Abschlussbericht

Produktion und erstmaliger Einsatz von B-Aminopeptidasen
zur umweltfreundlichen Biosynthese von B-Peptiden als
Intermediate fur die Herstellung innovativer Pharmaka

AZ 13176

Dr. Birgit Geueke, Dr. Hans-Peter E. Kohler, Dipl.-Biol. Tobias Heck
Eidgendssische Anstalt fur Wasserversorgung und Gewasserschutz (Eawag)
CH-8600 Dubendorf

Dr. Lars M. Blank, Prof. Dr. A. Schmid,
Dipl.-Biotechnol. Jochen Lutz, M.Sc. Jan Heyland
Technische Universitat Dortmund
Fachbereich Bio- und Chemieingenieurwesen
Lehrstuhl Biotechnik
D-44227 Dortmund

Prof. Dr. Karl-Erich Jaeger, Dr. Frank Rosenau, Dipl.-Biol. Viola Fuchs
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
Institut fur Molekulare Enzymtechnologie am FZ Jilich
D-52426 Julich

Prof. Dr. Karl-Heinz Wiesmuiller, Dr. Renate Spohn
EMC microcollections GmbH
D-72070 Tubingen

Projektbeginn: 1. September 2006
Laufzeit: 28 Monate

Dubendorf
2009






06/02

Projektkennblatt

der DBU C J
Deutschen Bundesstiftung Umwelt

Az 13176 | Referat 32 | Férdersumme 502.891,00 €

Antragstitel Forderschwerpunkt Biotechnologie: ChemBioTec: Produktion und
erstmaliger Einsatz von beta-Aminopeptidasen zur umweltfreundlichen
Biosynthese von beta-Peptiden als Intermediate fur die Herstellung
innovativer Pharmaka

Stichworte Schwerpunkt-Biotechnologie
Expression, Gesundheit, Mikrobiologie, Produkt, Umweltchemikalien, Verfahren

Laufzeit Projektbeginn Projektende Projektphase(n)
28 Monate 1. September 2006 31. Dezember 2008 1
Zwischenberichte nach 13 Monaten:
30. September 2007

Bewilligungsempfanger Technische Universitat Dortmund Tel 0231-755-7380
Fachbereich Bio- und Chemieingenieurwesen Fax 0231-755-7382
Lehrstuhl Biotechnik Projektleitung
Emil-Figge-Str. 66 Prof. Dr. A. Schmid

Bearbeiter

44221 Dortmund Dr. Lars Blank

Kooperationspartner - Eidgendssische Anstalt fiir Wasserversorgung und Gewasserschutz

(Eawag), CH-8600 Dubendorf

- Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, Institut fir Molekulare
Enzymtechnologie am FZ Jllich, 52426 Jiilich

- EMC microcollections GmbH, 72070 Tibingen

Zielsetzung und Anlass des Vorhabens

Ziel dieses Projekts ist die Entwicklung einer Technologieplattform zur enzymatischen Synthese von $-
Peptiden und B/a-Peptiden. Diese Substanzen werden seit einem Jahrzehnt intensiv erforscht, da sie ein
hohes Potential bei der Entwicklung neuer Pharmazeutika aufweisen.

In unserem Vorhaben werden wir zuerst die biokatalytische Herstellung von Carnosin untersuchen.
Carnosin ist ein naturliches Peptid bestehend aus einer - und einer a-Aminosaure, das zur
Nahrungserganzung, als Anti-Aging-Mittel und zur Stabilisierung der Magenschleimhaute verkauft wird. Die
empfohlene Tagesdosis fiir Carnosin liegt bei einem Gramm und kostet rund 2 €. Momentan wird diese
Substanz chemisch unter Einsatz aggressiver Reagenzien und Losungsmittel hergestellt.

Darstellung der Arbeitsschritte und der angewandten Methoden

Uns stehen mehrere Enzyme zur Verfligung, die die Synthese von B-Peptiden und p/a-Peptiden
katalysieren.

Im beschriebenen Projekt werden wir die biotechnologische Herstellung dieser Enzyme optimieren
(Etablierung eines geeigneten Uberexpressionssystems; Optimierung der Fermentation und der
Aufarbeitung), die Aktivitat und Stabilitat der Enzyme mittels genetischer Methoden optimieren und einen
Prozess fiir die Carnosinsynthese etablieren. Die aus diesen Arbeiten erhaltenen Daten werden die
Grundlage bilden, um mit dem gleichen oder einem nur leicht abgewandelten Verfahren weitere -Peptide
herstellen zu kdénnen.

Wahrend der einzelnen Arbeitsschritte soll die Umweltvertraglichkeit evaluiert werden, um schon wahrend
der Prozessentwicklung 6kologische Aspekte zu integrieren. Dabei werden verschiedene
Softwarelésungen angewandt und die Ergebnisse mit organisch-chemischen Prozessen verglichen.
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Ergebnisse und Diskussion

Ziel des Projekts war die Etablierung eines Verfahrens zur biokatalytischen Synthese von Carnosin und
weiteren B-aminosaurehaltigen Peptiden. Zu Beginn wurde die Reaktion, die durch B-Aminosaure-
peptidasen katalysiert wird, charakterisiert und die Verfligbarkeit der Enzyme durch verbesserte
Expression und eine einfache Aufreinigung gewahrleistet. Die B-Aminopeptidasen 3-2W4 BapA und
DmpA konnten wahrend der gesamten Projektlaufzeit von der TU Dortmund (technisch rein) und der
Eawag (hochaufgereinigt) bezogen werden. Die Expression dieser zwei Enzyme wurde durch neue
Expressionssysteme deutlich gesteigert. Die Strategien, die zur Expressionsoptimierung angewandt
wurden, fihrten zu einer Auswahl rekombinanter Stamme mit hohen bis sehr hohen intrazellularen
Expressionsniveaus (bis zu 15% vom Gesamtprotein in Pseudomonas putida). Fir DmpA wurde
zusatzlich ein Pichia pastoris Stamm entwickelt, der das Enzym extrazellular exprimiert und somit
moglicherweise die Enzymaufarbeitung erspart.

Die Synthesereaktion von Carnosin wurde hinsichtlich ihrer biochemischen und kinetischen
Eigenschaften ausfiihrlich untersucht und eine Analytik etabliert, die samtliche Nebenprodukte erfasst.
Es konnte gezeigt werden, dass der pH-Wert eine entscheidende Rolle spielt, um das Verhaltnis von
Carnosinhydrolyse und -synthese zu optimieren. Nebenproduktbildung kann verhindert werden, wenn
der Acylakzeptor Histidin als Methylester bei pH 8 eingesetzt wird. Die zwei untersuchten Enzyme
unterscheiden sich deutlich hinsichtlich ihrer Aktivitdten und der mdglichen Reaktionsausbeuten.
Wahrend DmpA hohe spezifische Aktivitdten aufweist, sind die Carnosinausbeuten geringer als bei 3-
2W4 BapA.

Es wurden eine Vielzahl verschiedener Verfahren zur Reaktionsoptimierung untersucht. Wichtig war,
eine schnelle Abtrennung von Enzym und Reaktionsldsung zu gewahrleisten, damit die Reaktion beim
Maximum der Carnosinkonzentration gestoppt werden kann. Bei Versuchen zur Immobilisierung der
Enzyme wurden diese leider inaktiviert. Jedoch erwiesen sich repeated-batch Verfahren mit geléstem
DmpA als auch Ganzzell-Umsetzungen mit rekombinanten E. coli Stdmmen als sehr erfolgreich. So
wurde in einem repeated-batch Versuch 2,2 g Carnosin aus pB-Alaninamid und Histidin synthetisiert. Zur
Aufreinigung wurde ein zweistufiges Fallungsverfahren entwickelt, bei dem zuerst Histidin mit Ethanol
und dann Carnosin mit Zinkhydroxid aus der Reaktionsldsung gefallt werden konnte.

Da die Substratspezifititen von 3-2W4 BapA und DmpA hinsichtlich der Synthese gut untersucht
wurden, kann ein ahnliches Verfahren auch auf die Synthese anderer kleiner, B-aminosaurehaltiger
Peptide Ubertragen werden.

Verschiedene Szenarien wurden mit Hilfe von drei Softwarelésungen (EATOS, Sabento, e!Sankey plus
Excel) modelliert und hinsichtlich inrer Okoeffizienz untersucht. Das enzymkatalysierte Verfahren wurde
einmal in der Frihphase mit Sabento evaluiert und mit zwei chemischen Verfahren verglichen. Die
daraus erhaltenen Ergebnissen wurden genutzt, um ein optimiertes Verfahren zu erstellen, das
anschlieBend mit elSankey evaluiert wurde. Diese Untersuchungen zeigten, dass vor allem die
Massenstréme und die hohen Histidintiberschisse ein 6kologisches wie auch dkonomisches Problem
darstellen kénnen, wenn kein Substratrecycling durchgefiihrt werden soll. Die Enzymproduktion spielt
hingegen eine untergeordnete Rolle, vor allem wenn ein Recycling des Enzyms gewahrleistet sein wird.

Offentlichkeitsarbeit und Prasentation

Die Ergebnisse aus diesem Projekt sind bisher in einer wissenschaftlichen Veroffentlichung (Heck et al.
2007 Chem Biodiv) und auf mehreren Tagungen durch Vortrdge und Poster publiziert worden. Eine
Reihe weiterer Publikationen ist in der Bearbeitung und wird voraussichtlich in den nachsten Monaten in
Fachzeitschriften veréffentlicht werden.

Fazit

Im Rahmen dieses Projekts konnte am Beispiel des Carnosins ein Verfahren zur enzymatischen
Synthese von B-aminosaurehaltigen Peptiden entwickelt werden. Die Ergebnisse liefern eine sehr solide
Basis fiir eine Prozessentwicklung zur Carnosinsynthese. Durch die parallele Bearbeitung verschiedener
Arbeitspakete kdnnen nun problemlos verschiedene Strategien miteinander kombiniert und auch einfach
bewertet werden. So kann z.B. in Abhangigkeit von der apparativen Ausstattung die B-Aminopeptidase
DmpA extrazellular exprimiert und ohne Aufreiningung fiir die Carnosinsynthese eingesetzt werden.
Alternativ_kann auch ein E. coli Ganzzellsystem benutzt werden, das ebenfalls aufwandige
Proteinreinigungsschritte Uberflissig macht und die Abtrennung von Produkt und Katalysator sehr
vereinfacht. Alle vorstellbaren Szenarien kénnen aufgrund der guten Vorarbeiten zur Umweltevaluation
des Prozesses mit verschiedenen Softwarelésungen durchgespielt und bewertet werden. Auch die
Ubertragung dieser Ergebnisse auf genau spezifizierte kleine Peptide, die p-Aminosduren enthalten,
scheint problemlos mdglich zu sein.
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1 Zusammenfassung

Ziel des Projekts war die Etablierung eines Verfahrens zur biokatalytischen
Synthese von Carnosin und weiteren B-aminosaurehaltigen Peptiden. Zu
Beginn wurde die Reaktion, die durch B-Aminosaurepeptidasen katalysiert
wird, charakterisiert und die Verflgbarkeit der Enzyme durch verbesserte
Expression und eine einfache Aufreinigung gewahrleistet. Die f-
Aminopeptidasen 3-2W4 BapA und DmpA konnten wahrend der gesamten
Projektlaufzeit von der TU Dortmund (technisch rein) und der Eawag
(hochaufgereinigt) bezogen werden. Die Expression dieser zwei Enzyme
wurde durch neue Expressionssysteme deutlich gesteigert. Die Strategien,
die zur Expressionsoptimierung angewandt wurden, fihrten zu einer Auswahl
rekombinanter Stamme mit hohen bis sehr hohen intrazellularen
Expressionsniveaus (bis zu 15% vom Gesamtprotein in Pseudomonas
putida). Fir DmpA wurde zusatzlich ein Pichia pastoris Stamm entwickelt, der
das Enzym extrazellular exprimiert und somit madglicherweise die
Enzymaufarbeitung erspart.

Die Synthesereaktion von Carnosin wurde hinsichtlich ihrer biochemischen
und kinetischen Eigenschaften ausfuhrlich untersucht und eine Analytik
etabliert, die samtliche Nebenprodukte erfasst. Es konnte gezeigt werden,
dass der pH-Wert eine entscheidende Rolle spielt, um das Verhaltnis von
Carnosinhydrolyse und -synthese zu optimieren. Nebenproduktbildung kann
verhindert werden, wenn der Acylakzeptor Histidin als Methylester bei pH 8
eingesetzt wird. Die zwei untersuchten Enzyme unterscheiden sich deutlich
hinsichtlich ihrer Aktivitaten und der moglichen Reaktionsausbeuten. Wahrend
DmpA hohe spezifische Aktivitdten aufweist, sind die Carnosinausbeuten
geringer als bei 3-2W4 BapA.

Es wurde eine Vielzahl verschiedener Verfahren zur Reaktionsoptimierung
untersucht. Wichtig war, eine schnelle Abtrennung von Enzym und
Reaktionslosung zu gewahrleisten, damit die Reaktion beim Maxium der
Carnosinkonzentration gestoppt werden kann. Bei Versuchen zur
Immobilisierung der Enzyme wurden diese leider inaktiviert. Jedoch erwiesen
sich repeated-batch Verfahren mit geléstem DmpA als auch Ganzzell-
Umsetzungen mit rekombinanten E. coli Stdmmen als sehr erfolgreich. So
wurde in einem repeated-batch Versuch 2,2 g Carnosin aus p-Alaninamid und
Histidin  synthetisiert.  Zur  Aufreinigung wurde ein  zweistufiges
Fallungsverfahren entwickelt, bei dem zuerst Histidin mit Ethanol und dann
Carnosin mit Zinkhydroxid aus der Reaktionslosung gefallt werden konnte.

Da die Substratspezifitaten von 3-2W4 BapA und DmpA hinsichtlich der
Synthese gut untersucht wurden, kann ein ahnliches Verfahren auch auf die
Synthese anderer kleiner, f-aminosaurehaltiger Peptide Ubertragen werden.



Verschiedene Szenarien wurden mit Hilfe von drei Softwarelosungen
(EATOS, Sabento, elSankey plus Excel) modelliert und hinsichtlich ihrer
Okoeffizienz untersucht. Das enzymkatalysierte Verfahren wurde einmal in
der Frihphase mit Sabento evaluiert und mit zwei chemischen Verfahren
verglichen. Die daraus erhaltenen Ergebnissen wurden genutzt, um ein
optimiertes Verfahren zu erstellen, das anschlieend mit e!Sankey evaluiert
wurde. Diese Untersuchungen zeigten, dass vor allem die Massenstrome und
die hohen HistidinUberschisse ein Okologisches wie auch 6konomisches
Problem darstellen kdnnen, wenn kein Substratrecycling durchgeflhrt werden
soll. Die Enzymproduktion spielt hingegen eine untergeordnete Rolle, vor
allem wenn ein Recycling des Enzyms gewahrleistet sein wird.



2 Anlass und Zielsetzung des Projekts

Ziel des Projektes war die Entwicklung eines umweltfreundlichen
biokatalytischen Syntheseverfahrens flr das Dipeptid Carnosin auf der Basis
bakterieller B-Aminopeptidasen, die seit wenigen Jahren bekannt sind
(Geueke und Kohler 2007).

Viele Studien belegen eine positive Wirkung von Carnosin auf die
menschliche  Gesundheit. Diese  Substanz ~ wirkt  antioxidierend,
antiglykosylierend, metallchelierend, verhindert die Zellalterung und
verlangsamt die Entwicklung von grauem Star (Hipkiss 2008). Aktuelle
Studien belegen auch den Einfluss von Carnosin auf den
Glucosemetabolismus bei Typ-2 Diabetikern (Sauerhofer et al. 2007).
Momentan wird Carnosin sowohl als freies Dipeptid als auch komplexiert mit
Zink zur Nahrungserganzung verkauft. Der Carnosin-Zink-Komplex wirkt
stabilisierend auf die Magenschleimhaute und sorgt aullerdem fur eine
gleichmafige Versorgung mit Zink. Die empfohlene Tagesdosis fur das freie
Dipeptid liegt bei mindestens einem Gramm, fur die komplexierte Form bei 75
mg. Der Konsum von Carnosin wird voraussichtlich deutlich zunehmen, da die
medizinische Bedeutung momentan noch stark unterschatzt wird.

Die Erkenntnisse aus dem Projekt sollen anschlieBend fuar die
Implementierung nachhaltiger 6kologischer Herstellungsverfahren fur weitere
B-aminosaurehaltige Peptide verallgemeinert werden. Aufgrund ihrer hohen
metabolischen Stabilitdt und der Fahigkeit, stabile Sekundarstrukturen
einzunehmen, bilden B-Peptide interessante Ausgangssubstanzen fir die
Entwicklung neuer Pharmazeutika und Peptidmimetika. p-Peptide und
gemischte o/B-Peptide besitzen beispielsweise antimikrobielle Wirkung,
binden an Somatostatinrezeptoren (> Behandlung von Darmkrebs und
Wachstumsstérungen), inhibieren die HIV-Replikation und die p53-hDM2-
Interaktion (> Bekampfung verschiedener Tumorarten).

Die Synthese von B-Peptiden und gemischten p/a-Peptiden war zu
Projektbeginn noch nicht optimiert und p-Peptide sind kaum kommerziell
erhaltlich. Far Carnosin hingegen existieren chemische Herstellungs-
verfahren, da die N-terminale, nicht-chirale Aminosaure p-Homoglycin
alternative Synthesewege zulasst.

Aufgrund der guten Verflugbarkeit der Carnosinbausteine Histidin und p-
Homoglycinamid und der kommerziellen Nachfrage nach Carnosin haben wir
diesen Prozess als Modell ausgewahlt, um die biokatalytische Synthese zu
etablieren und optimieren. Die daraus gewonnenen Erkenntnisse lassen sich
nach der Charakterisierung der B-Aminopeptidasen auch auf andere f-
aminosaurehaltige Dipeptide Ubertragen. Da chemische Verfahren flir die
Carnosinsynthese aus der Patentliteratur bekannt sind, kann der
biokatalytische Prozess nicht nur einzeln unter Aspekten der Okoeffizienz



evaluiert werden, sondern auch direkt mit den klassischen chemischen
Verfahren verglichen werden.



3  Darstellung der Arbeitsschritte und angewandten Methoden

3.1 Hinweise zur Nomenklatur von B-Aminosauren

Eine der wenigen natirlich vorkommenden p-Aminosauren ist -Alanin. (-
Alanin ist der traditionelle Name, entspricht aber nicht der von Seebach et al.
empfohlenen systematischen Nomenklatur fur B-Aminosauren, denn hiernach
wird die Substanz mit pB-Homoglycin bezeichnet (Seebach et al. 2004).
Aufgrund der verschiedenen Verfasser dieses Berichts, werden aber beide
Namen benutzt.

3.2 Kultivierung der rekombinanten Stamme

Zur Herstellung der Enzyme DmpA und 3-2W4 BapA wurden rekombinante E.
coli Stamme in Minimalmedium (Heck et al. 2006) in 2 Liter Fermentern (KLF;
Bioengineering, Wald, Schweiz) bei pH 7.4 und 37°C im Fed-Batch Verfahren
Uberexprimiert. Nach Erreichen einer optischen Dichte von 70 bis 90 wurden
die Zellen durch Zugabe von 2 mM IPTG induziert und 4 h spater per
Zentrifugation abgeerntet und eingefroren.

Kultivierung in Schiittelkolben zur Untersuchung der Uberexpression, als auch
fur die Ganzzellbiokatalyse wurde unter Zugabe des entsprechenden
Antibiotikums in LB Komplexmedium durchgefuhrt. Hochzelldichte-
fermentationen im Fed-batch Verfahren wurden in 2,5 L Bioreaktoren mit
entsprechenden Minimalmedien durchgefuhrt (Geueke et al. 2006; Hellwig et
al. 1999; Sun et al. 2006). Durch eine integrierte Prozesskontrolle wurde ein
exponentieller Feed (70% (w/v) Glukose) zur optimierten Zellausbeute
gewahrleistet. Zur Induktion wurde nach Bedarf 1 mM IPTG verwendet.

3.3 Enzymaufreinigung

160 g Zellfeuchtmasse wurden in einer Kugelmuhle zweifach kontinuierlich
aufgeschlossen (IMA Disintegrator S, 160 Zellfeuchtmasse 300 ml 50 mM
Tris-Puffer, 2.5 mM MgSOQOy4, 0,5 mM CaCl, ,DNAase, pH 8.0, Verweilzeit > 5
min, 4000 rpm, 2°C, 0.1-0.25 mm Glaskugeln Vgiaskugein/Vsuspension = 1.05), per
Zentrifugation (25 min, 10000xg, 4°C) von Zelltrimmern befreit und
anschliefend auf einer Labomatic Pilotanlage (Labomatic Instruments AG,
Allschwil, Schweiz) in einer Streamline 50 Saule (GE, Healthcare, Freiburg)
mittels Anionenaustauschchromatographie (Streamline DEAE, 550 ml)
zweimal auf die Saule im expandierten Modus (Flussrate 200 cm/h). Die
Saule war zu Beginn mit 95/5% Puffer A (50 mM Tris, pH 8.0) und Puffer B
(50 mM Tris + 1 M NaCl, pH 8.0) aquilibriert um anschlieRend mit steigenden
Salzgradient das Protein im gepackten Saulenmodus bei 40 ml/min (120
cm/h) zu eluieren. Aktive Fraktionen wurden gepoolt und eingefroren.



3.4 Herstellung und Analyse der Substrate

Die Verbindungen wurden mit mikrochemischen Verfahren in mehrstufigen
Synthesen in Lésung und an fester Phase hergestellt, mittels Prazipitation
gereinigt und mit HPLC und Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS)
analysiert. Die Reinheiten der Verbindungen lagen zwischen 85% und > 95%,
die Ausbeuten zwischen 3,1mg und 50mg. Alle Produkte und Substrate
wurden mit Cig-Umkehrphasen-Chromatographie mittels HPLC mit UV-
Detektion (GILSON) bzw. HPLC-ESI-MS (Waters, alliance + M3100) oder mit
massenspektrometrischen Methoden mittels ESI-MS (FISONS Instruments,
VG Quattroll) analysiert. Als Laufmittel wurden bidestilliertes Wasser,
Acetonitril und ein Zusatz von Ameisensaure verwendet.

3.5 Synthesereaktionen mit geldstem Enzym

Eawag: Sofern nicht anderweitig erwahnt, wurden die Synthesereaktionen bei
pH 10 in einem rein wassrigen Reaktionsmedium durchgefuhrt. Die
Loslichkeit von p-Nitroanilidderivaten wurde durch die Zugabe von 10 bis 30%
DMSO erhoht. Der Start der Synthesereaktion erfolgte durch Zugabe der
gelésten Enzyme. Nach geeigneten  Zeitpunkten wurden dem
Reaktionsansatz Proben entnommen, die Reaktion durch die Zugabe von
25% (v/v) 1 M HCI abgestoppt und mittels HPLC analysiert. Histidin- und
Carnosinmethylester wurden nach dem Abstoppen der Reaktion durch
Zugabe von NaOH auf pH 13 und funfmintitigem Erhitzen bei 95°C
hydrolysiert.

TU Dortmund: Die enzymatischen Syntheseversuche erfolgten je nach
Mafstab in 15 oder 50 ml Falcontubes (BD Biosciences, USA) bzw. in der
Amicon (Millipore, Billerica, USA) Ruhrzelle oder im Enzym Membran Reaktor
(Bioengineering AG, Wald, Schweiz). Als Standardreaktionsbuffer wurde 100
mM Natriumcarbonatpuffer (pH 10) verwendet und die Reaktionen erfolgten
bei Raumtemperatur, 30°C oder 37°C. Die Eduktkonzentrationen variierten je
nach Versuch, meist wurde dabei ein molares Verhaltnis von Histidin/p-
Alaninamid von 5:1 verwendet. Durch DmpA Zugabe wurden die Reaktionen
gestartet.

3.6 Ganzzellbiokatalyse

Ganzzellbiokatalyse ~wurde nach vierstindiger Uberexpression der
Produktionsstamme durchgefuhrt. Die Zellen wurden hierfir mittels
Zentrifugation  abgeerntet und im  Reaktionspuffer resuspendiert.
Standardmalig wurde die Ganzzellbiokatalyse in 100 mM Natriumcarbonat-
Puffer bei pH 10 und 30°C bei einer eingesetzten Zellaktivitat im Ansatz von
0,05 U/mL (Aktivitatsassay) durchgefuhrt.



3.7 Analytik

3.7.1 Spektrophotometrischer Standardassay zur Bestimmung der
Aktivitat von B-Aminopeptidasen

Die enzymatische Aktivitat der B-Aminopeptidasen wurde photometrisch mit
Hilfe des chromogenen Substrats H-BhGly-pNA bestimmt. Dabei wurde die
Freisetzung der Abgangsgruppe p-Nitroanilin bei einer Wellenlange von 405
nm und 37°C gemessen (e405 = 8.8 mM'cm™). Die Ansétze enthielten 5 mM
Substrat und 10% DMSO in einem 50 mM Tris/HCI-Puffer bei pH 8. Die
Reaktion wurde durch Zugabe einer geeigneten Menge Enzym gestartet und
die Anderung der Absorption (iber einen Zeitraum von einer Minute verfolgt.
Eine enzymatische Einheit (U) wird dabei als diejenige Enzymmenge definiert,
die die Bildung von 1 umol p-Nitroanilin pro Minute katalysiert.

3.7.2 HPLC und HPLC-MS-Analytik

Eawag: Alle Substrate und Produkte wurden mittels Reversed Phase-
Hochdruckflissigkeitschromatographie auf einer Dionex HPLC-Anlage bei
einer konstanten Flussrate von 1 ml/min analysiert. Freie Peptide wurden mit
einem Photodiodenarray-Detektor bei einer Wellenlange von 205 nm, p-
Nitroanilidderivate bei 383 nm und p-Nitroanilin bei 413 nm detektiert und
anhand geeigneter Standardverbindungen quantifiziert. Die Trennung der
Substanzen erfolgte auf einer Nucleodur C18 Pyramid-Saule (250 x 4 mm;
Macherey-Nagel) in einem Gradienten aus 0.1% Trifluoressigsaure (Puffer A)
und Acetonitril (Puffer B). Alle Verbindungen, die aus p-Nitroanildderivaten
synthetisiert wurden, wurden in einem Gradienten von 0 bis 60% Puffer B
aufgetrennt. Carnosin und Nebenprodukte der Carnosinsynthese aus H-
BhGly-NH, und Histidin bzw. Histidinmethylester wurden isokratisch in 100%
Puffer A aufgetrennt. Alle Produkte der enzymkatalysierten Synthese wurden
anhand ihrer Massen auf einer APl 4000 LC-Tandem MS-Anlage in
Verbindung mit einem Agilent 1100 LC-System identifiziert.

3.7.3 DABS-CI-Methode

Es wurde eine Derivatisierungsmethode mit Dimethylaminoazobenzene-
sulphonylchlorid (DABS-CI) entwickelt, um maoglichst alle Aminosaureedukte
und -nebenprodukte der enzymatischen Reaktion erfassen zu kénnen.

Die Probe wurde gemal Tabelle 1 vorbereitet und fur 15 min bei 72°C und
1000 rpm derivatisiert, anschlief3end fur 3 min bei13000 rpm zentrifugiert und
der Uberstand auf einer CC-Nucleosil 100-5 C18 HD S&ule (250 mm Lénge, 4
mm Durchmesser, Macherey Nagel, Diren, Deutschland) mittels eines
Gradientenlaufs Uber 70 min bei 35°C analysiert und bei 436 nm detektiert.



Tabelle 1:
Probenaufbereitung fur die DABS-CI Methode

Komponente Konzentration Volumen
Probe ca. 2-6 mM 40 uL
Interner Standard Serin 2 mM 10 pl
Natriumcarbonat pH 8.3 25 mM 200 pl
DABS-CI 4 mM 100 pl
Summe 350 pl

3.7.4 GC-MS Analytik

Zur Quantifizierung von '*C-Markierungen in proteinogenen Aminosauren
wurde eine GC-MS Analytik verwendet. Hierfir wurde am Ende der Versuche
ausreichend Zellmaterial geerntet und fir 12 h in 6 M HCI hydrolysiert und
anschlief3end getrocknet. Zur Analyse wurden die Proben derivatisiert und im
GC-MS analysiert. Der Anteil an ">C-markierten Aminosauren konnte mittels
Verwendung der FiatFlux Software (Zamboni et al. 2005) aus den GC-MS
Datensatzen ermittelt werden.

3.8 Zielgerichtete Mutagenese des bapA Gens

Fir jeden einzelnen Codon-Austausch fuhrt man insgesamt drei PCR-
Reaktionen durch. Mit den ersten beiden PCR-Reaktionen der Overlap-
Extension PCR amplifiziert man jeweils mit einem mutagenen- und einem
flankierenden Primer zwei DNA-Fragmente, deren Sequenzen sich teilweise
Uberlappen. Die beiden mutagenen Primer sind jeweils komplementar
zueinander. Die eingesetzten flankierenden Primer markieren zusammen mit
den mutagenen Primern die Enden der neusynthetisierten Fragmente. Die
Enden hybridisieren im Bereich der mutagenen Primer miteinander so, dass
die DNA-Polymerase die noch bestehenden Lucken in einer dritten PCR
auffullen kann. Damit die Polymerase die entstandenen Strange auch
vervielfaltigt, mussen die beiden flankierenden Primer in den PCR-Ansatz
zugegeben werden. Das entstandene PCR-Produkt enthalt den gewunschten
Codonaustausch. Durch Restriktion und Ligationsansatze wurde das PCR-
Produkt in den Vektor pGAPZa kloniert.

3.9 Aufreinigung des Carnosins

3.9.1 Adsorption

Die Adsorbermaterialien wurden in 5 mL-Einwegspritzen, die am Boden mit
einer Fritte verschlossen waren, eingewogen, konditioniert und anschlie3end
mit den wassrigen Modellldsungen beaufschlagt. Die pH-Werte der Losungen
wurden mit einem 0,1 M Phosphat-Citrat- bzw. einem 0,1 M Ammoniak-



Ammoniumchlorid-Puffersystem eingestellt. Nach Inkubation Uber 36 Stunden
unter standigem Schutteln wurde das Eluat Uber einen 0,2um
Spritzenvorsatzfilter abgesaugt. Die Adsorber wurden mit Wasser
nachgewaschen und zur Ermittlung der adsorbierten Substanz-Menge fir 1 h
mit Methanol bzw. Ethanol inkubiert. Die abgesaugten Ldsungen wurden
lyophilisiert und ausgewogen. Die ermittelte Trockenmasse wurde den
Erwartungswerten gegenuber gestellt.

3.9.2 Kristallisation aus uUberséattigten Lésungen

Zur Kristallisation der verschiedenen Reaktionsteilnehmer wurde den Proben
(entweder artifizielle Mischungen oder reale Reaktionsproben in Tris-Puffer
mit pH-Werten zwischen 7,6 und 9) absoluter Ethanol hinzugegeben, so dass
Ethanolkonzentrationen zwischen 50-90% (v/v) eingestellt hatte. Die
Ubersattigten Lésungen wurden anschlielend bei 4°C fur mindestens 24
Stunden bei 1400 rpm inkubiert und mittels Zentrifugation abgetrennt.

3.9.3 Zinkhydroxidfallung

Fur die Herstellung von Zinkhydroxid wurden zu 500 ml der Zinksulfat-Losung
eine aquimolare Menge (50 mL) NaOH langsam unter Ruhren (400 rpm,
Raumtemperatur) hinzugegeben. Nach 3 Stunden wurde die Losung abfiltriert
und das Zinkhydroxid gewonnen und mindestens 24 Stunden bei 60°C
getrocknet und anschlieend gemorsert. Fur die Fallung von Carnosin wurde
das Pulver direkt in die Reaktionslosung gegeben. Die verwendeten
Zinkhydroxid-Konzentrationen variierten zwischen 10 mM und 200 mM. Die
Proben wurden bei 400 rpm zwischen 6 und 24 Stunden bei 50 bzw. 60°C
inkubiert und abzentrifugiert. Durch eine pH Wert-Absenkung (pH < 3) konnte
das Pellet resuspendiert und per HPLC analysiert werden.

3.10 Evaluation

Die Prozessmodelle zur Evaluation sowie die Evaluationen sind im
Ergebnisteil bzw. im Anhang naher erlautert.

Weitere Methoden werden, soweit relevant, im Ergebnisteil erwéahnt.



4  Ergebnisse und wissenschaftliche Diskussion

4.1 Herstellung von Rumpfsequenzen (EMC)

In der ersten Phase des Projektes wurden Rumpfpeptide (vorzugsweise
Tripeptide) aus reinen a-Aminosauren, aus reinen pB-Aminosauren und aus
alternierend vorkommenden o- und (-Aminosauren hergestellt. Die
Sequenzen wurden nach den Prinzipien maximaler chemischer Diversitat
ausgewahlt und decken ein breites Eigenschaftsspektrum kurzkettiger
Peptide ab. Einige aus reinen a-Aminosauren aufgebaute Tripeptide wurden
zusatzlich um jeweils eine B-Aminosaure verlangert. EMC besitzt dazu eine
Kollektion aus 18 mit geeigneten Schutzgruppen versehenen j°-
Homoaminosaurebausteinen, die von naturlichen L-Aminosauren abgeleitet
sind (ausgenommen sind p>-Homocystein und B*-Homohistidin). Somit konnte
aus jeweils einem Tripeptid eine Kollektion aus 18 verschiedenen f-
Tetrapeptiden erhalten werden. Die Tri- und Tetrapeptide wurden dem
Projektpartner Eawag als Rohprodukte mit einer zufriedenstellenden Reinheit
von >70” zur Verfugung gestellt. Damit standen wertvolle, bisher nicht
zugangliche Bausteine fur die Analyse der Substratspezifitat der untersuchten
B-Aminopeptidasen zur Verfugung.
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Abbildung 1:
Sequenzen der bereitgestellten Tripeptide.
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ESI-MS und HPLC-UV-Chromatogramme von YYY, GLM, LLY und IGL.

Fur den Einsatz

in weitergehenden Studien zur enzymatischen -

Peptidsynthese mussten die Rumpfpeptide bis zur absoluten Homogenitat
aufgereinigt werden. Diese Aufgabe erforderte umfangreiche Arbeiten zur
Optimierung der chromatographischen Trennmethoden, da mit den Standard-
Trennphasen nur hydrophobe Sequenzen aufgereinigt werden konnten.

FuUr die rationelle Analyse der in den biokatalytischen Verfahren mit den -
Aminopeptidasen hergestellten Produkte konnten im weiteren Verlauf des
Projektes zuverlassige Methoden etabliert werden. Dies gelang mit Hilfe von
neu entwickelten HPLC-Trennphasen (,Hypercarb®, ,Monolith®) verbunden mit

einer Optimierung des Gradientenverlaufes.

11



i LLL YKT
N PLL TKY

T
.0

o |
°

Abbildung 3:
HPLC-UV-Chromatogramme aufgereinigter Tripeptide.

4.2 Herstellung von Referenzverbindungen (EMC)

EMC hat eine grof3e Zahl von Referenzverbindungen synthetisiert, die es den
Projektpartnern ermdglichten, das komplette Leistungsspektrum der
untersuchten B-Aminopeptidasen zu beschreiben. Hierfir wurden bevorzugt
Tripeptide mit jeweils einer von den natirlichen L-Aminosauren abgeleiteten
B-Aminosaure verlangert.

bl
bl

Abbildung 4:
Kopplung eines Tripeptids mit einer Kollektion aus 18 verschiedenen [33-Homoaminoséuren.

Die Methoden zur Synthese und Aufreinigung dieser Verbindungen wurden

durch ein iteratives Verfahren optimiert. Somit konnten die
Referenzverbindungen in sehr hoher Reinheit erhalten werden.
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Abbildung 5:
HPLC-UV-Chromatogramme ausgewabhlter Referenzverbindungen.
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Des Weiteren wurden den Projektpartnern an der TU Dortmund und der
Eawag Referenzverbindungen fur die Charakterisierung der Losungen aus
der enzymatischen Carnosinsynthese bereitgestellt. Dabei handelt es sich um
reinste Substanzen der erwarteten Haupt- und Nebenprodukte (Carnosin
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Abbildung 6:
ESI-MS der Referenzverbindung p>-Homo-Thr-VKG.
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sowie Mehrfachkopplungen von B-Alanin-NHz und L-Histidin).
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Abbildung 7:
ESI-MS von ausgewahlten Nebenprodukten der enzymatischen Carnosinsynthese.

4.3 Herstellung der B-Aminopeptidasen (TU Dortmund)

Vom Projektpartner EAWAG wurden zu Projektbeginn folgende Stamme fir
die Expression der drei B-Aminopeptidasen bereitgestellt (Tabelle 2).

Expressionsstamme fir B—Aminop-ers:i)c(laelllsezn: (Stand zu Projektbeginn 09/2006)
Widpsiann - Bresersnamg
Colyes | dEMAbEA e icn 32w paBapA
Blej)(/Eg ) Y2 bapA m.csrggllr;%?us\lglfa?:? Y2 PYBapA
BLSI])(/ESE 3) dmpA Ochrobactrum anthropi pODmpA

Da die zwei B-Aminopeptidasen aus Sphingosinicella ahnliche biochemische
und strukturelle Eigenschaften aufweisen, 3-2W4 BapA aber eine hohere
spezifische Aktivitat besitzt, wurde mit Y2 BapA im Rahmen dieses Projekts
nicht weitergearbeitet. 3-2W4 BapA und DmpA hingegen unterscheiden sich
stark hinsichtlich ihrer biochemischen Eigenschaften. Vor allem die
Carnosinhydrolyse wird von DmpA mit 10 U/mg deutlich besser katalysiert als
von 3-2W4 BapA (0,026 U/mg) ((Heck 2006)). Auch die Expression dieser
Enzyme in E. coli unterscheidet sich sehr voneinander (Abbildung 9). Um die
beiden B-Aminopeptidasen besser untersuchen und miteinander vergleichen
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zu kénnen, wurden die rekombinanten Stamme im 2 Liter MaRRstab fermentiert
und die Proteine anschlielend soweit aufgereinigt, dass sie fur technische
Anwendungen einsetzbar waren. Abbildung 8 zeigt dabei die verschiedenen
Stufen zur Herstellung des Enzyms DmpA.

Substrat

Glucose

Fermentation Zellabtrennung Zellaufschluss Enzym-
Aufreinigung
2L-Fed-Batch Fermantation von Zentrifugation Kugelmuhle (2 Passagen]
Expanded Bed
E. coli, IPTG Induktion, 37 *C, 24h Chromatography
Produkt
Technisch rein (ca. 20%)
(4-)8 Ujmg
Abbildung 8:

Verfahrensschritte der DmpA-Enzym-Herstellung (= Produkt).

4.3.1 Expression im 2-Liter-Mal3stab

Die Uberexpression der beiden ausgewahlten Enzyme 3-2W4 BapA und
DmpA erfolgte im Fed-Batch Verfahren zum Erreichen hoéherer Zelldichten
und nach Induktion mit IPTG. Tabelle 3 listet die sieben durchgeflhrten
Fermentationen und erhaltenen Zellfeuchtmassen auf. Insgesamt konnten so
380 g Zellfeuchtmasse von E. coli 3-2W4 BapA und 875 g Zellfeuchtmasse
von E. coli DmpA als Ausgangsmaterial fur nachfolgende Experimente
hergestellt werden. Die im Rohextrakt ermittelten spezifischen f-
Aminopeptidaseaktivitaten von 0.02 U/mg fur 3-2W4 BapA und 4.3 U/mg fur
DmpA stimmen sehr gut mit den in der Literatur veroffentlichten Werten
uberein (Geueke et al. 2006; Heck et al. 2006). Hierdurch erwies sich die Zell-
und Enzymproduktion fur beide Enzyme im 2-Liter MafRstab als ebenso
effizient. Die Uberexpression von 3-2W4 BapA und DmpA im 2 Liter MaRstab
veranschaulichen die zwei SDS-Gele in Abbildung 9. Fur 3-2W4 BapA ist
keine deutliche Uberexpression von 26 und 13 kDa Banden (o- und f-
Untereinheit) erkennbar, wahrend DmpA deutliche Banden bei ca. 30 und 16
kDa zeigt (und ebenso unprozessiertes Enzym bei 45 kDa)
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Tabelle 3:
Enzymexpression von 3-2W4 BapA und DmpA im 2 L-Maf3stab.

Fed-Batch Overexpressed Cell Wet Weight  Specific  Cell Wet Weight per OD
Fermentation Protein Final OD450 Volume (cww) Activity **) and Volume
[-] | g U/mg g/l
F-I 3BapA 175 1,5 166 0,018 0,63
F-I 3BapA 156 1,9 214 0,02 0,72
Sum 380
F-11l DmpA 179 1,75 147 4.4 0,47
F-1V-a *) DmpA 219 1,75 216 4,3 0,56
F-1V-b DmpA 173 1,93 171 n.d. 0,51
F-V-a DmpA 190 1,95 179 n.d. 0,48
F-V-b DmpA 220 1,85 162 n.d. 0,40
Sum 875
*) F-1V-a showed a more wet pellet **) Standard Assay with B-Ala-pNA
3-2W4 BapA DmpA
-0:30h 0h 1h 2h 3h M M -0:15h 1h 2h 3h 38h M
kDa
kDa 94
94
67
67
—>45
45
—»30
30
20,1
20 —>
14,4
Abbildung 9:

Vergleich der Uberexpression von A) 3-2W4 BapA und B) DmpA der 2-Liter Fed-Batch
Fermentationen F-l und F-V-b (siehe Tabelle 3, M = Marker).

4.3.2 Enzymaufreinigung von DmpA im gréReren Mal3stab

DmpA wurde in zwei Durchlaufen im Gram-Malf3stab in technischer Qualitat
aufgereinigt. Dazu wurden in zwei Durchlaufen je ca. 160 g Zellfeuchtmasse
von DmpA nach dem Zellaufschluss in einer Kugelmihle in einem einzelnen
Chromatographieschritt (Expanded-Bed-Adsorptions-Chromatographie) auf
einer Streamline® 50 mm Saule, gefillt mit ca. 520 ml Streamline DEAE
Saulenmaterial, aufgereinigt. Neben der Abtrennung von Zelltrimmern
wurden dabei Aufreinigungsfaktoren der Hauptfraktionen von 1,6 und
Ausbeuten zwischen 3 und 7 g Gesamtprotein bei ca. 17% Reinheit erhalten
(Tabelle 4).
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Tabelle 4:
Aufreinigungstabelle von DmpA.

Gesamt- Spezifische Aufreinigungs- Wieder- Abgeschatzte
Volumen protein Aktivitat faktor findung Reinheit

ml mg U/mg fold % %

45 U/mg=100 %
Rohextrakt 540 15331 4,8 1,0 100,0 10,6
Durchfluss 3000 2360 1,8 0,4 5,8 4,0
Hauptpool 100 1223 8,9 1,9 14,8 19,8
1. Nebenpool 300 2795 9,4 2,0 357 20,8
2. Nebenpool 200 1741 6,7 1,4 15,8 14,8
3. Nebenpool 200 1210 4,7 1,0 7,8 10,5
Haupt- + Nebenpools 800 6969 7.8 1,6 74,2 17,4

2. DmpA Aufreinigung 160 g cww, ca 32 g cdw, ca. 16 g protein
7 g im Pool mit 17 % Reinheit = 1,2 g DmpA = 7.5 % der Proteine der Zelle

4.3.3 Enzymformulierung

Die Enzymformulierung nach der Anionenaustauscherchromatographie sollte,
sofern mdoglich, ohne ein Entsalzen betrieben werden, um Salz- und
Wasserfrachten sowie zusatzliche Arbeitsschritte zu vermeiden. Die Lagerung
und Formulierung von DmpA in Flussigform erfolgte nach der Aufreinigung
durch einfaches Einfrieren der Fraktionen ohne vorheriges Entsalzen. Zudem
wurden Enzymfraktionen direkt ohne weitere Vorbehandlung testweise
gefrier- und spruhgetrocknet. Dabei zeigte sich, dass die spezifische Aktivitat
an DmpA nach Resuspension der beiden Pulver dem Wert der Enzymlosung
vor Trocknung entspricht, jedoch die Wiederfindung an DmpA Aktivitat nach
der Spruhtrocknung nur 50% im Vergleich zu 82-97% nach der
Gefriertrocknung betragt. Deshalb sollte, soweit erforderlich, eine
Formulierung des DmpA Enzyms in Pulverform per Gefriertrocknung erfolgen.

4.4 Klonierung und Expression der B-Aminopeptidasen in heterologen
Systemen (TU Dortmund und Uni Dusseldorf)

Zu Projektbeginn lagen fur die -Aminopeptidasen 3-2W4 BapA und DmpA E.
coli T7-Expressionssysteme vor, mit denen aktives Protein hergestellt werden
konnte (Geueke et al. 2006; Heck et al. 2006). Diese Stamme wurden in der
ersten Projektphase genutzt, um Enzym fur die biochemische
Charakterisierung und erste praparative Versuche zu gewinnen (4.3). Jedoch
ist das Expressionsniveau fur 3-2W4 BapA nur gering, DmpA hingegen wurde
teilweise unldslich und unprozessiert in E. coli exprimiert. Die relativ geringen
Expressionsausbeuten in E. coli, die Tatsache, dass die untersuchten [3-
Aminopeptidasen prozessiert werden mussen, und der Wunsch nach einem
Sekretionssystem lielen uns daher nach alternativen Expressionssystemen
suchen.
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4.4.1 Expression in Pseudomonas putida (Uni Dusseldorf)

Ein Beispiel fir ein Bakterium, das zukinftig neben E. coli als T7-
Expressionsstamm verwendet werden kann, ist Pseudomonas putida KT2240
T7. P. putida ist ein Gram-negativer G.R.A.S.-Organismus und kann deshalb
ohne weiteres als Wirt fur heterologe Expressionen in biotechnologischen
Anwendungen genutzt werden.

Zur Uberexpression der p-Aminopeptidasen aus den Stdammen
Sphingosinicella microcystinivorans 3-2W4 und Ochrobactrum anthropi in
Pseudomonas putida wurden die kodierenden Gene bapA und dmpA in den
Vektor pBR22b kloniert. Dieser sogenannte broad-host-range Vektor kann
unter anderem in Pseudomonaden, aber auch in E. coli verwendet werden.
Die entsprechenden Gene fur die B-Aminopeptidasen wurden aus den
Plasmiden p3BapA und pODmpA (Tabelle 2), die von der Eawag zur
Verfligung gestellt wurden, mit Hilfe von passenden Restriktionsenzymen
ausgeschnitten und durch Ligation in den Vektor pBR22b eingebracht. Die
neu erstellten Expressionsplasmide wurden pBR22b 3bapA und pBR22b
dmpA genannt und in E. coli BL21(DE3) bzw. P. putida KT2440 T7
transformiert. Die Expression der Enzyme erfolgte in 25 ml LB-Medium in
Schuttelkolben bei 30°C. Die Inkubationszeit nach IPTG-Zugabe variierte
zwischen 4 und 20 Stunden. Um die Expressionen der B-Aminopeptidasen
BapA und DmpA in den verschiedenen Expressionsstdmmen vergleichen zu
kénnen, wurden Ganzzellextrakte von den rekombinanten E. coli und P.
putida Stdmmen hergestellt. Dazu wurden von den Proben Ganzzellextrakte
durch Ultraschallaufschluss (Branson-Sonifier W250, 2 x 2 min,
Leistungszyklus 50%, 20 Watt; 4°C) hergestellt. Der photometrische
Standardtest basiert auf der Spaltung von p-Nitroanilid durch -
Aminopeptidasen in das gelbe p-Nitroanilin, dessen Zunahme bei einer
Wellenlange von 405 nm photometrisch gemessen werden kann ((Heck et al.
2006)). Die Aktivitat von 3-2W4 BapA im E. coli Zellextrakt erreichte
spezifische Aktivitdten von 0,06 U/mg und war unabhangig von der
Induktionsdauer. Hingegen wurde bei der Expression des gleichen Enzyms in
P. putida Aktivitaten bis zu 0,2 U/mg, aber auch eine starkere Abhangigkeit
von der Induktionsdauer gemessen (Tabelle 5). Auch bei der heterologen
Expression von DmpA erhdhte sich die Aktivitat von DmpA erheblich, wenn P.
putida KT2440 T7 als Expressionswirt benutzt wurde. Die hochste
gemessene Aktivitat lag bei diesem Stamm dann vor, wenn DmpA weitere 20
h nach IPTG Zugabe inkubiert wurde (5,4 U/mg). Die spezifischen Aktivitaten,
die nach der Expression in E. coli BL21(DE3) ermittelt wurden, liegen unter
den Werten von P. putida KT2440 T7. Die genauen Werte fur die Aktivitat der
einzelnen P-Aminopeptidasen in den verschiedenen Expressionsstdmmen
sind ebenfalls aus Tabelle 5 zu entnehmen.
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AbschlieBend kann man zusammenfassen, dass die spezifische
Enzymaktivitat sowohl von BapA, als auch von DmpA deutlich gesteigert
waren, wenn P. putida KT2440 T7 als Expressionsstamm verwendet wurde.

Tabelle 5:
Spezifische Enzymaktivtaten der B-Aminopeptidasen in den zellfreien Rohextrakten der
Expressionsstammen P. putida KT2440 T7 und E. coli BL21(DE3) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Induktion durch IPTG.

Spezifische Aktivitat [U/mg]

B-Amino-
peptidase . .
P. putida KT2440 T7 E. coli BL21 (DE3)
4 0,21 0,061
BapA
Induktionsdauer 20 0,042 0,065
[h] 4 0,67 0,60
DmpA
20 54 1,0

4.4.2 Oberflachendisplay (Uni Dusseldorf)

Die Expression von Proteinen als Fusion mit Proteinen der
Bakterienmembran ist eine leistungsstarke  Technik mit vielen
biotechnologischen und medizinischen Anwendungen (Rutherford und
Mourez 2006). Es konnte schon mehrmals gezeigt werden, dass das
Autotransporter-Protein  EstA von P. aeruginosa in der Lage ist,
verschiedenste Proteine auf die Oberflache von Escherichia coli zu bringen
(Becker et al. 2005; Wilhelm et al. 2007). Autotransporter Proteine bestehen
aus einem N-terminalen Signalpeptid, gefolgt von einer Passagierdomane
und einer Translokatordoméne die fur die Translokation der
Passagierdomane durch die aullere Membran sorgt. Die naturliche
Passagierdomane der Autotransporter kann durch heterologe Proteine ersetzt
werden, die dann durch die Translokatordomane auf die bakterielle
Oberflache gebracht werden. EstA ist ein membranverankerte Esterase von
P. aeruginosa. Eine inaktive Variante dieser Esterase dient als Anker-Motiv
fur das Oberflachendisplay in E. coli.

19



linker peptide
sfil(r) / E-Tag
oo\ fl S0 - passenger enzyme

phoA

E-epitope

__estA* 3
. EstA* extracellular domain

PSE:;LSO ouifer (i (e translocator
membrane 8583 domain

c

periplasm

cytoplasmic - RRARAATRARRRZRRR
membrane EEﬁEEgE§E§EE§E§E§EEEE§E§E

Abbildung 10:
Schematische Ubersicht (iber den Expressionsvektor pEst100 und den Aufbau des
Oberflachendisplay-Konstrukts (Becker et al., 2005). In diesem Fall entspricht das
eingezeichnete Passagierenzym den verschiedenen -Aminopeptidasen.

Fur das hier verwendete Oberflachendisplay wurde der Vektor pEst100
verwendet (Abbildung 10). Die Gene fur die entsprechenden (-
Aminopeptidasen wurden unter Verwendung des Restriktionsenzyms Sfil und
anschlielender Ligation in diesen Vektor eingebracht. Nach erfolgter
Transformation der konstruierten pEST100 Expressionsvektoren in E. coli
sollte die Aktivitat der B-Aminopeptidasen bestimmt werden. Fur keine der (-
Aminopeptidasen konnte jedoch Enzymaktivitat mit diesem
Oberflachendisplay-System nachgewiesen werden. Die Enzyme wurden
scheinbar in diesem System nicht bzw. nicht in aktiver Form an der
Oberflache des Expressionsstammes exponiert und somit konnte auch keine
Enzymaktivitat detektiert werden. Grunde fur das Fehlen des aktiven Enzyms
konnten in dem komplizierten Prozessierungsmechanismus der -
Aminopeptidasen liegen.

4.4.3 Klonierung und Expression von B-Aminopeptidasen in Hefen (TU
Dortmund)

Ziel dieses Teilprojektes war es, eine Alternative zur bisherigen intrazellularen
Expression der [p-Aminopeptidasegene von 3-2W4 BapA aus S.
xenopeptidilytica und DmpA aus O. anthropi zu finden. Daher wurde neben
der Expression in P. putida (4.4.1) die Expression in den Hefen
Saccharomyces cerevisiae und Pichia pastoris als komplementares System in
Betracht gezogen. Die  Expressionssysteme mit der besten
ProteinUberexpression sollten abschlie3end zur genaueren
Stammcharakterisierung und zum Prozess Scale-Up genutzt werden.
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Die hierbei angewandte Klonierungsstrategie in Hefen fusionierte die Zielgene
mit der in beiden Vektoren vorliegenden Sekretionssequenzen der Hefen (a-
Signalsequenz). Das dadurch entstandene Fusionsprotein wird mit Hilfe der
o-Signalsequenz aus der Zelle sekretiert, wobei die «o-Signalsequenz
wahrend der Exkretion abgespalten wird, so dass das jeweilige,
unmodifizierte Zielprotein im Medium vorliegt. Nach erfolgreicher
Transformation der Vektor-Gen Konstrukte in S. cerevisiae und P. pastoris
wurden erste Expressionsversuche im Schuttelkolben durchgefuhrt. Nach der
Kultivierung der Expressionsstamme und Separation der Zellen vom Medium
wurde zunachst versucht, die Enzyme durch SDS-PAGE zu visualisieren.
Dazu wurde nach der Kultivierung eine Proteinfallung des MedienUberstandes
durchgefiihrt. Leider konnte hierbei keine Uberexpression nachgewiesen
werden. Im Nachfolgenden wurde das Kultivierungsmedium mittels
Proteinfiltration 20fach aufkonzentriert, um eine Denaturierung des Enzyms
zu vermeiden, und auf spezifische hydrolytische Enzymaktivitat untersucht.
Die hierbei beobachtete Produktbildung ergab eine geringe Aktivitat beider
Enzyme (3-2W4 BapA und DmpA). Die Auswertung der Daten ergab
spezifische Aktivitaten von 0,007 — 0,008 U/mgcpw fur 3-2W4 BapA in Hefen,
welches in etwa dem Wert in E. coli entspricht (0,011 U/mgcow’) (Abbildung
11).

2.25

[ E. coli
I S. cerevisiae
200 - [ P. pastoris

0.02 —

0.01 —

Spezifische Aktivitat [U/mg 1

0.00 :
BapA DmpA
Abbildung 11:
Vergleich der spezifischen Aktivitdten von 3-2W4 BapA und DmpA pro Milligramm
Zelltrockengewicht in den verschiedenen Expressionssystemen.

! Intrazellulare bestimmte Aktivitaten in U/mgprotein WuUrden unter der Annahme, dass der
Gesamtanteil des Proteins am Zelltrockengewicht ca. 50% (w/w) entspricht, durch den Faktor
2 geteilt, um die Vergleichbarkeit der sekretierten Hefeproteine, deren Aktivitdten in U/mgcpw
angegeben wurden, zu realisieren.
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Das hier erfolgreich verwendete, native bapA Gen hat zwar keine Erhéhung
der Expression in Hefen erzielen konnen, doch hat das System, im Vergleich
zur Expression in E. coli, vor allem die Sekretion des aktiven Proteins als
Vorteil. Unter Umstanden kann durch die Sekretion die Aufreinigung der
Peptidase komplett entfallen, was deutliche Vorteile fur die Prozesskosten mit
sich bringen wirde, da material- und gerateintensive Chromatographieschritte
entfallen wiarden. Demgegenuber ergab der Vergleich der Aktivitat von
rekombinanter DmpA aus Hefen mit dem Wert aus E. coli eine deutlich
geringere Aktivitat von 0,01 — 0,014 U/mgcpw im Vergleich zu 2,1 U/mgcpw
(Abbildung 11).

Zur Steigerung der Expressionsleistung wurde im nachsten Schritt die
Codonzusammensetzung der nativen Gensequenz der
Codonzusammensetzung des jeweiligen Expressionsstamms angepasst.
Aufgrund der oben gezeigten Ergebnisse wurden daher optimierte 3-2W4
bapA Gensequenzen fur S. cerevisiae und P. pastoris, sowie eine fur E. coli
optimierte dmpA Gensequenz synthetisiert. Nach Transformation der
synthetischen Vektor-bapA Konstrukte in S. cerevisiae und P. pastoris
erfolgten Expressionsversuche im Schuttelkolben ohne dass 3-2W4 BapA
Aktivitat im Medium nachgewiesen werden konnte. Die darauf folgende
Analyse des Kulturiberstands mittel SDS Page ergab, dass die konstruierten
Stamme eine deutliche Uberexpression des sekretierten 3-2W4 BapAs
ermadglichen, jedoch handelt es sich um das unprozessierte Protein mit einer
GrofRe von ca. 39 kDa (Abbildung 12).
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Abbildung 12:

SDS-Page Analyse nach Proteinfallung. (1, 2) Kontrolle S. cerevisiae (3) leer, (4) 3-2W4
BapA (nativ) in S. cerevisiae, (5) 3-2W4 BapA (synthetisch) S. cerevisiae, (6) Kontrolle P.
pastoris, (7) 3-2W4 BapA (synthetisch) in P. pastoris, (8) 3-2W4 BapA (nativ) in P. pastoris
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Eine wesentliche Erkenntnis der oben dargestellten Ergebnisse ist, dass die
Kodonoptimierung fur S. cerevisiae und P. pastoris erfolgreich war, da die
Proteinexpressionsrate im Vergleich zur Expression des nativen Gens in
Hefen um das bis zu 20fache gesteigert werden konnte. Weitere
Expressionsexperimente ergaben, dass die Menge an exprimierter Peptidase
in S. cerevisiae nicht reproduzierbar war (Daten nicht gezeigt). Es wurde
daraufhin im Folgenden nur das Expressionssystem P. pastoris untersucht.

4.4.4 Untersuchungen des unprozessierten 3-2W4 BapA aus
rekombinanten P. pastoris (TU Dortmund)

Ziel war es, eine Erklarung fir die nicht erfolgte Prozessierung und die darin
begrindete Inaktivitat des sekretierten 3-2W4 BapA zu erarbeiten. Um fir
weitere Studien eine genlgende Menge des unprozessierten Proteins zu
haben, wurde zunachst eine Fermentation durchgeflhrt. Es wurde hierbei
ausreichend Protein im Fermentationstberstand erzeugt (Abbildung 13).

- Al
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Abbildung 13:
SDS Page des Fermentationsiiberstandes von P. pastoris. In der linken Spur ist das
deglykosylierte 3-2W4 BapA bei 38 kDA zu sehen, in der Mitte sieht man mdglicherweise das
in Form einer Doppelbande vorliegende hyperglycosylierte 3-2W4 BapA.

Das inaktive Protein wurde unter drei Gesichtspunkten untersucht:

1) Welche Faktoren ermoglichen eine Prozessierung und damit
Aktivierung des Proteins? Um dieser Frage nachzugehen wurde Protein
zum einen unbehandelt zum anderen auch im deglykosylierten Zustand
verwendet, da es Indikatoren flr eine Hyperglykosylierung gab, die in Punkt 3
naher erlautert werden. Es wurde zunachst vermutet, dass das BapA durch
Autoprozessierung entsteht, wobei eine Initiierung der Autoprozessierung erst
durch Einfluss weiterer zellularer Faktoren stattfinden kann. Daher war die
Annahme, dass durch die hohen Expressionsraten keine ausreichende
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Initiierung stattfinden konnte. Das Enzym wurde zunachst fur einen Zeitraum
von 12 h bei 37°C im Fermentationstberstand inkubiert. Parallel erfolgte eine
Inkubation in 50 mM Tris/Puffer (pH 8,0) bei 37°C. Alle 2 Stunden wurden
eine Probe genommen und auf Aktivitdt untersucht. Unter gleichen
Bedingungen erfolgte die Zugabe von aufgereinigtem aktiven 3-2W4 BapA
und DmpA um eine Initiierung gewahrleisten zu konnen. AulRerdem wurde die
Inkubation Uber 12 h in einem breitem pH Spektrum (pH 4-10) in 50 mM Tris
Puffer durchgefuhrt. In allen Fallen konnte keine Aktivitat und/oder
Prozessierung des Proteins nachgewiesen werden. Da im Allgemeinem nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass andere Zellenzyme einen essentiellen
Einfluss auf die Prozessierung haben, wurden Versuche ebenfalls im
Fermentationsiberstand als auch in 50 mM Tris-Puffer (pH 8,0) bei 37°C
unter Zugabe von ganzen Zellen, als auch von Zellextrakt der
Expressionsstamme (E. coli, P. putida, P. pastoris) durchgefuhrt. Zusatzlich
wurde noch parallel Glukose zugegeben, um eine Zellaktivitat zu
gewahrleisten. Jedoch konnte auch unter diesen Bedingungen keine Aktivitat
und/oder Prozessierung des Proteins nachgewiesen werden.

2) Daher stellte sich die Frage, ob es sich bei dem im SDS-Gel
visualisierten Protein Uberhaupt um das Zielprotein BapA handelte. Es
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem Protein nicht um
die fusionierten a/p-Untereinheiten des BapAs handelte, sondern um eine
mdgliche Fusion des a-Signalpeptids zur Sekretion mit der a-Untereinheit von
BapA. Dabei bestand die gleichzeitige Annahme, dass die p-Untereinheit
bereits im Zytoplasma abgespalten wurde und somit nicht in den Uberstand
sekretiert wurde und ebenfalls keine Abspaltung des Signalpeptids statt
gefunden hatte. Dies wurde jedoch als eher unwahrscheinlich angenommen,
da der Abspaltungsmechanismus des Signalpeptids als sehr effizient
beschrieben wurde (Brake et al. 1984). Da es sich jedoch bei beiden
theoretisch madglichen Fusionspeptiden um ahnliche GroRen handelt
(Abbildung 14), musste auch hier eine Aufklarung stattfinden. Dazu wurden
die Proben aus dem Fermentationsuberstand einmal direkt und einmal
deglykosyliert analysiert. Es erfolgte eine Auftrennung zwischen
unbehandeltem und deklykosylietem BapA im SDS Gel. Diese Proben
wurden anschlieRend direkt aus dem Gel eluiert und nach tryptischem Verdau
mittels LC-FTICR Massenspektroskopie analysiert (Daten nicht gezeigt). Die
Analyse wurde mit Unterstltzung des Institute for Analytical Sciences (ISAS,
Dortmund) durchgefuhrt. Mit diesem Analyseverfahren konnten mehrere
eindeutigen Ubereinstimmungen der analysierten Fragmente mit den fir die
beiden BapA Untereinheiten zu erwartenden Fragmenten nachgewiesen
werden. Es konnte daher gezeigt werden, dass es sich bei dem
Fusionsprotein eindeutig um BapA handelte. Des Weiteren konnte festgestellt
werden, dass Fragmente, in denen Glykosylierungssignale vorhanden waren,
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nicht detektiert wurden, was durch die erhdhte Masse der Fragmente durch
Mannosereste zu erklaren ware.

38 kDa
_ 36kDa* N >
e —
3
4 7
Abbildung 14:

Mogliche Fusionsproteine. Bei einer Abspaltung der B-Untereinheit und bleibender Fusion der
a-Untereinheit mit dem a-Signalpeptid entsteht ein 36 kDa groRes Protein. Das fusionierte
BapA besitzt eine Grélke von 38 kDa.

3) Diese Erkenntnis fokussierte unsere weiteren Studien auf die
mogliche Hyperglykosylierung des BapAs wéahrend der Sekretion. Hefen
sind als Eukaryonten im Allgemeinen in der Lage Proteine zu glykosylieren,
d.h. Zuckerketten an die Proteine anzuheften. Bei der N-Glykosylierung kann
jedoch das Problem auftreten, dass dabei ein mannosereicher Typ (High-
Mannose) ausgebildet wird, wobei extrem lange Mannoseketten an eine im
Protein vorliegende Signalsequenz (Asn-x-Ser/Thr) angehangt werden
kénnen und somit zu Hyperglycosylierung fuhren kénnen (Romanos et al.
1992). Daher wurde zunachst ein  moglicher Einfluss einer
Hyperglycosylierung auf die Proteinstruktur abgeklart. Dazu wurde das im
Fermentationsiberstand vorliegende BapA mit N-Glycosidase F (New
England Biolabs GmbH, Frankfurt, Deutschland) behandelt. Eine Aktivierung
des Enzyms konnte jedoch wie oben beschrieben nicht beobachtet werden.
Es konnte jedoch eine Veranderung der GroRe im SDS Gel (Abbildung 13)
beobachtet werden. Diese entsprach mit ca. 38 kDa der erwarteten Grofe
des fusionierten BapAs.

Diese Ergebnisse deuteten stark auf eine durch Hyperglycosylierung
hervorgerufen Problematik bzgl. der Prozessierung/Aktivierung des BapAs
hin. Die N-Glykosylierung wird im endoplasmatischen Retikulum (ER)
durchgefuhrt, jedoch findet in Hefen eine weitere Modifikation dieser
Glycosylierung bei der Sekretion in Golgi Vesikeln statt, bei es erst durch
weiteres Anhangen von Mannoseresten zur Hyperglykosylierung kommt
(Dean 1999). Aufgrund dieser Tatsache wurde das optimierte bapA Gen in
einen Vektor umkloniert, welcher eine intrazellulare Expression des BapAs in
P. pastoris realisieren sollte. Nach Herstellung der rekombinanten Stamme
wurden hierzu zunachst Expressionversuche im Schuttelkolben durchgefuhrt.
Nach Aufschluss der Zellen durch Ultraschall konnte eine spezifische Aktivitat
von 0,125 U/mgcpw (Abbildung 16) nachgewiesen werden.
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4.45 Entfernung von Hyperglykosylierungsstellen in bapA zur
verbesserten Expression in Pichia pastoris (Uni Disseldorf)

Wie im vorherigen Abschnitt erlautert bestand die begrindete Vermutung,
dass 3-2W4 BapA aufgrund von Hyperglykosylierungen nur unprozessiert und
somit inaktiv in P. pastoris exprimiert werden konnte. Um dieses Problem zu
umgehen

wurden an drei putativen Hyperglykosylierungsstellen im bapA Gen die
Codons fur Asparagin gegen Glutamin ausgetauscht, da es mehrere Hinweise
daflr gab, dass die Prozessierung von 3-2W4 BapA in die zwei aktiven
Untereinheiten durch die Hyperglykosylierung verhindert wurde (4.4.4).

Tabelle 6:
Verwendete Oligonukleotide fiir den Austausch der Hyperglykosylierungsstellen im bapA
Gen.
. ) Merkmal/
Bezeichnung DNA-Sequenz (5" — 3" Richtung)
Modifikation
Xhol
bapA_Xhoup GAAGAAGGGGTATCTCTCGAGAAGAGAGAGG
Schnittstelle
bapA_Xbadw Xbal

GATGATGGTCGACGGCGCTATTCAGATCC

n Schnittstelle

Austausch AAC gegen

A1_up tggtagagcagtcatcCAAggtactggtgagt CAA
A1_down actcaccagtaccTTGgatgactgctctacca Austauscg X\:\ C gegen

A2_up ttaggagttggtagaCAAggttctacagcaggtg AUStaUSCg AiA:\C gegen
A2_down cacctgctgtagaaccTTGtctaccaactcctaa Austauscg ::‘C gegen

A3_up ttgccagcaattatcCAAgacactgactctgagac Austauscg AiAA/:\C gegen
A3 _down gtctcagagtcagtgtcTTGgataattgctggcaa Austausch AAC gegen

CAA

Zum Austausch der Aminosauren Asparagin gegen Glutamin an drei Stellen
im Gen bapA wurden Primer konstruiert, die die Basenaustausche in der
DNA-Sequenz enthielten (Tabelle 6). Zur zielgerichteten Mutagenese der drei
Codons (AAC gegen CAA) in bapA wurde die Methode Overlap-Extension
PCR verwendet. Eine schematische Ubersicht der oben beschriebenen
Schritte ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abbildung 15:
Ubersicht tiber die Einzelschritte der zielgerichteten Mutagenese des optimierten Gens bapA
durch Overlap-Extension PCR zur Expression in Pichia pastoris. Primer 1 und 2
kennzeichnen die flankierenden Primer, Primer 3 und 4 die Mutageneseprimer.

Folgende Konstrukte wurden durch die Overlap-Extension PCR und
anschlieBende Klonierung in den Vektor pGAPZa konstruiert (AX
kennzeichnet jeweils die Stelle im Gen, wo der Codonaustausch
vorgenommen wurde, z.B.: A1 steht fur den Austausch des Codons an der
ersten Hyperglykosylierungsstelle):

e pGAPZa bapA A1

e pGAPZa bapA A2

o pGAPZa bapA A3

e pGAPZo bapA A1/A2

o pGAPZo bapA A1/A2/A3
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Ein erster Expressionsversuch im Schuttelkolben zeigte, dass geringe
Aktivitaten vorhanden waren. Diese sind jedoch im Vergleich zum
Produktionstiter vom unprozessierten BapA als aul3erst niedrig zu werten. Es
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart werden, ob die geringe Aktivitat
durch die Aminosaureaustausche und eine eventuell dadurch bedingte
Strukturveranderung hervorgerufen wurde. Andererseits kann auch aufgrund
der vorliegenden Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden, dass nicht die
Hyperglykosylierung Ursache fur die Bildung der unprozessierten Form war.
Es konnte daher auch angenommen werden, dass weitere intrazellulare
Faktoren, die bei der Sekretion in P. pastoris nicht vorliegen, fur die
Prozessierung essentiell sind.

4.4.6 Optimierung der Expression und Vergleich der
Produktionsstamme im Bioreaktor (TU Dortmund)

Im Folgenden werden die vorliegenden Expressionsstamme, die ein aktives
Enzym produzieren konnten (Tabelle 7), in Schuttelkolbenansatzen mit
Komplexmedium verglichen.

Tabelle 7:
Expressionsstamme mit aktivem Enzym.

Produktionsstamm Enzym Vektor Enzymlokalisation Genoptimierung
E. coli BapA BapA pET-3c Intrazellular nein

P. putida BapA BapA pBR22b Intrazellular nein

P. pastoris BapA (opt) BapA pGAPZ Intrazellular ja

E. coli DmpA DmpA pET-3c Intrazellular nein

E. coli DmpA (opt) DmpA pET-26b(+) Intrazellular ja

P. putida DmpA DmpA pBR22b Intrazellular nein

P. pastoris DmpA DmpA pGAPZa Extrazelluar nein

Neben den oben genannten Hefestdmmen wurde auch eine Genoptimierung
des DmpAs fur die Expression in E. coli vorgenommen. Wie in Abbildung 16
zu sehen ist, konnte die Expression im Laufe des Projektes deutlich gesteigert
werden. So konnte durch die intrazellulare Expression von BapA in P. pastoris
(0,125 U/mgcpw) eine fast 12fach hohere spezifische Aktivitat erzielt werden
als in den E. coli Stammen die zu Beginn des Projektes vorlagen (0,011
U/mgcpw). Auch durch die Optimierung von DmpA in E. coli konnte eine
Steigerung um 80% von 2,1 U/mgcpw auf 3,8 U/mgcpw realisiert werden.
AbschlielRend konnten wir durch diese Expressionsoptimierung die Produktion
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ausreichender Mengen an den beiden Enzymen BapA und DmpA zur j-
Peptidherstellung gewahrleisten.
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Abbildung 16:

Spezifische Aktivitaten von DmpA und BapA. Die roten Balken verdeutlichen die erhéhten
Aktivitaten durch die einzelnen Optimierungen.

Um abschlieRend das absolute Synthesepotential der Produktionsstamme zu
beurteilen, wurden alle Stamme zur Uberexpression der Enzyme im
Bioreaktor unter optimalen Bedingungen im Fed-Batch Prozess kultiviert.
Hierzu wurden auch die an der Uni Dusseldorf generierten P. putida
Expressionsstamme verwendet (Tabelle 8). Die Fermentationen erfolgten im
1-L-MaBstab in Minimalmedien fur E. coli (Geueke et al. 2006) bei 37°C, P.
putida (Sun et al. 2006) und P. pastoris (Hellwig et al. 1999) bei 30°C sowie
bei konstantem pH und pO..

Tabelle 8:
Fermentationsdaten der Produktionsstamme.

Produktionsstamm Wachstum Wachstum Fed-  IPTG Induktion ~ Biomasse Yxis

Batch [1/h] batch [1/h] [1 mM] [CDWIL] [o/g]
E. coli BapA n.d. n.d. IPTG-5h 26 n.d.
P. putida BapA 0,56 0,1 IPTG-5h 61 0,45
P. pastoris BapA (opt) 0,24 0,1 ohne 221 0,49
E. coli DmpA n.d. n.d. IPTG-5h 36 n.d.
E. coli DmpA (opt) 0,58 0,1 IPTG-5h 37 n.d.
P. putida DmpA 0,56 0,1 IPTG-5h 58 0,45
P. pastoris DmpA 0,28 0,1 ohne 198 0,50
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Wie aus Tabelle 8 ersichtlich, konnten die hochsten Zellkonzentrationen mit
P. pastoris erzielt werden. Auch die auf das Substrat bezogene Ausbeute ist
bei P. pastoris am hochsten, was beim Scale Up der Enzymproduktion Kosten
einsparen wurde. Nach erfolgreicher Fermentation wurden die Proben auf
Aktivitat untersucht (Tabelle 9). Hierfur wurden die Zellen mittels Ultraschall
aufgeschlossen und auf die spezifische Aktivitat hin untersucht. Allein fur das
durch P. pastoris produziete DmpA wurde die Aktivitat im
Fermentationstberstand nachgewiesen. Wie Tabelle 9 entnommen werden
kann, findet man die hdchste spezifische Aktivitat durch die Uberexpression in
P. putida mit ca. 0.13 U/mgcpw (0,25 U/mgprtein) fUr BapA, was einen
Proteingehalt am Gesamtprotein von ca. 14,7% entsprechen wurde, bei einer
max. Aktivitat von 1,7 U/mgprotein bei 37°C. Fur DmpA findet man die hochste
spezifische Aktivitat von ca. 2,9 U/mgcpw (5,7 U/mgprotein) in E. coli, was in
diesem Fall einem Anteil am Gesamtprotein von 8,9% entsprechen wurde, bei
einer max. Aktivitat von 63,7 U/mgpotein bei 37°C. Obwohl fur P. pastoris bei
einer spezifischen Aktivitat von 0,06 U/mgcpw (0,11 U/mgprotein) NUr ein Anteil
von 6,4% BapA am Gesamtprotein synthetisiert wurde, so wurde doch
bedingt durch die hohe Zelldichte der insgesamt hdchste Produkttiter mit 7,2
g/L erreicht. Obwohl DmpA in P. pastoris nur in kleinen Mengen synthetisiert
wird (0,04 U/mgcpw), liegt durch die Sekretion in den Fermentationsuberstand
eine hohe spezifische Aktivitat von 11,9 U/mgpwtin Vvor. Diese Zahl
verdeutlicht, dass bei einem hoheren Expressionsniveau eine Aufreinigung
des Enzyms moglicherweise Uberflussig wurde.

Tabelle 9:
Aktivitaten und Produktivitaten der fermentierten Expressionsstamme.

Spez. Anteil

Produktionsstamm : L,jkllr(rt:;lct:\:[v ] Gesar[mg/tor]Jrotein konz:r:?rg?igtr; [g/L] BEgng?/SL?e
E. coli BapA 0,01 1,1 0,15 26

P. putida BapA 0,13 14,7 4,66 61

P. pastoris BapA (opt) 0,06 6,5 7,15 221

E. coli DmpA 2,15 6,7 1,21 36

E. coli DmpA (opt) 2,85 8,9 1,65 37

P. putida DmpA 2,10 6,6 1,91 58

P. pastoris DmpA 0,04 0,1 0,12 198
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4.4.7 Zusammenfassung der Expressionssysteme

Abschlieend koénnen wir feststellen, dass wir durch Anwendung
verschiedener Expressionssystem sowie deren Optimierung ausreichend -
Aminopeptidasen herstellen konnen. Die Synthese des DmpA kann durch den
optimierten E. coli Stamm gewahrleistet werden, dessen DmpA-Anteil am
Gesamtprotein mit 8,9% am hochsten lag. Die deutlichste Steigerung der
Synthese konnten wir fur 3-2W4 BapA erreichen. Dies konnte vor allem mit
den Produktionsstdmmen P. putida und P. pastoris erreicht werden, wobei der
P. putida Stamm mit einem BapA-Anteil von 14,7% am Gesamtprotein die
hdchste spezifische Aktivitat besal3. Der Vorteil des P. pastoris Stammes liegt
trotz des deutlich niedrigeren BapA-Anteils von 6,5% in dem hdheren
Produkttiter, der durch die hohen Zelldichten erreicht wurde.

4.5 Charakterisierung des rekombinanten P. pastoris Stammes (TU
Dortmund)

Zur Expression von Enzymen in industriellen Mal3stab ist die Wirtschaftlichkeit
eines Prozesses von grof3tem Interesse. Wichtig ist hierbei eine moglichst
hohe Ausbeute des Produktes bezuglich des Mediums und der Zeit zu
erzielen. Wir haben daher im Folgenden den Einfluss verschiedener
Kultivierungsbedingungen auf die Zellphysiologie in Bezug auf die
Proteinexpression des rekombinanten P. pastoris Stammes (intrazellulare
BapA Expression) untersucht, um etwaige Optimierungsschritte aufzuzeigen.
Die meisten industriellen Prozesse zur Uberexpression werden im
Allgemeinen mittels Fed-batch Verfahren durchgefuhrt, um eine optimale
Ausbeute zu erzielen. Dieses wird durch die Daten in dem von uns
durchgefluhrten Fed-batch verdeutlicht (Tabelle 10). Wie hier vor allem zu
beobachten ist, wird durch den das limitierte Wachstum eine erhdhte
Ausbeute an Biomasse, als auch eine erhdhte Produktausbeute erzielt, da in
dieser Phase keine ungewlnschten Nebenprodukte generiert werden. Eine
Prozessfihrung unterhalb der kritischen Wachstumsrate, wobei oberhalb
dieser die Bildung von Nebenprodukte statt findet, ist dabei zu realisieren,
wobei diese nahe der kritischen Wachstumsrate einzustellen ware, um eine
maximale Raumzeitausbeute zu gewahrleisten.

Tabelle 10:
Prozessdaten vom rekombinanten P. pastoris Stamm im Fed-batch Verfahren.
. J Batch Yys Batch p Fed-batch Yyxs Batch CiapA
Produktionsstamm P
[1/h] [9/g] [1/n] [9/g] [9/L]
P. pastoris BapA 0,16 0,2 0,12 0,5 7.1
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Um weitere mdgliche Angriffspunkte zur Optimierung der Ausbeute zu finden,
wurde der Einfluss verschiedener Medienzusammensetzungen im
Schuttelkolben untersucht. Hierzu wurden neben dem im
Fermentationsprozess ublichen Minimalmedium (Hellwig et al. 1999),
dasselbige nur unter Zugabe von allen proteinogenen Aminosauren, sowie
Komplexmedium (YPD) mit Hefeextrakt und Pepton verwendet. Als Substrat
haben wir komplett '*C-markierte Glukose verwendet. Die Zellen wurden
unter gleichen Bedingungen in den Medien Kkultiviert und anschliefend
analysiert. Zunachst wurden die standardmafigen Wachstumsparameter
bestimmt (Tabelle 11). Wie zu sehen erhdlt man unter Zugabe von
Aminosauren bzw. Verwendung von Komplexmedium verbesserte
Prozessarameter als auch erhdhte spezifische Aktivitaten.

Tabelle 11:
Einfluss des Mediums auf das Wachstum (u), die Ausbeute (YX/S) und Aktivitat.
. Spezifische Aktivitat

Medium g [1/h] Yxs [9/g] [U/mgcow]

Minimalmedium 0,16 0,2 0,08
Minimalmedium +

AS 0,18 0,4 0,15
Komplexmedium 0,24 0,7 0,18

Anschlielend erfolgte die Bestimmung der Aminosaureaufname durch die
Zellen in dem jeweiligen Medium. Dazu wurden hydolysierte Zellextrakte
mittels GC-MS Analytik untersucht. AnschlieRend wurde die '*C-Markierung
der 15 detektierbaren proteinogenen Aminosauren bestimmt (Abbildung 17).
Das '*C-Markierungmuster zeigt an, inwieweit Aminosauren aufgenommen
(**C-markiert), bzw. von den Zellen selbst synthetisiert wurden (**C-markiert).
Es ist zu erkennen, dass beim Minimalmedium ohne Aminosauren alle
Aminosauren eine 100%ige *C-Markierung vorweisen, was zu erwarten ist,
da alle Aminosauren nur aus dem "C-markierten Substrat gebildet werden
konnten. Anders verhalt es sich jedoch bei den Bestimmungen aus den
anderen Medien, so lasst sich z.B. bei Methionin nur noch eine 3¢C-
Markierung von 15% in Minimalmedium unter Zugabe von Aminosauren bzw.
5% in Komplexmedium beobachten. Dies bedeutet, dass analog nur 15%
bzw. 5% der Aminosauren in diesen Medien selber synthetisiert wurden und
der restliche Anteil an Methionin aus dem Medium aufgenommen wurde. Es
ist zu beobachten, dass es durch die definierte Zugabe von Aminosauren zum
Medium, als auch durch die Verwendung von Komplexmedium zu erhdhten
Produktivitaten kommt. Die erhdohte Aufnahme im Komplexmedium lasst sich
durch eine effizientere Aufnahme der Aminosaduren erklaren, da im
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Komplexmedium unter anderem Dipeptide vorliegen, die durch gleiche
Transportmechanismen und zumeist unter gleichem Energieaufwand
aufgenommen werden.
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Abbildung 17:
13C-Markierungsmuster der Aminosauren in Abhangigkeit des Mediums. Graue Balken zeigen
die 13C—Markierung der einzelnen Aminosauren in Minimalmedium an, grine die Bc-
Markierung der einzelnen Aminosauren in Minimalmedium mit zugesetzten Aminosauren und
blaue die "*C-Markierung der einzelnen Aminosauren Komplexmedium.

Die oben dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass héhere Ausbeuten
bzw. Produktivitaten durch eine Optimierung des Mediums zu realisieren sind.
Hierbei ware aber vor allem eine Kosten-Nutzen Rechnung notwendig, da die
Zugabe von Aminosauren wahrscheinlich zu einer deutlichen
Kostensteigerung in der Medienherstellung fuhren wirde. Des Weiteren
eignet sich die Verwendung von Komplexmedien nicht fur Fed-batch
Prozesse. Daher ware es notwendig, entscheidende Metabolite zu
identifizieren um eine wirtschaftliche Steigerung in der Produktivitat zu
erreichen. Alternativ ware die Entwicklung eines Produktionsstammes, der die
oben zu beobachtende Aminoséaurelimitierung wahrend der Uberexpression
kompensieren konnte, in Betracht zu ziehen. Hier wirde es Ansatze im
Bereich ,Metabolic Engineering” zur Optimierung geben (Raab et al. 2005).

4.6 Synthesepotential der B-Aminopeptidasen (Eawag)

Eine umfangreiche Studie zur Substratspezifitit machte deutlich, dass die
Enzyme BapA aus Sphingosinicella xenopeptidilytica 3-2W4 und DmpA aus
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Ochrobactrum anthropi LMG7991 in der Lage sind, ein breites Spektrum C-
terminal aktivierter p-Aminosauren (Acyldonor) unter Abspaltung der
Abgangsgruppe an den freien N-Terminus einer weiteren Aminosaure bzw.
eines Peptids (Acylakzeptor) zu koppeln. Alle Substrate und Produkte wurden
mittels HPLC analysiert und quantifiziert und deren Massen mittels HPLC-MS
verifiziert.

In diesem kinetisch-kontrollierten Reaktionssystem wird ein charakteristisches
kovalentes Acyl-Enzym-Intermediat aus Enzym und Donoraminosaure
gebildet. Anschliessend konkurrieren im wassrigen Reaktionssystem zwei
Nukleophile um den kovalent ans Enzym gebundenen Acylrest. Erfolgt der
nukleophile Angriff durch Wasser, so fuhrt dies zur Hydrolyse des Acyl-
Enzyms und damit zur Bildung der freien Aminosaure. Wirkt der N-Terminus
des Acylakzeptors als Nukleophil, so kommt es zur Ausbildung der
gewunschten Peptidbindung und damit zur Kopplung der Donoraminosaure
an den Acylakzeptor (Schema 1). Unter kinetischer Kontrolle wird ein
Produktmaximum durchlaufen, an dem die Reaktion abgestoppt werden
muss, um eine optimale Ausbeute zu erhalten.

Ho,N—R' o
\_ I
‘ Aminolyse RiciuiR + H—Enzym
T 7
R—C—X + H—Enzym T> R—C—Enzym
XH
o
Hydrolyse I
K > R—C—OH + H—Enzym
H,O
Schema 1:

Darstellung der enzymkatalysierten Peptidsynthese in einem Reaktionssystem unter
kinetischer Kontrolle. Das aus einer C-terminal aktivierten Aminosaure und dem Enzym
gebildete Acyl-Enzym-Intermediat wird durch konkurrierende Hydrolyse- und
Aminolysereaktionen aufgelost.

4.6.1 Oligomerisierung verschiedener B-Aminoséuren

Als Substrate fur die enzymkatalysierte Oligomerisierung von B-Aminosauren
verwendeten wir p-Nitroanildderivate (H-p>hXaa-pNA) von p-Homoglycin, (S)-
und (R)-B*-Homoalanin, (S)-B*-Homoleucin und (S)- und (R)-B*-
Homophenylalanin. Um sicherzustellen, dass die Aminogruppe des
Acylakzeptors als Nukleophil vorliegt, wahlten wir ein basisches Puffersystem
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(pH 10). Unter diesen Reaktionsbedingungen verknupften sowohl BapA als
auch DmpA die oben erwahnten Aminosaurederivate unter Abspaltung von p-
Nitroanilin zu Oligomeren verschiedener Kettenlangen (Schema 2).

NO
NO, 2
n )\)L > H
HoN N N N N
H H H

(n—1) H-pNA

R= H, CH3, CH2C6H5,
CH,CH(CH3),

Schema 2:
Enzymkatalysierte Oligomerisierung verschiedener B-Aminosauren.

0 20 40 60 80 100
Oligomerausbeute (%)

B H-(BhXaa),-pNA  [J H-(B3hXaa),-pNA

Abbildung 18:
Oligomerisierung von B-Aminosaure p-Nitroaniliden durch die B-Aminopeptidasen BapA und
DmpA. Das Balkendiagramm zeigt die maximal erreichten Ausbeuten an Dimer H-(B?’tha)z-
pNA und langerkettigen Oligomeren H-(Batha)n-pNA.

Bei dieser Reaktion diente die aktivierte B-Aminosaure sowohl als Aclydonor
als auch als Acylakzeptor. Mit den Substraten H-B-hGly-pNA, (S)- und (R)-H-
B>-hAla-pNA beobachteten wir die Bildung von Oligomeren mit Kettenlangen
bis zu sieben Aminosauren, wahrend aus (S)-H-p*-hLeu-pNA und (S)- und
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(R)-H-p>-hPhe-pNA lediglich Dimere gebildet wurden. Die erzielten Ausbeuten
an B-Aminosauredimer betrugen dabei bis zu 76% (Abbildung 18).

4.6.2 Kopplung einer N-terminalen B-Aminosdure an eine zweite freie
Aminosaure

Setzten wir neben den aktivierten -Aminosaurederivaten eine zweite freie o-
(Histidin, Leucin) oder B-Aminosaure (B3-Homoleucin) als Acylakzeptor in
funffachem molaren Uberschuss ein, so katalysierten die Enzyme unter
Abspaltung von p-Nitroanilin die Bildung der jeweiligen gemischten Dipeptide
mit Ausbeuten von bis zu 32%. Unser Hauptaugenmerk in diesen Versuchen
galt der Synthese des B/a-Dipeptids Carnosin (Schema 3), welches unter den
genannten Reaktionsbedingungen mit Ausbeuten von 30% durch BapA bzw.
13% durch DmpA gebildet wurde. Die aus dieser Studie gewonnenen
Resultate sind publiziert (Heck et al. 2007) und die durch die Enzyme
katalysierte Synthesereaktion in der Schweiz zum Patent angemeldet
(Anmeldenummer 01007/07).

H H
N N
7 N
o \ N é\,N
BapA, DmpA @)
+ R + H-NX
HZNA)kaX M._OH A_OH 2
H HN™ Y pH 10 H,N N
o) o)
H-BhGly-pNA: X = CgH4NO, Carnosin
H-BhGly-NHy: X = H
Schema 3:

Enzymkatalysierte Synthese von Carnosin aus H-BhGly-pNA bzw. H-BhGly-NH, und Histidin.

Die Verwendung von p-Nitroanilidderivaten ist aus 0©kologischen
Gesichtspunkten fur einen Einsatz im grosstechnischen Massstab nicht
geeignet, da die bei der Enzymreaktion freigesetzte Abgangsgruppe (p-
Nitroanilin) als toxisch und wassergefahrdend eingestuft ist. Um die Synthese
von Carnosin hinsichtlich der Umweltvertraglichkeit des Verfahrens zu
verbessern, beschaftigten wir uns mit der Modifizierung der Abgangsgruppe.
Hierbei erwies sich die Verwendung des Amids der B-Aminosaure f-
Homoglycin (H-BhGly-NHy) als ideal, da sich dieses (im Gegensatz zu
Aminosaureestern) durch eine  hohe  Stabilitdt bei  basischen
Reaktionsbedingungen auszeichnet und bei der Kopplungsreaktion lediglich
Ammoniak als Abgangsgruppe freigesetzt wird (Schema 3).
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4.6.3 Kopplung einer B-Aminoséaure an kurzkettige a-Peptide

In dieser Versuchsreihe wurde untersucht, inwieweit sich die Enzyme neben
der Herstellung von pB- und p/a-Dipeptiden auch fur die Herstellung
langerkettiger B/a-Peptide eignen. Dafur verwendeten wir H-BhGly-NH, als
Donoraminosaure, die mit Hilfe von BapA und DmpA an 9 verschiedene a-
Tripeptide sowie an die Peptide Angiotensin Il (7 Aminosauren) und
Bradykinin (9 Aminosauren) gekoppelt werden sollte. Die Kopplungsreaktion
verlief bei allen dieser Peptide sehr ineffektiv und nur bei 6 der eingesetzten
Akzeptortripeptide (YKT, GWV, GIG, TKY, MFG, MGG) konnten wir Spuren
des Kopplungsprodukts mittels HPLC-MS detektieren. Tripeptide mit N-
terminalen Glutamat-, Arginin- und Prolinresten (ELL, RFA, P-Hypro-P) sowie
die langerkettigen Peptide Angiotensin Ill und Bradykinin dienten nicht als
Acylakzeptoren.

4.7 Bereitstellung von Verbindungen fur ein robustes Hochdurchsatz-
Screening fur B-Aminopeptidasen (EMC)

Um ein schnelles und effizientes Ausleseverfahren fur die mit gerichteter
Evolution durchgefiihrte Optimierung der B-Aminopeptidasen bereitzustellen,
wurde mit der Entwicklung eines Hochdurchsatz-Assays begonnen. Aufgabe
von EMC war dabei die Testung verschiedener Markierungsverfahren fur
geeignete interne Standards. Dazu wurden Tri- und Tetrapeptid-Bibliotheken
hergestellt, die den gesamten Strukturraum der kurzen Peptide erfassen. Um
eine Detektion der durch die -Aminopeptidasen erzeugten Syntheseprodukte
zu ermoglichen, wurden die Peptide C-terminal mit einem geeigneten Marker
versehen. Die Modifikation mit einem sogenannten Massendetektions-Tags
ermdglicht durch die Einflhrung einer positiven Ladung sowie die deutliche
Erhohung des Molekulargewichtes die massenspektrometrische Detektion.
Fur die molekularbiologische Detektion der Verbindungen in den
Syntheselésungen wurden die Peptide mit einem Biotin-Label modifiziert. Um
eine Detektion Uber Fluoreszenz-basierte Verfahren zu ermdéglichen, wurde
das Biotin-Label exemplarisch durch Rhodamin ersetzt. Auch wurden Modell-
Verbindungen, die eine Auslesung uber Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfer ermdglichen, hergestellt. Alle Verbindungen wurden in sehr hoher
Reinheit erhalten. Zudem wurden, wie oben beschrieben, schnelle Nachweis-
und Quantifizierungsverfahren fur die Produkte der enzymatischen Synthesen
auf der Basis von HPLC-ESI-MS etabliert.
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4.8 Enzymatische Einfuhrung von B-Aminosauren in Leitstrukturen fur
die Immuntherapie (EMC)

EMC fuhrt in Kooperation mit Arbeitsgruppen an der Universitat Tubingen und
mit dem Fraunhofer IGB Stuttgart routinemallig Screening-Prozesse zur
|dentifizierung neuer Antiinfektiva und immunmodulatorisch wirkender
Verbindungen durch. Fur acht o/B-Peptide konnte bereits eine biologische
Aktivitat nachgewiesen werden. Um Nebeneffekte durch Spuren von
Verunreinigungen auszuschlie®en, wurden fir die aktiven Verbindungen
Wiederholungstests mit hochreinen, nach pharmazeutischem Standard
analytisch charakterisierten Testsubstanzen durchgefihrt. Alle positiven
Ergebnisse konnten reproduziert und validiert werden. EMC erwartet aus
diesen laufenden biologischen Untersuchungen neue B-Peptid-Leitstrukturen
zur Anwendung bei der Bekampfung von Infektionskrankheiten und in der
Immuntherapie. Fur die biologisch aktiven Verbindungen wird bereits in der
frihen Phase der Leitstrukturoptimierung gepruft, ob die EinfUhrung der B-
Aminosauren in diese Strukturen durch Verwendung der im Projekt
identifizierten und optimierten B-Aminopeptidasen méglich ist und somit die
klassisch-chemischen Verfahren ersetzt werden konnen.

4.9 Reaktionsoptimierung der enzymatischen Carnosinsynthese
(Eawag und TU Dortmund)

4.9.1 Optimierung des Puffersystems fiir die Carnosinsynthese (Eawag)

Die enzymatische Synthese von Carnosin aus H-BhGly-NH; und einem
funffachen molaren Uberschuss an Histidin wurde in verschiedenen
basischen Puffersystemen untersucht. Dabei wurden die spezifischen
Aktivitaten der Enzyme sowie die maximal erreichten Produktausbeuten
miteinander verglichen (Abbildung 19). Sowohl mit BapA als auch mit DmpA
konnten die besten Syntheseleistungen in basischen Puffersystemen bei pH
10 oder pH 11 erzielt werden. Fur alle weitergehenden Versuche zur
Carnosinsynthese aus H-BhGly-NH; und Histidin wahlten wir daher einen 100
mM Carbonatpuffer bei pH 10.
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Abbildung 19:
Vergleich verschiedener basischer Puffersysteme flr die enzymkatalysierte Synthese von
Carnosin aus H-BhGly-NH; (5 mM) und Histidin (25 mM).

4.9.2 Zugabe von organischen Losungsmitteln (Eawag)

In diesem Versuchsteil wurde untersucht, ob der Zusatz verschiedener
organischer Losungsmittel ins Reaktionsmedium einen positiven Effekt auf die
durch DmpA katalysierte Bildung von Carnosin hat. Unter keiner der
gewahlten Bedingungen konnten wir jedoch hdhere spezifische Aktivitaten
bzw. Produktausbeuten beobachten als in einem rein wassrigen
Reaktionsmedium (Tabelle 12). Zu hohe L&sungsmittelkonzentrationen
fUhrten innerhalb kurzer Zeit zur Inaktivierung des Enzyms. Alle weiteren
Versuche wurden daher im wassrigen Reaktionssystem durchgefuhrt.

Tabelle 12:
DmpA-katalysierte Synthese von Carnosin aus H-BhGly-NH, (5 mM) und Histidin (25 mM)
unter Zugabe verschiedener organischer Losungsmittel.

kein

.. . Acetonitril Aceton 2-Propanol Dioxan
Ldsungsmittel

25% 44% 25% 44% 25% 44% 25% 44%

Spez. Aktivitat

77 26 10 25 07 26 13 24 05
(U/mg)
Camos'(r;z;‘Sbe“te 18 3 1 9 1 8 1 10 04
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4.9.3 Carnosinsynthese und Nebenreaktionen (Eawag)

In dem verwendeten Reaktionssystem bei pH 10 laufen neben der Synthese des Produkts
Carnosin verschiedene ungewollte Nebenreaktionen ab. Darunter fallen die Hydrolyse sowie
die Oligomerisierung des Acyldonors am starksten ins Gewicht. Ein Vergleich der
Startgeschwindigkeiten der parallel ablaufenden Reaktionen untereinander macht deutlich,
dass die Uberschusskonzentration des Acylakzeptors Histidin einen entscheidenden Einfluss
auf die Syntheseleistung der Enzyme besitzt (

Abbildung 20). Hohe Histidinkonzentrationen erhéhen dabei die
Wahrscheinlichkeit der Produktbildung erheblich. Aus Abbildung 3 werden
zudem Unterschiede zwischen den Enzymen BapA und DmpA ersichtlich.
Wahrend auch bei hohen Histidinuberschissen im DmpA-katalysierten
Reaktionssystem die Bildung von Oligomeren Uberwiegt, dominieren in der
BapA-katalysierten Reaktion die Hydrolyse des Substrats sowie die Bildung
von Carnosin. Es wird deutlich, dass fir das Erreichen einer guten
Carnosinausbeute in diesem Reaktionssystem hohe Uberschiisse an Histidin
verwendet werden mussen.
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Abbildung 20:

Relative Startgeschwindigkeiten von Carnosinbildung und Nebenreationen (Substrathydrolyse
und Oligomerisierung des Acyldonors) bei der BapA- und DmpA-katalysierten
Carnosinsynthese aus 6 mM H-BhGly-NH, und verschiedenen Histidinkonzentrationen. Alle
Reaktionen wurden in einem 100 mM Carbonatpuffer bei pH 10 durchgefiihrt.
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4.9.4 Kinetik der Carnosinsynthese (Eawag)

Durch den Einsatz eines hohen Uberschusses an Histidin konnte die Bildung
von Nebenprodukten reduziert und die Effizienz der Synthesereaktion deutlich
gesteigert werden. Mit DmpA erreichten wir eine Carnosinausbeute von
knapp 40% bei einer maximalen spezifischen Aktivitdt von 16 U/mg Protein.
Im BapA-katalysierten Reaktionssystem erreichten wir Carnosinausbeuten
von mehr als 50%, die spezifische Syntheseaktivitdt war allerdings mit
maximal 0.48 U/mg Protein deutlich geringer (Abbildung 21).
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Abbildung 21:

Synthese von Carnosin katalysiert durch die Enzyme BapA und DmpA. Die Graphen stellen
die gemessenen spezifischen Aktivitaten der Carnosinbildung (oben) und die maximal
erreichten Ausbeuten an Carnosin (unten) bei verschiedenen Konzentrationen der Substrate
H-BhGly-NH; und Histidin dar.
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4.9.5 Carnosinsynthese aus H-BhGly-NH, und Histidin-Methylester
(Eawag)

Da fur die Bildung des Acyl-Enzym-Intermediats eine Donoraminosaure mit
freiem N-Terminus bendtigt wird, setzten wir fur unsere Versuche lediglich
ungeschutzte Donor-Aminosauren ein. Der Verzicht auf Schutzgruppen hat
zur Folge, dass bei der Synthesereaktion neben dem Zielpeptid auch
Nebenprodukte durch Kreuzreaktionen gebildet werden, beispielsweise [3-
Homoglycinoligomere oder H-[BhGly],-His-OH. Neben dem Einsatz hoher
Uberschusskonzentrationen an  Histidin  ergab sich ein  weiterer
hoffnungsvoller Ansatz zur Unterdrickung der Nebenreaktionen aus den
chemischen Eigenschaften der beiden Substrate. Aufgrund der ahnlichen
Dissoziationskonstanten ihrer Aminofunktionalitaten, liegen bei dem von uns
gewahlten pH-Wert 10 sowohl Histidin (theoretischer pK, 9.3) als auch B-
Homoglycin (pKa 9.1) als Nukleophil vor, was die Entstehung von
Nebenprodukten durch Kreuzreaktionen ermoglicht. Der Einsatz von
Histidinmethylester  (H-His-OMe), dessen  Aminofunktionalitat einen
theoretischen pK,-Wert von 7 besitzt, erlaubte das Absenken des pH-Wertes.
Die Einstellung des Reaktionssystems auf einen pH-Wert von 8 stellte sich
dabei als optimale Bedingung fir die DmpA-katalysierte Carnosinsynthese
heraus (Tabelle 13).

Tabelle 13:
Vergleich der DmpA-katalysierten Carnosinsynthese unter Verwendung zwei verschiedener
Acyldonoren (Histidin und Histidinmethylester) bei verschiedenen pH-Werten. Die Ansatze
enthielten 6 mM H-[hGly-NH2 und 30 mM Acyldonor.

pH 10 pH 8 pH7
(Acylakzeptor His)  (Acylakzeptor His-OMe)  (Acylakzeptor His-OMe)

Spez. Aktivitat
(U/mg)

Carnosinausbeute
(%)

7.7 11.9 2.8

18 21 6

In einem Reaktionsmedium bei pH 8 bleibt der nukleophile Charakter des
Acylakzeptors (H-His-OMe) erhalten bei gleichzeitiger Protonierung der
Aminofunktionalitat des Acyldonors (H-BhGly-NHz). Nebenreaktionen, in
denen der Acyldonor selbst als Nukleophil reagiert, konnten somit auf ein
Minimum reduziert werden.

Abbildung 22 zeigt vergleichend zwei HPLC-Chromatogramme der beiden
Reaktionssysteme unter Verwendung unterschiedlicher Acylakzeptoren. Bei
der Verwendung von Histidinmethylester als Acylakzeptor entsteht als
Kopplungsprodukt der Methylester von Carnosin, der jedoch unter Zugabe
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von NaOH leicht hydrolysiert werden konnte und somit das gewunschte
Produkt Carnosin ergab.

f pH 10-System = ‘ . pH 8-System

5 | 6 mM ShGly-NH, | : 6 mM ShGly-NH,
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Abbildung 22:

HPLC-Chromatogramme zum Vergleich der bei der DmpA-katalysierten Carnosinsynthese
auftretenden Nebenprodukte unter Verwendung zwei verschiedener Reaktionssysteme.

4.9.6 Zufutterung des Acyldonors H-BhGly-NH, wéahrend der
Carnosinsynthese (Eawag)

Um  gesteigerte  Carnosinausbeuten in  der  DmpA-katalysierten
Synthesereaktion zu erzielen, gaben wir dem Reaktionsmedium kurz vor
Erreichen des Produktmaximums weiteren Acyldonor zu. Abbildung 23 zeigt,
dass in beiden untersuchten Reaktionssystemen durch die erneute Zugabe
von H-BhGly-NH, hdhere Konzentrationen an Carnosin erreicht werden
konnten und das Einsetzen der Produkthydrolyse deutlich hinausgezogert
werden konnte.
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Abbildung 23:

DmpA-katalysierte Carnosinsynthese aus 6 mM H-BhGly-NH; und 30 mM Histidin bzw.
Histidinmethylester (m) und Zufiitterung von 6 mM H-BhGly-NH, nach einer Reaktionszeit von
einer Stunde (o).

4.9.7 HPLC-Methodenentwicklung zum Nachweis von B-Alanin-Amid
und B-Alanin zur Massenbilanzierung (TU Dortmund)

Die Carnosinausbeute bezogen auf das eingesetzte Edukt p-Alanin-Amid
betragt maximal 50% (Abbildung 40) und es stellte sich die Frage, ob die
Ausbeute noch weiter gesteigert werden kann oder ob das Edukt durch
Nebenreaktionen verbraucht wurde. Als Standard Analytikmethode kam eine
isokratische und auf lonenpaarchromatographie basierende HPLC Methode
zum Einsatz. Mit dieser einfachen und 8 Minuten schnellen TFA-HPLC
Analytik war es aber nicht moglich p-Alanin-Amind und B-Alanin in Gegenwart
von hohen Uberschissen an Histidin zu detektieren. Deshalb wurde eine
weitere Methode entwickelt, mit der das Edukt und auch die Nebenprodukte
detektierbar sein sollten. Diese basierte auf der Derivatisierung der
Aminosauren durch Dimethylaminobenzolsulfonylchlorid (DABS-CI) und
Auftrennung mit einem Gradientensystem aus Acetonitrii und Wasser.
Abbildung 24 und Abbildung 25 zeigen typische Chromatogramme beider
Methoden.
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Abbildung 24:

Beispielchromatogramm einer mit der TFA-Methode analysierten Probe. Als Saule diente
eine Nucleodur Pyramid C18 Saule, die hohe Stabilitaten auch mit wassrigen Eluenten zeigt.
Die Elution erfolgte mit 0,1%(v/v) Trifluressigsaure (TFA) in Wasser bei 10°C.
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Abbildung 25:

Beispielchromatogramm einer mit der DABS-CI-Methode analysierten Probe.

Mit der DABS-CI Methode und zusatzlichen Standards, die von der EMC
synthetisiert und bereitgestellt wurden, war es daraufhin maoglich, den
Reaktionsfortschritt wahrend der Carnosinsynthese detaillierter zu verfolgen.
Dabei zeigte sich, dass bereits nach zehnminutiger Reaktion 80% des f-
Alanin-Amids verbraucht war, aber erst nach 180 Minuten das
Carnosinmaximum auftrat. Aus B-Alanin-Amid werden die Amid-Di- und
Trimere als Intermediate gebildet und ein Teil des ,spateren® Carnosins wird
aus diesen Nebenprodukten synthetisiert. Das System verliert durch diese
Nebenreaktionen einen Teil seiner Amid-Aktivierung. Zum Zeitpunkt des
Carnosinmaximums waren nur noch die drei Nebenprodukte B-Alanin, -Ala-
B-Ala-His-OH und pB-Ala-B-Ala-OH detektierbar, die keine Aktivierung
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(Amidgruppe) mehr trugen. B-Ala-OH und B-Ala-p-Ala-His-OH machen
gemeinsam einen Anteil von mindestens 20% des eingesetzten B-Alanin-
Amids aus und erklaren zum Teil die geringen Carnosinausbeuten, in diesem
Experiment ca. 30%.
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Abbildung 26:

Konzentrationsverlauf aller bekannten Komponenten bei der Carnosinsynthese Uber die Zeit.
Die Konzentrationen von p-Ala-NH, und B-Ala, sowie die Konzentration von p-Ala-p-Ala-NH;
bis einschlief3lich 60 Minuten Reaktion wurden mit der DABS-CI| Methode bestimmt. Alle
anderen Konzentrationen wurden mit der TFA-Methode aufgenommen. Die Reaktion wurde in
100 mM Carbonatpuffer, pH 10 durchgefiihrt. Die Reaktion wurde bei 37°C und Substrat-
konzentrationen von 50 mM B-Alanin-Amid und 250 mM Histidin durchgefihrt.

Die DABS-CI Methode bedurfte einer weiteren Optimierung zum besseren
Schlielen der Massenbilanz, aber die darauf basierenden Ergebnisse
konnten zeigen, dass die Nebenreaktionen und Hydrolyse des B-Alanin-Amids
die Ausbeuten stark verringern.

4.9.8 Modellierung der Reaktion mit  einem vereinfachten
Reaktionsmodell (TU Dortmund)

In einer theoretischen Betrachtung wurde versucht, die zu erwartenden
Produktverlaufe in einem stark vereinfachten Modell zu beschreiben.

k1 k2
B-Alanin-Amid + Histidin = Carnosin + NH3 - B-Alanin + Histidin + NH3

Dabei kann die DmpA katalysierte Reaktion unter der Annahme eines hohen

Histidinuberschusses und damit nahezu konstanter Histidinkonzentration
wahrend der Reaktion als eine Folgereaktion 1. Ordung betrachtet werden,

46



bei der aus B-Alanin-Amid Carnosin als Intermediat gebildet wird. Abbildung
27 zeigt Kurvenschare zum Kinetikmodell bei unterschiedlichen Verhaltnissen
der Geschwindigkeitskonstanten.
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Die in Batch Versuchen beobachteten Carnosinverlaufe ahneln den Verlaufen

aus Abbildung 27a mit einem Verhaltnis der Geschwindigkeitskonstanten von
1, was ahnliche Geschwindigkeitskonstanten fur Synthese und
Hydrolysereaktion bedeutet (vgl. Abbildung 42). In einem etwas erweiterten
Modell ~wurde ein  Verhadltnis der  Geschwindigkeitskonstanten
(Synthese/Hydrolyse) mit 0,97 ermittelt

Aus dieser theoretischen Betrachtung ergibt sich weiterhin, dass der Zeitpunkt
des Carnosinmaximums nur von der Enzymkonzentration, aber nicht von der
Start-Eduktkonzentration abhangt, wahrend die HoOhe des maximalen
Carnosintiters direkt von den anfanglichen Eduktkonzentrationen abhangt.

—B-Alanin-Amid + Histidin —Carnosin B-Alanin + Histidin —@-Alanin-Amid + Histidin —Carnosin B-Alanin + Histidin
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Abbildung 27:
Typische Kurvenverlaufe von Folgereaktionen 1. Ordnung bei Variation der
Geschwindigkeitskonstanten von Hin- und Rickreaktion.
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Betrachtet man das einfache Modell, so wird deutlich, dass die
Gesamtreaktion sehr komplex ist und viele Nebenreaktionen auftreten. Das
einfache Modell zeigt jedoch auch, dass das Verhaltnis von Synthese- und
Hydrolysereaktion (k1/k2) und damit die Katalysereaktion selbst nicht einfach
zu verstellen sein wird. Am ehesten konnte dies durch pH-Wert Variation oder
Enzyme Engineering moglich sein, bei dem das Enzym weniger leicht fur ein
zweites pB-Alanin-Amid oder fur Wasser zur Hydrolyse zuganglich sein konnte.
Auch durch eine optimierte Prozessfihrung, bei der die B-Alanin-Amid
Konzentration stets sehr gering gehalten wird, kdnnte die Ausbeute gesteigert
werden. Eine einfache Zufutterung von B-Alanin Amid im Ruhrkessel (Fed-
Batch) genugt hierzu jedoch nicht, da die Carnosinausbeute bei steigender
Carnosinkonzentration sinkt. Dafur kénnte eher ein Reaktor mit
Pfropfenstromung und Zufltterung von B-Alanin-Amid in  geringen
Konzentrationen geeignet sein.

4.10 Verwendung von Ganzen Zellen zur Synthese von Carnosin (TU
Dortmund)

Zur weiteren Optimierung der Carnosinsynthese in Bezug auf
Wirtschaftlichkeit und Umweltfreundlichkeit wurde eine alternative
Synthesemethode fur Carnosin mittels Ganzer Zellen in Betracht gezogen.
Diese Synthesemethode flr Carnosin wurde als geeignet eingeschatzt, da die
als Substrat dienenden p-Peptide nur durch B-Aminopeptidasen umgesetzt
werden konnen und somit keine kompetitiven oder storenden Reaktionen
durch die Zellen angenommen wurden. Ein wesentlicher Aspekt war
aulerdem, dass durch diese Methode die Aufreinigung der Enzyme entfiel. Im
Folgenden  wurden die einzelnen  Stamme  hinsichtlich  ihrer
Syntheseeigenschaften fur Carnosin charakterisiert und der geeignete Stamm
fur ein Up Scale im Fed-batch Prozess herausgestellt.

4.10.1 Hydrolyseaktivitat der Produktionsstdmme

Tabelle 14 zeigt die Stamme, die hinsichtlich ihrer Hydrolyseaktivitat
untersucht wurden. Zunachst wurden die Produktionsstamme in
Komplexmedium herangezogen und bei Bedarf fur vier Stunden induziert.
Anschlieend wurde ein Teil der Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen.
Darauf fand die Aktivitatsanalyse sowohl der ganzen Zellen als auch des
Zellaufschlusses im Aktivitatsassay mit 100 mM Natriumcarbonat-Puffer bei
pH 10 statt.
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Tabelle 14:
Hydrolyseaktivitdten der Ganzen Zellen und deren Zellaufschlisse im Vergleich.

Hydrolyseaktivitat? Hydrolyseaktivitat® Verhaltnis*
Produktionsstamm Ganze Zellen Zellaufschluss GanzeZellen/Zellaufschluss
[U/gcow] [U/gcow] [%]
E. coli BapA 1 3 36
P. putida BapA 7 20 36
P. pastoris BapA (opt) 3 19 17
E. coli DmpA 42 110 38
E. coli DmpA (opt) 71 171 42
P. putida DmpA 208 554 38
P. pastoris DmpA 4 22 19

Die in Tabelle 14 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass alle
Produktionsstamme eine Hydrolyseaktivitat im Aktivitatsassay aufweisen. Des
Weiteren wird deutlich, dass die Hydrolyseaktivitat in allen Fallen in Ganzen
Zellen geringer als im Zellaufschluss ist. Dies lasst sich durch die Tatsache
erklaren, dass durch die Zellstruktur in Ganzen Zellen wahrscheinlich eine
Transportlimitation durch die Zellmembran vorlag. Hier fallt besonders auf,
dass das Verhaltnis der Aktivitaten bei Hefen deutlich geringer ist, was
vermutlich auch auf die Zellmembran zurlck zu fuhren ist. Es liegt die
Vermutung nahe, dass die Hefemembran durch die Synthesebedingungen bei
pH 10 deutlich weniger belastet werden, als die der Bakterien und somit eine
grolRere Barriere fur den Transport darstellt. Trotz dieser Beobachtung
gewahrleisten die Bakterien eine intakte Zellstruktur zur Immobilisierung der
Enzyme (siehe 4.10.4). Das leicht erhdhte Verhaltnis beim E. coli Stamm mit
dem optimierten DmpA lasst sich aufgrund des Expressionsmechanismus
erklaren: hierbei wurde ein Expressionsvektor (pET-26b(+)) gewahlt, der
einen Transport des Enzyms ins Periplasma realisiert (ca. 10% im
Periplasma, 90% im Cytosol), wodurch das hier auftretende hohere Verhaltnis
zu erklaren ist.

4.10.2 Carnosinsynthese mittels Ganzer Zellen

Zunachst wurde bei Raumtemperatur und pH 10 evaluiert, ob die Stamme -
Alanin-NH; und Histidin zu Carnosin umsetzen. Die in Tabelle 15 angegeben

2 Hydrolyseaktivitat im Aktivitatsassay unter Verwendung Ganzer Zellen
3 Hydrolyseaktivitat im Aktivitatsassay des Zellaufschlusses der in 2 verwendeten Zellen
* Verhaltnis der Aktivitit Ganzer Zellen zum Zellaufschluss
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Ausbeuten beziehen sich wie in dem gesamten Bericht auf das
kostenintensivere Substrat B-Alanin-NH..

Tabelle 15:
Carnosinausbeuten der Stamme E. coli DmpA, P. putida DmpA, P. putida BapA und P.
pastoris BapA bei einer eingesetzten Aktivitat von 0,05 U/mL.

Produktionsstamm Hydrolyseaktivitat Carnosinaktivitat Verhaltnis Ausbeute®
[U/gcow] [U/gcow] [%] [%]

E. coli BapA 1,0 0,2 21 18

P. putida BapA 6,7 1,6 24 16

P. pastoris BapA (opt) 3,2 0,1 4 3

E. coli DmpA 40,1 11,8 29 22

E. coli DmpA (opt) 69,4 28,5 41 26

P. putida DmpA 2229 63,6 28 20

P. pastoris DmpA 4,2 0,5 11 13

Die Ergebnisse zeigen, dass alle ausgewahlten Stamme Carnosin bilden,
jedoch die P. pastoris Stamme die geringsten Ausbeuten (BapA 3%, DmpA
13%) hatten. In der Theorie sollte jedoch das Verhaltnis der Hydrolyseaktivitat
zur Carnosinaktivitat bei den einzelnen Enzymen konstant sein, was jedoch
nicht beobachtet werden konnte. Eine mogliche Erklarung fir die
Beobachtung konnte erneut eine Transportlimitation bzw. die Lokalisation des
Enzyms sein, wobei hier vor allem die Verweilzeit des gebildeten Carnosins in
der Zelle Einfluss auf die Ausbeute haben koénnte. Die Stdmme wurden
anschlief3end intensiv unter verschiedenen Prozessbedingungen untersucht,
um die gunstigsten Parameter fur die jeweiligen Stamme zu bestimmen.

4.10.3 Optimierung der Prozessparameter zur Carnosinsynthese mittels
Ganzer Zellen

Bei der Optimierung der Prozessparameter wurde der Einfluss der folgenden
Parameter auf die Carnosinsynthese untersucht: pH, Temperatur,
Induktionszeiten und Substrat.

Es werden hier exemplarisch die Ergebnisse fur den E. coli Stamm zur
Synthese von DmpA (optimiert) erlautert, da dieser zum Schluss auch zum
Up Scale der Synthese verwendet wurde und sich im Anschluss der
Charakterisierung als geeigneter Stamm herausstellte. Es wurden jedoch alle
Stdmme in Bezug auf die oben genannten Parameter hin untersucht.

® Bezogen auf das Subtrat p-Ala-NH,
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Variation der Induktionszeit

Der Einfluss der Induktionszeit auf die spezifische Aktivitat und die
Carnosinsynthese wurde gepruft. Die Entwicklung der spezifischen Aktivitat
bei Variation der Induktionszeit ist in Abbildung 28 aufgezeigt. Wie zu
erwarten liegt eine Zunahme der spezifischen Aktivitat mit der Zunahme der
Induktionszeit vor. Die spezifische Aktivitat steigt von 0,025 U/mgcpw nach
einer Induktionszeit von 1h auf 0,47 Umgcpw nach 6 h Induktion.
AnschlieRend wurden diese Zellen zur Carnosinsynthese verwendet, um den
Einfluss der Zellkonzentration auf die Carnosinsynthese zu untersuchen. Die
eingesetzte Aktivitat war in diesem Experiment stets gleich (0,05 U/mL). Der
zeitliche Verlauf der Carnosinausbeute wahrend der Synthese ist in Abbildung
29 veranschaulicht.

0.5 4

0.4 4

0.3 4

0.2+

Specifische Activitat [U/mg, 1

0.1+

0.0
1h 2h 3h 4h 6h
Induktionszeiten

Abbildung 28:
Aufgetragen ist die spezifische Aktivitat in Abhangigkeit der Induktionszeit im Aktivitatsassay.
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Abbildung 29:
Die gemessene Ausbeute im zeitlichen Verlauf bei dem Einsatz von Zellen, die
unterschiedlich lange induziert wurden.
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Es besteht ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der eingesetzten
Zellkonzentration und der Synthesegeschwindigkeit. Je hoher die Zelldichte
war -oder anders formuliert: je kirzer die Zellen induziert worden sind-, desto
schneller lief die Reaktion ab. Dies ist moglicherweise durch das Verhaltnis
der Substratkonzentration in der Zelle zur BapA Konzentration zu erklaren.
Die geringen Abweichungen der Maxima, sind vermutlich durch die Intervalle
der Probennahme, wodurch eine exakte Bestimmung des Maximalwertes
nicht moglich ist, begrindet. Im weiteren Verlauf wurde aufgrund der oben
erlauterten Beobachtung eine Induktionszeit von 4 h gewahilt.

Temperatureinfluss
Der Einfluss der Temperatur bei der Synthese von Carnosin durch E. coli

DmpAsyn  wurde untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 30
veranschaulicht.
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Abbildung 30:
Die spezifische Aktivitat des Stammes E. coli mit DmpA in Abhangigkeit der Temperatur.

Der erwartete exponentielle Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeit in
Abhangigkeit der Temperatur nach der Arrhenius Formel ist zu beobachten.
Die Ausbeuten bei unterschiedlichen Synthesetemperaturen, in Abbildung 31
dargestellt, unterscheiden sich. Die maximale Ausbeute bei dem
Syntheseansatz mit einer Temperatur von 30°C betragt 25,5%, bei 30°C ist
die Ausbeute 20,5% und bei 37°C liegt eine Ausbeute von 23% vor. Eine
Tendenz hoherer Ausbeute bei hdheren Temperaturen ist zu erkennen. Bei
symmetrischer Messpunktverteilung vor und nach der maximal gemessenen
Ausbeute ist die Nahe zur realen maximalen Ausbeute wahrscheinlich.
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Abbildung 31:
Synthesen bei unterschiedlichen Temperaturen von 21°C, 30°C und 37°C.

Bei Betrachtung der Ausbeutekurve der Synthese bei 37°C fallt jedoch eine
stark asymmetrische Verteilung der Messpunkte vor und nach der maximal
gemessenen Ausbeute auf. Hier ist die reale Ausbeute vermutlich héher und
liegt somit im Bereich der maximalen Ausbeute bei der Temperatur von 30°C.

Einfluss des pH-Wertes
Als nachstes fand eine Betrachtung des pH-Wert Einflusses auf die Ausbeute
von Carnosin und Nebenprodukten bezogen auf p-Alanin-NH; statt.

304 [ Carnosin

| I Nebenprodukte

Ausbeute [%]

pH 8 pH 9 pH 10 pH 10,5
Abbildung 32:

Die auf B-Alanin-NH, bezogenen Ausbeuten zu Carnosin und den Nebenprodukten in
Abhangigkeit unterschiedlicher pH-Werte.

In Abbildung 32 ist zu sehen, dass die Ausbeute der Nebenprodukte mit
steigendem pH-Wert von 14,9% bei pH 8 auf 28,6% bei pH 10,5 steigt. Die
Ausbeute an Carnosin stieg zunachst von pH 8 bis pH 10 von 9,5% auf 23%.
Bei weiter steigendem pH-Wert auf pH 10,5 stagnierte die Ausbeute. Der
Vergleich der Quotienten ergab hierbei das Optimum bei pH 10 mit einem
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Verhaltnis von 0,86 zwischen Carnosin und den Nebenprodukten. Da die
Nebenproduktbildung mit hdherem pH-Wert und die Produktbildung bis pH 10
stiegen, kann eine Reduktion der Hydrolysegeschwindigkeit bei steigendem
pH Wert angenommen werden.

Verhaltnis zwischen Histidin und -Alanin-NH-»

Der Wahl des Substratverhaltnisses liegen zwei Uberlegungen zu Grunde:
Durch Erhohung des Verhaltnisses von Histidin zu B-Alanin-NHz kann das
Gleichgewicht auf die Seite des Produkts Carnosin verschoben werden, denn
durch eine hohere Konzentration an Histidin ist die Synthese der Edukte
gegenuber der Hydrolyse des Produkts Carnosin bevorzugt. Bei Betrachtung
des Nebenproduktspektrums in Abbildung 33 fallt auf, dass die
Nebenprodukte aus der Reaktion von zwei B-Alanin-NH2 Molekullen
entstehen.
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8-Ala--Ala-His-OH

—&— Carnosin —d— B-Ala-p-Ala-NH2 A— B-Ala-B-Ala-OH
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Abbildung 33:

Der zeitliche Verlauf der Konzentrationen an Carnosin und Nebenprodukten bei einem -
Alanin-NH, zu Histidin-Verhaltnis von 10/50.

Zunachst entsteht das Nebenprodukt B-Ala-B-Ala-NH,, welches nach 45 min

abnimmt. Bei sonst konstanten Bedingungen ist eine Limitierung der Bildung
durch B-Alanin-NH; wahrscheinlich. Das Nebenprodukt reagiert weiter zu den

54



Nebenprodukten B-Ala-B-Ala-B-Ala-NH, durch Addition eines weiteren [3-
Alanin-Amids, aber auch durch Reaktion mit Histidin zu B-Ala-p-Ala-His-OH.
B-Ala-B-Ala-OH entsteht durch die Kopplung von B-Ala-NH; mit 3-Ala-OH, das
wiederum durch die Hydrolyse von B-Ala-NH2 direkt zu Reaktionsbeginn
gebildet wird. Es liegt somit nahe das Verhaltnis von Histidin zu 3-Alanin-Amid
stark zu erhdhen um die Wahrscheinlichkeit der Reaktion von B-Alanin-NH-
mit Histidin ansteigen zu lassen und mogliche Nebenreaktionen zu
unterdrucken.
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Abbildung 34:

a) Die Selektivitat in Abhangigkeit von den Substratverhaltnissen. Die Berechnung der
Selektivitat wurde bei einer Carnosinkonzentration von 2,5 mM durchgefihrt. b) Die
maximalen Ausbeuten in Abhangigkeit des Histidin zu B-Alanin-Amid-Verhaltnisses von
50/10, 250/50, 250/10 und 250/5.

Die Ergebnisse in Abbildung 34a) zeigen eine deutliche Zunahme der
Selektivitat mit steigendem Histidin zu p-Alanin-NH2 Verhaltnis. Die
Selektivitat steigt hier von ca. 0,2 bei einem Verhaltnis von 50/10 und 250/50
auf 0,5 bis 0,58 bei 250/10 bzw. 250/5. Die Ausbeuten bei einem Verhaltnis
von 250/10 und 250/5 sind mit 49% und 58% am Hochsten (Abbildung 34).
Bei einem Verhaltnis von 250/5 werden die Nebenprodukte in geringerem
Ausmall gebildet und die Hydrolyserate ist durch die niedrige
Carnosinkonzentration relativ langsam (Abbildung 35)
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Abbildung 35:

Konzentrationsverlauf des Carnosins und der auftretenden Nebenprodukte bei einem Histidin
zu B-Alanin-NH, Verhaltnis von 250/5. Die Synthese der vorliegenden Abbildung wurde mit
einer Aktivitat von 0,2 U/mL bei 30°C und pH 10 durchgefihrt.

Im Vergleich zu dem Produktspektrum bei einem Verhaltnis von 50/10
(Abbildung 33) liegen bei dem Verhaltnis 250/5 bei hoheren
Carnosinkonzentrationen wesentlich weniger und niedrigkonzentrierte
Nebenprodukte vor. Das Substrat Histidin ist wesentlich kostenginstiger als
B-Alanin-NHz und kann im Downstream-Prozess zuriickgewonnen werden, so
dass hohe Konzentrationen einen geringen Kostenfaktor bedeuten. Die
Aufreinigung sehr ahnlicher kurzer Peptidmolekule ist meist nur unter hohem
Aufwand moglich. Da die Ausbeute zudem sehr hoch ist, wurde die Synthese
im Fed-batch Prozess zur Steigerung des Produkttiters bei einem Histidin zu
B-Alanin-NH; Verhaltnis von 250/5 etabliert.

4.10.4 Stabilitat der Zellsuspension

Die Aktivitdt im Uberstand der Zellsuspension wurde tberprift. Hierzu wurde
dem Syntheseansatz wahrend der Synthese Zellsuspension entnommen. Die
Zellsuspension wurde zentrifugiert und die Aktivitat im Uberstand des
Mediums bestimmt. Als Referenz wurde die Aktivitat der Zellsuspension
gemessen.
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Abbildung 36:
Vergleich der Aktivitat im Uberstand mit der Aktivitat der Zellsuspension.

Die Abbildung 36 zeigt geringe Aktivititen im Uberstand in Relation zur
Zellsuspension. Die sehr geringe Aktivitat im Uberstand, lieR auf freie Enzyme
schliel3en. Die freien Enzyme kénnten geringfligig bei der Resuspension der
Zellen durch mechanischen Aufschluss entstehen. Ein Lysieren der Zellen
durch die Synthesebedingungen bei pH 10 ist eher unwahrscheinlich, da die
Aktivitat im Uberstand nahezu konstant bleibt.

4.10.5 Carnosinsynthese im Fed-Batch Prozess

Die Ganzzellbiokatalyse zur Produktion von Carnosin wurde zur Steigerung
des Produkttiters in einem Fed-Batch Prozess durchgefuhrt. Der Steigerung
des Produkttiters muss die Ausbeutereduktion durch die starke Hydrolyse
gegenubergestellt werden, da hohere Konzentrationen an Carnosin die
Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolysereaktion steigern. Die
Konzentrationen an p-Alanin-NH, und Histidin im Reaktor wurden uber
separate Feedzulaufe konstant gehalten. Die Berechnung ist exemplarisch im
nachfolgenden erlautert. Die Volumenstrome mit den bendtigten
Konzentrationen an p-Alanin-NH2 und Histidin wurden aus den zuvor
durchgefuhrten Batch-Versuchen bestimmt. Aus den
Reaktionsgeschwindigkeiten zu Produkt und Nebenprodukten kann hier der
Substratbedarf berechnet werden. Die Reaktionsgeschwindigkeiten ergeben
sich aus den Steigungen der Konzentrations-Zeit-Verlaufe die nachfolgend
aufgefuhrt sind. Die Hydrolysegeschwindigkeit wurde durch die Steigung der
abfallenden  Carnosinkonzentration bestimmt, die Reaktionen der
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Nebenprodukte zu Carnosin sind hier berucksichtigt. Ein Substratverhaltnis
von 250 mM Histidin zu 5 mM B-Alanin-NH, wurde Uber die Feedzulaufe
konstant gehalten. Die Reaktion wurde bei 30°C, pH 10 und einer Aktivitat
von 0,05 U/mL in 180 mL Reaktionsvolumen durchgefuhrt.

——Carnosin  —l=[-Ala-B-Ala--Ala-NH2 B-Ala-B-Ala-His-OH

Konzentrations-Zeit-Verlaufe von Carnosin und den entstehenden Nebenprodukten im

Konzentrationsverlauf des Produktes Carnosin bei einem Verhaltnis von His-OH zu p-Ala von
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Abbildung 37:

linearen Bereich bei einem His-OH/B-Ala-NH, Verhaltnis von 250/5.
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Abbildung 38 zeigt eine maximale Carnosinkonzentration von 7,8 mM nach
240 min Synthese. Die Feedzufuhr wurde nach 240 min gestoppt. Es liegt hier
eine nahezu konstante Reaktionsgeschwindigkeit von ca. 0,86 mmol/h vor.
Das einzige entstehende Nebenprodukt ist B-Ala-p-Ala-His-OH welches sehr
wahrscheinlich aus Carnosin gebildet wird. In einem Syntheseansatz mit
Carnosin und p-Alanin-NH, ohne Histidin, entstand neben geringen Mengen
an B-Ala-p-Ala-OH im Wesentlichen das Nebenprodukt p-Ala-p-Ala-His-OH.
Dieses Ergebnis, welches hier nicht prasentiert wird, stutzt die These das f3-
Ala-B-Ala-His-OH aus Carnosin entstanden ist. Die Nebenprodukte, die aus
der Reaktion zweier Moleklle des B-Alanin-Amids resultieren, sind nicht
vorhanden. Carnosin liegt in Konzentrationen von 3,8 mM nach 30 min bis
7,8 mM nach 240 min vor und steigt in diesem Zeitraum linear an. Die
Ausbeute fallt hier bedingt durch die steigende Hydrolysegeschwindigkeit von
61% auf 58%. Der steile Anstieg der Carnosinkonzentration zu Beginn der
Synthese ist zum einen bedingt durch eine nicht vorhandene Hydrolyse und
zum anderen ist eine Limitierung durch B-Alanin-NH; nicht auszuschliel3en.
Absolut wurde hiermit somit am Maximum eine absolute Carnosinmenge von
0,32 g erreicht, was einer Konzentration von 1,75 g/L entspricht. Eine weitere
Steigerung der Carnosinmenge ware insofern im Fed-batch Prozess durchaus
realisierbar.

4.10.6 Zusammenfassung der Ganzzellbiokatalyse

Der Stamm E. coli mit optimierten DmpA wurde auf Basis der erzielten
Ergebnisse als geeigneter Stamm zur Optimierung der Prozessbedingungen
und einer anschliellenden Umsetzung im Fed-batch Prozess selektiert. Durch
die Optimierung konnten gleichzeitig die Ausbeuten wesentlich gesteigert und
die Produkttiter erhoht werden. Zudem war es moglich, dass
Nebenproduktspektrum deutlich zu reduzieren. Des Weiteren wurde ein Fed-
batch Prozesses etabliert, mit dem die Synthese grolierer Mengen Carnosin
realisiert werden kann. Geeignete Ausbeuten und Produkttiter kdnnen nur
uber eine Wirtschaftlichkeitsrechnung ermittelt werden. Der Ergebnisse
zeigen die Moglichkeiten und Ansatze zur Optimierung des Reaktionssystems
und der Erweiterung der biotechnologischen Plattform zur Produktion von -
Peptiden auf.

4.11 Up-Scaling der Carnosinsynthese (TU Dortmund)

Folgendes Reaktionsschema diente als Grundlage fur die Prozessentwicklung
und des Up-Scalings der Carnosinsynthese-Reaktion:
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Schema 4:
Enzymatische Carnosinsynthese aus p-Alanin-Amid und Histidin mittels DmpA.

Die Reaktion basiert auf der kinetisch Kkontrollierten Peptidsynthese
ausgehend von einem aktiviertem Substrat (B-Alanin-Amid) unter Bildung des
Intermediats Carnosin, welches weiterreagiert und zu den freien Aminosauren
hydrolysiert wird. Bei der Betrachtung des Gesamtprozesses ist es daher
wichtig, die Enzymreaktion im Carnosinmaximum abzustoppen bzw. das
gebildete Carnosin kontinuierlich aus dem Prozess zu entfernen oder das
Enzym aus der Reaktionsldsung abzutrennen.

Dies kann auf verschiedene Arten erreicht werden:

e (Inreversibles Inaktivieren des Enzyms (pH, Temperatur etc.)

o Ausfallen des Produkts im Reaktor

e Abtrennen von Enzym und Reaktionsldésung durch Immobilisierung

e Abtrennen von Enzym und Reaktionslésung durch Ultrafiltration

In den nachfolgenden Kapiteln werden Ergebnisse zur Enzymabtrennung
mittels Immobilisierung und Ultrafiltration von DmpA vorgestellt.

4.11.1 Immobilisierungsversuche

Immobilisierung an feste Trager bietet eine einfache und schnelle Moglichkeit,
um das Enzym von der Reaktionslosung bei  maximaler
Carnosinkonzentration abzutrennen. Auch liee sich dadurch das Enzym fur
Synthesen wiederverwenden.

Deshalb wurde versucht, DmpA an verschiedenen Enzym-Trager-Materialien
(Sepabeads® von Resindion, Eupergit® von Evonik) kovalent oder absorptiv
zu immobilisieren

Trotz sehr umfangreicher Bemihungen gelang es nicht, mehr als 2,5% der
eingesetzten Aktivitat auf den getesteten Tragern zu erhalten, obwohl mittels
Bradford Proteinmessungen und SDS-PAGE Analyse des Uberstands gezeigt
werden konnte, dass bis zu 95% des eingesetzten Proteins gebunden wurden
(Abbildung 39). Auch unter Variation von pH-Wert, Temperatur, lonenstarke
konnten kaum Verbesserungen erreicht werden. Generell war die adsorptive
Bindung von DmpA an die Tragermaterialien hoher als die kovalente.
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Aufgrund der hohen, aber nicht naher untersuchten Aktivitatsverluste des
Enzyms wurden weitere Versuche zum Enzymrecycling mittels Ultrafiltration
durchgefuhrt (4.11.4).
Tabelle 16:
Ubersicht verschiedener getesteter Sepabeads®-Carrier. Standard GroRe: 150-300 pym,
Mittlere GroRe: 200-600 um, Durchschnittlicher Porendurchmesser 30-40 nm (Quelle,
Resindion Datenblatt http://www.resindion.com/sepabeadsec/sepabeadsecPl.html)

Functional
Product Name Functional Group Group
Density
Sepabeads® Ov-\v% min. 1% (dry)
EC-EP = 0.4 % (wet)
Epoxy
OH
Sepabeads® Q"“‘“J"E' W S S min. 0.5% (dry)
EC-HFA o =0.2 % (wet)
Amino- Epoxy
Sepabeads® Qr—"\,f““-_- min. 0.6
EC-EA mmol/g wet
Ethylamino
Sepabeads® O~~~ NH, min. 0.7
EC-HA mmol/g wet
Hexamethylaminc
® —_— :
Sepabeads O . min. 0.2
EC-Q1A mmol/g wet
CQuaternary Ammonium
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Abbildung 39:

Berechneter Anteil an gebundenem Protein an verschiedenen Tragermaterialien. Die
Rechnung basierte auf dem verbliebenen Proteinanteil im Uberstand der
Immobilisierungsldsung.
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4.11.2 Batch-Versuche

Zunachst wurde die Synthesereaktion (Schema 4) in 10 ml Batch-Versuchen
weiter charakterisiert, bevor in einem Up-Scaling mehr als 1 g Carnosin
synthetisiert werden sollte. Abbildung 40 zeigt den Zusammenhang zwischen
Carnosinausbeute  und  Carnosintiter in  Batch  Versuchen bei
unterschiedlichen Startkonzentrationen und molaren Verhaltnissen der Edukte
B-Alanin-Amid und Histidin. Hohe Syntheseausbeuten von 50% lassen sich
nur erreichen bei HistidinUberschissen von 25-50 zu 1. Gleichzeitig ist es
jedoch nicht mdglich, im Satzbetrieb so auch maximale Produkttiter (bis zu
20 mM, 4,5 g/l) zu erzielen.
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Abbildung 40:

Zusammenhang zwischen Carnosinausbeute und Carnosintiter bei unterschiedlichen
Startkonzentrationen und Verhaltnissen von B-Alanin-Amid und Histidin im Satzreaktor. Das
Wertepaar 5/250 gibt an, dass die Anfangseduktkonzentration 5 mM B-Alanin-Amid und 250

mM Histidin betrugen.

Da jedoch hohe Histidiniberschisse ohne ein Histidinrecycling sehr hohe
Kosten und Abfalle verursachen wuirden, wurden zur Prozessentwicklung
Uberwiegend Synthesen mit einem molaren Uberschussverhaltnis von 5 zu 1
gewahlt. Die Carnosinausbeute bewegt sich dabei im Bereich von 20-30%.
Der erzielbare Carnosintiter hangt von der Startkonzentration der Edukte ab
und betragt maximal 20 mM bei 375 mM Histidin und 75 mM B-Alanin-Amid
Startkonzentration. Steigerungen des Titers sind mit einem 5:1
Histidinuberschuss nicht mehr moglich, da bei einer Konzentration von 375
mM Histidin bereits an der Loslichkeitsgrenze vorliegt.

62



4.11.3 Fed-batch

Um einen erhdhten Produkttiter bei einer verhaltnismalig hohen Ausbeute an
Carnosin zu erreichen, wurde eine Fed-Batch Reaktionsfliihrung getestet, bei
der der Acyldonor B-Alanin-Amid in geringen Konzentrationen (6 mM)
nachdosiert wurde. Histidin als Acylakzeptor lag dabei in hohem Uberschuss
vor (150 mM) vor. Ziel war es hierbei, eine konstante Zunahme der
Carnosinkonzentration und damit eine konstante Ausbeute Uber die Zeit zu
erreichen. Abbildung 41 zeigt eine abflachende Zunahme der
Carnosinkonzentration in Abhangigkeit der Reaktionszeit. Ingesamt Uberwiegt
wahrend der gesamten Reaktionsdauer die Carnosinsynthese gegenuber der
Carnosinhydrolyse. Allerdings nimmt die Gesamtausbeute an Carnosin pro
eingesetztem B-Alanin-Amid von 47% auf 30% ab. Aufgrund der stetig
steigenden Carnosinkonzentration kommt es zu einer stetig wachsenden
Zunahme der Hydrolysereaktion, womit sich das Synthese/Hydrolyse-
Verhaltnis verringert. Insgesamt bietet somit die Zufutterungs-Fahrweise
keinen Vorteil gegenuber einem Batch-Versuch, der bei Eduktkonzentrationen
von 35 mM/150 mM gemal’ Abbildung 41 ahnliche Gesamtausbeuten liefert.
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Abbildung 41:
Carnosin-Konzentration (grtiin) und Carnosin-Ausbeute (gelb) wahrend eines Fed-Batch
Versuchs. Rote Pfeile markieren die Zugaben von 6 mM B-Alanin-Amid. Histidin wurde am
Anfang mit einer Konzentration von 150 mM vorgelegt.

4.11.4 Wiederholter Enzymeinsatz

DmpA erwies sich in verschiedenen Versuchen als robustes Enzym. Nach
24 h Inkubation bei 55°C verliert das Enzym seine katalytische Aktivitat nicht.
Auch konnte in einer Versuchsserie gezeigt werden, dass das Enzym nach
Abtrennung mittels Ultrafiltration vierfach erneut in der Synthese
wiedereingesetzt werden konnte (Abbildung 42 und Abbildung 43). Die
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Konzentrationsverlaufe verlaufen sehr ahnlich und der Prozess sehr stabil,

was fur die Vorhersage und das Abstoppen der Reaktion im Maximum
wichtige Voraussetzungen sind.
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Abbildung 42:

Funfmaliger Einsatz von DmpA in der Carnosinsynthese. Nach den einzelnen Batch-
Synthesen wurde das Enzym in der Ultrafiltrations-Ruhrzelle (Amicon 8050) abgetrennt und
fur erneute Synthesen wiederverwendet. Zu Beginn der ersten Synthese wurden 0,38 mg
DmpA (technische Reinheit) den 20 mL Reaktionsansatzen hinzugegeben. Die Reaktion
erfolgte unter Standardbedingungen bei Raumtemperatur, 6 mM B-Alanin-Amid und 30 mM
Histidin. Als Ultrafiltrationsmembran diente eine PM10 Membran aus regenerierter Cellulose
der Firma Millipore (Millipore, Billerica, USA) mit 10kDa MWCO.

Abbildung 43:

Bild (links) und Schema der Amicon-Ultrafiltrationszelle zur Nutzung des Enzyms im
wiederholten Satzbetrieb (“Repeated-Batch”-Enzym Membran Reaktor). Die Amicon-Zelle
vereint Reaktor und Filtrationsmodul (Boden) in einer Zelle. Die Reaktionslésung wird mittels
Uberdruck durch die Membran gepresst und das Enzym verbleibt im Reaktionsraum.

Durch die Moglichkeit des Enzymrecyclings kdnnte die Carnosinsynthese in
kleineren Reaktoren durchgefuhrt werden. Damit lieRen sich einmalig die
Installationskosten eines Reaktors und Aufarbeitungssystems senken und der
Reaktor konnte in einer Produktionskampagne besser ausgelastet werden.
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Zudem konnte so auch dauerhaft der Aufwand und die Kosten der
Enzymproduktion (Fermentation und Aufreinigung) gesenkt werden.

4.11.52.2 g Carnosinsynthese

Das Up-Scale der Carnosinsynthese und die Produktion von mindestens
einem Gramm Carnosin erfolgten aufgrund der ermittelten Prozessstabilitat in
einem Repeated-Batch  Verfahren mit  Enzymrickgewinnung bei
Raumtemperatur. Die Amicon-Ruhrzelle (Abbildung 43) diente als Reaktor
und Ultrafiltrationsmodul. Hierzu wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen
jeweils funf Synthesen zu je 50 ml mit Enzymrecycling durchgeflhrt. An
jedem Tag wurde neues Enzym vorgelegt, jedoch die Filtermembran wurde
fur alle 10 Reaktionen verwendet (Abbildung 44).
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Abbildung 44:

Die Balken geben die Carnosin-Konzentration im Filtrat von zehn Carnosinsynthesen an. Die
rote Kurve gibt die Filtrationszeit wieder. Fur alle Reaktionen wurde ein- und dieselbe
Membran verwendet (regenerierte Cellulose PM10 von Millipore mit 10 kDa MWCO). Enzym
wurde jeweils vor Reaktion 1 und Reaktion 6 neu vorgelegt. Das Reaktionsvolumen betrug
50 ml und das Reaktionsmedium enthielt 50 mM B-Alanin-Amid und 250 mM Histidin in 100
mM Natriumcarbonatbuffer von pH 10. Die eingesetzte DmpA Menge zu Beginn der ersten
und sechsten Reaktion betrug jeweils 7,15 mg technisch reinem Enzym pro 50 mL
Reaktionsansatz. Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur.

4.11.6 Produktivitat der Synthese

Im wiederholten Batch Betrieb mit Enzymrickgewinnung konnten so 2.2 g
Carnosin (20 mM, 500 ml) mit der B-Aminopeptidase DmpA im wassrigen
Reaktionsmedium synthetisiert werden. Die Produktivitat des Prozesses
betrug 0,44 g/lh bezogen auf die reine Reaktionszeit und ca. 0,22 g/lh
bezogen auf die Gesamtzeit aus Synthese und Filtration. Da die eingesetzte
Enzymkonzentration nur 0,15 g/l betrug sollte die Gesamtproduktivitat durch
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Erhdhung der Enzymkonzentration deutlich (bis Faktor 1007?) steigerbar sein.
Hierbei ware allerdings zu beachten, dass das ,Abschalten® der
Synthesereaktion durch Enzymabtrennung mittels Ultrafiltration hinreichend
schnell geschehen muss, um den Carnosintiter maximal zu halten. GroRere
Membranflachen oder eine reversible pH-Absenkung sollten helfen, dies zu
ermoglichen.

Far Histidin zeigt DmpA eine normale Michaelis-Menten-Kinetik mit einem Ky-
Wert von 51 mM und fur B-Alanin-Amid eine Substrathemmungskinetik mit
einem Ky von 1,5 mM und einem Ks von 95 mM. Durch Absenkung der (-
Alanin-Amid Konzentration von 50 mM auf 10 mM wahrend der Batch
Synthese wurde die Produktivitdt nur unwesentlich gesteigert (plus 10-20%),
allerdings auf Kosten des Produkttiters. Die Startkonzentration an Histidin
sollte nicht unter 100 mM gesenkt werden, um die maximale Enzymaktivitat
(Vmax = 40 U/mg) zu gewahrleisten. Carnosin selbst zeigte in Tests bis 64 mM
Konzentration keine Produktinhibierung und damit negativen Einfluss auf die
Aktivitat. Durch eine Steigerung der Temperatur von Raumtemperatur auf
maximal 55°C sollte es mdglich sein, die Aktivitat des Enzyms bis um den
Faktor 4 zu steigern, wie sich aus eigenen Temperatur-Aktivitatsdaten ergibt.

Ausgehend von 0.44 g/lh (10,6 kg/m3d) Syntheseleistung von DmpA kdnnten
so theoretisch Produktivitaten von bis zu 0,44 g/lh x 100 x 4 erreicht werden,
was 176 g/lh oder 4.2 t/m3d entsprechen wurde. Dies zeigt, dass die
Enzymaktivitat von DmpA bereits als Wildtyp-Enzym selbst fur Umsetzungen
im industriellen Malstab geeignet ware. Der Fokus bei der
Prozessoptimierung sollte daher nun die Langzeitaktivitat, optimierte
Reaktionsfahrweise (kontinuierlich) oder auch ein Histidinrecycling umfassen.

Abbildung 45:
Reaktionslésungen aus der Repeated Batch Synthese mit Enzymrecycling in der Amicon®
Filterzelle. Insgesamt enthalten die Falcon Réhrchen ca. 2.2 g an Carnosin in 20 mM
Konzentration (4,5 g/l) und 500 ml Volumen. (Foto: EMC microcollections)

4.11.7 Kontinuierlicher Reaktor

Die in den Repeated-Batch Versuchen gezeigte hohe Prozessstabilitat von
DmpA sollte auf einen kontinuierlichen Prozess Ubertragen werden, bei dem
der Reaktor kontinuierlich am maximalen Arbeitspunkt (Carnosintiter)
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betrieben wird und somit Uber langere Zeitraume eine konstante Produktivitat
liefert. Dadurch lieen sich Rustzeiten vermindern und die kontinuierliche
Produktion bei hoher Produktivitat ermoglichen.

Hierzu wurde ein Enzym-Membran-Reaktor (EMR) aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Rolf Wichmann (Bioverfahrenstechnik, TU Dortmund) getestet
(Abbildung 46). Dieser EMR kombiniert, wie die Amicon-Ultrafiltrations-
Ruhrzelle in Batch Versuchen, Reaktor- und Filtrationseinheit. Das
Reaktorvolumen betragt 10 ml. Als Membran wurden verschiedene NADIR®
Polyethersulfonmembranen mit Ausschlussgrofen von 5, 10 und 20 kDa
eingesetzt.

UNF 1/4% - 28

— Thermostat
Substrat Zufuhr,
Produkt Auslass

UNF 1/¢* - 28 —

Abbildung 46:
Bild (links) und Schema (rechts) des kontinuierlich betriebenen Enzym-Membran Reaktors.

Tracer-Zugaben zur Messung der Verweilzeit ergaben breite, aber
drehzahlunabhangige Antwortkurven. Bei der Carnosinsynthese ware eine
sehr enge Verweilzeitverteilung vorteilhaft, damit alle Volumenelemente den
Reaktor nach der gleichen Reaktionszeit und damit mit maximaler
Carnosinkonzentration verlassen. Das breite Verweilzeitverhalten des EMR
verursachte jedoch im Vergleich zu Batchversuchen mit gleichen
Startkonzentrationen ca. 20% geringere Carnosinausbeuten.

In einem Langzeitversuch zeigte sich nach der Einstellphase uUber einen
Verlauf von 28 Verweilzeiten bei konstantem Fluss und konstanter Drehzahl
eine Abnahme der Aktivitat um 50%. Es konnte gezeigt werden, dass diese
Aktivitatsabnahme unabhangig vom MWCO (5, 10, 20 kDa) der benutzten
Filtermembran ist und keine Enzymaktivitat im Ausfluss detektierbar war. Die
errechnete Enzymerhaltung pro Verweilzeit bewegte sich zwischen 97-98,7%.
Aus Abbildung 48 ist erkennbar, dass die Aktivitatsabnahme von der
Ruhrerdrehzahl und der Beanspruchungszeit im Reaktor abhangig ist. Durch
geanderte Bauform oder Ruhrergeometrie solllte es maoglich sein, den
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negativen Einfluss der Scherbelastung auf die Aktivitat im EMR zu verringern
und die Einsatzzeiten des Enzyms weiter zu steigern. Aul3erdem vereinfachen
konstantere Aktivitaten die Prozessfuhrung und bendtigen ein weniger striktes
,Online-Monitoring“ und weniger Stelleingriffe.
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Abbildung 47:
Carnosinkonzentration Uber die Zeit zur Ermittlung der Langzeitaktivitat im kontinuierlichen
Enzym-Membran-Reaktor. Fir den Versuch wurde eine 10 kDa PES-Membran verwendet.
Die anfangliche Enzymmenge betrug 0,14 mg DmpA (20% rein). Der Feedstrom enthielt 6
mM B-Alanin-Amid und 30 mM Histidin in 100m M Natriumcarbonatpuffer von pH 10 bei 37°C.
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Abbildung 48:

Einfluss der Ruhrerdrehzahl auf Enzymaktivitat im Reaktor. Die Proben wurden aus der Bulk-
Phase des Reaktors entnommen und deren enzymatische Aktivitat bestimmt

68



4.12 Carnosinaufreinigung (TU Dortmund und EMC)

Ausgangspunkt fiur die Entwicklung einer Aufarbeitungsstrategie, um Carnosin
moglichst kostengunstig und umweltschonend aus der Reaktionslosung zu
isolieren, war der Vergleich der Stoffeigenschaften der beteiligten
Komponenten. Aulierdem wurde versucht, grol’e Massenstrome maoglichst
frlhzeitig abzutrennen. Viele Stoffeigenschaften (Tabelle 17) sind auf Grund
der Tatsache, dass es sich entweder um einzelne Aminosauren (B-Alanin-
Amid, B-Alanin oder Histidin) oder kleine Peptide (Carnosin, -Ala-p-Ala-NHo,
B-Ala-B-Ala-OH, B-Ala-B-Ala-p-Ala-NH,, B-Ala-B-Ala-His-OH und hohere
Nebenprodukte) handelt, sehr ahnlich.

Tabelle 17:
Stoffeigenschaften der wichtigsten Reaktionspartner

Komponente Ldoslichkeit in  pl pPK Schmelzpunkt

Wasser  bei [°C|

25 °C [g/kg]
3-Alanin 891,0 n.b. 3,51 10,08 200
F-Alanin- 176,0 n.b. n.b. n.b.
Amid
Histidin 44 7.6  L70 6,04 909 287
Carnosin 322 82 251 6,76 935 2060

Abweichungen hinsichtlich der Loslichkeit und des isoelektrischen Punktes
sollten bei der Aufreinigung ausgenutzt werden, um eine erfolgreiche
Trennung von Carnosin aus der Reaktionslésung zu gewahrleisten und eine
Ruckfuhrung von Histidin zu ermdglichen.

4.12.1 Charakterisierung der Syntheselésung aus der enzymatischen
Carnosin-Synthese (10 parallele Ansatze) (EMC)

In den vom Projektpartner an der TU Dortmund erhaltenen klaren Losungen

aus der enzymatischen Carnosin-Synthese waren keine ungeldsten oder

entmischten Bestandteile enthalten (4.11.5). Der pH-Wert lag bei 10. Die

erwartete Zusammensetzung der Losung wurde anhand der Angaben zu

Ansatz und Synthese-Umsatz berechnet.
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Tabelle 18:
Zusammensetzung der Syntheseldsung aus Ansatz 1.

Ansatz 1 Konzentration Masse pro 1 mL
Carnosin 18,8 mM 4,25mg
B-Alanin-NH, 31,2mM 2,75mg
Histidin 231,2mM 35,87 mg
Na,COs; 100,0 mM 10,60 mg
Enzymldsung abfiltriert (10kDA) -

pH auf 10 eingestellt mit 10 M NaOH

Summe 53,48 mg

Die Masse der gelosten Bestandteile entspricht in etwa dem Erwartungswert
von 267,4mg/5mL Ldsung (Tabelle 18). Die Differenz ergibt sich aus der
Zugabe von NaOH, enthaltenen Salzen, gebundenem CO, und Feuchtigkeit
aus der Luft. Die HPLC-chromatographische Charakterisierung liel die
Aussage zu, dass keine unerwarteten hydrophoben oder langekettigen
Bestandteile enthalten sind.

4.12.2 Adsorptionsversuche zur Aufreinigung der Syntheselésung (EMC)

Fir die Abtrennung des Reaktionsproduktes Carnosin von den
Ausgangsstoffen L-Histidin und B-Alanin-NH, sowie den Nebenprodukten
wurde die Trennung Uber AMBERLITE® XAD-Adsorber-Systeme in Erwagung
gezogen. Die aus einem verbrickten Polystyrol-Divinylbenzol-Copolymer
bestehenden Adsorbentien schienen aufgrund ihrer
Oberflacheneigenschaften (netzartige Makrostruktur mit groler
Porenoberflache, Oberflache 800 m2/g, Porendurchmesser 50-500A / 0,6-
1,8 mL/g, Kapazitat 30-100 mg/mL) fir die Absorption kleiner polarer Molektile
aus wassrigen Phasen zweckmalig. Fur die Versuche wurden sechs
besonders geeignete Adsorbermaterialien ausgewahlt (Tabelle 19).
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Tabelle 19:
Eigenschaften der verwendeten Adsorbermaterialien.

Typ Lieferant Korngrofie Po;?gssu;fh- Einwaage Vgllj?rlllén
XAD-2 Serva 0,05-0,1 mm 90A 0,5¢ 2,0mL
XAD-4 Serva 0,05-0,1mm 150 A 0,59 2,0mL
XAD-7 Serva 0,05-0,1mm 100 A 0,59 2,9mL
XAD-8 Serva 0,05-0,1mm 350A 0,59 2,4mL
XAD-16 Sigma 0,27-0,81 mm 250A 19 1,5mL

XAD-1180 Serva 0,20-1,25mm 450 A 19 1,4mL

Die Adsorber wurden entsprechend den oben angegebenen Mengen
portioniert, konditioniert und anschlie®Bend mit Modell-Losungen von L-
Histidin, B-Alanin-NH, sowie einer verdunnten LOsung der enzymatischen
Syntheselésung aus Ansatz 2 beaufschlagt. Nach der Inkubationszeit wurde
mit Methanol eluiert. Die ermittelte Trockenmasse der Eluate und Adsorbate
wurde den beaufschlagten Substanzmassen gegenlber gestellt. Parallel dazu
wurden die Losungen mit HPLC-ESI-MS vermessen. Unter den eingestellten
Bedingungen (pH-Wert, Salzgehalt) konnte durch die verwendeten
Adsorbermaterialien keine der drei Verbindungen aus der wassrigen Losung
adsorbiert werden.

In einer weiteren Serie von Experimenten wurde die pH-Wert-Abhangigkeit
des Adsorptionsverhaltens betrachtet. Ausgangspunkt dieser Experimente
war die Uberlegung, dass die stark basischen Verbindungen Histidin bzw.
Carnosin an ihrem isoelektrischen Punkt (7,6 bzw. 6,7), d.h. im quasi
ungeladenen Zustand, eine starkere Wechselwirkung mit dem hydrophoben
Adsorbermaterial eingehen.

Exemplarisch wurde dies fir eine gepufferte L-Histidin-Modell-L6ésung und
den am besten geeigneten Adsorber XAD-4 untersucht. Als Elutions-
Losungsmittel wurde das unbedenkliche Ethanol eingesetzt.
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Abbildung 49:
Wiederfindung von L-Histidin in den Eluaten und Adsorbaten.

Ein leichter Adsorptionseffekt ist bei einem pH-Wert von 7 zu erkennen
(Abbildung 49). Eine Absorptionsquote von weniger als 10% ist jedoch fur die
quantitative Abtrennung von Carnosin nicht ausreichend, zumal neben der
Abtrennung der Salzfracht eine vollstandige Trennung der beiden chemisch
sehr ahnlichen Verbindungen Carnosin und L-Histidin angestrebt wird. Somit
hat sich der Weg Uber polymere Adsorbersysteme als nicht effektiv erwiesen.

4.12.3 Carnosin-Fallung mit Zinkhydroxid

Carnosin wird haufig als Zink-Carnosin Komplex vermarktet und Zink-
Carnosin ist physiologisch in geringeren Dosen wirksam als Carnosin.
Deshalb wurde versucht, als direktes Endprodukt Zink-Carnosin durch Fallung
mit Zinkhydroxid herzustellen. Die Komplexierung von Carnosin mit
Zinkhydroxid bei pH-Werten um 6 und Uber 7,5 wurde beschrieben (Baran
2000; Forster und Vahrenkamp 1995). Abbildung 50 zeigt ein ,Monomer* des
Carnosin-Zink-Komplexes nach Baran.
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Abbildung 50:
Vermutete Struktur des Zn(ll)-Carnosin-Komplexes (Baran 2000).

Eine direkte Fallung von Carnosin aus der Reaktionslésung war jedoch nicht
moglich, da der Natriumcarbonatpuffer (100 mM, pH 10) selbst mit
Zinkhydroxid eine Ausfallung verursacht. Die Verwendung von Tris-Puffer (50
mM, pH 8) statt Carbonatbuffer ermdglichte eine Fallung von Carnosin aus
einer reinen Carnosin-Tris-Losung. Die Fallungsreaktion zeigt einen
zweistufigen Verlauf. In der Anfangsphase ist kaum eine Prazipitation zu
beobachten die aber dann, vermutlich mit wachsender ,Polymerléange®,
sichtbar wird. Die Komplexierung lasst sich durch eine Erhdhung der
Temperatur (von 50°C auf 60°C) oder durch eine Erhdhung des Zn(OH); zu
Carnosin Verhaltnisses weiter beschleunigen (Abbildung 51).
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Abbildung 51:
Vergleich der Carnosinfallung mit unterschiedlichen Konzentrationen Zn(OH)2z bei 50°C in
Tris-Puffer, pH 8,0 und 400 UpM.

Die Komplexierung von Carnosin mit Zinkhydroxid wird aber durch die

Anwesenheit von Histidin bereits in 20 mM Konzentration stark vermindert. In
Gegenwart von 8 mM Histidin kdnnen 90% des Carnosins aus der Lésung
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komplexiert werden, bei 20 mM Histidin jedoch nur noch 5%. Aus diesem
Grund ist eine in-situ Produktentfernung aus der Reaktionslosung unter realen
Standardbedingungen mit hohen Histidin-Konzentrationen (>200 mM) nicht
direkt moglich und Histidin muss vor der Zink-Komplexierung abgetrennt
werden.
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Abbildung 52:

Einfluss der Histidin-Konzentration auf den Anteil der Carnosin-Konzentration im Uberstand
der Proben bzw. im Pellet. Die anfangliche Carnosin-Konzentration betrug 40 mM,
Zinkhydroxid wurde im zehnfachen Uberschuss verwendet. Die Reaktion fand in 50 mM Tris-
Puffer (pH 8) statt.

Verteilung von Carnosin [%]

Die Léslichkeit von Histidin in Wasser betragt ca. 15% der Ldslichkeit von
Carnosin in Wasser. Durch Zugabe von hohen Volumenanteilen an Ethanol,
Aceton oder Acetonitril kann die Loslichkeit gesenkt werden und Histidin aus
wassrigen/polaren Losungen auskristallisiert werden, wahrend Carnosin in
den auftretenden Konzentrationsfenstern I8slich bleibt (Abbildung 53).
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Abbildung 53:

Loslichkeit von Histidin (links) und Carnosin (rechts) in VE-Wasser/org. Losungsmittel-
Gemischen bei 25°C.
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Diese Kristallisation sollte am isoelektrischen Punkt von Histidin (pl 7,6)
erfolgen, um die Loslichkeit weiter abzusenken. Versuche mit Testgemischen
aus Histidin in Wasser bzw. Carnosin in Wasser (oder Puffer) konnten zeigen,
dass es so bei einer 80-90% Zugabe von Ethanol (v/v) bei pH 7.7 mdglich ist,
mehr als 93% von Histidin zu kristallisieren und Carnosin zu 100% in Losung
zu halten (Tabelle 20).

Tabelle 20:
Verbleibende Restanteile an Histidin bzw. Carnosin nach Fallung mit unterschiedlichen
Volumenprozenten an Ethanol aus Testldsungen mit 230 mM Histidin plus 20 mM Carnosin in
unterschiedlichen bei verschiedenen pH Werten

pH 7,7 pH 9,0 pH 7,7 pH 9,0
Ethanol His-Anteil (%) His-Anteil (%) | Carnosin-Anteil (%) Carnosin-Anteil (%)
(v/v) im Uberstand  im Uberstand im Uberstand im Uberstand
60 13 34 100 %
70 10 35 100 100
80 7 33 100 100
90 4 22 100 100

Durch Kombination von Ethanol- und Zinkhydroxidfallung sollte eine
fraktionierte Fallung von Histidin und Carnosin maoglich sein. Dazu wurde eine
reale Carnosinsyntheselosung mit DmpA in 50 mM Tris, pH 10 und
anfanglichen Konzentrationen von 50 mM B-Alanin-Amid und 250 mM Histidin
diesem Zwei-Stufenprozess unterzogen.

Nach der Ethanolfallung (90% (v/v)) konnten so in der ersten Stufe 94% des
Histidins (230 mM in der Syntheselésung am Reaktionsende) abgetrennt
werden, wobei Carnosin nicht ausfiel.

Die Zinkhydroxidfallung mit 10fachem molarem Uberschuss an Histidin
konnte ebenfalls 94% des geldsten Carnosins (19 mM in der Syntheselésung
am Reaktionsende) komplexieren. Zusatzlich wurden noch 23% des noch
verbliebenen Histidinanteils nach der Ethanolfallung mitprazipitiert (entspricht
3.3mM aus der Syntheselésung am Reaktionsende), ebenso wie
Nebenprodukte, vor allem B-Ala-p-Ala-His-OH.

¥ Histidin ® Carnosin M Histidin ® Carnosin
100 1o

Kristallisation aus 90 % (v/v)
Ethanol-Losung [%]

Ausfillung mit Zinkhydroxid [%]

Komponente o

Komponente

(a) Kristallisation mit 90 % (%) Ethanol (b) Zinkhydroxid-Fallung

Abbildung 54:
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Ergebnis eines zweistufigen Aufarbeitungsversuches aus einer Carnosinsyntheselésung mit
DmpA in Tris-Puffer pH 10. Die anfangliche p-Alanin-Amid Konzentration betrug 50 mM.
Histidin wurde im fiinffachen Uberschuss verwendet.

(a) 1. Stufe — Fallung mit Ethanol Giber 24 Stunden bei 4°C und pH Einstellung auf 7.6
(b) 2. Stufe — Komplexierung mit Zinkhydroxid in 10fachem molaren Uberschuss bei 60°C fiir
24 h.

Histidin als naturliche Aminosaure sollte im Endprodukt nicht stéren, inwieweit
B-Ala-B-Ala-His-OH oder andere Nebenprodukte weiter abgereinigt werden
mussen, ist bisher nicht bekannt. Eventuell muissten weitere
Aufarbeitungsstufen folgen (z.B. Praparative HPLC).

Zusammenfassend konnte eine mdgliche Carnosinaufreinigung wie folgt

aussehen:

e Carnosinsynthese in Tris Puffer, pH10

e pH Werteinstellung am Ende der Synthese auf pH 7.6-7,7

e Zugabe von Ethanol mindestens (80 v/v) und Ausfallung/Kristallisation von
Histidin > Recycling von 94% des unverbrauchten Histidins

e Zugabe von Zinkhydroxid und Komplexierung und Formulierung von Zink-
Carnosin

¢ Recycling des eingesetzten Ethanols durch Destillation

4.13 Umwelt-Evaluation (TU Dortmund und Eawag)

Der Einsatz von p-Peptidasen in der wassrigen Peptidsynthese sollte am
Beispiel der Carnosinsynthese unter dem Aspekt der Okoeffizienzanalyse
bewertet werden. Zwei Patente von Pfizer (Vinick 1982) und von Lonza
(Hildbrand 2005), die die organisch-chemische Carnosinherstellung
beschreiben, dienten zur Modellierung von Vergleichsprozessen. Die
Jahreskapazitat der Prozesse wurde mit 1 t Carnosin pro Jahr angesetzt. Der
biologische Prozess sollte in einer frihen Entwicklungsphase abgebildet
werden, um bei der Prozessentwicklung innerhalb des Projekts wichtige
Optimierungsparameter fruhzeitig erkennen zu kdnnen. Die Hauptziele der
Evaluierung waren dabei:

e Erste und einfache orientierende Prozesserstellung/-abbildung

e Kenntnis der GrolRenordnung von wichtigen Parametern (Abfallindex etc.)

¢ |dentifizierung von Schwachstellen und Optimierungspunkten

e Vergleich der Prozesse und erste Aussagen

Der Rahmen flr die Evaluierung der drei Prozesse sollte die Synthese
inklusive Aufarbeitung, also von den Edukten bis zum Produkt umfassen, und
nicht den gesamten Lebenszyklus abbilden. Die ,Vorgeschichte* der Edukte
ist in deren Umweltwertung pauschal miterfasst, ebenso die ,Nachgeschichte®
des Carnosins (z. B. Eutrophierungspotential durch Stickstoff). Aufgrund der
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haufig aufwendigen und teilweise mit grol3en Massenstromen verbundenen
Herstellung von Enzymen als Biokatalysatoren wurde die Herstellung des
Biokatalysators separat evaluiert. Hierdurch kann der Einfluss der
Enzymherstellung gegenuber Synthese plus Aufreinigung abgeschatzt
werden. Die detaillierten Arbeitsschritte der einzelnen Verfahren und
Annahmen fur die Modellierung sind im Anhang dieses Berichts aufgelistet
(9.4).

Tabelle 21:
Evaluierungsrahmen der 3 verschiedenen Prozesse

Carnosinsynthese

Chemische Prozesse Biologischer Prozess
Patent Vinick Patent Hildbrand Potentieller
(Pfizer, 1982) (Lonza, 2005) Carnosin Prozess

—————————— Enzymherstellung +
Synthese + Synthese + Synthese +
Aufreinigung Aufreinigung Aufreinigung

Frihphasen- Optimierter

Verfahren 1 Verfahren 2
prozess Prozess

4.13.1 Software und Annahmen

Um die Vergleichbarkeit der verschiedenen Prozesse zu ermoglichen, wurde

eine Software gesucht, die es gestattet, sowohl chemische wie biologische

Prozesse in aquivalenter und ausreichender Tiefe zu modellieren und neben

den Massenstromen (mitsamt Kosten) auch eine Wichtung der eingesetzten

Chemikalien und damit Umweltbewertung ermdglicht. Das Anforderungsprofil

an die Software umfasste somit folgende Punkte:

o Okologische und dkonomische Evaluierung

e Moglichkeit der Frihphasenevaluierung mit geringer Detailtiefe

e Von den Edukten bis zum Produkt (Synthese plus Aufreinigung - aber kein
vollumfassendes Life Cycle Assessment ,from cradle to grave®)

e Abbildbarkeit von chemischen und biotechnologischen Prozessen in
gleicher Tiefe

e Einarbeitungszeit und Bedienbarkeit der Software

e Zeitaufwand und Gesamtkosten der Evaluierung

Tabelle 22 vergleicht verschiedene Softwarepakete. Es zeigte sich, dass sich

die Softwareldsungen in Preis, Modellierungsgrad (Tiefe,
chemische/biologische Prozesse), Gewichtung und bendtigter Vorkenntnisse
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stark voneinander unterscheiden. Die Ergebnisse des Softwarevergleichs
waren Teil der Veroffentlichung von Eiden und Schmid (2008).

Tabelle 22:

Vor- und Nachteile verschiedener Softwarelésungen zur Evaluierung von Prozessen. (Eiden

und Schmid 2008).

Software

Vorteile

Nachteile

Sabento®
(ifu Hamburg GmbH)

+ Okologische, dkonomische
und soziale Bewertung

+ Entwickelt fur
biotechnologische Prozesse
(Fermentation,
Enzymkatalyse)

~+ Okonomische und
Okologische Daten teilweise
hinterlegt

— Limitierte Anzahl an Unit
Operations

SuperPro Designer®

(Intelligen, Inc.)

+ Optimal zur
Prozesserstellung

+ Grosse Anzahl an Unit
Operations hinterlegt

+ Gute grafische Darstellung

— Fehlende 6konomische und
Okologische Daten

— Keine soziale Bewertung

SEE-Balance®
(BASF AG)

+ Okologische, dkonomische
und soziale Bewertung

+ Ganzheitliche Betrachtung
Uber den Produktzyklus

+ Evaluierung wird von
Experten vorgenommen
(Erfahrung + Datenbank)

— Hohe Kosten

EATOS
(Dr. Eissen)

+ Erlaubt einfachen Vergleich
chemischer und
enzymatischer Synthesen

+ Erfasst umweltrelevante
Parameter

+ Kostenlos

— Keine soziale Bewertung

elSankey®
(ifu Hamburg GmbH)

+ Einfache Erstellung von
Sankey-Diagrammen (Fluss-
Diagrammen)

+ Flexible
Visualisierungsmaoglichkeiten

- Keine eigenstandige

Massenbilanzierung/Modellierung

(Verkniipfung mit Excel)

- Keine 6kologische Bewertung

von Flissen und keine
Okoeffizienzanalyse

Zwei

verschiedene

Softwarelésungen wurden flr

die Ermittlung der

Okoeffizienz der Carnosinsynthese-Prozesse verwendet. Zudem wurde Excel
fur einfache Massenbilanzierungen und e!Sankey fur deren graphische
Darstellung eingesetzt.
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e EATOS (Environmental Assessment Tool for Organic Syntheses)

e Sabento® (ifu Hamburg GmbH)

e Excel® (Microsoft, Minchen) und e!Sankey® (ifu Hamburg GmbH) zur
Massen- und Kostenbilanzierung der eingesetzten Materialien.

EATOS erlaubt es als einfache und kostenlose Software, Verfahren anhand
der Synthesegleichungen zu evaluieren. Somit bietet EATOS eine schnelle
Moglichkeit die bestehenden chemischen und den neuen biokatalytischen
Prozess bereits in einer frGhen Entwicklungsphase miteinander zu
vergleichen. Die Basis, auf der dieses Programm eine Bewertung der
Okoeffizienz durchfiihrt, ist ausschlieRlich die einer dkologisch gewichteten
Massenbilanzierung. Der Energieverbrauch, Kosten fur Anlagen und Personal
werden bei EATOS nicht erfasst und somit ergibt sich kein umfassendes Bild.
Als Vorteil kdnnen jedoch schnell neue Szenarien durchgespielt werden und
Veranderungen, die beispielsweise durch Enzymrecycling oder Erhdhung der
Substratkonzentration erreicht werden, bewertet werden.

Sabento® ist kostenpflichtig, arbeitet assistentengestutzt und wurde zur
Evaluierung von biologischen Prozessen (Biokatalyse, Fermentation)
entwickelt. Es erlaubt, Okologische, 6konomische und soziale Bewertungen zu
erstellen. Sabento wurde mit Unterstitzung von Prof. Heinzle von der
Universitat des Saarlandes entwickelt und erfasst einzelne eingesetzte
Chemikalien in einem dreistufigem logarithmischen ABC Bewertungssystem,
welches verknupft mit den jeweiligen Massenindices und Wirkklassen zur
okologischen Wichtung der Komponenten benutzt wird (vgl. hierzu Sabento
Handbuch) (Heinzle et al. 2006b; Kholiq und Heinzle 2006). Daneben erfolgt
auch eine Auslegung von Komponenten (ReaktorgroRe, Zentrifuge), die
Abschatzung von Energieverbrauchen und Kosten sowie Fragen mit sozialen
Gesichtspunkten (z.B. zur Arbeitssicherheit).

In Kooperation mit dem ifu Hamburg (Ansprechpartner: Tobias Brinkmann)
erfolgte die Modellierung und Evaluierung der chemischen Prozesse in der
Umberto® Umgebung (erweitertes Sabento®), da Sabento® selbst
chemische Prozesse nicht abbilden kann. Mittels Sabento® wurde auch die
Enzymproduktion von DmpA per Fermentation und Chromatographie
bewertet. Hierzu wurde die Software vom ifu Hamburg um ein
Chromatographiemodul erweitert. Die AssistentenfUhrung ermoglicht einen
einfachen Einstieg in die Prozessevaluierung, kann aber nicht jeden
Spezialfall in Prozessen erfassen und abdecken. Auch ist eine nachtragliche
Parametervariation und Test von Szenarien nicht immer moglich.

Sofern nicht anders angegeben, wurden folgende Grundannahmen getroffen,
um mit der jeweiligen Software die Prozesse zu modellieren:

79



e Von der Synthese des Produkts bis zum aufgereinigtem Produkt (kein Life
Cycle Assessment)
o Okologische Bewertung der Chemikalien in Analogie zu (Heinzle et al.
2006b) nach den ABC Klassen (Siehe Anhang)
o Korrektheit und Skalierbarkeit der Patente
e Ausbeuten kleiner als 100% werden bei den chemischen Verfahren
vereinfachend der Aufreinigung zugeschrieben (die Synthese wird mit
100% angenommen)
e Losungsmittelrickgewinnung
- Ethanol: 90% Ruckgewinnung bei 95% Reinheit
- Methylenchlorid (CH2Cl;): 95% Ruckgewinnung bei 99% Reinheit
e Preisabschatzung der Chemikalien:
-1/10 der Kosten der Fluka-Katalogpreise
- Bei gegenwartigen Bulk-Chemikalien 1/3 der Kosten der Fluka-
Katalogpreise
1 Tonne Carnosin Jahresproduktion

Gleichzeitig beinhalten die Modelle neben lhrer Einfachheit und der damit
verbundenen geringen Detailtiefe folgende Limitationen:
e Fehlende/Unprazise Angaben der Patente bzw. des biotechnologischen
Prozesses
Stark vereinfachende Abbildung der Prozesse im Modell
Materialbewertung

- Teilweise fehlende Kenndaten und Preise

- Umweltbewertung der Materialien teilweise durch Analogieschluss
Energieverbrauche haufig nur grob abschatzbar
Anlagekosten geschatzt

4.13.2 Prozessevaluierung mit EATOS

Auf Grundlage der Angaben in den Patenten von Vinick et al. (US4359416,
Pfizer, 1982), Hildbrand et al. (US6878829, Lonza, 2005) und eigener
Arbeiten wurden die in Schemata 4-6 (S. 60, 81, 81) dargestellten
stdchiometrischen Reaktionsgleichungen in EATOS eingegeben. Das Patent
von Hildbrand (Schema 6) beschreibt eine zweistufige Reaktion, aber wurde
der Einfachheit halber unter Wahrung der korrekten Stdchiometrie und
Berechnung der Gesamtausbeute 2zu einer einstufigen Reaktion
zusammengefasst. Fir die enzymatische Carnosinsynthese wurde der
Friuhphasenprozess modelliert.
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1) aq. (C2Hs)4N(OH)
pH 9.2, 1 h, 0-10 °C
o) 2) formic acid, pH 4.4 N/A N

N7 ONH  3)aq. (CoHs)sN(OH), pH 8.2 _—
S + — o
X - X reos
OH
N 0 H,N N

H OH
HNT Ho g
0

Schema 5:
Reaktionsgleichung fir die Carnosinsynthese nach Vinick.

N

N/A H
N NH sodium methoxide, _
o — 16 h, reflux
/\O O-Na+ \\\)L /WO-Na+

N
HoN CH3CH,0H H
o) (0]
7/ >NH
H, / Rh N
110°C, 45 bar, 1 h,
ethanol/conc. NH,OH 0
VL O-Na+
H,5N N
H @)
Schema 6:

Reaktionsgleichung fiir die Carnosinsynthese nach Hildbrand.

Die Preise fur die Chemikalien wurden unter den oben getroffenen Annahmen
eingegeben (4.13.1, 9.4.4). Bei den zwei Prozessen, die Katalysatoren
bendtigen, wurde angenommen, dass die Katalysatoren jeweils zu 100%
wieder verwertet werden koénnen. Als Basis fur die Berechnung der
Okoeffizienz dienten folgende Kennzahlen:

s’ Massenindex Input (kg) / Produkt (kg)

E Umweltfaktor Abfall (kg) / Produkt (kg)

El_in Umweltindex mit Belastungsfaktoren gewichtetes S™
El_out Umweltindex mit Belastungsfaktoren gewichtetes E
Cl Kostenindex € / Produkt (kg)
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Abbildung 55:
Graphische Darstellung der vier Kennzahlen ST E, El_in und EIl_out fur die drei untersuchten
Prozesse.
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Abbildung 56:
Skalierung der Saulen aus Abbildung 1 auf jeweils 100, um die einzelnen
Chemikalienkategorien deutlicher darzustellen.
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Abbildung 57:
Okonomischer Index der drei verglichenen Prozesse.

Bei der Okologischen Bewertung zeigt der Vinick-Prozess die geringste
Umweltbelastung. 96% der Umweltbelastung im biologischen Prozess
verursacht das Ldsungsmittel Wasser. Ohne Losungsmittel ware die
Umweltbelastung statt anstelle von 40mal mal nur ca. dreimal grof3er als beim
Vinick Verfahren. Auch beim Hildbrand Prozess tragen die verwendeten
Lésungsmittel (Ethylacetat, Diethylether, Ethanol) stark zur Umweltbelastung.
Der 6konomische Vergleich (Abbildung 57) zeigt, dass beim enzymatischen
Prozess und beim Vinick Prozess die Edukte den Hauptkostenanteil
ausmachen, wahrend dies beim Hildbrand Verfahren die Losungsmittel und
Katalysatoren sind. Mit ca. 1000 €/kg liegen die Eduktkosten beim
enzymatischen Verfahren 5mal hoher als beim Vinick Verfahren. Bei einem
angenommen Carnosinmarktwert von 1145 €/kg Carnosin zeigt sich hier nur
der Vinick Prozess anhand des Materialverbrauchs rentabel. Zusammen mit
der Umweltbewertung schneidet der Vinick Prozess in der
Frihphasenevaluierung 6kologisch-6konomisch am besten ab.

EATOS bietet eine einfache und schnelle Moglichkeit der Prozessbewertung
anhand der Synthesegleichung. Die Kernaussagen stimmen dabei gut mit der
(viel aufwendigeren) Sabento Bewertung uberein (4.13.3) und fehlende
Module zur Produktaufarbeitung beeinflussten die Gesamtaussage nicht.

4.13.3 Prozessevaluierung mit Sabento®

Sabento wurde genutzt, um die zwei chemischen Prozesse aufgrund der
Daten aus den Patenten von Vinick et al. (US4359416, Pfizer, 1982) und
Hildbrand et al. (US6878829, Lonza, 2005) und einen teilweise noch
hypothetischen biologischen Prozess (Frihphasenprozess) miteinander zu
vergleichen (Tabelle 21). Letzterer wurde dabei in zwei Blocke, die
Biokatalysatorherstellung und die Carnosinsynthese, aufgeteilt.
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Biokatalysatorherstellung

Die okologische Evaluierung der Biokatalysatorherstellung mittels Sabento
von der Fermentation Uber eine Einstufenchromatographie bis zum
einsetzbaren Biokatalysator zeigt, dass pro kg DmpA Enzym 3,7 t Material
eingesetzt werden (Abbildung 58 und Tabelle 23). Dabei macht Wasser mit
uber 85% den Hauptmassenanteil auf der Input- und Outputseite aus. Unter
Beachtung der Okologischen Wichtung bilden Wasser, Ethanol und
anorganische Komponenten die Hauptfaktoren. Thermische Risiken (Dampf
und Ethanol) formen den groten Wirkungskategorieanteil. Und die
Komplexitat der Synthese (Enzym, Glucose) sowie Rohstoffverfugbarkeit
(Wasser) kennzeichnen die Stoffeingangsseite. Auf der Stoffausgangsseite
kommen hierbei Eutrophierung (Stickstoff- und phosphathaltiges Abwasser)
und Geruch (Fermentation, Essigsaure, etc.) zum Tragen.

In der aggregierten Umweltbewertungszahl hat die Inputseite einen doppelt so
hohen Wert wie die Outputseite. Der Gesamtprozess hat eine errechnete
Umweltbewertungszahl von ca. 1400.

Die Biokatalysatorherstellung ist somit ein sehr materialintensiver Prozess. Da
jedoch fur die Herstellung einer Tonne Carnosin nur ca. 5-8 kg DmpA bendtigt
werden, ergabe die Biokatalysatorherstellung fur den Carnosinprozess (aus
Synthese mit/ohne Aufreinigung) eine zusatzliche Erhdhung des Abfallindex
von 18-30 kg pro kg Carnosin. Der Abfallindex des Carnosinprozesses selbst
liegt zwischen 235-644 kg/kg Carnosin (Tabelle 23). Die Berucksichtigung der
DmpA Herstellung wirde diesen um 3% bis max. 13% erhdhen. Dies zeigt,
dass die Enzymherstellung im Falle von DmpA keinen grof’en Anteil am
massenbasierten und &kologischen FuBabdruck der enzymatischen
Carnosinsynthese haben wird.

Fir andere B-Aminopeptidasen (3-2W4 BapA, Y2 BapA) fiele der Einfluss der
Enzymproduktion auf den Gesamtfullabdruck aufgrund im Vergleich zu DmpA
deutlich schlechterer Uberexpression und deutlich geringerer
Carnosinsyntheseaktivitaten viel gewichtiger aus, da hierzu groRere
Fermentationen zur Herstellung eines Kilogramms Enzym notwendig waren
und mehr Enzymmasse in der Synthese eingesetzt werden musste.
Beispielsweise zeigten die Rohextrakte von E. coli Uberexpressionen fiir 3-
2W4 BapA eine 220fach geringere spezifische Aktivitat als fur DmpA (Tabelle
9) in der Hydrolyse des Testsubstrats. Somit ware hier eine
Expressionsoptimierung oder eine direkte Enzymsekretion notwendig, damit
die Enzymherstellung selbst nicht den gréfdten Beitrag am Abfallindex und der
Okologischen Bewertung der Carnosinsynthese leistet.
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Einzelstoffbetrachtung der Input-Materialien

Dampf, 4 bar
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Natriumchlorid
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Abbildung 58:
Zusammenstellung der wichtigsten Parameter der DmpA Biokatalysator Herstellung aus der
Okologischen Bewertung mittels Sabento®. SHE bedeutet eine weitere Wichtung der Chemikalien

unter den Aspekten Safety, Health and Environment zu je 13 : 27 : 60.
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Carnosinsynthese (Chemische Verfahren und Frihphasenprozess des

biologischen Verfahrens)

Eine Ubersicht der biologischen Carnosinsynthese wahrend verschiedener
Entwicklungsphasen im Vergleich zu den chemischen Verfahren in Bezug auf

Abfallindices,

Tabelle 23 wieder.
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Der Vinick Prozess besitzt gegenluber den beiden anderen Prozessen in der
Sabento Bewertung den geringsten Abfallindex mit 16-19 kg/kg Produkt. Die
beiden Verfahren des Vinick Prozesses unterscheiden sich hinsichtlich der
Produktaufarbeitung. Verfahren 1 nutzt dabei mehr Losungsmittel (Ethanol
und Dichlormethan gegenuber Ethanol), das thermisch zurtick gewonnen
wird, wodurch das Verfahren 30% energieintensiver, aber aufgrund der 18
Prozentpunkte hoheren Ausbeute 3 kg/kg weniger masseintensiv ausfallt

(Tabelle 23).
Tabelle 23:
Zusammenstellung wichtiger 6kologischer Parameter der Prozessbewertung mit Sabento®

Gesamt-Umwelt-

Sabento® Abfallindex Energieindex Bewertungszahl
Bewertungen Kg Abfall/kg MJ/kg (Input- und Output-
Produkt
Bewertungszahl)
Vinick Prozess 16 74
Verfahren 1 122 Input: 68
(mit Wasser)
Synthese plus Aufreinigung Output: 78
Vinick Prozess 19 70
Verfahren 2 92 Input: 62
(mit Wasser)
Synthese plus Aufreinigung Output: 75
1254
Hildbrand Prozess 91
1026 Input: 1068
Synthese plus Aufreinigung (mit Wasser)
Input:1378
Biologischer Prozess in der 642 84
Frihphase (mit Wasser) (80 (geschatzt ca. 230)
Synthese plus fiktive +21 Input: 222
Aufeinigung (Enzymsynthese) Output: 0***
- - i 1391
DmpA-Enzym-Produktion 3797 3164 | ross
. nput:
I(::ehr mentation prl]gs (pro kg Enzym)***** (pro kg Enzym)
romatographie Output: 928

n.b. nicht bewertet

*) Eine fiktive 100%ige Kaltefallung wurde anfangs angenommen, da hierdurch keine zusatzlichen
Materialstrome generiert wurden und Sabento ohne einen Aufreinigungschritt den Prozess nicht
auswerten konnte.

**) Der Outputstrom floss mit Null in die Berechnung ein

***) Sabento lieferte den Wert Null

****) d.h. plus 3.7 kg Abfallindex fiir den biologischen Prozess pro eingesetztes Kilo Enzym Synthese
bei 1000 kg Carnosinproduktion

Der Hildbrand Prozess hat einen ca. 5fach hoheren Abfallindex und zehnfach
grolReren Energieverbrauch pro kg Produkt als das Vinick Patent. Zudem ist
die Umweltbewertungszahl 18fach hoher. Das liegt zum einen an den
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Umwelteigenschaften der verwendeten Chemikalien, an der geringeren
Gesamtausbeute von 35% (Vinick 62-80%) sowie auch an der Verwendung
von mehreren Losungsmitteln (Ethanol, Ethylacetat, Diethylether), die im
Modell thermisch recycled werden und deren Energieaufwand schwerer
abzubilden war.

Der biologische Prozess in der FrUhphase verursacht 642 kg Abfall pro kg
Produkt und stellt sich bis zu 40mal abfallintensiver dar als der Vinick Prozess
und 7mal intensiver als der Hildbrand Prozess. Dies ist, analog zur
Biokatalysatorherstellung, dem hohen Wasserbedarf geschuldet, der 95% des
gesamten Abfallindex ausmacht. Analoge Ergebnisse lieferte auch die
EATOS Bewertung. Energetisch dagegen kame der biologische Prozess in
der Sabento Bewertung mit 80 MJ Verbrauch pro Kilogramm Produkt in den
gleichen Bereich wie das Vinick Verfahren. Dies liegt allerdings an der fiktiv
angenommenen Aufarbeitung von Carnosin aus der Reaktionslosung durch
Kaltefallung bei der allerdings kein Losungsmittel thermisch zuriick gewonnen
wird. Insgesamt verursacht das Vinick Verfahren die geringsten Abfalle und
den geringsten Energieverbrauch. Dies korreliert auch mit der Gesamt-
Umweltbewertungszahl, welche die Materialien der Input- und Outputseite
neben deren Massenanteil auch okologisch wichtet (Heinzle et al. 2006a) und
dabei noch die Aspekte Sicherheit, Gesundheit und Umwelt unterschiedlich
wertet (Tabelle 23). Wie bei der EATOS Bewertung zeigte sich das Vinick
Patent auch hier als das wirtschaftlichste.

Bei den chemischen Prozessen stellen die Ldsungsmittel (Ethanol,
Dichlormethan und Ethylacetat) 6kologisch gewichtige Input Komponenten
dar (teilweise auch Output, sofern nicht recycled) (Abbildung 59), obwonhl
deren Massenanteil gering ist. Beim biologischen Prozess hat Wasser den
groften Massenanteil vor Histidin, Carbonatbuffer und p-Alaninamid (in der
Aufreinigung war hier nur eine fiktive Kaltefallung ohne den Einsatz von
Ldsungsmitteln angenommen) Die 6kologische Wichtung von Wasser wiegt
aber nur ca. 1/3 dessen der Massengewichtung auf der Inputseite. Auf der
Outputseite ist Wasser (bzw. der Resourcenverbrauch an Wasser) nicht mehr
in der dkologischen Wichtung enthalten. Okologisch kdénnte die Inputseite des
enzymatischen Prozesses durch eine Senkung des Wasserverbrauchs und
des Carbonatbuffers verbessert werden. Abbildung 60 macht deutlich, dass
bei den chemischen Verfahren die thermischen Risiken (Explosion,
Brandgefahr) vor den Toxizitaten die Hauptwirkkategorien darstellen. Durch
den Verzicht von Dichlormethan schneidet das Vinick Verfahren 2 in den
Wirkungskategorien weniger toxisch ab als Verfahren 1. Beim biologischen
Prozess stellen die Rohstoffverfugbarkeit und die Komplexitat der Synthese,
wie bei der Biokatalysatorherstellung, die Hauptwirkungskategorien der
Inputseite und die Eutrophierung die Hauptwirkungskategorie der Outputseite
dar (Salze und Stickstoffeintrag durch Aminosauren).

87



Vinick Verfahren 1 Vinick Verfahren 1
Einzelstoffbetrachtung der Input-Materialien Einzelstoffbetrachtung der Qutput-Materialien
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Abbildung 59:

Vergleich der wichtigsten Einzelstoffbetrachtungen von Input- und Output Seite der
verschiedenen Verfahren mittels Sabento®. SHE bedeutet eine weitere Wichtung der
Chemikalien unter dem Aspekt Safety, Health and Environment zu je 13 : 27 : 60. Sabento
errechnete in diesem Modell falschlicherweise einen "Anteil von Rohprodukt am Endprodukt"
von 200%, was bedeutet, das fur die Herstellung von 1000 kg Carnosin 500 kg Roh-Carnosin
aufgereinigt werden mussen. Das hat zur Folge, dass die Input- und Output-Materialstréome
und die Umweltbewertungszahl um den Faktor 2 zu gering ausfallen.
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Vinick Verfahren 1
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Abbildung 60:

mittels Sabento®
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Zusammenfassung der Frihphasenevaluierung durch Sabento

Die grobe Fruhphasenevaluierung liefert insgesamt eine erste Einschatzung

der Prozesse und zeigt trotz vieler Ungenauigkeiten oder fehlender

Abbildbarkeit in Prozessmodellen eine erste Gesamttendenz.

e Die Modellierung der drei Prozesse ermoglicht die Vergleichbarkeit anhand
von Zahlenwerten.

e Das Vinick Verfahren scheint Okologisch am effizientesten zu sein
(geringste Gesamtumweltbewertungszahl).

e Das biologische Verfahren erfordert den héchsten Materialeinsatz und hat
dadurch eine ungunstigere und hohere Gesamtumweltbewertungszahl.

e Der Wasseranteil macht ca. 95% des Abfallindex aus (eine jeweilige
Betrachtung mit und ohne Wasser ist sinnvoll).

e Die Wirkungskategorien der chemischen Verfahren liegen starker bei
thermischen oder toxischen Risiken, wahrend im biologischen Prozess
Rohstoffverfugbarkeit, Komplexitat der Synthese und Eutrophierung zahlen.

e Die Wasser-, Histidin- und Carbonatpufferverbrauche sind drei gewichtige
EinflussgroRen zur Senkung der dkologischen Belastung des biologischen
Verfahrens. Wasser selbst ist jedoch im Vergleich zu den Edukten gunstig,
weshalb die Kosten des Verfahrens eher von den Edukten, Enzym und
Salzen abhangen werden.

4.13.4 Prozessevaluierung mit e!lSankey®

Biologische Prozessentwicklung und deren Optimierung
Im Laufe der Projektentwicklung wurde der Prozess unter Berlicksichtigung
der aus der Fruhphasenevaluierung erhaltenen Ergebnisse in mehreren
Stufen weiterentwickelt und optimiert. Dabei galt es vor allem, den Wasser-
und Histidinverbrauch zu senken. Zudem wurde neben der Synthese auch
eine  mogliche Produktaufarbeitung massenbilanz- und kostenmaRig
eingerechnet (Abbildung 62 und Abbildung 63). Optimierungsschritte im
Laufe der Prozessentwicklung beim Vergleich von Frihphasen- und
Spatphasenprozess waren:
e Verringerung der Puffermenge und Salzfracht (von 100 mM
Natriumcarbonatpuffer > 50 und 20 mM Tris-Puffer)
e Erhohung der Enzymkonzentration von 9 mg/l auf 30 mg/l (reines
DmpA)
e Erhdhung der Eduktverhaltnisse (von 120:24 mM/mM auf 250:50
mM/mM Histidin:3-Alanin-Amid)
= Steigerung des Produkttiters von 1.6 g/l auf 4.5 g/l
= Steigerung der Carnosinausbeute von 30% auf 40%
e Recycling der Uberschusskomponente Histidin bei der Aufarbeitung
e Recycling von Enzym und Ethanol
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Die Optimierungen wahrend der Prozessstufen wurden vereinfachend anhand
der eingesetzten Materialien bzw. des Materialflusses und der Materialkosten
in Excel® bewertet.

In Tabelle 24 sind die verschiedenen Prozessstufen vergleichend
zusammengestellt.  Auch  eine  Materialkostenabschatzung  wurde
vorgenommen. Sie zeigen, dass der Abfallindex der biologischen Synthese
von 644 kg/kg auf 235 kg/kg (bzw. ohne Wassereinbezug von 19 kg/kg auf 12
kg/kg) gesenkt werden konnte. Durch diese Senkung des Abfallindex um 64 %
hatte sich auch die Umweltbewertungszahl deutlich gemindert, allerdings
aufgrund der unterschiedlichen Materialgewichtung nicht direkt proportional
zum Abfallindex. Die Umweltbewertungszahl wurde mit Excel jedoch nicht
berechnet. Gleichzeitig konnten so die Ausgaben fur Materialen (ohne
Personal- und Anlagekosten) fur die Synthese gesenkt werden, sodass
anstelle eines Defizits von 175.000 € ein Uberschuss von 549.000 € erzielt
werden konnte, welche den Prozess erst finanziell sinnvoll erscheinen lieen.
Abbildung 61 veranschaulicht graphisch die Materialflisse der biologischen
Synthese (ohne Aufreinigung) in der Fruh- und Spatphase der
Projektentwicklung und verdeutlicht die starke Verringerung der
Materialstrome in der Synthese um 26% bis 64% aufgrund der
verschiedenen, oben aufgelisteten Prozessverbesserungen.

Unter Berucksichtigung der Aufreinigung neben der Synthese vergroflert sich
der Abfallindex von 233 kg/kg auf 442 kg/kg, was hauptsachlich durch den
Einsatz von Ethanol zur Histidinabtrennung verursacht wird. Dadurch sinkt der
MaterialkostenlUberschuss auf 339.000 €.

Lasst man das Wasser und den Ethanolanteil in der Abfallbetrachtung
unbericksichtigt, so konnte der Materialeinsatz von 19 kg/kg Restanteil auf
7 kg/kg Restanteil gesenkt werden. Diese GroéRenordnung bewegt sich im
gleichen Bereich wie der Vinick Prozess (Tabelle 24).

Abbildung 62 und Abbildung 63 zeigen den entwickelten Carnosinsynthese-
Prozess mitsamt Aufreinigung der Spatphase (Stoffstromdiagramm und
Kostenstromdiagramm). Aus dem Stoffstromdiagramm erkennt man, dass
Histidin und Ethanol zu grof3en Teilen innerhalb des Prozesses recylced
werden, wodurch der Gesamtabfallindex gesenkt werden konnte. Ohne
Wasser und Ethanol wirden nur noch 7 kg Abfall pro kg Carnosin erzeugt.
Die Kostenseite zeigt, dass das neu zugeflihrte Histidin und das B-Alaninamid
die Hauptkosten ausmachen und das frische hinzufihrende L&sungsmittel
Ethanol nur 1/5 dieser Kosten ausmacht. Wasser kann kostenmaliig, aber
nicht unter Gesichtspunkten des Materialflusses vernachlassigt werden.
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Tabelle 24:
Zusammenstellung wichtiger 6kologischer Parameter der Prozessbewertung mit einer
einfachen Spreadsheet Massenbilanzierung mit Excel®

" Sg,rlead.s'heet' (oh Abfallindex Energieindex Gesamtmaterialkosten
assenbilanzierung (ohne Uberschuss oder
Bewertungssoftware) kg Abfall/kg Produkt MJ/kg Defizit

Biologischer Prozess in der .
- Mit Wasser: 644
Fruhphase n.b. -175.000 €
Synthese OHNE Aufreinigung Ohne Wasser: 19

Biologische“r Prozess in der Mit Wasser: 235
Spatphase n.b. +150.000 €
Synthese OHNE Aufreinigung Ohne Wasser: 12

Mit Wasser und

Ethanol: 442
Biologischer Prozess in der )

Synthese PLUS Aufreinigung
Ohne Wasser ohne

Alkohol: 7

n.b. nicht bewertet
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Frihphasenevaluierung
Evaluation der Carnosinsynthese nach Stoffstromen
(Synthese OHNE Aufreinigung)

DmpA: 5,6 kg

Histidin: 11625 kg
Beta-Alanin-Amid-HCI: 1869 kg
Salze: 5250 kg

Wasser: 625 m3

Synthese
Carnosintiter 1.6 g/l
30 % Ausbeute
Histidin 120 mM
Beta-Alanin-Amid 24 mM
DmpA 9 mg/l

Carnosin: 1000 kg

Histidin: 10947 kg
Beta-Alanin-Amid-HCI: 1324 kg
DmpA: 5,6 kg

Salze: 5250 kg

Wasser: 625 m3

Abfallindex Synthese:
Mit Wasser: 644 kg/kg
Ohne Wasser 19 kg/kg

Aufarbeitung
???

Spatphasenevaluierung
Evaluation der Carnosinsynthese nach Stoffstrémen
(Synthese OHNE Aufreinigung)

DmpA: 6,7 kg

Histidin: 8619 kg
Beta-Alanin-Amid-HCI: 1384 kg

Salze: 2355 kg S
- ynthese
Wasser: 222 m3 Carnosintiter 4.5 g/l

40 % Ausbeute

Beta-Alanin-Amid 50 mM

DmpA 30 mg/I

Carnosin: 1000 kg

Histidin: 7929 kg

Beta-Alanin-Amid-HCI: 830 kg

DmpA: 6,7 kg

Salze: 2355 kg

Wasser: 222 m3

Ve Y
Legend Abfallindex Synthese:
T Mit Wasser: 235 kg/kg (minus 64 %)
I iisudinl[ko] ) Ohne Wasser 12.4 kg/kg (minus 35 %)
[ Beta-Alanin-Amid-HCI [kg] Aufa;lg,%ltung
LA DmpA plus 20 %
[ DmpA [k
Al Histidin minus 26 %
B Salze [kg] Beta-Alanin-amid minus 26 %
[ Wasser [m3] Salze minus 55 %
i 0
[ Carnosin [kg] Wassser minus 64 % )
Abbildung 61:

Vergleich der Materialfliisse des biologischen potentiellen Carnosinsyntheseprozesses in der
Frih- und Spatphase der Prozessentwicklung. Durch Reaktionsoptimierung gelang es
bedeutende Materialstrome (Wasser minus 64%) als auch kostentrachtige Strome (Histidin
minus 26%) zu senken. (e!Sankey®1.3 Diagramm).
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Evaluation der Carnosinsynthese nach Stoffstromen
(Synthese plus Aufreinigung)

DmpA: 1,5 kg

Parameter:

Dmpa-Recycling 80 %
Histidin-Recycling 80 %
Ethanolfallung mit 90 % (v/v)
Ethanol-Recycling 90 %

‘DmpA: 7,6 kg
4

’

DmpA: 6,1 kg

Salze: 801 kg
Wasser: 254 m3

HCI

Zinkhydroxid 4facher molarer Uberschuss
Carnosinaufreinigung Yield: 87.5 %

Histidin: 9852 kg
Beta-Alanin-Amid-HCI: 1583 kg

Synthese
Carnosintiter 4.5 g/|
40 % Ausbeute
Histidin 250 mM
Beta-Alanin-Amid 50 mM
DmpA 30 mg/l

Ethanol: 229 m3

Ethanol: 2286 m3

Carnosin: 1143 kg
Histidin: 9064 kg

Beta-Alanin-Amid-HCI: 950 kg

Salze: 801 kg
Wasser: 254 m3
DmpA: 1,5 kg

Aufreinigung
1. Fallung von Histidin
mit Ethanol
90 % (V/v)

Ethanol: 2057 m3

Zinkhydroxid: 2008 kg

Carnosin: 1143 kg
Histidin: 1812 kg
Beta-Alanin-Amid-HCI: 950 kg
Salze: 801 kg
Wasser: 254 m3
DmpA: 1,5 kg
Ethanol: 229 m3

Aufreinigung

)| 2. Zink-Komplexierung

Legend
[ Histidin [kg]
[ Beta-Alanin-Amid-HCI [kg]
3 DmpA [kg]

Abfallstrom

Produktstrom

Carnosin: 143 kg

Histidin: 1812 kg
Beta-Alanin-Amid-HCI: 950 kg
Salze: 801 kg

Wasser: 254 m3

DmpA: 1,5 kg

Ethanol: 229 m3
Zinkhydroxid: 1569 kg

[ Salze [kg]
[ Wasser [m3]

Carnosin: 1000 kg

Abfallindex Synthese:
Mit Wasser: 233 kg/kg
Ohne Wasser 11 kg/kg

[ Carnosin [kg]
[ Ethanol [m3]

[ Zinkhydroxid [kg]
(= HCI [m3]

(Zink-Carnosin 1280 kg)
Reinheit ??7?

Abbildung 62:

Abfallindex Synthese plus Aufreinigung:
Mit Wasser und Ethanol: 442 kg/kg
Ohne Wasser mit Alkohol: 188 kg/kg
Ohne Wasser und Alkohol: 7 kg/kg

Material-Flussdiagramm des biologischen potentiellen Carnosinsyntheseprozesses am Ende
des Projekts (spate Prozessentwicklungsphase). Ein Teilstrom von Histidin, Ethanol und
Enzym werden recycled (e!Sankey®1.3 Diagramm).
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Evaluation der Carnosinsynthese nach Kosten
(Synthese plus Aufreinigung)

DmpA: 12000 EUR Parameter:

Dmpa-Recycling 80 %
Histidin-Recycling 80 %
Ethanolfallung mit 90 % (v/v)
DmpA: 60800 EUR Ethanol-Recycling 90 %
(’ Y Zinkhydroxid 4facher molarer Uberschuss

Carnosinaufreinigung Yield: 87.5 %

Histidin: 556638 EUR
Beta-Alanin-Amid-HCI: 517641 EUR

DmpA: 48800 EUR

i Synthese
Salze: 3540 EUR Carnosintiter 4.5 g/l Histidin: 409682 EUR
\_ Wasser: 864 EUR \ 40 % Ausbeute
Histidin 250 mM
Beta-Alanin-Amid 50 mM

DmpA 30 mg/I
HCI Carnosin: 1308735 EUR
Histidin: 512116 EUR
Beta-Alanin-Amid-HCI: 310650 EU
Salze: 3540 EUR
Ethanol: 113774 EUR Wasser: 864 EUR
DmpA: 12000 EUR
Ethanol: 1137742 EUR o
Aufreinigung Histidin: 409682 EUR
1. Féllung von Histidin
mit Ethanol
90 % (V/v)

Carnosin: 1308735 EUR

Histidin: 102378 EUR

Beta-Alanin-Amid-HCI: 310650 EUR
Ethanol: 1023968 EUR Salze: 3540 EUR

Wasser: 864 EUR

DmpA: 12000 EUR

Ethanol: 113774 EUR

Carnosin: 163735 EUR
i ) Histidin: 102378 EUR
Zinkhydroxid: 11393 EUR Aufreinigung . Beta-Alanin-Amid-HCl: 310650 EUR
2. Zink-Komplexierung ) Salze: 3540 EUR
Wasser: 864 EUR
Abfallstrom DmpA 12000 EUR
Ethanol: 229 EUR
Zinkhydroxid: 8849 EUR
Legend
[ Histidin [EUR]
[ Beta-Alanin-Amid-HCI [EUR] Produktstrom Kostenbilanz der Materialstréme: +338673 EUR
=1 DmpA [EUR] (ohne Personal- und Anlagenkosten)
[ Salze [EUR] Abfallindex Synthese:
Mit Wasser: 233 kg/k
5 Wasser [EUR] Carnosin: 1143000 EUR Ohne Wasser 11 ,?g,,?g
= Carnosin [EUR] (Zink-Carnosin)
[ Ethanol [EUR] Reinheit ??? Abfallindex Synthese plus Aufreinigung:
) . Mit Wasser und Ethanol: 442 kg/kg
B ZinkhydroxIi[ELIG] Ohne Wasser mit Alkohol: 188 kg/kg
CJHCI [EUR] Ohne Wasser und Alkohol: 7 kg/kg
Abbildung 63:

Kosten-Flussdiagramm des biologischen potentiellen Carnosinsyntheseprozesses am Ende
des Projekts (spate Prozessentwicklungsphase). Ein Teilstrom von Histidin, Ethanol und
Enzym werden recycled (e!Sankey®1.3 Diagramm).
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4.13.5 Bewertung der Prozessoptimierung

Insgesamt konnte der Prozess im Laufe der Entwicklung deutlich verbessert
werden. Neben der Syntheseoptimierung wurde auch eine mogliche
Produktaufarbeitung entwickelt.

Der Materialeinsatz und damit auch der Okologische FuRabdruck des
Prozesses wurde gesenkt und die Okonomie verbessert. Der bei einer
Jahresproduktion von 1 t anfallende Restanteil von 7 t wiirde aber bereits ein
Okologisch akzeptables Mal} flr einen Syntheseprozess der Grélkenordnung
1 t darstellen, bestinde der Abfall doch hauptsachlich aus organisch
verwertbaren Komponenten (Histidin, Ethanol, B-Alanin(amid), Carnosin etc.).
Lediglich der Salz- und Zinkhydroxideinsatz verursachen eine anorganische
Belastung des Abwassers. Im Vergleich zu den chemischen Prozessen mit
den organischen Losungsmitteln Diethylether, Dichlormethan oder Ethylacetat
ergibt sich hierdurch eher ein Eutrophierungspotential anstelle eines
thermischen Risikos.

Nichtsdestotrotz wurden weitere Material- und somit auch Kosten- und
Energieeinsparrungen helfen, den biologischen Prozess zu verbessern, allen
voran Ethanol-, Wasser-, und Zinkydroxideinsparungen. Ein noch
unberucksichtigtes und groReres potentielles Einsparpotential konnte sich
durch die Verringerung des Ethanolzusatzes bei der Histidin-Kristallisation
von 90% (v/v) auf 80% (v/v) ergeben, da so der Ethanolzusatz von 9
Volumenteilen auf 4 Volumenteile und somit auch der Recyclingaufwand
erheblich gesenkt werden konnte. Eventuell lieRe sich auch das Zink aus dem
Abwasser zuruckgewinnen. So konnte vielleicht sogar das alte verbrauchte
Medium ein zweites mal wiederverwendet werden, bei dem die verbliebenen
Oligopeptide durch DmpA Zugabe zu Histidin und B-Alanin hydrolysiert
wurden, wobei das Histidin in der Reaktion benutzt werden kdnnte. Alternativ
konnte eventuell das Wasser durch Elektrofiltration recycled werden.

Fur die Wirtschaftlichkeit der Prozesse ist neben den Eduktpreisen der
Carnosinpreis sehr wichtig. In den Modellen wurde ein Preis von 1145 €
angenommen (1/10 des Preises von 100 g aus dem Fluka-Sigma-Katalog
2007), welcher im Vergleich zu im Internet vermarkteten L-Carnosintabletten
mit ca. 800 €/kg als zu hoch erscheint. Mit einem Materialkostenuberschuss
von 339.000 € und unter Berucksichtigung von Personal- und Anlagenkosten
ware der Neubau einer Produktionsanlage finanziell nicht moéglich. Auf einer
abgeschriebenen Anlage bei geringem Personalaufwand kénnte der Prozess
0konomisch machbar sein. Die EATOS Bewertung zeigte fir den Vinick
Prozess Materialkosten von ca. 250 € pro kg Carnosin, der somit auch
geringere Carnosinpreise tolerieren konnte.

Das Enzym DmpA stellt aufgrund seiner biochemischen Eigenschaften
(spezifische Aktivitat, Stabilitdt) einen technisch interessanten und
anwendbaren Biokatalysator dar (4.11.5), dessen Herstellungsaufwand auch
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bei einem optimierten Carnosinsynthese-Prozess keinen grofden Ausschlag

bei der Synthesereaktion machen wuirde (plus ca. 20 kg Abfall inklusive

Wasser pro Kilogramm Carnosin). Das Enzym stellte nicht den Hauptfaktor

der Okologischen Fruhphasenbewertung dar, sondern der Histidin- und

Wasserverbrauch (Abbildung 61).

Bei einem anderen Syntheseenzym mit geringeren Aktivitdten wirden sich

der Herstellungsaufwand des Enzyms und somit auch der Abfallanteil der

Enzymherstellung an der enzymatischen Synthese vergroRern. Wenn

gleichzeitig starkere Anpassungen in der Synthese erforderlich waren, musste

der Prozess neu bewertet werden.

Im Rahmen dieses Projekts haben wir festgestellt, dass eine

Frihphasenevaluierung der Prozesse unter dem Gesichtspunkt der

Okoeffizienz schwierig ist, da 6kologische, dkonomische und soziale Einfliisse

in einer frihen Projektphase teilweise nur vage abgeschatzt werden kdnnen.

Auch wurden aus Mangel eines geeigneten Softwarepaketes drei

verschiedene Softwareldsungen eingesetzt, um drei verschiedene

Carnosinsynthese-Verfahren in  ahnlicher und vergleichbarer Tiefe

beschreiben zu kdonnen. Letztlich dienten vor allem die Massenbilanz und der

dabei ermittelte Abfallindex als Mald fur die 6kologische (und indirekt auch
okonomische) Bewertung.

Trotzdem erlaubt eine Fruhphasenevaluierung eine erste Abschatzung von

Okologischen und 6konomischen Kennzahlen anhand von Massenbilanzen

und Einzelbetrachtung von Substanzen.

Aus der (Fruhphasen)-Evaluierung konnten folgende Ergebnisse und

Aussagen gemacht werden

e Patente koénnen flr eine grobe Prozessbeschreibung herangezogen
werden.

e Trotz haufiger Abschatzungen unbekannter Werte (,evaluated guess®, z.B.
Okologische Wertung von Substanzen, Preise) und trotz Vereinfachung
gestatten Frilhphasenmodelle einen ersten Uberblick in Zahlen

e Betrachtung des ganzen Prozesses zu Beginn der Prozessentwicklung und
Erleichterung bei der Prozessoptimierung

e DmpA Enzymproduktion hat keinen grof3en okologischen Einfluss auf die
Synthesereaktion

e Der Biologische Prozess besitzt grole Massenstrome mit eher
ungefahrlichen Komponenten

e Als hauptkritische 6kologische Stellschrauben des biologischen Prozesses
erwiesen sich: Wasser, Histidin, Puffersalze

¢ Als hauptkritische 6konomische Stellschrauben des biologischen Prozesses
ergaben sich: Histidin, p-Alaninamid

e Reinheit des Endprodukts und Aufarbeitungsschritte schwer vorhersagbar
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e Evaluierungssoftwarepakete teilweise noch nicht ausgereift und
entwicklungsfahig/erweiterbar, vor allem beim Vergleich zwischen
chemischen und biologischen Prozessen. Aber in der Kernaussage liefern
EATOS und Sabento ahnliche Bewertungen

e Eine zentrale Datenbank mit den 0okologischen Bewertungen von
Substanzen ware hilfreich, um die Evaluierung zu vereinfachen und zu
vereinheitlichen

e Energiebetrachtungen in der Frihphase (fur Laien) nicht abschatzbar
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5 Diskussion

5.1 Vergleich der erhaltenen Ergebnisse mit dem Projektantrag

Wie in Tabelle 25 deutlich wird, sind die Meilensteine, die zu Projektbeginn
festgelegt wurden, mit einer (geplanten) Ausnahme erreicht worden. Die
Optimierung der p-Aminopeptidasen wurde in diesem Projekt nicht
durchgefuhrt, da dies durch eine Kirzung der Mittel zu Projektbeginn nicht
mehr moglich war. Der abschlieRende Bearbeitungsstand des Projekts
entspricht somit den ursprunglichen Planungen sehr gut.

Tabelle 25:
Meilensteine, die zum Abschluss des Projekts erreicht wurden.

Zeitpunkt

erreicht
(Monat)

Partner Meilensteine

Auswertung der Substratspekiren flir die Synthesereaktion;

1+4
Auswahl der Produkte, deren Herstellung optimiert werden soll

12 X

5 Bereitstellung von ausreichenden Mengen an rekombinanten, aufgerei- 12 %
nigten B-Aminopeptidasen fir die Carnosinsynthese im Labormafstab

Bereitstellung von Expressionsstammen fiir eine

2+3 . , . 12 X
optimierte Expression und Reinigung
143 Charakterisiertgr Prozess zur Carnosinsynthese 20 %
im Labormalf3stab
alle Zwischenbegut?chtung, neu: 13, %
Statusbericht vorher 20
Sotimi |
3+4 L . , 28 -
charakterisierte-B-Aminopeptidasen
-Scal
5 Up S.ca e der 28 %
Carnosinsynthese
Okoeffizi I d
1 oe |Z|ermzana yse der 28 %
Carnosinsynthese
alle Abschlussbericht 28 X

Anhand des Arbeitsplans und der Meilensteine (Tabelle 25; Tabelle 26)
werden einzelne Abweichungen zum Projektantrag deutlich, die unter
anderem auch schon im Statusbericht diskutiert wurden. Anders als
urspriinglich geplant, wurde die Okoeffizienzanalyse nicht nur von der Eawag,
sondern auch von der TU Dortmund durchgefuhrt. Aufgrund der um 45%
gekurzten Projektmittel fir die Uni Dusseldorf wurden die Arbeitspakete
,Optimierung von BapA durch gerichtete Evolution® und ,Einfihrung von
Endopeptidaseaktivitat® aus der urspringlichen Planung gestrichen. Die
Etablierung eines ,Robusten Hochdurchsatzscreenings fur BapA“ wurde
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wegen dieser Streichungen auch nur noch in Grundlagen bearbeitet, da die
Etablierung eine Assays fur den Hochdurchsatz momentan nicht mehr von
Prioritat war. Da der Schwerpunkt der Arbeiten an der Uni Dusseldorf jetzt
ausschlieRlich auf der Expressionsoptimierung lag, wurden auch noch
Experimente zum Oberflachendisplay der B-Aminopeptidasen
hinzugenommen. Aufgrund der guten Ergebnisse wahrend der Projektlaufzeit
wurden noch zwei umfangreiche, zusatzliche Arbeitspakete
(,Carnosinsynthese durch Ganzzellsysteme“ und ,Carnosinaufarbeitung®)
hinzugenommen und an der TU Dortmund und bei der EMC erfolgreich
bearbeitet.
Tabelle 26:

Das im Projektantrag geplante Arbeitsprogramm und die im Laufe der Projektlaufzeit
durchgefiihrten Anderungen.

Monat

Partner Aufgaben 9- 13- 17- 21- 25-
12 16 20 24 28

1 Synthesepotential
Eawag der BAPs

Reaktionsoptimierung:
Carnosin

Umwelt-
evaluation

Herstellung der BapAs

TU Do

Charakterisierung des
Produktionsstammes

Up-Scaling der
Carnosin Produktion

Carnosinsynthese durch

Ganzzellsysteme NEU

Carnosin-

aufarbeitung M=

Umwelt-

. NEU
evaluation

3 Klonierung und Expression der

HHUD BapA Enzyme in Pseudomonas

- IE"'IHI.' Gy "Ie T Gestrichen

Opti “ie.bl' § ’GE' BEI'B’.' dureh Gestrichen

Obe_rfléchen- NEU
display

4 Herstellung von Rumpf-
EMC seqguenzen

Herstellung von Referenz-
verbindungen

Robustes Hochdurchsatz- Eingeschrankt
Screening fir BAP durchgefihrt

Enzymatische Einflihrung von
B-Aminosauren in Leitstrukturen

Carnosin-

aufarbeitung M=

100




5.2 Kooperationen innerhalb des Projekts

Die Zusammenarbeiten im Rahmen des Projekts liefen sehr effektiv ab. Dabei
wurden sowohl Daten als auch Materialien wie z.B. rekombinante Stamme,
Chemikalien und Reaktionslésungen zwischen den einzelnen Labors
ausgetauscht. Folgende interne und externe Kooperationen fanden in den 28
Monaten Projektlaufzeit statt:

Die Okoeffizienz des biotechnologischen Verfahrens und der chemischen
Prozesse wurde gemeinsam von der TU Dortmund, der Eawag (Partner 1)
und der ifu Hamburg GmbH analysiert.

Die Eawag hat mehrere Wildtyp-Stamme und rekombinante E. coli-
Stamme, sowie Plasmid- und genomische DNA an die TU Dortmund und
die Uni DUsseldorf versandt, um die molekularbiologischen Arbeiten und die
rekombinante Produktion der Enzyme 3-2W4 BapA und DmpA zu
ermdglichen.

Die Eawag erhielt von der TU Dortmund E. coli-Zellpellets aus
Fermentationen, in denen die Proteine 3-2W4 BapA und DmpA exprimiert
worden waren.

Die EMC hat Referenzpeptide, Substrate und Nebenprodukte der
Carnosinsynthese hergestellt und der Eawag sowie der TU Dortmund zur
Verfugung gestellt.

Die Gene bapA und dmpA wurden durch Jan Heyland bei Professor Anton
Glieder (TU Graz) fur die Expression in Hefe bzw. E. coli optimiert. Dazu
war ein einwdchiger Besuch notwendig, es besteht fortlaufend Kontakt.

Die optimierte dmpA Gensequenz wurde von der TU Dortmund an die Uni
Dusseldorf geschickt.

Substrate fur eine Racematspaltung von B-Aminosaureamiden wurden von
der Evonik (Service Center Biocatalysis, Hanau) synthetisiert und der
Eawag zur Verfugung gestellt.

Ein Reaktionsansatz, der ca. 2,2 g Carnosin enthielt, wurde von der TU
Dortmund an die EMC zur Aufreinigung geschickt.

Insgesamt wurden funf Projekttreffen abgehalten:

27. September 2006 - Eawag, Dubendorf

16. April 2007 - Institut fir Molekulare Enzymtechnologie im FZ-Julich
19. November 2007 - Lehrstuhl Biotechnik, TU Dortmund

9. Juni 2008 - EMC microcollections, Tubingen

13. Februar 2009 - Eawag, Dubendorf
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6  Offentlichkeitsarbeit

Zum jetzigen Bearbeitungsstand wurden die Ergebnisse hauptsachlich in der
wissenschaftlichen Gemeinschaft Uber Vortrage und Poster auf
Fachtagungen publiziert. Mehrere Veroffentlichungen in Fachzeitschriften sind
daruber hinaus geplant. Kontakte mit der chemischen und biotechnologischen
Industrie wurden hergestellt, um mdgliche Lizenznehmer flr die unten
aufgefiihrte Patentanmeldung zu finden (mit Unterstitzung des ETH
Technologietransferburos).

6.1 Publikationen in Fachzeitschriften und geplante Publikationen

e Heck T, Kohler HP, Limbach M, Flégel O, Seebach D, Geueke B (2007)
Enzyme-catalyzed formation of B-peptides: B-peptidyl aminopeptidases
BapA and DmpA acting as p-peptide-synthesizing enzymes. Chem
Biodivers. 4(9):2016-30.

e Heck T, Osswald S, Seebach D, ter Wiel M, Kohler HPE, Geueke B,
Efficient kinetic resolution of aliphatic -amino acid amides by B-peptidyl
aminopeptidases. Eingereicht bei ChemBioChem.

e Heck T, Lutz J, Blank LM, Schmid A, Makam, SV, Hilvert D, Kohler HPE,
Geueke B, Biochemical characterization of p-aminopeptidases for the
synthesis of carnosine and further B-amino acid containing peptides. In
Vorbereitung.

e Lutz J, Lang K, Heck T, Geueke B, Kohler HPE, Blank LM, Schmid A,
Towards enzymatic production of carnosine. In Vorbereitung.

e Lutz J, Eiden F, Geueke B, Blank LM, Schmid A, Evaluation of economic
and ecologic parameters for enzymatic carnosine synthesis. In
Vorbereitung.

e Heyland J, Lutz J, Heck T, Kohler HPE, Geueke B, Blank LM, Schmid A,
Simple procedure for carnosine synthesis: whole-cell peptidase activity
production and biocatalyst recycling. In Vorbereitung

6.2 Vortrage und Poster

Vortrage:

e Blank LM: Produktion und erstmaliger Einsatz von B-Aminopeptidasen zur
umweltfreundlichen Biosynthese von B-Peptiden als Intermediate fur die
Herstellung innovativer Pharmaka. ChemBioTec Kick-Off-Meeting, DBU,
Osnabrick, 20. November 2006.

e Lutz J: Erste Schritte zur Evaluierung von chemischer und biologischer
Carnosinsynthese mittels Sabento®, Okoeffizienzsysteme - Workshop
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"Quantifizierung und Nachhaltigkeit / Methoden und Tools", DBU,
Osnabrck, 12. September 2007

e Heck T: Bacterial pB-aminopeptidases acting as p-peptide-synthesizing
enzymes. SGM, Interlaken, Juni 2008

e Heck T: Bacterial pB-aminopeptidases acting as [-peptide-synthesizing
enzymes. Biocat, Hamburg, September 2008

e Geueke B: Enzyme-catalyzed synthesis of p-peptides. Bioperspectives,
Hannover, Oktober 2008

Poster:

e Heck T: Bacterial aminopeptidases with unusual substrate specificities for
B- and mixed a,B-oligopeptides. SGM, Interlaken, Marz 2006

e Geueke B: Site directed mutagenesis effects the expression, processing
and substrate specificity of p-aminopeptidases. Biocat, Hamburg,
September 2008

Die Zusammenfassungen der Vortrage und Poster sind im Anhang aufgeflhrt.

6.3 Patentanmeldung

e Erfinder: Heck T, Geueke B, Kohler HP; Patenthalter: Eawag, Schweiz.
Patentanmeldung Nr. 1007/07 vom 22. Juni 2007 ,Enzymatisches
Syntheseverfahren zur Herstellung B-aminosaurehaltiger Peptide®

6.4 Prasenzim Internet

e Enzymatisches Verfahren: Umweltfreundliche B-Peptide-Produktion dank
enzymatischer Verfahren 24.03.2009 | Redakteur: Manja Felgentreu,
www.process.de, Vogel Business Media GmbH & Co.KG
http://www.process.vogel.de/anlagen_apparatebau/behaelter/fermenter/arti
cles/177692/?cmp=beleg-mail

6.5 Diplom-, Studien- und Masterarbeiten

e Masterarbeit an der Eawag: Venkata Sudheer Makam, Student der TU
Minchen und University of Singapore, Oktober 2007 bis April 2008,
Biocatalytical and expression studies of p-aminopeptidases catalyzing the
synthesis of B-peptides.

e Diplomarbeit an der TU Dortmund: Karsten Lang, August 2008 bis Marz
2009, Enzymatische Carnosinsynthese mittels p-Aminopeptidasen:
Verfahrensentwicklung und Optimierung.
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Diplomarbeit an der TU Dortmund: Jianan Fu, August 2008 bis Marz 2009,
Physiology of methylotrophic yeasts during heterogonous protein
production

Studienarbeit an der TU Dortmund: Kerstin Lange, April bis September
2008, Immobilization of a B-aminopeptidase for its application in enzymatic
synthesis.

Studienarbeit an der TU Dortmund: Artur Reimer, Juli bis August 2008,
Klonierung einer B-Aminopeptidase in P. pastoris

Studienarbeit an der TU Dortmund: Nicolai Antweiler, November 2008 bis
Marz 2009, Production of L-carnosine using recombinant whole cell
biocatalysts
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7 Fazit

Im Rahmen dieses Projekts konnte am Beispiel des Carnosins ein Verfahren
zur enzymatischen Synthese von B-aminosaurehaltigen Peptiden entwickelt
werden. Die Ergebnisse liefern eine sehr solide Basis fir eine
Prozessentwicklung zur Carnosinsynthese. Durch die parallele Bearbeitung
verschiedener Arbeitspakete kdnnen nun problemlos verschiedene Strategien
miteinander kombiniert und auch einfach bewertet werden. So kann z.B. in
Abhangigkeit von der apparativen Ausstattung die B-Aminopeptidase DmpA
extrazellular exprimiert und ohne Aufreinigung flr die Carnosinsynthese
eingesetzt werden. Alternativ kann auch ein E. coli Ganzzellsystem benutzt
werden, das ebenfalls aufwandige Proteinreinigungsschritte Uberflissig macht
und die Abtrennung von Produkt und Katalysator sehr vereinfacht. Alle
vorstellbaren Szenarien koénnen aufgrund der guten Vorarbeiten zur
Umweltevaluation des Prozesses mit verschiedenen Softwarelésungen
durchgespielt und bewertet werden. Auch die Ubertragung dieser Ergebnisse
auf genau spezifizierte kleine Peptide, die p-Aminosauren enthalten, scheint
problemlos maoglich zu sein.

Anderungen in der Zielsetzung wurden nur zu Beginn des Projekts durch den
veranderten finanziellen Rahmen notwendig. Die Hauptziele (Optimierung der
Expression,  Charakterisierung der  Reaktion, Prozessentwicklung,
Umweltevaluation) wurden beibehalten und konnten erfolgreich durchgefihrt
werden. Die vier Partner konnten sehr gut ihre unterschiedlichen
Qualifikationen und Expertisen einbringen und die Zusammenarbeit lief
reibungslos.
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9 Anlagen / Anhang

Kooperationsvertrag

Tagungsbeitrage

Patent

Erganzende Angaben zur Umweltevaluation
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9.1 Kooperationsvertrag

Zwischen den nachstehend genanntzen

Forschungsinstitutionen und Industneuntemehmen

Eidgendasiache Anstalt fir Wasserversorgung, Abwassemeinigung und
Gewdszserachutz, Eawag

Uberandstrazse 133
CH-3600 Dobendarf

Heinrich-Heine-Universitét Ddsseldorf
“ertreten durch den Kanzler
Universitatssiralie 1

D-40225 Disseldorm

Projektieiung:
Herr Prof. Dr. Karl-Erich Jasger, Institut fir Molekulare Enzymiechnologie
Leo-Brandt-Str. 1, 52428 Jilich

Universitat Dortmund, 44221 Dormund, vertreten durch den Rektor,
ausfihrends Stelle:

Univ.-Prof. Dr. Andreas Schimid

Lehrstuhl Bictechnik

Fachbersich Bio- und Chemigingsnisurvesen

Univeraitat Dortrvund

Emil-Figge-Str. 66

D-44221 Dortmund

EMC microccllections GmilH
Sindeffinger Str. 3

D-72070 Tibingen

- nachfolgend einzeln und gemeinsam “Partner® genannt -

wird zur gemeinsamen Durchiithrung des Verbundprojekies Beta-Aminopeptidasen zur
Bigkatalyse™ nachfolgend Werbundprojeki” genannt - folgendes versinbart:
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Praamiel

Die Pariner bearbeiten ein Aufgabengebist im Rahmen eines Verbundprojektes mit
Unterstitzung der Deuischen Bundessiiftung Umwelt (DBU), Referat Biotechnologis,
48007 Osnabrick.

Di= Partner werginbaren, vorbehalflich siner entsprechenden Farderung durch die TDEU,
im Rahmen dieses Verbundprojekies gem3® den nachfolgenden  Bestimmungen
zusammenzuarbeiten.

1.1.

1.2

22

R

3.2

33

Gegenstand der Vereinbarung

Der Gegensiand der Versinbarung ist die Regelung der Zusammenarbeit bei der
Durchflihrung des won  der DBU  gefirderten  Verbundprojektes  Beta-
Aminopeptidasen zur Biokatalyse”.

Diar jewsilige Leistungsumfang fiir die einzelnen Pariner sowie der Zeitplan ergeben
sich aus dem Zuwendungsescheid der DBU sowie aus dem Projekiplan.

Dwrchfiihrung der Arbeiten

Dig Partner verpflichten sich zur Durchffhrung won aufeinander abgestimmien
Aufgabengebieten und Tellaufgaben. Die Parner tauschen untersinander dis
Inhalte der Zuwendungsbescheide, Aufgabenbeschreibungen, Zeitplane sowie alle
Informationen, die zur Durchfihrung des Verbundprojekis notwendig sind, aus.
Hierbel sind Verraulichkesitshelange der Pariner nach § 7 zu benicksichtigen.

Im Ubrigen ist jeder Partmer firr die Durchfikrung der von ihm gegeniber der DBU
ubermommensn FuE-Aufgaben selbst verantwortich.

Koordination

Die Projekikoordination Obermimmt die Eawag. Der Projektkoordinator  hat
insbesondere die Aufgabe, die Arbeiten der ginzelmen Partner sachlich und zeitlich
zu koordinizren. Treten Abweichungean wom Gesamtarbeits- und Zeitplan auf, wird
er die Partmer und den Projekitrager mdglichst fruhzeitiy darauf aufmerksam
machen und Mafnahmen zur Uberwindung eingetrstensr Schwisrigheiten
wvarschlagen.

Lassen sich Termine nicht sinhalten, ist dies unverziglich dem Projektkoordinator
mitzufgilen. Digser informiert sodanm die  betroffenen Partner und  den
Projekitrdger. Der Projekikoordinator  bereitet die zur Durchfiihrung  des
Gesamtarbeits- und Zeitplans notwendigen Arbeitssizungen (mindestens sinmal
oro Halbjahr) wor, 13dt hisrzu mit einer angemessenen Frist unter Beifligung der
Tagesordnung ein, fihrt den Worsitz bei den Arbeitssizungean und ist fir die
Erstellung und den Versand der Sitzungsprotokolle verantwortlich. Am den
Sitzungen nehmen Vertreter aller Partner teil.

Jeder Pariner wird einen fir ssime Arbeiten zustandigen Ansprechpartner
oenennen (mit Adresse, Rufnummer, Telefax und e-mail .
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

47

4.9

Rechte am Ergebnis/Schutzrechte

Als Arbeitsergebnisse werden alle Ergebnisse sinschliellich der erstellien Berichie
und Unterlagen bezeichnet, die von den Parinern bei Durchfiihrung ihrer Arbeit im
Fahmen des Verbundprojekts erzielt werden (z.B. Hnow-how, Erfindungen,
urhebemrechiliche geschiiizte Ergebnizss, Software).

Arbeitsergebnisse, an denen ausschlieilich Mitarbeiter oder Organmitgheder eines
Partners beteiligt sind, gehdren diesem Fariner.

Arbeitsergebnisse, an denen Mitarbeiter oder Organmiigheder mehrerer Pariner
oeteiligt sind, gehdren diesen Parinem gemil der erfinderischen Anteile der
jeweils beteiligien Mitarbeiter oder Crganmitglieder, im Zweifelsfall jedoch zu
gleichen Teilen. Bei Erfindungen werden sich die Parner dber die Anmeldung
{ginschlieftlich der Federfihrung im Einzelfall). Aufrechierhaliung. Vereidigung.
Kostenfragung sowie (Ober die Mutzung won  Gemeinschaftsedfindungen
abstimmen; uber die Einzelheiten werden die Parimer im jewsiligen Einzelfall in
freundschaftlicher Weise eine gesonderie Versinbarung treffan.

Der Partmer, der eine bel ihm im Rahmen des Verbundprojekis entsiandens
Erfindung zum Schutzrecht anmeldet, wird die anderen Pariner innerhalt won 60
Tagen nach Anmeldumg durch Ubermitilung der Anmeldedaten sowie einer
Zusammenfassung des Anmeldungsgegenstandes darlber infarmisren.

Werzichiet ein Pariner auf die Anmeldung undicder Aufrechterhaliung seines
Schutzrechtes oder sines ihm gemall Ziffer 4.3 zustehenden Schutzrechtzanteils,
wird er das Schutzrechi oder seinen Antsil daran oder die Anmeldung darauf den
andersn Partnern zur Uberragung auf diese zu deren Kosten anbieten. Bei
Gemeinschafiserfindungen  erfolgt das Angebot zundchst an die an der
Gemeinschafiserfindung  beteiligten Partner. Innerhalb von &0 Tagen nach
Eingang der Anbistung haben die anderen Fariner ein Ubernahmerecht dber dis
Einzelheiten der Uberragung werden die Partner im jeweiligen Einzelfall sine
gesonderte Versinbarung freffen. Danach ist der anbietends Pariner von der
Pflicht zur Machsuchung oder Aufrechterhaltung dieses Schutzrechtes oder seines
Anteils an digsem Schutzrecht befreit.

Jeder  Partner  tragt  die an  s=ins Mitarbeiter zu  zahlenden
Arbeitnehmererfindervergltungen selbst

Jeder Pariner erkennt an, dass Benutzungshandlungsn im  Rahmen der
Bearbeifung des Projekies hinsichilich der von den anderen Parinemn erlangien
Informationen und Gegenstande kein Vorbenuizungsrecht begrinden.

Die Partner rdumen sich gegenseiig an den bei der Durchfihrung des
Verbundprojekies entstandsnen Arbetsergebnissen, einschlisllich Efindungen,
fir Zwecke und Daver des Verbundprojsktes ein nicht ausschlislliches, nicht
uberiragbares und unentgeltiches Muizungsrecht =in. Bel =iner kommerzielen
Mutzung rdumen sich die Parner auf Wunsch eine Lizenz gegen eins
angemessene  Geblhr ein.  Einzelheiten werden in =iner gesonderen
Werginbarung festgelegt.

Die Pariner werden sich fir Zwecke und Dauer des Verbundprojekies esin nicht
ausschlielliches, nichiliberragbares und unentgelliches Mutzungsrecht an ihren
verbundprojekibezogenen  eingebrachten  Kenntnissen  {alle  aulerhalb des
Werbundprojekis erziglizn und von einem Partner in die Kooperalion eingebrachten
Ergebnisse) einrdumsn, dber die die Pariner zum jewesiligen Zeitpunkt der
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41D

6.1

6.2

=l
-

Elnrdaumung verfdgen kdnnen, sowelt s zur Durchidnmung des Veroundprojeiies
unbadingt notwendlg sind. Jege Parel st und blelt auch In daren JVerwerung
ungehingertar Inhaber dieser Kenninlsss.

Jeder Pariner erkiart sich berelt, dem anderen Parnern an seinen elgenen Im
Fanmen des Werbundprojekizs arzlefier Arbeltsengebnissen Im Ranmen 2ines
abzuschilelenden Lizenzverirages in nichi ausscnilefliches Wutzungsrechi zu
angemessenen Bedingungen einzurdumen. Dlese Sersiischaft st ols eln Jahr
nach Seendigung des Verdundprojekies befrisiet.

Vorarbelten zu dem Verbundprojeit, die an der Eawag durchgefinr wurden und
die die Grundlage dieses Verpundorojekles bliden, wergen von ger Eawag In Form
einer Erfindung 2um Schulzrecht angemeldet Dle Eawag rdumt d=n Parnarm 1
die Dawer des Projekies ein kosteniosss  Wulzungsracht aim; bel  einer
kommerziellen  Wulzung  erfolgi  die  Nulzungselnrswmung  entgetlich  zu
angemessenen Gebinnan.

Finanzierung

Jedar Fartner fragt die Ihm Im Rahmen der Durch?Ohrung dieser Vereinbarung
entstenenden Kosten unter Versengung der DBU-Zwasndung seibsl.

Zonetige ZuzammenarbeliFuE-Fremdleleiungen

Sowelt eln Fartnar Im Rahmen ger Arbelten Im Verbundprojekt mit einem Dritten
Zusammenarceltzt, hat er sicherzestzllen, dass die andsren Pariner an gen
Ergetnissan e Dritken mindastens die gleichen Rechle erhalten, dle sle hdten,
wenn dle Ergebnisse von dem Pariner s2lbst erarbeltet worden wiaren.

Waor der Vergate von Aufirdgen zu FuE-Arbeten Im Laufe des Verbundprojekies
sind di2 anderen Pariner schrfiiich Ober die bDeabsichilgie Auftragsverjabe zu
ntomilersn, sowelt g5 die Kemausgaben g2 Projekles Dt

Der Fartner, g@er zur Erledigung seiner Arbelten Im Ranmen ges Veroundprojekies
elnen Auftrag verglbt, tragt klerflr dle Verantwortung und s%eht Insbesonders dandr
2in, dass ger Aufiragnenmer die Im ZIF. 7 geregalien Verpfizhiungen einhai.

wertraullche Bahandiunghardentliichungen

Die Pariner wergen - sowell In den Zuwendungsbedingungen der DEU nicht
Zwingend anders geforder — die als verradlich gekennzelchneten Informaionen,
die Inen Im Rahmen dieser Verelnbarung won den Jewslls anderen Parnarm
Opermittelt wurden, such nach Beendigung oder Ausschelen aus daser
Werelnbanung verraulch benandeln und Oritlen gegendber nich: offenlegen.

Dieze \erphichtungsn gemak der ZIF. 7.1 gelen nicht TOr ssiche Informaionen,
die nachwelslich

— durch Publikationen oder denglelchen aligemein bekannt sind ader

- ohne Verschulden des empfangenden Parners Gemeingut werden oder

=
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— di= ghne Verpfichiung zur Vertraolcesit inem Pakner durch Drille Jberissssn
wrden ceer

— wor Mis=lung durch ainen anderen Parmer dom smpfangenden Sariner beress
besannt wanen oo

— daz Ergebris won Arsefer yon MEarelbern des eppdangenden Pafmers sind,
obre dass dis betreti=nden MHareter Zugarg oo d=n Infomatiorsn hatl=n,

Di= Farner werden auch gegertber lhrem AbarbeR=m Im Hinblkck auf di=
WVerrsulichibed der Informabon=n nach dlesen ‘‘orschrifben dle Obilchen und
mumuinaren Magnahmen freffien

Jedier Parmer kann seine sgenen Arbefsergebnisse verd®enfichen. Dabed st In
geelgneier Foomn auf  das  “erendorojekd  kinzuselsesn. Es besiehi  die
Verpflichbomg, dle Verd®=nflchunpg=n den ander=n %Yerdragsparinern worab
rriEEu bedler .

Werd@ifendichungen, die vertrauich zu behandeinde imlomationen anderer Parner
=nthali=n oder 2l Adellsergebrisse anderer Padner Sazug rebmsn oder disse
=nthaki=n, bedirfen der wvorhergen schrifiichern Zustemung des  J=sels
oelro®enen Parrers. Kein Parner dar? saine Zustimmuang unblllp vemwsigern. Das
Zustimmunpgseriordemis =nfdlf fOr Padner, werm sl In Efdlung lhrer
gessirichen oder satungsmadigen SYerplichiung zur VerdfenSichung von
Forschungserpeonissen lediglich grunasdtziche wissenschafiche Aussagen oder
Kenminisse wverd®=riichen, die keine Geschaftspehelmnisse oder noch zu
oalenberandes technlsches Wiss=n des wsls beiroti=nen Parfn=rs darshellsn.

Dawsr dsr Koopsrationcssrsinbanung

Ol=g Vereinbarung it nach Unisrzeichreng alisr Fariner 2o Beginn der Lasfmeil
des ‘Verbundprojekies In ¥raft und endet, nachdem der Zuwenbungspeter den
gemelnsamesn Abschiudibericht akzeptient hat, sowsE sie nichi vorher gekdndigl
oder sonstale beendet wird.

Jeder Partner Isf berechiigt, di=sen Verrag aus wichigem Srund zu kOndigen.
Enen wichibipsn Snand stelR Inshesopcere di= wesepilche Elnschrinbeng oder
SiodHizi=rung der FiSmderung, di=e Ersteilung oder Reduzi=rung der FSrderung
gependber =inesm oder mebreren Farnern dar, das Ausschelden eines Pariners,
oder der Umsiand, dass di=z Ergebnisse zeigen, dass die Zlslselzung des
Verburdvorhabens nichi realsiest werden kann, Dl Kindkgeng 158 schriich dem
Froj=ifirdger, dem Froegteoorcinabor und  dep Fadnern  mizeteden. Der
Edndigende Parmer wird einen AbschiuBbericht srstelen sowle aul Wursch die
won apdenen Parmemn efhalbenen Uniedagen, Cokumentafionen, CudenirSger und
Cbjekie zurlckgeben. Die Versinbansng rwlschem den Obrigpen Farnern wird
durch das Ausschelden des kpindigenden Parners nicht berdhnt

Imi Falle des Ausschekiens des ander=n Pariners gemas § 8.2

seschrinken sich saine Reckie aud di= |hm bis zum Zugang Ser KOndlgung won
d=n ander=n Parrer migst=iter Sbelkzarpebnizos
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sleben di= d=m ancersn Fariner durch der sorlegercen Verdrap singsriumisn
Hubzungs- und Beruiungsrechie unbenibrl;

wird die Zusammenarted von den anderen Farminern forigeflhn, vorausgesefzl,
dass dlese di= nichi sfdif=n Sufgaben des arsscheifends=n Farmers Dbemeafmen
und Joer di= In dissem Zesammenhang zu eisienden Zabiunger versi3ndipen
Ednanen.

Ok Verpfichiungen der andsren Parbner gemdn § 4, & und § 7 deses Veriages
gef=n dem ausscheidenden Parfmer geg=nlber nur fdr Aroskseppeonisse, die vor
Zugang der Elndigung spisfamden sind, sowie filr Schuterechie, dis wor dem
Zugang der KOndigung angemeidef worden  sihd. YVerpdlchbengen  des
susscheld=nden Fariners gem8E den vworsi=hend Derifferi=n Besiimmungen,
nelsplelsweise Serichispfilchien, gelien such nach ssinem Ausschelden flr ale
Informadionen, AMaisralen oder Eomponenken brae  dis deugehbripen
Bohwizrechie, die er suigund won Atbelien erh8H, dersn Curch3@frung er Im
Rlahmen des Verbundprofekb=s Obernommen bza. begonnen hak

SewdnrislchungHatiung

Dl Pamnzr werden di= won [neEn Imo Satmen e Vesbundpeojsbbes
Ob=rmoenimieEnzn Arbelen sachpemdil  und  nach  beskem  Wissan  upber
Saricksichiigung d=:  3rces von Wissenschatt und Technlk sssfibre=n. Dis
Fartnar Oosmebmen beine Gewdhr catlr, dass o= von lhnen avigrund dizsar
Zusammearabelt =rarpeReisn Srgebnizze frel yon Schobrecsi=n Drlter sind.
Zooakl sln=m Fariner J=doch solche Scheterechis bekannt werdsn, wird &r dis
andsren Fartner daniber unkerrcien,

Arspriche der Parner pegensinander auf Ersafr won  3chdden  sind
suspeschiossern, sowelt sie picht sul Vorsastr oder grober Fahn@ssigh=E beruhen.
Di=s it auch 0r mithelbars Schiiden. Dls Haftung 10r Personenschdden Aichiet
sich nach den gesetzichen Besdmmumigen.

Dl= Farner werde=n Im Rabmen der Zusammenarde® di= Oo=reitbung  won
Infomeadioren mi der in =igenen Anpel=genhelien dblichen Borgfalt vomesmen.
Ok Fariner hafen weder wdfrend der Daver der Zusammenarbel msch nach
Verragsends f0r di= Richiigked und ‘YolsiSndigkelt der In Rabmesn dlessr
Vereinbanang von bBren Ibemibfeilen informabdonen sowie flr Schld=n gleich
welcher At die aus der Verpsrung deser Informabonen entsi=hen. Die
Besimmungen der ZEsm 5.1 und 3.2 bizben hierion unbendbrt.

Sohlussbasiimmungen

Baolile eine Besimmuong deser VerenGaung unwirksam sein oder wesrden, S0
oerlbrt cles die Wirksamiosdt der Ooripen Bestmimungen disser Wensinbarung
richt. Cie Bestmimung soll visimepr nhokadrkend derch ine Segelunp =rsetzt
werden, die rechiich zul@ssip &t wnd In hrem Gebalt der ursprongichien
Besimmung am ndchsten kommd.
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¥=ir Pariner l5f bers=chiigl mit Wirkbung 10r ander= Farner onne de=ren yornerips
susdricHiche schrifiiche Zusimmurg Varplkchiungen oe Coemehrern,

Anderurgen  urd  Ergdrgungen  disssr  Vereinbarung  sinschileRlich di=sser
Fonmyorschrit bedOfen d=r Schriffonm.

Ewtl. Melnungsverschiedenheiben mues dleser Versinbarung, such solche, di= erst
nach Fmer Eeendigung enistehen, versuchen dle bedzligien Fariner gotlich
o=pulegen. Selingt di=s nicht, soll zurdchst der Projekiirfger, apschlefl=nd die=
DEU gebabten werden, sinen kelvunpssusgielch hembaizudihrer

Dl= ReEchbe ger DEU bislosn von cleser Vensinbansng unberdhm und paben dizser
wor. Verpfichiunger der Parner gependber dar DU aus Feen J=wellpen
Zuwendunpso=scheiden Deiben wor disser Varsinsanrg sbenfalls unberdset und

g=h=n di=s=r var.

Crdbsmridort, den ..

Eawag

DOr. Ergh Geuske

Ddmseldot, den ..ooc e
Hednrich-He me-Univers 5 D0ss=idor]
Prod. UH Falme Kbonig

(Harzier]

Dortmund, @&n .o
Liniversift Dortmund

Fir dem Foxkior,

Dy Kanzier

Im Auifirag

Hars-Weamer Ficknan

g ) e T o

EMC microcoliectons Gmb-

Prod. Dr. KarkHeinz sWiesmiller
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9.2 Tagungsbeitrage

Vortrage

SGM Jahrestagung 2008, Interlaken

BACTERIAL B-AMINOPEPTIDASES ACTING AS B-PEPTIDE-SYNTHESIZING
ENZYMES

T. Heck', H.-P. E. Kohler', M. Limbach?, O. Fldgel?, D. Seebach?, B. Geueke'

1

Environmental Microbiology, EAWAG, Dubendorf, Switzerland
2

Department of Chemistry and Applied Biosciences, ETHZ, Zirich,
Switzerland

High proteolytic stability and the ability to fold into well-defined secondary structures
are features commonly associated with p-peptides, which were synthesized
chemically for the first time in 1996. Since then, extensive research indicated a
promising potential of these compounds as innovative peptide drugs mimicking
natural peptides in protein-ligand interactions, yet being resistant to proteolytic
breakdown in vivo. However, the formerly proposed stability of B-peptides is not
absolute. We discovered that the bacterial hydrolases BapA from Sphingosinicella
xenopeptidilytica and DmpA from Ochrobactrum anthropi efficiently catalyzed the
hydrolysis of small B-peptides in vitro and exhibited very distinct substrate
specificities.

The synthesis of B-peptides could so far only be accomplished by classical chemical
synthesis methods. Based on our experiences with the enzymatic degradation of -
peptides, we employed the hydrolases BapA and DmpA as biocatalysts for the
reverse reaction forming pB-peptides from B-amino acid building blocks. Both enzymes
were capable of coupling six different B-amino acids to oligomers with chain lengths
of up to eight amino acid residues. We observed very high conversion rates, which
correspond to dimer yields of up to 76%. Moreover, BapA turned out to be a versatile
catalyst capable of coupling various B-amino acid residues to the N-termini of - and
o-amino acids and even to an a-tripeptide. The naturally occurring B/o-dipeptide
carnosine (BhGly-His), which is an important antioxidant in muscle and nerve cells,
was formed with almost 50% yield by BapA.

The possibility of catalyzing reactions with many N-terminal f-amino acid residues of
peptides may suggest interesting practical applications of the B-aminopeptidases
BapA and DmpA and provides the basis for an approach to biocatalytic synthesis of
B-peptides.
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Biocat 2008, Hamburg
Bacterial B-Aminopeptidases Acting as B-Peptide-Synthesizing Enzymes
T. Heck', H.-P. E. Kohler', M. Limbach?, O. Fldgel?, D. Seebach?, B. Geueke'

'Environmental Microbiology, EAWAG, Diibendorf, Switzerland; Department of
Chemistry and Applied Biosciences, ETHZ, Zirich, Switzerland

High proteolytic stability and the ability to fold into well-defined secondary structures
are features commonly associated with B-peptides. In recent years, extensive
research indicated a promising potential of these compounds as innovative peptide
drugs mimicking natural peptides in protein-ligand interactions, yet being resistant to
proteolytic breakdown in vivo [1]. However, the formerly proposed stability of -
peptides is not absolute. We discovered that the bacterial hydrolases BapA from
Sphingosinicella xenopeptidilytica, BapA from Sphingosinicella microcystinivorans
and DmpA from Ochrobactrum anthropi efficiently catalyzed the hydrolysis of small -
peptides in vitro and exhibited very distinct substrate specificities [2].

Apart from one lipase-catalyzed reaction, the synthesis of pB-peptides has thus far
exclusively been accomplished by nonenzymatic methods. Based on our
experiences with the enzymatic degradation of B-peptides, we employed the B-
aminopeptidases BapA and DmpA as biocatalysts for the reverse reaction forming -
peptides from B-amino acid building blocks. Both enzymes were capable of coupling
six different -amino acids to oligomers with chain lengths of up to eight amino acid
residues. We observed very high conversion rates, which correspond to dimer yields
of up to 76%. Moreover, BapA turned out to be a versatile catalyst capable of
coupling various B-amino acid residues to the N-termini of B- and a-amino acids and
even to an a-tripeptide. The naturally occurring p/a-dipeptide carnosine (BhGly-His),
which is an important antioxidant in muscle and nerve cells, was formed with almost
50% vyield by BapA from Sphingosinicella microcystinivorans (Figure 1) [3]. The
possibility of catalyzing reactions with many N-terminal B-amino acid residues of
peptides may suggest interesting practical applications of the B-aminopeptidases
BapA and DmpA and provides the basis for an approach to biocatalytic synthesis of
B-peptides.

HN™ N HN SN
o 3-Aminopeptidase BapA, 0
pH 10, 37°C
OH > OH NH
H2N/\)J\NH2 " H,N H2N/\)kN T
o H o

Figure 1: Enzyme-catalyzed formation of carnosine (BhGly-His) from B-homoglycine
amide and histidine.

This study was financed by the Deutsche Bundesstiftung Umwelt (DBU-Projekt AZ
13176-32).

[1] D. Seebach, A. K. Beck, D. J. Bierbaum, Chem. Biodivers., 2004, 1, 1111.

[2] (a) B. Geueke, H.-P. E. Kohler, Appl. Microbiol. Biotechnol., 74, 1197. (b) T.
Heck, M. Limbach, B. Geueke, M. Zacharias, J. Gardiner, H.-P. E. Kohler, D.
Seebach, Chem. Biodivers., 2006, 3, 1325.

[3] T. Heck, H.-P. E. Kohler, M. Limbach, O. Flégel, D. Seebach, B. Geueke,
Chem. Biodivers., 2007, 4, 2016.
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Bioperspectives 2008, Hannover

Enzyme-catalyzed synthesis of B-peptides

Tobias Heck, Hans-Peter E. Kohler, Birgit Geueke

High proteolytic stability and the ability to fold into well-defined secondary structures
are features commonly associated with B-peptides that are composed of B-amino
acids with proteinogenic side chains. Since 1996, when such B-peptides were
chemically synthesized for the first time, extensive research indicated a promising
potential of these compounds as innovative peptide drugs mimicking natural peptides
in protein-ligand interactions, yet being resistant towards proteolytic breakdown in
vivo.

However, the formerly proposed stability of B-peptides is not absolute. Bacterial p-
aminopeptidases from different strains of Proteobacteria exhibit not only the unique
potential to hydrolyze B-peptides, but also the ability to catalyze B-peptide bond
formation under appropriate experimental conditions. We applied the two pB-
aminopeptidases BapA and DmpA from Sphingosincilla xenopeptidilytica and
Ochrobactrum anthropi, respectively, as catalysts in the formation of B-peptides. Both
enzymes synthesized oligomers with chain lengths of up to eight identical f-amino
acid residues. We observed very high conversion rates, which correspond to dimer
yields of up to 76%. Moreover, BapA turned out to be a versatile catalyst capable of
coupling various B-amino acid residues to the N-termini of - and a-amino acids and
even to an a-tripeptide. The naturally occurring p/a-dipeptide carnosine (BhGly-His),
which is an important antioxidant in muscle and nerve cells, was formed with almost
50% conversion by BapA. These results may suggest interesting practical
applications of the B-aminopeptidases BapA and DmpA and provides the basis for a
biocatalytic approach for the synthesis of 3-peptides.

Poster

SGM Jahrestagung 2006, Interlaken

BACTERIAL AMINOPEPTIDASES WITH UNUSUAL SUBSTRATE SPECIFICITIES
FOR B-AND MIXED a.,3-OLIGOPEPTIDES

T. Heck', B. Geueke', M. Limbach?, J. Gardiner?, D. Seebach?, H.-P. E. Kohler'

1
2

Environmental Microbiology, EAWAG, Dubendorf, Switzerland
Department of Chemistry and Applied Biosciences, ETHZ, Zirich,
Switzerland

B-Amino acids can be considered as homologues of a-amino acids with an additional
carbon atom in the amino acid backbone. Peptides comprised of pB-amino acids
exhibit some astonishing properties such as the ability to adopt defined secondary
structures and to mimic a-peptidic ligands in protein-protein interactions. They have
been reported to be metabolically stable in vivo and are also resistant to degradation
by many common proteases and peptidases in vitro. Recently, two B-peptidyl-
aminopeptidases (BapA) from two closely related strains of the genus
Sphingosinicella were isolated and functually characterized. They share the unique
feature of being able to hydrolyze N-terminal B-amino acids from short oligopeptides.
These results clearly demonstrated that the biological stability of B-peptidic structures
is not absolute.
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Comparative studies revealed that both BapA enzymes and a third related enzyme,
the L-aminopeptidase-D-amidase/esterase DmpA from Ochrobactrum anthropi,
exhibited unique but clearly distinct substrate specificities. Both BapA enzymes were
absolutely specific for peptides carrying a B-amino acid residue in the N-terminal
position and did not accept substrates with N-terminal a-amino acids. Since peptides
consisting exclusively of B-amino acids do not occur in nature the physiological role
of these enzymes is yet to be elucidated. In contrast, DmpA cleaved a-peptides as
well as B- and mixed o.B-peptides, but a small side chain of the N-terminal -amino
acid residue seemed to be a prerequisite for the successful hydrolysis of the peptide.
Astonishingly, DmpA exhibited much higher catalytic rates for the mixed a,p-
dipeptide carnosine, which is highly concentrated in muscle and brain tissues, than
for any other substrate described until now.

Biocat 2008, Hamburg

Site directed mutagenesis effects the expression, processing and substrate
specificity of B-aminopeptidases

B. Geueke, E.-M. Schaub, V. S. Makam, T. Heck, H.-P. E. Kohler

Swiss Federal Institute of Aquatic Science and Technology (Eawag), Environmental
Microbiology, Ueberlandstrasse 133, 8600 Diibendorf, Switzerland

Exclusive properties of the recently described genus Sphingosinicella are the
presence of B-aminopeptidases and the ability to grow on B-peptides, which are
unnatural peptides composed of B-amino acids. Two further B-aminopeptidases from
Ochrobactrum anthropi and Pseudomonas sp. are known, but differ considerably in
their substrate specificities from the enzymes found in Sphingosinicella.

Site-directed mutagenesis studies were performed with BapA from S.
xenopeptidilytica and DmpA from O. anthropi to elucidate the molecular mechanism
of substrate recognition and specificity. In general, the activity of BapA was
decreases by these mutations, but the affinity towards peptides with small N-terminal
B-amino acids such as B-homoglycine (also known as B-alanine) was increased by a
factor of up to 27 for mutations at position 164.

However, in DmpA the introduced mutations strongly effected the enzyme expression
and processing in E. coli. Since it is a prerequisite for activity that the preproteins of
B-aminopeptidases are cleaved into two subunits at a defined site, these
unprocessed mutants were inactive. A possible solution of this unexpected problem
is the separate expression of both DmpA subunits in one E. coli strain.
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Beschreibung

Tite!

Enzymatisches Syntheseverfahren zur Herstallung bela-aminosdurehaltiger Peptide

Technisches Geblat
D Erfindurg Detrifft ein Verfahran zur Harslelung beta-aminosdurehaltiger Paptide

odar Protaine,

Siand der Technik

f-Aminosduren unterscheidan sich won gewdhnlichen c-Aminosiuren durch ene
rusdtzliche Methylgruppe owischen Amino- und Carboxylesmimug (Momenklatur in
diegem Dokument nach Chem, Biodiv, 1, 2004, Seita 11). p-Paplide sind Peptide, die
aus f-Aminosauren aufgebaut sind, diese Substanzen kommen nichi natirich vor. Wie
a-Paptide hesitzan auch f-Peptide die Féhigkait, definierte Sekundérstrukiuren
anzunehmean, weisan aber im Gegensatz 7u ersteran eine ersfaunlich hohe Stabilisl
gegan den Abbau durch proteohdische Enzyme it wiro und v wio auf. Aufgrund fhrer
hohen matabalischen Slabilitit sowie hren strukiurellen Ahnlichkeiten zu e-Peptidan
galtan f-Peplide als hoffrungswolle Verbindungen fir die Entwicklung neuartiger
Paplidmimatika, Ein erstes Baispial fir die Imitierung elnes natiidichen a-Peplids durch
gin  [-Peglid ist die Herstellung eines  synthetiachen  B-Pepfids, das  als
Somatostatinanalogon mis nanomolaren Affinititen am humanen Somatostatin hssl-
Rezeptor bindet (J. Med, Chem. 44, 2001, Saite 2450, Nawmyn-Schiedebeng's Arch.

Fharmacol. 367, 2003, Ssita 35). In J. Am, Cham, Soc. 127, 2006, Seile 13128 gelang

1
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220, 2007 EAW AL
din Synthese mehrarer j-Peplide, die an das HIV-Protein gpd1 binden und dadurch aie

Fusion des Wires mit  der  Whiiszellmembran  werhinderm. [iese  erstan
Amwendungsbeispisls verdeullichen das hohe pharmazeutische Potential won [

Peptiden,

Fiir die Synthess won kurzkettigen p-Peptiden kinnon gawlsse klassischa organisch-
chamischa Syrithesemethoden, die fiir o-Peplide entwickelt wurden, in angépasster
Form Gbsrmamman werden. Dazu werden die Synthesen 2.B. an siner Fesiphass unter
Verwendung won Fmog-Schutzgruppen oder in Lidsung mit Boc-Schutzgruppen
durchgefihrt (Chimia 51, 1997, Seite 315, Helv. Chim. Acta 81, 1998, Seite 187). For
lingerkettipe  [-Peptide  hingegen funktionieren  diese  Standardmethocen  nur
eingeachrinkt. Die Eigenschalt der fj-Feptide, schon ab einer Kellenldnge von sachs
Aminosduren stabile Sekunddrstrukiuren auszubilden, wirkt sich bei zunehmender
Kettenléinge negatv auf die Ldslichkeil der Peotide, die Reaktionszeil und die
Entschitzungereakiion aus (). Pept Res. 65, 2005, Seile 229} Da die chemische
Harstellung von Peptiden haufig mit giner aufwendigen Schutzgruppanchamie, dem
Einsatz starker anorganischer Sauren und Basen sowie einer \ietzahl organischer
Lasungsmittel warbunden ist, ist die Anwendung von chemischen Synthesemethodan im
industrigllen Massstab aus Gkologischen und auch wirtschaftlichan Gesichtspunktan ot

nicht ideal.

Das [ia-Dipeptd -Camosin (FhGly-L-His) kommt in hohan Konzentrationen in Muskel-
und Meryenzellen von Verebratan vor. Es wirkl als Anticxidans und verhindert die nicht-
enzymatische  Glycosylierury  won  Proteinen wnd  venangsamy somit  den
Zollatterungsprozess (Sci. Ageing Krawl. Environ. 18, 2005, Seite 12). Daneben gilt &3
als wirksamer Schutz wor Diabetes-badingten  MNerenleiden.  Aufgrond  disser
Eigenschaften besitzt L-Camasin &in grosses Marktpotential und wird bereits als Anti-

ageing-Peplid” weltwait verkaufi.
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Varschisdene Verfahrem zur chemischern Synthese won L-Camosin sind  bereils
baschrishen, In der US 4350418 basied die L-Camaesinsynthese =B, auf einer
Reakiion aus L-Higtidin mit Difepdro-1, 3-thiazin-2 G-dion, Fir diesen Synthasewey st dar
Einsatz won Schutzgruppen unbeding? notwendig, weshalh die Anwendurg des

Prozesses im grosean Massstab aus Kostengrlinden nichit geeignet ist,

Ein waltersr Ansatz zur Synthese von 1-Camesin wird in der US 878628 heschrieben.
Diosas Yerfahren kst kostenginstig und wenig aufwendig und eignet sich dabwer i
gimen Einsate mm indusinellen Massstab., Aus Gkologischen Gesichispunkten ist dia
Methode |adoch Busserst bedarklich, da grosse Mengen giftiger Lésungsmitiel wis
Ethylacetat, N N-Dimetwiformamid  und  Diethylether,  gesundhedtsschadlichs
Cyanoverbindungan und Schwermetalle wie Rhodium, Mickel und Kobalt erforderich
sind,

InJ. Org. Chem, 46, 1983, Seite 382 wird dis Syrthese von Camosin sus L-Histidin und
Ehi3ly unter Einsaler won Mathyethylaanthat, Phosphorribromss  sowie  divarsar

Lasungsmittel, S#uren und Basen beschrisban.

MWehen den klassischen chemischen Mathodan kemmt dem Einsatz bakierisller
Hydrolassn als Biokatalysatoren fir die a-Peptidsynthase eine wachaands Bedeutung
zu. Der Vorteil gegenibar dar chermischen Synthese liegt in der hoben Regio- und
Sterecsalektivitst anzymkatalyslerter Reakfionen sowis der hohen Spezifitst der
Katalysatoren, wes den Einsalz won Schutzgruppen oft dbarflissig machl, Der Einsatz
vion hydrobtischen Enzymen i wassigem Milieu zur Synthese von o-Peptiden st
bersits mehrfach beschrigben. So beschrelbt die EPD017435 ein Vedfahren Zzar
anzymatischin Herstellung von Pepliden, bei welchem eine modifizisie n-Aminosaurs

(M-tarminal geschiizn als Acyldonor mit wenigstens einer weileren o-L-Amincadure als

Ld
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Acvlakzeptor in Anwesenhait ¢iner L-spezifischen Serin ader Thiol-Carboxypeplidass in

ginern bestimmten pH-Bargich reagiert wind. Das in diesem Verfahren gingesstzie
Enzym ist eine aus elnem Hefapilz isoliere Carboxypeplidase Y, welche ain Serin-
Erngym ist. In der EF Z7ATAT wird das Verfahren gemass der EF 0017455 In elnem
Prozess vorgeschlagen, bai welchem als Ausgangsmateral {Acyldonor) ain Melerminal
ungaschitzier c-Aminosaureester elngesetzt wird. Ein analoges \arfahren zur
Heratallung von Dipeptiden und modifigeren Dipeptiden ist in der EF 0350399
beschienan, dort unles Werwendung  andeser, nicht auf Sarn resp Thicl

singaschrankter Amidaae- oder Estarasoenzyme.

Des wereres wird in der US 20050032187 A1 die Verwendung won spezifischen
Enzymen, namentich aus der Gatbung Empedobacier oder Sphingobacterium zur
Harsletlung von einam a-Amincsdure Peptid sus einer Carboxy-Komporentes und elner
Aminelomponanta worpeschlagen. Spezifisch wird gin Enzym aus Emosdobacter hra viz
FERM BP-f113 fiir die Synthese von L-Ala-L-Gin urd waitaren o-Cipephiden verwendat,
Da diese Methode ginziich auf den Einsstz won Schulzgruppen und organischen
Lésungsmitteln verzichtet, stellt sie sine effektive und umwealifreundliche Altemative zur

charnischan Synthesa von o-Peptkden dar.

Darsialluryy der Edindung

Dis hiar dargesteite Erfindung betrif ein einstufiges Verfahren zur Synthesa -
amiroedurehaltiger Peptide, gof. sogar Proteine. Insbesondere wird eine Mischung aus
siner am C-Terminug akbivieren B-Arminosiure und einer o-AminosBure, einar -
Aminosiure pder sinem Peptid mit einem Enzym so behandalt, dass ein O, Tri- oder
Oligopeptid entsteht. Die vordiegende Erfindung lisfert des weiteren in gasignsias

Erzymaystemn, durch das diess Reaktionen katakysken werden,
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Spezifisch wird =in Verfahren zur kostenglnstipan Herstallung f-aninos&urshaltigar

Pagptide mitiela Aminopeplidasan wrgeschlagen.

Inshasondare  werden gemalR einer efsten bevarzugten  Ausflhrungsform S
Aminopaptidasen Bapf aus den Gattungen Sphingosivicells oder Ochrobactra
vorgeechlagen, bavorzugtermalien aus den Aren Sphingosinicela venopeptidiltics 3-
F0id (3-2Wd Baph), Baph aus Sphingosinicalls microsysinivorans Y2 (Y2 Bapaj und
D aus Ochrobsciom anthropi, Diess Systeme werden ale Biokatalysaloren zur
Hersielung von - und gemischien pa-Peptiden aws smem Acyldonor und einem
acdakzeptor  vorpeechlagen.  Als  Acyldomor  dieml  beworzugtermalien  ein -

Arminosdureambd oder -ester der Formael

R 0

HzM /J\)J\

worin B entweder H, CH,y, CHCH{CH: ) oder CHzCHs Bt und R NHCgHND:, OCH;,

R (1)

OCH.CHy odar MH: isl Die Enzyme katalysieran unler Abspaliung won p-Mitroaniling
Ethanol, Msthancl oder MMz <ie Blldung einer Peplidbindung zwischen dem
Carbawytarminus des Acyldonors und dem fraien Amirotemminus des Acylakzeplors. Als
Agylakzeplor disnt sine c-Aminosdure, eine f-AminosdSure oder ein Peplid mit
ungeschitziern Aminotarminus.

Die Meuhed der hier vorkegenden Effindung besled unter anderem darin, dass
Aminopeptidesen arstmals s die enzymkatalysierta Bidung esiner Peptidiindung
patachen dem Carbowylerminus einer [f-Aminosure und dem  ungeschitzen
Aminctemminus einer zwaitan Aminesaure oder eines Peptids herangezogen warden,

Ein wesanticher Yortell des Einsatzes der hier varwendeten Aminopeplidasan zur
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hiotechnalogischen Synthese von [- und gemischien [fa-Peplden gegenlber der

chemischen Synthess lizgt in den milden Resktionsbadingungen, unter densn die
Reaktion slalfindet, Ausgehend von  ungeschitzten Reakianden [Eufi  die
Peptideynthese in einerm ren wissigen Reaktionsmedium ab und badient sich keiner
arganischen Losungsmittel oder Schwermetslla, Daher stellt die Versendung der
heschriehenan Aminopaplidasen als Blokatatysatoren fOr die Synthese won - und
gemischten [,o-Poptiden eine kostenginstige und umweltverirdgliche Altamative zur
chemischan Synthase dar und bietat sine Plattformtechnologie fir die Harstellung einas
brelten Produktspekirums. Zurm jeftzigen Zeiipunkt sind kaum Enzyme beschriaban, die
in dar Lage sind mit f-aminosdurehalligen Srukturen zu raagisnen, geschwelge denn
gibt &8 in der Literaturhinwaise daflr, dass derartige Enzyma im Sinne der vorliegenden
Erfinduryy zur Synthese wvon - und gemischien §.o-Peptiden eingosetzt werden
kinnien. Dies unterstrelcht die Exklusivilat des  vorliegendan,  biokatalylischen
Rﬁaktlﬂﬂﬂﬂ-‘:.'!-l&mﬂ.

Enzymkatalysierte Prozesse existiersn also fir die Synthese von [-Fepliden bisher
nicht, Bisher sind - mil Ausnahme der hier arsahnten [-Pepliddaminopaptidasen -
keum Enzyme beschrieben, die Obarhaupl in der Lage sind p-aminosdurshaliigs
Strukburen ks Substrate 2u akzeptieran ("Bacteral f-paptidd aminopaplidases: on e
hydrohtic degradation of f-peptides®, Appl Microblol Biatechnal, 2007 epul), wetene
Systeme mil disser Fihigkeit werden aber wahrschelnlich In Zulunft gafunden werden
und disse =ind, =ofern sie die efindungegemdte Funklion dbemehmen k3nnan,
ahanfalls vorm allgemelnen Efindungsgedanken umfasst.

Weitere bevormugte  Ausfibrungsformen der Erfindung sind in den abhangigen

Anspricchen beschriaben,

Kurze Edduterung der Figuran
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Figur 1: pH-Abhangigkeit der dusch Bapd aus Sphingosinicella senopepbaliytics 3-

24 katalysieren Oligomensienng von BhiGly-Komponanian,

Figur 2: Synlbese won L=Camosin durch 3-24W4 Bapa (&), Y2 Bapa (8) und Dmp#
(C) aus [EhGhephd und L-Histiding & PhGly-pNA, O p-Nitroanilin, & L
Camosing und

Figgur 3: Synthese von pIAAls-8"hleu durch 3-24W4 Baph (A), Y2 BapA (B) ) und
DmpA (G} aus PPhala-phd und Phlew; » FPhale-pNA, o p-NilreanilingG &

Bhala-FhLau.

Wege zur Ausfohreng der Erfindung

Goméss der worllegenden  Erfindung  wird  e@in Verlahren  beschrieben  zur
anrymkatalysiensn Synthese won  [-Pepliden umd  gemischilen  [o-Pepticen,

imgkasondare vam L-Camosin, Dabed dient e f-aminosdureamid der Fommel:

HEN/\)J\E“ i

warin B antwadar M, CHa, CHaCHICH,): oder CHeCgHy ist und R MNHCHMNO:, OCHs,
OCGH;CHy oder MHg st als Acykionor, der unter Abspaliung won p-Mitroanilin, Methanal,
Ethana ader NHz an den frelen Amincierminus eings Acylakzeplars gakoappall wird, Ak
Soylakzeptoran  kommen f-Aminosduren, o-Aminosduren und Peptide mit ainem

ungeschiitzian Aminaterminus in Frage,

Bal zwei der als Biokatalysatoren werwendeten Enzyme handell es sich um

Armmopeptdasen, die aus dan bakteriellan Stimmen Sphingosiucals xerapeptioiytica
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F2WE und Sphingoanicella microcpsfinfiorans Y2 isolierl wurden. lhrar askliusiven

Fihicksit, [-Pepiide zu spafien, verdanken sie den Mamen [-Peptidylaminopstidasze
(Bapa), Das  ditte verwendete Enzym  ist die  L-Aminopeptidase  C-Alanin-
Esterssa/dimidasa Dmpd aus Ochrobacium anthropl, die naben [ und gamischien
A -Peptidan auch m-Peglide, o-Aminosiursamide und n-Aminosduresstar hydrohyslart
Die Aminopeptidasen sind  hinsichtlich dhrer  biechemischen und  hydrolytischen
Eigenschaftan, sowie himsichtich [hrer |salation und Reinigung bereits  awsfihrlich
charaktarigien {Biocham, J. 341 (P 1), 1998, Seite 147; FEBS J, 273 (23), 2006, Seile
L261; Chem. Biodiv. 3 {12), 2006, Seds 1325). Der Offenbarungsgehalt disser
Literaturatellen sel beziiglich der Herstellung respekbive der Zervarfligungstellung der
Aminopeptidasan aus den oben genannten Systeman ausdricklich mit eingeschlossan.
Dig hier beschrigbensn urd versendeten Organismen sind emdltich bel DSME -
Deutsche Sammlung wan Mikrcorganieman und Zellufuren GmbH unter der Mummer
DEMIT130 (Sphingosinicella xenopeptidiiica 3-2W4), JCM - Japanische Sammiung
von  Mikroorganismen unter dar Mummer  JCOM1318E  (Sphingosinicella
microcysinivarans Y2 wad BOOM - Belglsche Sammilung von Mikroorganismsn unter

der Mummar LMGTE81 {Ochrobactrum anthropil.

Fibr dig hier beschrigbanan Versuche werden die Aminopeptidasen in Esphenchia cor
Uberaxprimlert und die rekombinanten Enzyme anachliessend in einem zweisiufigen
chromatographischen Varfshran garainigh und Prophilisiart {J. Bactenol, 187 {17), 2005,
Zelp BB10; FEBS J. 273 (23), 2008, Seite 5261; Chem, Blodiv, 3 (13), 2006, Seile
1325). Der Resktionsansalz enthalt den Acykdonor wnd den Acylakzeptor und wird
durch Zugabe einer geelgneten Mengs Enzym gestarst. Um den Verlauf der Reaktion
zu verfolgen, werden dem Reakbonsansalz regelmassig Proben entnommen und die

Reakiion durch Zugabe won 25% (v 1 M HCI abgestoppt. Dle Proben werden mijtels
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Fiissigknitschromatographle  (reversed-phase  HPLG) und  Massenspektroskople

anahysiort und die Produkte - wenn miglich - anhand vorn Referenzverbindungen
quantdiziart. Da das Glechgewicht der Reakbon auf Seite der Hydrolyseprodukia legt,
muse dia Reakiion abgebrochen werden sobald die maximale Produkiausbewte amaichl

iat.

Baizpial 1: Bastimmung des pH-0ptimum der Synithaseraakiion

Die anzymkatalysiede Synthese won [-Pepliden hangt stark vom pH-Wert des
Reskiionsmadivms ab. Zur Ermitllung des pH-Optimums wird die durch Bapd aus
Sphingosinicela xenopepligiviica 3-2W4  ketalysierts Oligomarnisierung von  PhGhy-
Kompanenten untersucht, Dabel dient phGh-pMa sowahl als Acylkdonor als auch als
Acylakzeptor. Die Bildung der Peptidbindung erfolgt unter Abspaltung von p-Mitroanilin
medzchen dam Carboxyierminus und dem frelen Aminoterminug von phGly-pha. Der
Reaktionzansatz enthédl & mbd ghGky-pMa im ginem Universalpuffer bei verschisdenan
pH-Wartan zwischen pH 5 wed pH 12 (Biochem. Z. 292, 1938, Seite 418). Durch
Zugabe von B0 pgimd 3-2W& Baph wird dis Raaklion gestarel. Mach 5 Stunden
Inkubation bed 37°C wird die Reaktion durch Zugabe von 258% {viv) 1 M HCI abgastappt
und dig Bildung won [RhGly]=pha mittels Flossigkeitschromatographie analysiert. Figur
1 zeigl, dass eine maximale Produkiausbeute von [PhGly]-pMA bei pH 10 bis pH 11

armalcht wird.

Beispiel 2: Spathese vorr L-Camasin

Zur Synthese dea gemischian [o-Oipeplids L-Carnosin [FhGle-L-HS) werden die
lyophilisierten  Aminopeptidesen Bap&  aus  den  Stammen  Sphingosiicsla
renopepficiplica 3-2W4 und Sphingasinicella microcysiinivovans Y2 sowie  die
Amincpeptidase Dmpd aus Oehrobactum anthrogd in Universalpuffer (pH 10} geldst

o
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Der Reaktonsansatz hat en Gesambvolumen wan 800 pl und anthill 5 mkd fhEh-phls

urd 25 ml L=Histidin in Unheersalpuffer (pH 10). Die Resktionan warden durch Zugabe
won 60 pl der Engymidsungen 3-2%W4 Bapd (A, 0.45 mg Pratein pro mi), ¥2 Baph (B,
0,87 mg Protein pro miy oder Dmpd, (G, 2011 mg Protein pre mil) gestartel. Um den
zeltlichen Verlauf dar Reaktion zu verolgen, werden dem Raaklionsansatz regelméassig
Praben von 50 gl entnammen und dis enzymatische Reaktion durch Zugabe von 12.5 pl
1 M HC!  abgestoppt.  Die  Bidung  wvon  LCamosin wind  mittzls
Fiiissigkeitschromatographie verfolgt und die Konzentration in der Probs anband sires
Raleranzpoptids quantfizien. Auf diese Weiss konntan meaximale Konzentrationsn an L-
Camosin von 1.53 mb mil 3-29W4 Bapd, 2.30 mM mit ¥2 BapA baw. 0.33 mbd -
Camaosin mit Dmpd emiell werden (Figur 2). Bazogen au! die  aingessizie
Anfangskonzentration wem £ mM BhGly-phd entspricht dies Produktausbeuten wan 31%

bei Inkubation mil 3-2W4 Bapa, 45% mit ¥2 Baph und T% mit Dmps,

Baizpis) 3: Syntheze van [Fhala-Fhley

Zur Synthese des [-Dipeptids p'hala-Phleu  wardan  dia  Iyophilisieren
Aminopeptidasen BapA sus den Stammen Sphingosincels sevopeptidiidics 3-2W4a
und Sphingoeinicella microcysinivorans Y2 sowie die Aminopeplidase DmphA aus
Qehrobactrum athrogd in Universalpuffer (pH 10) geldst. Der Reaktionsansatz hat ein
Gesamtvoluman von 800 pl und enthdll 5 mM PPhale-pNA und 25 mM BPhLeu in
Univaresipuffer (pH 10). Die Reakbonen werdan durch Zugabe won 60 pl der
Enzymiiaungan 3-2W4 BapA (A 0070 mg Protein pro ml), Y2 Bapa (B, 0027 mg
Prodein pra mi) oder Dmpd (G, 0.011 ma Protein peo mil) gestartet. Um den zaltiichen
Werlaul der Reaktion zu verfolgen, werden dem Resktionsansatz Proben van 50 pl
amtnommen und dis enzymatischa Reaklion durch Zugabs won 125 pl 1 M HCI
abgestoppl. Die Bidung von hala-p™ley wird mitlels Flissigkeitschromalographie

10
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verfolgt und die Produktkonzeniration anhand eines Referenzpeptids quantifiziert. Die

maximal erreichten Konzentrationen von [Phale-p'hleu betragen 1.56 mM (31%
Auspeule] for 32004 BapA, 2.36 mM (479% Ausbsauts) ir Y2 Bapa bzw. 0.41 mM (B3

Ausheute) i Drpd CAbhildung 3,

Belgmisl 4 Synthese wailorer 5 und 5 a-Poplioe

Dig Amincpeptidese BapA aus Sphingosinicels senopegbioiptica 3204 wird zur
Synithese waiterar - und [,o-Peplide (Tabelle 1) eingesatzt, Dabei werden [hily-phis
{11, PRGly-NH; (2), Phals-pNA (3), (*hPhe-pNA (4), B-E'hPhe-pNA (5} und P hLeu-
nM& (6) als Acyldonoren wersendet, die untsr Abspaltung von p-Nitroanilin (1, 3-8) bz
MHz (2} an den frelen Aminoterminue des «-Tripeplide VelAla-Leu oder der
Aminoeduren  e-Histidin, a-lewcin und  @°h-Leucin  gekoppelt  werden. Die
Feaktionsansétze haben ein Gesamtvolumen von G00 wl und anthaltan 5 md Acyldonar
und Z5 mid Acylakzeptor in Universalpufier (gH 10). 2o Yerbessarung der Loslichhkeit
wan Produxten und Eduklen werden dan Ansdtzen 4 und § 30% DASC, dem Ansatz &
10% DMS0 zupefigt. Die Reakbonen werden duerch Zugabe wvon S0 gl der
Enzymldsung 3-2W4 Bapd (0,45 mg Pratzin pra mi fir die Aresdtze 1 und 2, 0.013 mg
Pralein pro mil e die Ansdize 3-6) gestartet Um den zeltlichen Verlauf der Reaklion zu
verfolgen, werden dem Reaklionsansatz Proben wvom 50 ul entnommen und die
enzymatische Resktion durch Zugabe won 125 pl 1 M HCL abgestoppt, Die
Werifizerung dar Paptidprodukie arfokyl Ober die Bestimmung dar Massen mitlals LC-
W3, Eline Quantdizisrung der Produkte wurde nicht durchgefohrt, da momentan keine
Referanzpeptide verflghar sind, Aufgrund der vorlegenden Ergebnisse (TabeXe 1) isl
U erwarten, dass f-Aminosduren, die vorm M-Terminus der getesteten Paplide
mydralylisch abgespaten werden kénnen, auch in Form elnes Amids, p-Mitreanilicds oder

Eaters als Substrat fr die Synthessrsaktion singesatzt wardan kinnan.

11
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Synthese wverschiedener - und fe-Peptide  katalysient durch  die

Amingpeptdass Baph aus Sphingosinicela renopspfidiviica 3-2W4. Dargestaellt sind

die Peptidprodukte mit genauer Masse (M) end der Masse des expermentall durch LC-

WS bestirmmten Muttenons (M+H™),

acyldanar --in;IIﬁﬁnr -
His Lew fihLeu Val-Ala-Leu
- Glyva-
Produki BhiEh-Hs fhGiyv-Lau [ r L T v
Ala=Leu
BREl-pMA (1] ALEDaU 1%
M 206 4 iRl 62 a2
[T 237 1 2058 2170 3724
o o Produkl phiily-Hs  nmichi gebesiet  nohigelesist  ncht gebester
PhiGR-HH (25 (X 2361
p=H 2ETA
- ' PnAlaval-
Prociukl Brusia-His [Praladey  FnAla-Tnled -
A nAlg-ohis {3} Aushaie 3%
Y 40,1 162 230.2 28R
P+ 2414 2172 231.5 L |
eneHis | preneleu - Hhe-val.
" i B E’;I'F‘ i
hlesy Aea-Lau
hPhe-pMA ()
W g2 2062 3068.2 4i52.%
s H 37 2829 WIE 4532
- B A{'tPhe.  R-pEne-Va-
Brohikl AprPneds  A4rPheLey ,
R P hesphliy B'hleu Ala-Lea
[3) 1| ME2 i v e d e 4621
M T 2820 7.2 463.2
- — S — - .
Produkt | E'nlew-His  nichbgelestel  nichl pesaslet  nichi geteslet
Pl ou-phA 8} M - =5
P+ 2835
12
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Fatentanspriicha

Varlahren zur Herstellung von faménoedurehaligen Papliden oder Proteinen,
dadurch gekennzelchnet, dass

C-terminal aktiderte f-Amincsdunen mil wenigstens siner welteren Aminosduns
ausgewidhll aus o-Aminosauren, f-Aminosfuren undioder o-, o/ undicdar
[=Pepiklen  in Anwsssnheit  eines  Enzyms  zur Reaklion  zem e

arminasiurehaltiosn Peptid oder Pratein gebracht weardan.

Vertahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzaichnel, dass e sich beim Enzym
urm  wenigsiens eine Amincpeplidase, insbesondefs weonigsltens aing -
Peptidylaminopeptidess handelt, und dass das Verdahran im wesenilichan

ainstufig durchgelihr wind,

Varfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzaeichnet, dass wenigstens eine fi-
Paplidylaminepeptidase ausgewahit ist sus der Gruppe der aus der Gattung
Sphingosiicals cler Oohrobacirum anfhrapi igolierten -

Papldylamincpaptidasen ader Mutanten dieser Enzyme.

Varfahran nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich beim Enzym
um @ine f-Pepliddamincpeptidase isoliert aus Sohfgosinicelia xenapepticiiiica
-2, Sphingosinicala microcpsitivarans Y2, oder L-Aminopeptidase o-Alanin-
EateraselAnmidase Dmph aus Ochrobactom antfiropd odar eine Mischung disser

Enzyrrie handel
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“erfahren nach einem der vorhergehendan Anspriuche, dadurch gekannzeichnat,
dass es sich bel den C-ferminal aktiveden [-Amincsduren um C=terminal
akthiere aliphatische oder aromatische f-Aminosduren als Acyidonar handelt,
insbasandera bevarzugt um AhGly, phala, philau, fhPhe, wiobsl 25 sich um [

undioder um [ Aminosduren handaln kann,

“erdahran nach einem der vorhergehanden Anspriche, dadurch gekennzeichnet,
dass es sich bai der C-erminal aklivieten [~Aminosdure um ainen -
ARunosdunessier Gder gin f= Aminosaurgarmid, bevarzuglarmallen um eine pha,

aing Olet, OE1 oder aina NH; B-Amincadure handslt.

Werlahren nach einem der vorhergahenden Anspriche, dadurch gekennzeichingt,
dass as sich bei der weitsren Aminosdure um ein a-Amincsdurs undioder -

Amimosdure basiertes, Di-, Tr- oder Clhgopeptid mit frelem Amincterminus als

Acylakzegtor handslt

Werfahren nech einam der vorhergehenden Amaprliche, dadurch gekennzaichne,
dass s in im wosentlichen wassngar Lisung, gagaebenanfzlls unter Hineuflgung
won welteren Losungsmiteln zur Erbéhung der Léslichked der Edukie und
Privdukia, bei ainem pH im Bereich von & und 12, insbesonders bevarzugl im

Bereich won & - 11 zur Bildung der neusn Paptidbindung durchgefihe wird,
Werlahran mach Anspruch 8, dadurch gekenreeichned, dass es sich beim

waitaren Lasungsmistel um Dimethyisulfosid undioder Dimedhylformamid handeit,

welches insbesondara bevarzugt im Bereich won 1-T0 Val% hinzugegeben wird,
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Verlahren nach elinem der varhergehendean Anspriche, dadurch gakennezaichine,
dass a5 in  einem  organigchen  Lisungsmitiel  durchgeflhd  wisd,
Bevarzugiermasean bei ginem pH im Beraich von & und 12, insbasonders

bevarzugl im Bereich von 8 — 11,

“Yarfahran nach aingsm des vorhaergehendan Anspriche, dadurch gekennzelchnet,
dass as bei Temperaturen zaischen O and 100°C, insbesondere bevorzugt bel
Temperaturen  zwischen 20-40°C zur Bikdung der neuwsn Peplidbindung

durzhgafihrt wird.

Vardahren nach eimem der vorhergehenden Anspriche, dadurch gekennzelchnat,
dass dis wenigslens eine C-terminal  akthdene R-Aminosdure  und/oder
wenigstens &ine weitere AminosSure wahrend der Reaktlon kortinulerlich oder

quas-kontinuiarich zugagebsn wird.

Werfahran nach einem der vorhargehanden Anspriiche, dadurch gekennzaichnet,
dags es alch bel dar CHarminal akliviertan J-aminosdure um  BhiGly,
insbesondere bevorzugt um fhGl-pa handelt, und dass es sich bl der
wiziteran Amincsdura um -Hislidin handall, welkche 2u L-Camosin umpesedzt

WErlen,

Yarfahren nach einem der vorhergehendan Anapriche, dadurch gekennzeichnet,
dass als Enzym wenigstens eine f-Peptdylaminpeplidase in geléster Foem,
durch kovalente Bindung <der durch  Adsoprion  am Tragermateralian
immosdigiert oder in Form elnes  Ganzzellkatalysators, der die Enzyme

rekambinant exprirmiar, eingesstz wird.

13
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15, Wemsendung nes Enzyms, bevorzugt elner Aminopeplidase, insbesonders
gingr [iPepidylaminopeptidase  zur Herstellung eines  feammasiureshaligen

Peptids ader Proteing, bevarzugtammassan zur Herstallung won C-Camosln,
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Zusammenfassung

Die Erfindung betrifit  sin Werahren zur  kostengunstigen  Hesstellung -
aminosdurehaltiger Paptide mittels Aminopeplidasen. Die Amincpeptidesan BapA aus
Sphingosinicells xermopepbidiytica 3-2W4 (3-2W4 BapA). Baph aus Sphingosinicala
ricracystinlgrans Y2 (Y2 Baph) und Dmpa aus Ochrobacirom anfhirop’ warden als
Bickatalysatoran zur Herstellung won - und gemischien [.o-Pepliden aus einem
Acyldonar und  elnem Acylakzeptor vorgesehen. Als Acyldonor  diemt e B

Aminosiureamid oder -ester dar Farmel:

worin B enteader H, GHy, CHCHICH, ) ader CHzCgHs ist und B® MHCgH NG, OCH;,

Ry

QCHCH, oder MH: st Dfe Enzyme katalyslersn unter Abepaltung won p-Mitroanilin,
Ethanaol, Methanol oder MHy die Bilkdung einer Peptidbindung  zwischen  dem
Carboxytarminus des Acyldonars und dem Treign Aminaterminus des Acylakzeptors, Als
Acylakzeptor dient eine e-Aminosdurs, sing f-Aminosiure oder ein Pepld mit

ungeschitziem Aminotarminus.
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9.4 Erganzende Angaben zur Umweltevaluation (siehe 4.13)

9.4.1 Chemische Synthese nach dem Vinick Patent (Pfizer 1982)

Synthese (Schema 5; S. 81)
e Vorlage von Histidin in Wasser

e pH Einstellung auf 9.2 mit wassriger Tetraethylammoniumhydroxidldsung (20%)
e Zugabe von Tetrahydro-1,3-thiazin-2,4-dion (2facher Uberschuss)

o Kraftiges Ruhren, pH Kontrolle, 0-10°C, 1 Stunde Reaktionszeit

e pH Senkung auf 4,4 durch Zugabe von Ameisensaure

e Kohlenstoffoxysulfid Freisetzung (COS), 5 Minuten

e Patentbeschreibung im 7 Gramm Mal3stab

e Tetrahydro-1,3-thiazin-2,4-dion : Histidin =2 : 1

e Ein Kessel-Reaktion

Aufreiningung
Verfahrensbeispiel 1

¢ pH Einstellung auf 8.2
e Vakuumdestillation 45-50°C
e Carnosinfallung durch

mehrere Stunden
o Filtration
e Waschen mit 95% Ethanol
¢ Waschen mit Methylenchlorid
e Waschen mit 95% Ethanol
e Waschen mit Methylenchlorid
e Waschen mit 95% Ethanol
o Waschen mit Ether
e Trocknung

Zusammenfassung
e Gesamtausbeute 79,6%, Malstab 7,2 g

Zugabe von
absolutem Ethanol bei RT Uber

Verfahrensbeispiel 2

e pH Einstellung auf 8.2

e Vakuumdestillation 45-50°C

e Carnosinféllung durch Zugabe von
absolutem Ethanol bei RT {ber
mehrere Stunden

o Filtration

e Waschen mit absolutem Ethanol

e Trocknung

Zusammenfassung
e Gesamtausbeute 61,9%, MaRstab 1,4 g

9.4.2 Chemische Synthese nach dem Hildbrand Patent (Lonza 2005)

Synthese (Schema 6, S. 81)
1. Teilreaktion

e Histidin geldst in Natriumethoxid bei RT

e Zugabe von Ethylcyanoacetate, 16 h Reflux
o Ethylcyanoacetate : Histidin = 1.5 : 1 mol/mol

e Kihlung auf Raumtemperatur
o Filtration

o Vakuumdestillation

e Suspendiert in Ethylacetate

e Filtration

o Waschen mit Ethylacetate

e 46% Ausbeute, Malistab 28 g
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2. Teilreaktion
Vorstufe I16sen in Ethanol/konz. Ammoniakldsung
Rhodium-Aktivkohle Zugabe
Hydrogenierung bei 110°C, 45 bar, 1 h
Zugabe von Ethylcyanoacetate, 16 h Reflux
Aufreinigung

e Filtration

¢ pH Einstellung auf 8.2 mit Ameisensaure

o Vakuumdestillation

e Suspendieren in Ethanol, 60°C , 30 min

o Filtration

e Waschen mit Ethanol

e Waschen mit Ethylacetate
e Waschen mit Diethylether
e Trocknung

e 76% Ausbeute (2. Teilreaktion und Aufreinigung), MalRstab1,3 g

Zusammenfassung
o Gesamtausbeute 35% (46% und 76% in den Teilschritten)

9.4.3 Enzymatische Carnosinsynthese

Enzymproduktion (DmpA Produktion)
e Fedbatch Fermentation von E. coli in def. Medium, IPTG Induktion, 37°C, 24 h
e Zentrifugation
e Zellaufschluss (Kugelmiihle)
¢ Expanded Bed Adsorption Chromatograhpie (Anionenaustauscher)
o (plus Gefriertrocknung)

Enzymatische Carnosinsynthese (Schema 4, S. 34)
A. Fruhe Entwicklungsphase
e Synthese in 100 mM Natriumcarbonatbuffer, pH 10
e Histidin : -Alanin-Amid Konzentrationsverhaltnis von 120 mM : 24 mM
e Reaktionszeit 1-2 Stunden bei Raumtemperatur bzw. 37°C
e DmpA Enzymkonzentration 9 mg/I
e Carnosinausbeute 30%, Carnosintiter 1.6 g

B. Spate Entwicklungsphase
o Synthese in 100 mM Natriumcarbonatbuffer, pH 10 bzw. Wechsel auf 20-50 mM Tris-
Puffer, pH 10
e Histidin : p-Alanin-Amid Konzentrationsverhaltnis von 250 mM : 50 mM
e Reaktionszeit 1-2 Stunden bei Raumtemperatur bzw. 37°C
e DmpA Enzymkonzentration 9 mg/I
e Carnosinausbeute 40%, Carnosintiter 4.5 g

Aufreinigung
e pH Werteinstellung auf pH 7.6-7,7
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e Zugabe von 90% (v/v) Ethanol (mind. 80 (v/v)) und Ausfallung/Kristallisation von
Histidin = Recylcing von bis zu 94% des unverbrauchten Histidins (Annahme 80%)
e Zugabe eines 4fachen molaren Uberschuss an Zinkhydroxid und Komplexierung und

Formulierung von Zink-Carnosin mit bis zu 94% Ausbeute (Annahme 87.5%)
¢ Recycling des eingesetzten Ethanols durch Destillation (Annahme 90%)

Zusammenfassung

Gesamtausbeute Frihphase: 30%

Gesamtausbeute Spatphase: 40%

Gesamtausbeute Spatphase mit Aufreinigung: 35% (40% und 87,5%)

9.4.4 EATOS: Kosten fur Chemikalien

Produkt/
Preisannahme Edukte/
o Synthese-
Chemikalie (1/10 des Katalogpreises) Koppelprodukt/
strategie
€/kg Katalysator/
Losungsmittel
B-homoglycine amide 327 DmpA E
DmpA, Vinick,
L-histidine 56,5 E
Hildbrand
DmpA 80000 DmpA Kat
100 mM sodium
0,01 DmpA LM
bicarbonate pH 10
DmpA, Vinick,
Carnosine 1145 P
Hildbrand
DmpA Kop
ammonia 70
Hildbrand LM
ethylcyanoacetate 8 Hildbrand E
hydrogen 500 Hildbrand E
rhodium 883 Hildbrand Kat
activated carbon 10 Hildbrand Kat
ethanol 15 Hildbrand LM
sodium 18,6 Hildbrand LM
Hildbrand
formic acid 1,8 LM
Vinick
ethyl acetate 52 Hildbrand LM
methanol 3,5 Hildbrand LM
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tetrahydro-1,3-thiazin-
2,4-dione

100

tetraethylammonium
hydroxide, 20% aq.

34,6

COos

Vinick

Vinick

Vinick

LM

Kop
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Land Use (Area), Raw Material Availability (Avail), Complexity of the Synthesis (Compl), Acute Toxicity
(Atox), Chronic Toxicity (Ctox), Biological Risk (Brisk), Ecotoxicity (Etox), Global Warming Potential

(GWP), Ozone Depletion Potential (ODP), Acidification Potential (AP), Photochemical Ozone Creation

Potential (POCP), Odour, Eutrophication Potential (NP)
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9.4.6 Sabento: Liste der Modellparameter
Enzymatische Synthese (Frihphasenevaluierung)

Beschreibung der Synthesereaktion mit 24 mM Beta-Alanin-Amid,

Carbonatpuffer
Fiktive Kaltefallung von 4°C als Aufarbeitungsschritt, da sich ohne Aufarbeitung Sabento nicht auslegen

lasst
Enzym

Rohprodukt = Endprodukt (ohne Aufreinigung)

Bewertung der Carnosinsynthese mit DmpA ohne Aufreinigung

mit Kenntnisstand vom Anfang des Projekts
Vorbereitung

Produktbildung

Aufreinigung

Prozessvorbereitung Enzym Standard
Keine Reinigung

Waste a Abwasserreinigung

Prozessschritt selbst definiertes Medium

Selbst definiertes Medium ansetzen
Input Wasser

Beta-Alanin-Amid

Histidin

Natriumcarbonat

Ruhrdauer

Leistungseintrag des Ruhrers
Wirkungsgrad

Beta-Alanin-Amid Konz (24 mM)
Histidin Konz. (120 mM)
Natriumcarbonat-Konz. (100 mM)

Prozessschritt Sterilisieren

Keine Sterilisation

Kuhlen: Keine Kuhlung in der Vorbereitung
Hauptprozessschritt Produktbildung

Produktbildung Enzym Standard

Mischen durch Rihen (Leistungsdichte) E
Leistungsdichte der Reaktionslésung 3 W/kg

Bellftung: Keine Beliiftung
Keine pH Regulierung
Keine Kiihlung in der Produktbildung

Produktaufarbeitung

Kaltefallung
Abfallstrom Abwasserreinigung
Ausbeute an gefalltem Produkt:
CSB theoretisch

Sauerstoff : ca. 35000 mg/l

Temperatur der Flissigkeit nach der Kaltefallung
Temperatur der Flissigkeit zu Beginn der Kaltefallung

Wassergehalt des Solidstroms

Wie hoch ist der Rickgewinnungsfaktor an Warmeenergie

Wirkungsgrad der Kuhlanlage
Keine weitere Aufarbeitung

Fertigstellen
Zusammensetzen der Reaktionsldsung

Produktkonzentration pro Liter
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120

mM Histidin, 100 mM

Trinkwasser

0.5h
3 Wikg
95%

2.1144
18.618
10.6 g/l

99%

C3H9N302 120 mM His braucht ca.

4°C

25°C
50%
60%

40%

1,6 g/l

gll
gll

10.5 mal molar soviel



Keine Auftrennung von Materialien in der Aufarbeitung

Zusammenfassung Ubersicht tiber Input/Output Stréme
Input: Mediensalze 10.6 g/l Output
Input: Sonstiges 20.73 Output: Produkt 1.6 g/l
Summe 31.33 g/l Summe 31.33 g/l
Konz. gel. anorganischer Komponenten 0gll
Konz. gel. organischer Komponenten 0g/l
Fertigstellen

Vorhandenen Prozess auslegen
Auslegung des Hauptreaktors
Ich mdchte einen oder mehere neue Reaktoren anschaffen

Jahresproduktionsziel 1t/a

Temperatur 37°C

Beflllungsgrad 90%

Wie lange dauert die Reaktion 3h

An wievielen Tagen im Jahr kann produziert werden 50 (statt 300)

Wie viele Fermentationen werden fehlschlagen 1%

Wie gross ist das Verhaltnis von Vorkultur zur Hauptkultur 1% (0% nicht erlaubt)

Wie viel verbleiben in der Form von Resten im Reaktor 3%
Zusammenfassung:

Reaktorvolumen 1.58 m?

Prozessdauer mit Rustzeit 5.03 h

Anzahl Batches pro Jahr 227

Produktkonz. 1.6 g/l

Aufarbeitungsgrad gesamt 98%

Anteil Rohprodukt am Endprodukt 200%

Produktmasse vor Aufarbeitung 0.51 t/a

Produktmasse nach Aufarbietung 1t/a
Ermittlung der Fixkosten

Nutzungsdauer 10 Jahre

Kalkulationszinssatz 7%
Investitionsbedarf der Prozesvorbereitung
Gewabhlte Variante Berechnung mit Peripherie
Pauschaler Schatzfaktor 5% Standard
Zuschlagsatz fur Wartungskosten pro Jahr 5% Standard
Investitionsbedarf der Produktbildung
Gewabhlte Variante Berechnung mit Peripherie
Zuschlagsatz fur Wartungskosten pro Jahr 5% Standard

Aufarbeitungsschritt

Gewahlte Prozessdauer der Verarbeitung
Investitionsbedarf der Aufarbeitung
Gewahlte Variante

Zuschlagsatz fir Wartungskosten pro Jahr
Leitende Angestellte

Angestellte

Leitende Angestellte

Angestellte

Anzahl der Schichten, in denen produziert wird

12h

Berechnung mit Peripherie
5% Standard
1
3
60,000 €
20,000 €
1

9.4.7 Sabento: Dokumentation der verwendeten Wichtungsfaktoren

Die Ermittlung der Wichtungsfaktoren und Umweltbewertungszahlen mittels
Sabento® folgt den Ausfiihrungen von Heinzle, E., A. Biwer, et al. (2006).
"Evaluation of biotechnological processes in early phases of the development



regarding risks concerning ecology, security and health." Chemie Ingenieur Technik
78(3): 301-305.

Zur Ermittlung der Umweltindices werden die entsprechenden Wichtungsfaktoren fur
alle Wirkungskategorien nach folgender Gleichung ermittelt:

WF = B*

Dabei ist B die verwendete Basis (Default-Wert = 10) und o der durch die
Klassenzuordnung bestimmte Exponent. Die Standardwerte sind:

Klasse A 2> a =2; Klasse B > a = 1; Klasse C 2> o =0)

Fir die aktuelle Bewertung werden folgende Werte verwendet:

Basis: B =10

Exponenten: Klasse A > a=2; Klasse B > o= 1; Klasse C 2 a. = 0.

Die Wichtungsfaktoren und ihre Zugehdrigkeit zur Gruppe Umwelt, Gesundheit oder
Sicherheit (Environment, Health, Safety) sind in Tabellen 1 — 4 aufgelistet.
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Tabelle 1: Wichtungsfaktoren der Wirkungskategorie fiir die Inputseite (Standardwerte)

Wirkungskategorie Input Wichtungskoeffizient EHS
Thermal Risk 100 S
Acute Toxicity 100 H
Chronic Toxicity 100 H
Biological Risk 100 H
Land Use 90 E
Raw Material Availability 75 E
Complexity of the Synthesis 50 E
Summe 615

Tabelle 2: Wichtungsfaktoren der Wirkungskategorie fiir die Outputseite (Standardwerte

Wirkungskategorie Output Wichtungskoeffizient EHS
Thermal Risk 100 S
Acute Toxicity 100 H
Chronic Toxicity 100 H
Biological Risk 100 H
Ecotoxicity 80 E
Global Warming Potential (GWP) 100 E
Ozone Depletion Potential (ODP) 66 E
Acidification Potential (AP) 66 E
Photochemical Ozone Creation Potential (POCP) 33 E
Odour 33 E
Eutrophication Potential 75 E
Summe 853
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Tabelle 3: Wichtungsfaktoren der Wirkungskategorie fiir die Inputseite (Anwender-Werte)

Wirkungskategorie Input Wichtungskoeffizient EHS
Thermal Risk 100 S
Acute Toxicity 100 H
Chronic Toxicity 100 H
Biological Risk 100 H
Land Use 90 E
Raw Material Availability 75 E
Complexity of the Synthesis 50 E
Summe 615

Tabelle 4: Wichtungsfaktoren der Wirkungskategorie fiir die Outputseite (Anwender-Werte
Wirkungskategorie Output Wichtungskoeffizient EHS
Thermal Risk 100 S
Acute Toxicity 100 H
Chronic Toxicity 100 H
Biological Risk 100 H
Ecotoxicity 80 E
Global Warming Potential (GWP) 100 E
Ozone Depletion Potential (ODP) 66 E
Acidification Potential (AP) 66 E
Photochemical Ozone Creation Potential (POCP) 33 E
Odour 33 E
Eutrophication Potential 75 E
Summe 853

)
Die Standardwerte der EHS-Wichtungsfaktoren sind:

E =60%,H=27%,S=13%
Fir die aktuelle Bewertung werden folgende Werte verwendet:

E =60%,H=27%,S=13%

Mit einer Wichtung von Input- und Outputseite (Originalwerte 40:60, Anwenderwerte
40:60) werden die beiden Werte in eine Gesamtumweltbewertungskennzahl

uberfuhrt.
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