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Zusammenfassung

Das Zidl dieser Arbeit war die Anwendung intakter Mikroorganismen auf organische
Sulfide zur asymmetrischen Synthese von optisch aktiven Sulfoxiden. Die im Vergleich
zu den aufwendigen und teueren Reaktionen mit isolierten Enzymen besonders
effizienten Rahmenbedingungen bei sogenannten “whole-cdl -Umsetzungen stellten
den Grund fir die Bemihungen in dem stetig an Bedeutung gewinnenden Arbeitsfeld
der Bioorganischen Chemie dar. Die wesentlichen Ergebnisse dieser Studien sind im

Folgenden zusammengefasst:

1. Die Mikroorganismen wurden isoliert, singularisert und kultiviert. Eine
Bodenprobe diente as Quelle fur eine Vielzahl an Bakterien, Hefen und Pilzen,
die mit dem Standardsubstrat Thioanisol auf ihre Fahigkeit zur enantiosel ektiven

Sulfoxidation Gberprift wurden.

Q SD.. O\\So.' 'QSI /O
©/ CH, Mikroorganismen ©/ CH, der O/ CH,
Thioanisol (S-Phenylmethyl- (R)-Phenylmethyl-

sulfoxid sulfoxid

2. Insgesamt sind sechs Keime nach standardisierten Methoden genotypisch
charakterisiert und den entsprechenden Spezies zugeordnet worden. Die beiden
Bakterienstdmme mit den bei der Sulfoxidation hochsten Enantiomeren
Uberschiissen (ee-Werten), namlich Arthrobacter aurescens (bildete das
S Enantiomer) und Pseudomonas frederiksbergensis (lieferte das R-Enantio-
mer), wurden fir nachfolgende Biosynthesen verwendet. Pseudomonas
frederiksbergensis war der einzige Stamm, der das R-Enantiomer im Uberschuss

produzierte.



Zusammenfassung V

3.

4a.

4b.

4c.

Durch direkte Vergleiche der Biosyntheseleistung der isolierten Bakterien mit
kommerziell erhdltlichen Referenzstammen wurde im Fall von Pseudomonas
frederiksbergensis gezeigt, dass sich Bodenisolat und zugeordneter Referenz-
stamm gegensétzlich enantioselektiv verhalten. Weitere Charakterisierungs-
sonden (Farb- und Assimilationsreaktionen, Oberfléchenfettsdureverteilung,
»Sderophore-Typing® und direkter rRNA Vergleich) sicherten die Zugehorig-
keit beider Bakterienstéamme as Pseudomonas frederiksbergensis-Spezies;
keinerlei Unterschiede wurden zwischen den beiden Stémmen festgestellt. Zum
ersten Mal werden somit zwei natirliche, nicht genetisch manipulierte Stamme
von Pseudomonas frederiksbergensis beschrieben, deren Enzymaktivitdt eine
entgegengesetzte Enantioselektivitét in der mikrobiellen “whole-cell” asym-

metrischen Sulfoxidation aufweist.

In einem umfangreichen Substratscreening sind strukturvariierte organische
Sulfide a's Substrate zur bakteriellen Sulfoxidation eingesetzt worden. Anhand
der ee-Werte wurde der Einfluss der Sulfidstruktur auf den Reaktionsverlauf
bestimmt. Generell erwiesen sich Arylakylsulfide als optimale Substrate fur die
bakterielle Sulfoxidation mit den isolierten und kommerziell erworbenen
Stdmmen von Arthrobacter aurescens und Pseuodomonas frederiksbergensis
aliphatische Sulfide wurden zur biokatalytischen Umsetzung nicht akzeptiert.

Elektronenreiche para-Substituenten am Arylsystem ergaben teilweise enantio-

merernreine Sulfoxide.

Eine zunehmende Anzahl an Stickstoffatomen im Arylring (N-heterozyklische
Grundstruktur) fuhrte zu einer dramatischen Verringerung des ee-Wertes.

Schwefelhaltige Furfuryle und Thiophene wurden nicht als Substrate fir die
enanti osel ektive Sulfoxidation akzeptiert.



Vi

Zusammenfassung

4d. Der Einsatz schwefelhaltiger Pestizide in der Biokatalyse verlief erfolglos,
allerdings wurden die Organophosphorpestizide Fenamiphos® und Fenthior®
mit dem aus Sulfoxidationsreaktionen lange bekannten Enzym Chlorperoxidase

(CPO) enantiomerenangereichert umgesetzt.

OEt OCH;
O—I|3|—NH-‘Pr o—llT—OCH3
(e} S
CH, CHs
SCH3 SCHs
Fenamiphos® Fenthior®

4e. Die biotechnologisch wichtige Anwendung der asymmetrischen Sulfoxidation in

der Arzneistoffsynthese - hier versucht mit den Wirkstoffen Omeprazol® und
Modafinil®- schlug fehl.

o)
- ;
'TI ] \—OCHs CH=S_ /<O
H N @ N
— NH2

Omeprazol® M odafinil®

5. Der Einsatz eines Bioreaktors (Fermenter) schuf die Grundlage fir kinftige

asymmetrrische Sulfoxidationen in préparativem Malistab. Eine Zellzahlstudie
mit Pseudomonas frederiksbergensis wurde durchgefihrt; ferner erfolgten
Bestimmungen der optimalen Fermentationsparameter am Beispiel einfach
strukturierter, organischer Sulfide inklusive Blindwerts- und Hemmversuchen
Die toxischen Einflisse auf die bakteriellen "whole-cell’-Systeme, die vom
eingesetzten Sulfid sowohl als auch vom produzierten Sulfoxid verursacht
werden, bedirfen besonderer Beachtung bei einer weiteren Bearbeitung dieses

Themas.



Zusammenfassung VIl

Das vorgestellte, neue Phénomen der asymmetrischen Sulfoxidation mit entgegenge-
setzter Enantioselektivitdt durch zwei geno- und phénotypisch identische Spezies von
Pseudomonas frederiksbergensis rechtfertigt eine weitere, intensive Suche nach

derartigen, nattrlichen Mikroorganismen.

Fazit:

Die im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit durchgefihrten, zukunftstrach-
tigen Studien zum Einsatz von Mikroorganismen zur enantioselektiven Sulfoxida-
tion demonstrieren das Potential dieser Methode fir die Organische Chemie.
Durch weltere, interdisziplinare Zusammenarbeit von Chemikern und Biologen
zur Isolierung, Charakterisierung und Uberexpression der gewiinschten enzyma-
tischen Aktivitaten werden vielver sprechende, neue Perspektiven zur Darstellung
bisher schwer zuganglicher, enantiomerenreiner Sulfoxide fir die verschiedensten

Anwendungsbereiche der Synthesechemie er 6ffnet.



Summary

The goa of this study was to employ intact microorganisms for the asymmetric
synthesis of optically active sulfoxides from organic sulfides. Especially the efficient
and convenient conditions of the so-called whole-cell” transformations, compared to
the elaborate and costly reactions with isolated enzymes, provided the incentives and
impetus for the present efforts in the steadily growing and future-oriented field of
bioorganic chemistry. The highlights of these studies are enumerated briefly below:

1. The microorganisms were isolated, singularized and cultivated. A soil sample
served as source for the manifold bacteria, yeasts and fungi, which were tested
for their efficacy of enantioselectively sulfoxidizing phenyl methyl sulfide as the
standard model substrate.

Qo N QL
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sulfide sulfoxide sulfoxide

2. A total of six microorganisms were genotypically characterized by standard
methods and assigned to the corresponding species. The two bacterial strains
with the highest enantiomeric excess e vaue) in the sulfoxidation, namely
Arthrobacter aurescens (which forms the S enantiomer) and Pseudomonas
frederiksbergensis (which forms the Renantiomer), were used for the
prospective biosynthetic experiments. Pseudomonas frederiksbergensis was the

only strain which produced preferentially the R enantiomer.

3. Direct comparison of the biosynthetic performance of the isolated bacteria with
commercially available reference strains revealed that Pseudomonas

frederiksbergensis (the isolated soil strain) displayed an opposing sense in the
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enantioselectivity than the reference strain. Further characterization tests (color
and assimilation reactions, surface fatty acid spectra, siderophore typing and
direct rRNA comparison) secured that both bacterial strains belong to the
Pseudomonas frederiksbergensis species, since no differences whatsoever were
found between both strains. Thus, for the first time two natural, genetically not
manipulated strains of Pseudomonas frederiksbergensis are reported, which
possess anopposing sense in the enartioselectivity for the microbial whole-

cell” asymmetric sulfoxidation.

4. In an extensive substrate screening, a variety of organic sulfide structures was
submitted to the bacterial asymmetric sulfoxidation. On the basis of the ee
values, the influence of the sulfide structure on the course of the reaction was
assessed. Generaly speaking, the aryl akyl sulfides proved to be optimal
substrates for the bacterial sulfoxidation by the isolated and commercially
avallable strains of Arthrobacter aurescens and Pseudomonas frederiksber-
gensis; aliphatic sulfides were not accepted in biocatalytic enantioselective con

versions. Specifically, the following trends obtain:

4a. Electronrich para substituents on the aryl system afforded enantiomerically

pure sulfoxides.

4b. An increasing number of nitrogen atoms in the aryl ring (N-heterocyclic

structure) led to a dramatic decrease of the ee vdues.

4c. Sulfur-containing furfurals and thiophenes were not accepted in the present

enantiosal ective sulfoxidation

4d. The use of sulfur-containing pesticides as substrates in the biocatalysis failed,
but the phosphor-containing organic pesticides Fenamiphos® and Fenthior®
were converted to the respective enantiomerically enriched sulfoxides by
chloroperoxidase (CPO), an enzyme known to catalyze asymmetric

sulfoxidation.
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4e. The application of the biotechnologically important asymmetric sulfoxidation in
drug synthesis -in particular the pharmaceutical agents Omeprazol® and
Modafinil®- failed.
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5. The use of afermenter established the basis for future asymmetric sulfoxidations
on a preparative scale. A cell-count study with Pseudomonas frederiksbergensis
was conducted and the fermentation parameters were optimized with smple
organic sulfides by employing blanks and inhibition tests. The toxicity of the
sulfide substrate and the sulfoxide product on the bacterial ‘whole-cell” systems

demands particular attention in future work.

The new phenomenon of asymmetric sulfoxidation by the two genotypically and
phenotypically identical species of Pseudomonas frederiksbergensis displays an
opposing sense in the enantioselectivity, which encourages to search intensively for

other such natural microorganisms.
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Conclusion:

The seminal studies conducted in this dissertation on the use of microorganisms
for the enantioselective sulfoxidation demonstrate the potential of this method in
asymmetric synthesis. Through the interdisciplinary cooperation of chemists and
biologists in the isolation, characterization and overexpression of the desired
enzymes, it is anticipated that promising, new perspectives will be developed for
the production of until now difficult to come by enantiomerically pure sulfoxides,
especially since the latter constitute attractive building blocks in synthetic

chemistry.






1 Einleitung

Enzymatische und mikrobielle Biotransformationen haben in der organischen Synthese
zunehmend an Bedeutung gewonnen Galt die Verwendung von Biokatalysatoren vor
zwanzig Jahren noch als exotisches Randgebiet der Organischen Chemie, das sich mit
wenigen, meist biotechnologischen Fragestellungen beschéftigte, bestimmt genau diese
innovative Methodik heute grof3e Bereiche der asymmetrischen Synthese. Aufgrund
ihrer Fahigkeiten zur regio-, diastereo- und enantioselektiven Katalyse bieten Enzyme
und Mikroorganismen unubertroffene Vorteile zur gezielten Synthese vor alem von
Naturstoffen und Synthesebausteinen. Fir die chemische Industrie stellen Biokata
lysatoren eine attraktive Alternative zu etablierten Katalysatoren dar. Effizientere,
selektivere und kostengiinstigere biokatalytische Verfahren ersetzen hier zahlreiche
aufwendige Reaktionen (Schreier 1997, Faber 2000, Loughlin 2000, Liese 2002).

Besonders die ausfuhrlich untersuchten Lipasen (Theil 2000, Yadav et a. 2000,
Berglund 2001) und Hydrolasen (Ader et a. 1992, Kazlauskas und Weber 1998) haben
in den letzten Jahren ihren Weg zur Anwendung in der industriellen Synthese gefunden.
Die Entwicklung dieser umweltfreundlichen Biokatalysatoren beschleunigte sich in
neuerer Zeit aufgrund des weltweit stark ansteigenden Bedarfs an enantiomerenreinen
Produkten, der sehr deutlich in der pharmazeutischen Industrie zu spuren ist. Auch die
L ebensmittelindustrie profitiert von den Fortschritten im Bereich der enzymatischen
Biokatalyse, beispielsweise bel der Aromastoffproduktion (Marasco und Schmidt-
Dannert 2003).

Mikroorganismen enthalten eine Vielzahl selektiver Enzyme fir die verschiedensten
Anwendungen. Sie stellen erneuerbare Katalysatoren dar, der jederzeit in der erforder-
lichen Menge kultiviert werden kénnen Hierbel ertbrigt sich die aufwendige Auf-
reinigung von Enzymen sowie der Zusatz teuerer Cofaktoren und weiterer Reagentien.
Bakterien, Hefen und Pilze bieten daher einen guten Ansatzpunkt fur die Entwicklung

umweltfreundlicher Verfahren zur Gewinnung enantiomerenreiner V erbindungen.
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Im Gegensatz zu herkdmmlichen Synthesewegen zeigen Biokatalysatoren wesentlich
bessere Umweltvertraglichkeit und ermdglichen zudem Transformationen, die mit
chemischen Katalysatoren oftmals nur schwierig zu realisieren sind (Faber 2000). An
diesem Wandel im Bereich der enantioselektiven Synthese waren in den letzten Jahren
unter anderem die Wirzburger Arbeitsgruppen um die Professoren Adam und Schreier
mal3geblich beteiligt. Deren grundlegende Ergebnisse aus Untersuchungen mit
Peroxidasen (Adam et al. 1999-1, 1999-2, Adam et al. 2002) und bakteriellen Systemen
(Adam et a. 2000-1, 2000-2, 2000-3, Adam et a. 2001 und Adam et a. 2002)
er6ffneten neue Wege im vielversprechenden Synthesefeld der Oxyfunktionalisierung.

Neben den zahlreichen Entwicklungen auf dem Gebiet der enzymatischen
enantioselektiven Sulfoxidation (Colonna et al. 1990, 1992-2, 1996 und 2002) as
effektiver Ersatz fur die chemischsynthetische Variante (Walker 1992, Oae 1977) sind
seit einigen Jahren auch bakterielle "whole-cdl’-Systeme untersucht worden. Die
Biotransformation mit lebenden Zellen ist im Bereich der asymmetrischen Sulfoxidation
alerdings an nur wenigen Beispielen beschriebenworden (Kelly et al. 1996). Optisch
aktive Sulfoxide stellen nach wie vor wichtige Bausteine in der asymmetrischen
Synthese dar und sind gefragte Substrate sowohl in der bioorganischen Chemie als auch

in der pharmazeutischen Wirkstoffentwicklung.

In der vorliegenden Arbeit wurden Mikroorganismen nach einem speziell entwickelten
Screeningverfahren aus Bodenproben isoliert, umfassend charakterisiert und zur
enantioselektiven Sulfoxidation eingesetzt. Mit ihnen wurden bakterielle “whole-cell”-
Umsetzungen unterschiedlich strukturierter organischer Sulfide (Adam et al. 2004-1
und 2004-2) und schwefelhaltiger Pestizide durchgefiihrt. Weitere Substrate sind im
Hinblick auf Sulfoxidationsprodukte mit pharmakologischer Wirksamkeit untersucht

worden
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2.1 Einsatz von Biokatalysatoren

In der asymmetrischen Synthese gehtren Biokatalysatoren heute mehr denn je zu den
gefragtesten Substanzen. Die Vielfalt der Einsatzmdglichkeiten sowie die ausgepragte
Selektivitat begrinden die Tatsache, dass Enzyme (Faber 2000, De Santis und Jones
1999, Jager und Reetz 2000) und Mikroorganismen (Galli et al. 2002, Patel 2002) den
chemischen Katalysatoren und Metallkomplexen in ihrer Anwendung haufig Uberlegen

sind.

Um Enantiomere darzustellen, bedarf es einer asymmetrischen Reaktionsfihrung, die
1971 von lzumi als ,,eine Reaktion, bei der die Enantiomere eines chiralen Molekils in
ungleichen Antellen entstehen®, definiert wurde (Izumi 1971). Grundsétzlich stehen drei
Wege zur Darstellung optisch aktiver Verbindungen zur Verfligung: Bei der
produktselektiven Reaktionsfilhrung ist das Edukt eine prochirale Verbindung, aus
der durch asymmetrische Induktion mit Hilfe eines Katalysators ein bestimmtes
Stereoisomer gewonnen wird; die eduktselektive Reaktionsfihrung geht von
Verbindungen aus, die schon enantiomerenrein vorliegen, wobei die Zielverbindung
dann ohne stereochemische Alternative aufgebaut wird; schliefdlich lasst sich,
ausgehend von einem racemischen Gemisch, eine préaparative Auftrennung in die
beiden Enantiomere bewerkstelligen.

Die fur die produktselektive Reaktionsfihrung notwendige asymmetrische Induktion
wird von den Biokatalysatoren in besonderer Perfektion Ubernommen. Isolierte Enzyme
sowie die verschiedensten Enzymsysteme in Mikroorganismen sind effektive Kata
lysatoren und beschleunigen eine im Vergleich zur nicht-enzymatischen Reaktion um
den Faktor 10® bis 10'2. Im Allgemeinen werden sie in einer Menge von 102 bis 10
mol% eingesetzt und Ubertreffen damit ihre chemischen Analoga (0.1 bis 1 mol%)

deutlich an Effizienz. Weiterhin verlaufen viele von Enzymen katalysierte Reaktionen
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regio-, diastereo- und enantioselektiv. Der Aufbau von Enzymen aus chiralen
Aminosduren gewéhrleistet die zwingend vorausgesetzte Asymmetrie der Katalysatoren
und ermdglicht damit asymmetrische Synthesen. Diese sind zudem noch unter milden
Bedingungen moglich, denn die Enzymkatalyse verlauft in der Regel bel pH-Werten im
Bereich von 5-8, bei Raumtemperatur und Normaldruck. Unerwinschte Neben
reaktionen konnen so hdufig vermieden werden. Vorhandene Nachteile wie einge-
schrankte Substratselektivitét, auftretende Enzyminhibierung, Instabilitdt und begrenzte
Optimierungsmdglichkeit lassen sich ausgleichen. Diese negativen Effekte haben
trotzdem lange Zeit den Einsatz von Enzymen in der organischen Synthese stark
behindert. Durch verschiedene chemische und biologische Fortschritte, wie neue
Techniken zur Stabiliserung und Immobiliserung von Enzymen, wurde deren Hand-
habbarkeit deutlich erleichtert (Hartmeier 1990, Tischler und Wedekind 1999), und sie
entwickelten sich immer mehr zu vielseitig einsetzbaren Biokatalysatoren nicht nur in
der asymmetrischen Synthese. Weiterhin erméglichen apparative und technische
Neuerungen eine VergrofRerung des Produktionsmaldstabes bis hin zu den grofdtech
nischen Verfahren (Niesch 1969, Stanbury und Whitaker 1984, Dingermann 1999,
Zhang et al. 2004).

Stetige Fortschritte auf dem Gebiet der Molekularbiologie (Austausch von Aminosauren
im katalytisch aktiven Zentrum eines Enzyms) sowie der theoretischen Chemie
(Berechung und Erstellung von “active-site’ Modellen) ermoglichen eine gezielte
Optimierung von Enzymen sowie den Ausbau des grundsétzlichen Verstandnisses von
enzymkatalysierten Reaktionen. Die Konstruktion von Genen fur die Expression von
Proteinen mt erwinschten Eigenschaften, die fir bestimmte Zielsetzungen geeignet
snd, ist moglich Durch Modifikationen werden Aktivitét, Selektivitdt und Stabilitét
beeinflusst (De Santis und Jones 1999, Jager und Reetz 2000). Die Technologie
rekombinanter DNA erlaubt zudem die kostengiinstige Produktion von Enzymen
(Dingermann 1999). Auch semisynthetische Enzyme hat man der asymmetrischen
organischen Synthese zuganglich gemacht (Haring et al. 1999).

Da die genannten Eigenschaften von isolierten Enzymen auf Mikroorganismen tber-

tragbar sind, erklart sich der zunehmende Einsatz von ,whole-cell“-Systemen als
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Katalysatoren im industriellen Bereich sowie in der organischen Synthese. Weltere
Vorteile, wie die stdndige Moglichkeit zur Erneuerung des Katalysators durch
Replikation sowie die fehlende Notwendigkeit von Cofaktoren und Hilfsenzymen,
verstdrken diese Entwicklung. Da die mikrobiellen (und somit enzymatischen)
Reaktionen im Gegensatz zu chemischen Verfahren stereoselektiv ablaufen, wurde hier
seit Beginn des vergangenen Jahrhunderts ein weiteres wichtiges Anwendungsfeld der
industriellen  Mikrobiologie erdffnet (Nlesch 1969). Die Verwendung von
Mikroorganismen als Biokatalysatoren wurde in den letzten Jahren durch neue
Kultivierungs- und Fermentationstechniken sowie Fortschritte im Bereich der
Immobilisierung sténdig verbessert. Vor allem die bereits erwdhnten Entwicklungen in
der Gentechnik ermdglichen die gezielte Herstellung von sogenannten Hochleistungs-
stammen mit maldgeschneiderten Eigenschaften (Dingermann 1999, Kramer 2004).
Heute werden Mikroorganismen in vielen Bereichen erfolgreich eingesetzt, z. B. zur
Produktion von organischen Sauren (Karklins et al. 2001), Aminosauren (Faurie und
Thommel 2003) und Antibiotika (Gutierrezet a. 2004).

2.2 Chemische Sulfoxidation

Sulfide werden chemisch durch partielle Oxidation zum Sulfoxid umgesetzt, durch
einen weiteren Oxidationsschritt ist die Bildung eines Sulfons mdglich, welches die
Endstufe im Oxidationsprozess darstellt. Das Interesse an den Sulfoxiden ist seit langem
hoch, da ihr einzelnes freies Elektronenpaar am Schwefelatom eine besondere
Reaktionsfreudig begriindet und zudem fir die optische Aktivitdt der Verbindungen
verantwortlich ist. Diese Eigenschaften bieten der Substanzklasse der Sulfoxide in
synthetisch bedeutenden Reaktionen ein breites Einsatzfeld.

Seit der ersten chemischen Synthese eines Sulfoxids, ausgehend von einem Sulfid,
durch Méarcker im Jahre 1865 wurden verschiedene Methoden fir die Transformation
von Sulfiden zu Sulfoxiden entwickelt. Die Standardmethode fur die Herstellung eines
Sulfoxids stellt die Oxidation von Sulfiden durch verschiedenste Oxidationsmittel dar.

Diese Oxidation kann nicht nur durch die gangigen Reagenzien wie Persduren,
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Salpetersdure und Periodat (vgl. Abb. 2-1), sondern auch durch halogenhaltige Vertreter

O

R4
R/S\R. OOH ,HNO3, NaIO4 R/S\R.

o)
|

Abb. 2-1: Synthese von Sulfoxiden mit Persauren, Salpetersiure oder Periodat

wie t-Butylhypochlorit und N-Bromsuccinimid erreicht werden. Andere Methoden zur
Synthese von Sulfoxiden schlief?en beispielsweise die Reaktion eines Sulfoxid-
Carbanions mit einer ungeséttigten Gruppe (vgl. Abb. 2-2), die reduktive Addition von

o o
| I

©
A-CH=CH, +  HCS™=CH;  ——=  ArH,C-H,C-H,C™ > ~CHy

Abb. 2-2: Reaktion eines Sulfoxid-Carbanions mit einer ungeséttigten Verbindung

aromatischem Sulfonylchlorid mit Alkylaluminium und die Umlagerung von Allyl- und
Benzylarylsulfonaten ein. Industriell wird Dimethylsulfoxid in direkter Luftoxidation
mit Stickstoffdioxid als Oxidans hergestellt (vgl. Abb. 2-3). Hierbei sind sowohl

0
HsC— > ™~CHj [;352] —  HC— S CH,

Abb. 2-3: Industrielle Herstellung von Dimethylsulfoxid (DM SO), Luftoxidatior
mit Stickstoffdioxid
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Dampf- as auch Flissigphasenoxidation beschrieben. Die gleiche Vorgehensweise
kann auch bei der Oxidation von Diakylsulfiden zu den entsprechenden Sulfoxiden

angewendet werden.
Im Labor werden Sulfide vorzugsweise mit Peroxiden, Persauren und Ozon oxidiert.

Diakyl-, Diaryl- und Arylakylsulfide werden mit H,O, oder Perbenzoesdure zu
Sulfoxiden umgesetzt (vgl. Abb. 2-4). Teilweiseist es aber schwierig, die Oxidation auf

R/S\Rl

Abb. 2-4: Bevorzugte Herstellung von Dialkyl- und Diarylsulfiden im Labormal3stab

mit Peroxiden, Persauren und Ozon

der Stufe des Sulfoxids zu halten, was besonders bei Diarylsulfiden der Fall ist.
Dagegen kann man die Oxidation von Diakylsulfiden leichter auf die Stufe des
Sulfoxids begrenzen, da die frelen Elektronenpaare am Schwefelatom nur bel
Diarylsulfiden im Wesentlichen Uber die Benzylringe delokalisiert sind. Infolgedessen
benttigt man fur die erste Oxidation zum Sulfoxid relativ starke Oxidantien, die
deutlich stéarker als im Falle der Diakylsulfide ausfallen und somit bei den

Diarylsulfiden auch fir die Oxidaiton zum Sulfon ausreichen.

Es wurden verschiedene Methoden entwickelt, um die Nebenreaktion der Sulfonbildung
zu vermeiden. Salpetersiure wurde beispielsweise erfolgreich zur Oxidation von
Thioanisol (1) zum Phenylmethylsulfoxid (1*) ohne Sulfonbildung eingesetzt. Auf
ahnlichem Weg wurden auch viele Diarylsulfide ausschliefdlich zum entsprechenden
Sulfoxid oxidiert, wobei manchmal aber eine unerwinschte Nitrierung der Substrate
stattfand. Dagegen wurde gefunden, dass N»O, zur Oxidation von Sulfiden zu
Sulfoxiden ohne die Bildung von Sulfonen oder anderen Nebenprodukten geeignet ist.
Eine erste grindliche Studie lief3 die Bedeutung von sterischen und elektronischen

Effekten bel derartigen Oxidationsreaktionen erkennen. Weiterhin wurde Chromsaure
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as effektives Reagenz zur Sulfoxidation eingesetzt, wobei erneut das unerwinschte
Sulfon as Nebenprodukt auftrat; jedoch wurde durch die Wahl von Pyridin als
L 6sungsmittel diese Nebenreaktion weitgehend reduziert. Die Oxidation von Sulfiden
zu Sulfoxiden durch Halogene in wésseriger L6sung wurde ebenfalls beschrieben (vgl.
Abb. 25), bei der oft Nebenreaktionen wie die Spaltung der C-S Bindung oder die

wassriger ”

—S~p + X —S—p t  2HX
R R 2 Puffer R R

Abb. 2-5: Oxidation von Sulfiden zu Sulfoxiden durch Halogene in wassriger Losung

Bildung von Kohlenstoff-Halogen Bindungen Uberwiegen. Bel Arylsulfiden wurde
héufig die Halogenierung des Arylrings festgestellt (Oae 1977).

Bel der chemischen Oxidation von Sulfiden besteht immer die Tendenz, dass Substrate
Uber das Sulfoxid hinaus zum Sulfon oder sogar zur Sulfonsaure weiteroxidiert werden.
Die GrofRenordnung dieser unerwinschten Nebenreaktion ist von der Struktur der
organischen Sulfide, der Art des Oxidationsreagenz sowie den Reaktionsbedingungen
wie Konzentration und Temperatur abhangig (Reid 1960). Weiterhin ist die chemische
Synthese von optisch aktiven Sulfoxiden nur mit grof3em Aufwand durchzufihren und

auf wenige Substrate beschrankt.

2.3 Historische Entwicklung der enantioselektiven Sulfoxidation

Enthélt die Sulfoxid-Funktionalitdt zwel unterschiedliche Substituenten, so liegt ein
chirales Molekil vor. Dies verdeutlicht, warum chiralen Sulfoxiden in der
asymmetrischen Synthese ein stets wachsendes Interesse als “stereodirigierende’
Funktion zukommt. Auflerdem gibt es sowohl natirliche als auch synthetische
Sulfoxide, die abhangig von ihrer Stereoselektivitdét am Schwefelatom bestimmte
biologische Aktivitaten begrinden. Als Beispiel sollen hier die beiden Enantiomere von
Thalidomid (besser bekannt unter dem Handelsnamen Contergar’®) erwzhnt werden; das

Glutarsdureimidderivat galt als ungefahrliches Schlafmittel, bei dem auch bel
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Uberdosierung keine Nebenwirkungen auftraten. Diese Wirkung wurde aber im
Nachhinein nur dem S-Enantiomer zugeordnet, wohingegen sich das R-Enantiomer als
teratogen erwies (Mutschler 1986). Es ist daher von Interesse, verschiedene
Maglichkeiten zur Herstellung unterschiedlicher chiraler Sulfoxide zu beherrschen. Die
praparative Trennung von racemischen Gemischen hat man lange Zeit verwendet, um
enantiomerenangereicherte Sulfoxide zu erhalten. Nachteilig an diesem Verfahren ist,
dass fir jedes Sulfoxid ein spezieller Trennschritt ausgearbeitet werden muss und durch
die mangelnde Ubertragbarkeit auf andere Derivate diese Methode nur eingeschrankt
eingesetzt werden kann. Die asymmetrische Synthese verspricht dagegen einen deutlich
bequemeren und effizienteren Zugang zu chiralen Sulfoxiden (Kagan und Diter 1998).
Abbildung 2-6 zeigt schematisch eine Reihe von Herstellungsmoglichkeiten, die in ihrer

historischen Abfolge im Folgenden kurz erlautert werden.

O

| I
Inversion R —S—R2

R]—SOR+R2

(R?=R%) [0]/ chiral
[O] auxiliary

Rl—S—CI R —o—s—o R RL—S—R" RL—S—R?2
*

Abb. 2-6: Ausgewahlte Methoden zur Herstellung chiraler Sulfoxide in der
asymmetrischen Synthese (Kagan und Diter 1998)

Mitte der 20er Jahre des 20. Jahrhunderts wurden erste Versuche unternommen, optisch
aktive Sulfoxide durch die Trennung racemischer Gemische zu erhalten (Harrison et al.
1926). Als besonders nachteilig stellte sich heraus, dass die Sulfoxide strukturell eine
saure oder basische Gruppe tragen mussten, um spéter ein Salz mit elner optisch aktiven
Saure oder Base bilden zu kénnen. Die resultierenden Diastereomere lief3en sich trennen
und daraus optisch aktive Sulfoxide gewinnen. Wegen der schon oben erwahnten, stark

begrenzten Ubertragbarkeit dieser Methode war eine Weiterentwicklung wenig sinnvoll.
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In den 60er Jahren hat man versucht, enantiomerenangereicherte Sulfoxide durch
asymmetrische Oxidation von Sulfiden mit optisch aktiven Persduren zu generieren
(Balenovic et a. 1960, Maccioni et al. 1961, Montanari 1965). Die dabei erzielten
Enantiomerentiberschiisse waren allerdings durchwegs sehr niedrig.

1962 war Andersen erfolgreich, indem er eine neue Methode zur Synthese von optisch
aktiven Sulfoxiden in hoher Reinheit durch die Reaktion von optisch aktiven
Sulfonsaureestern mit Organomagnesiumhalogenid-Verbindungen in Anlehnung an die
Grignard-Reaktion entwickelte (siehe Abb. 2-7, Andersen 1962).

| C,HsMgl |
S\\‘OCmHle /S_\_""CGH4-pCH3
7 CgHs-pCHs v CoHs
(9-p-Tolylsulfonsaureester (R-p-Tolylsulfoxid

Abb. 2-7: Herstellung von optisch aktivem Sulfoxid mittels Grignard-Reaktion aus
optisch aktivem Ester (Andersen 1962)

Bel dieser Reaktion unterliegt der p-Tolylsulfonsaureester einer nukleophilen
Substitution, die eine Umkehrung der Absolutkonfiguration am Schwefelatom zur Folge
hat. Das eingesetzte Ethylmagnesiumiodid dient als nukleophiles Reagenz, und die
Konfiguration des entstandenen p-Tolylsulfoxids ist entgegengesetzt zu der im as
Substrat dienenden Sulfonsaureester.

Seit den 80er Jahren wurde eine Vielzahl weiterer Synthesewege fur optisch aktive
Sulfoxide erschlossen. Dabel gewann der Einsatz von Metallkomplexen as Kata
lysatoren immer mehr an Bedeutung, spéter wurden fir Einzelanwendungen auch sehr
spezielle Katalysatoren als asymmetrische Induktoren verwendet.

Bedeutende Arbeiten fihrte in diesem Zusammenhang die Gruppe um Kagan durch,
welche die Reaktionsbedingungen der bekannten Sharpless-Epoxidierung zugungsten
einer enantioselektiven Sulfoxidation modifizierte (Pitchen und Kagan 1984). Der
bekannte chirale Titankomplex, bestehend aus Ti(OPr'); und Diethyltartrat (DET) im
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Verhdtnis 1:1, wurde sozusagen mit einem Aquivalent Wasser ,desaktiviert und
katalysierte die enantioselektive Sulfoxidation von Arylakylsulfiden mit Enantio-
merenuberschissen ee-Werten) bis zu 90% mit t-Butylhydroperoxid ¢(-BuOOH) as
Oxidationsmittel (Pitchen et al. 1984, Kagan und Rebiere 1990). Noch bessere
Ergebnisse wurden mit dem spédter KaganReagenz genannten Mischungsverhdtnis
Ti(OPr')4/DET/H,0 = 1:2:1 erZielt. Abbildung 28 zeigt die Umsetzung von p-Tolyl-
methylsulfid (2) zum p-Tolylmethylsulfoxid (2* ) mit dem Kagan Reagenz.

CHs CH

Ti(OPY),, tBUOOH
(RR)-Diethyltartrat

H,O

CH; CH,

p-Tolylmethylsulfid (2) p- Tolylmethylsulfoxid (2*)

Abb. 2-8: Umsetzung von p-Tolylmethylsulfid (2) zu p-Tolylmethylsulfoxid (2*) mit
nach Kagan modifiziertem Sharpless-Reagenz (Pitchen et al. 1984)

Das Bindungsmodell des TitanTartrat-Komplexes ist im Abschnitt 2.4 (Abb. 2-12)
dargestellt und wird dort ndher erlautert. Unabhangig von den mit dem Kagan Reagenz
erzielten Ergebnissen erhielten Modena und Mitarbeiter (Modena-Reagenz) sehr
shnliche Enantioselektivitaten mit einer Mischung Ti(OPr')#/DET = 1:4 (Di Furia et al.
1984).

Oft wird allerdings die gute Ehantioselektivitdt der eben beschriebenen Titansysteme
von einer niedrigen katalytischen Effektivitéat begleitet, die das nétige Mengenverhdtnis
zwischen Katalysator und Substrat beschreibt. Pasini und seine Mitarbeiter entwickelten
chirale Oxotitan(lV)-Schiff'sche Basen, die Phenylmethylsulfid im Verhdtnis
Katalysator:Substrat = 1:1000 bis 1:1500 mit 35%igem H,O, as Oxidationsmittel zum



12 2 Kenntnisstand

entsprechenden Sulfoxid umsetzen (Colombo et al. 1986). Leider lagen die ee-Werte
< 20%, und es entstanden zusétzlich gringe Mengen Sulfon. Als Grund hierfir wird
angegeben, dass das Sulfid vor dem Angriff durch H»,O, mit dem Titankomplex eine
koordinative Bindung eingeht und somit keine Peroxotitan-Spezies gebildet werden
kann. Ahnliche Erfahrungen beschreiben Colonna und Mitarbeiter, die chirale
Titankomplexe von N-Salicyliden-L-aminosduren verwendeten (Colonna et al. 1987).
Mit diesem Katalysator wurden bei der Umsetzung von p-Tolylmethylsulfid @) und
anderen Sulfiden mit t-BuOOH als Oxidationsmittel in Benzol bel Raumtemperatur ee-

Werte < 25% gemessen.

Die Verwendung von Schiff’'schen Basen as Liganden wurde auch auf das Metall
Vanadium ausgedehnt. Blom und Bienewald entdeckten einige Komplexe mit chiralen
Vanadium(1V)-Schiff sche Basen als effiziente Katalysatoren fur die Sulfoxidation. Der
chirae Katalysator wurde in einer in-situ Reaktion von VO(acac), mit der Schiff”schen
Base von b-Aminoalkohol hergestellt. Die Umsetzung von Thioanisol (1) wurde bei
Raumtemperatur unter langsamer Zugabe von 30%igem H»O, durchgefihrt und bei
einer Ausbeute von 94% Phenylmethylsulfoxid (1*) erhielt man einen ee-Wert von 70%
(Blom und Bienewald 1998).

In der Folge wurden noch viele strukturelle Analoga dieser Art von Katalysatoren zur
enantioselektiven Sulfoxidation eingesetzt (Vetter und Berkessel 1998). Als weiteres
Katalysatorsystem fanden Komplexe von chiralen Schiff”schen Basen als Liganden und
Mangan als Zentralatom Verwendung. Jacobsen und Mitarbeiter setzten den chiralen
(Salen)Mn(111)Cl Komplex zur asymmetrischen Oxidation von Arylmethylsulfiden mit
30%igem H,O, in Acetonitril ein und erzielten moderate ee-Werte zwischen 50 und
70% (Palucki et al. 1992). Katsuki und Mitarbeiter beschrieben, dass kationische chirale
(Salen)Mn(111) Komplexe als perfekte Katalysatoren fir die Oxidation von Sulfiden mit
lodosylbenzol fungieren; das beste Ergebnisse wurde im Fall von ortho-Nitrophenyl-
methylsulfoxid mit 94% Ausbeute und 94% Enantiomereniberschuss erzielt (Kokubo
und Katsuki 1996).
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Oxometallporphyrine wurden verwendet, um in Modellsystemen einige Zwischenstufen
des katalytischen Zyklus von Cytochrom P-450-Enzymen und Peroxidasen zu erkléren.
Dabae wurde en problemloser Sauerstofftransfer von iodosylaromatischen
Verbindungen auf Sulfide mit den Metdlporphyrinen Fe(lll) oder Mn(lll) als
Katalysatoren festgestellt. Das erste Beispiel fir eine enantioselektive Sulfoxidation
(73% ee) wurde in diesem Zusammenhang von Naruta und Mitarbeitern veroffentlicht,
die ein chirales zweikerniges Eisenporphyrin as Katalysator verwendeten (Naruta et al.
1990). Die raumliche Anordnung von Eisenporphyrinen bei der asymmetrischen
Sulfoxidation ist im Abschnitt 2.4 (Abb. 2-13) dargelegt. Groves und Mitarbeiter
beschrieben &hnliche Ergebnisse mit einem Binaphthyl-Fe(111)- Tetraphenylporphyrin
als Katalysator, wobei ee-Werte bis 48% erreicht wurden (Groves und Viski 1990).

Davis und Mitarbeiter entwickelten eine sehr nitdiche Klasse chiraer Oxidantien auf
der Basis von N-Sulfonyloxaziridinen (abgeleitet von Kampfer). Diese Katalysatoren
sind kommerziell erhdltlich, und man erreicht beispielsweise fur p-Tolylmethylsulfid
einen Enantiomerentiberschuss von 95% Qavis et a. 1992-1). Der Mechanismus fir
den elektrophilen Angriff am Schwefel wird an einem “active-site” Modell im Abschnitt
2.4 (Abb. 2-14) erlautert.

Seit 1976 wurden neben den ,klassischen Metallkomplexen noch einige weitere,
durchaus as unkonventionell zu bezichnende heterogene Katalysatoren zur
enantioselektiven Sulfoxidation entworfen. Die Elektrooxidation von Sulfiden zu
Sulfoxiden an mit optisch aktiven Substanzen chemisch modifizierten Elektroden war
dabei eine attraktive Vorgehensweise, auch wenn die ersten Versuche mit ee-Werten
< 2% nicht ermutigend waren (Firth und Miller 1976). Hohe Enantioselektivitéten
wurden von Komori und Nonaka erreicht, als sie verschiedene Typen von Platin- und
Graphitelektroden herstellten, die mit Polyaminosduren beschichtet waren. Die besten
Ergebnisse wurden fur Sulfide mit sperrigen Alkylgruppen erzielt. Die zweckmaldigste
Elektrode war mit einem Polypyrrol- und anschliefiend mit einem Poly-L-Valin-Film
Uberzogen (Komori und Nonaka 1983 und 1984). Den genauen Reaktionsmechanismus
und den Ursprung der asymmetrischen Induktion hat man nicht aufgeklart. Dieser

vielversprechende Losungsansatz wird allerdings durch das aufwendige Herstellungs-
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verfahren und die geringe Robustheit der ansonsten aber ohne Verlust der Enantio-

selektivitat wiederverwertbaren Elektroden begrenzt.

Die biologische Oxidation von Sulfiden beinhaltet Cytochrom P-450 Enzyme oder
flavinabhéngige Oxygenasen. Shinkai und Mitarbeiter setzten Flavinophan as Modell
eines chiraen Flavins zur Katalyse der Oxidation von Arylmethylsulfiden ein. Damit
wurden mit 35%igem HO-, bei -20 °C im Dunklen ee-Werte von bis zu 65% erzielt
(Shinkai et al. 1988).

Imine und Iminiumsalze werden durch Persduren zu den Oxaziridinen und
Oxaziridiniumionen oxidiert, die, wie oben bereits beschrieben, gute Katalysatoren fir
die enantioselektive Sulfoxidation darstellen. Sie kdnnen aber prinzipiell vor der
Oxidation durch die Persduren auch selbst als Katalysatoren der enantioselektiven
Sulfoxidation dienen (Bohe et al. 1993). Page und Mitarbieter entwickelten ein System,
in dem H,O, unter basischen Bedingungen als Oxidationsmittel in Gegenwart eines
chiralen Imins @bgeleitet von Kampfer) reagiert (Page et al. 1995). Diese Methode
erganzt die in der Literatur bekannten Systeme; sie erwies sich als besonders effektiv
bei der asymmetrischen Oxidation von nicht-arylischen Sulfiden. So wurde
beispielsweise bel der Oxidation von 2-Phenyl-1,3-dithian en ee-Wert von 98%

gemessen.

Als weiteres Beispiel soll auch die Sulfoxidation in Gegenwart von Cyclodextrinen
angeftihrt werden. Es ist bekannt, dass Cyclodextrine eine hydrophobe Tasche (u. a. ds
Bindungsstelle fir Aromaten) und eine hydrophile auf3ere Oberflache besitzen. Des-
wegen wurde eine asymmetrische Sulfoxidation von verschiedenen Arylalkylsulfiden
mit m-Chlorperbenzoesaure und b-Cyclodextrin in Wasser durchgefuhrt (Czarnik
1984). Insgesamt hat man allerdings nur moderate Enantiosel ektivitéten von bis zu 33%
gefunden, die bei Reduzierung des Cyclodextrinanteils im Reaktionsansatz (unter ein

Molaquivalent) noch niedriger ausfielen (Drabowicz und Mikolagjczyk 1984).

Sugimoto und Mitarbeiter fanden heraus, dass Rinderserumalbumin (bovine serum

albumin, BSA), ein Transportprotein in biologischen Systemen, einen Speicherort fir
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aromatische Sulfide darstellt. Auf dieser Grundlage wurden Sulfoxidationsreaktionen
mit NalO4 in Gegenwart von BSA durchgefiihrt (Sugimoto et a. 1979 und 1981), wobei
eine markante Abhangigkeit zwischen der Enantioselektivitét und der Struktur der
aromatischen Einheit festgestellt wurde; so erhthten z. B. sperrige Seitenketten den ee-
Wert. Welterhin  waren die ee-Werte stark pH-abhangig, was mit einer
Konformationsdnderung der Proteinstruktur bei pH-Werten<5 zu erkléaren ist.
Aulerdem wurde eine kinetische Racematspaltung in Gegenwart von BSA beschrieben
(Kagan und Fiaud 1988). Am Beispiel von Phenyl-i-propylsulfid wurde der ee-Werte
durch gleichzeitige Kombination von asymmetrischer Oxidation und kinetischer
Racematspaltung gesteigert, ein Effekt der schon von Umsetzungen mit Titan
Katalysatoren bekannt war (Adam et al. 1998). Daraus konnte abgel eitet werden, dass in
einem Zweiphasen Prozess einerseits an der Bindungsdoméne des BSA das R-Sulfoxid
gebildet und andererseits zunehmend das S-Sulfoxid durch die kinetische
Racematspaltung abgebaut wird. Unerklarlicher Weise lield sich diese Beobachtung
nicht auf p-Tolylsulfide Ubertragen. Colonna und Mitarbeiter untersuchten spéter noch
eine grole Anzahl strukturvariierter Sulfide, um die durch BSA katalysierte
Periodatoxidation mechanistisch zu verstehen (Colonna et al. 1986).

2.3.1 Die enzymatische Sulfoxidation

Obwohl isolierte Enzyme gerade auf dem Gebiet der Biotransformation im praparativen
Maldstab oftmals nicht mit den mikrobiellen Systemen mithalten konnen, gibt es
trotzdem ein gesteigertes Interesse an deren Funktionsweise und Einsatzmdoglichkeit in
der asymmetrischen Sulfoxidation. Dem generellen Aufklarungsbedarf auf diesem
Gebiet folgte die sehr frihe Erkenntnis, dass oxidative Enzyme unabdingbar mit der
metabolischen Bildung von Sulfoxidderivaten aus z. B. schwefelhaltigen Pharmazeutika
und Pestiziden verbunden sein mussen. Erste Beispiele dafiir waren die Oxidation von
Chlorpromazin durch Peroxidasen und Katalasen (Cavanaugh 1957) sowie
Lebermikrosomen (Gillette und Kamm 1960). Weiterhin hat man den Metabolismus
von Phenothiazin und Promazin untersucht (Walkenstein und Seifert 1959, Smith et al.
1983). Das Sulfoxidationsprodukt des Insektizids Systox war schon 1955 bekannt
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(March et a. 1955). Die Grundstrukturen dieser Substanzen sind in Abbildung 2-9
zusammengefasst.

CHj5
H2C_(CH2)2 _N

sellooo

Phenothiazin Promazin
'\
]
C,Hs0
SP—0—C—C—S—CyHs
CoHs0 | |
> Systox
P
C,Hs0
P—S—C—C—S—CyHs
CoHs50 |
H H
S

Abb. 2-9: Strukturformeln von Phenothiazin, Promazin und Systox

Die enzymatische Sulfoxidation von schwefelhaltigen Aminosduren (z.B.
Cysteinderivate, Ebbon und Callaghan 1968) hatte die partielle Aufreinigung von
Enzymen aus Rattenleber zur Folge, denen man die effiziente Sulfoxidation einer Reihe
von a-Thiocarbonsduren zugeschrieben hat (Lee et al. 1970). Welterhin wurde die
menschliche Leber als ein Reservoir an oxidativen Enzymen entdeckt, die in der Lage
and, Thioether zu sulfoxidieren (Estabrook et al. 1963). Enzympréparate aus Leber-
mikrosomen sind alerdings nicht als homogen einzustufen, da sie Enzymaktivitdten
verschiedener Stereoselektivitdten und Substratspezifitdten aufweisen. Die dahin
gehenden Probleme wurden noch grof3er, als man bel enzymatischen Reaktionen mit
Rattenleberhomogenat nicht nur die Bildung von R- und S-Sulfoxiden, sondern auch die

von Sulfonen nachgewiesen hat. Zusétzlich wurde dabei eine Enzymaktivitét
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festgestellt, die fur eine selektive Reduktion von S Sulfoxiden zu den entsprechenden

Sulfiden verantwortlich war.

Durch Arbeiten mit aufgereinigten Prdparaten von Hasenleber wurden sowohl
mechanistische as auch praparative Aspekte der Sulfoxidation durch ein Enzym
genauer untersucht, das man a's cytochromabhéangige P-450-Oxygenase klassifiziert hat
(Fukushima et a. 1978). Erwahnenswert ist die Tatsache, dass das Enzym Cytochrom
P-450 eine grundlegende Monooxygenase in menschlichen Geweben darstellt. Der
katalytische Zyklus von Cytochrom P-450 abhangigen Monooxygenasen wird im
Abschnitt 2.4 (Abb. 216) genauer beschrieben. Am Beispiel der Hasenleber wurden
einfache prochirale Molekile mit ee-Werten bis zu 54% sulfoxidiert; die Oxidation von
p-Tolylethylsulfid mit zwel Cytochrom R450-1soenzymen ergab sogar einen ee-Wert
von 80% zugunsten des S Enantiomers (Takata et al. 1980, Cashman et al. 1990).

Es folgten ausfihrliche Untersuchungen beziiglich der stereochemischen Préferenz in
Biotransformationen von strukturvariierten Sulfiden mit mikrosomalem Cytochrom
P-450-Enzym aus Hasenleber (Takata et al. 1983). Aufgereinigte Cytochrom:P-450-
abhéngige Enzyme aus Rattenleber wurden von Walsh und Mitarbeitern mit
p-Tolylethylsulfid als Substrat untersucht. Zwei verschiedene Isoenzyme lieferten das
S Sulfoxid mit ee-Werten von 58 und 68%; als Nebenprodukt wurden geringe Mengen
des Benzylalkohols detektiert. Zusammen mit der Tatsache, dass racemisches p-Tolyl-
ethylsulfoxid durch die Rattenleberenzyme nicht zum Sulfon oxidiert wurde, schrieb
man die fehlende Stereoselektivitét in Oxidationsreaktionen mit Thioanisol (1) einer

insgesamt wenig ausgepragten Stereoselektivitét des Enzyms selbst zu (Waxman 1982).

Im Gegensatz zur vorwiegenden Produktion von S-Sulfoxiden durch Cytochrom:
P-450-abhéngige Enzyme aus Rattenleber wurden in den Umsetzungen mit
flavinabhangigen Monooxygenasen aus Schweineleber die entsprechenden R-Sulfoxide
mit hoher optischer Reinheit von 90% isoliert. Der katalytische Zyklus der
flavinabhéngigen Monooxygenasen ist im Abschnitt 2.4 (Abb. 2-17) dargestellt. Es
waren wiederum Walsh und Mitarbeiter (Oae et a. 1985), die von der hohen optischen

Reinheit der Sulfoxide aus Reaktionen mit einem Rohextrakt von Lebermikrosomen ein
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Zusammenwirken der von Flavin- und Cytochrom-P-450-abhéngigen Enzyme in der
L eber ableiteten. Eine Methode wurde entwickelt, die aufgrund des Anteillsan S- und C-
Oxidation an Phenylacylphenylsulfid (jeweils determiniert durch P-450- oder
Flavinaktivitat) eine Unterscheidung zwischen den beiden Enzymaktivitéaten erlaubte.

Ein anderes Beispiel fur die enzymatische Sulfoxidation stellt die Dopamin-b-
Hydroxylase (DBH) dar. Diese kupferhaltige Monooxygenase katalysiert die
benzylische Oxidation von Dopamin zu Norepinephrin. Der Austausch eines benzyli-
schen Kohlenstoffatoms durch ein Schwefelatom wurde in einem Modellsystem
untersucht, wobel die Oxidation durch Sauerstoff in Gegenwart von DBH ein
S Aminosulfoxid mit hohem ee-Wert und gleicher Konfiguration wie bel der
Dopaminoxidation lieferte (May und Phillips 1980). Die Okxidation von
p-Tolylmethylsulfid durch eine Flavinadenindinukleotid (FAD) enthaltende Monooxy-
genase resultierte in einem ee-Wert von 95% zugunsten des R-Enantiomers (Waxman
1982). Die Pseudomonas oliveorans Monooxygenase (POM), eine w-Hydroxylase’,
hydroxyliert normalerweise endstandige Methylgruppen von Alkanen und epoxidiert
endstandige Olefine. In Modellumsetzungen fihrte dieses System aber auch zur
Oxidation einer grof3en Anzahl von Alkylmethylsulfiden (in Gegenwart von NADH und
Sauerstoff); ee-Werte bis zu 80% wurden erzielt (Katopodis et al. 1988).

Systematische Studien der Sulfoxidation durch Cyclohexanonmonooxygenasen
(CHMO) aus Acinetobacter sp. sind von mehreren Arbeitsgruppen durchgefihrt
worden. Ein "active site model” ist beschrieben und in Abbildung 2-15 aufgefihrt. Viele
Arylakylsulfide, Diakylsulfide und Diakyldisulfide wurden als Substrate in
Gegenwart von NADP und eines NADPH-regenerierenden Systems (Glucose-6-
Phosphat) eingesetzt und in guten Ausbeuten sulfoxidiert; die ee-Werte schwankten in
Abhangigkeit der Struktur der Substrate von 0 bis 98% (Carrea et al. 1992, Secunde et
d. 1993). AulRerdem erfolgte eine genauere Betrachtung unter Berlicksichtigung des
Einflusses der elektronischen Gegebenheiten der para-Substituenten bei  Benzyl-
methylsulfiden. Auch wurden nichtsubstituierte 1,3-Dithioacetale zu entsprechenden
Monosulfoxiden in guten Ausbeuten und ee-Werten tber 98% umgesetzt (Colonna et al.
1996).
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Die Meerrettichperoxidase (HRP) katalysiert die Oxidation von verschiedenen
Arylakylsulfiden mit Hilfe von H,O, mit dem Ergebnis moderater ee-Werte von O bis
68% (Colonna 1992-2). Erst gentechnische Methoden erlaubten es, die
Enantioselektivitaten fur die Sulfoxidation mit HRP betrachtlich zu steigern. So wurde
eine Phe-41->Leu Mutante (F41L HRP) kreiert, die bessere Ausbeuten und ee-Werte
bis 94% lieferte. Der Effekt eines Austausches von Phe-41 durch Threonin wurde
ebenfalls geprdift.

Insgesamt stellen molekulare Arbeitstechniken an HRP einen vielversprechenden
Zugang zur Variation der Selektivitdt von Enzymen fur die Sulfoxidation dar (Ozaki
und Ortiz de Montellano 1995).

Eine aus Caldariomyces fumago isolierte Chlorperoxidase (CPO) ist von Colonna und
Mitarbeitern als effektiver Katalysator fur die Oxidation von Sulfiden mit den
Oxidationsmitteln H,O,, lodbezol und verschiedenen Hydroperoxiden (1.6x107°
Molaquivalente CPO wurden in einem wassrigen Puffer bei pH5 eingesetzt)
beschrieben worden. Dieses System stellt auch das Referenzsystem dar (siehe Abb.

2-10), mit dem Vergleichsumsetzungen zur Bestimmung der Absolutkonfiguration der

I
S
~N S
CH,3 CPO [3.35 pmol] ¢ Hy
H,0, (0.42 mmol)
Citratpuffer (2.15 ml)
. in 13 Portionen alle 5 min
Thioanisol [0.21 mmol, (1)] .
Citratpuffer (2L ml) pH 5 (R)-Phenylmethylsulfoxid (R-1*)
ee=9.4% (R

Colonnaet al. 1992: ee= 98 % (R)

Abb. 2-10: Enzymatische Sulfoxidation mit Chlorperoxidase (CPO) aus Caldariomyces
fumago am Beispiel des Standardsubstrats Thioanisol (1)

in dieser Arbeit aufgefiihrten Sulfoxide durchgefihrt wurden. Ferner hat man

beispielsweise  (R)-p-Tolylmethylsulfoxid und  (R)-Benzylmethylsulfoxid — mit
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Enantiomerentiberschiissen von > 90% synthetisiert (Colonna et al. 1990, Colonna et al.
1992-1). Die Chlorperoxidase wurde auch von Fu und Mitarbeitern Fu et a. 1992)
verwendet, wobe man mit H,O, als Oxidationsmittel unter optimierten Reaktions-
bedingungen exzellente Ausbeuten (66-92%) und ee-Werte (97-100%) erreichte. Eine
weitere Forschergruppe setzte eine Auswahl an starren und aromatischen Sulfiden mit
genau definierter Geometrie und HO, als Oxidationsmittel ein. Das nahezu planare
Molekil 1-Thiaindan stellte sich als perfektes Substrat heraus (> 95% R-Sulfoxid, 100%
Ausbeute); 1-Thiatetrahydronaphthalin war weniger reaktiv, bildete aber dennoch ein
Sulfoxid mit einem ee-Wert von 96% (Allenmark und Andersson 1996, Strukturformeln
in Abb. 2-11). Die beiden denkbaren Enzymmechanismen bei der enantioselektiven
Sulfoxidation mit Chlorperoxidase sind im Abschnitt 2.4 (Abb. 2-18) dargestelit.

1-Thiaindan 1-Thiatetrahydronaphthalin

Abb. 2-11: Strukturformeln von 1-Thiaindan und 1-Thiatetrahydronaphthalin

2.3.2 Die mikrobielle Sulfoxidation

Der Einsatz von intakten Zellen gehorte zu den ersten Versuchen auf dem Gebiet der
enantiosel ektiven Biokatalyse. Als Pionier dieser Arbeitstechnik untersuchte Henbest
die Sulfoxidation durch Aspergillus niger (Auret et a. 1968). (R)-Alkyl-p-tolylsulfoxide
wurden mit teilweise hohen Enantiomerenliberschiissen hergestellt; so ergaben
bei spiel sweise Umsetzungen mit t-Butyl-, i-Propyl- und Methylsubstraten ee-Werte von
98, 70 und 32%. Die Experimente wurden in kleinem Mal3stab mit geringen Ausbeuten
durchgefthrt (Auret et a. 1974). Sih und Mitarbeiter fanden in einem systematischen
Screeningverfahren nach Mikroorganismen zur enantioselektiven Sulfoxidation mit
p-Tolylmethylsulfid heraus, dass Mortierella isabellina (NRRL 1757) und
Helminthosporium sp. (NRRL4671) in guten Ausbeuten enantiomerenreine R- und S
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Sulfoxide lieferten. Im Anschluss wurde noch der Einfluss von verschiedenen para-
Substituenten bel der Sulfoxidation von Phenylmethylsulfiden durch Mortierella
isabellina nachvollzogen, weiterhin hat man die Sulfoxidation verschiedener Aryl- und
Benzylalkylsulfiden duch Helminthosporium sp. Uberprift (Abushanab et al. 1978,
Holland et al. 1985 und 1994). Auf der weiteren Suche nach Mikroorganismen, die zur
enantioselektiven Sulfoxidation befahigt sind, lenkten Ohta und Mitarbeiter das
Interesse auf Corynebacterium equi. Die Eigenschaften dieses Bakteriums wurden als
extrem enantioselektiv bel der Sulfoxidation von Arylalkylsulfiden beschrieben, mit
Stereopréferenz zugunsten des R-Enantiomers. Die Produktion von geringen Mengen
Sulfon in nahezu adlen Resktionsansdtzen machte das Vorhandensein einer
Enzymaktivitdt fir den notwendigen zweiten Oxidationsschritt wahrscheinlich.
Aulerdem konnte die stereoselektive Anreicherung des R-Sulfoxids in der bevorzugten
S Sulfoxid-Reduktion nach den Regeln einer kinetischen Racematspaltung begrindet
liegen (Ohtaet a. 1984 und 1985).

Die Béackerhefe Saccharomyces cerevisiae enthdlt Enzyme, die in der Lage sind,
anndhernd symmetrische Sulfide wie z.B. Methylthiostearat zu oxidieren. Sulfide wie
z.B. Bn-S-(CHy)7-CO;Me wurden mit einem ee-Wert von 70% zum S Sulfoxid
umgesetzt. Der stereochemische Reaktionsverlauf bel der Oxidation von Sulfiden wie
Methyl-9-thiostearat wurde als hoch enantioselektiv (> 95% ee) bestimmt (Buist et al.
1990, Buist und Marecak 1991).

Die Produktion von R- und S-Sulfoxiden durch ein und derselben Bakterienstamm
wurde erstmals von Boyd und Mitarbeitern beschrieben. Das Bodenbakterium
Pseudomonas putida metabolisierte eine Serie von Arylakylsulfiden, wobei ein Stamm
(NCIMB 8859) eine Naphthalindioxygenase (NDO) enthielt und selektiv S-Sulfoxide
synthetisierte; im zweiten Exemplar von Pseudomonas putida (UV4) sorgte eine
Toluoldioxygenase (TDO) fiur die enantioselektive Sulfoxidation zugunsten von
R-Sulfoxiden, die abhangig von der Sulfidstruktur ee-Werte von > 99% erreichten. Die
beim zuletzt genannten Bakterium fir die Enantioselektivitat verantwortliche
Enzymaktivitdt der TDO stammte allerdings urspringlich aus ener weiteren

Pseudomonas sp. und wurde dem Stamm UV4 mittels gentechnischer Verfahren
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induziert. Diese Untersuchungen mit einem nativen und einem rekombinanten Stamm
derselben Spezies stellen das erste Beispiel einer “whole-cell”-Sulfoxidation mit dem
Ergebnis entgegengesetzt enantioselektiver Sulfoxide dar. In keinem Fall war die
Bildung von Sulfonen feststellbar. Ahnliche Ergebnisse hat man mit einem Klon von
Escherichia coli (pKST 11) erhalten (Allen et a. 1995, Boyd et al. 1998).

Die Darlegung von effektiven "whole-cell -Systemen fir die Biokatalyse ist nach wie
vor ein anspruchsvolles und vielversprechendes Forschungsgebiet und unterliegt einer
rasanten Entwicklung. Im Bereich der enantioselektiven Sulfoxidation sind einige, zum
Tell hoch selektive Mikroorganismen beschrieben. So sulfoxidiert eine Acinetobacter-
Spezies (NCIMB 9871) Arylakylsulfide nur mit minimal geringerer Enartiosel ektivitét
as die aus derselben Spezies isolierte Cyclohexanonmonooxygenase (CHMO).
Pseudomonas sp. NCIMB 9872 oxidiert dieselben Substrate in sehr hohem, meist
umgekehrtem Enantiomerentiberschuss von 73 bis 100%. Eine CHMO-AKktivitét wurde
auch in der sogenannten Black Yeast NV-2 und in Xanthobacter autotrophicus DSM
431 (NCIMB 10811) festgestellt, aber entgegen friheren Verdffentlichungen konnte
diese Aktivitdt nicht in freien Zellextraken von Xanthobacter autotrophicus
nachgewiesen werden. Beide Spezies oxidierten Thioanisol (1) ausschlieffdlich zum
entsprechenden (R)-Phenylmethylsulfoxid (R-1*) mit 100% ee (Kelly et al. 1996,
Alphand et al. 1996). Die auf diesem Kenntnisstand aufbauenden eigenen Erfahrungen
und Ergebnisse mit bakteriellen “whole-cell’-Systemen werden ausfihrlich im
Ergebnisteil (Abschnitt 3.3) erlautert.

2.4 Bindungstheorien und Enzymmodelle fur die asymmetrische Sulfoxidation

Um das Zustandekommen der im Abschnitt 2.3 differenzierten optischen Aktivitéten zu
verstehen, sollen im Folgenden die wichtigsten bekannten Bindungstheorien
katalytischer Ubergangszustdnde sowie enzymatische Modelle der verschiedenen
Systeme zur enantioselektiven Sulfoxidation vorgestellt werden. Da in den spéter
verwendeten bakteriellen “whole-cell’-Systemen letztlich auch Enzyme fiur die
asymmetrische Induktion verantwortlich sind, gelten die grundlegenden Enymmecha-

nismen gleichermal3en fur die mikrobiellen Biotransformationen.
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Der bei der Sulfoxidation mittels KaganReagenz mal3gebliche Mechanismus wurde
noch nicht vollends aufgekléart. Allgemein ist aber aus der asymmetrischen Synthese
bekannt, dass die GrofRe der das Schwefelatom flankierenden Seitengruppen und
vorhandene p - Elektronensysteme einen mal3geblichen Einfluss auf die Enantiosel ektivi-
tét besitzen. Weiterhin wurde aus der Molmasse der Hauptkomponente in der Umset-
zungslésung ein dimerer Tartratkomplex als reaktive Spezies abgeleitet. Infrarot-
spektroskopische Untersuchungen zeigten sowohl einen freien Ester als auch einen
Chelatester. Die Rolle des Wassers wurde der Bildung der TiOTi-Bindung zugeordnet.
Vorlaufig hat man ein Modell fur die asymmetrische Induktion -wie in Abbildung 2-12
gezeigt- entwickelt (Kagan et al. 1985, Zhao et al. 1987).

Abb. 2-12: Modell der asymmetrischen Sulfoxidation mittels Kegan-Reagenz
(Kagan et. a 1985)

Es beinhaltet die Hypothese, dass sich Diethyltartrat as ein Trihaptoligand beztglich
des Titans verhdlt, wie es auch im Sharpless System der Fall ist. Bei diesesm Modell
-einer katalytischen Reaktion in Bezug auf Titan as Zentralatom kommt der freien
Esterfunktionalitét eine besondere Wirkung zu. Tatséchlich wurde festgestellt, dass mit
Dimethyltartrat im Vergleich zu Diethyltartrat ein geringerer ee-Wert bel der
Umsetzung von p-Tolylmethylsulfid mit t-BuOOH erzielt wurde.

Erst seit 1990 wurden Beispiele fur die Verwendung von Metallporphyrinen fir die
asymmetrische Oxidation von Sulfiden zu Sulfoxiden mit signifikanten ee-Werten
vertffentlicht. Naruta und Mitarbeiter (Naruta et al. 1991) entdeckten, dass beidseitig
mit chiralen Binaphthylresten flankierte Eisenporphyrine die Oxidation von Sulfiden
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mit guter Enantioselektivitét katalysieren. Dieser C-symmetrische Komplex wurde als
chirader Ligand mit lodosobenzol als Oxidationsmittel in Gegenwart von 1-Methyl-
imidazol as Katalysator eingesetzt. Die Autoren schlugen auch ein mechanistisches
Modell zur Erklarung der asymmetrischen Induktion vor, das auf ener sterischen
Reaktionskontrolle basierte. Die beiden Binaphthylreste, die sich Uber dem
Makrozyklus zugewandt sind, bilden auf beiden Seiten chirale Taschen, die den Zugang
von Substrat und Oxidationsmittel zum aktiven Metallzentrum vorgeben. Die réaumliche
Anordnung des Eisenporphyrins in der asymmetrischen Sulfoxidation zeigt Abbildung
2-13.
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Abb. 2-13: Strukturelle Anordnung von Eiser-Porphyrinen in der asymmetrischer
Sulfoxidation (Naruta et al. 1991)

Davis und Mitarbeiter (Davis et al. 1992-2) entwickelten eine niitzliche Klasse chiraler
Oxidantien auf der Basis von Kampfer abgeleiteten N-Sulfonyloxaziridinen. Abbildung
2-14 beschreibt die bevorzugten Ubergangszustande | und 11 fir die Oxidation von
Sulfiden durch Oxaziridine in einem Mechanismus, der sich auf einem elektrophilen
Angriff an das Schwefelatom stiitzt. R bezeichnet grof3e (large) und Rs kleine (small)
Gruppen. Deren sterischer Einfluss scheint grofte Bedeutung zu haben, weil der durch
ein Chloratom und die Phenylsulfonylgruppe vorgegebene molekulare Spalt nur kleine
Gruppen (Rs) einlagern kann. Dadurch wird die grof3e Gruppe R_ vorzugsweise in
Richtung des freien Quadranten (unten links) abgedrangt (vgl. Abb. 2-14).
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Rs = CH2R

Abb. 2-14: Bevorzugte Ubergangszustande und ein “active-site” Modell fiir die Oxidatior
von Sulfiden durch Oxaziridine [rechts unten ist die Strukturformel des

eingesetzten Oxaziridins, abgeleitet von Kampfer, angegeben (Davis 1992-2)]

Auch die im Abschnitt 2.3.1 schon aufgezahlte und ausfihrlich untersuchte Cyclo-
hexanonmonooxygenase (CHMO) darf hier unter dem Aspekt des Sulfoxidations-
mechanismus nicht fehlen. Da es noch keine genauen strukturellen Daten zur CHMO
gibt, beschreibt ein sogenanntes “active-site’-Modell die stereoselektive Sulfoxidation
und dient zur Vorhersage der optischen Aktivitdt der CHMO aus Acinetobacter sp.
NCIB 9871. Das auf wirfelférmigen Deskriptoren basierende Modell wurde aus den
Ergebnissen abgeleitet, die aus Umsetzungen mit Uber 30 strukturvariierten Sulfiden
stammten. Dieses Modell (siehe Abb. 215) stimmt mit friheren Untersuchungen zum
Prozess der asymmetrischen Sulfoxidation durch CHMO Uberein und baut die
grundlegenden Theorien noch weiter aus. Durch Uberlagerung der Sulfoxidstrukturen
wurde die Dimension der Bindungstaschen festgelegt. Um die Molekile Ubereinander
legen zu konnen, wurden die Produkte in zwel Gruppen, abhangig von der
vorherrschenden Konfiguration, aufgeteilt. Die Sulfoxide jeder Gruppe wurden entlang
ihrer S=O-Achse ausgerichtet und am Schwefelatom zentriert; die verbleibenden zwei

Fragmente wurden dann so Ubereinandergelegt, dass abhangig von ihrer Grof3e gemein
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Abb. 2-15: Das "active-site” Modell der Cyclohexanor-Monooxygerase (CHMO):
Die kata lytisch unabdingbare Region (Sauerstoffbindungsstelle) ist kreis-
formig dargestellt, weiterhin sind Auf-, Front- und Seitenansicht gekenn-
zeichnet. Die Haupt- (M), hydrophobe grof3e (H.) und hydrophobe kleine

(Hs) Tasche sind beschriftet (Ottolina 1995)

same Volumina optimal belegt wurden. Im zweiten Schritt hat man diese beiden
Molekilcluster wiederum an ihrer S=O Achse ausgerichtet und am Schwefelatom
zentriert. Das entstandene dreidimensionale Bild wurde danach in einen Ké&fig aus
verschiedenen Wiirfeln mit einer Kantenldnge von 1.54 A eingelassen. Daraus lassen
sich in dem in Abbildung 215 dargestellten Modell drei Bindungsstellen als Kata-
lysestelle (gekennzeichnet durch Punkte) fir den Angriff des Sauerstoffs erkennen, der
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von oben in das System eingefthrt wird. Eine ausfihrliche Beschreibung des Modells
mit zahlreichen Beispielen ist in der Arbeit von Ottolina und Mitarbeiter zu finden
(Ottolinaet al. 1995).

Im Folgenden sollen die katalytischen Zyklen zweier im Zusammenhang mit der
asymmetrischen Sulfoxidation stehender wichtiger Enyzmsysteme aufgefthrt werden.
Cytochrom-abhéangige P-450 Enzyme hat man seit Jahren ausfuhrlich untersucht. Deren
katalytischer Zyklus, der im Wesentlichen von Studien mit einer Kampferhydrolase aus
Pseudomonas putida (Cyt-P-450cam) abgeleitet wurde, ist in Abbildung 2-16 abge-
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Abb. 2-16: Katalytischer Zyklus von Cytochron-P-450-abhangigen Monooxygenasen
(Holland 1988)

bildet. Die derzeit verfligbaren Informationen zielen darauf ab, dass ale Cytochrom-
P-450-abhangigen Monooxygenasen diesem Mechanismus in sehr dhnlicher Form
gehorchen. Der einleitende Schritt der Substratbindung ist nétig, bevor die Reduktion
des hamgebundenen Eisens durch ein von NADPH zur Verfigung gestelltes, einzelnes
Elektron stattfinden kann. Anschlief3end folgt der Bildung der Sauerstoffbindung die
Ubertragung des zweiten Elektrons durch NADPH durch ein Elektronentransport-
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system, um eine hochreaktive, oxidierende Spezies zu erlangen. Nur in dieser Zwi-
schenstufe trégt das Eisenatom ene vierfach positive Partialladung (Ortiz de
Montellano 1986). Eine genauere Betrachtung der moglichen Reaktionen zwischen der
reaktiven Sauerstoffspezies und dem entsprechenden Sulfid as Substrat ist am Ende

dieses Abschnitts am Beispiel der Chlorperoxidase zu finden.

Bel den flavinabhangigen Monooxygenasen erfolgt die Reaktion mit dem Substrat im
Ubergangszustand eines Flavin-Sauerstoff- Addukts (siehe Abb. 217). Die detaillierte
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Abb. 2-17: Katalytischer Zyklus von flavinabhangigen Monooxygenasen (Holland 1988)

Beschaffenheit dieses Intermediats war Grundlage vieler mechanistischer Uberlegungen
(Dmitrienko et al. 1977). Fur die enzymatische Sulfoxidation hat man prognostiziert,
dass das in der Abbildung 2-17 dargestellte Hydroperoxid zwar an der asymmetrischen
Induktion beteiligt ist, letzlich aber eine weitere, davon abgeleitete Spezies fur die
direkte Reaktion mit dem Sulfid verantwortlich ist. Trotz vieler substratabhangiger
Studien zur Bestimmung der Ubergangsstruktur des Flavinaddukts ist derzeit kein
Hinweis fur einen moglichen enzymatischen Reaktionsmechani smus beweisend.
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Am Ende steht die Frage: Wie wird der Sauerstoff von der unmittelbaren reaktiven
Spezies, dem Oxidans, auf das Sulfid Ubertragen? Wenn es sich bei der reaktiven
Sauerstoffspezies um die in Abbildung 2-16 gezeigte Form mit Fe** handelt, sind zwei
Reaktionswege fur die Wechselwirkung mit der Schwefelfunktion denkbar (vgl. Abb.
2-18).

Modus |: Sauerstofftransfer
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Abb. 2-18: Mechanismus der enantiosel ektiven Sulfoxidation mit Chlorperoxidase

(CPO) — Elektronentransfer versus Sauerstofftransfer
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Einerseits ist eine Zwei- Elektronen-Oxidation moglich (Modus |: Sauerstofftransfer),
die einer direkten Einfihrung des Sauerstoffatoms in eine C-H-Bindung entspricht.
Andererseits fuhrt auch eine Ein-Elektronen-Aufnahme (Modus I1: Elektronentransfer)
in Form einer radikalischen Reaktion zum Sulfoxid. Die Reaktionswege Modus | und
Modus Il unterscheiden sich durch den anfanglichen ,, Elektronenbedarf des Schwefels
(zwei Elektronen im Modus I, ein Elektron im Modus I1). Auf dieser Basis wurden auch
Versuche mit verschiedenen para-substituierten Phenylmethylsulfiden durchgefihrt.
Experimente mit Hasenleberenzymen zeigten positiven, umsetzungsratenabhangigen
Einfluss beziiglich der enantioselektiven Sulfoxidation bei polaren Intermediaten, wie
sie as Radikalkationen im Reaktionsweg Modus Il vorliegen. In enzymatischen
Umsetzungen wurde zusétzlich eine Stabilisierung des gebildeten Intermediats fest-
gestellt, was bel "whole-cell -Systemen nicht der Fall war. Dieser Effekt konnte aber
auch an der Wahl unginstiger kinetischer Reaktionsparameter bei den Enzymassays
liegen. Ein Vergleich der Enantiomereniiberschiisse von isosterischen Sulfoxiden zeigte
den Einfluss von elektronenschiebenden und elektronenziehenden Substituenten der
eingesetzten Sulfide, also die direkten Folgen der Elektronendichte der Schwefel-
funktion wahrend der Reaktion. So war der erhaltene ee-Wert in Reaktionen von
Sulfiden mit elektronenziehender Gruppen bei Umsetzungen mit Mortierella isabellina
signifikant hoher, ein Effekt, der im entgegengesetzten Fall einer Destabilisierung des
Uberganszustandes und einer begrenzten ,Lebenszeit® eines labilen Intermediats
zugeordnet wird (Colonna et a. 2002).

2.5 Siderophore-Typing von nichtfluor eszierenden Pseudomonaden

Methoden zur Identifizierung von Bakterien sind von grofem Interesse fur
taxonomische Zwecke, vor alem wenn sie prézise, schnell und einfach fir eine grol3e
Zahl an Stammen anwendbar sind. Eine solche Moglichkeit zur schnellen und
aussagekréftigen Charakterisierung steht mit dem sogenannten Siderophore-Typing
(kurz Siderotyping) grundsétzlich fur fluoreszierende Pseudomonaden zur Verfligung.
Die Typisierung basiert auf der Aufnahme von Pyoverdinmustern mittels isoel ektrischer
Fokusierung (IEF) sowie auf der Charakterisierung ihrer Eisentransporteigenschaften.

Die Hélfte der funfzig, den Pyoverdinen zugeschriebenen Strukturen sind im Rahmen
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des Siderotypings entdeckt worden (Fuchs et a. 2001). Die Nutzlichkeit des
Siderophore-Typings as bestimmende Sonde hat man auch auf nichtfluoreszierende
Pseudomonaden ausgedehnt, die ebenfalls ein identisches, spezienspezifisches
Siderophore-System besitzen und so leicht voneinander unterscheidbar sind. Somit kann
das Siderophore-Typing - insbesondere die spezifische Eisenaufnahme durch die Sidero-
phore- als unabdingbare Technik zur fehlerfreien Identifizierung von Pseudomonaden
auf dem SpezieslLevel eingesetzt werden, welche die herkdmmlichen phano- und
genotypischen Methoden hervorragend erganzt (Meyer et a. 2002). Dies war auch der
vordringliche Grund fur die Verwendung dieser bei Standardzuordnungen nicht
gangigen Speziadtechnik zur ldentifizierung des in dieser Arbelt isolierten Boden
bakteriums Pseudomonas frederiksbergensis. Da das Siderophore-Typing keinesfalls zu
den Standardmethoden bel der Charakterisierung von Bakterienstdmmen gehdrt, werden

die Grundlagen fir die eingesetzten Techniken hier ndher erlautert.

Die Technik des Siderophore-Typings basiert fast ausschliedlich auf dem
Vorhandensein und den Eigenschaften der Pyoverdine. Dies sind Chromopeptide
bestehend aus drel Strukturabschnitten: einem Chinolinchromophor, einer Peptidkette
und einer Seitenkette (siehe Abb. 2-19). Das Chromophor ist in alen Pyoverdinen
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Abb. 2-19: Grundstruktur der Pyoverdine bestehend aus Peptidkette, Chromophor und
Seitenkette; hier beispielhaft Pyoverdin aus Pseudomonas fluorescens
ATCC13525 (Fuchs et al. 2001)



32 2 Kenntnisstand

identisch, und seine Katecholeinheit stellt eine der Bindungsstellen firr Fe** dar. Oft
sind aus den Kulturlésungen zusétzliche Verbindungen zu isolieren, die sich von den
Pyoverdinen nur in ihrer Chromophorstruktur unterscheiden. Die Aminogruppe des
Chromophors ist an eine Seitenkette (zweites Strukturelement) gebunden, die strukturell
immer aus einer Dicarbonsdure bzw. einem daraus abgeleiteten Sdureamid besteht.
Strukturelle Unterschiede zwischen den Pyoverdinen aus fluoreszierenden Pseudo-
monaden finden sich einzig und alein im dritten strukturellen Element, einer
Peptidkette, die N-terminal mit einer Carboxylgruppe des Chromophors verknupft ist.
Nur eine begrenzte Anzahl an proteinogenen Aminosauren wurde innerhalb der sechs
bis zwdlf Aminosduren der Peptidseitenkette gefunden, die linear oder auch zyklisch
aufgebaut sein kann. Andererseits sind einige ungewohnliche Aminosauren enthalten,
die auch in der D-Form vorkommen konnen. Deren Aufgabe ist der Schutz vor
proteolytischen Enzymen. Es gilt besonders zu erwahnen, dass die Peptidkette die zwei
Stellen besitzt, die zusammen mit der Katecholfunktionalitét des Chromophors fir eine
effiziente Bindung von Fe** notig sind. Zusdtzlich sind zumindest einige der
verbleibenden Aminosauren der Peptidkette fir die Erkennung der EisenPyoverdin
Molekile am Rezeptorprotein der auferen Zellmembrane verantwortlich, die

normalerweise Pyoverdin- und damit stammspezifisch ist.

Interessanterweise scheint die durch heterologe Pyoverdine vermittelte Eisenaufnahme
von der Gegenwart identischer Aminosauresequenzen in ansonsten unterschiedlichen
Peptidketten abzuhangen, die deshalb von der Rezeptorbindungsstelle erkannt werden
sollte. Als homolog bezeichnet man die Pyoverdine, die von dem zur Eisenaufnahme
getesteten Pseudomonas-Stamm produziert werden; heterolog bezieht sich auf ver-

schiedene Strukturen, die von anderen Pseudomonas- Stammen gebildet werden.

Die Isoelektrophorese wird als klassische analytische Methode schon lange erfolgreich
in der Peptid- und Proteinanalytik eingesetzt. Dank des Peptidanteils, der ungefahr zwei
Drittel der gesamten Struktur ausmacht, kann das entsprechende Pyoverdin vorlaufig
mit dieser Technik charakterisiert werden. Aufgrund der systematischen Aufarbeitung
von mittlerweile mehr als Tausend pyoverdinhaltigen Stammen ist alein durch die

Isoelektrofokusierung eine leistungsféahige und einfache Unterscheidung zahlreicher
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Pyoverdine mdglich. Unter Berticksichtigung des pH-Gradienten auf dem verwendeten
Gel und der parallelen Untersuchung eines Pyoverdinstandards kdnnen die pl-Werte
sogar automatisiert gemessen werden. Von Vortell sind an dieser Methode die extrem
leichte Handhabbarkeit und die damit verbundere Zeitersparnis. Negativ wirkt sich die
Tatsache aus, dass mogliche Pyoverdin-lsoformen (Pyoverdine mit identischer
Aminosaurezusammensetzung) nicht unterscheidbar sind (Fuchs et al. 2001).

Eine weitere, gut funktionierende biologische Methode zur Unterscheidung von
Pyoverdinen besteht darin, deren spezifische Eisenaufnahmefdhigkeit zuverléssig zu
bestimmen. Die strikte Spezifizierung der Erkennungsmerkmale, die normaerweise
zwischen einem Pyoverdin und dem Rezeptor der aul3eren Zellmembran des Pyoverdin
produzierenden Stammes zu beobachten ist, erlaubt die einfache Unterscheidung einer
Anzahl undefinierter Bakterienisolate von denen, die dieselben Pyoverdine wie der
Referenzstamm produzieren. Tatséchlich geht man davon aus, dass zwel Pyoverdine
eine unterschiedliche Struktur besitzen, wenn die produzierenden Stdmme keine
kreuzweise gegenseitige Aufnahme von Eisen in Assays zeigen, welche die zwel

entsprechenden Pyoverdine enthalten.

Kurz zum prinzipiellen experimentellen Ansatz: Unter Eisenmangel gewachsere
Bakterien werden in Gegenwart eines Labelmixes aus *°FeCl; und aufgereinigtem
Pyoverdin inkubiert. Der Suspension wird ein Aliquot entnommen und filtriert. Die auf
dem Filterpapier verbleibenden Zellen werden gewaschen und deren Radioaktivitét
gemessen, die vom aufgenommenen Eisen59 wéahrend der Inkubation herrihrt.
» Eisenausgehungerte” Zellen nehmen das durch homologe Pyoverdine komplexierte
Eisen innerhalb von 20 min Inkubationszeit auf. Keine Eisenaufnahme wird festgestellt,
wenn die Zellen vorher in @senhaltigem Medium gewachsen waren oder wenn das
homologe Pyoverdin durch en ,fremdes’ Pyoverdin ausgetauscht wurde. Zur
Veranschaulichung der Eisenaufnahme ist in Abbildung 2-20 die Struktur des
Eisenkomplexes des Pseudomonas aeruginosa-Pyoverdins dargestellt. Als besonders
positiv bewertet man an dieser Methode deren schnelle Versuchsdurchfihrung, wobei

allerdings mit radioaktiver Markierung gearbeitet werden muss (Fuchs et al. 2001).
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Abb. 2-20: Pyoverdinstruktur des Eisenkomplexes aus Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853; die Seitenkette R kann Bernsteinsiure, Bernsteinsdureamid
oder Glutaminsaure sein (Meyer et al. 2002)

2.6 Optisch aktive Sulfoxide als phar mazeutische Wirkstoffe

Im Hinblick auf die Relevanz von Sulfoxiden as pharmazeutische Wirkstoffe sollten in
der vorliegenden Arbeit auch die Sulfide von Omeprazol® (25*) und Modafinil® (27*)
als Substrate in bakteriellen und enzymatischen Sulfoxidationsreaktioren eingesetzt
werden. Omeprazol® (25*) wird as ProtonenpumpenInhibitor erfolgreich in der
Therapie von Refluxdsophagitis eingesetzt, wo es z. B. Sodbrennen schnell beseitigt,
den Patienten schmerzfrei macht und die Entzindung der Speiserdhre abheilt. Das
Sulfoxid Modafinil® (27*) untersteht dem Betaubungsmittelgesetz und wurde fiir die
Therapie der Narkolepsie zugelassen. Narkolepsie ist gekennzeichnet durch einen
imperativen Schlafdrang sowie ausgepragte Mudigkeit und haufiges Einschlafen am
Tag. Die unterschiedlichen pharmakokinetischen Wirkungswege sind in diesem Fall
noch nicht abschlief3end untersucht. Trotzdem wird in diesem Zusammenhang nochmals
deutlich, dass enantiomerenreine Sulfoxide wichtige Verbindungen in der organsichen
Synthese darstellen.
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Exemplarisch sei hier die Aktivitdt von Sulfoxidgruppen bel der Synthese von
Arzneistoffen am Beispiel von Omeprazol® (25%) genannt, welches mit vier Milliarden
US $ Jahresumsatz gehandelt wird (Colonna et al. 2002). Lange Zeit wurden diese
Medikamente in ihrer racemischen Form verabreicht, da die enantiomerenreinen
Produkte nicht zu den gewtnschten Konditionen verfligbar waren. Am Beispiel von
Omeprazol® (25*) hat man gezeigt, dass das S-Enantiomer deutlich langsamer verstoff-
wechselt wird und somit dem Racemat in Erreichung seiner Ziele aufgrund hoherer
Wirkstoffspiegel Uberlegen ist. So heilen Speiserohrenschaden bel Einnahme des
enantiomerenreinen Wirkstoffes doppelt so schnell und die Therapiekosten reduzieren
sich auf 50%. Ausschlielich das S-Enantiomer (Nexium®) ist fur die sogenannte
Bedarfstherapie bei der nicht-erosiven Refluxtsophagitis zugelassen, bel der die
Patienten symptomorientiert nur noch dann eine Tablette einnehmen, wenn es nétig ist.
Damit sinkt der Medikamentenverbrauch gegeniber der Dauertherapie mit den

klassischen Protonenpumpenhemmern durchschnittlich um ein Drittel.

2.7 Physiologie und Morphologie der charakterisierten Stamme

In der Familie der Pseudomonadaceae werden Gram: negative, polar begeil3elte, gerade
oder schwach gekrimmte Stdbchen zusammengefasst. Sie besitzen eine Grof3e von
0.5-1.0 pm x 1.5-4.0 um und kommen einzeln und aneinander angelagert vor. Das
Wachstum erfolgt aerob, Sporen werden nicht gebildet. Fir das Wachstum werden ein
neutraler pH-Wert und eine Temperatur im mesophilen Bereich bevorzugt (Madigan
2000). Die Energiegewinnung erfolgt durch aerobe, bei einigen Arten auch durch
anaerobe Atmung (Denitrifikation, Nitrat-Atmung), aber nicht durch Géarung. Die
Pseudomonaden sind chemoorganotroph einige wachsen fakultativ chemolitotroph und
verwenden H, oder CO ds enzigen Elektronendonor. Es wird eine grofe Zahl
organischer Substrate, darunter heterozyklische und aromatische Verbindungen
verwertet, die von anderen Bakterien nicht angegriffen werden. Andererseits fehlen
Pseudomonaden im Allgemeinen hydrolytische Enzyme, die notwendig sind, um
Polymere in ihre Monomerbestandteile abzubauen. Aufgrund ihrer Anspruchslosigkeit
sind Pseudomonaden Uberall (m Boden, im Wasser, im Abwasser und in der Luft)

anzutreffen Se snd Okologisch bedeutende Mikroorganismen im Boden und im
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Wasser und wahrscheinlich fur die Zersetzung von vielen |6slichen Verbindungen
verantwortlich, die aus dem Abbau von Pflanzen und Tiermaterial in aeroben Biotopen
stammen. Bleibt eine N&hrlésung mit Mineral salzen und organische Sauren oder Zucker
offen stehen, so sind Pseudomonaden meistens die ersten Besiedler (Schlegel 1992).

Pseudomonas frederiksbergensis (DSM Nr. 13022) wurde 1999 aus einer Kohlever-
gasungsanlage in Ferderiksbergen bei Kopenhagen, Danemark, isoliert und charakter-
isiert. Die Bakterien wachsen bei 4 und 30 °C, aber nicht bel 37 °C. Sie sind stébchen
formig und ungefdhr 0.5-0.8 x 1.5-3.0 um grof3. Die Kolonien sind glatt und leicht
gelblich. Pseudomonas frederiksbergensis ist oxidase- und katalasepositiv, speichert
Poly-3-hydroxybutyrat und denitrifiziert, kann aber D Xylose nicht als Substrat ver-
werten (Andersen et al. 2000).

Die Grampositive Spezies Arthrobacter it normalerweise stdbchenférmig bis
filamentds und besitzt einen hohen Guanin/Cytosin-Gehalt. Arthrobacter gehort zur
Gattung der coryneformen Bakterien und zeichnet sich durch eine starke Tendenz zu

Zellverzweigungen und zur Kokkenbildung aus.

Arthrobacter ist pleomorph, d. h. vielgestaltig. Er besitzt einen ungewdhnlichen
Entwicklungszyklus, der die Umwandlung von einem Stabchen zu einer Kugel und
zurtick zu einem Stébchen beinhaltet. In jungen Kolonien und Nahrldsungen wéchst er
in Form von unregelméaldig gestalteten Langstdbchen; ate Kulturen enthalten nur
kokkoide Formen (Schlegel 1992). Manche Formen sind durch Geif3eln beweglich. Sie
sind primér aerobe Prokaryonten, die haufig Bewohner von Boden und Pflanzenmaterial
sind. AulRerdem besitzen sie eine bemerkenswerte Resistenz gegen Austrocknen und
Nahrungsmangel, ungeachtet der Tatsache, dass sie keine Sporen oder andere

Ruheformen bilden.

Arthrobacter Uberstehen eine mehrmonatige Trockenlagerung von Bodenmaterial,
wéahrend die mesten Nicht-Sporenbildner absterben. Arthrobacter bilden eine
heterogene Gruppe, die eine betrachtliche Erndhrungsvielfalt aufweist. Es sind Stamme

isoliert worden, die Herbizide, Coffein, Nicotin, Phenole und andere ungewdhnliche
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organische Verbindungen abbauen Arthrobacter scheint der mengenméldig vorherr-
schende Vertreter der autochthonen Bodenmikroflora zu sein, d. h. e dominiert in
Bdden, in denen leicht zersetzliche, organische Substanz abgebaut ist und in dem
Humus als Hauptfraktion der organischen Substanz tbrig geblieben ist (Schlegel 1992).

Arthrobacter aurescens (DSM-Nr. 20116) hat eine Gréfee von 0.3-0.5 pm x 1.0-2.0 pm
und besitzt einen oxidativen Stoffwechsel. Das Wachstum erfolgt unter aeroben
Bedingungen bei einem pH-Wert von 4.5 bis 9.0 und einer Temperatur von 20-37 °C.
Es besitzt einen ungewohnlichen Entwicklungszyklus, der die Umwandiung von einem
Stabchen zu einer Kugel und zurtick zu einem Stabchen beinhaltet. Das Bakterium ist
katalasepositiv aber nicht nitratreduktiv (Sato et al. 1999).

2.8 Problemstellung

Wie in den Abschnitten 2.1 bis 2.3 ausfihrlich erlautert wird, stellt die Synthese von
asymmetrischen Sulfoxiden nach wie vor ene grof3e Herausforderung fur die
bioorganische Chemie dar. Neben den wenig effektiven chemischpréparativen
Verfahren bieten auch die beschriebenen biokatalytischen Techniken nicht immer eine
zufriedenstellende Zugangsmoglichkeit zu optisch aktiven Sulfoxiden. Der Grund dafir
liegt vor alem in der eingeschrankten Substratakzeptanz der Enzyme (hohe
Substratspezifitét), der Notwendigkeit des Einsatzes von teueren Cosubstraten und
Cofaktoren sowie in den aufwendigen Verfahren zur Isolation und Aufreinigung der
entsprechenden Enzyme. Daher bestand das Ziel dieser Doktorarbeit darin,
Mikroorganismen (sog. ‘whole-cell”-Systeme) zur Herstellung optisch aktiver Sulfoxide
Zu nutzen, wie es an einigen wenigen Beispielen (vgl. Abschnitt 2.3.2) bereits versucht
wurde. Folgende Aufgaben standen im Mittelpunkt der Untersuchungen:

Zuerst sollten in einem selektiven Screeningverfahren Mikroorganismen
gefunden werden, die zur enantioselektiven Sulfoxidation befahigt sind. Dabei
bot es sich an, auf die grof3e Zahl der im Boden |ebenden Mikroorganismen

zurtickzugreifen, da sie leicht verfigbar und in der Regel apathogen sind. Die
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aus den Bodenproben selektierten Stdmme sollten vereinzelt, die Anzucht-

bedingungen optimiert und die katalytische Effizienz festgestellt werden.

Besonders effektive Stdmme waren dann mit den gangigen phano- und
genotypischen Methoden zu charakterisieren und identifizieren. Falls vorhanden,
sollten kommerziell erhdltliche Referenzstdmme erworben und im direkten
Vergleich zur Herstellung optisch aktiver Sulfoxide eingesetzt werden.
Besonderer Wert war darauf zu legen, sowohl R- also auch Sselektive
Mikroorganismen mit moglichst hoher Enantioselektivitét zur Verfigung zu
stellen.

In einem ersten Substratscreening sollte die Fahigkeit der isolierten Stamme zur
enantioselektiven Sulfoxidation auf eine Reihe einfacher, strukturvariierter
Arylalkylsulfide angewendet werden, um néhere Informationen bzgl. der

Substratakzeptanz der isolierten Mikroorganismen zu bekommen.

Im Hinblick auf die Substratakzeptanz waren dann auch N-heterozyklische
organische Sulfide sowie die noch weiter vom arylischen Grundgertst entfernten
Furfuryle und Thiophene as Substrate in den Sulfoxidationsreaktionen zu
prifen.

Insgesamt sollte auf das Ziel hingearbeitet werden, die prochiralen Sulfide als
Vorstufen von pharmazeutisch verwendeten Sulfoxiden mittels der bis dahin

etablierten Systeme biokatalytisch zu sulfoxidieren.

Letztlich sollte noch versucht werden, die mit den isolierten Mikroorganismen
in Schittelkulturen gewonnenen Erkenntnisse beziglich der enantioselektiven
Sulfoxidation auf einen Bioreaktor zu Ubertragen und so die Mdoglichkeit zu
bieten, optisch aktive Sulfoxide im Fermentationsmal3stab herzustellen.



2.8 Problemstellung 39

Die Ergebnisse der im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefihrten Untersuchungen
werden im folgenden Ergebnisteil (Abschnitt 3) in Form von Abbildungen und Tabellen
dargestellt und im Text ndher erlutert. Im Diskussionsteil (Abschnitt 4) erfolgt dann
eine kritische Beurteilung der Ergebnisse, aufRerdem werden Schlussfolgerungen
gezogen und dabel die Verwendbarkeit der eingesetzten Bakterienstdmme zur
enantiosel ektiven Sulfoxidation bewertet.
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3.1 Isolierung geeigneter Mikroor ganismen zur Sulfoxidation

Zur |Isolierung von Mikroorganismen, die fir biokatalytische Umsetzungen (wie die
dieser Arbeit zum Ziel gesetzte enantioselektive Sulfoxidation) eingesetzt werden
sollen, sind Bodenproben al's Quelle gut geeignet, da ein Gramm Erde ca. 108 Bakterien
und Fungi enthdt (Blaine Metting Jr. 2000). Der aus dieser Zahl resultierende
Artenreichtum bietet eine grol3e Menge an Mikroorganismen unterschiedlichster Phéno-
und Genotypen, die wiederum eine Vielzahl verschiedener Reaktionen katalysieren
koénnen (Kennedy und Gewin 1997; Katayama und Fujie 2000; Paul 2000).

Zur Isolierung sulfoxidierender Bakterien wurden -wie im Abschnitt 5.3.2 beschrieben
zwei Bodenproben aufgearbeitet. Fir ein effektives Screening wurde in drei Versuchs-
reihen einerseits Minimalmedium verwendet, das mit verschiedenen Konzentrationen
Thioanisol () als einziger verwertbarer Kohlenstoffquelle versetzt war. Andererseits
wurden in einer weiteren Serie dem so hergestellten Minimalmedium verschiedene
Konzentrationen Glucose zugegeben, die der Uberwiegenden Anzahl an Bakterien und
Fungi als Nahrstoffquelle diente. Durch die gleichzeitige Anwesenheit des spater zur
enantioselektiven Oxidation angebotenen Substrats Thioanisol (1) wurde erreicht, dass
Mikroorganismen, fur die schwefelorganische Verbindungen toxisch wirken, nicht auf
den Agarplatten anwachsen und somit im gesamten Screeningverfahren erst gar nicht
auftauchen, um die Anzahl der auf die Fahigkeit der Sulfoxidation zu testenden Keime
nicht unnétig zu erhéhen. Dabel anwachsende Kulturen zeigen einen Selektionsvortell
gegenlber den im Wachstum gehemmten oder unterdriickten Stdmmen, der aus einer
besseren Verwertbarkeit oder Toleranz oder gar einer moglichen Entgiftungsreaktion
des zugesetzten Substrates resultiert. Paralel dazu wurde die aus den Bodenproben
erhaltene Testlésung auch auf Vollmedium (Standard Methods Agar) ausplattiert.
Agarplatten mit geringem Bewuchs, erkennbar an klar voneinander abgetrennten, sich

nicht gegenseitig Uberwuchernden Kulturen, wurden ausgewéhlt und davon im
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sogenannten Pick-Verfahren Reinkulturen entnommen. Auf diese Weise erhielt man
achtzig Reinkulturen, die von nun an auf Vollmedium-Agarplatten kultivert wurden und

fur die Uberprifung auf Sulfoxidationspotential zur Verfligung standen.

Anschlief’end erfolgte -wie im Abschnitt 5.3.6 ausfuhrlich beschriebernt ein Bakterien
screening mit Thioanisol (1) als Standardsubstrat. Die Rahmenbedingungen hatte man
schon in der Selektionsphase bewusst so gewahlt, dass vorrangig Bakterien aus den
Bodenproben isoliert wurden. Fungi, welche in der Regel deutlich langsamer wachsen,
sollten auch wegen der aufwandigeren Handhabung im Labor auf keinen Fall im
Vordergrund der Untersuchungen stehen. Nach der standardméiiigen Aufzucht jedes
einzelnen isolierten Mikroorganismus in RHussigkultur (vgl. Abschnitt 5.3.3) und der
versuchten Umsetzung von Thioanisol zu Phenylmethylsulfoxid (1*) wurden die
Ansdtze extraktiv aufgearbeitet und gaschromatographisch untersucht. Bei erfolgreicher
Oxidation erfolgte eine Bestimmung des Enantiomerentiberschusses e-Wertes) des
gebildeten Sulfoxides mittels mutlidimensionaler Gaschromatographie MDGC). Die
Stamme mit den besten ee-Werten wurden, wie im Folgenden beschrieben,
charakterisiert und spéter fur die Umsetzungsversuche zur enantioselektiven Sulf-
oxidation (Abschnit 3.3) eingesetzt. Abbildung 3-1 gibt einen Uberblick Uber die

Abfolge der einzelnen Arbeitsschritte.

3.2 Charakteriserung ausgewahlter Bakterienstamme

Die Identifizierung der Mikroorganismen, die im Screeningverfahren mit dem
Standardsubstrat Thioansiol (1) enantiomerenangereichertes Phenylmethylsulfoxid (1*)
lieferten, erfolgte sowohl mit phéanotypischen as auch mit gemotypischen Methoden
Beispielhaft ist dies im Folgenden am isolierten Stamm 33 (intern vergebene Labor-
nummer) aufgezeigt, der als einziger Stamm im Bakterienscreening das R-Enantiomer
von Phenylmethylsulfoxid [(R)-1*] lieferte. Diese Spezies sollte den mal3geblichen

Anteil der vorliegenden Arbeit bestimmen und diskussionswuirdige Aspekte aufwerfen.
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Abb. 3-1: Flussdiagramm: Bakterienscreening - Substratscreening - Charakterisierung

3.2.1 Phanotypische Charakterisierung

Bei der phanotypischen Charakterisierung wurden Standardmethoden angewendet, die
neben Gestalt und Farbeverhalten des Bakteriums verschiedene Enzymaktivitéten und
Stoffwechsel eigenschaften einschlief3en. Die mikroskopische Untersuchung zeigte eine
stébchenformige Gestalt des Bakteriums 33; die durchschnittliche Breite lag zwischen
0.7 und 0.8 um, die Lange bei 1.5 bis 3.0 um. Weiterhin wurde der Keim als Gram
negativ eingeteilt, was durch einen positiven Aminopeptidase-Test abgesichert wurde;
dieses Enzym ist nur in der Zellwand Gram negativer Bakterien in ausreichender
Menge nachweisbar. Der Stamm wuchs bel 30 °C, bei 37 und 41 °C wurde dagegen
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keine deutliche Tribung der Bakterienltsung festgestellt. Es handelt sich also um en
mesophiles Bakterium, zu denen die meisten Boden und Wasserbakterien zdhlen. Zur
weiteren taxonomischen Einordung wurde der vorliegende Stamm bezlglich einiger
enzymatischer Aktivitéten untersucht. Die Tests auf Katalase und Oxidaseaktivitét
waren positiv, die der Urease und Lecithinase verliefen negativ. Auf3erdem wurde vom
Identifizierungservice der DSMZ (Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellkulturen) das Profil der zelluldren Fettsauren als typisch fir Organismen der RNA
Gruppe | der Pseudomonaden bestimmt.

Im Rahmen der Charakterisierung wurde mit Hilfe des APIZYM 20 NE Tests (sog.
,Bunte Reihe*, Durchfihrung siehe Abschnitt 5.2.4) ein Stoffwechselprofil des
Stammes erstellt. Solche standardisierten Testsysteme werden bereits seit vielen Jahren
in der Routineanalytik erfolgreich zur Identifizierung von Bakterien eingesetzt.
Umfangreiche Studien belegen die Zuverlassigkeit der Ergebnisse. Bel dem schnell
durchzufiihrenden Test wurden verschiedene Enzymaktivitdten Uberpriift, weiterhin
wurde dem Bakterium eine Rehe unterschiedlicher Verbindungen as einzige
Kohlenstoffquelle angeboten und die Fdhigkeit zur Verwertung dieser Substrate
getestet. Zu den zwanzig Reaktionen des API 20 NE Tests wurde der Oxidasetest
hinzugenommen. Zur Auswertung erfolgte eine Einteilung in Drelergruppen, wobel bel
positiven Reaktionen Zahlenwerte erhalten wurden, deren Addition das numerische
Profil eines Stammes ergibt. Die Zuordnung war durch diesen Zahlencode Uber

Tabellen (sogenannte Profilindices) moglich. Abbildung 3-2 soll die Vorgehensweise
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Abb. 3-2: Auswertungsblatt des APl 20 NE Teststreifens zur |dentifizierung von nicht
anspruchsvollen Gram-negativen Stabchen (bei spielhaft fur Stamm 33)
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bei der Identifizierung nach dem APl 20 NE Testsystem anhand des Auswertungs-

bogens verdeutlichen.

Der Zahlencode 1047557 sowie die anderen angefiihrten Charakterisierungsergebnisse
identifizierten Stamm 33 eindeutig als Pseudomonas frederiksbergensis wie schon
erwdhnt, das einzige Bakterium im Screening, das die enantioselektive Sulfoxidation
mit einem ee-Wert von 62% zugunsten des R-Enantiomers durchfiihrte. Auf dieselbe
Weise wurde auch das Isolat taxonomisch eingeordnet, das im Screening den hdchsten
ee-Wert (91%) fur das S-Enantiomer lieferte (Stamm 49); die Identifizierung lieferte
Arthrobacter aurescens. Beide Spezies sind bei der DSMZ kommerziell erhéltlich und
wurden als Pseudomonas frederiksbergensis DSM 13022 und Arthrobacter ausrescens
DSM 20116 im APl 20 NE Testkit eingesetzt, um anhand identischer Enzymreaktionen
und Stoffwechseleigenschaften das Ergebnis der Charakteriserung zu bestatigen.
Tabelle 3-1 fasst die Ergebnisse der Farbreaktionen und Assimilationstests der
Bakterienisolate 33 und 49 sowie der entsprechenden gekauften Referenzstamme

Pseudomonas frederiksbergensis und Arthrobacter aurescens zusammen.

Die durchgefiihrten Farbreaktionen und Assimilationstests stimmten fur das jeweilige
Bakterienisolat und den gekauften Referenzstamm vollkommen Uberein und werden
nachfolgend fir das besonders interessante Stammpaar Isolat 33 / Pseudomonas
frederiksbergensis erlautert (die weiteren Ergebnisse fur Isolat 49 / Arthrobacter
aurescens sind der Tabelle 3-1 zu entnehmen). So wurde Kaliumnitrat von beiden
Stdmmen reduziert. Die Farbreaktionen zum Nachweis der Indolproduktion aus
Tryptophan und die Fermentation von Glucose verliefen negativ. Die folgenden Tests
auf spezifische Enzymaktivitéten schlugen fehl: Arginindihydrolase, Urease, b-Glucos-
dase, Protease und b-Galactosidase. Dagegen wurden folgende Standardsubstrate in den
Assimilationstests as Kohlenstoffquelle akzeptiert: Glucose, Arabinose, Mannose,
Mannitol, N-Acetylglucosamin, Gluconat, Caprat, Malat, Citrat und Phenylacetat.
Lediglich Maltose und Adipat wurden nicht verwertet. Abschlief?end wurde mit
Tetramethyl-p-phenylendiamin eine positive Cytochromoxidase-Reaktion erhalten.
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Tab. 3-1: Ergebnisse der Farbreaktionen und Assimilationstests der isolierten
Bakterienstdmme 33 und 49 und der entsprechenenden Referenzstamme

Pseudomonas frederiksbergensis (DSM 13022) sowie Arthrobacter aurescens

(DSM 20116) im kommerziellen APl 20 NE Testkit

Ergebnis?

Pseudo. Arthr.
3 fred. 49 auresc.

Test  Substrat Reaktion / Enzym

Nitratreduktion zu Nitrit

NO; KNGO, Nitratreduktion zu + + - -
Stickstoff

TRP  Tryptophan Indolnachweis ] ] ] )

GLU  Glucose Fermentation - - - -

ADH Arginin Arginindihydrolase - - - -

URE Harnstoff Urease - - - -

ESC  Asculin Hydrolyse (b-Glucosidase) - - - -

GEL  Gédatine und Tusche Hydrolyse (Protease) - - - -
p-Nitrophenyl-b-D-

PNPG ] b-Galactosidase - - + +
Galactopyranosid
GLU  Glucose Assimilation” + + + +
ARA  Arabinose Assimilation” + + + +
MNE Mannose Assimilation” + + + +
MAN  Mannit Assimilation” + + + +
NAG N-Acetylglucosamin ~ Assimilation” + + + +
MAL Maltose Assimilation” - - + +
GNT  Gluconat Assimilation” + +
CAP Caprat Assimilation” + + - -
ADI  Adipat Assimilation® - - - -
MLT Malat Assimilation® + + + +
CIT  Citrat Assimilation” + + + +
PAC  Phenylacetat Assimilation” + + + +
OX°* Tetraphenyl-p- Cytochromoxidase + + + +

phenylendiamin

#Qualitatives Ergebnis, beschreibt den positiven (+) oder negativen (-) Ausgang der Farbreaktion / des
Assimilationstests; identische Ergebnisse fir Stamm 33/

Pseudomonas frederiksbergensis und Stamm 49 / Arthrobacter aurescens

P Assimilation bedeutet Verwertung des angebotenen Substrats im bakteriellen Metabolismus.

¢ Zusétzlicher Test, nicht im APl 20 NE Testkit enthalten.
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Allerdings wurde bereits bei den zum Vergleich durchgefiihrten Standardumsetzungen
mit Thioanisol folgendes festgestellt: Fur Stamm 49 -respektive Arthrobacter
aurescens- wurde der gleiche Sinn der Enantioselektivitdt festgestellt, denn beide
synthetisierten das SEnantiomer von Phenylmethylsulfoxid [(§-1*]. Dagegen
verhielten sich Stamm 33 und Pseudomonas frederiksbergensis entgegengesetzt
enantioselektiv: Isolat 33 produziert bekanntlich das R-Enantiomer, Pseudomonas
frederiksbergensis das S-Enantiomer des Sulfoxids bei der mikrobiellen Umsetzung von
Thioansiol (). Dieser Befund ist bel dem als identisch charakterisierten Stammpaar
ungewohnlich, denn ein und derselbe Bakterienssamm sollte auch gleiche
Stoffwechsel produkte hervorbringen. Um die Identitét von Stamm 33 und Pseudomonas
frederiksbergensis abzusichern, wurden weitere Untersuchungen durchgefihrt, auf die

im Folgenden eingegangen wird.

3.2.2 Rasterelektronenmikroskopie

Da man mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM) stark vergrofierte Oberfléachen
abbilden kann, wie sie auch mit dem Auge wahrgenommen werden, wurde diese
Technik zum direkten Vergleich der as identisch charakterisierten Bakterienstdmme 33
und Pseudomonas frederiksbergensis eingesetzt. So sollte nochmals bestétigt werden,
dass es sich bei beiden Spezies trotz unterschiedlicher Biosyntheseleistung um
Pseudomonas frederiksbergensis handelt. Die Detalls der Vorgehensweise sind im
Abschnitt 5.3.10 beschrieben. Abbildung 3-3 zeigt die REM-Aufnahmen der beiden
Stamme.

Der direkte Vergleich des bei der DSM erworbenen Stammes Pseudomonas
frederiksbergensis 13022 (beide oberen Fotos) mit dem Bodenisolat 33 (unten im Bild)
unterstreicht die bisherigen Ergebnisse: Sowohl im 2 pm- Ausschnitt als auch bei noch
stérkerer VergrofRerung (1 um, einzelnes Bakterium sichtbar) ist kein Unterschied
zwischen beiden Spezies zu erkennen. Die portse, flechtige Oberflache des
Untergrundes stammt vom Agar, denn die Proben wurden direkt aus Petrischalen
ausgestochen und nach entsprechender Vorbereitung mittels REM abgebildet.
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Abb. 3-3: Rasterel ektronenmikroskopische Aufnahmen von Agarplatten:
Oben fr Pseudomonas frederiksbergensis (gekaufter Stamm DSM Nr. 13022)

und unten fUr den aus einer Bodenprobe isolierten Stamm Nr. 33

3.2.3 Genotypische Charakterisierung

Parallel zu den verschiedenen phénotypischen Charakterisierungsmethoden und der
REM wurde eine genotypische Charakteriserung am Insitut for Hygiene und
Mikrobiologie der Universitdt Wrzburg auf Basis der partiellen Sequenzierung der
ribosomalen 16S rRNA durchgefihrt. Kurz zusammengefasst werden dabei Fragmente
der DNA unter Verwendung von unspezifischen Primern mit Hilfe der Polymerase-
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Kettenreaktion (PCR) verviefdltigt. Diese Fragmente werden anschlief3end mit der sog.
Tag-cycle DyeDeoxy™ Terminator-Methode sequenziert. Bel der verwendeten
AmpliTag® DNA Polymerase FS handelt es sich um eine Mutante des Enzyms aus
Thermus aquaticus (Tag), die zwel Punktmutationen enthdt. Die erste ersetzt
Phenylalanin durch Tyrosin an Position 667 (F667Y). Dadurch erhélt man ein Enzym,
das Didesoxynukleotide als Substrate besser akzeptiert. Weiterhin wurde Glycin an
Position 46 durch Aspartat substituiert (G46D), womit die endogene 57? 3
Nukleaseaktivitét fast vollstandig eliminiert werden konnte. Schliefdich wurde dem
Enzym noch eine thermostabile anorganische Phosphatase beigemischt, die eventuelle
Ruckreaktionen bei hohen Pyrophosphatkonzentrationen verhindert. Bedeutsam fir die
Sequenzierung sind nun die Didesoxynukleotide, die zum Kettenabbruch fihren, da
keine weitere 3'-Hydroxygruppe zur Elongation vorhanden ist. Um die vollsténdige
Sequenzierung mittels einer einzigen Elektrophorese durchfiihren zu kénnen, miissen
vier verschiedene Didesoxynukleotide mit jeweils einem bestimmten charakteristischen
Farbstoff markiert sein. Schliefdich wird das Gel mit einem Argonionenlaser abgetastet
und die spezifische Emission jedes Farbstoffs aufgezeichnet (Lukacs 2000). Die so
erhaltene Sequenz wird dann mit Eintrdgen in der EMBL (European Molecular Biology
Laboratory)-Datenbank verglichen. Eine detailierte Beschreibung ist im Abschnitt 5.3.5

zu finden.

Die beschriebene Identifizierung auf Basis der 16S rRNA-Sequenzierung wurde mit
Stamm 33 durchgefiihrt, der als einziges Isolat im Bakterienscreening (R)-Phenyl-
methylsulfoxid [(R)-1*] bildete; weiterhin wurden flnf S-selektive Stémme ausgewéhlt,
welche die hochsten Enantiomerentiberschiisse e-Werte) im Screening zeigten. In

Tabelle 3-2 sind die Ergebnisse der genotypischen Charakterisierung zusammengefasst.

Wie bereits erwahnt, wurde Stamm 33 (Zeile 3) mit einem ee-Wert von 62% (R) im
EMBL-Datenbankabgleich mit 100%iger Ubereinstimmung as Pseudomonas
frederiksbergensis identifiziert. Die weiteren Isolate wurden ebenfalls mit sehr guten

| dentitéten den Spezies Arthrobacter chlorophenolicus (Zelle 1), Pseudomonas putida
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Tab. 3-2: Enantiosel ektivitaten der genotypisch charakterisierten isolierten Boden

bakterien bei der asymmetrischen Oxidation von Thioanisol (1)zum

entsprechenden Sulfoxid (1*)
Zeile |solierter Identifizierung? Identitét®  Enantiosel ektivitat
Stamm Nr. [%0] [% e€]®
1 23 98 57 (9
Arthrobacter chlorophenolicus
2 25 Pseudomonas putida 100 55(9
3 33 Pseudomonas frederiksbergensis 100 62 (R
4 44 Pseudomonas flourescens 99 50 (9
5 49 Arthrobacter aurescens 98 92 (9
6 55 Pseudomonas aureofaciens 100 57 (9

2ldentifiziert mittels partieller Sequenzierung der 16 Sr-RNA.

b Ubereinstimmung mit Eintrag in der GenDatenbank.

¢ Bestimmt mittels multidimensionaler Gaschromatographie, gekoppelt mit

M assenspektrometrie (Fehler £ 1.5% der angegebenen Werte), ee steht fir
Enantiomerentiberschuss; die Absolutkonfigurationen sind bekannt (Colonna et al.
1990).

(Zeile 2), Pseudomonas flourescens (Zeile 4), Arthrobacter aurescens (Zeille 5) und
Pseudomonas aureofaciens (Zeile 6) zugeordnet. Die ee-Werte fir das jeweils gebildete
(9-Phenylmethylsulfoxid [(S)-1*] lagen dabei zwischen 50 und 92%. Sie wurden
mittels multidimensionaler Gaschromatographie, gekoppelt mit Massenspektrometrie
(vgl. Abschnitt 5.2.3), bestimmt. Die Absolutkonfigurationen wurden von
literaturbekannten Sulfoxidationsreaktionen mit Chlorperoxidase (CPO) abgeleitet
(Colonna et al. 1990). Fur die weiteren geplanten Versuche wurde neben Stamm 33 das
Bakterium Arthrobacter aurescens (Isolat 49) ausgewéhlt, das mit 92% (S den

hochsten ee-Wert der S-selektiven Mikroorganismen hervorbrachte.

Da -wie schon in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.2 beschriebent Stamm 33 im Vergleich
Zu seinem bei der DSMZ erworbenen Analogon unterschiedliche Enantioselektivitét
aufwies, wurde auch auf molekularer Ebene deren ldentitdt nochmals Uberpriift und

abgesichert. Dazu wurden von der isolieten und von der gekauften Spezies
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Pseudomonas frederiksbergensis Telle der 16S rRNA sequenziert und die Sequenzen

verglichen (sogenanntes Alignment, siehe Abb. 3-4).

I - CTLRCACATCCAACTCCACCECCACGCACERETACTT G T A RGCRRICCCIEES RS SRR
M- CTAACACATGECAACTCEAGCCEECASCACEREETACTT G T A SEEUNECKRY

1]

a1 P. frederi ksber gensi s. seq

a1 Strain 33.seq
Bl CGCTCGRARACLCGE P. frederi ksbergensis. seq
B1 aC0ToRRARALDS Strain 33.seq

BN . L TLCCRECATACETCCTACCREREACARACCAR P. frederiksbergensis. seq
Bl A TA CCCCATACCTICCTACCOCAGARACCACEC cRCC T T C SEEECERECT

n
n
n
o
n
n
]
L]
[r]

P. frederi ksbergensi s. seq
Strain 33.seq

P. frederi ksbergensi s. seq
Strain 33.seq

TEATCA P. frederi ksbergensis. seq
TEATCH Strain 33.seq

P. frederi ksbergensi s. seq
Strain 33.seq

P. frederi ksbergensi s. seq
Strain 33.seq

P. frederi ksbergensi s. seq
Strain 33.seq

TAARTACE P. frederi ksbergensis. seq
TAATACD Strain 33.seq

P. frederi ksbergensi s. seq
2 RATAR Strain 33.seq

LESR A CARC AATAR
R

441 BN

Abb. 3-4. Alignment der partiell sequenzierten 16S rRNA des isolierten Stammes 33
mit Pseudomonas frederiksbergensis (DSM 13022)

In Abbildung 3-4 sind jeweils die Basenabfolgen von Pseudomonas frederiksbergensis
(DSM 13022) und von Stamm 33 untereinander dargestellt, identische Sequenzbereiche
sind schwarz unterlegt. Es ist unschwer zu erkennen, dass in dem aufgezeigten 449-
Basenlangen Ausschnitt alle aufeinanderfolgenden Basen identisch sind; es liegt eine
100%ige Ubereinstimmung der squenzierten 16S rRNA im direkten Vergleich der

beiden Stamme vor.
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3.2.4 Siderophore-Typing

Zusétzlich zu den verschiedenen Identifizierungsmethoden wurde fir den Speziafall,
namlich Pseudomonas frederiksbergensis-Stamm 33, noch die Technik des Sidero-
phore- Typings angewendet. Diese von Meyer und Mitarbeitern fur fluoreszierende
Pseudomonaden beschriebene Methode wurde weiterentwickelt und erlaubt mittlerweile
auch die taxonomische Zuordnung nichtfluoreszierender Pseudomonaden wie Pseudo-
monas frederiksbergensis anhand Spezies-spezifischer Pyoverdine (Meyer et al. 2002).
Die praktische Vorgehensweise beim Siderophore-Typing ist im Abschnitt 5.3.9
beschrieben, die Grundlagen sind im Abschnitt 2.5 zu finden.

Das Siderophore-Typing wurde fur den gekauften Stamm Pseudomonas frederiks
bergensis (DSM 13022), das Isolat 33 und eine weitere Pseudomonas frederiks
bergensis Spezies (JAJ28) aus der Sammlung von Prof. Meyer jeweils in ener
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Dabei wurden die pyoverdinbedingten, spezifischen
Eisenaufnahmekapazitdten direkt miteinander verglichen. Tabelle 3-3 zeigt die Ergeb-

nisse des Siderophore- Typings.

Tab. 3-3: "Cross-Incorporation [Eisen(59)-Aufnahme] zwischen dem isolierten Stamm

33 und Pseudomonas frederiksbergensis und ihren entsprechenden

Siderophoren
Pseudomonas frederiksbergenis Stdmme
% DSM 13022* Isolat 33"  JAJ28°
DSM 130222 100 95 103
|solat 33° 99 100 100
JAJ 28° 96 96 100
Blindwert 0 0 0

2 P. frederiksbergensis von der DSMZ (Braunschweig, Germany, DSM 13022).
b Aus Bodenprobe isolierter P. frederiksbergensis.

¢ Zum Vergleichwurde ein P. frederiksbergensis von Prof. Meyer’s Sammlung
aus Strassbur g, Frarkreich, eingesetzt.
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Das Siderophorensystem des gekauften Stammes Pseudomonas frederiksbergensis
bewerkstelligt eine Eisenaufnahme mit einer Effizienz von 95% verglichen mit der von
Stamm 33. Im umgekehrten Vergleich akzeptiert Stamm 33 die Siderophor-gesteuerte
Eisenaufnahme mit 99%iger Effektivitét bezlglich Pseudomonas frederiksbergensis
DSM 13022. Anadoge Ergebnisse wurden beim Abgleich von Pseudomonas
frederiksbergensis JAJ28 mit Isolat 33 ezielt. Somit unterstreicht auch die
aussagekraftige Technik des Siderophore-Typings nochmals die Feststellung, dass es
sich beim isolierten Stamm 33 um eine Pseudomonas frederiksbergensis-Spezies
handelt.

Fazit:

Nach Abschluss der verschiedensten Charakteriserungsmethoden bleibt
festzuhalten, dass das Bakterienisolat 49 als Arthrobacter aurescens identifiziert
wurde; auch in seiner Biosyntheseleistung beziglich der enantioselektiven
Sulfoxidation ist es mit dem kommerziell erhéltlichen Vergleichssstamm (DSM
20116, Type Strain) zur Deckung zu bringen.

Der isolierte Stamm 33 wurde mit verschiedensten Methoden der Spezies
Pseudomonas frederiksbergensis zugeordnet. Allerdings verhélt sich dieser Stamm
im Vergleich zum gekauften Pseudomonas frederiksbergensis (DSM 13022) bel der
Sulfoxidation umgekehrt enantioselektiv. Es muss sich bel dem Isolat 33 also um
eine Subspezies von Pseudomonas frederiksbergensis handeln, bel der ein anderes
Enzymsystem fur die Produktion der R-selektiven Sufloxide verantwortlich ist und
unterschiedliche konkurrierende Enzyme letztlich far die Produktion des
R-Enantiomers im Uberschuss sorgen. Dieser Fall ist -soweit das anhand der uns
zuganglichen Literatur beurteilbar ist- das erste beschriebene Beispiel daflr, dass
genetisch nicht manipulierte Stamme derselben Spezies unterschiedliche
Enantiomerein einer definierten Reaktion bilden.
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3.3 Diver se Sulfide als Substrate in mikrobiellen und enzymatischen Umsetzungen

3.3.1 Substratscreening mit einfach strukturierten Sulfiden

Im ersten Schritt des Substratscreenings wurden verschiedene, einfach strukturierte
organische Sulfide eingesetzt, um die Substratselektivitédt und die Effekte bei der
Veranderung der Substituenten der Schwefelfunktion auf die Enantioselektivitét und
den Enantiomerentberschuss (ee-Wert) aufzuklaren. Die praktische Durchfihrung der
bakteriellen “whole-cell’-Umsetzungen ist ausfihrlich im Abschnitt 5.3.6 erldutert.
Beispielhaft zeigt Abbildung 35 die Umsetzung mit dem Standardsubstrat Thioanisol

.

Qo R\ QP
S\ . S\ S\
©/ CH; Bodenbakterien ©/ CHy ©/ CHs
Thioanisol (1) (9)-Phenylmethylsulfoxid (R)-Phenylmethylsulfoxid
(S1%) (R-1¥)
Abb. 3-5: Screeningverfahren: Thioanisol (1) as Substrat fir die mikrobielle enantio-
selektive Sulfoxidation

Je nach dem im entsprechenden Bakterium vorhandenen Enzym oder Enzymsystem
wird bei positivem Versuchsverlauf entweder das R- oder das S-Enantiomer des aus
dem eingesetzten prochiralen Sulfid durch Oxidation entstandenen Sulfoxids im
Uberschuss gebildet. Nach der Oxidation wird das einzelne verbleibende freie
Elektronenpaar in der Rangordnung der vier unterschiedlichen Substituenten am
Schwefel am niedrigsten eingestuft, am Schwefelatom ist dadurch ein chirales Zentrum
entstanden; die biosynthetiserten Sulfoxide sind in der Regel optisch aktiv. Der
gemessene Enantiomerentiberschuss wird kurz als ee-Wert bezeichnet und errechnet
sich aus der Gleichung ee (%) = (R - [9) : (R + [S]) -100, wobei in eckigen
Klammern die Konzentration des R- oder des S Enantiomers angegeben wird. Werden
zur Trennung der Enantiomere chromatographische Methoden wie die GC an chiraler

Phase eingesetzt, werden zur Berechung anstelle der Stoffmenge n die Flachen unter
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den getrennten Enantiomerenpeaks herangezogen. Aufgrund dieser Definition ergibt
sich fur ein racemisches Gemisch [n(R) = n(S)] ein ee-Wert von 0%, wahrend ein ee-

Wert von zumindest 95% eine enantiomerenreine Verbindung beschreibt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Absolutkonfiguration aufgrund der
gaschromatographischen Elutionsreihenfolge der Enantiomere an einer chiraen
stationaren Phase zugeordnet. Da diesbezligliche Techniken ausfuhrlich in der Literatur
beschrieben sind (Schreier et al. 1995), wird hier nur kurz die verwendete Methode
angesprochen: Die biokatalytisch gewonnenen, optisch aktiven Sulfoxide wurden an
einer modifizierten b-Cyclodextrin-Phase aufgetrennt (vgl. Abschnitt 5.2.3). Aufgrund
der Elutionsreihenfolge wurde die Konfiguration am Stereozentrum durch Vergleich mit
authentischen Referenzverbindungen festgelegt. Diese Analytik wurde mittels
multidimensionaler ~ Gaschromatographie  durchgefuhrt. Hierbei wurde eine
herkbmmliche chirale Saule zur Vortrennung einer Probe verwendet. Durch eine
Saulenschaltung (in diesem Fall ein MCSS: Moving-Column-Switching-System) wurde
nur die relevante Analysenkomponente selektiv auf die chirale Trennphase transferiert.
Dieses gaschromatographische Verfahren ermdglichte die direkte Analyse der chiralen
Sulfoxide aus dem extrahierten Reaktionsansatz und verlangert die Haltbarkeit der

teueren chiralen Phase.

Die im Substratscreening zur enantioselektiven Sulfoxidation erhatenen ee-Werte mit
Bakterienisolat 33 und 49 sowie die von den entsprechenden Referenzstdmmen
Pseudomonas frederiksbergensis DSM 13022 und Arthrobacter aurescens DSM 20116,
fasst Tabelle 3-4 zusammen. Die jeweilige Absolutkonfiguration R oder S) ist aus
Umsetzungen mit Chlorperoxidase (CPO) bekannt (Colonna et al. 1990). Fiur jedes
eingesetzte Substrat wurde die enzymatische Reaktion mit CPO, wie im Abschnitt 5.3.8
beschrieben, druchgeftihrt und das dabei gebildete Enantiomerenpaar (CPO produziert
das R-Enantiomer im Uberschuss) mittels multidimensionaler Gaschromatographie,
gekoppelt mit Massenspektormetrie, bestimmt (vgl. Abschnitt 5.2.3). Als racemische
Referenzen dienten die nach 5.4.4 (Vayssie und Elias 1998) synthetisierten Sulfoxide.
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Tab. 3-4: Enantiosel ektive Sulfoxidation im Substratscreening mit Bakterienisolat 33
und 49 sowie entsprechenenden Referenzstdmmen Pseudomonas
frederiksbergensis (DSM 13022) und Arthrobacter aurescens (DSM 20116)

Enantiosal ektivitat?
Zeile Substrat

Isolat 33 |solat 49 P. fred. A. auresc.

1 Q/‘\ 62 (R 91 (9 91 (9 73(9
1
'~
2 /Q/ 62 (R 26 (9 >99 (9 12(9
2
SN
3 ©/ 12(R 64 (9 81(9 78 (9
3
©/‘\‘/ <5 <5 <5 <5
4
'~
5 (O/ 89 (R 88 (9 >99 (9 18(9
Me 5

S
6 @[ 84 (R) 97 (9 95 (S 97 (S
o 6

'~
8 /O/ 56 (R) 71(9 9% (9 <5
cl 8

IN

NN

9 <5 <5 <5 <5
NH, 9
=~

10 23 (R 59 (9 70 (9 15(9

10

11 ©/\S/ <5 <5 <5 <5
11

& Bestimmt mittels multidimensionaler Gaschromatographie, gekoppelt mit
Massenspektrometrie, auf einer 2,3-Diethyl 6-t-butyldimethylsilyl b-Cyclodextrin Saule;
Fehler £ 1.5% der angegebenen Werte; Absolutkonfigurationen bekannt aus der Literatur
(Colonnaet al. 1990).
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Fir die folgende Beschreibung entspricht die Substratnummer auch der Zellennummer
in Tabelle 3-4. Das Standardsubstrat Thioanisol (1) wurde vom isolierten Stamm 33 mit
einem ee-Wert von 62% zum (R)-Phenylmethylsulfoxid [(R)-1*] sulfoxidiert. Sein
Referenzstamm Pseudomonas frederiksbergensis synthetisierte ebenso wie Isolat 49
fast enantiomerenreines (ee-Wert 91%) Sulfoxid und Arthrobacter aurescens mit einem

ee-Wert von 73%, alle zugunsten des S-Enantiomers.

Die Einflhrung einer Methylgruppe in para-Position beim p-Tolylmethylsulfid (2)
fuhrte bel den Pseudomonas frederiksbergensis-Spezies kaum zu Veranderungen in der
Enantiomerenanreicherung [wieder ein ee-Wert von 62% (R) beim Isolat, sogar >99%
(S beim Referenzstamm], dagegen wurde dieses Substrat vom Isolat 49 mit einem
ee-Wert von 26% (S) und Arthrobacter aurescens mit einem von nur 12% (S kaum

enantiomerenangereichert gebildet.

Die Verlangerung der Alkylseitenkette am Beispiel von n-Propylphenylsulfid (3) sorgte
beim Isolat 33 fur einen dramatischen Einbruch des ee-Wertes (nur noch 12% R-
Enantiomer), der bei Pseudomonas frederiksbergensis mit 81% (S) bel weitem nicht so
deutlich ausfiel. Mit den beiden Arthrobacter- Spezies wurden akzeptable ee-Werte von
64 und 78% erzielt. Die sterische Hinderung der Isopropyl-Funktionalitét im Substrat
i-Propylphenylsulfid @) brachte die enantioselektive Sulfoxidation der eingesetzten
Bakterien vollkommen zum Erliegen; es wurden nur noch Spuren von racemischen
Sulfoxid detektiert, das durch Autoxidation wahrend der Inkubationszeit entstanden ist.

Das p-Methoxyderivat (5) hingegen wurde auf3erst erfolgreich sulfoxidiert, denn Isolat
33 zeigte einen ee-Wert von 89% (R) an, und Pseudomonas frederiksbergensis fuhrte
wieder zu einer enantiomerenreine S-Sulfoxidation. Auch das Isolat 49 erreichte einen
beachtlichen ee-Wert von 88%; lediglich Arthrobacter aurescens fiel mit 18% (S aus
der Reihe. Trotz mehrerer unabhéngiger Versuchsansétze konnte die optische Aktivitét

in diesem Fall nicht erhdht werden, der Grund dafur bleibt unklar.
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Umso erfreulicher gestaltete sich die Umsetzungsreihe mit 2-Hydroxyphenylmethyl-
sulfid (6). Hier wurden dur chweg hohe Enantiomerentiberschiisse zwischen 84 und 97%

erzielt, fur Isolat 33 wurde das R-Enantiomer erhalten.

Die Verwendung von 2-Methylthio-4-hydroxyanisol (7) als Substrat fur die bakterielle
enantioselektive Sulfoxidation schlug fehl. Keines der eingesetzten Stammpaare
akzeptierte dieses sperrige Molekul fur die Sulfoxidationsreaktion; wieder wurden

Spuren an racemischem Autoxidationsprodukt gefunden.

Die Anlagerung eines Halogenatoms am aromatischen Ring erbrachte ebenfalls
enantiomerenangereicherte Sulfoxide, wie am Beispiel 4-Chlorthioanisol (8) gezeigt
werden konnte. Pseudomonas frederiksbergensis sulfoxidierte [ee-Wert von 96% (S)-
Sulfoxid] wieder nahezu enantiomerenrein, das isolierte Analogon, Stamm 33, brachte,
wie gewohnt, moderatere optische Aktivitdt hervor [ee-Wert von 56% R)]. Isolat 49
erreichte einen ee-Wert von 71% (S), der Referenzstamm Arthrobacter aurescens fihrte

unerklarlicher Weise erneut keine enantiosel ektive Sulfoxidation durch.

Aminofunktionalitdten wie bei 2 Aminothioanisol (9) kommen bei den verwendeten
Bakterienstdmmen nicht als Substrate fur die enantiomerenangereicherte Sulfoxidation
in Betracht.

Cyclohexylmethylsulfid (10) wurde a's Substrat in den Schiittelkulturen eingesetzt, um
den Wirkungsgrad der Arylsubstituenten zu prifen. Selbst wenn der Enantiomeren
Uberschuss generell niedriger ausfiel, so erreichte Pseudomonas frederiksbergensis mit
einem ee-Wert von 70% (S doch eine brauchbare Stereoselektivitét. Isolat 33
produzierte das R-Enantiomer in 23%igem Uberschuss. Beim Isolat 49 wurde der ee-
Wert zu 59% ) bestimmt, der bei Arthrobacter aurescens mit 15% ) nochmals
deutlich niedriger war. Letztlich wurde noch Benzylmethylsulfid (11) den
Bakterienstdmmen als Substrat fir die Sulfoxidation angeboten, alerdings ohne Erfolg.
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3.3.2 N-Heterozyklische Sulfide

In der Weiterfuhrung des Substratscreenings wurden stickstoffhaltige heterozyklische
Sulfide mit pseudoaromatischer Struktur fir die bakterielle "whole-cell” - Sulfoxidation
eingesetzt. Da das Stammpaar Arthrobacter aurescens diese Substanzklasse generell
nicht als Substrat zur biokatalytischen Umsetzung akzeptiert, erfolgten die Versuche mit
den Pseudomonas frederiksbergensis Spezies. Wie in Tabelle 3-5 gezeigt, dienten
Vergleichsumsetzungen mit CPO zur Ableitung der Absolutkonfiguration.

Tab. 3-5: Enantioselektivitéten bei der Oxidation von N-heterozyklischen Sulfiden

- - L a
Zeile Substrat Enantiosel ektivitéat
Isolat 33  P. frederiksbergensis CPO
A
1 @\ <10(R 67 (S >99 (R
s— 12
A
2 E | <5 62(S > 99 (R)
N s~ 13
A
3 E | <5 27(9 9 (R
N s— 14
C :
4 -
kN/ S 15 <> <>

#Bestimmt mittels multidimensionaler Gaschromatographie /M assenspektrometrie;
Fehler £ 2,0 % der angegebenen Werte; Absolutkonfigurationen bekannt aus der
Literatur (Colonna et al. 2002).

PKein Sulfoxid detektierbar,

Die Variation der aromatischen Grundstruktur durch ein Stickstoffatom, wie im Fall
von 3-Methylthiopyridin (12), ergab bel der enantioselektiven Sulfoxidation mit
Pseudomonas frederiksbergensiseinen ee-Wert von 67% zugunsten des S-Enantiomers.
Bel Isolat 33 war hier schon ein sehr geringer Enantiomereniiberschuss von < 10% (R)
zu verzeichnen (Zeile 1). Ein welteres Stickstoffatom, wie beim Substrat 2-Methylthio-

pyrazin (L3), reduzierte den ee-Wert bei Umsetzungen mit Pseudomonas frederiks
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bergensis auf 62% (§), bei Isolat 33 war keine Enantiomerenanreicherung mehr zu

erkennen (Zeile 2).

Mit dem 2-Methyl-3-methylthiopyrazin (14) as Substrat wurde eine Methylgruppe in
direkter Nachbarschaft zur S-Methyl-Funktionalitét eingefuhrt, was jetzt auch deut-
lichen Einfluss auf den ee-Wert bel Umsetzungen mit Pseudomonas frederiksbergensis
hatte; hier wurden 27% S-Enantiomere im Uberschuss gemessen, Isolat 33 sulfoxidierte
konsequenter Weise das Substrat Uberhaupt nicht (Zeile 3). Drei Stickstoffatome im
aromatischen System, wie beim Methylthio-sym-triazin (15), brachten die enantio-
selektive Sulfoxidation vollkommen zum Erliegen (Zeile 4). CPO sulfoxidierte in den
Vergleichsumsetzungen  3-Methylthiopyridin  (12) und 2-Methylthiopyrazin (13)
enantiomerenrein (Zeilen 1 und 2) und 2-Methyl-3- methylthiopyrazin (14) (Zeile 3) mit
einem ee-Wert von 90% ). Lediglich Methylthio-sym-triazin (15) wurde nicht als
Substrat akzeptiert; in diesem Fall war kein Sulfoxid detektierbar.

3.3.3 Furfuryle und Thiophene

Um im Substratscreening noch weiter von der aromatischen Grundstruktur der zur
enantioselektiven Sulfoxidation eingesetzten Substrate abzuweichen, wurden aus der
Heteroaromaten Substanzklasse der Furfuryle und Thiophere je en Vertreter zu
Testzwecken ausgewahlt (siehe Abb. 3-6). Allerdings wurde weder in den bakteriellen

0] P S s\
4 -
Furfurylmethylsulfid (16) 2-(Methylthio)thiophen (17)
Abb. 3-6: Strukturformeln fur Furfurylmethylsulfid (16) und 2-(Methylthio)thiophen (17)
Standardumsetzungen mit den Isolaten 33 und 49 noch bei den gekauften

Referenzstammen Pseudomonas frederiksbergensis und Arthrobacter aurescens
Sulfoxidationsprodukte von Furfurlymethylsulfid (16) detektiert. Gleiches gilt fur
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2-(Methylthio)thiophen (17), das mit einem Schwefelatom in der Seitenkette und einem

zweiten im Funfring theoretisch sogar zwei Angriffspunkte fir die Sulfoxidation bietet.

3.3.4 Schwefelhaltige Pestizide

Im Hinblick auf die praktische Anwendbarkeit der bakteriellen Sulfoxidations-
reaktionen wurden auch verschiedene schwefelhaltige Pestizide in standardisierten
Schittelkulturen eingesetzt. In einer ersten Versuchsreihe dienten erneut stickstoff-
haltige Verbindungen als Substrate (siehe Tab. 3-6). Die Triazinherbizide Desmetryn®

Tab. 3-6: Zur enantiosel ektiven Sulfoxidation eingesetzte Triazin-Herbizide
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Handelsname X R R?
18a Desmetryn SCH3 CH(CH3)> CHs
18b  Ametryn SCH;s CoHs CH(CHz3)2
18c  Methoprotryn SCH;3 CH(CHz): (CH)sOCH3
19 Metribuzin -2 C(CHa)3 SCH;3

agulfidfunktionalitdt bereits im Rest .

(18a), Ametryn® (18b) und Methoprotryn® (18c) sowie Metribuzin® (19) as weiterer
Stickstoffheterozyklus ~ wurden in  blindwertkontrollierten und  voneinander
unabhéngigen Versuchen weder durch die Bodenisolate 33 und 49 noch mittels der
gekauften Referenzstdmme Pseudomonas frederiksbergensis und  Arthrobacter
aurescens sulfoxidiert. Nach V ersuchsdurchfiihrung wurden durch
gaschromatographisch massenspektrometrischer Untersuchung lediglich die Substrate
wieder gefunden.
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Weiterhin wurden die beiden Organophosphorpestizide Fenamiphos® (20) und
Fenthior® (21) sowie das strukturell verwandte Mercaptodimethur® (22) nicht als
Substrate fur die enantioselektive Sulfoxidation akzeptiert. Vollstandigkeitshalber sind
auch noch die kommerziell erhdltlichen Pestizide Ethiophencarb® (23) und Tetrasul®
(24) verwendet worden, alerdings jeweils ohne Erfolg. Abbildung 3-7 zeigt die
Strukturformeln der eben aufgezahlten organischen Pestizide.

OEt OCHg o]
o—J—v—NHPr-i o—|L—OCH3 O—C—NHCH;
] !
CHj CHz H3C CHs
SCH, SCH, SCH;4
Fenamiphos (20) Fenthion (21) Mercaptodimethur (22)

o]
O—C—NHCH;,

Et S
- DoAY
Cl Cl cl

Ethiophencarb (23) Tetrasul (24)

Abb. 3-7: Die zur enantiosel ektiven Sulfoxidation eingesetzten Organophosphor-
pestizide [ Fenamiphos (20) und Fenthion (21)] sowie weitere Pestizide

Wie bel den anderen Strukturen, wurden auch die Pestizide im Substratscreening
enzymatischen Reaktionen mit CPO unterzogen. Erfreulicherweise wurden hier die
beiden Organophosphorpestizide erfolgreich in der enzymatischen enantioselektiven
Sulfoxidation umgesetzt. Fir das Sulfoxid von Fenamiphos® (20*) wurde ein
Enantiomerentiberschuss von 74% und fir das Fenthionsulfoxid (21*) von 62%
erhalten. Aufgrund der hohen Siedepunkte der Sulfoxide war es nicht méglich, den ee-
Wert standardmallig Uber die Messanordnung der multidimensionalen Gaschromato-
graphie, gekoppelt mit Massenspektrometrie (MDGC-MS), zu bestimmen; deshalb
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wurde eine mit ener 2,3-Diethyl-6-t-butyl-dimethyl-b-cyclodextrin-Phase belegte
Trennsaule direkt im GC-MS System (GC 3 mit MS 1, siehe Abschnitt 5.2.2)
verwendet. Nur so war es mdoglich, die Enantiomerenvertellung der Organo-
phosphorpestizid- Sulfoxide gaschromatographisch zu analysieren. Eine ausfuhrliche
Abhandlung dieser Thematik, einschliefdlich der Hintergriinde fur die Versuchsreithen
mit Pestiziden, ist im Diskussionsteil (Abschnitt 4.4) zu finden.

3.3.5 Omeprazol® und Modafinil®

Die Verwendung der beiden Sulfoxide Omeprazol® (25*) und Modafinil® (26*) als
Arzneistoffe war Grundlage fiir die Uberpriifung der entsprechenden Sulfide auf deren

Sulfoxidationsfahigkeit. Abbildung 3-8 zeigt die pharmazeutisch als Wirkstoffe

HsCO
7;/:[\
N N\\.—OCHj3

H

Omeprazol® (25%) Modafinil® (26*)

Abb. 3-8: In der Pharmazie al's Wirkstoffe eingesetzte Sulfoxide Omeprazol® (25*)
und Modafinil® (26*)

eingesetzten Sulfoxide Omeprazol® (25%) und Modafinil® (26*). Dazu wurden deren
Sulfide [Omeprazolsulfid (25) und Modafinilsulfid (26)] as Substrate sowohl in
bakteriellen (Isolate 33 und 49, Pseudomonas frederiksbergensis und Arthrobacter
aurescens) as auch in enzymatischen (CPO) Umsetzungen eingesetzt. Nach den
angewendeten Umsetzungstechniken wurde in keinem der beiden Félle das Sulfoxid aus
dem entsprechenden Sulfid biosynthetisiert. Im Diskussionstell (Abschnitt 4.5) wird
nochmal ndher auf diese Fehlschlage eingegangen.
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3.4 Einsatz des Fermenters

Durch den Einsatz eines Fermenters (Bioreaktors) sollte die Mdglichkeit Uberprift
werden, ob die bisher (in der Grofenordnung von 100 mil-Schittelkulturen)
durchgefihrten bakteriellen Umsetzungen auch auf biotechnologisch einsetzbare
Fermentationsansdtze Ubertragbar sind. In alen Fermentationsansdizen wurde
Pseudomonas frederiksbergensis DSM 13022 verwendet, well dieser Stamm im
Substratscreening immer die hochsten ee-Werte und Produktausbeuten erbrachte. Vor
Beginn der Umsetzungen im Bioreaktor musste eine Wachstumskurve aufgenommen
werden, um entsprechende Starterkulturen fur den Fermentationsprozess zu ziichten und
die Fermentationsparameter dem zeitlichen Verlauf des Bakterienwachstums anzu-
passen. Dies geschah in Form einer sogenannten Zellzahlstulie, wie sie graphisch in
Abbildung 3-9 dargestellt ist. Die Details des Verfahrens zur Bestimmung von Gesamt-
und Lebendzellzahl beschreibt Abschnitt 5.3.11.

9

10" Zellen pro ml
5 8
—
y.q

0 5 10 15 20
Zeit []

—a— Gesamtzellzahl —s— Lebendzellzahl

Abb. 3-9: Zeitprofil des Bakterienwachstums im Verauf der Inkubation:

Zellzahl-Studie am Beispiel von Pseudomonas frederiksbergensis
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Be Pseudomonas frederiksbergensis wurde ein fur Bakterien typischer
Wachstumsverlauf festgestellt. Nach dem Animpfen des Nahrmediums passten sich die
Zellen zundchst den neuen Bedingungen in der sogenannten lag-Phase an, in der kein
Wachstum feststellbar ist. Diese Phase war mit 12 h Uberdurchschnittlich lang. Nach
12-14 h begannen die Bakterien zu wachsen. In der zweiten Phase teilten sich die Zellen
mit konstanter Geschwindigkeit, man bezeichnet dies auch ds exponentielle oder log
Phase, die bel Pseudomonas frederiksbergensis zwischen 14 und 18 h nach Animpfung
lag. In diesem Zeitraum wurde die vorhandene Glucose von dem Stamm zur
Energiegewinnung und zum Wachstum abgebaut. Das wére dann auch genau der
Zeitraum, in dem bespielsweise aus dem Substrat Thioanisol (1) das
Stoffwechselprodukt Phenylmethylsulfoxid (1*) biosynthetisiert werden kann. Nach
18h war kein Anstieg der Zellzahl mehr zu verzeichnen; infolge abnehmender
Glucosekonzentration verlangsamten die Zellen in dieser sogenannten stationéaren Phase
ihr  Wachstum und stellten es schliefdlich en. In der vierten typischen
Entwicklungsphase der Bakterierkultur, auch Absterbephase genannt, nahm die
Lebendzellzahl ab 21 h Inkubationsdauer wieder ab. Diese letzte Phase war auch der
einzige Bereich, in dem sich die Lebendzellzahl von der Gesamtzellzahl unterschied;
die Gesamtzellzahl erfasste dort natirlich auch die abgestorbenen Zellen. Ansonsten
verliefen deren Zeitprofile wéhrend der gesamten Inkubationszeit sehr schon parallel

zueinander.

Auf Grundlage dieser Wachstumskurve wurden Fermentationsversuche durchgefihrt,
wie sie im Abschnitt 5.3.7 ausfuhrlich beschrieben sind. Mit einer 18 h vorgezogenen
Starterkultur von Pseudomonas frederiksbergensis (sogenannte seed culture) wurde der
Bioreaktor angeimpft. Uber die Steuerung wurden die Fermentationsparameter wie
Temperatur (30 °C), steriler Luftfluss (0.2 I/min), Sauerstoffséttigung (DO, 10%) sowie
die davon abhangige Drehzahl des Rilhrwerks (Agit 100-400 upm) programmiert. Uber
die Schlauchpumpe wurde standig 5%ige Glucoselosung mit einem Fluss von
0.1 mi/min steril zugegeben. Nach 24 h Inkubationszeit, in der die Kultuw im
Fermentationsgefald anwuchs, wurde tber eine weitere Schlauchpumpe das Thioanisol
(1) mit einem Fluss von 0.6 ml/h als Substrat fur die mikrobielle Umsetzung unter
sterilen Bedingungen zudosiert. Nun wurde Uber die sterile Entnahmestelle sttindlich
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eine Probe entnommen und anaysert. Abbildung 3-10 zeigt die erreichten

Umsetzungsraten und Ausbeuten.

100 ﬂ—-—‘—*—m:xw
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Zeit [h]
—e— Umsetzungsrate —s— Ausbeute

[%]

—a— Korrigierte Umsetzungsrate —«— korrigierte Ausbeute

Abb. 3-10: Zeitlicher Verlauf der Umsetzungsraten und Ausbeuten bel der Fermentatior

von Thioanisol (1) mit Pseudomonas frederiksbergensis (0.1 ml/min 50%ige

Glucose, 0.6 mi/h Thioanisol, 30 °C, 10% Sauerstoffséttigung)

Schon nach 1 h lag die Umsetzungsrate [verbrauchtes Thioanisol (1)] bei 100%, was in
Anbetracht einer Ausbeute an Phenylmethylsulfoxid (1*) von weniger als 5% auffalig
hoch war. Aufgrund mehrerer Ansdtze und der Durchfihrung ener
Blindwertfermentation (Ansatz ohne Bakterien) wurde festgestellt, dass der Tell des
Sulfids, das nicht zum Sulfoxid umgesetzt worden war, unter den
Fermentationsbedingungen (Temperatur, stdndiger Luftdurchsatz und Ruhren) aus dem
Reaktionsgefald verdampfte. Im Labor war dies auch geruchlich wahrnehmbar. Da das
Sulfoxidationsprodukt wadhrend der gesamten Fermentationszeit aus dem
enantiomerenreinem  (S)-Phenylmethylsulfoxid [(S)-1*] bestand, verlauft diese
Sulfoxidation in exzellenter Enantioselektivitét. Das entsprechende Sulfon wurde zu
keiner Zeit als Folgeprodukt detektiert.
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In Abbildung 3-10 sind die Werte fur die korrigierte Umsetzungsrate und die korrigierte
Ausbeute aufgetragen. Diese Daten wurden unter Beriicksichtigung der Tatsache
korrigiert, dass grofdere Mengen des Sulfids aus dem System verdampfen und somit
nicht zum Sulfoxid umgesetzt werden. Es wurde also von Stunde zu Stunde die Menge
des detektierten Sulfoxids auf die tatséchlich vorhandene Menge an Sulfid bezogen. Der
Antell des verfllchtigten Sulfids war aus der Blindwertfermentation (ohne Bakterien)
bekannt. Ziel dieses Blindversuches war es, die Autoxidationsrate von Thioanisol
wahrend der 24-stiindigen Fermentation zu bestimmen. Diese Nebenreaktion trat aber in
so geringem Mal%e auf, dass lediglich Spuren an racemischem Sulfoxid detektiert
wurde, die keinen Einfluss auf den ee-Wert hatten. Gleichzeitig wurde erfasst, welcher
Antell an Sulfid unter den eingestellten Fermentationsparametern das Reaktionsgefald
verlasst und so nicht zur Sulfoxidation zur Verfigung stand. Durch Berlicksichtigung
dieses Anteils stieg die Ausbeute (korrigierter Wert) nach 24 h Fermentation auf
beinahe 50% an, was genau der Ausbeute an Oxidationsprodukt von Thioanisol (1) bei

der Umsetzung mit Pseudomonas frederiksbergensis in der Schuttelkultur entspricht.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde das weniger flichtige 4Chlorthioanisol (8) als
Substrat im Fermentationsprozess eingesetzt. Trotzdem konnte die Verfllichtigung auch
dieses Substrates unter den Reaktionsbedingungen nicht unterdriickt werden; es wurden
letztlich &hnlich niedrige Ausbeuten wie in den Ansdtzen mit Thioanisol (1) erzielt.
Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass das Bioreaktor-Fermentationssystem
leistungsfahig funktioniert, jedoch die eingesetzten fluchtigen Substrate unter diesen
Bedingungen nicht fir eine effektive enantiosel ektive Sulfoxidation im grof3technischen
Mal3stab verwendet werden konnen.

Da schon in den Schittelkulturen des Substratscreenings trotz hoher ee-Werte teilweise
geringe Ausbeuten an Sulfoxid erzielt wurden sollte in  einem weiteren
Fermentationsansatz der Einfluss des Substrats am Beispiel von Thioanisol (1) bzw. des
Produkts Phenylmethylsulfoxid (1*) auf das Wachstum der Bakterien Uberpriift werden.
Eventuell von diesen Substanzen ausgehende toxische Effekte hétten stérende Folgen
flr die gesamte bakterielle Reaktion (Absterben der Mikroorganismen) und wiirden die

teilweise niedrigen Ausbeuten erkléren. Ein solcher Hemmversuch wurde unter
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Standardbedingungen im Fermenter mit dem Bakterium Pseudomonas frederiks
bergensis durchgefihrt. Die Sauerstoffelektrode des Bioreaktors diente dabei als
addguates analytisches Messinstrument. Aus den vorhergehenden Fermentations-
ansdtzen war bekannt, dass der durch stetige sterile Luftzufuhr und das Ruhrwerk
eingetragene Sauerstoff vollkommen verbraucht wird, solange sich die Zellen in der
Wachstumsphase befinden. Die vor Versuchsbeginn geeichte Sauerstoffelektrode misst
den Nullwert (0%) der Sauerstoffséttigung. Sterben die Zellen ab und verbrauchen
somit keinen Sauerstoff mehr, steigt der Wert langsam auf 100% an, was einer
maximalen Sauerstoffsdttigung der wassrigen Fermentationslésung entspricht. In
Abbildung 3-11 sind die Sauerstoffsdttigung und der Enantiomereniiberschuss von
Phenylmethylsulfoxid (*) im zeitlichen Verlauf der Fermentation mit Pseudomonas
frederiksbergensis dargestellt.

80 Zugabe von /kl
3x 350 mg
60 (2.5 mmol)
< rac. Phenylmethyl-
— 40 sulfoxid (1)
/ / / Zugabe von 930 mg
20 Thioanisol (1)
(" 7,5 mmol)
T | .ﬁl T T A
10 20 30 40
Zeit [h]

—a— Sauerstoffsattigung —s— Enantiomereniberschuss

Abb. 3-11: Einfluss von Substrat [Thioanisol (1)] und Produkt [Phenylmethylsulfoxid
(1*)] auf das Bakterienwachstum in Relation zur Sauerstoffséttigung und
zum Enantiomereniberschuss (% ee) bel der Fermentation mit Pseudomonas

frederiksbergensis
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Nach 1, 2 und 3 h wurden jewels 350 mg (2.5 mmol) kommerziell erhdtiches
racemisches Phenylmethylsulfoxid (1*) zugegeben. Der Enantiomereniiberschuss des
racemischen Sulfoxids war zu Beginn erwartungsgemald 0%, anderte sich aber auch
nicht, wodurch eine kinetische Racematspaltung ausgeschlossen wurde. Allerdings
blieb auch der Wert fur die Sauerstoffséttigung bei 0%, und somit hatte das potentielle
Fermentationsprodukt in der Phase des starken Bakterienwachstums keinen direkten
(oder besser als nicht-kritisch zu bezeichnenden) toxischen Effekt auf das System. Nach
5h wurden 930 mg (7.5 mmol) Thioanisol () in die Fermentationsldsung pipettiert.
Unmittelbar danach begann die Sauerstoffsattigung anzusteigen, nach 24 h wurde von
der Bakterienlosung kein Sauerstoff mehr verbraucht, obwohl per Schlauchpumpe
sténdig Glucoselosung as Kohlenstoffquelle zudosiert wurde; folglich waren die
Bakterienzellen abgestorben. Dass nach Zugabe des Substrats auch kein Anstieg des
Enantiomerentiberschusses erkennbar war, ist auf die in der Fermentationsldsung
vorhandene hohe Konzentration an racemischem Sulfoxid zuriickzufiihren, welches am
Anfang zugegeben wurde. Kleine Mengen an produziertem enantiomerenangerei cherten

Sulfoxid fallen bei der Messung des ee-Wertes dann nicht ins Gewicht.

3.5 Toxizitatstests nach dem Blattchenverfahren

Nach den eben beschriebenen Ergebnissen des Hemmversuchs im Fermenter wurden
weitere Inhibierungsversuche mittels des sogenannten Bléattchentests (disc diffusion
method) durchgefiihrt. Auch wenn dieser Test kaum quantitative Aussagen bzgl. der
Toxizitét eines Stoffes zulasst, so kann durch Vergleiche mit bekannten Antibiotika
doch gezeigt werden, inwieweit die eingesetzten Chemikalien selber oder die
gewlnschten Biosyntheseprodukte das Wachstum des verwendeten Bakterienstammes
einschranken oder gar verhindern. Im Gegensatz zum beschriebenen Hemmversuch im
Fermenter wurden das Substrat Thioanisol (1) und das Produkt Phenylmethylsulfoxid
(1*) in voneinander unabhdngigen Versuchsreihen getestet, wodurch den
Einzelsubstanzen gewisse wachstumshemmende Eigenschaften zugeordnet werden
konnten. Abbildung 3-12 zeigt Fotographien von Agarplaiten mit den aufgelegten

Bléttchen (engl. discs) und von ihnen induzierte Hemmhofe.
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Abb. 3-12: Inhibierungsversuche mittels Bléttchentest (“disc diffusion method’)

Tellbild I: links fur Thioanisol (1), rechts fir Tetracyclin
Tellbild I1: links fir Thioanisol (1), rechts fir Penicillin G

Die Inhibierungsversuche wurden beispielhaft mit dem Bakterium Pseudomonas
frederiksbergensis -wie im Abschnitt 5.3.12 beschrieben durchgefuhrt. Abbildung 3-12
(I) zeigt links oben den Vergleich von 10 pl/Disk und links unten von 5 pl/Disk
Thioanisol (1) mit kommerziell erhdltlichen Disks, die 10 pg/Disk Tetracyclin
enthalten, das als Breitbandantibiotikum gegen Gram-positive und Gram negative
Kokken und Bakterien eingesetzt wird. Konzentrationsabhéngig sind bei den mit
Thioanisol (1) getréankten Blattchen deutliche Hemmhofe zu  erkennen.
Selbstversténdlich unterbindet auch Tetracyclin das Wachstum von Pseudomonas
frederiksbergensis nachhaltig. Zum Vergleich wurde Penicillin G unter analogen
Bedingungen eingesetzt (Abb. 312, Teilbild II), das nur gegen Gram positive Keime
und Gram-negative Kokken wirkt. Gram-negative Stdbchen wie Pseudomonas
frederiksbergensis werden nicht im Wachstum gehemmt. Weiterhin wurden die
Antibiotika Gentamycin (wirksam gegen Gram-positive und Gram-negative Keime) und
Nystatin (wirksam gegen Hefen und Pilze) im Hemmhoftest aufgenommen. Um
zumindest ein ,halbquantitatives’ Mal3 der von Thioanisol (1) und Phenylmethyl-
sulfoxid (1*) ausgehenden toxischen Wirkung auf Pseudomonas frederiksbergensis zu
erhalten, wurden die Hemmhdfe ausgemessen; diese Ergebnisse sind in Tabelle 37

zusammengefasst.
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Tab. 3-7: Inhibierungswirkung von Thioanisol (1) und Phenylmethylsulfoxid (1*) auf

Pseudomonas frederiksbergensis im Vergleich zu kommerziellen
Antibiotika nach dem Blé&ttchentest

Inhibierungszonerf' , Durchmesser® [mm]
Penicillin G| Tetracyclin | Gentamycin | Nystatin s so¢
0 17 22 0 12 11
0 17 22 0 15 14

& Jeweils zwei voneinander unabhéngige I nhibierungsversuche wurden durchgefiihrt,
10° cfu pro Agarplatte.

b Beinhaltet auch den Eigendurchmesser der Disk von 6 mm.

¢ S bedeutet Sulfid Thioanisol (1); oberer Wert firr 5 pl, unterer Wert fir 10 pl
Sulfid.

450 ist Phenylmethylsulfoxid (1*); oberer Wert fiir 5 pil, unterer Wert fiir 10 pl
Sulfoxid.

In jewels 2zwe voneinander unabhdngigen Inhibierungsversuchen wurden
erwartungsgemal? durch Penicillin G und Nystatin keine Hemmhofe ausgebildet. Die
Bléttchen mit Tetracyclin enthielten je 10 pg Wirkstoff und induzierten Hemmhdofe von
17 mm Durchmesser (der Hemmhofdurchmesser beinhaltet auch den Eigendurchmesser
der Disk von 6 mm). Der Einsatz von 10 ug Gentamycin pro Disk produzierte
Hemmhofe von 22 mm Durchmesser. Bel 5 ul Thioanisol (1) pro Disk wurden
Hemmhofe von 12 mm Durchmesser erhalten, die bei Erhdhung der Konzentration auf
10 pI/Disk auf 15 mm anwuchsen. Auch das Sulfoxidationsprodukt Phenylmethyl-
sulfoxid (1*) sorgte wahrend der 24-stindigen Inkubation der Agarplatten fir -wenn
auch kleinere- Hemmhdfe von 11 mm (bei 5ul/Disk) bzw. 14 mm (bel 10 pl/Disk).
Insgesamt wirken also sowohl das eingesetzte Substrat (Sulfid) als auch das gewiinschte
Produkt (Sulfoxid) auf den zur bakteriellen Sulfoxidation notwendigen Stamm

wachstumshemmend, was im Diskussionsabschnitt 4.7 nochmals aufgegriffen wird.



4 Diskussion

4.1 Einflussder Sulfidstruktur auf die Sulfoxidationsfahigkeit der Bakterien

Bel den Versuchen zur enantioselektiven Sulfoxidation mit einfachen organischen
Sulfiden wurden -wie im Abschnitt 3.3.1 beschrieben unterschiedlich ausgepragte
Enantioselektivitdten von den verwendeten Bakterienstdmmen hervorgerufen. Nicht
nur, dass der aus der Spezies Pseudomonas frederiksbergensis isolierte Stamm 33
grundsétzlich R-selektive Sulfoxide bildete, auch war die Grof3enordnung des ee-Wertes
stark von der chemischen Struktur der zur bakteriellen Sulfoxidation eingesetzten
Sulfide abhéngig. Dies war bel den beiden Stammgruppen Pseudomonas
frederiksbergensis / Isolat 33 und Arthrobacter aurescens / Isolat 49 deutlich zu
erkennen. Generell muss festgehalten werden, dass das Isolat 33 im Vergleich zu
seinem  kommerziell erhdtlichen Referenzstamm immer einen geringeren
Enantiomerentiberschuss bildete, allerdings unter strikter Bevorzugung des R-Sulfoxids.
Dagegen lieferte Isolat 49 hohere ee-Werte als dessen Referenzstamm Arthrobacter
aurescens. Abhéngig von der Sulfidstruktur sanken die ee-Werte bel Umsetzungen mit
Isolat 49 ab, was letztlich fur racemische Sulfoxidation mit Arthrobacter aurescens
sorgte (vgl. Tab. 3-4). Allerdings wurden nur Spuren an racemischem Sulfoxid
detektiert, weshalb davon ausgegangen wird, dass das entsprechende Substrat in diesen
Fallen vom Bakterium nicht zur Sulfoxidation akzeptiert wurde. Somit wurde lediglich
umgebungsl uftabhangiges Autoxidationsprodukt registriert.

Trotzdem ist bei der enantioselektiven Sulfoxidation der organsichen Sulfide 1-11 durch
die eingesetzten Bakterienstamme eine eindeutige Tendenz bezliglich des Einflusses der
Sulfidstruktur auf die Enantiomerentiberschiisse zu erkennen. Diese sollen dem Beispiel
von Pseudomonas frederiksbergensis folgend aufgezeigt werden. Die Hohe des ee-
Wertes ist dabei nicht immer vergleichbar, aber der Einfluss der verschiedenen
Substituenten an Thioanisol- Grundgerist ist auf samtliche bakteriellen "whole-cell”-

Systeme zu Ubertragen (anhand Tabelle 3-4 zu vergleichen). Das Modellsubstrat
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Thioanisol (1), dessen IUPAC-Name Phenylmethylsulfid die Grundstruktur der
verwendeten Sulfide mit einer arylischen Komponente und einer direkt daran
gebundenen  Thiomethyl-Funktionalitdt beschreibt, wurde mit enem hohen
Enantiomereniiberschuss von 91% sulfoxidiert. Eine para-Substitution wie in den
Falen von p-Tolylmethylsulfid (2), 4-Methoxythioansiol (5) und 4-Chlorthioanisol (8)
fuhrte im Wesentlichen zu enantiomerenreinen Sulfoxiden. Interessanterweise ist
hierbei die Enantioselektivitédt unabhangig vom elektronischen Einfluss der para-
Substituenten, die offensichtlich eine perfekte Passform am Aktionszentrum des fir die
enantioselektive Sulfoxidation verantwortlichen Enzyms gewéhrleisten und fur hohe
Enantioselektivitdten durch eine optimale rdumliche Anordnung sorgen. Sowohl die
Oxidation von Sulfiden mit ,,elektronenschiebenden” Gruppen (Me, MeO) als auch die
mit einer ,elektronenziehende” Gruppe (Cl) brachten exzellente ee-Werte (> 95%)

hervor.

Zur Uberpriifung des Effekts der Alkylseitenkette am zu oxidierenden Schwefelatom
wurde n-Propylphenylsulfid (3) als Substrat fur die enantioselektive Sulfoxidation
eingesetzt. Dabei wurden niedrigere ee-Werte gemessen, womit ein ausgepragter
Einfluss der Alkylseitenkette auf die Enantioselektivitdt der Sulfoxidation festgestellt
wurde. Dieser Effekt wurde bei Verwendung des Isopropylderivates 4 deutlich
verstérkt. Generell wurden Sulfide mit einer verzweigten Alkylseitenkette vom
Enzymsystem der Bakterien nicht zur Anreicherung eines der Enantiomere in der

asymmetrischen Sulfoxidation akzeptiert.

Die erfolgreichen Umsetzungsrethen mit 2-Hydroxythioanisol @) zeigen, dass eine
einzelne OH-Funktionalitdt sogar in direkter Nachbarschaft zur Schwefel-Methyl-
Bindung die Hohe des ee-Wertes positiv beeinflusst. Dagegen kommt die bakterielle
Sulfoxidation bei EinfUhrung einer Methoxygruppe und einer Hydroxygruppe, wie im
Substrat 2-M ethylthio-4-hydroxyanisol (7), vollkommen zum Erliegen. Aufgrund der
forderlichen Effekte der MeO- und der OH-Gruppe als Monosubstituenten in der
Enantioselektivitdt, sind die Griinde des Versagens beim 2-M ethylthio-4-hydroxyanisol
(7) in dessen sterischer Sperrigkeit zu suchen, die vermutlich die Anlagerung des

Molekils an die Enzymbindungsstelle verhindert. Die mit 2-Aminothioanisol (9)
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durchgefuhrten Versuchsreihen verdeutlichen, dass Aminoverbindungen fir die
enantioselektive Sulfoxidation mit den vorhandenen bakteriellen Systemen nicht in

Betracht kommen.

Aber nicht nur Arylalkylsulfide, sondern auch Dialkylsulfide wurden zu optisch aktiven
Sulfoxiden umgesetzt. Bestes Beispiel war Cyclohexylmethylsulfid (10), mit dem
allerdings geringere ee-Werte as fur Phenylmethylsulfoxid (1*) erzielt wurden (vgl.
Tab. 3-4). Somit ist die arylische Komponente im organischen Sulfid mal3geblich an der

hohen Kontrolle der Enantiosel ektivitét verantwortlich.

Abschlieffend wurde noch ein Benzylderivat umgesetzt, um die Bedeutung der Stellung
des Schwefelatoms in der Sulfidstruktur zu prifen. Leider wurde Benzylmethylsulfid
(12) nicht als Substrat in der bakteriellen Sulfoxidation angenommen, was eine
Nachbarschaft der Schwefelfunktion zum Arylringsystem des Substrats zwingend

erfordert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass organische Sulfide mit einer Schwefelfunktion
in direkter Nachbarschaft zu einem arylischen Ringsystem ohne sperrige Seitengruppen
sich gut as Substrate in der bakteriellen enantioselektiven Sulfoxidation eignen. Eine
para-Substitution am Phenylring wirkt sich zusétzlich positiv aus. Die Bildung eines
bevorzugten Enantiomers durch das im Bakterienssamm fir die asymmetrische
Sulfoxidation verantwortliche Enzymsystem blieb jewells Uber das ganze Substrat-
screening konstant. Dies war beispielsweise in der einzigen, bekannten Studie zur
unterschiedlichen Enantioselektivitdt in Sulfoxidationsreaktionen durch ein und
denselben Bakterienstamm, namlich Pseudomonas putida, nicht der Fall (vgl. Abschnitt
2.3.2, Boyd et al. 1998). Zwar wurden durch das beteiligte Enzym NDO meist das
S Sulfoxid und durch die rekombinante TDO das R-Sulfoxid aus den entsprechenden
Sulfiden im Uberschuss hergestellt, diese Enantiopréferenz war aber nicht konsequent
fUr alle Substrate gegeben. Somit sind in dieser Arbeit besonders besténdige, bakterielle
“whole-cdll”-Systeme beschrieben, die ihre biokatalytische Eigenschaft nicht erst durch
molekularbiologische Verdnderungen erlangten, sondern natirlicher Weise mit den

gewunschten Enzymaktivitéten ausgestattet sind.
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4.2 Bedeutung der Arylstruktur in Sulfiden als Substrate fur die bakterielle

Sulfoxidation

Um den aus Abschnitt 4.1 bekannten Einfluss der Arylstruktur auf die
Substratakzeptanz durch die verwendeten bakteriellen Systeme nédher zu untersuchen,
wurde der Arylring in mehreren Schritten durch den Einbau eines oder auch mehrerer
Stickstoffatome zunehmend verdndert. Danach wurden wiederum jeweils die Enantio-
merenlberschiisse der Sulfoxide aus diesen Substraten bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 3-5 zusammengefasst.

3-Methylthiopyridin (12) als N-Hererozyklus mit einem Stickstoffatom verringerte den
ee-Wert im Vergleich zu der mit Thioanisol (1) sehr erfolgreichen Biokatalyse mit
Pseudomonas frederiksbergensis auf 67% zugunsten des S-Enantiomers. Die zu
sétzliche Insertion eines zweiten Stickstoffatoms am Beispiel von 2-Methylthiopyrazin
(13) war nur auf Kosten einer ee-Wert-Abnahme zu redlisieren. Die Einfihrung einer
Methylseitengruppe am Heteroaromat neben der Schwefelfunktionalitdt im 2-Methyl-
3-methylthiopyrazin (14) sorgte fur eine dramatische Reduktion des ee-Wertes. Das
Triazinderivat Methylthio-sym-triazin  (15) wurde nicht mehr zur bakteriellen
Sulfoxidation akzeptiert.

Das Bakterienisolat 33 reagierte noch extremer auf die stérenden Einfllsse der
Stickstoffatome im Ringsystem des jeweiligen Substrats. War im monosubstituierten
3-Methylthiopyridin  (12) wenigstens noch ein kleiner Enantiomereniberschuss
zugunsten des S-Enantiomers zu verzeichnen, wurden die Substrate 13, 14 und 15 nicht
sulfoxidiert. In dieser Versuchsreihe wurde es noch deutlicher, dass das Bakterienisolat
im Vergeich zum gekauften Referenzstamm geringere ee-Werte liefert, daftr aber
konsequent in entgegengesetzter Enantioselektivitét. Bisher wurde in Studien zur
enantioselektiven Sulfoxidation der Einfluss einer steigenden Zahl an Stickstoffatomen
im Arylring nicht berticksichtigt.
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Zur Kontrolle wurden auch hier enzymatische Umsetzungen dieser Substrate mit CPO
durchgefihrt, die die Substrate 12, 13 und 14 enantiomerenrein zum R-Sulfoxid
umsetzten. Lediglich Methylthio-sym-triazin (15) wurde von dem aufgereinigten Enzym
nicht verwertet.

Hiermit konnte nochmals die Notwendigkeit der aromatischen Struktur fir die
bakterielle enantioselektive Sulfoxidation gezeigt werden. Eingriffe in das Ringsystem
stéren sowohl die davon ausgehende Hydrophobizitét as auch die elektronischen
Eigenschaften der Substrate und wirken sich negativ auf die ee-Werte aus. Weiterhin
kann davon ausgegangen werden, dass CPO selbst nicht das aktive Enzym fir die
Sulfoxidation im Isolat 33 darstellt. Obwohl die R-Selektivitét grundsétzlich gegeben
wére, sprechen die gegen Null gehenden ee-Werte im Fall von Isolat 33 gegen eine

Beteiligung von CPO am entscheidenden biokatalytischen Reaktionsschritt.

4.3 Furfuryle und Thiophene als Substrate fur die bakterielle Sulfoxidation

Mit zwei weiteren Substanzklassen wurde die Substratakzeptanz der zur
enantioselektiven Sulfoxidation vorgegebenen Bakterien weiter spezifiziert. Dazu
wurden Furfurylmethylsulfid (16) und 2-(Methylthio)thiophen (17) mit hetero-
zyklischen Finfringsystemen verwendet. Beim Furfurylmethylsulfid (16) ist en
Sauerstoffatom im Ring enthalten, auf3erdem ist das zu oxidierende Schwefelatom eine
Methylen-Einheit vom Funfring entfernt. Im Gegensatz dazu befindet sich beim
2-(Methylthio)thiophen (L7) das Schwefelatom direkt am ungeséttigten Funfring, der
als Heteroatom ebenfalls Schwefd enthdt. Beide Strukturen sind in Abbildung 3-6
aufgezeigt; sie wurden weder vom Stammpaar Pseudomonas frederiksbergensis/ Isolat
33 noch von Arthrobacter aurescens / Isolat 49 als Substrat fur die Sulfoxidation
verwertet. Auch wenn diese Tatsache abzusehen war, diente sie zur erneuten
Bestdtigung, dass die in den eingesetzten Bakterienstdmmen fur die biokatalytische
Sulfoxidationsreaktion verantwortlichen Enzyme einen arylischen Substituenten in der
Grundstruktur fur einen positiven Reaktionsverlauf voraussetzen. Zusétzlich ist die
Anordnung des prochiralen Schwefelatoms in direkter Nachbarschaft zum Arylsystem
ausschlaggebend. Ein moglichst ungestortes p-Elektronensystem mit seiner Eigenschaft
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der Elektronendelokalisierung scheint das Sulfoxidationssystem mal3geblich zu

unterstiitzen.

4.4 Schwefelhaltige Pestizide als Substrate fur die bakterielle Sulfoxidation

Da Sulfoxide haufig die Abbauprodukte von schwefelhaltigen Pestiziden sowohl in der
Pflanze als auch im Boden darstellen, wurde diese Substanzklasse in die Substratliste
far die mikrobiellen Sulfoxidationsreaktionen aufgenommen. Gerade bei den in Boden
gelangten Wirkstoffen liegt eine Verstoffwechslung durch Mikroorganismen nahe. Auf
dem Gebiet der phosphor- und schwefelhaltigen Pestizide sind viele Abbaureaktionen
beschrieben (Kertesz et al. 1994). Lediglich die Tatsache, dass aus prochiraen,
Schwefel-enthaltenden Verbindungen optisch aktive Sulfoxide resultieren konnen,
wurde bislang nicht néher untersucht und stellte einen weiteren, innovativen Punkt der
vorliegenden Arbeit dar. Das racemische Sulfoxid as Abbauprodukt hingegen ist seit
langem bekannt (Miles 1991).

Der Vollstandigkeit halber wurden in einer ersten Versuchsreihe die Triazinherbizide
(dehe Tab. 3-6) as Substrate sowohl zur bakteriellen Sulfoxidation as auch zur
enzymatischen Umsetzung mit CPO eingesetzt. Hierbel wurde noch einmal bestétigt,
dass ein Sulfid mit drel im Aromaten enthaltenen Stickstoffatomen nach den in dieser
Arbeit angewandten Umsetzungsmethoden keine Oxidationsbasis mehr bietet. Auch der
eventuelle Einfluss der verschiedenen Seitenketten im Fall von Desmetryn® (18a),
Ametryn® (18b) und Methoprotryn® (18c) lieR sich nicht bestatigen.

In weiteren Versuchsrethen wurden Pestizide verwendet, die dem Standardsubstrat
Thioanisol (1) strukturell deutlich dhnlicher sind (vgl. Abb. 3-7). Diese Wirkstoffe
enthalten allesamt Arylsysteme, und bis auf Ethiophencarb (23) ist die zu oxidierende
Schwefelfunktionalitdt auch direkt daran gebunden. Dass keines der Pestizide durch die
bakteriellen "whole-cdl”-Systeme verstoffwechselt wurde, |asst sich einerseits durch
deren -anwendungsbedingt erwiinschten toxischen Einfluss auf lebende Spezies
erkléaren; schliefdlich sind diese Verbindungen als wirkungsvolle Pestizide im Einsatz.

Der Wirkmechanismus fur die Pestizide ist allerdings nicht ohne weiteres auf
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Mikroorganismen Ubertragbar. Der negative Verlauf der bakteriellen Sulfoxidation der
Pestizide anhand der bisherigen Erkenntnisse l&ss klar werden, dass -wie schon
mehrfach erwéhnt- sperrige Seitenketten am Arylsystem einen Ausschlussgrund fir die
Sulfoxidation durch die verwendeten Bakterienstdmme darstellen. Insbesondere im Fall
von Tetrasul (24) -mit einem Phenylrest in der Seitenkette am Schwefelatom- ist der
nicht-sulfoxidierende Reaktionsverlauf eindeutig damit zu erklaren.

Aufgrund dieser Resultate lag es auf der Hand, die Pestizide auch mit CPO umzusetzen,
da bei einem isolierten Enzym zumindest die Toxizitat ausgeblendet werden kann. Die
Triazinherbizide wurden aufgrund der erfolglosen Sulfoxidationsreaktionen hier nicht
mehr berticksichtigt. Zumindest fir die beiden Organophosphorpestizide Fenamiphos®
(20) und Fenthior® (21) verliefen die Versuche positiv, denn sie wurden, wie im
Ergebnisteil beschrieben, mit 74% bzw. 62% zum entsprechenden Sulfoxid umgesetzt.
Wiederum ist die Struktur der Verbindungen, némlich eine Methylthio-Funktionalitét in
direkter Nachbarschaft zu einem Arylsystem, dafur verantwortlich. Die as sperrig zu
bezeichnenden Phosphorester in para-Position scheinen keinen negativen Einfluss auf

die enantiomerenangerei cherte enzymatische Sulfoxidationsreaktion zu haben.

Auch wenn im Rahmen dieser Arbeit die Absolutkonfiguration der im Uberschuss
gebildeten, optisch aktiven Sulfoxide von Fenamiphos® (20) und Fenthior® (21) nicht
aufgeklart wurde, so sind diese Sulfoxide dennoch erstmals enzymkatal ytisch mit CPO
hergestellt worden. Dass es sich bei CPO um ein sehr strukturselektives System handelt,
zeigt der negative Resktionsverlauf bei Mercaptodimethur® (22). Die zweite
Methylgruppe am Arylring neben dem zu oxidierenden Schwefelatom oder der Ersatz
des Phosphoresters durch eine O-Carbonylfunktion brachte die Sulfoxidation zum
Erliegen. Bei Ethiophencarb® (23) wirkte sich die Methylengruppe zwischen
Arylsystem und Schwefelatom zusétzlich negativ aus. Auch wenn CPO -wie weiter
oben schon dargelegt- mit grof3er Wahrscheinlichkeit nicht ein fur die Sulfoxidation in
den verwendeten Bakterienstdmmen verantwortliches Enzym ist, so sind doch deutliche
Parallelen im Hinblick auf die Substratakzeptanz zu erkennen.
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4.5 Omeprazol® und M odafinil®

Begrundet durch deren Relevanz as pharmazeutische Wirkstoffe (vgl. Abschnitt 2.6),
wurden die prochiralen Sulfide der Verbindungen Omeprazol® (25*) und Modafinil®
(27*) erworben und zur Sulfoxidation eingesetzt. Betrachtet man die Strukturformeln
der Sulfide (Abb. 3-8), wird allerdings schnell klar, dass sich diese Substanzen mit den
hier verwendeten biokatalytischen Systemen nicht effektiv umsetzen liesen Weder mit
Arthrobacter aurescens und Pseudomonas frederiksbergensis noch mit dem isolierten
Enzym CPO gelang die Biokatalyse der entsprechenden Sulfoxide. Der Versuch war
aber aus wissenschaftlichen Grinden berechtigt. Mit dem Pilz Cunninghamella
echinulata MK40 hatte man derartige Sulfide bereits mikrobiell erfolgreich zum

entsprechenden optisch aktiven Sulfoxid umgesetzt (Y oshida et a. 2001).

4.6 Einsatz des Bioreaktors

Aufgrund des biotechnologischen Interesses der Produktion von optisch aktiven
Sulfoxiden im groRtechnischen Malistab war ein Kapitel dieser Arbeit der Ubertragung
der mit den einfachen organsichen Sulfiden in Schittelkulturen erzielten Ergebnisse auf
einen Bioreaktor (Fermenter) gewidmet. Ziel war es, die Anwendbarkeit der
asymmetrischen Sulfoxidation mit dem Stamm Pseudomonas frederiksbergensis
grundsétzlich abzukléren, der in den Schittelkulturen immer die besten Umsetzungs-
raten und Enantioselektivitdten lieferte. Die einzelnen ee-Werte und Reaktionsverlaufe
sind dem Abschnitt 3.4 zu entnehmen, auch soll hier nicht mehr auf technische Details
des Fermentationsprozesses aus Abschnitt 5.3.7 eingegangen werden. Die Bewertung
der aufgetretenen Probleme und deren LoOsungsansdize stehen im Vordergrund der

Diskussion.

In strenger Anlehnung an die Ergebnisse des Bakterienwachstums in der Zellzahlstudie
mit Pseudomonas frederiksbergensis (vgl. Abb. 3-9) wurden Fermentationen mit dem
Standardsubstrat  Thioanisol (1) durchgeftihrt. Auch wenn der ee-Wert des
(9-Phenylmethylsulfoxids [(S)-1*] durchweg bei >95% lag und die Umsetzung damit

als enantiomerenrein bezeichnet werden kann, lief3 die Ausbeute zu winschen dbrig.
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Grol3e Telle des permanent zudosierten Sulfids verfllchtigten sich unter den vorge-
gebenen Umsetzungsbedingungen aus dem Reaktionsansatz. So stand der Antell an
eingesetzem Sulfid mit der Menge an isoliertem Sulfoxid in keinem Verhdltnis, schon
gar nicht im Hinblick auf eine potentielle biotechnologische Anwendbarkeit. Auch die
Verwendung des weniger flichtigen 4 Chlorthioanisols (8) als Substrat im Fermenta-
tionsprozess konnte diesen Nachteil nicht maf3geblich beheben. Die zum Bakterien
wachstum nétige Wéarme, der Luftdurchsatz sowie die hohen Drehzahlen des Rihrwerks
(zur optimalen Sauerstoffversorgung der wachsenden Bakterien) waren fur hohe Ver-
luste verantwortlich. So war es nur durch Einkalkulierung des in einer Blindfermen
tation ermittelten Verlustes an Sulfid moglich, korrigierte und damit fur die Fermen
tation eigentlich aussagekréftige Werte fur die Ausbeute an enantiomerenreinem
Sulfoxid zu erhalten (vgl. Abb. 3-10). Das (S)-Phenylmethylsulfoxid [(S)-1*] war
alerdings leicht isolierbar und stand als Referenz fir die Enantiomerenanalytik zur
Verflgung.

Es bleibt also festzuhalten, dass der Fermentationsprozess an sich zwar problemlos
einzuleiten und zu steuern war, die verwendeten Sulfide als Substrate sich aber nicht zur
Anwendung im Bioreaktor mit dem Bakterium Pseudomonas frederiksbergensis
eigneten Die Sulfoxidation von Omeprazolsulfid 25) mit dem oben genanntem Pilz
Cunninghamella echinulata MK40 stellt aber beispielsweise sehr wohl eine
grofdtechnische biotechnologische Anwendungsmaoglichkeit auf dem Gebiet der

mikrobiellenenantiosal ektiven Sulfoxidation dar.

Wie sich erst spéter herausstellte, haben die Sulfide selbst, wie auch die resultierenden
Sulfoxide, einen toxischen Einfluss auf die eingesetzten Bakterienstdmme. Dies wurde
ebenfalls in einem Fermentationsversuch mit Pseudomonas frederiksber gensis bestétigt,
bei dem den in der exponentielen Wachstumsphase befindlichen Bakterien
nacheinander Phenylmethylsulfoxid (*) und dann Thioanisol (1) zugegeben wurde
(vgl. Abb. 3-11). Dazu machte man sich die Messmdglichkeit der im Fermenter
angebrachten Sauerstoffelektrode zunutze. Befinden sich die aeroben Bakterien im
Wachstum, wird viel Sauerstoff verbraucht; sterben sie ab, steigt die Sauerstoffséttigung

im Medium langsam auf 100%. Die Zugabe von Sulfoxid zeigte nicht sofort einen
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direkten Einfluss auf das Bakterienwachstum, bel Addition von Sulfid allerdings war
ein unmittelbares Absterben der Bakterienzellen am deutlichen Anstieg der
Sauerstoffséttigung zu erkennen. Wenn also die Substrate direkt und die Produkte der
biokatalytischen Reaktion (eventuell zeitverzogert) toxisch auf die sulfoxidierenden
Bakterien wirken, scheitert von vorne herein der Einsatz des Bioreaktors. Dies andert
aber nichts an der Tatsache, dass beispielsweise in Pseudomonas frederiksbergensis ein
effektives Enzymsystem zur enantiomerenreinen Sulfoxidation vorhanden ist. Die
Isolierung und Charakteriserung dieses Oxidationsenzyms sowie dessen
enantiokomplementéres Analogon in Pseudomonas frederiksbergensis Isolat 33 stellt
somit ein attraktives, vielversprechendes und vorrangiges Aufgabenfeld fur kinftige
Forschungsprojekte dar.

4.7 Toxizitatsbewertung nach dem Blattchentest

Die im Abschnitt 4.6 diskutierten Ergebnisse bzgl. toxischer Einflisse von Sulfid und
Sulfoxid auf das Bakterienwachstum wurden zumindest halbquantitativ mit Hilfe des
sog. Bléttchentests (disc diffusion method) nachvollzogen. Nach der im Abschnitt
5312 beschriebenen Methode wurde das Moddlsystem mit Pseudomonas
frederiksbergensis as Bakterienstamm und Thioanisol (1) oder Phenylmethylsulfoxid
(1*) als potentiell toxische Verbindungen verwendet. Wie aus Tabelle 3-7 ersichtlich,
bilden sowohl das auf die Disks aufgetragene Sulfid als auch das Sulfoxid Hemmhdfe,
die in ihrer Grofe mit den Hemmhofen kommerziell erhétlicher Antibiotika durchaus
vergleichbar sind. Natirlich ist die Konzentration des entsprechenden Wirkstoffes bei
Tetracyclin oder Gentamycin mit 10 pg pro Disk um den Faktor 1000 geringer als bei
10 pl Sulfid oder Sulfoxid pro Disk, was aber bei den hochwirksamen Antibiotika auch
durchaus zu erwarten ist. Immerhin konnte so die Gréfenordnung eines toxischen
Einflusses des eigentlich als Umsetzungsedukt eingesetzten Sulfids und des as Produkt
zu erwartenden Sulfoxids auf das Bakterienwachstum abgeschétzt werden. Weiterhin
wurde mittels dieser qualitativen Sonde der toxische Effekt vom Sulfoxid Uberhaupt erst
nachgewiesen, da im Fermentationstest kein unmittelbarer, schneller Anstieg der
Sauerstoffkonzentration bei Zugabe von Phenylmethylsulfoxid (1*) gemessen wurde.

Offensichtlich lauft die Inhibierung des Bakterienwachstums durch das Sulfoxid
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langsamer und auch in geringerem Ausmal® (kleinere Hemmhdofe) ab. Das Sulfid
hingegen hat einen schnelleren, ausgepragten toxischen Effekt auf Pseudomonas
frederiksbergensis. Dieser Nachteil 1&sst nun keinen Zweifel mehr an der Ursache des
unginstigen Verlaufs der Fermentationsreaktionen im Speziellen und der geringen

Ausbeuten im Substratscreening im Allgemeinen.

4.8 Die neue Subspezies Pseudomonas frederiksbergensisi solat 33

Das Bodenisolat 33 wurde -wie auch funf weitere Stdmme (vgl. Tab. 32)- nach einer
standardisierten genotypischen Methode auf Grundlage der 16S rRNA als Pseudomonas
frederiksbergensis identifiziert. Die Tatsache, dass das Isolat 33 im Vergleich zum
kommerziell erhdtlichen Pseudomonas frederiksbergensis (DSM 13022) ausschliefdlich
das entgegengesetzte Sterecisomer in den Sulfoxidationsreaktionen mit Arylalkyl-
sulfiden bildete, verpflichtete zu erheblich ausfuhrlicheren und spezielleren
Charakterisierungsmethoden bezlglich dieses neuen Phdnomens. Diese detaillierten
Untersuchungen beinhalteten Farb- und Assimilationsreaktionen, Oberflachenfettsiure-
profile, direkte RNA-Vergleiche und letztlich noch die Speziatechnik des Siderophore-
Typings. Die ausgepragte Homologie zwischen Isolat 33 und Pseudomonas
frederiksbergensis wurde bei alen angewandten Methoden bestétigt. Besonders das
Siderophore-Typing mit einem weiteren Stamm derselben Spezies (JAJ 28 aus der
Sammlung von Prof. Meyer) zeigte, dass Isolat 33 denselben Siderotyp aufweist wie
DSM 13022 und JAJ 28 und somit als Pseudomonas frederiksbergensis einzustufen ist.
Somit sind zum ersten Ma zwel natlrliche, nicht genetisch manipulierte Stémme von
Pseudomonas frederiksbergensis beschrieben, die entgegengesetzte Enantiosel ektivitét
in alen Sulfoxidationsreaktionen mit mehreren organischen Sulfiden als Substrate
aufweisen. Bis heute gibt es nur ein weiteres Beispiel fur dieses Phanomen der
entgegengesetzten Enantioselektivitét, namlich bei der Sulfoxidation durch Pseudo-
monas putida mit ener Naphthalindioxygenase (NDO), verglichen mit einem
rekombinanten Stamm derselben Spezies, der eine Toluoldioxygenase (TDO) enthalt
(Boyd et a. 1998).
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Selbstverstandlich muissen sich die beiden anscheinend ,identischen® Stamme auf
molekularer Ebene, wenn auch nur minimal, unterscheiden. Wenn man davon ausgeht,
dass die unterschiedlichen Enantiomere von verschiedenen Enzymen produziert werden,
dann sollten sich Pseudomonas frederiksbergensis Isolat 33 und Pseudomonas
frederiksbergensis DSM 13022 zumindest in den Aminosauresequenzen unterscheiden,
die fUr die Sulfoxidationsenzyme kodieren. Deshalb wére es eine vorrangige Aufgabe,
diese Enzyme zu isolieren und zu charakterisieren. Der ausschlaggebende Unterschied
auf molekularer Ebene zwischen den beiden St&mmen von Pseudomonas frederiks
bergensis ist aber nicht ein durch molekularbiologische Manipulation herbeigefuhrter,
sondern ein genuiner, der moglicherweise durch Umwelteinflsse begrindet ist.
Vielleicht hat genau an der Stelle im Enzym eine Punktmutation stattgefunden, die as
aktives Zentrum im Enzym fur die asymmetrische Sulfoxidation verantwortlich ist. Es
ist durchaus vorstellbar, dass eine Veranderung im Umfeld des Bakteriums den bio-
synthetischen Zyklus beeinflusst und damit zur Bildung eines differenzierten
Enzymsystems gefihrt hat. Solche Beispiele sind aus der Literatur bekannt (Croa et al.
2004).

Es koénnten auch die beschriebenen NDO- und TDO-Enzyme (Boyd et al. 1998) an den
hier beschriebenen Sulfoxidationsreaktionen durch Pseudomonas frederiksbergensis
beteiligt sein. Insgesamt lasst sich festhalten dass das hier vorgestellte neue Phanomen
der Produktion von Sulfoxiden mit entgegengesetzter Enantioselektivitét durch zwel
geno- und phanotypisch identische Spezies von Pseudomonas frederiksbergensis eine
prioritdtsméaldige, intensive Suche nach derartigen natlrlichen Mikroorganismen
rechtfertigt.



5 Experimentaltell

5.1 Material

5.1.1 Chemikalien

Die fur die Biotransformationen verwendeten Chemikalien wurden alle von den Firmen
Acros (Acros Organics, Geel, Belgien), Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland), ChemPur (ChemPur Feinchemikalien und Forschungs-
bedarf GmbH, Karlsruhe, Deutschland), Fluka (Aldrich-Gruppe), Lancaster (Lancster
Synthesis GmbH, Frankfurt, Deuschland), Riedel de Haén (Aldrich-Gruppe), Roth (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) und Sigma (Aldrich-Gruppe) in p.a Qualitét
bezogen. Bel diesen Firmen wurden auch die Edukte fur die Synthese von 2-Methyl-
thio-4-hydroxyanisol, 3-Methylthiopyridin und Methylthio-sym-Triazin (Sehe 5.4)
gekauft. Der Standard Methods Agar stammt von Bio Mérieux (bioMérieux, Nirtingen,
Germany). Die Testpléttchen fur die antimikrobiellen Tests (antimicrobial susceptibility
test discs) lieferte Oxoid (Oxoid GmbH, Wesel, Deutschland). Alle eingesetzten

L 6sungsmittel wurden vor der Verwendung tber Fillkorperkolonnen rektifiziert.

5.1.2 Enzyme

Die im Rahmen der Sequenzierung der isolierten Bakterienstdmme verwendeten
Polymerasen AmpliTag® GOLD DNA-Polymerase sowie die AmpliTag® DNA-
Polymerase, FS wurden von Perkin Elmer erworben (P.E. Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deuschland).

Fur die Enzymumsetzungen wurde die Chlorperoxidase von Sigma (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) bezogen und ist folgendermalien
spezifiziert: Chloroperoxidase (EC 1.11.1.10) from Caldariomyces fumago, crude
suspension in 0.1 M sodium phophate, pH 4; 22300 units/ml (1 unit oder 1 U katalysiert
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die Umsetzung von 1.0 pmol Monochlordimedon pro min bel einem pH-Wert von 2.75

und einer Temperatur von 25 °C in Gegenwart von Kaliumchlorid und H2O-.

5.1.3 Mikroorganismen

Die fur diese Arbeit eingesetzten Bakterienstdmme stammen aus zwei Bodenproben, die
im Frihjahr 2001 aus dem heimischen Garten in Geiselwind entnommen wurden. Nach
Isolierung, Reinzucht und phanotypischer Charakterisierung wurde die genotypische
Charakterisierung am Institut fir Hygiene und Mikrobiologie der Universitdt Wirzburg
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden durch den Identification Service der DSMZ
(Braunschweig, Deutschland) bestétigt. Zur weiteren Absicherung des Identifizierungs-
ergebnisses wurde fur Pseudomonas frederiksbergensis ein Siderophore Typing von
Prof. Meyer (Laboratoire de Microbiologie et Génétique, Strasbourg, Frankreich)
durchgefihrt.

Die entsprechenden Referenzstdmme wurden ebenfalls von der DSMZ bezogen:
Pseudomonas frederiksbergensis (DSMZ Nr. 13022)

Arthrobacter aurescens (DSMZ Nr. 20116)

5.1.4 APl 20 NE Testkit

Fur die phanotypische Charakterisierung der isolierten Bakterienstdmme wurde der API
20 NE Testkit fur nicht anspruchsvolle, Gram-negative Stébchen eingesetzt. Dieser
wurde speziell fir die den Enterobacteriaceae untergeordnete Gattungen entwickelt,
z.B. den Pseudomonaden. Der Testkit wurde von Bio Mérieux (bioMérieux, Marcy
I"Etoile, Frankreich) bezogen und der entsprechende Bakterienstamm gemafd beiliegen

dem Auswertungsbogen zugeordnet.

5.1.5 DUnnschichtchromatographie

Trager: DC AlufolienFertigplatten Kieselgel F»s4, Schichtdicke 0.2 mm (Fa. Merck,
Darmstadt, Deutschland). Detektion: UV bei 254 nm
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5.2 Geréte

5.2.1 Kapillargaschromatographie (HRGC)

GC 1. Varian Aerograph 3300 (Varian, Darmstadt, Deutschland)

Injektor: Split/Splitless Injektor (1:20), Temperatur 220 °C
Detektor: Flammeni oni sationsdetektor (FID), Temperatur 250 °C
Trennsaule: J&W DB-Wax (30 m x 0.25 mm, dk = 0.25 pum)
Temperaturprogramm: 50 °C, 3 min isotherm, 4 °C/min, 240 °C, 10 min isotherm
Trégergas: 2.0 ml/min Helium 5.0, constant pressure

Make-up Gas: 30 ml/min Stickstoff 5.0

Brennergase: 30 ml/min Wasserstoff 5.0, 300 ml/min Luft

GC 2: Fisons Instruments GC 8160 (Thermo Electron, Dreieich, Deutschiand)

Injektor: Split/Splitless Injektor (1:20), Temperatur 250°C
Detektor: Flammeni onisationsdetektor (FID), Temperatur 310 °C
Trennsaule: SGE RH-5 (30 m x 0.25 mm, dr = 0.25 pm)
Temperaturprogramm: 60 °C, 5 °C/min, 300 °C, 10 min isotherm

Trégerges. 2.0 ml/min Helium 5.0, constant preasure

Make-up Gas: 30 ml/min Stickstoff 5.0

Brennergase: 30 ml/min Wasserstoff 5.0, 300 ml/min Luft

Datenaufnahme und —auswertung mittels Software Chrom-Card for Windows.

5.2.2 Kapillargaschromatographie-Massenspektrometrie (HRGC-MS)

GC 3: Fisons Instruments GC 8060 (Thermo Electron, Dreieich, Deutschiand)
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Injektor: Split/Splitless Injektor (1:20), Temperatur 250°C
Autosampler: Fisons AS 800

Trennséule: SGE RH-5MS (30 m x 0.25 mm, df = 0.25 um)
Temperaturprogramm: 60 °C, 5 °C/min, 300 °C, 10 min isotherm

Trégergas. 2.0 ml/min Helium 5.0, constant preasure

MS 1: Fisons Instruments MD 800 (Thermo Electron, Dreieich, Deutschland)

| oni sation:
Temperatur:
Quellendruck:
Multiplier:

M assenbereich:

Elektronenstofdionisation (El), 70 eV
lonenquelle 220 °C, Transferline 300 °C
1*10™ mbar

350V

38-450 u

Datenaufnahme und —auswertung mittels Xcalibur

GC 4: Agilent 6890 GC System (Agilent Technologies, Wilmington, USA)

Injektor:

Autosampler:
Trennséule:
Temperaturprogramm:

Trégergas.

Split/Splitless Injektor (1:20), Temperatur 220°C

Agilent 7683 Series Injektor

J&W DB-Wax (30 m x 0.25 mm, dk = 0.25 pm)

50 °C, 3 min isotherm, 4 °C/min, 250 °C, 10 min isotherm

2.0 ml/min Helium 5.0, constant flow

MS 2: Agilent 5973 Mass Selective Detector MSD (Agilent Technologies, Wilmington,

USA)

lonisation:
Temperatur:
Quellendruck:
Multiplier:

M assenbereich:

Elektronenstofiionisation (El), 70 eV
lonenquelle 150 °C, Transferline 250 °C
1*107° mbar

1300V

38-450u
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Datenaufnahme mittels HP Chem Sation, nach Konvertierung mit File Converter

Datenauswertung mittels Xcalibur

5.2.3 Multidimensionale Gaschromatographie (MDGC)

GC 5: Zweisaulenofen SiChromat (Siemens, Karlsruhe, Deutschland)

Injektor:
Detektor 1:
Detektor 2:

Trennsaule 1 (achiral):

Trennsdule 2 (chiral):

Temperaturprogramm:

Tragergas.
Make-up Gas.
Brennergase:

Saulenkopplung:

Split Injektor (1:20), Temperatur 220 °C

Flammensi oni sationsdetektor, Temperatur 250 °C
Flammensi oni sationsdetektor, Temperatur 220 °C
J&W DB-Wax (30 m x 0.25 mm, d; = 0.25 pm)
2,3-Diethyl-6-t-butyl-dimethyl-b-cyclodextrin-Phase
Saule 1: 60 °C, 10 °C/min, 240 °C, 10 min isotherm
Saule 2: 60 °C, 20 min isotherm, 2 °C/min, 200 °C
Helium 5.0, Ofen 1: 1.75 bar, Ofen 2: 1.0 bar
Stickstoff 5.0

Woasserstoff 5.0, Luft

,Life-T-Stick", pneumatische Saulenkopplung

GC 6 und 7: 2 Ofen gekoppelt zur chiralen Trennung (Fisons Instruments GC 8160 und
8130, Thermo Electron, Dreieich, Deutschland)

Injektor:
Detektor 1:
Detektor 2

Trennsaule 1 (achiral):

Trennsdule 2 (chiral):

Temperaturprogramm:

Transferkapillaren:
Tragergas:

Split Injektor (1:20), Temperatur 220 °C
Flammeni oni sationsdetektor, Temperatur 250 °C
Flammeni oni sationsdetektor, Temperatur 220 °C

J&W DB-Wax (30 m x 0.25 mm, d; = 0.25 pm)
2,3-Diethyl-6-t-butyl-dimethyl-b-cyclodextrin-Phase
Saule1: 60 °C, 10 °C/min, 240 °C, 10 min isotherm
Saule 2: 60 °C, 20 min isotherm, 2 °C/min, 200 °C

0.25 mm I.D., unbelegt desaktiviert, Temperatur 200 °C
Helium 5.0, Saulenkopfdruck 165 kPa
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Make-up Gas. Stickstoff 5.0
Brennergase: Wasserstoff 5.0, Luft
Saulenkopplung: Moving Column Switching System, MCSS, elektrisch

betrieben, eingebaut in einem Glasdom (desaktiviert, inert)

in Ofen 1 zwischen Saule 1 und 2, mechanische, ventillose

Saulenkopplung
Domdruck: 72 kPa
Mitteldruck: 85 kPa

Anstelle von Detektor 2 wird an das Ende der chirden Saule in der Regel das
Massenspektrometer MS 1 mit Hilfe einer beheizten Transferkapillare gekoppelt. So
sind MDGC-M S Messungen moglich.

5.2.4 Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Gerdt: Bruker NMR (400/100 Hz)
L dsungsmittel: CDCl; (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

Die chemische Verschiebung d [ppm] wird relativ zum Lésungsmittelsignal (*H-NMR:
7.27 ppm, *C-NMR: 77.0 ppm) oder unter Verwendung des Standards Trimethylsilan
[(TMS) d = 0.00] angegeben. Zur Wiedergabe der Multiplizitéten werden folgende
Abklrzungen verwendet: s = Singulett, d = Duplett, t = Triplett, q = Quartett, m =
Multiplett. Die Kopplungskonstante J wird in Hertz angegeben.

5.2.5 Rasterel ektronenmikroskopie

Gerét: Zeiss DSM 962 scanning electron microscope, Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland

optimaler Arbeitsabstand: 6 mm

Kathodenstrom: 70A

Sputtersystem: SCDO005 fur Palladium/Kohle, Bal- Tec, Witten,
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kritische CO,-Trocknung:

Deutschland
CPDO030, Bal-Tec, Schaksmuhle, Deutschland

5.2.6 Geréte fur mikrobiologische Umsetzungen

Autoklav 1:

Autoklav 2:

Temperatur:

Autoklavierzeit:

Sterile Werkbank:

I nkubati onsschrank:

Schuttelinkubatoren:

Temperatur:

Schittel geschwindigkeit:

Bioreaktor:

Kompressor:

Kuhlzentrifuge:

Wolf Sanoclav, Typ StS-201, Wolf, Geidlingen,
Deutschland

Dampfsterilisator Vakulab S3000, Minchner Medizin
Mechanik, Minchen Deutschland

121 °C

16 min

Laminar Airflow Bench, Nuaire, Modell Nr. NU440600E,
Plymouth, UK

Heraeus Typ T6, Kandro Laboratory Products, Hanay,
Deutschland

GFL 3031, Gesdllschaft fur Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland

GFL 3033, Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland

30°C

120 upm

Bio Flow 3000, New Brunswick Scientific, Edison, USA

Jun Air Modell 6, Jun Air, Narresundby, Danemark

Beckmann J2-21, Rotor JA 10, Beckman Zentrifugen,
Krefeld, Deutschland
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Betriebsparameter: 9000 upm, 4 °C, 20 min

Mikroskop: HM-LUX (4-10-40x16), Typ 307, Ernst Leitz GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Zahlkammer: Netzteilung nach Thoma (420), Supe Rior, Marienfeld,
Deutschland

Abmessungen: Tiefe 0.100 mm, 400 Quadrate je 0.0025 mn?

5.2.7 Songtige Geréte

Photometer: Spectronic® Genesys™ 2 PC, Spectronic Instruments,
Milton Roy Company, USA

Waagen: Mettler PL 300, Analysenwaage, Mettler Waagen GmbH,

Rotationsverdampfer:

Kuhlmittel pumpe:

Ultraschal lbad:

Gief3en, Deutschland

Mettler P 1200N, Mettler Waagen GmbH, Gief3en,
Deutschland

Sartorius BP 210 S Analysenwaage, Sartorius AG,
Gottingen, Deutschland

Blchi Rotavapor mit Buchi Vakuum System B-173 und
Bichi Vakuum Controller B-720 (Buchi, Konstanz,
Deutschland)

KLP 2209 Multitemp, KLB Produkter, Bromma,
Schweden

Bandelin Sonorex TK 52, Bandelin Electronics, Berlin,

Deutschland
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Vortexer: Vortex Genie 2, Scientific Industries, New Y ork, USA

pH-Meter: WTW pH 330, Wissenschaftliche Technische
Werkstétten, Weilheim, Deutschland

UV-Lampe: Benda NU-6KL, Benda, Wiesloch, Deutschland

RNA-Sequenzbestimmer:  373A automatischer Sequenzbestimmer fur RNA/DNA
Bestimmungen, ABI, Weiterstadt, Deutschland

5.3 Allgemeine Arbeitsvor schriften

5.3.1 Herstellung von Agarplatten

Als Vollmedium wurde im Bakterienscreening (Isolierung enzelner Bakterienkulturen
aus den Mikroorganismen der Bodenprobe, siehe 5.3.2) und zur Kultivierung der
vereinzelten Reinkulturen der sogenannte Standard Methods Agar der Firma
bioMérieux verwendet, dessen Rezept fir einen Liter demineralisiertes Wasser in
Tabelle 5-1 dargestellt ist.

Tab. 5-1: Zusammensetzung des Standard-Methods-Agar®

Bestandtell Konzentration [g/l]
Pankreashydrolysat von Casein 5.0
(bio-Trypcase)
Hefeextrakt 2.5
Glucose 10
Agar 15.0
& Eingesetzt im Bakterienscreening sowie zur Bakterien
lagerung.

In der Laborpraxis werden alerdings immer nur 5.875 g des Standard Methods Agar in
250 ml demineralisiertem Wasser suspendiert, unter Erhitzen gelost und dann auto-
klaviert; dadurch kihlt das keimfreie Medium schneller auf ca. 50 °C ab und wird in der
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sterilen Werkbank blasenfrel in Petrischalen gegossen. Nach dem Erstarren ist der
N&hrboden einsatzbereit und kann auch einige Tage im Kuhlschrank aufbewahrt
werden.

Nur im Bakterienscreening wird ein Minimalndhrboden verwendet. Hierzu dient 1.5%
Agar in Wasser gelost, autoklaviert, evtl. mit einer Kohlenstoffquelle und/oder einem

Substrat versetzt und ebenfalls in Petrischalen blasenfrel gegossen.

5.3.2 Isolierung von Mikroorganismen aus einer Bodenprobe

Zur Isolierung von Mikroorganismen aus einer Bodenprobe wurde ca. 1 g Gartenerde in
50 ml sterilisiertes Leitungswasser gegeben und eine halbe Stunde bei Raumtemperatur
gertihrt. Vom Uberstand wurden 100 pl in 900 pl sterile Salinelésung pipettiert und
daraus eine Verdunnungsreihe von 1:10 bis 1:100000 hergestellt. Jeweils 100 pl der
unterschiedlichen Verdiunnungsstufen wurden auf verschiedene Nahrboden ausplattiert:
|  Minimalagar mit verschiedenen Konzentrationen Thioanisol als Substrat (einzige
Kohlenstoffquelle)

I Minimalagar mit verschiedenen Konzentrationen Glucose als Kohlenstoffquelle und
Thioanisol als schwefelhaltiges Substrat

I11 Standard Methods Agar (Vollmedium)

Je nach Wachstum und Kolonienzahl wurden die Platten 18 bis 138 h bei 30°C
inkubiert. Sobald deutliches Wachstum erkennbar war, wurden die entsprechenden
Petrischalen aus dem Inkubationsschrank genommen, einzelne Kolonien mit ener
sterilen Impfose vom Agar abgenommen (,gepickt”, deshalb auch , Pick“-Verfahren)
und auf frisch hergestellte Vollmediumplatten CUbertragen. Die so erhaltenen
Reinkulturen wurden im Kuhlschrank aufbewahrt und alle vier bis sechs Wochen auf
frischen Standard Methods Agar umgeimpft. So standen die isolierten Stdmme jederzeit

fUr Umsetzungen in Schittelkulturen zur Verfligung.

5.3.3 Herstellung der Wachstumsmedien

Zur Anzucht der Stdmme fir bakterielle Umsetzungen wurde ein Minimalmedium nach
Dworkin verwendet (Tab. 52, Dworkin und Forster 1958). Vor dem Autoklavieren
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wurden jedem 100 ml Ansatz 375 pl einer sogenannten Pseudomonas Spurenelement-
|6sung zugegeben (Tab. 53, Atlas 1993). Das Nahrmedium wurde nun fur 16 min bei

Tab. 5-2: Zusammensetzung des Minimamediums nach Dworkin?

Salz Summenformel Konzentration [g/l]
Ammoniumsulfat (NH4)2S04 2.0
Kaiumdihydrogenphosphat  KH2PO4 4.0
Dinatriumhydrogenphosphat NaHPO, 6.0
Magnesiumsulfat MgSO, 0.2

@Standardmedium zur Anzucht von Fliissigkulturen im Bakterien und
Substratscreening.

Tab. 5-3: Zusammensetzung der Pseudomonas Spurenel ementl 6sung®

Substanz Summenformel Menge Konzentration [mg/l]
[ mmol]

Borsaure HsBO3 3.7 232
Eisensulfat-Heptahydrat ~ FeSO,4-7H20 0.065 180
Zinksulfat-Heptahydrat ZnS04-7H0 6.0 174
Cobaltsulfat-Heptahydrat  CoSO4-7H,0 0.34 96
Ammoniummolybdat (NH4)6sM 07024 0.019 22
Kupfersulfat-Pentahydrat  CuSO4-5H,0 0.03 8
Mangansulfat- MnSO4-H,O 0.035 6
Monohydrat

#Zugesetzt zu jeder bakteriellen Umsetzung mit Dworkin-Medium.

121 °C autoklaviert und nach der Abkihlung wurden 750 pl 50%ige Glucosel dsung
Zupipettiert, um nichtenzymatische Bréunungsreaktionen (Maillard-Reaktionen) und
somit eine Verfarbung des Mediums (verbunden mit einem Verbrauch der zugesetzten
Glucose wahrend der Heilbehandlung im Autoklaven) zu vermeiden. Das so
hergestellte Nahrmedium stand jederzeit zur Animpfung mit Bakterienmaterial zur
Verfligung.
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5.3.4 Phanotypische Charakterisierung mittels APIZY M 20 NE Test

Das APIZYM 20 NE Testsystem dient zur Charakterisierung und Identifizierung von
Gram:-negativen Bakterien, die nicht zur Familie der Enterobacteriaceae gehéren. Der
acht konventionelle und zwolf Assimilations-Reaktionen enthaltene Teststreifen wurde
zur Klassifizierung von sogenannten Nonfermentern eingesetzt und fand bel der
Einteilung von nicht anspruchsvollen Bakterienst&mmen Anwendung, wie sie haufig in
Bodenproben vorkommen. Die physiologischen Tests wurden in miniaturisierter Form
in kleinen Kunststoffbechern durchgefiihrt, die auf einem Plastikstreifen angeordnet
waren (siehe Abb. 5-1).
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api 20 HE

Abb. 5-1: APl 20 NE Teststreifen zur phanotypischen Charakterisierung von nicht

anspruchsvollen, Gram negativen Bakterien

Vom unbekannten Stamm wurde eine Kolonie von einer Agarplatte unter sterilen
Bedingungen entnommen und in 0.85%iger Natriumchlorididsung suspendiert. Mit
diessr Losung wuden die Kunststoffbecherchen fir die konventionellen Tests
(Nitratreduktion, Indol-Nachweis, Glucosefermentation, Arginindihydrolase, Urease,
b-Glucosidase, Protease, b-Galactosidase) befillt, die die entsprechenden Substrate in
dehydratisierter Form enthalten. Positive oder negative Reaktionen wurden durch
Farbumschlage ermittelt, die spontan auftraten oder mit Hilfe vonweiteren Reagenzien
wahrend der 24- oder 48-stundigen Inkubation des Teststreifens bel 30 °C erfolgten. Zur
Uberprifung der Assimilationsreaktionen (Glucose, Arabinose, Mannose, Mannit,
N-Acetylglucosamin, Maltose, Gluconat, Caprat, Adipat, Malat, Cirtrat und
Phenylacetat) wurde die Bakteriensuspension in ein mitgeliefertes Minimalmedium
(AUX-Medium) gegeben, welches anschlief3end in die Inkubationsbecher gefillt wurde.

Fir anaerobe Reaktionen wuden die kleinen Becher mit Paraffindl Uberschichtet. Auch
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hier konnte nach 24 oder 48 Stunden eine positive Substratverwertung anhand einer
deutlich sichtbaren Tribung abgelesen werden. Mit einem der APIZYM-Packung
beiliegenden Auswertungsschema erhielt man einen Zahlencode, der dann in enem
Profilindex nachgeschlagen werden konnte und in dem der entsprechende Name des

identifizierten Stammes hinterlegt war.

5.3.5 Genotypische Charakterisierung der isolierten Mikroorganismen

Fur die zur genotypischen Charakteriserung notwendigen Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) wurden die intakten Zellen nach der Methode von Woods et a. (1993)
vorbereitet. Unter Verwendung von literaturbekannten Primern, die spezifisch fir das
16S rRNA-Gen sind, wurden die entsprechenden DNA-Abschnitte mittels einer PCR
vervielfaltigt. Vor der Sequenzierung wurden die eigentlichen Amplikone dann von
Uberschissigen  Desoxynecleosidtriphosphaten  (dNTs), Primern und anderen
Reaktionsprodukten abgetrennt. Einstréngige DNA as Matrize fir die Sequenzierung
wurden durch Anwendung der Streptavidin-coated Magnetic Bead Separation
Technique erhalten (Hultman et a. 1989). In der Praxis wurden die Zellen im Luria
Bertani (LB)-Medium (Trypton 19 g/l, Hefeextrakt 5 g/l, NaCl 5 g/l) angezogen,
zentrifugiert und mit 1M NaCl-L6sung gewaschen. Anschlief3end wurden die Zellen in
TE-Puffer (10 mM Tris, 1mM EDTA, pH 7,6) resuspendiert und mit dem gleichen
Puffer so weit verdunnt, dass bel einer Wellenlénge von 600 nm eine optische Dichte

von 1.0 vorlag. Ein Aliquot dieser Zellsuspension (1 pl) wurde fir die PCR verwendet.

Die Amplifizierung der Gene mittels PCR erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50 pl.
Der Ansatz enthielt 5 pl des zehnfach konzentrierten Polymerasesynthesepuffers
»Puffer 2* (100 mM TrissHCI, 500 mM KCI, 15 mM MgCh, 0.1% Gelatine; P.E.
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland). Zugesetzt wurden weiterhin 1U der
AmpliTag® GOLD DNA- Polymerase sowie je 200 uM der Desoxynucleosid-
triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Als Primer wurden je 10 pmol ,244“ (CCC
ACT GCT GCC TCC CGT AG) und ,FD1* (AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG)
eingesetzt.
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Zur Aufreinigung des PCR-Produktes wurde ein ,Purification Kit* (P.E. Applied
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) nach Angaben des Herstellers verwendet. Je
nach Konzentration wurden 2-7 pl des dabei erhaltenen Eluats zur Sequenzierung
eingesetzt. Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte nach der Sanger-Methode
unter Verwendung des ,ABI PRISM® BigDye'™ Terminator Cycle Sequenzing Ready
Reaction Kit* (P.E. Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland). Sie wurde in einem
Gesamtvolumen von 10 pl entsprechend den vom Hersteller mitgelieferten Angaben
durchgefthrt. Als Primer wurde einer der beiden PCR-Primer, in der Regd ,FD1*
benutzt. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Eintrégen in der EMBL-Datenbank
(European Molecular Biology Laboratory) verglichen. Die Sequenzierung der 16S
rRNA, die durch zusdtzliche Sequenzierung der 23S rRNA Uberprift und ergénzt
werden kann, wird seit Jahren erfolgreich in der Bakteriologie eingesetzt (Drancourt et
al. 2000).

Zur Bestimmung der Basnfolge des Amplikons wurde die Didesoxy-Methode
verwendet, die auch als Kettenabbruchtechnik oder, nach ihrem Erfinder, als Sanger-
Methode bezeichnet wird. Dieses Verfahren wurde 1977 erstmals beschrieben (Sanger
et a. 1977) und seitdem nur geringflgig modifiziert und verbessert. Eine Tag-
Polymerase verlangert die Primer mit den vorhandenen vier 2'-Desoxynucleosid-
triphosphaten (ANTP-Moleklle) entlang einer einstrdngigen Matrize. Ebenfalls im
Reaktionsansatz enthatene 2',3'-Didesoxynucleosidtriphosphate (ddNTP-Molekile)
konnen als dNTP-Analoga von der Tag-Polymerase Uber ihre 5 -Phosphatgruppen in
die wachsende DNA-Kette eingebaut werden. lhnen fehlt allerdings die 3'-
Hydroxygruppe, die fir die Ausbildung der folgenden Phosphoodiesterbriicke und
somit fur die Kettenverlangerung erforderlich ist. Es kommt also zu einem zuféligen
Abbruch der Sequenzierungsreaktion.

Bel der verwendeten Tag-Polymerase handelt es sich um eine Mutante des Enzyms aus
Thermus aquaticus (Tag), namlich um die AmpliTag® DNA-Polymerase, FS, bei der im
aktiven Zentrum des Enzyms eine Punktmutation durchgefuhrt wurde. Phenylalanin an
Position 667 wurde durch Tyrosin ersetzt (F667Y), wodurch die Didesoxynucleotide
besser als Substrate akzeptiert werden (Tabor und Richardson 1995). Am N-terminalen
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Ende liegt eine weitere Punktmuntation vor. Durch die Substitution von Glycin mit
Agpartat an Position 46 (G46D) wird die endogene 5?7 3'-Nukleaseaktivitat des
Enzyms nahezu vollstandig eliminiert. Schliefdich wurde dem Enzym eine
thermostabile anorganische Phosphatase zugesetzt, die eine mogliche Rickreaktion bei
hohen Pyrophosphatkonzentrationen verhindert. Durch den Einbau der Didesoxy-
nucleotide entstehen also unterschiedlich lange Ketten, die ale mit derselben Base
enden. Diese wurden anschlieffend in ener hochaufldsenden denaturierenden
Gelelektrophorese getrennt. Fur den Nachweis der Ketten bediente man sich in der
Regel radioaktiver oder fluoreszierender Marker. Radioisotope lassen sich in die
Sequenzierungsprimer oder in  die wachsende Kette einbauen. Um eine
Fluoreszensmarkierung einfihren zu konnen, mussen die Primer, an die man die
Farbstoffe (engl. Dye) koppelt, eine 5’ -Aminogruppe tragen. Es kdnnen Fuorescein

und Rhodaminfarbstoffe eingesetzt werden.

Bei Verwendung von vier unterschiedlichen Fluorochromen signalisiert die Farbe eines
Fluoreszenzfarbstoffs eine der vier Didesoxyreaktionen, so dass die Base anhand ihrer
charakteristischen Fluoreszenz identifiziert wurde. Bel der Verwendung von
Dichlorrhodaminfarbstoffen wurden im Vergleich zum Einsatz von Rhodaminfarb-
stoffen bessere Ergebnisse erzielt. Zur weiteren Empfindlichkeitssteigerung der
Methodik wurde zusétzlich ein Fluoresceindonor wie z.B. 6 Carboxyfluorescin an das
Rhodamin gebunden (BigDye™). Die Verwendung dieser Molekiile erméglichte, mit
jedem Primer zu sequenzieren, ohne diesen extra mit einem Farbstoff markieren zu
mussen. Die erhaltenen Gele wurden schliefdich mit einem Argonionenlaser abgetastet
und die spezifische Emission der Farbstoffe aufgezeichnet. Jeder Farbstoff markiert nun
die Strange, die an einem der vier moglichen Didesoxynucleotide abbrechen. Die
Verarbeitung der Rohdaten zu Elektropherogrammen sowie die weiterfiihrende Analyse

ergaben letztendlich die Sequenz der Basenfolge.

Die Standardkettenabbruchmethode bringt die Beschrankung mit sich, dass von jedem
Komplex aus Matrize und Primer nur ein einziges markiertes DNA-Molekdl
synthetisiert werden kann. Ihre Empfindlichkeit ist daher durch die Molaritét der

Matrize begrenzt. Dies ist problematisch, wenn man grol3e Matrizen oder gereinigte



98 5 Experimentalteil

Fragmente wie PCR-Produkte sequenziert. Um diese Schwierigkeit zu Uberwinden,
wurde nach Abschluss der Sequenzierung die Matrize denaturiert und die Reaktion
wiederholt. Durch diese zyklische Durchfihrung, die unter Verwendung der Tag-
Polymerase as , Tag Cycle*-Methode bezeichnet wird, konnte eine hohe Anzahl an

K ettenabbruchprodukten erreicht werden.

Da trotz der hochentwickelten Methodik Sequenzierungsfehler auftreten kdnnen,
wurden von den im Rahmen dieser Arbeit isolierten Stémmen beide komplementéren
DNA-Strénge (sense und anti-sense) sequenziert. Durch gegenseitiges Abgleichen lief3

sich die Fehlerquote deutlich verringern(Weil 2001).

5.3.6 Allgemeine Vorschrift zur bakteriellen Biotransformation von Sulfiden zu

Sulfoxiden

Vorinkubation

In vier Erlenmeyerkolben (300 ml) wurden 100 ml Dworkinmedium und 375 pl
Pseudomonas- Spurenelementlésung gegeben Die Kolben wurden mit einem 100-ml
Becherglas verschlossen und autoklaviert. Nach dem Abkuhlen wurden jeweils 750 pl
einer 50%igen sterilen Glucoselsung a's Kohlenstoffquelle zupipettiert. Anschlief3end
erfolgte das Animpfen mit Bakterienmaterial unter sterilen Bedingungen in drei der vier
Kolben mittels einer Impfose (Platindraht). Der vierte Kolben verblieb as Blindprobe
(Reagentienblindwert zur Erfassung von Produkten, die schon ohne Bakterien gebildet
werden, z.B. Autoxidationsprodukte) frei von Bakterien. Die Ansdtze wurden im
Schittelinkubator bei einer Drehzahl von 120 upmund einer Temperatur von 30 °C fir
24 h vorinkubiert.

Substratzugabe und Inkubation

Nach der Vorinkubation wurden die Erlenmeyerkolben aus dem Schittelinkubator
entnommen. Unter sterilen Bedingungen wurden allen vier Erlenmeyerkolben jeweils
100 umol des entsprechenden Sulfids als Substrat fir die bakterielle Umsetzung
zugegeben. Danach wird die Inkubation bei 30 °C und 120 upm fir weitere 18 h
fortgesetzt.
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Aufarbeitung der Umsetzung

Nach der Inkubationszeit wurden die Erlenmeyerkolben aus dem Inkubator entnommen,
das Becherglas abgenommen und jeder Kolben mit Parafilm verschlossen Zum
Aufbrechen der Bakterienzellwande wurden die Kolben fir 10 min im Ultraschallbad
behandelt. Danach wurde die Bakterienuspension in 500-ml  Zentrifugenbecher
umgefillt, mit demineralisertem Wasser nachgespilt, austariert und fir 25 min bel
9000 upm zentrifugiert. Der wéssrige Uberstand wurde in einen 500-ml Scheidetrichter
Uberfihrt und der Zentrifugenbecher mit demineralisiertem Wasser nachgesplilt. Die
wassrige Losung wurde zweimal mit je 100 ml Diethylether und zweima mit je 100 ml
Dichlormethan ausgeschiittelt. Die wéssrige Phase wurde verworfen. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und Uber
einem Faltenfilter in einen 500 ml Rundkolben filtriert. Am Rotationsverdampfer wurde
das Losungsmittel bel einer Temperatur von 40 °C und einem Druck von 570 mbar
abgezogen. Der Ruckstand wurde in wenig Ether aufgenommen und in ein 1.7-ml GC-
Probengléaschen tberfuhrt. Die Proben wurden zur GCMS- und MDGC-MS Analytik

verwendet und im Kihlschrank aufbewahrt.

Extraktion der Bakterienpellets

Um sicherzustellen, dass bel den bakteriellen Umsetzungen die eingesetzten Sulfide
beim Zentrifugieren nicht komplett oder teilweise unumgesetzt in den
Zentrifugationsrickstand gelangen, wurde dieser Rickstand ebenso extrahiert. Dazu
wurden die Pellets aus den Zentrifugenbechern mit demineralisiertem Wasser
herausgewaschen und in einem 300-ml Erlenmeyerkolben vereinigt. Nach Zugabe von
100 ml Ether wurde fir 2 h mit einem Magnetrihrer gertihrt. Die organische Phase
wurde in einem 500-ml Scheidetrichter abgetrennt, Uber wasserfreilem Natriumsulfat
getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer bei einer Temperatur von
40 °C und einem Druck von 570 mbar abgezogen. Der Rickstand wurde in wenig Ether
aufgenommen, in en 17-ml GC-Probengléaschen Uberfihrt und stand zur
Kontrollanalytik mittels GCMS zur Verfligung.
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5.3.7 Einsatz des Fermenters

Ein Foto mit Beschreilbung des eingesetzten Fermenters New Brunswick Scientific
BioFlo 3000 zeigt die Abbildung 5-2. Eine kleine Menge Bakterienmaterial des
Stammes, der fir die Umsetzung eingesetzt werden soll, wurde mit einer sterilen
Impfdse von einer Nahrbodenplatte in einen Erlenmeyerkolben tberfihrt, der 100 ml
sterile Dworkinlésung und 750 pl 50%ige Glucose enthielt. Der Kolben wurde mit
einem passenden Becherglas bedeckt und im Schittelinkubator bei 30 °C und einer
Drehzahl von 120 upm fur 24 h vorinkubiert (Seed Culture). Parallel dazu wurde das
Reaktionsgefal? des Fermenters (7) mit 3| Dworkinldsung befillt, 15 ml Pseudomonas-
Spurenelementldsung zugegeben, der Deckel aufgesetzt und mittels vier Schrauben
fixiert. Die Aufsatzstelle des Ruhrermotors (1) wurde mit der zugehdrigen
Metallschutzkappe bedeckt. Aus Platzgrinden im Autoklaven wurde der
Rickflusskuhler (3) abgeschraubt; alle Eingange wurden blind verschlossen. Sollten
keine passenden Verschlusskappen vorhanden sein, genlgt hier auch eine feste
Umschliefdung mit Alufolie. Ebenso wurde mit den Filtern am Deckel, sowie mit dem
Gewindestiick des Ruckflusskiihlers verfahren. Der Gummiball zur Probenentnahme
wurde abgenommen; die darunter befindliche Glaswolle wurde nach drei
Autoklaviervorgangen ausgetauscht. Abschlielend wurden die Gewinde, v. a. am
Septum noch leicht gelost, um Uberdriicke bei dicht verschlossenem Gerét und damit
die Gefahr eines Glasbruches zu vermeiden. Das Reaktionsgefdd und der
Rickflusskihler wurden unter Druck 16 min lang auf eine Temperatur von 121 °C
erhitzt.

Nach dem Autoklavieren wurde der Ruckflusskiihler in der sterilen Werkbank wieder
auf das Reaktionsgefal? aufgeschraubt. Sobald das Fermentationsmedium abgekihit
war, wurde das Gerdt in seine Halterung auf der Konsole gesetzt und alle bendtigten
Anschlisse wiederhergestellt, z. B. Wasseranschluss fur Temperaturregelung (8),
Temperaturfuhler (9), Sauerstoffelektrode (DO,-Elektorde; 4) und Luftzufuhr (10).
Anschlieffend wurde die Kuhlwasserzufuhr gedffnet, wobei ein Druck von 1.4 bar nicht
Uberschritten werden darf. Der Kompressor fur die Luftzufuhr wurde auf einen Druck

von 0,7 bar eingeregelt. Der Fermenter war nun betriebsbereit.
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Abb. 5-2: New Brunswick Scientific BioFlo 3000 Benct-Top Fermenter

1 Motor mit Ruhrwerk
3 Ruckflusskihler

5 Schlauchpumpen

7 Fermentationsgefald
9 Temperaturfuhler

2 Steuerung und Display

4 Sauerstoffelektrode

6 sterile Entnahmestelle

8 Anschluss Temperaturregelung
10 sterile Luftzufuhr
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Uber die Steuerung mit Display (2) wurde die Kalibrierung der DO,-Elektrode vor
Beginn einer Fermentation durchgefuhrt, dies ist allerdings nur bei jeder dritten bis
funften Fermentation notwendig. Hierbel handelt es sich um eine Zweipunkt-
Kalibrierung, es wurden die Werte fir O und 100% Sauerstoffsattigung der
Fermentationslosung festgelegt. Ebenfalls Uber die Steuerung wurden die weiteren
Fermentationsparameter wie Temperatur (30 °C), dteriler Luftfluss (0.2 I/min),
Sauerstoffsattigung (DO, 10%), sowie die von DO, abhangige Drehzahl des Riuhrwerks
(Agit 100-400 upm) programmiert. Unter sterilen Bedingungen wurden 7.5 ml 50%ige
Glucoselésung und die Seed Culture zugegeben; der Fermentationsprozess war nun
eingeleitet, die Mikroorganismen setzten ihr in der Seed Culture begonnenes
exponentielles Wachstum im Fermentationsmedium fort. Uber eine Schlauchpumpe (5)
wurde stéandig 5%ige Glucosel6sung mit einem Fluss von 0.1 ml/min steril zugegeben.
Nach 24 h Inkubationszeit, in der die Kultur m Fermentationsgefald anwéchst, wurde
Uber eine weitere Schlauchpumpe das Sulfid mit eéinem Fluss von 0.3 ml/h als Substrat
unter sterilen Bedingungen fr die mikrobielle Umsetzung zudosiert. Von nun an wurde
Uber die sterile Entnahmestelle (6) stiindlich eine 40-ml Probe entnommen, die mit
Ether (Et;0O) extrahiert und mittels GC-MS auf die Umsetzungsrate des Sulfids oder auf
die Ausbeute an Sulfoxid untersucht wurde. In sehr dhnlicher Art und Weise wurden

auch Blindwertfermentationen und Fermentationshemmversuche durchgefihrt.

5.3.8 Allgemeine Vorschrift fir enzymatische Reaktionen mit Chlorperoxidase

In 21 ml wassrigem Citratpuffer (20.69 g Citronensduremonohydrat GHgO7-H,O und
196.4 ml 1IN NaOH ad 1 | demineralisiertes Wasser, pH 5) wurden 0.21 mmol Sulfid als
Substrat und 3.35 pmol Chlorperoxidase (CPO) vorgelegt. Anschliefend wurden
0.42 mmol H,O, in 2.15 ml Citratpuffer in 150 pl Portionen ale 5 min zugegeben und
nach Beendigung noch weitere 5 min gertihrt. Das Reaktionsgemisch wurde zweimal
mit 100 ml Ether und danach zweima mit 100 ml Dichlormethan ausgeschiittelt, die
organischen Phasen wurden gesammelt, Uber N&SO, getrocknet, filtriert und am
Rotationsverdampfer bel 40 °C und 600 mbar auf ca. 1ml eingeengt. Diese Ldsung
wurde direkt zur GCMS- und MDGC-MS Analytik verwendet.
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5.3.9 Siderophore-Typing

Beim Siderophore-Typing wurden zur Charakterisierung von Bakterienspezies
einerseits Werte aus der isoelektrischen Focussierung (IEF) verwendet. Dabei wurden
die Siderophore aus den Bakterienzellen, die unter Eisenmangel gewachsen sind, auf
einem Gel einem elektrischen Feld ausgesetzt und wanderten verschieden weit; es
entstanden charakteristische Siderophor-IEF-Muster.  Selbstverstandlich  besitzen
identische Stdmme mit identischen Siderophorenauch identische IEF-Muster.

Andererseits wurde die Einteilung der jeweiligen Spezies aufgrund der deutlich
aussagekraftigeren siderophorabhéngigen Eisenaufnahme vorgenommen, bei der die
Inkorporation von radioaktivem *°Fe durch die Siderophore in die Bakterienzellen
gemessen wurde. Durch Mischung von kommerziell erhdtlichem, markiertem
Eisenchlorid f°FeCls) mit 100 pl Kulturmedium wurde der sogenannte Marker-Mix
erhalten der fir die beiden zu vergleichenden Stdmme von Pseudomonas
frederiksbergensis hergestellt wurde. Diese wiederum wurden in sogenanntem CAA
Medium (casamino acid medium) gezlichtet, nach 24 h geerntet, gewaschen und in
frischem CAA Medium resuspendiert. In gleicher Weise wurde ein dritter,
unabhangiger Stamm von Pseudomonas frederiksbergensis as Positivkontrolle
behandelt. Alle drei Ansétze wurden anschlief3end in einem Gesamtvolumen von 2ml
in Gegenwart des Marker-Mix fir 20 min inkubiert. Ein 1-ml Aliquot der Lésung wurde
Uber 0.45-um Filterpapier filtriert, der Filter zweimal mit frischem Inkubationsmedium
gewaschen und die Radioaktivitdt des Ruckstandes gemessen. Diese Radioaktivitét
entspricht dem durch die Siderophore aufgenommenen *°Fe. Die Gesamtradioaktivitét,
der die Bakterienzellen wahrend der Inkubation ausgesetzt waren, bestimmte man durch
Messen des verbleibenden unfiltrierten Milliliters aus den 2-ml Gesamtvolumen Dieim
Verhdltnis zur vorhandenen °°Fe-Menge tatsichlich aufgenommene Radioaktivitét
wurde zur Identitétsprifung zweier Stamme direkt miteinander verglichen. Fir jeden
Marker-Mix wurde ein Blindwertversuch durchgeftihrt (Ansatz ohne Bakterien), um die
vollsténdige Lodlichkeit und Komplexierungsrate des markierten Eisens durch die

Siderophore sicherzustellen.
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5.3.10 Rasterel ektronenmikroskopie (REM)

Ein Rasterelektronenmikroskop erzeugt Oberflachenabbildungen, wie sie auch vom
menschlichen Auge wahrgenommen werden. Zur Probenvorbereitung wurden kleine
bakterientragende Agarstiicke unter sterilen Bedingungen aus den Petrischalen
ausgestochen und 24 h in 6.25%iger Glutaraldehydl6sung fixiert. Um ein Platzen der
Bakterien bei der spéteren Vakuumbehandlung zu vermeiden, wurden die Agarstiicke in
einem Acetongradienten (50% - 75% - 90% - 100% - 100% Aceton tUber Molekularsieb)
entwassert und mit superkritischem Kohlendioxid getrocknet. Die fixierten und
getrockneten Praparate wurden anschlief3end mit einer diinnen, leitenden Metallschicht
belegt, um statische Aufladungsphdnomene zu vermeiden, welche die Bildqualitét
beeintrachtigen wirden; dazu wurden die Proben mit einem Gemisch aus Palladium und
Aktivkohle bedampft. Durch einen Elektronenstrahl, der Punkt fir Punkt und Zeile fir
Zeile Uber die metalliserte Oberflache gefuhrt wurde, lie3 sich ein Bild von
Bakterienstdmmen erzeugen, das fur Zuordnungs- und Vergleichszwecke gut geeignet
war (sehe Abb. 3-3). Eine grof3e Bedeutung kommt dabei der im Vergleich zur
Lichtoptik bedeutend besseren Schérfentiefe zu. Abbildung 5-3 zeigt eine
fotographische Aufnahme des eingesetzten Rasterel ektronenmikroskops, Abbildung 5-4

dessen schematischen Aufbau.

Abb. 5-3: Rasterel ektronenmikroskop Zeiss DSM 962
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Abb. 5-4: Schematischer Aufbau des eingesetzten Rasterel ektronenmikroskops

5.3.11 Durchfihrung der Zellzahlstudie

Zur Bestimmung der Gesamt- und der Lebendzellzahl wurde eine sogenannte
Z€llzahlstudie mit dem Bodenbakterium Pseudomonas frederiksbergensis durchgefihrt.
Dazu wurde eine Seed Culture -wie im Abschnitt 5.3.7 beschrieben vorbereitet. Eine
3-ml  Probe dieser Bakterienlosung wurden nach 24 h in enen 300-ml
Erlenmeyerkolben Uberfihrt, der 750 ul 50%ige Glucoseldsung as Kohlenstoffquelle
enthielt (standardisiertes Verfahren, siehe Abschnitt 5.3.6). Aus diesem Ansatz wurden
nun stindlich 2ml Reaktionsdsung enthommen und jeweils die optische Dichte der
Bakterienldsung am Photometer bei einer Wellenléange von 580 nm gemessen. Néherte
sich die optische Dichte dem Wert 0.4, so wurde fir die nachste Entnahme ein
entsprechender Verdunnungsschritt eingefuhrt, der fir den Erhalt linearer und
miteinander vergleichbarer Ergebnisse erforderlich war und spéter bel der Berechung
berticksichtigt wurde. Direkt nach der Messung der optischen Dichte wurden 100 pl der
Bakterienldsung aus der Kivette entnommen und davon unter sterilen Bedingungen
eine Verdinnungsreihe bis zum Faktor 10° hergestellt. Jeweils 50 pl der einzelnen
Verdinnungen wurden auf Agarplatten (Standard Methods Agar) ausplattiert und im
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Inkubationsschrank bei 30 °C bebrutet. Sobald deutliches Wachstum erkennbar war (es
muissen einzelne, nicht verwachsene Spots zu sehen sein), wurden die Kolonien auf den
entsprechenden Platten gezéhlt und pro Entnahmestunde ein Mittelwert fir die
Lebenszellzahl gebildet.

Parallel wurden zur Bestimmung der Gesamtzellzahl 100 ul 36.5%ige Formaldehyd-
[6sung in die Klvette gegeben, wobel innerhalb von 5 min die Zellen absterben. Danach
befillte man eine Thomakammer mit der Bakterienlosung und z&hlte unter dem
Mikroskop die Zellen in vier Quadraten (entspricht jeweils 16 Kleinquadrate des
Volumens 0.00025 mnt); der Mittelwert ergab unter Beriicksichtigung der verschie-
denen Verdinnungsschritte die Gesamtzellzahl.

5.3.12 Toxizitatstests mit Hilfe des Bléattchenverfahrens

Da es sich bel den eingesetzten Sulfiden Uberwiegend um wenig wasserlésiche
Substanzen handelt, wurde der sogenannte Bléttchentest verwendet, bel dem die
Substanzlosung in definierter Menge auf sterile Filterpapierscheiben mit einem
Durchmessr von 6 mm aufgebracht wurde, die dann auf die flachig mit
Bakterienl6sung (10° cfu) angeimpfte Agarplatten gelegt wurden. Nach dem Auflegen
saugten sich die Scheibchen mit Wasser voll, das Sulfid wurde zumindest tellweise im
96% Wasser enthaltenden Agar gelést und diffundierte entsprechend der entstandenen
Konzentration und der Substanzeigenschaft in den Agar (Fick sches Gesetz). Je grofer
der nach der Bebritung entstandene Hemmhof war, desto emfpindlicher war der
geprufte Stamm gegen das eingesetzte Sulfid. Der resultierende Hemmhofdurchmesser
diente zur Bemessung der Toxizitét, exakte quantitative Aussagen sind mit dieser
Methode allerdings nicht mdglich (Stmuthet al. 1999).

Zum allgemeinen Nachweis der Toxizitédt der verwendeten Sulfide und der daraus
produzierten Sulfoxide wurden fur den Bléattchentest sterile Filterpapierscheiben mit
jeweils 5 und 10 pl Thioanisol oder Phenylmethylsulfoxid eingesetzt. Als Referenzen
und Bezugsgrofien dierten kommerziell erhdtliche Blattchen mit 1ug Penicillin G,
10 pg Tetracyclin, 10 pg Gentamycin und 100 pg Nystatin.
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5.4 Synthesen

5.4.1 Synthese von 2-Methylthio-4-hydroxyanisol (nach Morey et al. 1990)

OH OH
H H
t-BuLi R MeSSMe
7h,20°C, 17 h, 20 °C
H Argon H SMe
OMe OMe

Abb. 5-5: Synthesesequenz fir 2-Methylthio-4-hydroxyanisol (7)

Ein ofengetrockneter Rundkolben (100 ml), der durch ein Gummiseptum verschlossen
war, wurde 30 min mit Argon begast. Anschlief3end wurde der Kolben mit 1.5 g (13.4
mmol) 4-Methoxyphenol, 0.96 g t-Butanol und 12 ml Tetrahydrofuran (THF) besttickt.
Die Mischung wurde bei 0 °C gertihrt und mittels einer Spritze wurden 20.4 ml t-BuL.i
in Pentan tropfenweise zugegeben und weitere 6 h bei 0°C gerdhrt. Anschlief3end
wurden 2.82 g (30.0 mmol) Dimethyldisulfid in 12 ml getrocknetem THF zugegeben
und weitere 17 h bei Raumtemperatur gertihrt. Die Synthesesequenz zeigt Abbildung
5-5.

Zur Aufarbeitung des Reaktionsgemisches wurde die Losung mit 20 %iger NaOH
basifiziert und jeweils vier Mal mit 50 ml Hexan und 50 ml Ether gewaschen. Die
wassrige Phase wurde mit 20%iger wassriger HCl angesduert und das Produkt je vier
Mal mit 50 ml Ether ausgeschiittelt. Die vereinigten etherischen Phasen wurden mit 40
ml demineralisiertem Wasser gewaschen und Uber wasserfreiem NSO, getrocknet.
Am Rotationsverdampfer wurde bis zur Trockene eingeengt und das verbleibende Ol an
einer Kieselgelsaule aufgetrennt (Flief3mittel: Hexan:Ether = 80:20), um die Bis- und
Tris-(Methylthio)-substituierten Produkte sowie Reste des p-Hydroxyanisols
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abzutrennen. Die mit einer Ausbeute von 13% erhatenen schwachgelben, nahezu

quadratischen Kristalle wurdenin einer Dichlormethan Ether-Mischung umkristallisiert.
HRGC-EI-M S (70 eV) von 2-Methylthio-4-hydroxyanisol

R: (DB-5) = 23.14 min

m/z (%) = 170 (100), 155 (92), 137 (74), 111 (77), 109 (60), 99 (43), 85 (56), 65 (66)

1H-NMR: 6.70 (d, 1 H), 6.67 (d, 1 H), 6.57 (dd, 1 H), 3.83 (s, 3 H), 2.40 (s, 3 H)

13C-NMR: 150.5, 150.0, 128.6, 113.2, 111.6, 111.3, 56.4, 14.6

5.4.2 Synthese von 3-Methylthiopyridin (nach Jacob 111 und Shulgin 1981)

‘ N t-BuLi MeSSMe N
70 °C 20°C ‘

= Me

Br S

Abb. 5-6: Synthesesequenz fur 3-Methylthiopyridin (12)

In einem 125-ml Dreihalskolben wurden unter ener Stickstoff-Schutzatmosphéare
20ml 3-Brompyridin (20.8 mmol) mit 40 ml Ether gut gemischt und mittels
Aceton/Trockeneisbad auf -70 °C heruntergekihlt. Anschlief?end wurden mit Hilfe
eines Tropftrichters 12.6 ml 1.6-M Butyllithiumlésung in Hexan (20 mmol) langsam
hinzugegeben Es bildete sich sofort ein hellgelber Niederschlag. Das Reaktionsgemisch
wurde fur 5 min gerdhret und anschliefend wurden 2.0 ml Dimethyldisulfid
hinzugeftigt (vgl. Abb. 5-6). Das Kihlbad wurde entfernt und das Reaktionsgemisch auf
Raumtemperatur erwarmt.  Anschliefend wird das Gemisch mit 50 ml
1M-Schwefel séure angesauert und die organische Phase abgetrennt. Die wassrige Phase

wurde mit 20 ml Ether extrahiert, um nicht abreagiertes Dimethyldisulfid zu entfernen.



5.4 Synthesen 109

Dann wurde die wassrige Phase auf ungefadhr pH 10 eingestellt, um das als Kation
vorliegende 3Methylthio-Pyridin zu neutraliseren und mit 100 ml Ether extrahiert.
Nach dreimaliger Extraktion wurden die etherischen Phasen vereinigt und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Es wurde ein braunes Ol erhalten das an einer
Kieselgelsaule  mittels des  Lodsungsmittelgemischs  Ether-Pentan  (90:10)
chromatographisch aufgereinigt wurde. Hierbei werden die ungefdhr 50-ml-
umfassenden Fraktioren eingeengt, mittels DUnnschichtchromatographie (DC) auf das
Produkt hin und mittels Gaschromatographie (GC) auf die Reinheit hin untersucht. Die
entsprechend reinen Fraktionen, die das Produkt enthielten, wurden eingeengt und in
enem GC-Glaschen gesammelt. Nach der sdulenchromatographischen Trennung
wurden 690 mg 6.5 mmol) 3-Methylthiopyridin erhalten, was einer Ausbeute von
26.5% entspricht. Zur Bestdtigung der Struktur wurde ein NMR-Spektrum

aufgenommen.

HRGC-EI-M S (70 eV) von 3-Methylthiopyridin:

R: (Carbowax) = 26.36 min

m/z (%)= 125 (100), 110 (20), 92, (12), 83 (17), 79 (12), 78 (7), 51 (8)

IH-NMR: 8.49 (d, 1 H), 8.36 (dd, 1 H), 7.55 (m, 1 H), 7.18 (m, 1H), 2.40 (s, 3 H)

13C-NMR: 147.9, 146.2, 135.4, 134.2, 123.4, 77.0, 15.7

5.4.3 Synthese von Methylthio-sym-Triazin (nach Schaefer und Peters 1959)

S_ _NH He _NH
H,C”™
NN i \,E T e
7) NH2
L ) ~— ] - K J\
N 10 min, 20 °C N SCH3

Abb. 5-7: Synthesesequenz fir Methylthio-sym-Triazin (15)
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Eine Mischung aus 3.78 g (17 mmol) 2-Methylpseudothiourea-Sulfat und 2.18 g
(17 mmol) Jodwasserstoffsaure wurde hergestellt, um 2-Methylpseudothiourea-Sulfat in
das Hydroiodid zu Uberfihren. Danach wurde die Mischung mit 1.40 g (17 mmol)
Triazin und 4.0 ml Acetonitril unter starkem Schitteln suspendiert (ca. 10 min). Kurz
darauf begann die Kristallisation von Formamidin-Hydroiodid unter Bildung des
Reaktionsproduktes Methylthio-sym-Triazin (15) und gleichzeitiger Erwarmung. Zur
Reinigung des Produktes wurde das Reaktionsgemisch mit Ether extrahiert und
anschliel3end an einer Kieselgelsdule mit dem Fiel3mittel Aceton/Ether (20/80)
aufgereinigt. Es wurden 216 mg (1.7 mmol) an Methylthio-sym-Triazin (15) erhalten,
die Ausbeute lag bei nur 10%. Der Resktionsmechanismus ist in Abbildung 5-8

présentiert.
H
N Y . s NH NNy
[ J ey — 4
P SCH,
N NH, N
| H
sym-Triazin | H ]
Il
_ Ny -

H H H NH
N N
—ARNAL—] 1
HoN N N N SCHs H
_ N SCH,
=N |
I
H

R N/\N H

B Ao = T

SCH3 NH2

NH

15

Abb. 5-8: Reaktionsmechanismus fur die Bildung von Methylthio-sym-Triazin (15)
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Im ersten Schritt der Reaktion wird durch einen nukleophilen Angriff des Amidin-
Moleklls auf ein elektropositives Kohlenstoffatom des Triazin-Rings eingeleitet. Das
entstehende Intermediat 11 lagert sich in einem Tautomerengleichgewicht Uber die
Zwischenstufen 111 und IVunter Eliminierung von Formamidin in das gewinschte
Methylthio-sym-triazin  (15) um (vgl. Abb. 5-8). Aufgrund des vorliegenden
Gleichgewichts beruht der Erfolg der Reaktion darauf, dass das Produkt 15 gegenuber
der Ausgangsverbindung stabilisiert wird.

HRGC-EI-M S (70eV) von Methylthio-sym-Triazin
R: (Carbowax) = 23.56 min
m/z (%) = 127 (100), 81 (8), 74 (14), 73 (47), 54 (15), 53 (12)

'H-NMR: 9.10 (5,2H), 2.42 (s,3H)

3C.NMR: 181.5, 166.5, 14.9

5.4.4 Allgemeine Vorschrift fur die Synthese der Sulfoxide als Referenzen aus den

entsprechenden Sulfiden (nach Vayssie und Elias 1998)

Acetonitril
RSR' + ONOOH o RSOR’ + HNO,

Abb. 5-9: Allgemeine Reaktionsgleichung fur die Synthese von racemischen Sulfoxider
als Referenzsubstanzen

Die Umsetzung von H,O, mit salpetriger Saure fuhrte zur sog. Peroxy-salpetrigen Saure
OHOOH, ein Isomer der Salpetersdure, das ein starkeres Oxidationsmittel als H,O»
darstellt und fur Sauerstoff- Transfer-Reaktionen auf organische Sulfide bestens
geeignet ist (Vaysse und Elias 1998). So wurden in einem Reaktionsschritt 0.11 mmol
des entsprechenden Sulfids in 1 ml mit 1M HCI angeséuertem Acetonitril gelést und
dieser Vorlage 10.3 mg (0.15 mmol) Natriumnitrit (NaNO,) und 330 mg 30%ige
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Losung (0.3 mmol) KO, zugegeben. Hierbel wurde das vorgelegte Sulfid sofort zum
entsprechenden Sulfoxid umgesetzt. Eine Veranderung des Verhéltnisses NaNO; : H,O;
= 1.2 hin zu hoheren H,O,-Gehalten ergab eineVerschiebung zum Sulfon als
Hauptreaktionsprodukt. Das entstandene Sulfoxid wurde mit 50 ml Ether aus der
Reaktionddsung extrahiert und der Extrakt am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach
dieser einfachen und zeitsparenden Methode wurden Sulfoxide aus den entsprechenden
Sulfiden as Referenzmateriaien fur dieAnaytik mittels GC-MS und MDGC-MS
hergestellt.
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