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Biokatalytische Verfahren haben fir die chemische Industrie eine hohe Bedeutung erlangt. Die
Durchfiihrung chemischer Reaktionen unter Zuhilfenahme biologischer Katalysatoren ist dabei vor
allem in solchen Anwendungsgebieten von Interesse, in denen die oft vorhandene Eigenschaft von
Enzymen, bei chemischen Reaktionen mit chiralen oder prochiralen Komponenten eines der bei-
den Enantiomeren bevorzugt umzusetzen oder zu bilden, genutzt werden kann.

Wesentliche Voraussetzungen fiir die Nutzung dieser giinstigen Eigenschaften von Enzymen
sind ihre Verfugbarkeit in technisch bendtigten Mengen und eine ausreichend hohe Reaktivitat,
sowie Stabilitat unter den realen Bedingungen eines technischen Verfahrens.

Eine besonders interessante Klasse von chiralen chemischen Verbindungen sind Cyanhydrine.
Cyanhydrine sind beispielsweise bei der Synthese von a-Hydroxyséuren, a-Hydroxyketonen,
B-Aminoalkoholen, die zur Gewinnung biologisch wirksamer Stoffe, z.B. pharmazeutischer Wirk-
stoffe, Vitamine oder pyrethroider Verbindungen Verwendung finden, von Bedeutung.

Die Herstellung dieser Cyanhydrine erfolgt durch Addition von Blausaure an die Carbonylgrup-
pe eines Ketons oder Aldehyds.

Die technische Herstellung von chiralen Verbindungen, wie etwa (S)-Cyanhydrinen, konnte
durch die ErschlieBung des Enzyms (S)-Hydroxynitril Lyase aus Hevea brasiliensis realisiert wer-
den und ist beispielsweise in WO 97/03204, EP 0 951561 und EP 0 927 766 beschrieben.

Es gibt jedoch eine Vielfalt an interessanten chemischen Verbindungen, bei welchen die
R-Enantiomeren fiir technische Anwendungen von Bedeutung sind. Bisher wurden lediglich Ver-
fahren zur Herstellung einer Reihe von Produkten beschrieben, die nur im Labormafistab einge-
setzt werden kénnen (z.B.: EP 0 276 375, EP 0 326 063, EP 0 547 655). Dabei wurden vorwiegend
Enzympréparationen eingesetzt, die aus Pflanzen der Familie Rosaceae, beispielsweise aus den
Kernen von Mandeln (Prunus amygdalus) gewonnen wurden. Weitere bisher eingesetzte R-HNLs
sind beispielsweise solche aus Leinsamenkeimlingen (Linum usitatissimum; LuHNL), die als erstes
Gen einer R-HNL kloniert und in E. Coli und Pichia pastoris expremiert wurden oder R-HNL aus
Phlebodium aureurum.

Technische Anwendungen im groReren Mafistab sind bislang nicht realisiert worden. Die we-
sentliche Ursache dafiir ist, dass Enzympraparationen aus Pflanzen der Familie Rosaceae mit
Hydroxynitrillyase(HNL)-Aktivitét oder solche aus Leinsamenkeimlingen bisher nicht in ausreichen-
den Mengen und zu vertretbaren Kosten verfiigbar waren und zudem eine zu geringe Stabilitét bei
tiefen pH-Werten zeigten.

Um Produkte mit hoher optischer Reinheit zu erhalten werden in der Literatur tiefe Temperatu-
ren (zB.Persson et al; Enzyme and Microbial Technology 30(7), 916-923; 2002), ein pH-Wert unter
4 (zB. Kragl et al; Annals of the New York Academy of Science; 613 (enzyme Eng. 10), 167-75,
1990), sowie die Verwendung von 2-Phasensystemen (bspw. EP 0 547 655) oder von Emulsionen
(zB. EP 1 238 094) als vorteilhafte Reaktionsparameter beschrieben.

Ungliicklicherweise haben die meisten R-HNLs bei einem pH-Wert unter 4 Halbwertszeiten von
weniger als einer Stunde.

Aus EP1223220 A1 sind rekombinante Enzyme, die durch Klonierung eines Gens aus Prununs
amygdalus, das fir ein R-HNL Isoenzym, beispielsweise fir das Isoenzym 5 (PaHNL5) kodiert,
sowie durch heterologe Expression beispielsweise in Pichia pastoris hergestellt werden, beschrie-
ben, die sich, wie aus den Beispielen hervorgeht, durch eine wesentlich erhdhte Stabilitat bei tiefen
pH-Werten im Vergleich zu den anderen bekannten R-HNLs auszeichnet.

Als Nachteil wurde eine nicht zufriedenstellende Substratakzeptanz festgestellt, da die Umset-
zung einiger Substrate, in Gegenwart von beispielsweise rekombinanter PaHNL5 mit deutlich
geringerer Reaktionsgeschwindigkeit als in Gegenwart von kauflichen pfianzlichen, nativen
(R)-HNL Préparationen aus Mandelkernen erfoigt.

Aufgabe der Erfindung war es daher, R-Hydroxynitrillyasen aus der Familie Rosaceae bereit-
zustellen, die erstens fir technische Umsetzungen im industriellen Mafistab in ausreichendem
MaRe und kostengiinstig zur Verfiigung gestellt werden kénnen und die eine verbesserte Substrat-
akzeptanz, sowie eine erhohte Stabilitét aufweisen.

Gegenstand der Erfindung sind demnach R-Hydroxynitrillyasen aus der Familie Rosaceae mit
einer verbesserten Substratakzeptanz und erhdhter Stabilitét, die dadurch gekennzeichnet sind,
dass im aktiven Zentrum der R-Hydroxynitrillyasen entweder

a) ein Alaninrest durch Glycin, Valin, Leucin, Isoleucin oder Phenylalanin oder
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b) ein Phenylalaninrest durch Alanin, Glycin Valin, Leucin oder Isoleucin oder

c) ein Leucinrest durch Alanin, Glycin, Valin, Isoleucin oder Phenylalanin oder

d) ein Isoleucinrest durch Alanin, Glycin, Valin, Leucin oder Phenylalanin substituiert ist.

Die erfindungsgeméaRen R-HNLs sind Mutanten von R-Hydroxynitrillyasen aus der Familie Ro-
saceae.

Als Ausgangsbasis zur Herstellung der erfindungsgemaRen Mutanten kénnen dabei native
R-HNLs aus der Familie Rosaceae, wie etwa R-HNLs aus Prunus amygdalys (PaHNL), Prunus
serotina (PsHNL), Prunus laurocerasus, Prunus lyonii, Prunus armaniaca, Prunus persica, Prunus
domestica (PdHNL), Malus communis, u.s.w. oder rekombinante R-HNLs, wie etwa aus
EP 1223220 bekannt,
sowie sogenannte Tunnelmutanten der oben angefilhrten R-HNLs, bei welchen ein oder mehrere
sperrige Aminosé&urereste innerhalb des zum aktiven Zentrum filhrenden hydrophoben Kanals
durch weniger sperrige Aminoséurereste substituiert sind, eingesetzt werden.

Als native R-HNLs werden bevorzugt R-HNLs aus Prunus amygdalys (PaHNL), Prunus dome-
stica (PdHNL) oder aus Prunus serotina (PsHNL) eingesetzt.

Bevorzugte rekombinante R-HNLs sind rekombinante RHNLs von Prunus domestica {PdHNL),
insbesondere PdHNL1, sowie die in EP 1223220 beschriebenen rekombinanten R-HNLs PaHNL1
bis PaHNL5, besonders bevorzugt ist die rekombinante PaHNLS5.

Geeignete Tunnelmutanten sind bevorzugt native oder rekombinante R-HNLs bei welchen be-
vorzugt ein sperriger Aminosé&urerest im zum aktiven Zentrum filhrenden hydrophoben Kanal durch
einen weniger sperrigen Aminoséurerest, wie etwa Alanin, Glycin, Valin oder Phenylalanin ersetzt
wurde.

Die zu modifizierenden R-HNLs konnen dabei auch in einer verénderten Sequenz vorliegen,
die beispielsweise durch Austausch der ersten Aminoséaure(n) in der Sequenz oder durch Entfer-
nen der ersten Aminosdure(n) oder durch Anhingen weiterer Aminosauren, wie etwa GluAlaGIuA-
la, erhalten wird.

Weiters ist es méglich vor der Mutation im aktiven Zentrum die natiirliche bzw. pflanzliche Si-
gnalsequenz gegen eine andere Signalsequenz, wie etwa gegen die Signalsequenz des alpha
mating factors von Saccharomyces cerevisiae (Alpha-MF), Saccharomyces cerevisiae invertase
(SUC2), Pichia Killertoxin Signalsequenz, a-amylase, Pichia pastoris acid phosphatase (PHO1),
Phaseolus vulgaris agglutinin (PHA-E); glycoamylase Signal Sequenz von Aspergillus niger (glaA),
Glukoseoxidase (GOX) Signalsequenz von Aspergillus niger, Sec10 Signalsequenz von Pichia
pastoris, Signalsequenz der 28kD Untereinheit des Killertoxins von Klyveromyces lactis, BSA
Signal Sequenz, u.s.w. oder eine rekombinante Signalsequenz derselben auszutauschen. Die
Signalsequenzen kénnen dabei auch Punktmutationen enthalten.

Geeignete Signalsequenzen und deren Mutanten sind beispielsweise in Heijne G. et al., FEBS
Letters 244 (2), 439-46 (1989), EP 19911213, Paifer et al, Biotecnologia Aplicada 10(1), 41-46,
(1993), Raemaekers et al., European Journal of Biochemistry 265(1), 394-403 (1999) u.s.w. be-
schrieben.

Bevorzugt wird die pflanzliche Signalsequenz durch die Signalsequenz des alpha mating fac-
tors von Saccharomyces cerevisiae ausgetauscht.

Die Herstellung der erfindungsgemaRen R-HNLs erfolgt durch ortsspezifische Mutagenese,
beispielsweise mittels Quick Change (XL) Site Directed Mutagenesis Kit, Quick Change Multi Site
Directed Mutagenese Kit (Fa. Stratagene), sowie Kits von Invitrogen oder Promega u.s.w. nach
Anleitung des Herstellers oder geméaR anderen (iblichen Methoden, wie etwa in Current Protocols
in Molecular Biology, Ausubel et al., 2003 beschrieben.

Site Directed Mutagenesis Kits sind gebrauchsfertige Systeme zur Herstellung von spezifi-
schen Mutanten und werden beispielsweise von der Fa. Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA
(USA) kommerziell vertrieben.

Bei der ortsspezifische Mutagenese wird erfindungsgemaf im aktiven Zentrum der R-HNL ent-
weder

a) ein Alaninrest durch Glycin, Valin, Leucin, Isoleucin oder Phenylalanin oder

b) ein Phenylalaninrest durch Alanin, Glycin Valin, Leucin oder Isoleucin oder

c) ein Leucinrest durch Alanin, Glycin, Valin, Isoleucin oder Phenylalanin oder

d) ein Isoleucinrest durch Alanin, Glycin, Valin, Leucin oder Phenylalanin substituiert.
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Dabei entstehen Mutanten, bei denen die oben genannten Reste, die im aktiven Zentrum in
unmittelbarer Nahe der Substratbindungsstelle liegen, ausgetauscht werden.

Bevorzugt wird dabei entweder ein Alaninrest durch Glycin, Valin oder Leucin oder ein Pheny-
lalaninrest durch Alanin, Leucin oder Glycin oder ein Leucinrest durch Alanin, Glycin oder Phenyla-
lanin substituiert.

Zur Umsetzung von groRen Substraten, wie etwa von aromatischen Aldehyden oder Ketonen
mit sperrigen Resten, bzw. mit Substituenten in ortho- oder meta-Stellung, oder von sperrigen
aliphatischen Aldehyden oder Ketonen, wird bevorzugt eine der Aminoséduren Alanin, Valin, Leucin,
Isoleucin oder Phenylalanin gegen einen jeweils kleineren Aminoséurerest ausgetauscht. So wird
beispielsweise Phenylalanin gegen Leucin oder Alanin; oder Alanin gegen Glycin u.s.w. ausge-
tauscht.

Zur Umsetzung von kleineren Substraten, wie etwa kleinere aliphatische Aldehyde oder Keto-
ne, wird hingegen bevorzugt eine der Aminosauren Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin oder Phenyla-
lanin gegen einen jeweils groReren Aminos&urerest ausgetauscht, wie etwa Alanin gegen Leucin
oder Valin, oder Leucin gegen Phenylalanin. .

Besonders bevorzugt sind Mutanten der beispielsweise aus EP 1223220 bekannten rekombi-
nanten R-Hydroxynitrillyasen PaHNL1 -PaHNL5, die gegebenenfalls noch eine Mutation im zum
aktiven Zentrum fihrenden hydrophoben Kanal aufweisen kénnen.

Insbesondere bevorzugt sind Mutanten der rekombinanten R-Hydroxynitrillyase PaHNLS, die
gegebenenfalls noch eine Mutation im zum aktiven Zentrum filhrenden hydrophoben Kanal aufwei-
sen kann, bei welcher im aktiven Zentrum

a) der Alaninrest in Position 111 durch Glycin, Valin oder Leucin oder

b) der Phenylalaninrest an Position 72 durch Alanin oder Leucin oder

c) der Leucinrest an Position 331 oder 343 durch Alanin oder Glycin substituiert ist.

Die Nummerierungen gehen von den entsprechenden Positionen in der reifen unverdnderten
rekombinanten R-Hydroxynitrillyase PaHNL5 aus, die Positionen kdnnen sich jedoch durch die
oben angefilhrten Anderungen der Sequenz, wie etwa Verkirzung oder Verldngerung der Se-
quenz, dementsprechend verschieben.

Anschlieend erfolgt die sekretorische Expression in geeigneten Mikroorganismen, wie etwa in
Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae oder Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klyveromyces
lactis, Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Pichia methanolica, Pichia polymorpha, Phichia
anomala, Schizosaccharomyces pombe, u.S.w..

Die Aufreinigung der resultierenden erfindungsgeméfien R-HNL-Mutanten erfolgt nach Stand-
artmethoden, beispielsweise analog Dreveny et al; Structure (Cambridge; MA, United States) 9(9),
803-815; 2001.

Die erfindungsgemaRen R-HNL-Mutanten eignen sich zur Herstellung von enantiomerenreinen
R- oder S-Cyanhydrinen in gegeniiber dem Stand der Technik erhdhter Umsatzgeschwindigkeit,
wobei sich die erfindungsgemafRen R-HNL-Mutanten auch durch eine hohe pH-Stabilitét bei niedri-
gen pH-Werten auszeichnen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist demnach die Verwendung der erfindungsgeméen
R-HNL-Mutanten zur Herstellung von enantiomerenreinen R- oder S-Cyanhydrinen.

Insbesondere werden die erfindungsgemafen R-HNL-Mutanten bei aliphatischen und aromati-
schen Aldehyden und Ketonen als Substrate eingesetzt.

Unter Aldehyden sind dabei aliphatische, aromatische oder heteroaromatische Aldehyde zu
verstehen. Unter aliphatischen Aldehyden sind dabei geséttigte oder ungeséttigte, aliphatische,
geradkettige, verzweigte oder cyclische Aldehyde zu verstehen. Bevorzugte aliphatische Aldehyde
sind geradkettige oder verzweigte Aldehyde mit insbesondere 2 bis 30 C-Atomen, bevorzugt von 4
bis 18 C-Atomen, die gesattigt oder ein- oder mehrfach ungesattigt sind. Der Aldehyd kann dabei
sowohl C-C-Doppelbindungen als auch C-C-Dreifachbindungen aufweisen. Die aliphatischen,
aromatischen oder heteroaromatischen Aldehyde kénnen weiters unsubstituiert oder durch unter
den Reaktionsbedingungen inerte Gruppen, beispielsweise durch gegebenenfalls substituierte
Aryl- oder Heteroarylgruppen, wie Phenyl-, Phenoxy- oder indolylgruppen, durch Halogen-, Hydro-
xy-, Hydroxy-C-Cs-Alkyl, C;-Cs-Alkoxy-, C;-Cs-Alkyithio-, Ether-, Alkohol-, Carbonsaureester-,
Nitro- oder Azidogruppen substituiert sein.

Beispiele fir bevorzugte aliphatische Aldehyde sind Butanal, 2-Butenal, 3-Phenylpropanal,
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Hydroxypivalaldehyd u.s.w.

Beispiele fur aromatische oder heteroaromatische Aldehyde sind Benzaldezyd bzw. verschie-
den substituierle Benzaldehyde wie etwa 2-Chlorbenzaldehyd, 3-Chlorbenzaldehyd,
4-Chlorbenzaldehyd, 3,4-Difluorbenzaldehyd, 3-Phenoxybenzaldehyd, 4-Fluor-3-
phenoxybenzaldehyd, Hydroxybenzaldehyde, Methoxybenzaldehyde, weiters Furfural, Methylfurfu-
ral,  Anthracen-9-carbaldehyd,  Furan-3-carbaldehyd, Indol-3-carbaldehyd,  Naphthalin-1-
carbaldehyd, Phthaldialdehyd, Pyrazol-3-carbaldehyd, Pyrrol-2-carbaldehyd,  Thiophen-2-
carbaldehyd, Isophthalaldehyd oder Pyridinaldehyde, Thienylaldehyde u.s.w.

Ketone sind aliphatische, aromatische oder heteroaromatische Ketone, bei denen das Carbo-
nylkohlenstoffatom ungleich substituiert ist. Unter aliphatischen Ketonen sind gesattigte oder
ungeséttigte, geradkettige, verzweigte oder cyclische Ketone zu verstehen. Die Ketone kénnen
gesatligt oder ein- oder mehrfach ungesattigt sein. Sie kdnnen unsubstituiert, oder durch unter
Reaktionsbedingungen inerte Gruppen, beispielsweise durch gegebenenfalls substituierte Aryl-
oder Heteroarylgruppen wie Phenyl- oder Inolylgruppen, durch Halogen-, Ether-, Alkohol-, Carbon-
s&dureester-, Nitro- oder Azidogruppen substituiert sein.

Beispiele fir aromatische oder heteroaromatische Ketone sind Acetophenon, Indolylaceton
u.s.w.

Aldehyde und Ketone, die sich erfindungsgemaR eignen, sind bekannt oder wie iiblich herstell-
bar.

Die Substrate werden in Anwesenheit der erfindungsgemafen HNLs mit einem Cya-
nidgruppendonor umgesetzt.

Als Cyanidgruppendonor kommen Blaus&ure, Alkali-Cyanide oder ein Cyanhydrin der allge-
meinen Formel |

R1R,C(OH)(CN),

in Betracht. In der Formel | bedeuten R, und R, unabhingig voneinander Wasserstoff oder eine
unsubstituierte Kohlenwasserstoffgruppe, oder R; und R, gemeinsam eine Alkylengruppe mit 4
oder 5 C-Atomen, wobei R, und R; nicht gleichzeitig Wasserstoff bedeuten. Die Kohlenwasser-
stoffgruppen sind aliphatische oder aromatische, bevorzugt aliphatische Gruppen. Bevorzugt
bedeuten R, und R; Alkylgruppen mit 1 - 6 C-Atomen, ganz bevorzugt ist der Cyanidgruppendonor
Acetoncyanhydrin. Die Herstellung des Cyanidgruppendonors kann nach bekannten Verfahren
erfolgen. Cyanhydrine, insbesonders Acetoncyanhydrin, sind auch kéuflich zu erwerben.

Bevorzugt wird Blausédure (HCN), KCN, NaCN, oder Acetoncyanhydrin, besonders bevorzugt
Blauséure als Cyanidgruppendonor eingesetzt.

Die Blauséure kann dabei auch erst kurz vor der Reaktion aus einem ihrer Salze wie etwa
NaCN oder KCN freigesetzt und in Substanz oder in geléster Form dem Reaktionsgemisch zuge-
geben werden.

Die Umsetzung kann im organischen, wéssrigen oder 2-Phasensystem oder in Emulsion, so-
wie in Substanz durchgefiihrt werden.

Als wéssriges System wird eine wéssrige, die erfindungsgeméfie HNL enthaitende Lésung
oder Pufferlosung verwendet. Beispiele dafiir sind Na-Citratpuffer, Phosphatpuffer u.s.w.

Als organisches Verdiinnungsmittel kénnen mit Wasser nicht oder geringfligig mischbare
aliphatische oder aromatische Kohlenwasserstoffe, die gegebenenfalls halogeniert sind, Alkohole,
Ether oder Ester oder Gemische davon oder das Substrat selbst verwendet werden. Bevorzugt
werden Methyl-tert. Butylether (MTBE), Diisopropylether, Dibutylether und Ethylacetat oder deren
Gemisch eingesetzt.

Die erfindungsgeméfRen HNLs kdnnen dabei entweder als solche oder immobilisiert in dem or-
ganischen Verdinnungsmittel vorliegen, die Umsetzung kann jedoch auch in einem Zweiphasen-
system oder in Emulsion mit nicht-immobilisierter HNL erfolgen.

Die Umsetzung erfolgt dabei bei Temperaturen von -10°C bis +50°C, bevorzugt bei -5°C bis
+45°C.

Der pH-Wert des Reaktionsgemisches kann von 1.8 bis 7, bevorzugt von 2 bis 4 und beson-
ders bevorzugt von 2.5 bis 3.5 betragen.
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Beispiel 1: Klonierung des pahnl4 Gens aus Prunus amygdalus

Es wurden genspezifische PCR Primer basierend auf der Sequenzhomologie des mdi4 Gens
von Prunus serotina hergestellt:

Die Amplifikation erfolgte in einem 50 pL Ansatz mit 1,2 U "Hotstar" Taq DNA Polymerase
(Qiagen, Hilden, Deutschland), mit 50 ng genomischer Mandel-DNA (isoliert aus Farmgold Man-
delkernen Chargennummer L4532, Ernte 1999) als "Vorlage”, je 10 pMol Primer mandIp2f
(0BT2204) und mandlp5r (0BT2206), 5 uL dNTP (je 2 mM) Mix, alles in 1x PCR Puffer entspre-
chend dem Manual des "Hotstar Kit" (Qiagen, Hilden, Deutschland), beginnend mit einem 15
minitigen Denaturierungsschritt bei 95 DEG C, gefolgt von 10 Zyklen (1 min 94 DEG C, 1 min 45
DEG C, 1 min 72 DEG C) zur Voramplifikation, 20 weiteren Zyklen (1 min 94 DEG C, 1 min 68
DEG C, 1 min 72 DEG C) zur Amplifikation spezifischer Produkte und einer abschlieBenden Inku-
bation fir 5 min bei 72 DEG C. Durch diese PCR wurde ein DNA Fragment in der Grosse von ca.
2.2 kb (festgestellt durch Analyse mitiels Agrose-Gelelektrophorese) erhalten. Dieses PCR Produkt
wurde mittels "Qiaquick Kit" (Qiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend dem beigefugten Manual
aus einem Agarosegel gereinigt, Uber die EcoRI Schnitistellen in den Kloniervektor pBSSK(-)
einkloniert und unter Verwendung des "Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing” Kits (Applied
Biosystems Inc., Forster City, CA, USA) nach der Strategie des "Primer walkings" sequenziert. Aus
dem 5'- und 3'- Bereich der DNA Sequenz wurden neue PCR primer abgeleitet und fur eine erneu-
te PCR eingesetzt. Dabei wurde folgender Reaktionsansatz gewahit: 20 ng genomische DNA, je 10
pMol der beiden primer pamhnida (0BT2544) und pamhnlide (0BT2543), 2 uL dNTP Mix (je 5 mM),
1 x Hotstar PCR Puffer und 1,2 U Hotstar DNA Polymerase (Qiagen, Hilden, D). Die Amplifikation
erfolgte nach einem 15 minitigen Schritt bei 95 DEG C mit 30 Zyklen (1 min 94 DEG C, 30 sec
60 DEG C, 2 min 72 DEG C) und 15 min bei 72 DEG C. Das PCR Produkt wurde 2 mal tber
Qiaquick (Qiagen, Hilden, D) Saulchen gereinigt und direkt sequenziert, um Sequenzfehler von
klonierten PCR Produkten zu vermeiden. In der erhaltenen DNA Sequenz des insgesamt 2232
Basenpaare langen PCR Fragments wurden die Exons identifiziert und aus der kodierenden Se-
quenz wurde die Proteinsequenz des Isoenzyms PaHNL4 abgeleitet.

0BT2204 mandip2f: 5-ACTACGAATTCGACCATGGAGAAATCAAC-3'

oBT2206 mandlp5r: 5'-CACTGGAATTCAAAGAGCAACACTTATCCACGG-3

oBT2543 pamhnl4e: 5-AAGAGGAACACTTAGCCACG-3'

0BT2544 pamhnl4a: 5-CAACAATGTCCGCTGTAGTG-3'

Beispiel 2: Austausch der Signalsequenz

Als N-Terminus des berechneten reifen Proteins (sekretiertes Protein nach Abspaltung des Si-
gnalpeptids und der zusétzlichen GluAlaGluAla Sequenz) wurden 2 Varianten gewéhlt, um eine
Akkumulation von unvollsténdig prozessiertem Enzym im Zellinneren zu vermeiden:

A) Leucin als N-terminale Aminoséure, wie sie auch in der Wildtyp Sequenz vorkommt und die
nach der N-Endrule als primér destabilisierende Aminoséure gilt (Varshavsky et al., Pro-
ceedings of the National Academy of Science of the United States of America, 93(22),
12142-12149, 1996).

B) Glutamin (Mutation L1Q) als N-terminale Aminosé&ure, die als tertiar destabilisierende Ami-
nosaure beschrieben ist (Varshavsky et al., 1996).

PCR I

Die Signalsequenz des alpha mating Faktors von Saccharomyces cerevisiae wurde von der
Vorlage pPICZB (Invitrogen Inc, San Diego, Ca, Cat. Nr. V19520) hochamplifiziert. Die PCR primer
wurden so erstellt, dass die EcoRI Schnittstelle vom Invitrogen Plasmid am 3' Ende der Signalse-
quenz zerstort wurde. So wurde die Maglichkeit geschaffen, das gesamte Genkonstrukt inklusive
der Signalsequenz Uber EcoRl Schnittstellen in verschiedene Pichia Expressionsvektoren zu
klonieren. Dazu wurden die Primerpaare alpha11/alpha21a bzw alphai1/alpha21aQ verwendet.
Die Primer alpha11 und hnl5a21 enthalten eine EcoRI Schnittstelle. Die Primer alpha2ia bzw.
alpha21aQ enthielten auch einen DNA Sequenzbereich, der fur das &' Ende des reifen Isoenzyms
PaHNL5 kodiert. Der Primer alpha21aQ enthielt eine Sequenzénderung, die zur Mutation L1Q am
N-Terminus des erwarteten reifen sekretierten Proteins fiinrt. Am Ende der alpha Faktor Signalse-
quenz befand sich eine Kex2 Spaltstelle und eine von Ste13 prozessierte GluAlaGluAla-Sequenz.
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Die PCR wurde in einem 50 plL Ansatz (10 ng Vorlage, je 0,1 pM Primer, 0,2 mM dNTPs, 5 uL
PCR Puffer, 1 U Pwo Polymerase von Roche) in einem Thermocycler von Applied Biosystems
(Forster City, CA) durchgefuhrt. Nach einem Denaturierungsschritt fir 2 min bei 94°C erfolgte die
Amplifikation in 30 Zyklen (30 sec 94°C, 60 sec 62°C, 1 min 30 sec 72°C) und einem Abschluss-
schritt fir 7 min bei 72°C.

PCRII:

Das hnl5 Gen wurde aus dem Plasmid pHILDPaHNL5a (BT4256) mit den Primerpaaren
hnl5a11/hni5a21 bzw. hnl5a11Q/hnl5a21 hochamplifiziert. Die Primer hnl5a11 und hnl5a11Q
enthielten auch einen DNA Sequenzbereich, der dem 3' Ende des Fragments mit der alpha Faktor
Signalssequenz (siehe oben) entsprach. Der Primer hnl5a21 enthielt eine EcoRI Schnittstelle.

Die PCR wurde in einem 50 plL Ansatz (10 ng Vorlage, je 0,1 pM Primer, 0,2 mM dNTPs, 5 uL
PCR Puffer, 1 U Pwo Polymerase von Roche) in einem Thermocycler von Applied Biosystems
durchgefihrt. Nach einem Denaturierungsschritt fir 2 min bei 94°C erfolgte die Amplifikation in
30 Zyklen (30 sec 94°C, 60 sec 65°C, 3 min 30 sec 72°C) und einem Abschlussschritt fir 7 min bei
72°C.

Overlap extension:

Je 3 pL der beiden Produkie aus PCR | und PCR Il wurden als Vorlage und zugleich als Primer
fir eine Vervollstdndigung zu einem zusammenhdngenden Produkt eingesetzt. Die Extension
erfolgte in einem 45 pL Ansatz mit 5 uyL Pwo PCR Puffer, 0,2 mM dNTPs und 1 Unit Pwo Polyme-
rase (Roche, Mannheim, D). Der Ansatz wurde 2 min bei 94°C erhitzt und dann mit 10 Zyklen zu
30 sec bei 94°C und 3 min bei 72°C im Thermocycler inkubiert.

PCRIIII:

Zur Amplifikation des Produktes aus der Overlap Extension wurden die Primer alpha11 und
hnt5a21 verwendet. Zum Ansatz der Overlap extension PCR wurden 5 pL Primermix (3 pL Wasser
und je 1 pL Primer alpha11, bzw. hni5a21, wobei die Konzentration der Primer 5 yM war) zuge-
setzt und das Produkt mit 20 Zyklen (30 sec 94°C, 45 sec 62°C, 4 min 72°C) amplifiziert. Zum
Abschluss erfolgte eine Inkubation bei 72°C fir 7 min. Das PCR Produkt wurde nach dem Qiaquick
Reinigungsprotokoll von Qiagen (Hilden, D) gereinigt, mit EcoRI geschnitten und in den Vektor
pHILD2 (invitrogen, San Diego, Ca) kloniert.

Primersequenzen:

oBT2835 alpha11: 5" tcttcgaagaattcacgATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGC- 3'

oBT2841 alpha21a: 5'- gaagtattggcaagAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCG- 3

0BT2843 alpha21aQ: 5'- gaagtattggcttgAGCTTCAGCCTCTCTTTTCTCG-3'

oBT2837 hnl5a11: 5'- agagaggctgaagctCTTGCCAATACTTCTGCTCATG-3'

0oBT2842 hn15a11Q: §'- agagaggctgaagct CAAGCCAATACTTCTGCTCATG-3'

0BT2838 hn15021: §'- atggtaccgaattcTCACATGGACTCTTGAATATTATGAATAG-3'

Extensionen sind kieingeschrieben. '

Die resultierenden Plasmide wurden pHILDPaHNL5a (BT4338) bzw. pHILD-PaHNL5a_L1Q
(BT4339) genannt. Die Transformation in Pichia pastoris erfolgte nach der Standardvorschrift von
Invitrogen.

Je ca. 2000 Transformanten wurden mit sterilen Zahnstochern in deep well Kulturplatien be-
impft und fir das Screening nach aktiven Transformanten angeziichtet.

Beispiel 3: Anzucht von Pichia pastoris Transformanten und Produktion von PaHNLS
Varianten

a) Mikrokulturen in deep well plates

250 pL BMO,5G Medium (0,2 M Kaliumphosphat, pH6,0; 13,4 g/L Yeast Nitrogen Base, 5 g/L
Glyzerin, 0,8 mg/L Biotin) in 2 mL deep well plates wurden mit Einzelkolonien von Transformanten
beimpft und bei 28°C und 340 rpm geschittelt. Die Induktion der Expression Uber den AOX1
Promotor erfolgte durch Zugabe von 250 pL BMM2 Medium (0,2 M Kaliumphosphat, pH 6,0;
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13,4 g/L Yeast Nitrogen Base, 20 mL/L Methanol, 0,8 mg/L Biotin) nach 60 - 70 Stunden. Nach 10,
24 und 48 Stunden erfolgten weitere Methanolgaben durch Zugabe von je 50 pL BMM10 (0,2 M
Kaliumphosphat, pH6,0; 13,4 g/L Yeast Nitrogen Base, 100 mL/L Methanol, 0,8 mg/L Biotin).

Ca. 72 Stunden nach der Induktion wurden die Zellen abzentrifugiert und der Kulturiiberstand
direkt, verdiinnt, oder aufkonzentriert durch Ultrafiliration Uber 30 kDa Ausschlussmembranen
Vivaspin von Sartorius (Goéttingen, D), zur Vermessung der Enzymaklivitat eingesetzt.

b) ,Scale up” in Schiittelkolben

225 mL BMO0,5G Medium (0,2 M Kaliumphosphat, pH6,0; 13,4 g/L Yeast Nitrogen Base, 5 g/L
Glyzerin, 0,8 mg/L Biotin) in 2 Liter Schikanenkolben wurden mit einer groRen Einzelkolonie be-
impft und bei 28°C und 120 rpm geschiittelt. Die Induktion der Expression liber den AOX1 Promo-
tor erfolgte durch Zugabe von 25 mL BMM10 Medium (0,2 M Kaliumphosphat, pH6,0; 13,4 g/L
Yeast Nitrogen Base, 100 mL/L Methanol, 0,8 mg/L Biotin) nach 60 - 70 Stunden. Nach 10, 24 und
48 Stunden erfolgten weitere Methanolgaben von 2,5 mL pro Schittelkolben (250 mL).

Ca. 72 Stunden nach der Induktion wurden die Zellen abzentrifugiert und der Kulturiiberstand
direkt, verdunnt oder durch Ultrafiltration Gber 30 kDa Ausschlussmembranen aufkonzentriert zur
Vermessung der Enzymaktivitét eingesetzt.

Beispiel 4: Ortsspezifische Mutagenese

10 ng des Expressionsplasmids pHILDPaHNLS5a_L1Q (PaHNLS mit alpha Faktor Signalse-
quenz) wurden als Vorlage fur die Mutagenesereaktion mittels Quik Change XL Site Directed
Mutagenesis Kit von Stratagene (Cat. # 200516) eingesetzt. Fur die Reaktion wurden je 200ng der
beiden Mutageneseprimer eingesetzt. Folgendes Temperaturprogramm wurde verwendet:

A) Denaturierung bei 95°C fiir eine Minute

B) 18 Zyklen mit 50 sec bei 95°C, 50 sec bei 60°C und 20 min bei 68°C

C) Extension fir 7 min bei 68°C

Die Vorlagen DNA wurde wie im Protokoll des Kits beschrieben mit Dpnl abverdaut und 2 pL
des Ansatzes wurden wie beschrieben zur Transformation von ultrakompetenten E. coli XL10 Gold
Zellen eingesetzt. Von den Transformanten wurde Plasmid DNA prépariert und sequenziert. Plas-
mide von Mutanten mit korrekier Sequenz im Bereich des kodierenden DNA Inserts wurden ver-
mehrt und mit Hilfe der Standardarbeitsvorschrift von Invitrogen in Pichia pastoris GS115 transfor-
miert.

Mehrere hundert Histidin autotrophe Pichia Transformanten wurden wie oben beschrieben in
deep well Platten kultiviert und die Aktivitdt der Kulturiberstdnde mit racemischem Mandelonitril in
96 well plates bestimmt. Kione mit der jeweils hochsten Enzymaktivitét der einzeinen Mutanten
wurden fiir Schittelkolbenversuche ausgewdhlt. Die Enzymaktivitdt der Kulturiiberstdnde wurde
mit dem Substrat Mandelonitril, (DSM Fine Chemicals Linz, A) bestimmt.

Folgende Mutationen wurden durchgefihrt:
A111G, A111L, A111V, F72A, L331A und L343A, sowie als Vergleichsversuch V317A und
V317G

PCR Primer fir die ortsspezifische Mutagenese:

0BT2966 oPaHNL5A111GH:
5'-GTGGCACGACCATAATCAATGGAGGCGTCTACGCCAGAGCTAAC-3'

0BT2967 oPaHNL5A111Gr:
5-GTTAGCTCTGGCGTAGACGCCTCCATTGATTATGGTCGTGCCAC-3'

oBT3080 oPaHNL5A111Lf
5' GCACGACCATAATCAATGCTTGCGTCTACGCCAGAGCTAAC 3'

oBT3081 oPaHNL5A111Lr
5' GTTAGCTCTGGCGTAGACGCAAGCATTGATTATGGTCGTGCCAC 3'
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oBT3078 oPaHNL5A111Vf
5 GTGGCACGACCATAATCAATGGTTGCGTCTACGCCAGAGCTAAC 3'

oBT3079 oPaHNL5A111Vr
5 GTTAGCTCTGGCGTAGACGCAACCATTGATTATGGTCGTGCCAC 3'

oBT2983 oPaHNL5V317(A,G)f:
5' TCCAATTGAAGCCTCTGTTGSAACTGTTTTAGGCATTAGAAGTG 3'

0BT2984 oPaHNL5V317(A,G)r:
5 CTAATGCCTAAAACAGTTSCAACAGAGGCTTCAATTGGATTTGG 3'

oBT3017 oPaHNL5F72Af:
5 CACGTTGACTGCAGATGGGGCTGCATATAATCTGCAGCAACAAG 3'

oBT3018 oPaHNL5F72Ar:
5 CTTGTTGCTGCAGATTATATGCAGCCCCATCTGCAGTCAACGTG 3'

0BT3019 oPaHNL5L343Af:
5 CCACTCCACCCTTTAGTGCTTTTCCTACAACATCTTACCCCCTC 3'

0BT3020 oPaHNL5L343Ar:
5' AAGATGTTGTAGGAAAAGCACTAAAGGGTGGAGTGGAAAATGGC 3

0BT3021 oPaHNL5L331Af:
5" AGTGATTATTATCAAGTTTCTGCCTCAAGCTTGCCATTTTCCAC 3'

0BT3022 oPaHNL5L331Ar
5 GGAAAATGGCAAGCTTGAGGCAGAAACTTGATAATAATCACTTC 3'

S=GoderC

Beispiel 5: Sequenzkontrolle mittels ,,Kolonie PCR”

Zur Kontrolle, ob bei der Pichia Transformation oder wéhrend der Selektion des Stammes kein
Fehler passiert ist wurde das integrierte mutierte HNL5 Gen mittels PCR amplifiziert und im Be-
reich der durchgefiihrten Mutation sequenziert.

Dazu wurde eine Einzelkolonie mit 0,5 mL Wasser suspendiert und 30 min. bei 95°C gekocht.
Dieser Ansatz wurde dann 1 min. bei 13 500 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. 5 pL des
Uberstands wurden als Vorlage fir die PCR Amplifikation des mutierten hni5 Gens eingesetzt. Der
Gesamtansatz mit einem Volumen von 50 pL beinhaltete ausserdem je 0,2 mM der beiden Primer
0BT2907 und 0BT2908a, 0,2 mM dNTPs, 1x Hotstar (Qiagen) PCR Puffer und 2,5 U Hotstar DNA
Polymerase. Die 3 stufige PCR erfoigte in folgenden Schritten:

Einmal 95°C fur 15 min, dann 30 Zyklen mit 30 Sekunden bei 94°C, 1 min bei 55°C und 2,5 min
bei 72°C und zum Abschluss einmal 72°C fiir 10 min.

3 pL dieses PCR Ansatzes wurden nach der Amplifikation als Vorlage zur Reamplifikation ein-
gesetzt, um gentgend Material fir die DNA Sequenzierung zu erhalten. Die Reaktionsbedingun-
gen waren gleich wie bei der Erstamplifikation. Das PCR Produkt aus der Reamplifikation wurde
nach zweimaliger Reinigung nach der Qiaquick Methode von Qiagen zur Sequenzierung einge-
setzt.

oBT2907: 5'- GCAAATGGCATTCTGACATCC -3'
0BT2908a: 5'- GACTGGTTCCAATTGACAAGC -3'

Transformanten, die die PaHNL5 Mutanten exprimierten wurden isoliert und der Bereich der
Mutation zur Kontrolle nach der Kolonie PCR Methode sequenziert.
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In Tabelle 1 ist eine Ubersicht zu den jeweiligen Expressionsstdmmen der Mutanten darge-
stellt:

Tabelle 1: eingefiihrte Anderungen im pahni5 Gen

5
Signalsequenz  Pichia Klon-Name Pichia Plasmid fur Pichia AS- DNA
Klon Nr Transformation Austausch Sequenz
plant PaHNL5 GS115pHILDPaHNL1a37 BT2578 BT4256
signal
10  Alpha factor GS115pHILDPaHNL5alpha_ BT2617 BT4338
G13
Alpha factor GS115pHILDPaHNL5alphal1Q_ BT2620 BT4339 L1Q CTT -> CAA
H21
Alpha factor GS115pHILDPaHNLSalpha_ BT2621 BT4345 L1Q CTT-> CAA
15 L1Q,A111G (= spla8F9)

A111G GCA -> GGA
Alpha factor GS115pHILDPaHNL Salpha_ BT2623 BT4375 L1Q CTT-> CAA
L1Q,V317A (= spA2.2)

V317A GTA -> GCA
20 Alpha factor GS115pHILDPaHNLSalpha_ BT2624 BT4376 L1Q CTT -> CAA
L1Q,V317G (= spAa)

V317G GTA -> GGA

Alpha factor GS115pHILDPaHNL5alpha_ BT2632 BT4400 L1Q CTT -> CAA
L1Q,F72A
25 F72A TTT -> GCT
Alpha factor GS115pHILDPaHNL5alpha_ BT2633 BT4401 L1Q CTT-> CAA
L1Q,L331A
L331A CTG -> GCC
Alpha factor GS115pHIL.DPaHNL5alpha_ BT2634 BT4402 L1Q CTT -> CAA
30 L1Q,L343A
L343A CTT -> GCT
Alpha factor GS115pHILDPaHNL5alpha_ BT2635 BT4403 L1Q CTT -> CAA
L1Q,F72A L331A
F72A TTT-> GCT
3 L331A  CTG-> GCC
Alpha factor GS115pHILDPaHNL5alpha_ BT2636 BT4404 L1Q CTT->CAA
L1Q,F72A L331A,L343A
F72A TTT -> GCT
L331A CTG -> GCC
40 L343 CTT->GCT
Alpha factor GS115pHILDPaHNL5alpha_ BT2637 BT4405 L1Q CTT -> CAA
L1Q,A111L
A111L GCA ->CTA
45 Alpha factor GS115pHILDPaHNL5alpha_ BT2638 BT4406 L1Q CTT -> CAA
L1Q,A111V
A111V GCA-> GTT
50 Beispiel 6: Reinigung und Charakterisierung von Prunus amygdalus Enzymvarianten

Zur Bestimmung der spezifischen Aktivitét der jeweiligen Mutanten mit verschiedenen Substra-
ten wurden von den Expressionsklonen jeweils mehrere Schiittelkolbenkulturen durchgefuhrt. Der
Kulturiiberstand wurde durch Ultrafiltration (30 kDa Ausschlussgrosse) mit 20 mi Vivaspin PES
Zentrifugationssaulchen von Sartorius (Gottingen, D) aufkonzentriert und anschlielend chromato-

55  graphisch gereinigt.
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Vor der Reinigung wurde der aufkonzentrierte Kulturiiberstand durch wiederholte Verdiinnung
und Konzentration mit Bindepuffer A (20 mM Citrat-Phosphat-Puffer, pH 5.5) in 30 kDa Ulirafiltrati-
ons Zentrifugationsmodulen (Vivaspin, Sartorius) mit dem salzarmen Bindepuffer A dquilibriert und
dann auf einer AKTApurifier 10 FPLC Anlage von Amersham Biosciences UK Limited (Bucking-
hamshire, GB) Uber eine Anionentauscher Q-Sepharose Fast Flow (QFF) S&ule mit einem Saulen-
volumen von 10 mL gereinigt. Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer B (20 mM Citrat-Phosphat-
Puffer + 1M NaCl, pH 5.5), wobei fur die verschiedenen Varianten von PaHNL5 aus heterologer
Produktion mit Pichia pastoris folgendes Gradientenprofil verwendet wurde:

Ein Séulenvolumen als Waschschritt erwies sich als ideal, um alle ungebundenen Proteinbe-
standteile auszuwaschen. Innerhalb eines halben S&ulenvolumens wurde die Konzentration von
Puffer B (Elutionspuffer: 20mM Citrat-Phosphat-Puffer, 1M NaCl, pH 5.5) auf 4% gehoben, um in
weiterer Folge auf 48% innerhalb eines weiteren Saulenvolumens gesteigert zu werden. Im néch-
sten Schritt wurde die Konzentration des Elutionspuffers B auf 70% erhéht, wobei hier 1 ¥2 Séulen-
volumen gebraucht wurden.

Schiussendlich wurde die Konzentration innerhalb eines Sdulenvolumens auf das Maximum
von 100% gehoben, und abschlieRend fir ein weiteres Saulenvolumen dort belassen (Waschschritt
ohne Fraktionierung).

Von jenen Fraktionen, die nach Auswertung des Chromatogramms Protein enthalten sollten
(abhéngig von Peak-Lage), wurden mit dem Biorad (Hercules, Ca) Proteinassay (Bradford Metho-
de) der Proteingehalt und mit dem Substrat Mandelonitril die Enzymaktivitdt bestimmt. Die 2-3
Fraktionen mit der hochsten Aktivitdt wurden gepoolt und fir die Analyse der Enzymcharakteristika
eingesetzt. Die Proteinkonzentration wurde mit einem Biorad (Hercules, Ca) Proteinassay (Brad-
ford) durchgefiihrt. Als Standard zur Herstellung einer Eichgeraden diente native PaHNL von
Sigma (M-6782 Lot 41H4016).

Die Kulturiiberstande wurden Uber cross-flow-Filtration ~20-fach konzentriert und anschlieRend
chromatographisch gereinigt. Von den gereinigten Enzymen, wurden Proben entnommen und
direkt auf ein Gel (Proteingel NUPAGE 4-12% Bis Gel 1 mm X 17 well; Invitrogen) aufgetragen,
bzw. ~500ng mit Endoglykosidase H (#P0702L, NEB,) deglykosyliert (nach enthaltener Vorschrift)
und dann aufgetragen. Als Standard wurde ,SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard” von Invitrogen
(Carlsbad, USA) verwendet.

Zum Vergleich der Substratspezifitdten wurde die Proteinkonzentration der gereinigten Enzyme
und der Proteingehalt im Kulturiiberstand mit dem Biorad Proteinassay (Hercules, Ca) gemessen
und die spezifischen Aktivitdten mit racemischem Mandelonitril fotometrisch bzw. mit 2-, 3- und
4-Chlorbenzaldehyd mittels GC verglichen:

Dazu wurden 15 mMol Substrat in 2,1 mL tert-Butylmethylether (MTBE) gelést. 0,25 mg der
entsprechenden PaHNL wurden mit 50 mM K2HPO4/Zitrat Puffer pH3,4 auf ein Endvolumen von
3,7 mL verdinnt, der Puffer erneut auf pH 3,4 eingestellt und dann in 20 mL Glasphiolen mit dem
Substrat in MTBE vermischt. Die Losung wurde auf 10°C gekithit und 1,2 mL HCN mit einer Spritze
zudosiert und am Magnetrihrer zur Bildung einer Emulsion bei 10°C geriihrt. Zu verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben entnommen, mit Essigsdureanhydrid in Gegenwart von Pyridin und
Dichlormethan derivatisiert und mittels GC an einer Cyclodextrinsdule (CP-Chirasil-Dex CB) oder
mittels HPLC analysiert.

Tabelle 2: spezifische Aktivitten (umol/min/mg)

Mutant Mandelonitrile 2-Cl- 3-Cl- 4-Cl-
(cleavage) Benzaldehyde Benzaldehyde Benzaldehyde
WT 295 +/- 30 n.b. n.b. n.b.
AlphaWT 325 +/- 30 92 +/- 30 260 +/- 120 514 +/- 80
A111G 8+4/-3 402 +/- 90 482 +/- 60 458 +/- 50
V317G 6+4/-15 <10 (racemic) 226 +/- 40 21 +/- 10

11
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n.b. nicht bestimmt

WT: PaHNL5 mit nativer pflanzlicher Signalsequenz expremiert
AlphaWT: PaHNL5 mit S. cerevisiae alpha mating factor preproleader, EAEA Sequenz und
L1Q Mutation

A111G: wie AlphaWT mit zusatzlicher Mutation A111G

V317G: wie AlphaWT mit zusétzlicher Mutation V317G (Vergleichsversuch)

Die Messungen ergaben im Vergleich zu den rekombinanten Wildtyp WT und AlphaWT Isoen-
zymen PaHNL5 eine ca. 3-5 fach héhere spezifische Aktivitat der A111G Mutante mit dem Substrat
(R)-2 Chlormandelonitril. Auch die Aktivitat mit 3-Chlorbenzaldehyd war mit der A111G Mutante
héher als mit AlphaWT.

Beispiel 7: Herstellung der Mutante A111G

Vom verbesserten Klon Pichia pastoris GS115 pHILDPaHNL5alpha_L1Q,A111G (=BT2621)
wurde in einer Pilotfermentation eine ausreichende Menge an Enzym fir Pilotumsetzungen herge-
stellt.

8 Schikanenkolben (2 L Weithals) mit je 250 ml BMG Medium (nach dem Standardprotokoll
von Invitrogen) wurden mit  Einzelkolonien des  Stammes  Pichia  pastoris
GS115pHILDPaHNL5alpha_L1Q,A111G beimpft und fur 36 Stunden bei 28°C geschittelt
(120 rpm). Die Chemikalien 1-9, bemessen fur 20 Liter, wurden mit entionisiertem Wasser auf ein
Gesamtgewicht von 15 kg gebracht und im 40 L Bioreaktor (MBR, Oftringen, CH) vorgelegt. Nach
in situ Sterilisation wurde der pH Wert des Mediums mit 28% Ammoniak Uber eine sterile Zulauf-
pumpe auf pH 5.0 eingestellt. Danach wurden 200 ml steril filtrierter ,Spurenelement - Lésung”
(zusammen mit Vitamin H- Biotin) tber eine Zulaufflasche in den Bioreaktor eingebracht. Weitere
200 ml der ,Spurenelemente - Lésung” wurden auch jeden zweiten Tag bis Fermentationsende
zugegeben. Die Inokulation erfolgte mit 1,4 kg Vorkultur aus den Schiittelkolben. Das Starigewicht
des Fermenterinhaltes lag bei ca. 15 kg. Bei einer Arbeitstemperatur von 28°C, einer Belftung von
10-30 Liter Lufymin und einer Riihrerdrehzahl zwischen 350 und 700 rpm wurde der Partialdruck
von Sauerstoff (pO2) auf einem Wert > 10 % der Sattigungskonzentration gehalten. Nach
27 Stunden war die Biomasse auf einen Wert von 122,8 g/L Nasszellgewicht bzw. von 30 g/k
Zelltrockengewicht (ZTG) angewachsen. Ab diesem Zeitpunkt wurde pro Stunde ca. 70 g steriles
Glycerin in kleinen Portionen zudosiert. In dieser linearen Wachstumsphase konnte in einem
Zeitraum von 60 Stunden eine Biomassekonzentration im Bereich von 100 g/L ZTG erreicht wer-
den.

Danach wurde die dritte Phase mit der Induktion der Expression durch Zudosierung von Me-
thanol eingeleitet. Dabei wurde der Methanolgehalt in der Kulturbrihe auf einen Wert von
0,8-1 Gewicht % eingestelit. Bei steigendem Sauerstoffverbrauch im Laufe der Fermentation wurde
jeweils erneut Methanol (0,8-1 Gewichtsprozent) zugegeben. Der Anstieg der Enzymaktivitat wurde
durch photometrische Aktivittsbestimmung im Kulturiberstand von Proben, die aus dem Fermen-
ter ca. alle 12 Stunden entnommen wurden verfolgt. Nach 210 Stunden Induktion mit Methanol war
die Zunahme an Enzymakivitdt nur mehr sehr gering und die Zellen wurden durch zweimalige
Zentrifugation bei 4000 g fiir 20 min abgeerntet und der Kulturiiberstand gesammelt. Die Enzymak-
tivitat im Kulturiberstand betrug nach der Zentrifugation 3,3 U/mli (Standard HNL Assay mit rac.
Mandelonitril), was bei einer Gesamtausbeute von ca. 6,5 Liter Kulturiiberstand von 14,3 kg Fer-
menterinhalt eine Enzymausbeute von ca. 22.000 U ergab.

Durch 0,2 p Crossflowfiltration (VIVASCIENCE Vivaflow 50 von Sartorius, Géttingen, D) wurde
der Uberstand von restlichem Zellmaterial gereinigt. Die Konzentrierung erfolgte iber Crossflow
Ultrafiliration mit 30 kDa 50 cm2 Gréssenausschlussmodulen von Sartorius. So wurden Enzympré-
parate mit 24,5 U/ml und 57 U/ml fir Pilotversuche zur Cyanhdrinsynthese hergestellt. Da Pichia
pastoris kaum eigene Proteine in den Kulturiiberstand sekretiert, war das so produzierte und
aufkonzentrierte Enzym im Vergleich zu pflanzlichen Enzympréparaten auch schon sehr rein.

Folgende Chemikalien wurden zur Herstellung des Kulturmediums benutzt (Menge pro Liter):

1. 85% ortho-Phosphorséure 35mi
2. CaSOQ, 06849
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3. K,SO, 18,89
4. MgSO,.7TH,0 13,49
5. KOH 579

(Chemikalien 1 bis 5 in p.a. Qualitat)

Glycerin, technische Qualitat. 50 mi

Entionisiertes Wasser, Leitfahigkeit 5,5-9,1 pSfcm

Antischaummittel 10 % Acepol 83E (Carl Becker Chemie GmbH, Hamburg, D) 1ml
25%Ammoniak, technische Qualitat 70 g/l

©®~N®

Spurenelemente und Vitamin H (alle Chemikalien in p.a. Qualitét):

10. Biotin 0,8 mg
11. CuS0,.5H;0. 24,0 mg
12. Kl 0,32 mg
13. MnSQ,.H,0. 12,0 mg
14. Na,Mo00,.2H,0 0,2 mg
15. H3803 0,08 mg
16. CoCl; 2,0 mg
17. ZnS0O,.7H.0 80 mg
18. Fe(l1)S0O,.7H0 260 mg

Beispiel 8: Praparative Umsetzungen mit Benzaldehyd und 2-Chlorbenzaldehyd:

Zur Analyse der Enzymeigenschaften in der praparativen Synthese wurden 150 mMol Substrat
in einem Reaktor umgesetzt. )

150 mM Substrat wurden mit 21 mL MTBE verdinnt oder gelést. 5 mg Enzym
,PaHNL5alpha_L1Q,A111G” (A111G Mutante) wurden mit 50 mM K2HPO4/Citrat, pH 3,4 g zu
einem Volumen von 37,5mL verdiinnt und mit 10%iger Zitronensaure auf pH 3,4 eingestellt. Diese
wissrige Phase wurde zur organische Phase chargiert und 5 min in einem 100 mL Schmizo KPG
Ruhrer geriihrt. Die Temperatur wurde auf 10°C gehalten und HCN mittels einer Perfuserpumpe fur
1 Stunde zudosiert. Die Reaktion wurde bei 10°C bei 900 rpm gerihri. Zur Aufarbeitung wurde die
Reaktionslésung mit 140 mL MTBE verdunnt, 5 min gerihrt und nach 10 min wurden die Phasen
getrennt. Die wassrige Phase wurde nochmals mit 40 mL MTBE extrahiert. Nach spontaner Pha-
sentrennung wurden die organischen Phasen vereint, mit Zitronenséure stabilisiert und einrotiert.
Die Analyse mittels GC wurde wie oben beschrieben durchgefihrt.

Die Umsetzungen gaben nach 7 Stunden eine Ausbeute von 95,1% 2-Chlorbenzaldehyd-
cyanhydrin mit einem ee von 95,7% bzw. eine Ausbeute von mehr als 99% Mandelonitril mit einem
ee >99%.

Beispiel 9: Enzymstabilitit bei tiefem pH

Die Enzymproben von kéuflicher nativer PaHNL aus Mandelkernen (Sigma) und der A111G-
Mutante wurden in 50mM Citrat-Phosphat Puffer pH 6,5 soweit verdinnt, dass nach einer weiteren
1:70 Verdiinnung eine Steigung von ca. 100 mOD bei der photometrischen Aktivitatsbestimmung
bei 280 nm nach dem Standard HNL-assay mit racemischem Mandelonitril zu erwarten war. Von
diesen Verdiinnungen wurden 150pL in 900pL 0.1M Phosphat-Puffer mit entsprechend eingestell-
tem pH-Wert iiberfuhrt (Verdinnung 1:7) und nach Inkubation bei 22°C zu verschiedenen Zeit-
punkten wurden dann 100uL dieser Verdunnungen fir die Aktivitatsbestimmung eingesetzt (100pL
Enzymldsung, 700uL 1M Phosphat-Zitratpuffer pH 5.0 und 200uL 60mM Mandelonitril in 3mM
Citrat-Phosphatpuffer pH 3,5). Die pH-Stabilitdt der Mutante PaHNLS5 alpha_L1Q, A111G (A111G)
bei pH 2.6 im Vergleich zu k&uflicher nativer PaHNL aus Mandelkernen (Sigma) ist aus Abbildung
1 ersichtlich.
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AT 412 156 B

PATENTANSPRUCHE:

R-Hydroxynitrillyasen aus der Familie Rosaceae mit einer verbesserten Substratakzeptanz
und erhdhter Stabilitdt, dadurch gekennzeichnet, dass im aktiven Zentrum der
R-Hydroxynitrillyasen entweder

a) ein Alaninrest durch Glycin, Valin, Leucin, Isoleucin oder Phenylalanin oder
b) ein Phenylalaninrest durch Alanin, Glycin Valin, Leucin oder Isoleucin oder
c¢) ein Leucinrest durch Alanin, Glycin, Valin, Isoleucin oder Phenylalanin oder
d) ein Isoleucinrest durch Alanin, Glycin, Valin, Leucin oder Phenylalanin substituiert ist.
R-Hydroxynitrillyasen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass im aktiven Zen-
trum der R-Hydroxynitrillyasen entweder ein Alaninrest durch Glycin, Valin oder Leucin, ein
Phenylalaninrest durch Alanin, Leucin oder Glycin, oder ein Leucinrest durch Alanin, Gly-
cin oder Phenylalanin substituiert ist.
R-Hydroxynitrillyasen, nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Substitutio-
nen im aktiven Zentrum von R-Hydroxynitrillyasen aus Prunus amygdalus, Prunus seroti-
na, Prunus laurocerasus, Prunus lyonii, Prunus armaniaca, Prunus persica, Prunus dome-
stica oder aus Malus communis, sowie von rekombinanten R-Hydroxynitrillyasen dersel-
ben oder von Tunnelmutanten der oben angefiihrten R-Hydroxynitrillyasen, bei welchen
ein oder mehrere sperrige Aminosaurereste innerhalb des zum aktiven Zentrum fihrenden
hydrophoben Kanals durch weniger sperrige Aminosaurereste substituiert sind, durchge-
fUhrt wird.

R-Hydroxynitrillyasen, nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die zu modifizie-

renden R-Hydroxynitrillyasen in vollsténdiger oder in durch Austausch der ersten Amioséu-

re(n) verénderter Sequenz oder durch Entfernen der ersten Aminosaure(n) verkirzter Se-
quenz oder durch Anhdngen von weiteren Aminoséuren verléngerter Sequenz vorliegen.

R-Hydroxynitrillyasen, nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass vor der Mutation

im aktiven Zentrum die natiirliche bzw. pflanzliche Signalsequenz gegen die Signalse-

quenz des alpha mating factors von Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces cerevisi-

ae inverias, Pichia Killertoxin Signalsequenz, a-amylase, Pichia pastoris acid phosphata-
se, Phaseolus vulgaris agglutini,; glycoamylase Signal Sequenz von Aspergillus niger,

Glukoseoxidase Signalsequenz von Aspergillus niger, Sec10 Signalsequenz von Pichia

pastoris, Signalsequenz der 28kD Untereinheit des Killertoxins von Klyveromyces lactis

oder die BSA Signal Sequenz, oder durch eine rekombinante Signalsequenz derselben
oder durch eine der oben angefihrten Signalsequenzen mit Punktmutation ausgetauscht
wird.

R-Hydroxynitrillyasen, nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Herstellung

durch ortsspezifischer Mutagenese mit anschlieender sekretorischer Expression in einem

Mikroorganismus aus der Gruppe Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae oder Esche-

richia coli, Bacillus subtilis, Klyveromyces lactis, Aspergillus niger, Penicillium chrysoge-

num, Pichia methanolica, Pichia polymorpha, Phichia anomala, oder Schizosaccharomy-
ces pombe erfolgt.

R-Hydroxynitrillyasen, nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Substitution

im aktiven Zentrum einer nativen R-Hydroxynitrillyase aus Prunus amygdalus, Prunus do-

mestica oder aus Prunus serotina oder einer rekombinanten R-Hydroxynitrillyase aus der

Gruppe PdHNL1, PaHNL1, PaHNL2, PaHNL3, PaHNL4 oder PaHNL5, die gegebenenfalls

eine Mutation im zum aktiven Zentrum filhrenden hydrophoben Kanal aufweisen kénnen

durchgefiihrt wird.

R-Hydroxynitrillyasen, nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass im aktiven Zen-

trum der rekombinanten R-Hydroxynitrillyasen PaHNLS, die gegebenenfalls noch eine Mu-

tation im zu aktiven Zentrum fiihrenden hydrophoben Kanal aufweisen kann, entweder

a) der Alaninrest an Position 111 durch Glycin, Valin oder Leucin oder

b) der Phenylalaninrest an Position 72 durch Alanin oder Leucin oder

c) der Leucinrest an Position 331 oder 343 durch Alanin oder Glycin

substituiert ist, wobei sich die Positionen durch Anderungen gemaR Anspruch 4 oder 5 ent-

sprechend verschieben kénnen.
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10.

11.

AT 412 156 B

Verwendung von R-Hydroxynitrillyasen, nach einem der Anspriiche 1-8, zur Herstellung
von enantiomerenreinen R- oder S-Cyanhydrinen.

Verfahren zur Herstellung von enantiomerenreinen R- oder S-Cyanhydrinen, dadurch ge-
kennzeichnet, dass aliphatische, aromatische oder heteroaromatische Aldehyde oder Ke-
tone in Anwesenheit eines Cyanidgruppendonors mit einer R-Hydroxynitrillyasen, nach ei-
nem der Anspriiche 1-8 im organischen, wassrigen oder 2-Phasensystem oder in Emulsi-
on oder in Substanz bei einer Temperatur von -10°C bis +50°C und einem pH-Wert von
1.8 bis 7 umgesetzt werden.

Verfahren zur Herstellung von enantiomerenreinen R- oder S-Cyanhydrinen, dadurch ge-
kennzeichnet, dass aliphatische, aromatische oder heteroaromatische Aldehyde oder Ke-
tone mit sperrigen Substituenten mit einer R-Hydroxynitrillyase, nach einem der Anspriiche
1-8 umgesetzt werden, bei welchen im aktiven Zentrum eine der Aminosduren Alanin, Va-
lin, Leucin, Isoleucin oder Phenylalanin gegen einen jeweils kleineren Aminoséurerest er-
setzt wurde und dass aliphatische, aromatische oder heteroaromatische Aldehyde oder
Ketone mit kieinen Substituenten mit einer einer R-Hydroxynitrillyasen, nach einem der
Anspriche 1-8 umgesetzt werden, bei welchen im aktiven Zentrum eine der Aminosauren
Alanin, Valin, Leucin, Isoleucin oder Phenylalanin gegen einen jeweils gréBeren Amino-
sédurerest ersetzt wurde.

HIEZU 1 BLATT ZEICHNUNGEN
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Figur 1:

Die Mutante PaHNL5 alpha_L1Q, A111G (A111G) zeigte sehr gute Stabilitét bei tie-
fem pH im Vergleich zu kauflicher nativer PaHNL aus Mandelkernen.
rA:  relative Aktivitat in %

tmin: Inkubationszeit bei pH2.6 in Minuten
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