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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verzgerung der Desaktivierung wihrend einer En-
zymkatalyse von Glutarylamidase. Der Enzymkatalysator wird nach maximalem Umsatz des Substrats iiber Filtration abgetrennt
und kann in einem folgenden Reaktionsansatz wiederverwendet werden. Dabei verliert der Enzymkatalysator bei jedem Reakti-
onszyklus an Aktivitit. Die Inaktivierung des Enzymkatalysators kann verlangsamt werden, indem er wihrend der Umsetzung mit

einem Thiol in Kontakt gebracht wird.
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Beschreibung

Verfahren zur Verzogerung der Desaktivierung von Glutarylamidase wahrend einer

Enzymkatalyse

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verzégerung der Desaktivierung

von Glutarylamidase wahrend einer Enzymkatalyse.

Die enzymatische Synthese der Antibiotikum-Vorstufe 7-Aminocephalosporinséure
(7-ACS) erfolgt — wie in Fig. 1 dargestellt — in zwei Reaktionsschritten. Zun&chst wird
Cephalosporin C unter Einwirkung von D-Aminos&dureoxidase (DAO) zu a-
Ketoadipyl-ACS oxidiert. Diese Verbindung wird im nachfolgenden Schritt durch
durch die Glutarylamidase (GAE) zu 7-ACS hydrolisiert. 7-ACS ist von grofdem
kommerziellem Interesse fiir die Produktion semisynthetischer

Cephalosporinantibiotika.

Die Synthese erfolgt mit den in der Regel auf Tragern immobilisierten Enzymen D-

Aminosaureoxidase bzw. Glutarylamidase. Diese Enzyme werden nach Beendigung
der Reaktion von der Produktlésung abgetrennt und kénnen erneut bei der nachsten
Charge eingesetzt werden. Die mehrfache Benutzung der Enzyme fuhrt allerdings zu

deren Desaktivierung und entspricht einem Enzymverbrauch.

Aus der Literatur ist bekannt, dal strukturverandernde Oxidationen an Proteinen
durch den Einsatz von Thiolreagenzien wie z.B. 2-Mercaptoethanol (P.Golini et al.
Enzyme and Microbial Technology, 17, 1995, 324-329; Int. J. Peptide Protein Res.,
48, 1996, 532-538) unterdriickt werden kdénnen.

Beispielsweise lasst sich die D-Aminosaureoxidase (DAO) durch Thiole
regenerieren. Das Flavoprotein DAO katalysiert die stereospezifische Deaminierung
von D-Aminosauren zu den entsprechenden o-Ketosduren und Ammonium
beispielsweise wie in Fig. 1 gezeigt die Umsetzung von Cephalosporin C zu a-
Ketoadipyl-7-Aminocephalosporinsaure (a-Ketoadipyl-7-ACS). a-Ketoadipyl-7-ACS
decarboxyliert in situ zu Glutaryl-7-ACS (P.Golini et al. Enzyme and Microbial
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Technology 17, 1995, 324 — 329). Bei der technische Anwendung erfolgt der
Einsatz haufig nicht in geldster Form sondern immobilisiert durch Bindung an
Polymere wie z. B. aminoalkylierte Polymere oder oxiranaktivierte Polymere.
Dadurch kann der Enzymkatalysator nach der Reaktion durch Filtration abgetrennt
werden und steht fir eine Wiederverwendung zur Verfigung. Der immobilisierte
DAO-Katalysator unterliegt einer partiellen Inaktivierung. Wird der einmal
verwendete Enzymkatalysator in einer weiteren Reaktion unter sonst gleichen
Bedingungen wieder eingesetzt, verlangert sich die Reaktionszeit, die zur maximalen
Umsetzung des Substrats nétig ist. Diese bei jeder Wiederverwendung auftretende
Verlangerung der Reaktionszeit ist ein Mal} fur die Stabilitat des Katalysators im
Herstellprozess von z. B. Glutaryl-7-ACS. Das Ausmal der Anderung der
Reaktionszeit bis zum maximalen Substratumsatz ermittelt iber mehrere
Produktionszyklen wird als operationelle Stabilitdt bezeichnet. Die operationelle
Stabilitat der immobiliserten DAO lasst sich verbessern, wenn der Enzymkatalysator
nach der Reaktion durch Filtration vom Reaktionsgemisch abgetrennt und mit einem
Thiol, beispielsweise 2-Mercaptoethanol, versetzt wird. DAO enthalt einige leicht
oxidierbare Sulfhydrylgruppen, tiberwiegend als funktionelle Gruppen der Cystein-
Aminosauren des Proteins. Die Wirkung von 2-Mercaptoethanol beruht auf der
reduzierenden Wirkung des Thiols gegeniber den oxidationsempfindlichen
Sulfhydrylgruppen der Cysteine. Die Regeneration dieser oxidierten
Sulfhydrylgruppen resultiert in einer deutlichen Verbesserung der operationellen
Stabilitat. Im besonderen Falle der DAO muss die Regenerierung nach Abtrennung
des Enzyms vom Reaktionsgemisch erfolgen, da wahrend der Enzymkatalyse H,0,
entsteht. Dieses wiirde als starkes Oxidationsmittel ein zugesetztes Thiol

inaktivieren.

Die Zugabe von Thiol kann die Aktivitat von Proteinen auch reduzieren. Auch dieser
Effekt kann mit dem Vorhandensein von Cysteinresten erklart werden. Ein Beispiel
dafiir ist die Aminoacylase. Die Aminoacylase ist ein dimeres Enzym mit einem Zn?*-
Atom pro Untereinheit. Jede Untereinheit des Enzyms enthalt 2 Cystein SH-Gruppen
und 2 Disulfid-Bindungen. Die chemische Modifizierung der SH-Gruppen wie das
Aufbrechen der Disulfid-Bindungen kann zu einer Inaktivierung des Enzyms fiihren

Es konnte gezeigt werden, dass durch Zugabe von 2-Mercaptoethanol die Aktivitat
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der Aminoacylase reduziert wird, wohingegen nach Entfernung des 2-
Mercaptoethanol durch Dialyse oder Geffiltration die urspriungliche Enzymaktivitat
fast komplett wiederhergestellt werden kann (W. Koérdel u. F. Schneider Biochem.
Biophys. Acta 445, 1976, 446 — 457).

Da offensichtlich die Wirkung des Thiols durch die Oxidation bzw. Reduktion von
Sulfhydrylgruppen von Cysteinresten vermittelt wird, sollte folglich die Zugabe von
Thiolen zu Enzymen, von denen bekannt ist, dass sie keine Cysteinreste enthalten,
zu keiner Anderung der Enzymaktivitat fihren.

Im Rahmen der mehrfachen Benutzung von GAE bei katalytischen Umsetzungen
des Katalysators kommt es wie eingangs fir die Synthese von 7-ACS beschrieben
(vgl. Fig. 1) zu einer Desaktivierung des Enzyms, die einem Verbrauch entspricht.
Die Stabilitat des Katalysators korreliert mit wichtigen Produktionskosten des
Prozesses wie dem Zeitbedarf, dem Abfallaufkommen und den Katalysatorkosten.
Ein mit dem vorstehend fir DAO beschriebenes vergleichbares, zur Stabilisierung
von GAE bzw. zur Erhéhung deren operationellen Stabilitédt geeignetes Verfahren ist
bisher nicht bekannt. Das Enzym GAE besteht aus 2 Peptidketten (Protein A und
B). Die Interaktion der Ketten erfolgt iber Wasserstoffbrickenbindungen, sowie
hydrophile und hydrophobe Wechselwirkungen von Proteindoménen.

Die Klonierung des Gens aus Pseudomonas sowie die Expression in E. coli wurde
z.B in EP-P-0504798 (US5830743) sowie EP-A-0708180 (US5766881) beschrieben.
Die Verwendung von Mikroorganismen oder Enzymen aus diesen zur Herstellung
von 7-ACS findet sich in EP-A-0275901 (US4990444) sowie EP 0525861 B1
(US5332663). Ein Reinigungsverfahren fur das Enzym ausgehend von einem
tiberproduzierendem E. coli Stamm ist beschrieben in D. Bianchi et al., Enzyme and
Microbiological Technology 20, 1997, 368 ~ 372.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Verfahren zur Verzdégerung der

Desaktivierung von Glutarylamidase wahrend einer Enzymkatalyse bereitzustellen.

Wie der Aminosaureanalyse (Tabelle 1) zu entnehmen ist, fehlt der

Glutarylamidase (GAE) die Aminosé&ure Cystein. Der Einsatz von Thiolreagenzien
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zur Stabilisierung sollte demnach bei diesem Biokatalysator keine Steigerung der
operationellen Stabilitat bewirken. Uberraschenderweise konnte im Experiment das
Gegenteil bewiesen werden. Der Zusatz unterschiedlicher thiolhaltiger Reagenzien
(z.B. 2-Mercaptoethanol, Cystein) flhrte bei der GAE je nach Konzentration zu einer

drastischen Steigerung der operationellen Stabilitat.

Demgemal wird die Aufgabe der vorliegenden Erfindung geldst durch ein Verfahren
zur Verzogerung der Inaktivierung wahrend einer Enzymkatalyse von
Glutarylamidase, welches sich dadurch auszeichnet, dass das Enzym mit
mindestens einem Thiol in Kontakt gebracht wird. Wahlweise kann das Enzym
dabei in freier oder in an ein Tragermaterial gebundener Form vorliegen. Ein

bevorzugtes Tragermaterial ist beispielsweise ein oxiran-aktiviertes Polyacrylat.

Unter Thiol oder Mercaptan wird eine chemische Verbindung wie 2-
Mercaptoethanol, Glutathion oder die Aminoséure Cystein verstanden, deren
Gemeinsamkeit darin besteht, dass sie eine Thiolgruppe (-SH) im Molekiil enthalten.
Tragergekoppelte GAE besteht aus dem Enzymkatalysator GAE, der beispielsweise
an oxiran-aktivierte oder auch aminoalkylierte Polyacrylate (=Trager) gebunden
vorliegt. Ein Verfahren zur Herstelllung tragergekoppelter GAE findet sich in D.
Bianchi et al., Enzyme and Microbiological Technology 20, 1997, 368 — 372.
Beispiele fiir Trager sind Eupergit®, Amberlite® XAD7 oder Duolite® A365 (alle Rohm
und Haas).

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verzégerung der Desaktivierung
von Glutarylamidase wéhrend einer Enzymkatalyse, welches dadurch
gekennzeichnet ist, dass das Enzym mit mindestens einem Thiol in Kontakt gebracht
wird.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des Verfahrens ist die Glutarylamidase an
einen polymeren Trager gekoppelt, bei welchem es sich insbesondere um ein
oxironaktiviertes Polyacrylat handeln kann. Bevorzugt wird als Thiol 2—
Mercaptoethanol verwendet, welches vorzugsweise im Konzentrationsbereich 1 bis

100 mM verwendet wird. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform des
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Verfahrens wird als Thiol Cystein eingesetzt, welches bevorzugt im

Konzentrationsbereich 1 bis 100 mM zur Anwendung kommt.

Ein wie vorstehend bezeichnetes Thiol kann kontinuierlich oder diskontinuierlich
verwendet werden. Bei der kontinuierlichen Verwendung ist das Thiol wahrend der
Reaktion zugegen, wahrend bei der diskontinuierlichen Verwendung die Behandlung
zwischen den Reaktionsschritten erfolgt. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des
Verfahrens der vorliegenden Erfindung wird als Substrat Glutaryl—7—
Aminocephalosporinsaure verwendet. Die Glutaryl-7—cephalosporinsaure liegt

bevorzugt im Bereich von 5-500 mM vor.

Das Verfahren der vorliegenden Erfindung eignet sich insbesondere zur Herstellung
von 7—Aminocephalosporinséure unter Verwendung von Glutarylamidase als
Enzymkatalysator, wobei die Desaktivierung der Glutarylamidase wie vorstehend

beschrieben erfolgt.

Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung mindestens eines Thiols zur
Verzoégerung der Desaktivierung der Glutarylamidase geméaf einem Verfahren wie

im vorhergehenden beschrieben.

Beispiele:

Eine praktische Anwendungsmdglichkeit fir eine Enzymkatalyse mittels
Glutarylamidase besteht beispielsweise in der Herstellung von 7-
Aminocephalosporinsaure (7-ACS) aus Glutaryl-7-aminocephalosporinséure (vgl.
Fig. 1). Die Enzymkatalyse wurde dabei wie folgt durchgefuhrt:

Das Substrat Glutaryl-7-Aminocephalosporinséue (G-7-ACS) wurde in einer
Konzentration von 40 mM bei 40 °C und pH 8,3 in einem Reaktionsvolumen von 120
ml mit der immobilisierten GAE (aus Pseudomonas diminuta) umgesetzt. Mit Hilfe
eines automatisierten, peripheren Systems bestand die Moglichkeit, fir den Prozess
relevante Parameter (pH, Temperatur) on-line zu messen und durch eine geeignete

Regelungsmimik zu kontrollieren. Der auf Grund der Reaktion auftretende pH-Shift



10

15

20

25

30

WO 00/73490 PCT/EP00/04337

6

ins Saure wurde durch Autotitration mit Lauge somit aufgefangen. Die
Geschwindigkeit der Laugenzugabe korrelierte mit der Reaktionsgeschwindigkeit
und konnte als MaR fur den Umsetzungsgrad des Substrates (G-7-ACS) bewertet
werden. Die PC-gestitzte Datenverarbeitung erlaubte die on-line Bestimmung des
Umsatzes und ergab das Abbruch-Kriterium der Reaktion. Der Abbruch der Reaktion
wurde vorgenommen, als der maximalen Umsatz erreicht war. Das Erreichen des
maximalen Umsatzes zeigte sich daran, dass keine Laugenzugabe mehr erforderlich
war. Nach Erreichen des maximalen Umsatzes wurde der Katalysator von der
Produktlésung Uber ein Filter getrennt und anschlie3end frische Substratlésung
eingefiillt. Die Reaktionszeiten der einzelnen, aufeinanderfolgenden Umsetzungen (=
Batches) konnten als Funktion der Batches aufgetragen werden. Uber lineare
Regression ergab sich eine Steigung der Geraden (= X-Koeffizient [min/Batch]), die
als MaR fur die Katalysatordesaktivierung bewertet werden konnte. Je kleiner dieser

Wert, desto hdher war die operationelle Stabilitat des Katalysators.

Beispiel 1:  Reaktionszeit bis zu quantitativem Umsatz als Funktion der

Batch-Nummer ohne bzw. mit Cystein

In mehreren Versuchsreihen wurde der Substratiésung Cystein als Thiolreagenz in
unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben, und die Reaktion wie beschrieben
durchgefiihrt. Wie in der folgenden Tabelle zu sehen ist, nahm mit steigender
Cystein-Konzentration die Geradensteigung und damit der X-Koeffizient ab Bei
Annahme einer linearen Desaktivierung Uber die durchgefiihrten Umsetzungen
hinaus lief8 sich fur jede Messreihe die Anzahl der mdglichen Batches bis zur
Verdopplung der Reaktionszeit ermitteln. Die Werte sind der nachfolgendenTabelle
zu entnehmen. Man erkennt eine deutliche Steigerung der operationelien Stabilitat,
wenn der Reaktionsansatz zuséatzlich Cystein enthalt. Dies zeigt sich an der
Zunahme der Anzah! durchgefihrter einzelner Reaktionsansétze (=Batches), die
durchgefiihrt werden kénnen, bis die Reaktionszeit sich bis zur maximalen

Substratumsetzung verdoppelt hat.

Die Reaktionsparameter wurden dabei wie folgt gewahlt:
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Reaktionsparameter:
Vr = 120 ml
T = 40 °C
pH = 8,3 [Ammoniak 1,66 %]
[G-7-ACS] = 40 mM [KPP 100 mM]
[CyStein] in Substrat = variabel

Menge (GAE) 500 U
Tabelle zu Beispiel 1:  Reaktionszeit bis zu quantitativem Umsatz als Funktion der

Batch-Nummer ohne bzw. mit Cystein

ohne mit mit mit mit
Cystein Cystein Cystein Cystein Cystein
[1TmM] [[6mM] ([8mM] [[10mM]

X-Koeffizient 0,414 0,131 0,077 0,046 0,016
[ min/Batch]

Anzahl der Batches bis
zur Verdopplung der
Reaktionszeit 36 114 195 326 938
(bei linearer
Desaktivierung)

[-]

Vergleich des X-Koeffizienten (d.i. die Zeitzunahme pro Batch) zum Erreichen
quantitativen Umsatzes bzw. Anzahl der Batches bis zur Verdopplung der

Reaktionszeit als Funktion der Cystein-Konzentration in der Substrat-Lésung

Beispiel 2:  Reaktionszeit bis zu quantitativem Umsatz als Funktion der

Batch-Nummer ohne bzw. mit Mercaptoetahnol

2-Mercaptoethanol als Thiolreagenz fiihrt zur Steigerung der operationellen Stabilitat

der GAE. Die folgende Tabelle zeigt den Vergleich der Versuchslaufe mit bzw. ohne
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2-Mercaptoethanol. Die Ergebnisse mit Thiol zeigen hinsichtlich der Stabilisierung

der operationellen Stabilitat einen vergleichbaren Verlauf wie mit Cystein.

Die gewahlten Reaktionsparameter wurden foilgendermafien eingestellt:

Reaktionsparameter:
VR = 120 ml
T = 40 °C
pH = 83 [Ammoniak 1,66 %]
[G-7-ACS] = 40 mM
Menge(GAE) = 500 U
[Mercaptoethanol] = 1 pl/mi

Tabelle zu Beispiel 2:

Reaktionszeit bis zu quantitativem Umsatz als Funktion der Batch-Nummer ohne

bzw. mit Mercaptoethanol

ohne mit
Mercaptoethanol Mercaptoethanol
[1 pl/ml]
X-Koeffizient
[ min/Batch] 0,44 0,08
Anzahl der Batches bis zur
Verdopplung der
Regk_tlonszelt 41 205
(bei linearer
Desaktivierung)
(-]

Vergleich des X-Koeffizienten (d.i. die Zeitzunahme pro Batch, also die Steigung der

Geraden) zum Erreichen quantitaiven Umsatzes ohne bzw. mit Mercaptoethanol
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Tabelle 1:

Aminosaureanalyseprotokoll der GAE

Summe fiir die Gesamtsequenz:

Molekulargewicht = 79685.47 Anzahl der Reste = 720
Durchschnittliches Molekulargewicht pro Rest=110.674 Ladung = -18
Isoelektrischer Punkt = 5.20

Extinktionskoeffizient = 132000

Rest Anzahl Molprozent
A = Ala 85 11.806

B = Asx 0 0.000
C=Cys 0 0.000

D =Asp 49 6.806
E=Glu 32 4444

F = Phe 31 4.306
G=Gly 55 7.639

H = His 13 1.806

I =lle 23 3.194
K=Lys 11 1.528
L=Leu 57 7.917

M = Met 14 1.944

N = Asn 30 4.167

P =Pro 55 7.639
Q=Gin 34 4722

R = Arg 52 7.222

S = Ser 37 5.139
T=Thr 45 6.250

V =Val 49 6.806
W=Trp 16 2.222

Y =Tyr 32 4.444
Z=Glx 0 0.000
A+G 140 19.444
S+T 82 11.389
D+E 81 11.250
D+E+N+ Q 145 20.139
H+K+R 76 10.556
D+E+H+K+R 157 21.806
I+L+M+V 143 19.861

F+W+Y 79 10.972
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Verzogerung der Desaktivierung von Glutarylamidase wahrend
einer Enzymkatalyse, dadurch gekennzeichnet, dass das Enzym mit mindestens

einem Thiol in Kontakt gebracht wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Glutarylamidase

an einen polymeren Trager gekoppelt ist.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als polymerer Trager

ein oxiranaktiviertes Polyacrylat verwendet wird.

4. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche nach 1 bis 3, dadurch

gekennzeichnet, dass als Thiol 2-Mercaptoethanol verwendet wird.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration
von 2-Mercatoethanol im Reaktionsansatz im Bereich 1 bis 100 mM liegt.

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche nach 1 bis 3, dadurch

gekennzeichnet, dass als Thiol Cystein verwendet wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Konzentration
von Cystein im Bereich 1 bis 100 mM liegt.

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass bei der Enzymkatalyse mindestens ein Thiol kontinuierlich
in der Substratlésung vorliegt.

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, dass das Enzym nach dessen Abtrennung von der

Substratlésung mit mindestens einem Thiol in Kontakt gebracht wird.
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10.  Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass Glutaryl-7-Aminocephalosporinséure als Substrat der

Enzymkatalyse verwendet wird.

11.  Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass Glutaryl-7-
Aminocephalosporinsdure im Konzentrationsbereich 5 bis 500 mM verwendet

wird.

12.  Verfahren zur Herstellung von 7-Aminocephalosporinsaure unter Verwendung
von Glutarylamidase als Enzymkatalysator, dadurch gekennzeichnet, dass die
Desaktivierung der Glutarylamidase mittels eines Verfahrens gemaf einem oder

mehreren der Anspriche 1 bis 11 verzégert wird.

13.  Verwendung von mindestens einem Thiol in einem Verfahren gemaf einem
oder mehreren der Anspriiche 1 bis 12 zur Verzégerung der Desaktivierung von

Glutarylamidase.
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Fig.1: Reaktionsschema zur enzymatischen Synthese von 7-ACS
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