSM 3745 Hyd. 2 Hyd. 1 DSM 20117
Inhibitor
- auf die
Strukturformel | Abkirzung E IAktivitat E® E® =
D,L-BnH-
Umsetzg.
o]
W BnTH - Zersetzung | Zersetzung | Zersetzung Zersetzung Zersetzung
S
@\'_{/0 keine keine kein
POD . b. . b. . b.
S © Aktivitat | Aktivitat | Inhibitor n.b n.b n.b
o
° D-selektiv D-selektiv
©/\r—‘v” ee(P)=20 % 3 .| ee(P)=13 % >100 keine
o BOD Ki = 4 M
‘g’”” © ce(S)=79%| ! 1=AEMM L e(s)=9 % ) Aktivitét
U=68 % U=19 %
(o]
W BnBA - Zersetzung | Zersetzung | Zersetzung Zersetzung Zersetzung
o]
D-selektiv
o P)=50 %
ee( )=50 % 3 noch nicht keine >100 keine
NH | BnSI bei U=10 % <1 . S -
. . bestimmt Aktivitat (D) Aktivitat
o gleichzeit.
Hydrolyse!
? keine n. b,
W BnTS - Aktivitat schwach n. b. n. b. n. b.
o fir IMH®
]
©/\r—{’ keine keine keine keine
S\ NH | BnTD - L hwach . . -
T n Aktivitat sehwac Aktivitat Aktivitat Aktivitat

1 Methode 3.10.1.1 (S. 61): Bestimmung der Ase, mittels RP-18-HPLC
? Methode 3.10.1.2 (S. 61): Bestimmung der Aspe, mittels Polarimetrie
% Methode 3.10.2.1 (S. 63): Bestimmung von E mittels Chiral-HPLC

4 Methode 3.10.2.2 (S. 63): Best. von E mittels Photometrie und Polarimetrie
® Umsetzung von D,L-MTEH
6 getrennte Umsetzung der einzelnen Enantiomere
" Untersuchungsergebnis wurde aus (Keil et al., 1995) entnommen
8 Umsetzung wurde beschrieben (May et al., 1998a) ohne Angabe der Enantioselektivitéit
? (May, persénliche Mitteilung)
" Bestimmung nach Methode 3.10.3 (S. 69)
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4.5 Inhibitionsuntersuchungen mit Arthrobacter
aurescens DSM 3745

Wird ein Substanz nicht umgesetzt, ist es interessant zu wissen, ob sie stattdessen
einen inhibitorischen Einflul3 auf die jeweilige Enzymreaktion zeigt. Wenn eine Substanz
weder umgesetzt wird noch eine Reaktion dieses Enzyms inhibiert, kann daraus gefol-
gert werden, dal diese Substanz nicht mit dem aktiven Zentrum des Enzyms
wechselwirken kann, also nicht in das aktive Zentrum ,paf3t‘. Zeigt dagegen eine Ver-
bindung eine hohe Inhibition, wird aber nicht umgesetzt, kann gefolgert werden, dal3 die
Verbindung sehr gut in das aktive Zentrum pal3t.

Durch den systematischen Austausch einzelner Positionen im Hydantoinring konnten
durch Inhibitionsuntersuchungen Informationen erhalten werden, welche Positionen flr
die Bindung im aktiven Zentrum von besonderer Bedeutung sind. Aus Réntgenstruk-
turanalysen eines Enzyms, das mit einem Inhibitor cokristallisiert wurde, kénnte in
Zukunft evtl. die Struktur des aktiven Zentrums bestimmt werden, die vorlage, wenn
sich ein Substratmolekil im aktiven Zentrum beféande.

Inhibitionsexperimente wurden nur mit Substanzen durchgefiihrt, die von der Hydan-
toinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 nicht umgesetzt wurden (siehe 4.4.9,
S. 109). Dazu wurde nach der unter 3.10.3 (S. 69) beschriebenen Methode untersucht,
ob diese Substanzen die Umsetzung von L-BnH mit der Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 inhibierten. Keines der untersuchten Hydantoine und keine der
hydantoinanalogen Substanzen zeigten einen nennenswerten inhibitorischen Einflul3.
Da bei schwachen Inhibitoren der Ki-Wert nicht zuverlassig bestimmt werden konnte,
wurden nur qualitative Aussagen Uber diese Substanzen gemacht. Eine Zusammenfas-
sung dieser Untersuchungen befindet sich im Anhang (8.5, S. 168).

Im Gegensatz dazu zeigte BnBHA, welches als aquimolare, racemische Mischung bei-
der Benzylbernsteinsdurehalbamide nach der unter 3.9.3.1 (S.58) beschriebenen
Methode aus BnBA (3.8.3.2, S. 49) hergestellt worden war, eine starke Inhibition mit
einem Ki-Wert von 0.34 mM. Die in Abbildung 4.5-1 dargestellten Symbole zeigen eine
Auswahl der kontinuierlich bestimmten Konzentrationen von L-BnH von 5 Umsetzungen
bei Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen des Inhibitors BnBHA. Die durch-
gezeichneten Kurven zeigen die Simulationen der Gleichung 3-11 (S. 70) zur Schatzung
von k und K;. Gleichung 3-11 beschreibt eine reversible Reaktion mit der Annahme, daf3
die Hin- und Ruckreaktion jeweils vom Typ einer Michaelis-Menten-Gleichung mit
kompetitiver Inhibition durch einen Inhibitor sind. Aus der guten Ubereinstimmung der
Simulationen mit den MelRwerten kann diese Annahme bestétigt werden.
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i k =0.0024 s™
3 K, =0.34 mM
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Abbildung 4.5-1: Untersuchung des inhibitorischen Einflu3 von BnBHA auf die Umset-
zung von L-BnH mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745.
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, die Substrat- und Enantioselektivitat von Hydantoinasen syste-
matisch zu untersuchen. Das Hauptaugenmerk sollte dabei auf die Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 gerichtet werden, da fiir dieses Enzym bereits
umfangreiche Vorarbeiten durchgefihrt wurden und zur Zeit parallele Untersuchungen
zur Rontgenstrukturanalyse stattfinden (May, 1996; Abendroth, in prep.). Vergleichend
sollten dann Untersuchungen mit weiteren, u. a. kommerziell erhaltlichen Hydantoina-
sen (Keil, et al., 1995; Roche-Diagnostics, Pensberg, Deutschland) durchgefihrt
werden.

5.1 Wahl von 5-Benzylhydantoin als Standard-
substrat

Die Entscheidung, BnH als Standardsubstrat zu verwenden, hatte mehrere Grinde. In
Vorversuchen hatte sich zum einen gezeigt, dal3 diese Verbindung von der Hydan-
toinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 umgesetzt wurde. Zum anderen war das
Hydantoin vom gunstig erhaltlichen Phenylalanin problemlos auch als Racemat oder als
D-Enantiomer zugénglich. Im Gegensatz zu aliphatischen Resten in der 5-Position zeigt
der aromatische Benzylrest einen viel hoheren Extinktionskoeffizienten. Da die Synthe-
sen der hydantoinanalogen Verbindungen oft mehrstufig waren, hatte der aromatische
Rest den Vorteil, dal3 sich der Umsatz der meisten chemischen Synthesen unkompli-
ziert mittels DC verfolgen lie3. Genauso war die leichte Nachweisbarkeit dieser
Substanzen bei der Produktisolierung von groBem Vorteil. Aul3erdem zeigten die aro-
matischen Verbindungen eine bessere Loslichkeit in organischen Losungsmitteln als die
mit aliphatischen Resten. Dies vereinfachte die Aufarbeitung der Reaktionsmischungen
durch z. B. Extraktion der Produkte mit organischen Lésungsmitteln erheblich.

Da in allen bisher publizierten Untersuchungen der Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 nur Umsetzungen von Substraten mit mindestens einer
Methylengruppe im 5-monosubstituierten Hydantoin genannt werden, wurde Benzyl-
hydantoin als einfachstes aromatisches Hydantoin gewabhilt.

Viele aliphatische, 5-substituierte Hydantoine sind schlecht I6slich. Z. B. zeigt NPH eine
maximale Loslichkeit von 0.5 mM in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5 bei 37 °C. Dagegen ist L-
BnH mit 5 - 7 mM relativ gut I6slich, das Racemat von BnH ldst sich etwa doppelt so
gut. BnH-Losungen neigen zur Ubersattigung, so kam es vor, daf in Lésungen tber
7 mM das BnH unvorhersehbar auskristallisierte. Als problematisch stellte sich das
racemisierungsfreie Ansetzen enantiomerenreiner BnH-LOosungen dar, die fur
Aktivitatsbestimmungen (3.10.1.2, S. 61) oder Inhibitionsuntersuchungen (3.10.3, S. 69)
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bendtigt wurden. Selbst das Lésen einer 3 mM L-BnH-Suspension dauerte bei 40 °C in
0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5 im Ultraschallbad etwa 30 Minuten. Da aber wéahrend dieser
Zeit unter diesen Bedingungen mehr als 5 % des L-BnH racemisiert waren (siehe 4.3,
S. 79), mulite eine andere Methode gefunden werden. Die Racemisierungsgeschwin-
digkeit hangt stark von der Temperatur und dem pH-Wert ab (Abendschein, 1998).
Daher wurde versucht, eine praktikable Methode durch Variation dieser Parameter zu
entwickeln. Es gelang nicht, Losungen racemisierungsfrei bei niedrigeren Temperaturen
anzusetzen, aul3erdem nahm mit abnehmender Temperatur die Zeit zum Auflésen des
Hydantoins zu. In einem Vorversuch konnte mittels chiraler HPLC gezeigt werden, dald
eine bei 60 °C angesetzte 3 mM L-BnH-LAsung in einem Tris-Puffer mit pH 3 Uber Tage
keine Racemisierung zeigte (3.4.2, S. 23). Der Nachteil dieser Methode ist zum einen
die bei pH 3 begrenzte Ldslichkeit von etwa 3 mM L-BnH, zum anderen wird durch die
Neutralisierung der Salzsdure auf den Reaktions-pH-Wert Natriumchlorid eingebracht.
Es konnte aber gezeigt werden, dal® eine Natriumchloridkonzentration in dieser Kon-
zentration weder die Enantioselektivitdt noch die Aktivitat der Hydantoinase bei der
Umsetzung von D,L-BnH beeinfluBte (Schwickart, 1999).

5.2 Etablierung einer Standardumsetzung

Zur Bestimmung der Substratspezifitit der verschiedenen Hydantoinasen war es
erforderlich, eine auf moglichst viele Reaktionen tbertragbare analytische Methode zu
entwickeln. Bei den meisten Verbindungen konnten Substrat und Produkt mittels HPLC
auf einer RP-18-Séaule getrennt werden. Dabei zeigte sich, dald nahezu alle Substanzen
mit dem unter 3.3 (S. 23) beschriebenen FlieBmittel bei Retentionszeiten unter einer
Stunde getrennt werden konnten. Ein Nachteil beim Einsatz von HPLC war die hohe
Anzahl an Proben. Vor allem die Bestimmung von Inhibitionskonstanten hatte eine
kaum zu bewaéltigende Anzahl von Proben erfordert. Diese Konstante wird in der Regel
durch Messung der Reaktionsgeschwindigkeiten in Abhangigkeit von der Substratkon-
zentration bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen bestimmt. Fir jede
Reaktionsgeschwindigkeitsmessung sind aber mindestens 4 Proben der Umsetzung
notig. Bei mindestens 8 MelR3punkten pro Inhibitorkonzentration wéare eine Messung von
mindestens 128 Proben erforderlich gewesen, was einer Woche Mel3zeit entsprochen
hatte. Deshalb war ein primares Ziel der Arbeit, Methoden zu entwickeln, mit denen
maoglichst schnell Reaktionsgeschwindigkeiten von Umsetzungen verschiedener Sub-
stanzen gemessen werden konnten.

Es wurde untersucht, ob eine beschriebene photometrische Methode, die sich fur die
Untersuchung der Umsetzung von 5-Methylthioethylhydantoin eignete, auch auf andere
Substrate lbertragen werden konnte (May et al., 1998). Es zeigte sich jedoch, daR sich
die Absorptionsspektren vieler Hydantoine von denen der entsprechenden Car-
bamoylaminoséauren im kurzwelligen Bereich um 240 nm nur geringfligig unterschieden.
In einer spéater beschriebenen kombinierten Methode mit einem Polarimeter wurde die-
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ser geringflgige Unterschied beider Absorptionsspektren genutzt, um kontinuierlich die
Konzentrationen der Hydantoine und Carbamoylaminosauren zu bestimmen
(Schwickart, 1999). Mit Erfolg konnte eine polarimetrische Methode entwickelt werden,
mit der Umsetzungen im 1-ml-Maf3stab direkt in der Polarimeterkiivette gemessen wur-
den. Voraussetzung war bei dieser Methode, dal3 enantiomerenreines Substrat und
Produkt zur Verfiigung steht. Bei dieser Methode muf3te zur Bestimmung der Substrat-
und Produktkonzentration die Molsumme als konstant angenommen werden. Das hat
den Nachteil, dafl3 Fehler beim Pipettieren des Enzyms oder bei der Einwaage des Sub-
strats nicht erkannt werden kénnen. AuRerdem konnten nur Substrate getestet werden,
deren Absorption bei der verwendeten Wellenlange niedrig war. Z. B. war es nicht még-
lich, 5-Indolymethylhydantoin polarimetrisch zu bestimmen. Diese Substanz zeigte nur
eine geringe Ldslichkeit, dafir aber Gber den gesamten kurzwelligen Mel3bereich eine
so hohe Absorption, dal3 die polarimetrischen Methoden nicht angewendet werden
konnten.

Bei der Entwicklung analytischer Methoden zur Bestimmung der Enantioselektivitat

wurden Methoden untersucht, die eine gleichzeitige Bestimmung der Substrat- und Pro-
duktenantiomere ermdglichte. Fir viele Substanzen gelang es, eine HPLC-Methode mit
einer Cyclodextrintrennsaule zu entwickeln. Der Nachteil dieser Methode ist allerdings
eine hohe Mel3zeit von bis zu zwei Stunden. Da fir die meisten Substanzen bereits eine
analytische Methode mittels RP-18-HPLC entwickelt war, wurde untersucht, ob sich ein
Polarimeter als zuséatzlicher HPLC-Detektor eignet, den Enantiomereniberschul der
getrennten Substanzen zu bestimmen (Teves et al., 1999). Selbst bei der Verwendung
einer sehr kurzen MefRRwellenlange im Polarimeter konnten hinsichtlich der Empfindlich-
keit allenfalls zufriedenstellende Resultate erzielt werden, wenn die Proben unverdiinnt
in die HPLC injiziert wurden. Da es aber nicht gelang, das Enzym durch TFA-Zugabe
auszufallen, bedeutete diese Methode eine grof3e Belastung der Trennséaule. AuRerdem
traten Doppelpeaks auf, wenn die Menge an zugesetzter TFA zu gering war. Vermutlich
reichte in diesen Fallen die Pufferkapazitat der Phosphorsaure im Laufmittel nicht aus,
und es wurden unterschiedliche Dissoziationsstufen der Substanzen detektiert. Um
dieses Problem zu umgehen, wurde eine groRe Menge TFA zugesetzt, was zur Folge
hatte, dal} die enzymatisch gebildete Carbamoylaminosdure nichtenzymatisch zum
Hydantoin zurlickreagierte (siehe 4.2.1, S. 74). Vor allem bei einer grof3en Probenzahl
machte sich dieser Effekt durch die Lagerung im Autosampler der HPLC-Anlage
bemerkbar. Die am erfolgreichsten eingesetzte Methode zur kontinuierlichen
Bestimmung der vier Enantiomere der Hydantoinasereaktion war eine kombinierte
Anordnung von Photometer und Polarimeter. Da die Molsumme der L- und D-
Enantiomere als konstant betrachtet werden muf3te, war es im Vergleich zur Chiral-
HPLC-Messungen nicht moéglich, Wage- oder Pipettierfehler zu erkennen. Aufl3erdem
mufdte die Racemisierung wahrend der Reaktionszeit vernachlassigt werden. Dazu
wurde in getrennten Experimenten die Halbwertszeit der Racemisierung von den
untersuchten Substraten bestimmt und die maximale Reaktionsdauer berechnet (siehe
3.10.2.1, S. 63). Die erhaltene maximale Reaktionsdauer war die Zeit, in der eine
enantiomerenreine BnH-Losung bei 37 °C und pH 8.5 in 0.1 M Tris-Puffer zu hochstens
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5 % racemisiert ware. Da aber bei einer Umsetzung die Konzentration des Hydantoins
standig geringer wird, ist der tatsédchliche Fehler immer geringer als dieser berechnete
Wert. Die Glite aller neuentwickelten Verfahren wurde durch vergleichende Messungen
mittels HPLC und Chiral-HPLC Uberprift, siehe dazu Abbildung 5.2-1 (S. 122),
Abbildung 5.2-2 (S.123) und Teves et al. (1999).

5.2.1 Analytik mittels HPLC

Als chromatographische Methode wurde sowohl fiir qualitative als auch fur quantitative
Untersuchungen in dieser Arbeit ausschlieBlich die HPLC eingesetzt. Da die unter-
suchten Substanzen aufgrund ihres salzartigen Charakters hohe Schmelz- und
Siedepunkte besitzen, kam die Gaschromatographie fur underivatisierte Hydantoine
nicht in Frage. Die hierfir notwendige Derivatisierung der Proben konnte durch Einsatz
von HPLC-Methoden umgangen werden. Ein Vorteil der HPLC gegentber den einge-
setzten Online-Methoden ist die Moglichkeit, die Konzentration aller Enantiomere der
Reaktionspartner unabhéngig voneinander messen zu kénnen. Dadurch konnte fir jede
Messung die Molsumme, also die Summe der Substrat- und Produktenantiomerenkon-
zentrationen bestimmt werden und damit der MelRfehler der Proben besser bewertet
werden. Offensichtlich wird diese Schwache der Online-Methoden in den kontinuierlich
erhaltenen Konzentrationsverlaufen Uber die Reaktionszeit. Z. B zeigt Abbildung 4.4-6
(S. 86), daR sich Gasblasen in einer Kivette als Fehler in allen vier errechneten Enan-
tiomerkonzentrationen bemerkbar machen. Deshalb wurden gelegentlich Start- und
Endkonzentrationen der Online-Messungen mittels HPLC kontrolliert.

5.2.1.1 Melfehler und Reproduzierbarkeit

Bei RP-18- und Chiral-HPLC-Messungen schwankten die Molsummenkurven um maxi-
mal 0.1 mM. Geringere Konzentrationen als 0.1 mM konnten mittels HPLC nicht mehr
guantitativ bestimmt werden. Die Eichgeraden konnten monatelang verwendet werden,
wurden aber durch Messungen bekannter Konzentrationen standig kontrolliert. Beim
Einsatz der chiralen HPLC zur Bestimmung der Enantiomerenkonzentrationen von D-
und L-BnH konnte nur in Konzentrationsbereichen tiber 1 mM gemessen werden. Die
Ursache hierfiir lag in der schlechten Peaktrennung der Enantiomere von BnH (siehe
Abbildung 3.6-1, S. 29).

5.2.1.2 Abstoppen der Reaktionen

Das Abstoppen der Umsetzungen von BnH in Gegenwart von freiem Enzym bereitete
Probleme (siehe 4.2.1, S. 74). Da sowohl die Zugabe von zuviel als auch von zuwenig
TFA die MelRergebnisse verfalschte, wurde als optimale Menge die Zugabe von 2 %
(V/V) TFA zur Reaktionsprobe ermittelt. Diese abgestoppten Proben wurden mdglichst
bald mit HPLC-Laufmittel auf 1/10 verdiinnt und waren so mindestens 12 Stunden im
Autosampler bei Raumtemperatur stabil. Um bei neuen Substraten nicht jedesmal wie-



Diskussion 121

der die Lagerstabilitst der HPLC-Proben untersuchen zu missen, wurden die
Eichproben alternierend vermessen. Dazu wurde in einer aufsteigenden Konzentrations-
reihe abwechselnd die erste, dann die letzte, die zweite, dann die vorletzte Probe usw.
gemessen.

5.2.2 Analytik mittels kontinuierlicher Mel3methoden

In dieser Arbeit wird der Begriff Online-Methode nur fir Methoden verwendet, bei denen
die Auswertung wahrend der Messung mdglich war. Dagegen wird umgangssprachlich
dieser Begriff haufig fur die automatisierte Probenahme bei nachfolgender HPLC-Mes-
sung verwendet. Bei dieser Vorgehensweise ist ein Eingreifen in die Reaktion, z. B. der
Abbruch einer Racematspaltung erst nach Verstreichen der Mef3zeit mdglich. Im Ver-
gleich zu der sonst ublichen Probenahme bieten Online-Methoden den Vorteil, daf3
MeRdaten in sehr kurzen Abstanden erhalten werden, in dieser Arbeit war dies in 2 —
5-Sekundenschritten der Fall. Bei der Messung von Konzentrations-Zeit-Verlaufen mit-
tels HPLC miussen zur Ermittlung von optimalen Probenahmeintervallen normalerweise
Vorversuche durchgefiihrt werden. Demgegeniiber bieten Online-Methoden den Vortell,
daR eine Fille von Mel3daten Uber die Reaktion aufgezeichnet wird und die Auswahl der
bendtigten MelRRdaten erst nach Reaktionsende erfolgt. Soll z. B. aus gemessenen
Daten die Enantioselektivitat eines Enzyms bestimmt werden, missen bei reversiblen,
enantioselektiven Reaktion besonders im Bereich zwischen 30 - 70 % Umsatz (Theil,
1997) besonders viele Mel3punkte gemessen werden, was Ublicherweise zeitaufwen-
dige Vorversuche erfordert. Bei komplexeren Reaktionssystem eignet sich der Einsatz
von Online-Methoden besonders gut. Z. B. muf3ten zur chromatographischen Bestim-
mung der vier Enantiomere der Hydantoinasereaktion zwei Enantiomerenpaare getrennt
werden. Fir die Untersuchung von mehreren Substraten hatte dies eine zeitaufwendige
chiralanalytische Methodenentwicklung bedeutet .

5.2.2.1 Meffehler und Reproduzierbarkeit

Da die Molsumme der Substrat- und Produktenantiomere durch die Messung nicht be-
stimmt werden konnte, war bei allen Online-Methoden ein sorgféltiges Einwiegen und
genaues Pipettieren erforderlich, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. AuRerdem
wirkte sich die Behandlung, wie z. B. erneutes Auftauen des Enzyms dramatisch auf die
Aktivitat aus. Um diese Einfliisse zu verringern, wurde die Enzymfraktion in 100 ul Por-
tionen aliquotiert. Bei vergleichenden Messungen wurden eine gepoolte Enzymlésung
aus mehreren Aliquots verwendet und die Versuchsreihen in mdoglichst kurzer Zeit
durchgefihrt. Bei Inhibitionsuntersuchungen wurde immer die Umsetzung ohne Inhibitor
wiederholt und mit den kurz darauf gemessenen Reaktionen mit Inhibitor verglichen. Da
sowohl das Polarimeter als auch das Photometer einen Drift in ihren Grundlinen zeig-
ten, wurden die Geréate bereits einige Stunden vor der Messung eingeschaltet und
thermostatisiert. Zur Kontrolle des Grundliniendrifts wurde nach einigen Messungen mit
Standards der Drift der Grundlinie ermittelt und das Experiment bei einem resultieren-
den Konzentrationsfehler von tber 5 % wiederholt. Die Lichtquelle im Polarimeter strahlt
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ein Linienspektrum aus, aus welchem mittels optischer Filter eine Linie ausgewahlt wird.
Dagegen wird im Photometer aus einem kontinuierlichen Spektrum mit Hilfe eines opti-
schen Gitters ein spektraler Bereich ausgewahlt. Durch Fehler in der Mechanik zur
Einstellung der Spektraloptik werden Schwankungen der Detektionswellenlange verur-
sacht. Deshalb wurde fiir die photometrische Messungen eine Methode zur Ermittlung
des spezifischen Extinktionskoeffizienten des Produkts ausgehend von einer Messung
der Substratlésung etabliert (siehe 3.10.2.2, S. 63).

Der Mel3fehler der etablierten Online-Methoden wurde nicht ermittelt, da vor allem bei
der kombinierten Methode aus Photometer und Polarimeter Grundliniendrifts die Haupt-
ursache waren. Die Genauigkeit wurde durch einen Vergleich der mittels Online- und
HPLC bestimmten Mel3daten abgeschétzt (siehe Abbildung 5.2-1 und Abbildung 5.2-2).
Die beiden Methoden zeigten eine zufriedenstellende Ubereinstimmung.
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Abbildung 5.2-1: Umsetzung von 3mM L-BnH mit 0.031 U Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745. Vergleich der kontinuierlich, nach Methode 3.10.1.2
(S. 61) erhaltenen Konzentrationen (Kurven) mit HPLC-Messungen (Symbole) nach
Methode 3.10.1.1 (S.61).

Abbildung 5.2-1 zeigt den Vergleich von mittels Polarimetrie (3.10.1.2, S. 61) und mit-
tels HPLC (3.10.1.1, S.61) gemessenen Konzentrations-Zeit-Verlaufen einer
Umsetzung von 3 mM L-BnH mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745
in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5 bei 37 °C. Die mittels HPLC bestimmten Konzentrationen
zeigten Abweichungen von weniger als 5 % gegenlber den polarimetrisch bestimmten.
Die mit der HPLC bestimmten Konzentrationen zeigten Schwankungen von etwa
0.1 mM, was an der Bilanzkurve erkennbar ist.
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Abbildung 5.2-2: Umsetzung von 3mM D,L-BnH mit 0.31 U Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 bei 37 °C. Die
durchgezogenen Kurven zeigen den nach Methode (3.10.2.2, S. 63) ermittelten konti-
nuierlichen Konzentrationsverlauf aller Enantiomere, die Symbole zeigen zum Vergleich
die mittels chiraler HPLC ermittelten Konzentrationen nach Methode 3.10.2.1 (S. 63).

Abbildung 5.2-2 zeigt den Vergleich von Konzentrations-Zeit-Verlaufen einer Um-
setzung von 3 mM D,L-BnH mit Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 in
0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5 bei 37 °C, die mittels Methode (3.10.2.2, S. 63) und mittels
chiraler HPLC (3.10.2.1, S. 63) gemessen wurden. Die Abweichung der polarimetrisch
bestimmten Konzentrationen gegenuber den mittels HPLC bestimmten betrug weniger
als 5 %. Die mittels HPLC bestimmten Konzentrationen zeigten Schwankungen von
etwa 0.05 mM. Fur die Enantiomere von BnH konnte fur Reaktionszeiten Uber
10 Minuten keine Konzentration bestimmt werden. Der Grund dafir lag in der schlech-
ten Trennung der Enantiomere von D,L-BnH (Abbildung 3.6-1). Vor allem bei einer
kleinen Konzentration eines Enantiomers gegenlber einer grolien Konzentration des
anderen war der Fehler besonders gro3. Deshalb konnten fiir die Enantiomere von BnH
nur Eichgeraden fur Konzentrationen tber 1 mM erstellt werden.

Far den unter 3.10.1.2 (S. 61) beschriebenen polarimetrischen Aktivitatstest wurde die
Empfindlichkeit der Methode fur die Umsetzung von L-BnH zu L-CPhe bei 296 nm in
0.1 M Tris-Puffer pH 8.5 bei 37 °C ermittelt (Tabelle 5.2-1). Die Empfindlichkeit der Um-
setzung berechnet sich aus der Differenz der spezifischen molaren Drehwerte von
1 mM Ldsungen von Produkt und Substrat. Die Nachweisgrenze wird aus dem kon-
stanten MelRwertfehler des Polarimeters, der 0.004 ° betrug und der Empfindlichkeit
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berechnet. Fur die Umsetzung von L-BnH zu L-CPhe ist die Nachweisgrenze einer
Konzentrationséanderung niedriger, als wenn die getrennten Substanzkonzentrationen
bestimmt wirden. Dies liegt an dem entgegengesetzten Vorzeichen der spezifischen
molaren Drehwerte der beiden Substanzen. Daher sind Nachweisgrenze und Empfind-
lichkeit umso geringer, je hoher die Differenz der spezifischen molaren Drehwerte von
Substrat und Produkt ist. Z. B. betragt die Differenz bei der Umsetzung von L-NPH
selbst bei 280 nm nur 0.014 °/mM, da die spezifischen molaren Drehwerte von Substrat
und Produkt in diesem Fall das gleiche Vorzeichen haben.

Tabelle 5.2-1: Empfindlichkeit und Nachweisgrenze des polarimetrischen Aktivitétstest
(Methode 3.10.1.2, S. 61)

Substanz spezifischer, molarer | Empfindlichkeit Nachweisgrenze
Drehwert [°/mM] [°¢/mM] [mM]
L-BnH* -0.184 0.184 0.022
L-CPhe’ +0.069 0.069 0.058
Umsetzung L-BnH, L-CPhe * 0.253 0.016
L-NPH? -0.334 0.334 0.012
L-CNPG* -0.196 0.196 0.020
Umsetzung L-NPH, L-CNPG? 0.138 0.029

" Messung bei 296 nm
2 Messung bei 253 nm

5.2.2.2 Substratspezifitats- und Enantioselektivitatsbestimmungen

Zur Bestimmung der Substratspezifitat der verschiedenen Hydantoinasen wurden in
den meisten Fallen die Umsetzungen mittels HPLC untersucht. Daruber hinaus konnte
als Vorversuch eine Umsetzung der racemischen Verbindung in der Polarimeterkivette
bereits einen qualitativen Hinweis Uber die Aktivitdt und Enantioselektivitat einer Um-
setzung geben. Dazu wurde zu einem Racemat, dessen spezifische molare Drehwerte
der Enantiomere unbekannt waren, Enzym zugegeben und der Drehwert der Reak-
tionsloésung kontinuierlich verfolgt. Wurde das Substrat vom Enzym umgesetzt, konnte
eine Drehwertanderung beobachtet werden, Voraussetzung dafiir war lediglich, dal3
sich die spezifischen molaren Drehwerte von Substrat und Produkt unterschieden.
AuRerdem konnte mit dieser Methode die notwendige Enzymmenge fir eine Reaktion
innerhalb einer gewiinschten Reaktionszeit abgeschatzt werden. Wird bei dieser
Methode keine Drehwertanderung beobachtet, hei3t das allerdings nicht, daf3 keine
Reaktion stattfindet. Bei unspezifischen Umsetzungen von Racematen oder bei einer
rasch ablaufenden Racemisierung bleibt der Drehwert Uber die gesamte Reaktion
konstant. Diese Methode wurde z. B. als Vorversuch zur Untersuchung der Umsetzung
von D,L-BOD mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 durchge-
fuhrt (siehe 4.4.7, S. 101).

Bei Enantioselektivitatsbestimmungen zeigte sich, dald die beschriebene Online-
Methode (3.10.2.2, S. 63) sehr empfindlich auf Fehler der spezifischen Extinktionen
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reagierte. Da im Falle des Photometers die verwendete Wellenldnge Teil eines konti-
nuierlichen Spektrum ist, machen sich mechanische Ungenauigkeiten in der
Monochromatoreinheit des Photometers bei den Messungen stark bemerkbar. Es fiel
auf, dal® bei wiederholtem Einschalten des Photometers die Extinktion einer Standard-
l[6sung bis zu 10 % variierte. Dies wurde darauf zurtickgefiihrt, da’3 der mittels Seilzug
gesteuerte Monochromator nach der Gerateequilibrierung nicht exakt dieselbe Wellen-
lange traf. Da Extinktionsunterschiede normalerweise auf den Plateaus von
Absorptionsbanden gemessen werden, zeigt dieser Wellenlangendrift keine nennens-
werte Auswirkung auf die Extinktion. Im Fall der Umsetzung von BnH wurde aber
aufgrund der geringen Unterschiede der Absorptionsspektren der Hydantoine und der
Carbamoylaminoséuren an der Kante von Absorptionsbanden gemessen. Geringe
Wellenlangendifferenzen verursachten hierbei groRe Extinktionsdnderungen. Deshalb
wurden die Absorptionsspektren von Substrat und Produkt im Bereich um die gewéhlten
Wellenldnge gemessen. Da bei den Messungen die genaue Wellenldnge unbekannt
war, wurde durch eine Auftragung der Extinktionen des Substrats Uber der des Produkts
mittels Regression ein Zusammenhang der spezifischen Extinktionskoeffizienten
ermittelt. Von Vorteil war nun, daf3 zu Beginn einer Umsetzung die Extinktion der Sub-
stratldsung vor der Enzymzugabe genugte, um die beiden spezifischen
Extinktionskoeffizienten zu berechnen.

5.2.3 Bestimmung der Enantioselektivitat durch Parameter-
optimierung

Die klassische Methode zur Bestimmung kinetischer Parameter ist die Linearisierung
einer kinetischen Gleichung. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dafl3 die durch linea-
risierte Auftragung resultierende Gerade ein Beweis fir die Richtigkeit des
angenommen Modells sein kann. AuRerdem kann die Linearisierung im Gegensatz zur
Parameteroptimierung ohne weitere Hilfsmittel durchgefiihrt werden. Ein wesentlicher
Nachteil dieser Methode ist die mathematische Veranderung der MeRRdaten durch die
Linearisierung. Mit den Mel3daten wird auch der Mel¥fehler verandert, dieser ist dann in
vielen Fallen abhangig vom absoluten MeRRwert (Abbildung 5.2-3). Daraus resultiert, daf3
der Beitrag der einzelnen Mel3werte zur Ausgleichsgerade eigentlich gewichtet werden
mufte. Das bedeutet wiederum, dafd bereits vor der Messung bekannt sein muf3, wel-
che MelRwerte fir die nachfolgende Linearisierung von besonderer Bedeutung sind.

In dieser Arbeit wurden die kinetischen Parameter mittels nichtlinearer Regression der
kinetische Gleichungen an die MeRdaten ermittelt. Diese Methode bietet den Vorteil,
dal3 die Daten unveréndert, mit ihrer urspriinglichen Fehlerbehaftung zur Parameter-
identifizierung eingesetzt werden. Dadurch treten die oben beschriebenen Nachteile
nicht mehr auf. Aul3erdem bieten diese Programme die Moéglichkeit, auch andere unsi-
chere GroR3en, wie z. B. die Anfangskonzentration, in die Optimierung aufzunehmen.
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Abbildung 5.2-3: Fehlergrenzen in verschiedenen Darstellungsarten der Michealis-
Menten-Beziehung unter Annahme eines konstanten absoluten Fehlers; A: direkte
Auftragung (siehe auch Abbildung 4.4-5 (S. 85); B: doppelt-reziprokes-Diagramm
(Lineweaver-Burk-Diagramm), C: Eadie-Hofstee-Diagramm,; D: Hanes-Diagramm, v:
Reaktionsgeschwindigkeit, [A]: Substratkonzentration; (Bisswanger, 1994; mit freund-
licher Genehmigung).
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5.3 Umsetzung von D,L-BnH

Bei Umsetzung mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 konnte
nachgewiesen werden, dald das Enzym flr dieses Substrat eine geringe Enantioselekti-
vitdt von E=3.3 bezlglich des L-Substrats besitzt. Die Messungen zeigten, dal3 das
Gleichgewicht der Reaktion bei 37 °C und pH 8.5 in 0.1 M Tris-Puffer bei ca. 97 %
CPhe liegt.

Der Hydantoinaseprozel3 unterscheidet sich von der klassischen kinetischen Race-
matspaltung durch die in situ Racemisierung des Hydantoins. Dadurch kann theoretisch
das ganze Substrat zu enantiomerenreinem Produkt umgesetzt werden. Reaktionen
eines solchen Typs werden als dynamische, kinetische Racematspaltung bezeichnet
(Theil, 1997).

Unter den oben geschilderten Reaktionsbedingungen ist die Umsetzung von BnH
reversibel. Wahrend bei einer dynamischen kinetischen irreversiblen Racematspaltung
enantiomerenreines Produkt gewonnen werden kann, kann im Fall einer reversiblen
Reaktion keine enantiomerenreine Verbindung erhalten werden. Diese Tatsache kann
durch das Vorhandensein eines Maximum der Kurve im ee(S) von U-Diagramm leicht
nachvollzogen werden. Zu dieser Zeit der Reaktion liegt die gré3tmogliche
Anreicherung an L-BnH vor.

5.3.1 Untersuchungen zur Temperaturabhéngigkeit

Eine Veranderung der Temperatur zeigte lediglich den erwarteten Einfluld auf die
Gleichgewichtskonstante der Reaktion. Die Temperaturabhangigkeit der Gleichge-
wichtskonstanten wird mit Gleichung 4-6 beschrieben:

ARG’ =-RTInK,, Gleichung 4-6

Unter der Annahme, daR AgG° in dem untersuchten Temperaturbereich konstant ist,
kann eine Abnahme der Gleichgewichtskonstanten mit zunehmender Temperatur mit
dieser Formel erklart werden. Die Gleichgewichtskonstanten wurden durch Parameter-
optimierung an ee(U)-Verlaufe ermittelt (siehe 3.10.2.4, S. 68). Die unter 3.10.2.2
(S. 63) beschriebene Methode zur kontinuierlichen Bestimmung der 4 Enantiomeren-
konzentrationen ist bei Umsétzen Uber 70 % mit einem grof3en Fehler behaftet. Dies
wird an den ee(U)-Verlaufen besonders deutlich, wie in Abbildung 3.10-5 (S. 68) zu
sehen ist. Genau dieser Bereich sagt aber am meisten (ber die
Gleichgewichtskonstante aus. Da der Fehler bei der Bestimmung der Gleichgewichts-
konstanten nicht genauer untersucht wurde, kdnnen keine quantitativen Aussagen uber
die Temperaturabhangigkeit der Gleichgewichtskonstante getroffen werden.
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Obwohl erwartet wird, dal3 eine Temperaturerhéhung zu einer Erniedrigung der
Enantioselektivitat fihrt, wurden seither nur wenig systematische Untersuchungen die-
ser Art durchgefiihrt (Philips, 1996). Holmberg und Hult (1991) untersuchten die
Temperaturabhangigkeit der Enantioselektivitat fir eine Umesterung und Hydrolyse von
1-Phenylethylbutyrat mit einer Lipase aus Candida cylindracea (Candida rugosa). Sie
leiteten einen Zusammenhang zwischen der Temperatur und der Enantioselektivitéat her
(Gleichung 4-5):

SESIE Gleichung 4-5

Bei der Herleitung dieser Beziehung wurde angenommen, daf} die Differenz der Akti-
vierungsenergien beider Substratenantiomere temperaturunabhangig ist.

Um den Temperatureinflul? der Enantioselektivitat bei der Umsetzung von D,L-BnH mit
der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 nach dieser Beziehung abzu-
schatzen, wurde aus dem bei 37 °C ermittelten E-Wert die E-Werte fur 25 und 45 °C
berechnet (Tabelle 5.3-1).

Tabelle 5.3-1: Vergleich der nach Methode 3.10.2.4 (S. 68) ermittelten Enantioselekti-
vitdten und der Berechnung (liber die Temperaturabhéngigkeit (Holmberg, Hult, 1991)

) ) Enantioselektivitat [1] Enantioselektivitat [1]
Temperatur Gleichgewichts- )
pH-Wert aus den Mel3daten berechnet mit
[°C] konstante [1] )
berechnet Gleichung 4-5
25 8.5 19.2 4.1 34
37 8.5 17.5 3.3 3.3
45 8.5 6.7 34 3.2

Aus den mittels Gleichung 4-5 berechneten Enantioselektivitaten (Tabelle 5.3-1) kann
gezeigt werden, daf3 sich E innerhalb des untersuchten Temperaturintervalls nur um 0.2
andern sollte. Solche geringen Anderungen waren aber mit der unter 3.10.2.2 (S. 63)
beschriebenen Methode nicht nachweisbar. Bei eigenen Messungen wurde selbst die
grofite mel3bare Differenz von E = 0.7 als nicht signifikant eingeschatzt.

Die Gleichung von Holmberg und Hult besagt, daR vor allem Reaktionen mit einer
hohen Enantioselektivitat die hochste Temperaturabhéngig zeigen. Sie konnten sowohl
rechnerisch als auch experimentell zeigen, dal in der von ihnen durchgefiihrten
Umesterung eine Temperaturdnderung von 37 ° C auf 6 °C den E-Wert von 11.5 auf
14.6 steigerte. Eine Steigerung der Enantioselektivitdt mit abnehmender Temperatur
konnte auch bei der Hydrolyse von substituierten Glutaminsédureester mit Schweinele-
beresterase festgestellt werden (Lam et al., 1986). Dagegen berichtet eine andere
Untersuchung (Boutelje et al., 1988) dal3 eine Umsetzung von Benzyl-bismethoxycar-
bonylpyrrolidin - mit demselben Enzym eine mit der Temperatur zunehmende
Enantioselektivitat zeigte. Die mit steigender Temperatur zunehmende Flexibilitat der
Enzyme la3t eigentlich erwarten, daf® durch die unscharfer definierten Positionen der
Bindungsstellen des Substrats im aktiven Zentrum die Enantioselektivitat abnimmt. Eine
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Abhangigkeit der Enantioselektivitat von der Enzymflexibilitat wird in einer Untersuchung
Uber die Umsetzung von D,L-N-Acetyl-phenylalanin mit Subtilisin Carlsberg berichtet.
Durch zeitaufgeltste Fluoreszenz-Anisotropiestudien konnte die Enzymflexibiltat in
unterschiedlichen organischen Lésungsmitteln gemessen werden. Die Experimente
ergaben, dalR die Enantioselektivitat flr diese Reaktion mit zunehmender Flexibiltat des
Enzyms zunimmt. Erklart wurde dieser unerwartete Effekt mit der durch die zuneh-
mende Flexibilitat steigende Wechselwirkung des Substrats mit dem Enzym. Barton et
al. (1990) fanden bei einer Racematspaltung einer Hydroxypropionsaure zwischen 12
und 45 °C keinerlei Temperaturabhangigkeit der Enantioselektivitat dieser Reaktion.
Noritomi et al. (1996) stellten fest, dal3 die Temperaturabhangigkeit der Enantioselek-
tivitat von Subtilisin Carlsberg und einer Lipase aus Rhizomucor miehei stark von der
Art der Enzympréaparation abhangt. Die untersuchte Reaktion war eine Umesterung von
2-Phenylethylalkohol mit Vinylbutyrat. Eine besonders starke Abhangigkeit E(T) konnte
bei der Lyophilisierung des Enzyms aus Phosphatpuffer festgestellt werden. Dagegen
zeigte eine Lyophilisierung ohne Puffer nahezu keinen Effekt.

Im Gegensatz zur Enantioselektivitat zeigte die Aktivitat des Enzyms bei der Umsetzung
von D,L-BnH mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 eine starke
Abhangigkeit von der Reaktionstemperatur. Interessant ist, ob die Aktivititszunahme
durch eine Veranderung des Enzyms verursacht wird oder ob eine normal tempera-
turabhéngige Erh6hung der Reaktionsgeschwindigkeit nach Arrhenius vorliegt. Die in
Tabelle 4.4-7 (S. 112) zusammengefal3ten spezifischen Aktivitaten der Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 bei pH 8.5 zeigen eine Verdopplung der Aktivitat
von 25 auf 37 °C. Das ist die Zunahme, die bei vielen chemischen Reaktionen bei einer
Temperaturerhohung von 10 °C gefunden wird (Rompp, 1995). Allerdings nimmt die
spezifische Aktivitat bei einer weiteren Temperaturerhéhung auf 45 °C wieder ab. Diese
Abnahme kann nicht mehr mit der Gleichung von Arrhenius erklart werden und koénnte
durch eine Veranderung oder Inaktivierung des aktiven Zentrums verursacht werden.
Ein Temperatur-Optimum von 39 — 40 °C wurde bereits in einer friheren Untersuchung
flr die Umsetzung von L-5-(3'-Indolylmethyl)-hydantoin beschrieben (Kélle, 1991)

Tabelle 5.3-2: Zusammenfassung der Umsetzungen von 3 mM D,L-BnH

Benzylhydantoin | Abkiirzung Enantioselektivitéat E Spez. Aklt_lv::t)atA spez
0 4.1 (L, 25 °C, pH 8.5) 28.5,7.8
e 3.3(L,37°C, pH8.5) 58.3, 19.3"
hig BnH 3.4 (L, 45 °C, pH 8.5) 35.3,15.8"
o 4.1 (L, 37 °C, pH 7.5) 39.5,14.0
3.8 (L, 37 °C, pH 9.5)’ 54.8, 14.8"

" Untersuchungsmethode nach 3.10.2.2 (S. 63)
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5.3.2 Abhangigkeit der Enantioselektivitat vom pH-Wert

Die Enantioselektivitat der Umsetzung von D,L-BnH mit der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens zeigte keine Abhangigkeit vom pH-Wert des 0.1 M Tris-Puffers
bei 37 °C (4.4.1.5, S. 90). Dagegen fuhrte eine pH-Erhéhung von 7.5 auf 8.5 zu einer
Steigerung der spezifischen Aktivitat um etwa 45 %. Eine weitere Erh6hung auf pH 9.5
zeigte keinen nennenswerten Einflul? mehr. In einer friiheren Untersuchung wurde ein
pH-Optimum vom 7.5 fir die Umsetzung von L-IMH in 0.1 M Glycylglycin-Piperazin-
Puffer ermittelt (Kolle, 1991). Vermutlich beruht der Unterschied des pH-Optimums auf
die unterschiedlichen Puffersysteme bzw. anderen Substrate. Der pKs-Wert von BnH
betragt 8.7 (Sarfert, in prep.). Bei einem pH-Wert von 8.5 liegt etwa die Halfte des BnH
dissoziiert vor, bei pH 9.5 bereits die 10-fache Menge. Daraus kann gefolgert werden,
dalR mit steigendem pH-Wert weniger undissoziiertes BnH als Substrat zur Verfliigung
steht. Unter der Annahme, dal nur undissoziiertes Hydantoin umgesetzt wird, konnte
damit evtl. die Abnahme der spezifischen Aktivitat erklart werden.

In der Literatur gibt es bisher nur sehr wenige Untersuchungen tber die pH-Abhanigkeit
der Enantioselektivitdt. Barton et al. (1990) beschreiben eine enantioselektive Race-
matspaltung von 2-(4-Hydroxyphenoxy)-propansaure mit einer Lipase aus Candida
rugosa. Dabei stellten sie fest, dal3 eine Absenkung des pH-Werts von 9.0 auf 7.5 die
Enantioselektivitat von 3 auf 20 steigerte. Interessanterweise war die spezifische Akti-
vitat bei pH 7.5 doppelt so hoch wie die bei pH 9.0. Granjean et al. (1991) untersuchten
Racematspaltungen eines Diesters mit Schweineleberesterase. Sie entdeckten eine
Abhangigkeit der Enantioselektivitdt vom pH-Wert fir die Umsetzung des Dimethyl-
esters in einem pH-Bereich zwischen 6 und 7.5. Bei dem niedrigeren pH-Wert hahm
zwar die Aktivitat des Enzyms stark ab, dafur war die Enantioselektivitat der Umsetzung
deutlich héher.

5.4 Wahl der untersuchten Substrate

Wie in Abschnitt 5.1 (S. 117) beschrieben ist, wurde in dieser Arbeit BnH als Standard-
substrat eingesetzt. Von dieser Verbindung war bekannt, dal3 sie von der Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 enantioselektiv zu L-CPhe umgesetzt wird
(Dombach, 1989). Ziel dieser Arbeit war es, durch einen systematischen Vergleich der
Umsetzungen verschiedener Substanzen mit dieser Hydantoinase Aussagen uber die
Substrat- und Enantioselektivitat dieses Enzyms und einiger anderer Hydantoinasen
machen zu kénnen. Das Auswahlkriterium der Substanzen, die fir die Untersuchungen
bereitgestellt werden mufiten, war, daf} in den Versuchsreihen lediglich ein einziger
Parameter variiert wurde. Sollte z. B. die Auswirkung der Raumerfullung des
Benzylrestes in der 5-Position des Hydantoinrings untersucht werden, stellte sich die
Frage, welche Gruppen dem Benzylrest hinsichtlich induktiver und mesomerer Effekte
ahnlich sind. Die gleiche Frage stellte sich bei der Untersuchung der Bedeutung einzel-
ner Ringpositionen im Hydantoin. Beim Austausch einzelner Atome werden haufig
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mehrere Parameter, wie z. B. Ringspannung, Elektronegativitat, Auswirkung auf Tau-
tomerien usw., gleichzeitig variiert. Beispielsweise wirde der Austausch der 3-NH-
Gruppe gegen ein Sauerstoffatom zu einem instabilen Carbaminsaurederivat (4-Benzyl-
1,3-oxazolidin-2,5-dion) fuhren, welches im Puffer unter Kohlendioxidabspaltung sofort
zur Aminosaure hydrolysieren wiirde (siehe Abbildung 5.4-1).

0

0
OH
m -co,
HN.__O — NH,

4-Benzyl-1,3-Oxazolidin- Phenylalanin
2,5-dion

Abbildung 5.4-1: Zersetzung von 4-Benzyl-1,3-oxazolidin-2,5-dion zu Phenylalanin

Daher wird im folgenden die Auswahl der zu untersuchenden Substanzen hinsichtlich
der Vergleichbarkeit mit Benzylhydantoin begriindet.

Die in dieser Arbeit eingesetzte Benennung der chiralen Substanzen erfolgt nach der
Fischer-Projektion als D- und L-Enantiomere. Obwohl diese Benennung eigentlich auf
Aminosauren und Kohlenhydrate beschrankt ist, bietet sie in dieser Arbeit den Vorteil,
die unterschiedlichen Reaktionen hinsichtlich ihrer Enantioselektivitdt besser verglei-
chen zu koénnen. Die Ublicherweise eingesetzte Bezeichnung der absoluten
Konfiguration asymmetrischer Kohlenstoffatome erfolgt nach Cahn-Ingold-Prelog (Cahn
et al., 1966; Prelog, Helmchen, 1982). Diese Bezeichnung kann aber hinsichtlich der
Enantioselektivitat eines Enzyms beim Vergleich unterschiedlicher Substrate Verwirrung
stiften. Als Beispiel sei hier die Umsetzung von D,L-BnSI (4.4.8, S. 105) im Vergleich zu
D,L-BnH (4.4.1.3, S.85) genannt. Wa&hrend BnH von der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 L-selektiv umgesetzt wird, wird BnSl D-selektiv
gespalten. Werden jedoch die Produkte nach der Cahn-Ingold-Prelog-Regel gekenn-
zeichnet, wird in beiden Fallen das S-Produkt erhalten, obwohl die Enantioselektivitat
der beiden Reaktionen entgegengesetzt ist. Der Grund hierfir ist die Anderung der Prio-
ritaten der Substituenten.
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COOH
% _Hydantoinase ©/ HJ\OH H,NCONH H
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D,L-BnH L-CPhe ] L-CPhe. . S-CPhe
Fischer-Projektion Cahn-Ingold-Prelog
1
COOH HOOC 2
H H,CONH,
CH,CONH
B Hydantomase 2 2
N
3
D,L-BnSI D-3BnBHA ©O bn
D-COPhM S-COPhM
Fischer-Projektion Cahn-Ingold-Prelog

Abbildung 5.4-2: L-selektive Umsetzung von D,L-BnH (A) bzw. D-selektive Umsetzung
von D,L-BnSI (B) mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745. Wer-
den die absoluten Konfigurationen der Produkte nach Cahn-Ingold-Prelog bestimmt,
wird in beiden Féallen das S-Produkt erhalten.

Um die ausgewdahlten Substrate mit Benzylhydantoin vergleichen zu kénnen, werden
die wichtigsten stoffspezifischen Werte zusammengefal3t:

R O
5 4
HNgﬁ/sNH
@)

Abbildung 5.4-3: Numerierung der Positionen im Hydantoinring
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Tabelle 5.4-1: Zusammenfassung stoffspezifischer Parameter von BnH

Eigenschaft Beschreibung Quelle
pKs-Wert 8.7;,9.3 1,2
acides C-Atom Position 3 3
durch Enolbildung C*C® 3
Racemisierung Beweis: H/D-Austausch und Racemisierung erfolgen gleich 5
schnell
Bindungswinkel N'C°C*=99-100 °; C°C°C®=111.5-112.5° 4
Ringkonformation nahezu planar 4
Hybridisierung von C° | sp® 4
O Ph-Gruppe =500 pm 6
Lange Bn-Rest =650 pm 6
Hydrolyse mit NaOH Produkt: CPhe 7

1 (Sarfert, personliche Mitteilung); 2 (Picket, McLean, 1939); 3 (Ware, 1950); 4 (Kleinpeter, 1997);
5 (Reist et al. 1996); 6 Molecular Structure Model (1990); 7 (Chromwell, Stark, 1969), (3.6.3,
S. 30)

Tabelle 5.4-2: Zusammenfassung stoffspezifischer Parameter von Hydantoin

Eigenschaft Beschreibung Quelle

Tautomerien c*c® c*c®und c*c® c'c?und c*c® 1

Standardbildungsenthalpien

1~2 2~3
:-17.7 (-49.1); :-30.7 (-60. 2
der Tautomere [kJ/mol]® cc (-49.1); €°C* -30.7 (-60.9)

Standardbildungsenthalpie von

Hydantoin [kJ/mol]® -55.9 (-77.0) R

1 (Ware, 1950); 2 (Kleinpeter, 1997)

5.5 Variation der 5-Substituenten

Bei der Untersuchung der Substituenten in der 5-Position des Hydantoinrings wurden
zum einen der Phenylrest durch Gruppen mit ahnlicher GréRe ausgetauscht. Zum
anderen wurde der Einflu der Methylengruppe auf die Substrat- und Enantioselektivitat
der enzymatischen Umsetzung untersucht.

Aus den Daten der Tabelle 5.5-1 fallt auf, da’ die TMS-Gruppe mit der tert-Butylgruppe
gut vergleichbar ist. Die Raumerfillung der Substituenten beider Hydantoine ist sehr
ahnlich. Da die Lo6slichkeiten sowohl von TMSMH als auch von NPH sehr gering sind,
kann geschlossen werden, dal3 die Hydrophobizitat von der TMS- und der tert-Butyl-
gruppe vergleichbar ist. Die TMS-Gruppe wurde bei biologischen Untersuchungen als
unpolar und hydrophob beschrieben (Walkup et al., 1995; Tacke, Linoh, 1989; Tacke,
1985). Die Elektronegativitaten von Kohlenstoff und Silizium unterscheiden sich sehr
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wenig, daher liegen in beiden Fallen ausschlie3lich kovalente Bindungen vor, so daf3
sich die induktiven Effekte beider Reste nicht wesentlich unterscheiden kdnnen.

Tabelle 5.5-1: Einflul3 der Phenylgruppe im 5-Substituenten auf die Substrat- und Enan-
tioselektivitét verschiedener Hydantoinasen bei 37 °C in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5

O | N\ I . o mo IS o
Si e
TN iy
\n/ HN\",NH HN\",NH \"/
o o}
@) 0]
Abkirzung  BnH TMSMH NPH MTEH
?ubstltuen}en- ~ 650 = 450 (A'tom— = 4.50 (Atom- ~ 600
lange [pm] radius Si = 118) radius C = 77)
Raumerfiillung | Phenylgruppe: TMS-Gruppe tert-Butyl- Methylthiomethyl-
O [pm]* =500 = 450 Gruppe: =450 | Gruppe: = 350
maximale Los-
lichkeit in 0.1
M Tris-Puffer
OH 8.5 10-12 15 0.5 120
als Racemat
[mM]
Halbwertszeit
der Racemi- 5.2 104 6.4 4.8
sierung [h]
Enantioselek- |E=3.3 (L °™) E>100 (D ™) _ aus E=3 (D *™)°
tivitat E>100 (D ') E>100 (D ') E=0" i E>100 (D "%
(D oder L, D-selektiv "™ E>100 (D ™) D-selektiv -
Enzym) E>100 (D ) E>100 (D ) E>100 (D) 20117, H1: n. b.
spez. Aktivitat
[P’mg Enzym] | 5 =0.2 =0.3 0.91
fir Racemat
far 3745

1: Molecular Structure Model; 2: (May, 1998b); 3745: Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745; 20117: Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117; H1: Hydan-
toinase aus Bacillus thermoglucosidasius, rekombinant in E. coli; H2: Hydantoinase aus Thermus
species rekombinant in E. coli

Erstaunlich ist die unterschiedliche Racemisierungszeit der beiden Hydantoine. Wah-
rend das TMSMH mit einer dhnlichen Aktivitat wie das NPH umgesetzt wird, bewirkt
allein der Unterschied, daf sich im NPH ein Kohlenstoffatom anstelle eines Silizium-
atoms befindet, eine starke Auswirkung auf die Enantioselektivitat der Umsetzung. Beim
NPH reichte das Spektrum der Enantioselektivitaten bei Umsetzungen mit unterschied-
lichen Hydantoinasen von unselektiv bis D-spezifisch. Dagegen zeigte sich, dal3 alle
eingesetzten Hydantoinasen TMSMH ausschlieBlich D-spezifisch umsetzten. Im
Gegensatz zu den etwas hydrophoberen Hydantoinen TMSMH und NPH wurde das
BnH L-selektiv umgesetzt. Da aber das relativ hydrophile MTEH D-selektiv umgesetzt
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wird, lafidt sich kein Zusammenhang der Enantioselektivitat mit der Hydrophobizitat des
Hydantoins nachweisen. Die 5-Substituenten von MTEH und BnH sind ungeféhr gleich
lang, daher scheint auch dieses Merkmal, wie ebenfalls bei TMSMH und NPH keinen
Zusammenhang mit der Enantioselektivitat zu haben. Die Hydantoinase 2 aus Thermus
species setzte alle vier Substrate spezifisch zum D-Enantiomer um. Dagegen zeigte die
Umsetzungen mit Hydantoinase 1 aus Bacillus thermoglucosidasius nur bei TMSMH
eine Spezifitat zum D-Produkt, wahrend BnH und NPH lediglich D-selektiv umgesetzt
wurden.

Tabelle 5.5-2: Einflul3 der Anzahl an Methylengruppen im 5-Substituenten auf die Sub-
strat- und Enantioselektivitdt verschiedener Hydantoinasen bei 37 °C in 0.1 M Tris-

Puffer pH 8.5
]
0 0
HN\n,NH o o
HN._NH
o T T
o] o]
Abkirzung  BnH PhH PhEH
?ubstltuen}en— ~ 650 ~ 550 ~ 750
lange [pm]
Halbwertszeit
der Racemi- 5.2 n. b. 4.8
sierung [h]
Enantioselek- |E=3.3 (L °™) 3745
o E=49(D ")
> 20117

tvitat E>100 (D° ™) 150117, 11, H2: . b.
(D oder L, D-selektiv 20117 H1 H2: n. b
Enzym) E>100 (D ™) LT
spez. Aktivitat
[EJ/mg Enzym] 31 0.32 51
fur Racemat
fur 3745

1. Molecular Structure Model; 2 (May, 1998b); 3745: Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745; 20117: Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117; H1: Hydan-
toinase aus Bacillus thermoglucosidasius, rekombinant in E. coli; H2: Hydantoinase aus Thermus
species rekombinant in E. coli

In Tabelle 5.5-2 sind die Untersuchungsergebnisse zum Einflu3 der Methylengruppe auf
die Substrat- und Enantioselektivitdt zusammengefal3t. Wie bereits in friiheren Untersu-
chungen berichtet wurde (Dombach, 1989) werden Substanzen, die keine
Methylengruppe des 5-Substituenten in Nachbarstellung zum C-5-Atom besitzen gar
nicht oder nur sehr schwach von der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM
3745 umgesetzt. Obwohl der Rest des PhEH deutlich langer als ein Benzylrest ist, wird
dieses Substrat immer noch von der Hydantoinase umgesetzt. Interessanterweise wird
PhEH aber mit der umgekehrten Enantioselektivitdt umgesetzt. Da sowohl im Fall des
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NPH und TMSMH als auch beim BnH und PhEH bereits eine sehr kleine Veréanderung
des Substrats zu einer starken Enantioselektivitatsdnderung bzw. —umkehr fihrt, soll an
dieser Stelle keine Hypothese fur die Ursache dieses Phdnomens aufgestellt werden.

Sowohl MTEH als auch PhEH wurden von der Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 D-selektiv umgesetzt, TMSMH sogar D-spezifisch. Solch eine
substratabhangige Umkehr der Enantioselektivitat wurde fur die Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 fur das MTEH beschrieben (May, 1998a; Syldatk et
al.,, 1999). Als Erklarung fur die Enantioselektivitat der Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 wird eine Wechselwirkung des 5-Substituenten mit einer hydro-
phoben Region im aktiven Zentrum postuliert. Zum einen wird durch den Abstand dieser
Region zu den Bindungsstellen des Hydantoins die Notwendigkeit der Methylengruppe
als Linker erklart. Diese Theorie konnte mit allen Experimenten in der vorliegenden
Arbeit untermauert werden. Zum andern wird aber auch beschrieben, dal3 die
asymmetrische Lage dieser Region zu den Bindungsstellen des Hydantoinrings fir die
Enantioselektivitat verantwortlich ist. Mit dem Modell kann eine hohe Enantioselektivitéat
fur L-BnH vorausgesagt werden. Eigene Untersuchungsergebnisse widersprechen die-
ser Theorie, da das Substrat D,L-BnH entgegen den Erwartungen mit einer geringen
Enantioselektivitat zum L-CPhe umgesetzt wird. In der Literatur werden ebenfalls
Untersuchungen beschrieben, in denen schon sehr geringfigige Modifikationen des
Substrats einen groRen EinfluR auf die Enantioselektivitat zeigten. Kerridge et al. (1999)
untersuchten eine stereoselektive Oxidation von Sulfiden mit einer Naphthalin-Dioxy-
genase aus Pseudomonas sp.. Sie konnten zeigen, dal3 Methyl- und Ethyl-phenylsulfid
(S)-selektiv umgesetzt wurden, dagegen aber die Umsetzungen von n-Propyl-, Isopro-
pyl- und n-Butyl-phenylsulfid (R)-selektiv waren. Lediglich eine Verlangerung eines
Alkylrestes um eine Methylengruppe verursachte diese Enantioslektivitdtsumkehr.
Tuomi und Kazlauskas (1999) untersuchten die Hydrolyse der Essigsaureester von 2-
Methyl-3-phenyl-1-propanol (1) und 2-Phenoxy-1-propanol (2) mit einer Lipase von
Pseudomonas cepica (Abbildung 5.5-1). Dabei zeigte sich, dal3 das Enzym beide Ester
enantioselektiv zum (S)-Alkohol hydrolysierte. Da sich dabei aber die Prioritat der Sub-
stituenten anderte (siehe auch Abbildung 5.4-2, S. 132), hydrolysiert das Enzym beide
Ester tatsadchlich mit entgegengesetzter Enantioselektivitéat. In diesem Beispiel genigte
der Austausch einer Methylengruppe gegen ein Sauerstoffatom, um eine Umkehr der
Enantioselektivitat zu bewirken. Iding et al. (1998) gelang eine Umkehr der Enantio-
selektivitat einer Benzoylformiatdecarboxylase aus Peudomonas putida durch rationales
Protein Design. Bei der Untersuchung des Einflusses von Aminosauren in der Nahe des
aktiven Zentrums auf die Enantioselektivitdt wurden zwei Aminoséuren gegen Isoleucin
ausgetauscht. Die Folge war eine Umkehr der Stereoselektivitat der von ihnen unter-
suchten Reaktion.
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Abbildung 5.5-1: Umsetzung von 2-Methyl-3-phenyl-1-propylacetat (1) und 2-Phenoxy-
1-propylacetat (2) mit Lipase von Pseudomonas cepica. Es werden in beiden Féllen
bevorzugt die (S)-Alkohole gebildet. Da jedoch die Prioritét der Substituenten wechselt,

bewirkt der Austausch des Kohlenstoff- gegen ein Sauerstoffatom eine Umkehr der
Enantioselektivitét der Lipase (Tuomi und Kazlauskas, 1999).

Weitere Faktoren, die eine Anderung der Enantioselektivitat bewirken konnen werden in
Abschnitt 5.7 diskutiert.

Zur Diskussion der Substratsspezifitat in Abhéngigkeit des 5-Substituenten sollen
Untersuchungen, die im Rahmen einer Diplomarbeit durchgefihrt wurden (Kolle, 1991),
herangezogen werden. Um die Aktivitaten mit eigenen Daten besser vergleichen zu
kénnen, werden relative Aktivitdten, bezogen auf BnH (=100), angegeben (Tabelle
5.5-3, S. 138). Bei der Betrachtung von relativen Aktivitaten der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745, fallt auf, daf3 die Untersuchungen von Koélle zu dem
gleichen Aktivitatsverhaltnisse von BnH und PhEH fihrt, wie dem in der vorliegenden
Arbeit. Vor allem bei den para-substituierten Benzylhydantoinen fallt auf, dal3 die Akti-
vitat nur von der Nitrogruppe signifikant reduziert wird. Im Unterschied zu allen anderen
para-Substituenten zeigt die Nitrogruppe einen —M-Effekt, kann also Elektronen deloka-
lisieren, wodurch die Elektronendichte im Benzolring erniedrigt wird. Diese Effekte
verstarken die Polaritdt des Restes, die evtl. durch eine schlechtere Wechselwirkung
des Substituenten mit Gruppen im aktiven Zentrum die Aktivitdtsabnahme verursacht.
Das Substrat 5-Benzyloxybenzylhydantoin wurde nicht umgesetzt, dieser Substituent ist
doppelt so lang wie die Benzyl-Gruppe. Vermutlich wird dieses Substrat aus sterischen
Grunden nicht akzeptiert. Ebenso wurde auch das 5-(2-Napthylmethyl)-hydantoin als
Substrat nicht akzeptiert. Kélle konnte fur 5-p-Hydroxybenzylhydantoin und 5-p-Car-
boxylbenzyl-hydantoin keine Aktivitdt nachweisen. Vermutlich war die Ursache die
Deprotonierung der beiden Gruppen bei dem Reaktions-pH-Wert von 8.5. Interessan-
terweise wird 5-Cyclohexylmethylhydantoin ebenfalls nicht umgesetzt. Von der
Raumerfillung her ist dieser Rest dem Benzyl-, Trimethylsily- und Neopentylrest ahn-
lich. Da auch das NPH nur ein sehr schlechtes Substrat fir die Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 ist, werden offensichtlich aliphatisch substituierte
Hydantoine nicht oder nur mit geringer Aktivitdt umgesetzt. Substrate, deren 5-Substitu-
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enten Gruppen besitzen, die zur Ausbildung von 1eBindungen fahig sind, wie z. B.
Aromaten, werden deutlich besser von diesem Enzym umgesetzt.

Guanti et al. (1990) fuhrten Untersuchungen zur Enantioselektivitat einer Umsetzung
von 2-Aryl substitutierten 1,3-Propandioldiacetaten mit verschiedenen Esterasen durch.
Dazu wurde die Steroselektivitat der Enzyme in Abhéngigkeit von strukturell unter-
schiedlichen aromatischen Resten verglichen. Bei Vergleich der
Untersuchungsergebnisse von Koélle (1991) und Guanti (1990) fallt auf, dal3 sich die
Substratabhéngigkeit der Aktivitat von der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745 und der Lipase aus Schweinepankreas (PPL) &hnlich verhalten (Tabelle
5.5-3). So werden Substrate, die sich sauer, wie z. B. beim p-Hydroxy-Rest, bzw. alka-
lisch verhalten, wie z. B. der Pydridylrest, deutlich schlechter umgesetzt. Wahrend Kolle
bei pH 8.5 beim Pyridinrest im Vergleich die halbe Aktivitat zum BnH feststellte, fanden
Guanti et al. bei pH 7 nur noch einen Bruchteil der Aktivitat verglichen mit dem Phenyl-
rest. Eine Erklarung hierfir ware die mit abnehmendem pH-Wert zunehmende Menge
an protonierten Pyridinresten, die dem Enzym aufgrund der Ladung nun vermutlich nicht
mehr als Substrat zur Verfligung stehen. Dieselbe Argumentation erklart auch bei der
Esterase die starke Aktivitatsabnahme beim Aminorest. Genau umgekehrt verhalt sich
dieser Effekt beim p-Hydroxy-Rest, der mit abnehmendem pH-Wert undissoziiert und
damit dem Enzym besser verfugbar vorliegt. Fir beide Enzyme konnte keine Aktivitat
fur den langen Benzyloxybenzyl- bzw. Benzyloxyphenylrest gefunden werden. Ein
Zusammenhang zwischen Enantioselektivitat und Aktivitat der PPL |aRt sich in der
Publikation nicht finden. Mit geringen Enantioselektivititen wurden Substrate mit Pyri-
dyl-, Amino- und Hydroxyphenylsubstituenten umgesetzt.

Tabelle 5.5-3: Vergleich relativer Aktivitdten Umsetzungen 5-substitutierter Hydantoinen
mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 M Tris-Puffer, pH
8.5 bei 37 °C (Kdlle, 1991) mit Umsetzungen verschiedener 2-Aryl-1,3-Propandiol-
diacetaten mit PPL in 0.02 M Phosphatpuffer pH 7, bei RT (Guanti et al., 1990).

Kdlle, 1991 Guanti et al., 1990
) relguy? 2-Substituent des relétIY?
5-Substituent des | Aktivitat zu 1.3-Propandiol- Aktivitat zu Ph Eirreversibel
Hydantoins BnH (=100) X (=100) (Chen et al., 1982)
diacetat
pH 8.5 pH 7

Benzyl 100 Phenyl 100 58
p-Chlor-Benzyl 109 p-Chlor-Phenyl 112 141
p-Amino-Benzyl 94 p-Amino-Phenyl 15 4.0
p-Nitro-Benzyl 20 p-Nitro-Phenyl 41 34
p-Hydroxy-Benzyl 0 p-Hydroxy-Phenyl 21 2.6
1-Pyridylmethyl 53 1-Pyridyl 6 1.7
Benzyloxybenzyl 0 Benzyloxyphenyl 0.1 84
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5.6 Substituenteneinflufd im Hydantoinring

Um die Bedeutung der Wasserstoffatome an den Positionen 1 und 3 im Hydantoinring
zu untersuchen, wurde als Ersatz zunéchst die Methylgruppe als sehr kleiner Substitu-
ent gewahlt. Durch die Substitution &nderte sich zum einen die Grof3e der Position, zum
anderen kénnen N-Substituierte Hydantoine an diesen Positionen keine Wasserstoff-
briicken bilden. AuRRerdem sind durch diese Substitutionen die Ausbildung bestimmter
tautomerer Formen des Hydantoins nicht mehr méglich.

Tabelle 5.6-1: Einflul3 von Substituenten am Hydantoinring auf die Umsetzung mit ver-
schiedenen Hydantoinasen bei 37 °C in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5

(@] (o) (e}
HN\n,NH MeN._NH HN\H/N'V'E
o) \g/ o]
BnH 1IMeBnH 3MeBnH
45, ~2~3
mégliche 24255 glgz L:rr':j c'c® c*clund | c*c: clc?und
Tautomerien’ ass c'c® c'c®
c'C

geringe Aktivitat,
Arthr. auresc. siehe Tabelle 4.4-7 | Reaktionsprodukt: keine Akivitt
DSM 3745 (S.112) MeCPhe

E nicht mel3bar
Arthr. crystall. . _—

> . D.

DSM 20117 E>100 (D) keine Aktivitat n. b
Hydantoinase 1 | D-selektiv keine Aktivitéat n. b.

geringe Aktivitat,

. Reaktionsprodukt:

Hydantoinase 2 | E>100 (D) MeCPhe n. b.

E nicht mel3bar

" siehe Tabelle 5.4-2 (S. 133)

Aus Tabelle 5.6-1 ist ersichtlich, daf’ die beiden Wasserstoffatome an den NH-Gruppen
im Hydantoinring eine grof3e Bedeutung auf die Aktivitat der Hydantoinasen zeigen.
3MeBnH, welches das benzylanaloge Hydantoin des als Induktor verwendeten 5-Indo-
lylmethyl-N-3-methylhydantoin ist (Syldatk et al., 1992), wurde von der Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 nicht mehr umgesetzt. Dagegen zeigte das
Enzym fur 1IMeBnH eine sehr geringe Aktivitat. Die Enantiomere von 1MeBnH konnte
zwar mittels chiraler HPLC getrennt werden, die Trennung der Enantiomere von dem
Produkt CMePhe gelang aber nicht. Bei der geringen Aktivitat des Enzyms flur dieses
Substrat war zudem die Racemisierung des Substrats schneller als die enzymatische
Umsetzung. Daher konnte die Enantioselektivitat des Enzyms flr dieses Substrat nicht
Uber die unterschiedlich schnelle Abnahme eines Substratpeaks bestimmt werden.
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5.7 Austausch von Heteroatomen im Hydantoin-
ring

Beim Austausch der Atome in der 1-Position des Hydantoinrings fiel auf, daf3 die Ver-
bindungen, wenn tUberhaupt, nur noch einen Bruchteil der Aktivitat im Vergleich zu D,L-
BnH zeigten (Tabelle 5.7-1). D,L-BOD wurde von der Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 mit einer Aktivitat von etwa 0.3 U/mgenym Uumgesetzt. Dagegen
war D,L-BnSI ein viel schlechteres Substrat und D,L-BnTD wurde Uberhaupt nicht um-
gesetzt. Daraus kann geschlossen werden, dal3 die 1-Position sehr bedeutend bei der
Bindung des Substrats im aktiven Zentrum ist. Im Gegensatz zu BnH konnte weder bei
BOD noch bei BnSl eine Racemisierung bei pH 8.5 in 0.1 M Tris-Puffer und 37 °C
nachgewiesen werden. Daraus kann geschlossen werden, daR3 sich diese Verbindungen
in ihren elektronische Eigenschaften im Ring vom Hydantoin unterscheiden. Dagegen
kann bei 1IMeBnH eine Racemisierung nachgewiesen werden (3.8.1.1, S. 36). Nach der
Substitution des Wasserstoffatoms der 1-NH-Gruppe dieser Verbindung gegen eine
Methylgruppe wurde das Substrat nur noch mit sehr geringer Aktivitdt umgesetzt (siehe
Tabelle 5.6-1, S. 139). Beim Austausch der 1-NH-Gruppe gegen eine CH,-Gruppe bzw.
ein Sauerstoff- oder Schwefelatom kann die beim BnH mdgliche C*C?-Tautomerie nicht
mehr stattfinden. AuRerdem ist die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke ebenfalls nicht
mehr moglich. Bei der Umsetzung mit allen untersuchten Hydantoinasen erfolgte die
Hydrolyse sowohl beim BnSl als auch beim BOD durch nucleophilen Angriff des Was-
sers ausschlielich an die Carbonylgruppe der 4-Position. Dadurch wurden als
Reaktionsprodukte 3BnBHA bzw. CPhM gebildet. Im Unterschied zur nichtenzymati-
schen Hydrolyse von BnSI wurde bei der chemischen Hydrolyse, vor allem mit Hydan-
toinase 1, an der 4-Carbonylgruppe regiospezifisch hydrolysiert. Die alkalische Hydro-
lyse von BnSl fand dagegen nur regioselektiv an dieser Position statt.

o 0 0
+ OH- OH +H,0/-NH, OH
NH NH, k OH
(6] (0] 0
OH
OH

;
BnSI 3BBHA BBS
0 0 o}
+NH NH, +H,0/-NH
— 5 —2 Ty
o OH k,
o] 0
BnBSA 2BBHA BBs ©

Abbildung 5.7-1: Bei der alkalischen Hydrolyse von BnSl wird (iberwiegend 3BnBHA
gebildet. Auch bei der Aminolyse findet der Angriff des Ammoniaks an der elektro-
phileren Carbonylgruppe in der 4-Position statt, dadurch wird bei dieser Reaktion
liberwiegend 2BnBHA erhalten. Aufgrund der héheren Elektrophilie hydrolysiert
2BnBHA etwa 5 mal so schnell wie 3BnBHA.

Die 4-Carbonylgruppe ist elektrophiler als die in 2-Position. Das kann auch durch die
Aminolyse von BnBA gezeigt werden. Hier wird bevorzugt das 2BnBHA gebildet, also
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erfolgte der nucleophile Angriff des Ammoniaks ebenfalls an der 2-Carbonylgruppe.
Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der unterschiedlichen Hydrolysegeschwindig-

keit der mittels HPLC getrennten Halbamidpeaks (3.9.3.1, S. 58).

Hier wurde

festgestellt, daR 2BnBHA etwa 5 mal schneller im HPLC-FlieBmittel hydrolysierte als
3BnBHA, bei dem die Amidgruppe an der weniger elektrophilen Carbonylgruppe héngt.

Tabelle 5.7-1: Einflu3 der Atome in 1-Position des Hydantoinrings auf die Umsetzung
mit unterschiedlichen Hydantoinasen bei 37 °C in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5

] ¢} 0 0
o} o} o} o}
Enzymquelle |BnH BnSI BOD BnTD

siehe Tabelle 4.4-7 | D-selektiv D-selektiv
(S. 112) ee(P)=50 % ee(P)=20 %

U=10 %, E=2.7 ee(S)=79 %

gleichzeitige U=68 %

Hydrolyse!

Arthr. auresc.
DSM 3745

Racemisierung bei
pH 8.5

Aktivitat < 0.3
U/ngnzym

Reaktionsprodukt:
3BnBHA

keine Rickreaktion
von 3BnBHA mit
Salzsaure

keine Racemi-
sierung bei pH 8.5

Aktivitat ca. 0.3
U/ngnzym

Reaktionsprodukt:
CPhM

keine Riick-
reaktion mit
Salzsaure

schwacher
Inhibitor fur
L-BnH, siehe 8.5
(S. 168)

keine Racemi-
sierung bei pH 8.5

keine Aktivitat

schwacher Inhibitor
fur L-BnH, siehe 8.5
(S. 168)

Arthr. crystall.

DSM 20117 E>100 (D) keine Aktivitat keine Aktivitat n. b.
. . E>100 (D) E>100 (D)
Hydantoinase 1 | D-selektiv Produkt: 3BnBHA | Produkt: cPhm | ™ P
D-selektiv
ee(P)=13 %
Hydantoinase 2 | E>100 (D) keine Aktivitat ee(S)=9 % n. b.
U=19 %

Produkt: CPhM
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Fur die Hydantoinasen aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 und DSM 3747 wurde
bisher noch keine Umsetzung eines cyclischen Imids beschrieben. Die auf der Suche
nach einem natdrlichen Substrat der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM
3745 untersuchten cyclischen Imide (May, 1998b; Dombach, 1989; Kélle, 1991) zeigten
allerdings auch keine strukturelle Ahnlichkeit mit BnH. In Abbildung 5.7-2 befindet sich
eine Zusammenstellung seither untersuchter cyclischer Imide (May, 1998b).

0 0] o]
N N N
HN HN HN
A = A Ly Ny
N 0 N N N N
o N A N H H
Harnsaure Xanthin Hypoxanthin
O /CH3
HC HN N
_ =0 0 [ »
N N N
H N N 07N
CH,
Creatinin Oxindol Theobromin
(0] O
H
NH NH N s/
PN A o
(0]
o} N O HOOC N 0] N
H H 0 COOH
Barbitursaure Dihydroorotsaure Penicillin G

Abbildung 5.7-2: Ubersicht seither untersuchter cyclischer Imide. Keine der gezeigten
Substanzen wurde von den Hydantoinasen aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 und
DSM 3747 umgesetzt (May, 1998b; Dombach, 1989; Kélle, 1991).

In der Literatur findet sich Imidaseaktivitat bei einigen D-Hydantoinasen (Soong et al., in
press; Soong, et al., 1999, Ogawa und Shimizu, 1997; Ogawa et al., 1996; Ogawa et
al., 1995a; Ogawa et al., 1995b; Yang et al., 1993) . Im Gegensatz zu der Hydantoinase
aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 (May, 1998b) setzten D-Hydantoinasen Uber-
wiegend auch Dihydropyrimidine um.

1974 berichteten Kenneth et al. von einer Dihydropyrimidinase, die sie aus Niere und
Leber verschiedener Nagetiere und Hunde isolieren konnten. Neben ihrem natirlichen
Substrat Hydrouracil und Dihydrothymin setzte dieses Enzym auch PhH und 2-Phenyl-
succinimid um.

Yang et al. (1993) beschrieben eine Imidase aus Rattenleber, die eine sehr hohe Akti-
vitat fir Phthalimid zeigte. Fir die Umsetzung von 6-Methylhydrouracil wird berichtet,
dal3 B-N-Carbamoylalanin die Reaktion stark inhibiert. Es fiel auf, daf3 die Inhibition mit
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zunehmendem pH-Wert abnahm. Wahrend bei pH 6 eine 2 mM Substratlésung durch
die Anwesenheit von 50 pM Inhibitor um 90 % inhibiert wurde, konnte bei pH 8.5 keine
Inhibition mehr beobachtet werden. Da das Carbamoylalanin mit steigendem pH-Wert
zunehmend dissoziiert vorlag, war vermutlich die Ursache, dal’ es nicht mehr ins aktive
Zentrum gelangen konnte.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Feststellung von Koélle (1991) bestatigt werden,
dal3 die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens nur ungeladene Substrate akzeptiert.
Soong et al. (1999) berichteten, dafd in Blastobacter species A17p-4 zwei Enzyme fir
die Umsetzung von cyclischen Imiden verantwortlich sind. Neben einer von ihnen
bereits friher beschriebenen Imidase, wird von einem Enzym mit dem
Substratspektrum einer D-Hydantoinase berichtet. Die beiden Enzyme setzen sowohl
unsubstituiertes Hydantoin als auch Methylsuccinimid um. Neben anderen cyclischen
Imiden wurde beztiglich der Hydantoinase eine Aktivitat fur Phenylsuccinimid berichtet.
1,3-Thiazolidin-2,4-dion und schwefelhaltige Imide wurden nur von der Imidase umge-
setzt, cyclische Anhydride, N-substituierte und disubstituierte Hydantoine dagegen von
keinem der beiden Enzyme. Interessanterweise wird von der Rickreaktion von Phthal-
saurehalbamid zum Phthalimid mit der D-Hydantoinase bei einem pH-Wert unter 7.5
berichtet. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit fir die Umsetzung von BnSI mit der
Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 nicht beobachtet werden (siehe
4.4.8.3, S. 107). Bei Inhibitionsuntersuchungen der D-Hydantoinase konnten Soong et
al. (1999) weder auf der Substrat- noch auf der Produktseite stark inhibierende
Verbindungen finden.

Fur CPhM konnte eine enzymatische Rickreaktion zu BOD mit der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 nachgewiesen werden. Dagegen konnte bei der
Umsetzung einer Mischung der Halbamide 3BnBHA und 2BnBHA mit diesem Enzym
keine Bildung von BnSI beobachtet werden. Aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit der
Halbamide konnte eine Untersuchung zur nichtenzymatischen Rulckreaktion durch
Behandlung mit Salzsaure nur bei CPhM durchgeflihrt werden. Interessanterweise
wurde dabei aber kein BOD (4.4.7.3, S. 103) gebildet. Diese Reaktion verlauft bei CPhe
problemlos zu BnH (siehe 4.2.1, S. 74).
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Tabelle 5.7-2: Einflul3 der Atome in 2- und 3-Position des Hydantoinrings auf die Um-
setzung mit unterschiedlichen Hydantoinasen bei 37 °C in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5

0 ¢} ¢}
HN\H/NH HN\n,NH m?[/
o) S e}
Enzymquelle |[BnH BnTH BnTS
siehe Tabelle 4.4-7 Zersetzun keine Aktiviat,
Arthr. auresc. (S. 112) g schwacher
DSM 3745 Inhibitor
pKs=8.7" pKs=6.4
Arthr. crystall.
> . D.
DSM 20117 E>100 (D) Zersetzung n. b
Hydantoinase 1 | D-selektiv Zersetzung n. b.
Hydantoinase 2 | E>100 (D) Zersetzung n. b.

1: (Sarfert, personliche Mitteilung)
2: (Mulholland et al., 1972)

Zur Untersuchung des Einflusses der 3-Position des Hydantoinrings auf Aktivitat und
Enantioselektivitat der Enzyme, konnte gezeigt werden, daR BnTS, wie erwartet, nicht
umgesetzt wurde. Aufgrund der starken Absorption dieser Verbindung konnten die unter
3.10.3 (S. 69) beschriebenen Inhibitionsexperimente beziiglich der Umsetzung von L-
BnH nicht durchgefihrt werden. Friihere Untersuchungen am selben Institut hatten eine
schwache Inhibition von BnTS auf die Umsetzung von D,L-IMH gezeigt (May, person-
liche Mitteilung). BnTS liegt auch in der Enolform vor (Mulholland et al., 1972). Nach
ROmpp (1995) dissoziieren ahnliche Substanzen sowohl in der Keto- als auch in der
Enolform. In Abbildung 5.7-3 wurde in Analogie zur Barbitursdure die Dissoziation an
der Methylengruppe gezeigt (Beyer, Walter, 1988). Im Gegensatz zu BnH, das einen
pKs-Wert von 8.7 besitzt, ist BnTS mit einem pKs-Wert von 6.4 eine relativ starke
Saure. Im alkalischen Tris-Puffer ist bei einem pH-Wert von 8.5 deutlich mehr BnTS
dissoziiert als BnH. Da alle Hydantoine mit geladenen Resten nicht umgesetzt wurden
(Tabelle 5.5-3, S. 138), (Kolle, 1991), kann davon ausgegangen werden, daf3 nur
ungeladene Substrate ins aktive Zentrum der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745 gelangen kénnen. Vermutlich kann nur die undissoziierte Form der BnTS als
Inhibitor wirken. Aufgrund von Tautomerie und Dissoziation reduziert sich die Menge an
freier BnTS derart, daf3 der inhibitorische Einfluf3 dieser Substanz evtl. viel groR3er ist.
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Abbildung 5.7-3: Tautomerie von BnTS (Mulholland, 1972) und Deprotonierung des
Enols bzw. der Methylengruppe (R6mpp, 1995, Beyer, Walter, 1988).

Untersuchungen mit BnTH ergaben, dal® sich die Substanz unter den Reaktionsbe-
dingungen bei einer Inkubationszeit Uber mehrere Stunden zersetzte. Diese oxidative
Zersetzung wird unter anderem durch den im Puffer geldsten Sauerstoff verursacht
(Edward und Nielsen, 1959; Ghoneim, et al., 1987). Das Chromatogramm einer
Umsetzung mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 in 0.1 M Tris-
Puffer, pH 8.5 bei 37 °C zeigte zwar die Bildung von mehreren Substanzen,
unterschied sich aber nicht von einem enzymfreien Ansatz.

Als Beispiel eines cyclischen Anhydrids wurde BnBA eingesetzt (Tabelle 5.7-3), wel-
ches aber unter Reaktionsbedingungen hydrolysierte (Tabelle 4.4-9, S. 114). POD
wurde als Substrat nicht akzeptiert und bestéatigt damit die Untersuchungen mit PhH,
das ebenfalls kein Substrat der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745
ist. Im Gegensatz zu PhH, das ein schwacher Inhibitor fur die Umsetzung von PhH ist
(Tabelle 4.4-8, S. 113) zeigte POD keinen inhibitorische Wirkung.
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Tabelle 5.7-3: Untersuchungen der Umsetzung weiterer hydantoinanaloger Substanzen
mit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 bei 37 °C in 0.1 M Tris-

Puffer, pH 8.5
O
o
0]
O_NH
0 T
(0]
Enzymquelle |BnBA POD
Arthr. auresc. . L
DSM 3745 Zersetzung keine Aktivitat
Arthr. crystall.
DSM 20117 Zersetzung n. b.
Hydantoinase 1 | Zersetzung n. b.
Hydantoinase 2 | Zersetzung n. b.

5.8 Schluf3folgerungen

5.8.1 Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745

Die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 setzt nur Hydantoine um, die
ungeladene Substituenten in 5-Position mit einer 1'-Methylengruppe besitzen. Die
Enantioselektivitat dieser Hydantoinase ist abhangig von dem 5-Substituenten. Bereits
geringste Anderungen konnen die Enantioselektivitat des Enzyms &ndern. Z. B. bewirkt
der Austausch des Trimethylsilylrests durch einen Neopentylrest, dal? die Stereoselekti-
vitdt von D-spezifisch zu unselektiv wechselt. Beide Reste sind unpolar und nahezu
gleich grof3. Diese beiden Umsetzungen bilden einen Widerspruch zu dem Modell von
May (1998b; Syldatk et al., 1999). Mit einem Atomradius von 118 pm ist das
Siliziumatom um etwa 50 % grof3er als das Kohlenstoffatom, dessen Atomradius 77 pm
betragt. Dadurch ist die TMS-Gruppe lediglich etwa 10 % groRer als die tert-
Butylgruppe des NPH. Aufgrund der &hnlichen Loslichkeit mufRten die beiden
Substanzen in etwa die gleiche Hydrophobizitat zeigen und daher mit der in dem Modell
beschriebenen hydrophoben Region &hnlich gut wechselwirken. Es zeigte sich aber,
dalB neben dem groRen Unterschied der Enantioselektivitdt dieses Enzym NPH im
Gegensatz zu TMSMH fast nicht mehr umsetzt. Im Gegensatz zum Kohlenstoffatom
besitzt das Siliziumatom leere d-Orbitale, die eine Erhdhung der Elektophilie bewirken
(Owen und Brooker, 1994). Eventuell wird durch diesen Unterschied die Aktivitat und
Enantioselektivitat der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 derart
beeinflut. Nach Koélle (1991) wird Cyclohexylmethylhydantoin ebenfalls nicht als
Substrat akzeptiert. Offensichtlich bewirken ,weiche* Atome, wie Silizium und Schwefel
eine deutlich unterschiedliche Wechselwirkung mit dem Enzym als aliphatische Kohlen-
wasserstoffreste. Beim Vergleich der Raumerfillung der tert-Butylgruppe von NPH, der
TMS-Gruppe von TMSMH und der Ph-Gruppe vom BnH fallt auf, dal3 die Gruppen
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nahezu dieselbe Gréf3e besitzen, unter der Annahme, dal’ ein freies Elektronenpaar
etwa die Ausdehnung einer C-C-Bindung zeigt. Im Gegensatz zu den beiden anderen
Hydantoinen ist BnH aromatisch. Offensichtlich werden Substrate mit aromatischen
Substituenten von der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 im allge-
meinen mit einer hohen Aktivitdt umgesetzt. Dies erklart auch die hohe spezifische
Aktivitat der Hydantoinase fur 5-Indolylmethylhydantoin und weitere aromatische
Hydantoine (Kdélle, 1991).

Variationen von Atomen und Substituenten im Hydantoinring wirkten sich sowohl auf die
Substratspezifitat als auch auf die Enantioselektivitat der Umsetzungen aus. So konnte
im Vergleich zum BnH maximal 1 % der Aktivitat dieser Hydantoinase gefunden wer-
den, wenn in 1-Position durch Substitution des Wasserstoffs der NH-Gruppe gegen
eine Methylgruppe durchgefuhrt wurde bzw. die Gruppe gegen eine Methylengruppe
oder ein Sauerstoffatom ausgetauscht wurde. Im Falle des BnSl und des BOD drehte
sich die Enantioselektivitat dieser Hydantoinase um. 1MeBnH wurde dagegen mit einer
derart geringen Aktivitdt umgesetzt, dal’ keine Enantioslektivitat nachgewiesen werden
konnte (siehe 4.4.6. S. 100).

BnTD wurde dagegen nicht als Substrat akzeptiert. Bei allen Umsetzungen konnte
nachgewiesen werden, dal3 die enzymatische Hydrolyse an der elektrophileren Car-
bonylgruppe in 4-Position erfolgte. Variationen in der 3-Position fuhrten dazu, daf? das
Substrat nicht mehr umgesetzt wurde. Diese starke Abhangigkeit der Substratspezifitat
und Enantioslektivitat der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 konnte
verschiedene Ursachen haben. Zum einen kdnnte eine sterisch stabile Umgebung des
Hydantionrings im aktiven Zentrum bereits diese Verringerung der Aktivitat fir diese
Substrate bewirken. Ein weiterer Grund kénnte die Notwendigkeit der Protonen an den
beiden NH-Gruppen im Hydantoinring, z. B. wegen der Ausbildung von Wasserstoff-
briicken zur Substratbindung sein. Dies wirde auch den Aktivitatsverlust beim
Austausch der 1-NH-Gruppe gegen ein Sauerstoff- oder Schwefelatom bzw. eine
Methylengruppe erklaren. Eine weitere Erklarung ware, dal3 bestimmte Tautomerien zur
Subtratbindung bzw. —umsetzung erforderlich sind, die in den untersuchten hydantoin-
analogen Substanzen durch Veranderung der NH-Positionen verhindert werden.
AuBerdem kann es sein, daf} die elektronischen Verhéltnisse im Hydantoinring durch
den Austausch von einzelnen Gruppen erheblich verédndert wird. Der Hydantoinring im
BnH ist nahezu planar (Kleinpeter, 1997). In der Literatur gibt es einen Struktur-
vorschlag fur N-3-substituiertes Benzylhydantoin in Pyridin bzw. Chloroform (Abbildung
5.8-1). Bei einem bevorzugtes Rotamer des BnH befindet sich der Benzylrest senkrecht
Uber dem Hydantoinring, in anti-Position zum Wasserstoffatom am C-5. In einer
weiteren bevorzugten rotameren Struktur befindet sich der Benzylrest schrag unter dem
Hydantoinring zwischen dem Wasserstoffatom an C-5 und der 1-NH-Gruppe
(Kleinpeter, 1997; Fujiwara et al., 1980) (Abbildung 5.8-2).
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Abbildung 5.8-1: Struktur eines N-3-substituierten 5-Benzylhydantoins in Pyridin. Uber
dem nahezu planarem Hydantoinring befindet sich senkrecht dazu der Phenylring
(Kleinpeter, 1997; Fujiwara et al., 1980).
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Abbildung 5.8-2: Strukturformeln der beiden bevorzugen Rotamere des BnH
(Kleinpeter, 1997). In der links abgebildeten Struktur befindet sich der Phenylring in anti-
Position zum Wasserstoffatom an C-5 liber dem Hydantoinring. Dagegen befindet sich
in der rechts abgebildeten Struktur der Phenylring unter dem Hydantoinring zwischen
dem Wasserstoffatom an C-5 und der 1-NH-Gruppe.

Durch die Variationen im Hydantoinring ist es wahrscheinlich, dal3 die Planaritat des
Rings verloren geht. Fir die Abhéngigkeit der Enantioselektivitéat der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 von den 5-Substituenten konnte keine abschlie-
Rende Erklarung gefunden werden. Genauso ist es auch schwierig, eine
mechanistische Begrindung fur die starke Abhangigkeit der Stereoselektivitdt dieses
Enzyms von den Variationen einzelner Positionen im Hydantoinring zu finden. Um eine
Antwort auf diese Fragen zu erhalten, ist die Kenntnis der Kristallstruktur dieses
Enzyms eine unerlafliche Voraussetzung.

5.8.2 Untersuchungen mit weiteren Hydantoinasen

Als weitere Hydantoinasen wurde eine kommerziell erhéltliche, immobilisierte Hydan-
toinase aus Bacillus thermoglucosidasius (Handelsnahme: D-Hydantoinase 1, Roche,
Penzberg) und eine freie Hydantoinase aus Thermus species (Handelsname: D-
Hydantoinase 2, Roche, Penzberg), beide rekombinant in Escherichia coli, eingesetzt.
Desweiteren wurden Untersuchungen mit einer immobilisierten D-Hydantoinase aus
Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 durchgefiihrt. Das Substratspektrum und die
Enantioslektivitat der kommerziell erhéltlichen D-Hydantoinasen 1 und 2 waren bereits
von Keil, et al., (1995) untersucht worden. Fir die Hydantoinase aus Arthrobacter
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crystallopoietes DSM 20117 waren bisher nur wenige Substrate mit isoliertem Enzym
umgesetzt worden. Das Substratspektrum dieses Enzyms wurde grof3tenteils durch
Umsetzung der Substrate mit ruhenden Zellen ermittelt (Alvarado-Marin, 1997; Mdller et
al., 1988; Siemann et al., 1998). Tabelle 5.8-1 zeigt eine Auflistung der literaturbekann-
ten Substratspektren der drei genannten Hydantoinasen.

Alle untersuchten Substanzen werden mit zwei Ausnahmen von den drei Hydantoinasen
D-spezifisch umgesetzt. Die Umsetzungen von Methyl- und n-Butylhydantoin mit der
Hydantoinase 2 verlaufen jedoch nur mit einer geringen D-Selektivitat.

Tabelle 5.8-1: Literaturbekanntes Substratspektrum weiterer, in dieser Arbeit einge-
setzter Hydantoinasen.

D-Hydantoinase 1 .
5-Substitutent des Bacillus thermogluco- D-Hydantomas.e 2 Arthrobacter crystallo-
. o Thermus species . b)
D,L-Hydantoins sidasius 2) poietes DSM 20117
rekomb. E. col® rekomb. E. coli

2-Butyl- D D D
2-Hydroxyethyl- D D

2-Thienyl- D D D
2-Thienylmethyl- D*
3,4-Dihydroxybenzyl- D
4-Hydroxybenzyl- D
4-Hydroxyphenyl- D D D*

Benzyl- D D D*
Benzyloxymethyl- D
Benzylthiomethyl- D

H- D*
Hydroxymethyl- D D D
Indolylmethyl- D*
Isobutyl- D D D
Isopropyl- D D D

Methyl- D D-selektiv D
Methylthioethyl- D D D*
n-Butyl- D D-selektiv

Phenyl- D D D*
Phenylethyl- D D

a) (Keil, et al., 1995)
b) (Méller et al., 1988, Siemann et al., 1998) Umsetzungen wurden mit ruhenden Zellen durchgefthrt.
* Umsetzung wurde mit Isolierter Hydantoinase Uberpriift (Alvarado-Marin, 1997; Siemann et al., 1998)

In der vorliegenden Arbeit wurden vergleichende Untersuchungen nur durchgefihrt,
wenn die Verbindungen von der Hydantoinase aus Arthorbacter aurescens DSM 3745
umgesetzt wurden. Eine Zusammenfassung der Untersuchungen aller vier Enzyme
befindet sich unter 4.4.9 (S. 109). Es zeigte sich, dal’ keine der anderen Hydantoinasen
eines der untersuchten Substrate L-selektiv oder spezifisch umsetzten. BnH, NPH und
PhH wurden von der Hydantoinase 1 lediglich D-selektiv umgesetzt, daflir D-spezifisch
von der Hydantoinase 2.
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Die Angabe der selektiven Umsetzung von PhH durch die D-Hydantoinase 1 wurde
einer Untersuchung von Keil et al. (1995) entnommen. Allerdings wurden in diesen
Untersuchungen die Enantioselektivitdt der Umsetzungen nur indirekt bestimmt, indem
die entstandene N-Carbamoylaminosaure mit Natriumnitrit decarbamoyliert und
anschliel3end mit BGIT zu einem Diastereomer derivatisiert wurde, von dem dann der
Enantiomerenuberschul3 mittels RP-HPLC bestimmt wurde. In dem Artikel wurde nicht
beschrieben, ob eine Racemisierung durch die Probenbehandlung ausgeschlossen
werden konnte.

Bei der Umsetzung von BOD zeigte die Hydantoinase 2 eine D-Selektivitat, wahrend mit
der Hydantoinase 1 dieses Substrat D-spezifisch umgesetzt wurde. 1MeBnH wurde von
der Hydantoinase 1 mit sehr geringer Aktivitdt umgesetzt, die Hydantoinase 2 akzep-
tierte dieses Substrat gar nicht. Von beiden Hydantoinasen wurden 3MeBnH und BnTD
nicht umgesetzt. Die Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 setzte
lediglich TMSMH D-spezifisch und BnH D-selektiv um. Fur die anderen untersuchten
Substrate konnte keine Aktivitat nachgewiesen werden.
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6 Zusammenfassung

Zielsetzung dieser Arbeit war eine systematische Untersuchung der Substratspezifitéat
und Enantioselektivitdt verschiedener Hydantoinasen, wobei sich der Schwerpunkt der
Arbeiten auf die als L-selektiv beschriebene Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens
DSM 3745 konzentrieren sollte.

Zu Beginn wurde die Umsetzung von D,L-5-Benzylhydantoin mit der Hydantoinase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3745 als Standardreaktion etabliert. Neben der Synthese
von D- und L-5-Benzylhydantoin wurde eine chiralanalytische HPLC-Methode ent-
wickelt. Zur Bestimmung der Enantioselektivitat der L-selektiven Umsetzung von D,L-5-
Benzylhydantoin wurde erstmals eine Analytik entwickelt, die aus einer Kombination von
Polarimetrie und Photometrie bestand. Mit dieser online Methode wurden wéhrend der
Umsetzungen kontinuierlich MelRRdaten erhalten, aus denen der Enantiomereniber-
schul? der Substratenantiomere berechnet und Uber dem Umsatz dargestellt wurde.
Mittels nichtlinearer Regression wurde sowohl die Enantioselektivitdt als auch die
Gleichgewichtskonstante der einzelnen Reaktionen ermittelt. Bei der Umsetzung einer 3
mM D,L-5-Benzylhydantoinlésung in 0.1 M Tris-Puffer, pH 8.5 bei 37 °C mit der Hydan-
toinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 wurde eine Enantioselektivitat von 3.3,
eine spezifische Aktivitat von 78 U/mgen,m Und eine Gleichgewichtskonstante von 17.5
bestimmt. Weder eine Variation der Temperatur zwischen 25 und 45 °C noch des pH-
Werts zwischen 7.5 und 9.5 zeigte unter den genannten Reaktionsbedingungen einen
signifikanten Einfluf3 auf die Enantioselektivitat dieser Umsetzung.

Zur systematischen Untersuchung der Substratspezifitat von 5-monosubstituierten
Hydantoinen wurde zunachst die Raumerfillung des Substituenten variiert. Dazu
wurden Substrate synthetisiert, die anstelle des Benzylrestes einen Neopentylrest, bzw.
einen Trimethylsilylrest tragen (siehe auch Abbildung 6-1). Die Umsetzung des D,L-(Tri-
methylsilylmethyl)-hydantoins verlief D-spezifisch und war damit auch die erste
stereospezifisch katalysierte Reaktion dieser Hydantoinase. Neopentylhydantoin wurde
mit einer sehr geringen Aktivitéat unselektiv umgesetzt. Bei der Variation der Anzahl von
Methylengruppen in Nachbarstellung vom C-5-Atom des Hydantoinrings, fihrte der Ein-
bau einer weiteren Methylengruppe dazu, dal? D,L-5-Phenylethylhydantoin mit einer
umgekehrten Selektivitdt von E = 4.9 D-selektiv umgesetzt wurde. Phenylhydantoin
konnte dagegen nicht umgesetzt werden.

Zur Untersuchung der Bedeutung einzelner Strukturelemente des Hydantoinrings auf
die Umsetzung mit den Hydantoinasen wurden die NH-Gruppen der 1- und 3-Position
im Hydantoinring modifiziert bzw. gegen andere Atome oder Atomgruppen ausge-
tauscht. Dabei zeigte sich, daf? alle Modifikationen im Hydantoinring zu einer deutlichen
Abnahme der spezifischen Aktivitat fiihrten. 5-Benzyloxazolidindion und Benzylsuccin-
imid wurden von der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 D-selektiv
umgesetzt, wobei die Hydantoinase beide Substrate, wie auch im Fall der Hydantoine,
zwischen der 3- und 4-Position spaltete. 5-Benzylthiazolidindion wurde von keiner der
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Hydantoinasen umgesetzt. Eine Umsetzung von 1-N-Methylbenzylhydantoin zeigte nur
eine sehr geringe Aktivitat. Die an der 3-Position modifizierten Substanzen 5-Benzyl-N-
3-Methylhydantoin und Benzyltetramséaure wurden nicht umgesetzt.

Bei Inhibitionsuntersuchungen beziglich der Umsetzung von L-5-Benzylhydantoin, die
mit den nicht als Substrat akzeptierten Hydantoinen und Derivaten durchgefiihrt wur-
den, konnte lediglich mit 5-Benzylthiazolidindion eine schwache Inhibition festgestellt
werden. Dafir zeigte sich, daf} das bei der enzymatischen Umsetzung von Benzyl-
succinimid gebildete Benzylbernsteinsaurehalbamid einen starken Inhibitor mit einer
Inhibitionskonstanten von K; = 0.35 mM darstellt.

Umsetzungen mit D-Hydantoinasen aus Bacillus thermoglucosidasius (Hydantoinase 1)
und Thermus species (Hydantoinase 2), beide rekombinant mit Escherichia coli herge-
stellt, sowie einer Hydantoinase aus Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117 verliefen
alle D-spezifisch oder —selektiv. Alle hydantoinanalogen Verbindungen wurden von den
Hydantoinasen an derselben Bindung gespalten, wie das entsprechend unmodifizierte
Hydantoin. Abbildung 6-1 zeigt eine Ubersicht der untersuchten Substanzen.
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D-Hydantoinase 2 aus

L,L“-Hydantoinase aus ) Immobilisierte D-Hydantoinase 1 aus D-Hydantoinase aus
Thermus species, . S
Substrat  Arthrobacter aurescens rekombinant in Bacillus thermoglucosidasius, Arthrobacter crystallo-
DSM 3745 L i rekombinant in Escherichia coli poietes DSM 20117
Escherichia coli

S-Benzyl- L-selektiv D-spezifisch D-selektiv D-spezifisch
hydantoin

1 D-spezifisch D-spezifisch D-spezifisch D-spezifisch

unselektiv D-spezifisch D-selektiv n.b.

3 D-selektiv D-spezifisch n.b. n.b.

4 n. b. D-spezifisch D-selektiv n. b.

5 D-selektiv D-spezifisch D-spezifisch n. b.

6 keine Aktivitat n. b. n. b. n. b.

7 geringe Aktivitat geringe Aktivitat geringe Aktivitat keine Aktivitat

8 D-selektiv D-spezifisch D-spezifisch keine Aktivitat

9 D-selektiv keine Aktivitat D-spezifisch unselektiv

10 keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat

11 keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat

12 keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat keine Aktivitat

13 keine Aktivitat n. b. n. b. n. b.

Abbildung 6-1: Ubersicht der durchgefiihrten Untersuchungen zur Bestimmung der Substratspezifitit und
Enantioselektivitdt der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 und einer Hydantoinase aus
Arthrobacter crystallopoietes DSM 20117, sowie einer D-Hydantoinase 1, immobilisiert aus Bacillus
thermoglucosidasius und einer D-Hydantoinase 2, aus Thermus species, beide rekombinant mit
Escherichia coli hergestellt.
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8 Anhang

8.1 Abhangigkeit des spezifischen molaren
Drehwerts von der Wellenlange

Die spezifischen molaren Drehwerte von BnH und CPhe zeigen eine starke Abhé&ngig-
keit von der Wellenlange. In den ORD-Spektren der Substanzen erkennt man den
dramatischen Anstieg bei kleineren Wellenlangen.

1.5
10-]
- | |
e ] =
2 05— .
o .
S 1 [ |
o b | ] ™
g ’
-§ 0.0 g . o
[a) - [ )
: [ ]
0.5 — i
] ® e L-BnH
i & m  L-CPhe
1.0 T T T T T 1

250 300 350 400 450 500 550 600 650

Wellenlange A [nm]
Abbildung 8.1-1: ORD-Spektren von 4 mM L-BnH und 16 mM L-CPhe
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8.2 Zusammenfassung von spezifischen

molaren Drehwerten

Tabelle 8.2-1: Zusammenfassung der spezifischen molaren Drehwerte [/mM)]
(Bestimmungsmethode: 3.6.5.1, S. 31)
Substanz T oH Wellenldnge A [nm]
[°C] 253 280 296 302 313 334 365 546
25 85 - -0.285| -0.197 | -0.197 | -0.165 | -0.124 | -0.088 | -0.027
37 8.5 - -0.262 | -0.184 | -0.185 | -0.155 | -0.177 | -0.084 | -0.027
L-BnH 45 85 - -0.262 | -0.183 | -0.184 | -0.156 | -0.177 | -0.084 | -0.026
37 7.5 - -0.256 | -0.183 | -0.183 | -0.156 | -0.118 | -0.086 | -0.026
37 9.5 - -0.330 | -0.221 | -0.221 | -0.183 | -0.134 | -0.095 | -0.028
25 85 - 0.089 | 0.066 | 0.065 | 0.056 | 0.042 | 0.030 | 0.008
37 8.5 - 0.087 | 0.061 | 0.062 | 0.052 | 0.039 | 0.028 | 0.009
L-CPhe 45 85 - 0.081 | 0.060 | 0.060 | 0.051 | 0.039 | 0.028 | 0.008
37 7.5 - 0.085 | 0.061 | 0.061 | 0.052 | 0.039 | 0.029 | 0.009
37 9.5 - 0.110 | 0.074 | 0.074 | 0.061 | 0.045 | 0.032 | 0.009
L-PhEH 37 8.5 - -0.124 - -0.082 | -0.069 - -0.036 | -0.012
L-CHPhe | 37 8.5 - 0.054 | 0.040 | 0.042 | 0.036 | 0.027 | 0.021 | 0.009
L-NPH 37 8.5 | -0.334 | -0.130 | -0.092 | -0.090 | -0.080 | -0.058 | -0.042 -
L-CNPG | 37 8.5 | -0.196 | -0.116 - -0.092 | -0.084 | -0.070 | -0.030 -

8.3 Zusammenfassung von spezifischen
molaren Extinktionen

Tabelle 8.3-1: Zusammenfassung der spezifischen molaren Extinktionen [1/mM]
(Bestimmungsmethode: 3.10.2.2, S. 63)

spezifische, molare Extinktion [1/mM]

T[°C] pH A [nm] BnH CPhe PhEH CHPhe
37 7.5 240 0.528 0.063 - -
37 8.5 240 0.788 0.075 0.547 0.071
37 9.5 245 0.870 0.099 - -
25 8.5 240 0.823 0.099 - -
45 8.5 238 0.811 0.075 - -
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8.4 Herleitungen

8.4.1 Ermittlung der Halbwertszeit der chemischen Racemi-
sierung

Die Bestimmung der Racemisierungsgeschwindigkeit nach der unter 3.6.5.2 (S. 32)
beschriebenen Methode soll am Beispiel der Racemisierung von L-BnH gezeigt
werden. Dazu wurde wahrend der Racemisierung kontinuierlich der Drehwert der
racemisierenden Losung gemessen. Dieser setzt sich zusammen aus den Drehwert-
anteilen der beiden Enantiomere:

Qobs gemessener Drehwert [°]
Qi -BrH Drehwertanteil des L-BnH [°]
ab-anH Drehwertanteil des D-BnH [°]

Die Drehwertanteile berechnen sich nach:

=G <0 > Gleichung 8-2
<a> spezifischer, molarer Drehwert der Substanz i
in einer 100 mm langen Kivette [°/mM]
G Konzentration der Substanz i [mM]

AulBerdem ist zu jeder Zeit die Summe der Enantiomerenkonzentrationen gleich der
Anfangskonzentration von L-BnH:

Cl-gnH = C-gnn *+ Cp-grn Gleichung 8-3
L en Anfangskonzentration von L-BnH [mM]
Cb-BrH, CD-BrH Konzentration von D-BnH bzw. L-BnH [mM]
aulRerdem gilt:

<O>p=—<0>

Gleichung 8-4
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Aus den Gleichungen wird folgende Beziehung erhalten:

0
Ogps T C - <a>_ .
CLogny = obs L-BnH L-BnH Glelchung 8-5
2<0> gy

Unter der Annahme, dal3 die Racemisierung reversibel ist, wobei Hin— und Rickreaktion
erster Ordnung sind, gilt (Baerns et al., 1987):

V=K (C_grn —Clenn ) Gleichung 8-6
v Racemisierungsgeschwindigkeit von L-BnH [mM/s]
k Geschwindigkeitskonstante der Racemisierung [s™]

Clgrm Gleichgewichtskonzentration von L-BnH

In integrierter Form:

ey —CH
In PFS BnH ;B”H %—kt Gleichung 8-7
L-BnH ~— CL-BnH

Bei vollstandiger Racemisierung ist aus der Halfte des urspringlich vorhandenen L-

BnH D-BnH entstanden, damit ist ¢%

— 0 ;
oy =0.5 C_g,y- Nach Verstreichen der

Halbwertszeit ist aus der Halfte der Differenz zwischen Anfangskonzentration CE—BnH

und der Gleichgewichtskonzentration D-BnH entstanden. Damit gilt:

Cllenm
CLgn(Ty2) =075 _g - In Gleichung 8-7 eingesetzt ergibt sich:

IN2=—KT,
12 Gleichung 8-8

0

—c
Durch die Auftragung von | EL-BnH ClognH HUber der Racemisierungszeit t lait sich

—cH
L-8nH ~ CL-BnH

aus der Steigung k einer Regressionsgeraden mit Gleichung 8-8 die Halbwertszeit
berechnen.
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8.4.2 Berechnung der Produktkonzentrationen mittels Polari-
metrie gemessener Umsetzungen enantiomerenreiner
Substrate

Die Bestimmung der Produktkonzentration nach der unter 3.10.1.2 (S. 61) beschriebe-
nen Methode soll am Beispiel der Umsetzung von L-BnH gezeigt werden. Dazu wurde
wahrend der Umsetzung kontinuierlich der Drehwert der Reaktionslosung gemessen.
Dieser setzt sich zusammen aus den Drehwertanteilen von Substrat und Produkt. Als
Beispiel sei hier die Umsetzung von L-BnH zu L-CPhe gezeigt.

Qops =0 —gnH + O —cphe Gleichung 8-9
Qobs gemessener Drehwert [°]
Qi -BrH Drehwertanteil des L-BnH [°]
Qi -cphe Drehwertanteil des L-CPhe [°]

Die Drehwertanteile berechnen sich nach Gleichung 8-2 (S. 163). AuRerdem ist die
Summe der Konzentrationen von L-BnH und L-CPhe gleich der Anfangskonzentration
von L-BnH:

o _ .
Cl-BnH =Ci-BnH T CL—cphe Gleichung 8-10
e Anfangskonzentration von L-BnH [mM]
CL-CPhe Konzentration von D-BnH [mM]

Aus den Gleichungen folgt:

0
Aops ™ <A L_gnH = Coes .
ClL—cphe = Gleichung 3-3

<O _cpre” ~ <0 gy >
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8.4.3 Berechnung der Produktkonzentrationen mittels Polari-
metrie und Photometrie gemessener Umsetzungen
racemischer Substrate

Zur Bestimmung der Produktkonzentration aller vier Enantiomere nach der unter
3.10.2.2 (S. 63) beschriebenen Methode wurden kontinuierlich die Extinktion und der
Drehwert der Reaktionslésung gemessen. Als Beispiel sei hier eine enantioselektive
Umsetzung von D,L-BnH zu D-LCPhe und L-CPhe gezeigt. Die Extinktion setzte sich
zusammen aus den Extinktionsanteilen von Substrat und Produkt.

€obs =€pnH T Ecphe Gleichung 8-11
Eobs gemessene Extinktion [1]
Eann Extinktionsanteil des BnH [1]
Ecphe Extinktionsanteil des CPhe [1]

Die Extinktionsanteile berechnen sich nach:

€ =C <€> Gleichung 8-12
<& spezifischer, molarer Extinktionskoeffizient der Substanz i
in einer 10 mm langen Kivette [1/mM]
G Konzentration der Substanz i [mM]

AulRerdem ist zu jeder Zeit die Summe der Enantiomerenkonzentrationen gleich der
Anfangskonzentration von BnH:

0 _ :
Cent = CL-nH TCp-gnH T CL-cphe  Cp-cphe Gleichung 8-13

Aus den Gleichungen wird folgende Beziehung erhalten:

0
€ —C <g> .

Cgy = 25 BMH CPhe Gleichung 3-6
<€Zpn T <€ Zcphe
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Fur den Drehwert gilt:

Qlops =0 —gnH O p-gnH + O —cphe T O p—cphe Gleichung 8-14
Qobs gemessener Drehwert [°]
Qi -gnns OL-BrH Drehwertanteil des L-BnH bzw. D-BnH [°]

Qi -cphes AL-CPhe Drehwertanteil des L-CPhe bzw. D-CPhe [°]

Wenn die Racemisierung von BnH wéhrend der Reaktion vernachlassigt werden kann,
gilt:

0
Cann _ _ :
5 CL-gnH * CL—cphe = Cp-nH T Cp-cphe Gleichung 8-15

mit Gleichung 8-2 und Gleichung 8-4 (S. 163) folgt:

c _ Oobs + Cgniy (<0 >\ g = <O > _cpne)
L-BnH 2(<0( > gy — <0 >L—CPhe) Gleichung 3-5

<> g, <O D-Bru spezifische, molare Drehwerte von L-BnH, D-BnH, L-CPhe
<> cphe <O>p.crre  UNd D-CPhe in einer 100 mm langen Kivette [°/mM]

8.4.4 Berechnung der maximalen Reaktionszeit bei einer Race-
misierung enantiomerenreiner Hydantoine unter 5 %.

Neben der in Abbildung 4.1-2, (S. 73) gezeigten enantioselektiven Umsetzung eines
Hydantoins gibt es noch die Racemisierung des Hydantoins als stérende Nebenreaktion
(Abbildung 4.1-1, S.73). Da diese Racemisierung in den Herleitungen der unter
3.10.1.2 (S.61) und 3.10.2.2 (S. 63) beschriebenen Methoden nicht beriicksichtigt
wurde, mufdte dieser Einflu@ mdglichst klein sein. Deshalb wurde fir die Untersu-
chungen als maximale Reaktionszeit die Zeit ermittelt, in der unter
Reaktionsbedingungen weniger als 5 % enantiomerenreines Hydantoin, also 2.5 % der
Ausgangskonzentration von D,L-BnH, racemisieren kann. Dazu wurde in Gleichung 8-7

. _ 0 . . eq _ 0 .
(S.164) far ¢ g4 _0_975(;L_BnH eingesetzt. Zusammen mit ¢ 1, =05c _g,, ergibt

sich:

0.051
TS% -,

Gleichung 8-16

k Racemisierungskonstante (siehe Tabelle 4.3-1, S. 79)
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8.5 Inhibitionsuntersuchungen

Die meisten der untersuchten Substanzen zeigten einen geringen inhibitorischen
Einflud auf die Umsetzung von L-BnH mit der Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745 (3.10.3, S. 69). Da die Bestimmung der Inhibitionskonstanten in
diesen Fallen mit einem grof3en Fehler behaftet ist, werden lediglich die Konzentrations-
Zeit-Verlaufe dieser Inhibitionsuntersuchungen zum qualitativen Vergleich dargestellt
(Abbildung 8.5-1). Die dargestellten Zeit-Umsatz-Kurven der Inhibitionsuntersuchungen
wurden wie unter 3.10.1.2 (S. 61) beschrieben durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dai3
in der oben dargestellten Untersuchung jeweils 100 pl 1/20 verdinnte Enzymldsung
(0.16 U) zugegeben wurde, fur die im unteren Diagramm dargestellten Umsetzung
waren es 100 pl 1/30 verdinnte Enzymldsung (0.10 U) Hydantoinase aus Arthrobacter
aurescens DSM 3745. Sehr gut kann die starke Inhibition durch BnBHA gesehen
werden, auch die mit BhTD nahezu gesattigte Losung zeigte einen inhibitorischen
EinfluB. Dagegen inhibierte CPhe nur sehr schwach. Innerhalb der Mel3genauigkeit
zeigten BnBDA, 1MeBnH, 3MeBnH und POD in den eingesetzten Konzentrationen
keine Inhibition der Umsetzung von L-BnH.
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Abbildung 8.5-1: Inhibitionsuntersuchungen nach der unter 3.10.1.2 (S. 61) beschrie-
benen Methode mit 3 mM L-BnH-L&Gsungen mit Inhibitor (3.4.3, S.24) und 0.16 U
(oben) bzw. 0.10 U (unten) Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745.



