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Zusammenfassung

Das Ziel der Biokatalyse ist der Einsatz von Enzymen in der chemischen Industrie,

um großtechnische Verfahren nachhaltiger und umweltfreundlicher zu gestalten. Oft

werden zur Herstellung von Bausteinen für Pharmazeutika oder Kosmetika metall-

abhängige oder Organokatalysatoren eingesetzt, die in ihrer Herstellung meist teuer

und toxisch sind. Obwohl es bereits einige Enzyme gibt, die Anwendung finden, gibt

es noch sehr viele Reaktionen, für die es noch kein enzymkatalysiertes Pendant gibt.

Die Aufgabe der modernen Biokatalyse besteht also darin, Enzyme für neue nicht-

natürliche Reaktionen zu entwickeln. Im Rahmen dieser Arbeit wird daher die Ent-

wicklung eines neuen Biokatalysators für die Epoxidringöffnungsreaktion mit Aminen

untersucht und studiert. Die dabei resultierenden vicinalen Aminoalkohole sind wich-

tige Zwischenprodukte für verschiedene Anwendungsgebiete der chemischen Indus-

trie. Ihre chemische Herstellung basiert auf der Verwendung von teuren und toxischen

Katalysatoren oder sie laufen nicht genügend selektiv ab.

Eine Möglichkeit der Entwicklung neuer Enzyme für nicht-natürliche Reaktionen stellt

die Nutzung bereits vorhandener katalytischer Zentren dar. Dies ist eine gute Option,

da viele in der organischen Synthese verwendeten Aktivierungstriebkräfte, wie zum

Beispiel Säurekatalyse, auch in Enzymen auffindbar sind. Die organische Chemie und

das Enzymdesign finden so einen Kontaktpunkt, der im Zuge dieser Arbeit ausgenutzt

werden soll. So wurden drei Ansätze entwickelt, von denen zwei auf der Nutzung

bereits vorhandener katalytischer Zentren beruhen und die dritte auf dem computer-

basierten de novo Enzymdesign.

Es wurden zwei Enzyme ausgewählt, die bereits ein aktives katalytisches Zentrum zur

Epoxidringöffnung mit Nukleophilen, wie Wasser oder Halogeniden, besitzen. Zum

einen wurde die Halohydrindehalogenase aus Agrobacterium radiobacter AD1 ausge-

wählt, um das vorhandene Nukleophilspektrum um NH -Nukleophile, wie Amide, Ami-

xiii



Zusammenfassung

dine oder Harnstoff zu erweitern. Zum Anderen sollte das Nukleophilspektrum der

Limonen-1,2-epoxidhydrolase aus Rhodococcus erythropolis DCL14 um primäre und

sekundäre Amine erweitert werden. Die bestehende Konkurrenz eines neuen nicht-

natürlichen Nukleophils zum Wassernukleophil sollte durch gezieltes Ändern der ak-

tiven Taschen mittels site-directed mutagenesis und durch Immobilisationstechniken

abgeschwächt oder unterdrückt werden. Allerdings führten die Reaktionen der Vari-

anten der genannten Enzyme mit verschiedenen Epoxiden und den genannten NH -

Nukleophilen nicht zum gewünschten Erfolg. Als dritter Ansatz diente die Verwen-

dung der Rosetta Methode, die in Zusammenarbeit mit Dr. Sinisa Bjelic (University

of Washington, Seattle, USA) benutzt wurde, um Enyzmmodelle in silico zu erstellen,

welche gewünschte Eigenschaften für die bimolekulare Epoxidringöffnungsreaktion

enthielten. Die gewählten Substrate 3-Nitrostyroloxid und 3,4-Chloromethoxyanilin

zeigten bereits eine geringe unselektive Hintergrundreaktion, deren Aktivität und Se-

lektivität durch die Verwendung von de novo Enzymen gesteigert werden sollte. Sechs

der 13 synthetischen de novo Gene konnten exprimiert und aufgereinigt werden. Ge-

genüber der Wunschreaktion zeigten sie allerdings keine Aktivität. Mittels STD-NMR

konnte gezeigt werden, dass die gewählten Substrate an eines der Enzyme binden, al-

lerdings konnte keine Aussage darüber getroffen werden, ob sie in der aktiven Tasche

binden. Eine anschließende Untersuchung der verwendeten Übergangszustände gab

Aufschluss über die nicht vorhandene Aktivität.

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Arbeit die auftretenden Schwierigkei-

ten des Enzymdesigns für neue nicht-physiologische Reaktionen gezeigt werden. Es

konnte zwar kein neuer Biokatalysator für die Epoxidringöffnungsreaktion mit Ami-

nen entwickelt werden, jedoch zeigten die Untersuchungen die Schwachstellen auf,

die nun in zukünftigen Arbeiten in diesem Gebiet umgangen werden können.
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Abstract

The goal of the biocatalysis is the application of enzymes in chemical industry, to ma-

ke larger-scale processes sustainable and more environmentally friendly. Often metal

dependent or organo catalysts are used for the manufacturing of building blocks for

pharmaceuticals or cosmetics. These are usually expensive or toxic in their producti-

on. Although there are certain enzymes already used in industry, this field is restricted

since there are many reactions which don’t have an enzymatic pendant. Therefore the

assignment of biocatalysis is the development of enzymes for new non-physiological

reactions. Within this work the development of a new biocatalyst for the epoxid ring

opening reaction with amines is to be examined and studied. The ring opening reac-

tion with amines give vicinal amino alcohols, moieties used as a key structure in a

large group of molecules, like alkaloids, chiral auxiliaries or pharmaceuticals. These

amino alcohols are prepared by various synthetic approaches. However, these are ge-

nerally carried out with large excess of amines at elevated temperatures and are often

accompanied by poor selectivity. Although several modified procedures have been re-

ported for the ring opening of epoxides with amines, no enzymatic activity towards

this reaction has been described yet.

One possibility of the development of enzymes for new non-natural reactions is the

utilization of already existing enzymatic centers. Although this possibility is not used

very often yet it is a plausible option since used forces for activation in chemistry,

like acid catalysis, can also be found in enzymes. This connection between enzyme

design and organic synthesis is outlined within this work. Two approaches are based

on the utilization of existing catalytical centers and a third approach is based on the

computational de novo enzyme design.

Two enzymes are chosen which already have an existing catalytical center for the

epoxide ring opening reaction with different nucleophiles like water, halides or pseu-
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Abstract

dohalides. On the one hand the halohydrin dehalogenase from Agrobacterium radio-

bacter AD1 was chosen to enlarge its nucleophile spectrum by NH -nucleophiles like

amides, amidines or urea. On the other hand also the nucleophile spectrum of the

limonene-1,2-epoxide hydrolase from Rhodococcus erythropolis DCL14 was to be ex-

panded by primary and secondary amines. The active site was targeted specifically

by site-directed mutagenesis and an immobilisation technique was used to weaken or

avoid the exisiting dominance of water, which acts as natural nucleophile. The usage

of the stated NH -nucleophiles with different kinds of epoxides was for both enzymes

not successful. As a third approach the Rosetta methodology was used in collaboration

with Dr. Sinisa Bjelic (University of Washington, Seattle, USA) to design in silico en-

zyme models containing active sites with the desired properties for the epoxide ring

opening. The chosen substrates 3,4-chloromethoxy aniline and 3-nitrostyrene oxide

already show a low non-selective background conversion, whose activity and selecti-

vity should be increased by the usage of the de novo designed enzyme. Although six

out of 13 ordered synthetic de novo genes could be purified none of them showed any

activity towards the desired reaction. Further characterization by STD-NMR showed

that both substrates are binding to one chosen enzyme but it was not clear if it bound

to the right position. The examination of the used transition state gave information

about a possible reason for the missing activity.

As concluding remark this work shows the difficulties of the enzyme design for new

non-natural reactions. Although there was no new biocatalyst for the epoxide ring

opening with amines weak points could be shown which now can be avoided in future

work in this area.
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1 Einleitung

Mehr als 80 % aller großtechnischen Prozesse in der chemischen Industrie werden

durch Katalysatoren gesteuert.[1] Neben Nachhaltigkeit und Umweltfreundlichkeit

stehen zusätzlich enantioselektive Stoffumwandlungen im Fokus, da viele Medika-

mente oder Pflanzenschutzmittel chiral sind. Die dafür eingesetzte asymmetrische

Katalyse beruht auf metallabhängigen und organokatalytischen Methoden, die oft-

mals aufwendig und teuer in ihrer Herstellung sind oder ihre effiziente Wirkung erst

in organischen Lösungsmitteln oder bei hohen Temperaturen entfalten. Der Einsatz

von Enzymen als Biokatalysatoren stellt eine nachhaltigere Alternative dar, da es sich

um umweltfreundlichere, hochleistungsfähige Katalysatoren handelt, die bei niedri-

gen Temperaturen in wässrigen Lösungen enantio-, stereo- und chemoselektive Um-

setzungen von wertvollen Substanzen katalysieren.

1.1 Entwicklung neuer Biokatalysatoren

Die Biokatalyse hat ihren jetzigen Stand in der Industrie durch mehrere Fortschritte in

(bio)technologischen Verfahren erhalten. Über mehrere Stufen, wie die Stabilisierung

durch Immobilisation von Enzymen oder erstes protein engineering, konnten Enzy-

men neue Eigenschaften, wie verbesserte Stabilität, Substratspezifität oder Enantio-

selektivität, gegeben werden.[2–4] Auch die Erweiterung der Reaktionen, die durch

Enzyme katalysiert werden können oder maßgeschneiderte Enzyme für bestimmte

Eigenschaften, konnte durch enzyme engineering erhalten werden. Trotz dieser Fort-

schritte ist der Einsatz von Enzymen in der großtechnischen Anwendung limitiert,

da es für viele wichtige Reaktionen bislang noch keine geeigneten Enzyme gibt. Aus

diesen Gründen liegt der Forschungsschwerpunkt der heutigen Biokatalyse sowie der

dieser Arbeit auf der Entwicklung neuer Biokatalysatoren. In den letzten Jahren ist

1



1 Einleitung

der Einsatz von Enzymen zunehmend interessanter geworden, um sie für Synthesen

wichtiger Verbindungen einzusetzen. Daraus ist eine Reihe an Strategien entstanden,

die neue Biokatalysatoren mit den genannten Eigenschaften hervorrufen. Das sind

zum Beispiel rationales Proteindesign, gerichtete Evolution oder computerbasiertes

Proteindesign.[5–7]

1.1.1 Protein engineering bestehender Enzyme

In den 1980-1990er Jahren wurde das erste protein engineering durchgeführt, wel-

ches typischerweise auf strukturbasierten Techniken beruhte.[5] Das sogenannte ra-

tionale Proteindesign beginnt in der Regel damit, dass Mutationen basierend auf

der Proteinstruktur computersgestützt geplant und mittels site-directed mutagene-

sis durchgeführt werden.[8] Dies erfordert ein hohes Verständnis über das Verhältnis

zwischen Funktion und Struktur.[5,9] Nach dem Transformieren in den gewünschten

Wirtsorganismus, beispielsweise E. coli, können die Varianten exprimiert, aufgearbei-

tet, analysiert und evaluiert werden. Erst kürzlich zeigten Hammer et al., dass sie

die Protonierungsmaschinerie einer Squalen-Hopen-Zyklase nutzen konnten, um en-

zymatische Brønsted-Säure-Katalyse durchzuführen. Durch rationales Proteindesign

veränderten sie die aktive Tasche so, dass sie nicht auf polyzyklische Reaktionen, was

ihrer natürlichen Funktion entspricht, limitiert ist, sondern sie dadurch eine nicht-

natürliche Funktion in ein existierendes Enzym generieren konnten.[10] Coelho et al.

konnten durch rationales Design Cytochrom P450BM3 Varianten erstellen, die eine

diastereo- und enantioselektive Cyclopropanierung von Styrolen über einen mutmaß-

lichen Carbentransfer katalysieren können.[11]

Erste Arbeiten von Frances Arnold und Willem Stemmer Ende der 1990er Jahre zeig-

ten erste Modifikationen von Enzymen mittels einer in vitro Version der darwinisti-

schen Evolution, welche heute als gerichtete Evolution beschrieben wird.[2] Gerich-

tete Evolution startet mit der Generierung von Mutantenbibliotheken durch zufällige

Mutagenese, die meistens mit PCR-basierten Methoden, wie error prone PCR, oder

durch rekombinante Methoden, wie das DNA shuffling, durchgeführt wird. Anschlie-

ßend folgt die Expression in einem gewünschten Wirtsorganismus, woraus in der Re-

2



1.1 Entwicklung neuer Biokatalysatoren

gel eine Bibliothek von über 10000 Varianten entsteht, die mit einer guten Screening-

methode mit verschiedenen Selektionsparametern auf die gewünschte Eigenschaft

untersucht werden. Durch anschließende Proteincharakterisierung und Produktana-

lyse können positive und negative Mutanten aussortiert werden.[5,12,13] Ein Beispiel

stellt die zufällige Mutagenese einer Epoxidhydrolase aus Aspergillus niger dar, deren

Enantioselektivität mehr als verdoppelt werden konnte.[14]

Die beiden Methoden des rationalen und nicht-rationalen Designs können solange

durchgeführt oder miteinander kombiniert werden bis die gewünschte Eigenschaft

optimiert wurde. Bioinformatische Werkzeuge, wie computergestütztes Modellieren,

können ebenfalls genutzt werden, um das protein engineering zu unterstützen.

1.1.2 Artifizielle Biokatalysatoren

Neben den natürlich vorkommenden Enzymen, die durch das protein engineering mo-

difiziert werden können, gibt es auch die artifiziellen Biokatalysatoren, die spezifisch

für eine gewünschte Eigenschaft entwickelt wurden. Dazu gehören katalytische Anti-

körper, artifizielle Metalloenzyme und die computerbasierten de novo Enzyme.

Bei katalytischen Antikörpern handelt es sich um katalytisch aktive Proteine, die

die katalytische Fähigkeit von Enzymen mit Antikörpern vereinen. Da sie Enzymen

sehr ähnlich sind, werden sie auch Abzyme genannt. Anstatt Proteinstrukturen von

Grund auf neu zu gestalten, kann das Immunsystem genutzt werden, um maßge-

schneiderte Substratbindetaschen zu erstellen. Diese Bindetaschen dienen zur Stabili-

sierung von Analoga von Übergangszuständen, die im ersten Schritt für die gewünsch-

te Reaktion quantenmechanisch berechnet werdenx, um daraus ein Analgon - ein

sogenanntes Hapten - zu entwerfen.[15,16] Durch die Bildung eines Hapten-Antigen-

Komplexes, wird ein Antikörper gebildet, welcher nicht nur das Hapten sondern auch

den gewünschten Übergangszustand binden kann. Durch das Binden des Übergangs-

zustandes wird die Aktivierungsenergie herabgesetzt und dadurch die Umsatzrate im

Vergleich zur unkatalysierten Reaktion in Lösung erhöht.[17] Katalytische Antikörper

sind zwar hoch selektiv, sind aber mit ihren vergleichsweise geringen Aktivitäten ein

3



1 Einleitung

schlechter Ersatz für natürlich vorkommende Enzyme (Abb. 1.1 und Tabelle 1.1.2, S.

8).

P1: FPP/FPW P2: FPP

July 12, 2000 10:14 AR102 CHAP25

754 HILVERT

Figure 1 Comparison of chemical proficiency, �log(KTS), and rate acceleration,
kcat/kuncat, for a series of reactions catalyzed by enzymes (filled symbols) and antibod-
ies (open symbols). Rearrangements (�, �), hydrolyses (�, ,), decarboxylations (�, •),
deprotonations (d, s), and retroaldol reactions (r, �) are included. (Enzyme data are from
References 7, 112, 131, 132, and antibody data are from References 25, 26, 38, 75, 91, 110,
113, 115, 121, 127, 200–202.)

generally much smaller than chemical proficiencies of the most effective enzymes.
Given Km values of ⇠10–4 M, these affinities suggest that kcat/kuncat will seldom
exceed⇠106 for first-generation catalytic antibodies, as found experimentally. For
reactions with modest activation barriers, effects of this magnitude may be use-
ful. If product inhibition and protein production pose no further technical hurdles,
kinetic resolutions can be achieved, the fate of reactive intermediates controlled,
and so on. For truly difficult reactions, however, such effects are almost certainly
inadequate.

HAPTEN DESIGN

Before turning to a description of specific antibodies, a few words about hapten
design are in order. Transition states themselves have fleeting lifetimes and cannot
be isolated. Synthesis of effective analogs must therefore draw on our chemical
intuition about the conformational, stereochemical, and electronic properties of the
reaction under study. Because no stable molecule can reproduce all characteristics
of an actual transition state, design efforts have tended to focus on salient features
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Abbildung 1.1: Der Vergleich von chemischen Kompetenzen (�log(K
T S

)) und Reaktionsgeschwin-
digkeiten (k

cat

/k

uncat

) für verschiedene Reaktionen, die durch Enzyme (ausgefüllte
Symbole) und Antikörper (leere Symbole) katalysiert werden. Umlagerungsreak-
tionen ( , ), Hydrolyse ( , ), Decarboxylierungen ( , ), Deprotonierungsre-
aktionen ( , ) und Retro-Aldolreaktionen ( , ) werden verglichen.[16]

In Abbildung 1.4, S. 9 sind Beispiele für Reaktionen gezeigt, die auch von katalyti-

schen Antikörpern katalysiert werden können. So beschrieben Hilvert und Mitarbei-

ter 1989 einen Antikörper, der die Diels-Alder-Reaktion zwischen Tetrachlorthiophen

und N -Ethylmaleimid katalysiert (Abb. 1.4 c).[18] Sechs Jahre später veröffentlichten

Thorn et al. einen katalytischen Antikörper für die Kemp-Eliminierung (Abb. 1.4 a)

und Wagner et al. entwickelten einen Antikörper für die Retro-Aldolreaktion (Abb.

1.4 b).[19–21] Im Vergleich zu den besten natürlich vorkommenden Enzymen sind die

gezeigten Antikörper allerdings um ein 1000faches schwächer in ihren katalytischen

Effizienzen (Tab. 8, S. 8).[22]

Artifizielle Metalloenzyme sind Hybridkatalysatoren, die die Eigenschaften von homo-

genen und enzymatischen Katalysatoren vereinigen.[23] Die Vorteile von Metallkata-

lysatoren im Vergleich zu Enzymen liegen darin, dass sie oftmals eine nicht so hohe

Substratspezifität besitzen, wodurch sie z.B. toleranter gegenüber der Größe von Sub-

straten sind. Enzyme und Metallkatalysatoren sind in vielen Bereichen komplementär,

4



1.1 Entwicklung neuer Biokatalysatoren

so bevorzugen Metallkatalysatoren eher unpolare Substanzen (H2, CO und Olefine)

und Enzyme eher polare Substanzen (Kohlenhydrate, Säurederivate oder Biopolyme-

re).[24,25] Solche Hybridkatalysatoren können entweder über einen kovalenten oder

einen nicht-kovalenten Einbau eines metallhaltigen Coenzyms in ein Proteingerüst

hergestellt werden, wodurch das breitere Substratspektrum der Metallkatalysatoren

mit den hohen Selektiviäten der Enzyme miteinander vereint wurden (Abb. 1.2). Bos

et al. entwickelten eine enantioselektive Kupfer(II)-katalysierte Diels-Alder-Reaktion,

die ee-Werte bis zu 97 % erzielte. Dazu konstruierten sie ein artifizielles Metalloenzym,

mit einer aktiven Tasche auf einer Dimeroberfläche des Transkriptionsfaktors LmrR

(Abb. 1.2).[26]

LmrR gene for purification purposes. The resulting constructs
were expressed in E. coli BL21(DE3)C43 and subsequently
purified by affinity chromatography (Strep-Tactin Sepharose
column). Because LmrR is a transcription factor, an addi-
tional ion-exchange chromatography step using a Heparin
column was necessary to remove residual bound DNA. The
purity of the protein samples was determined by analytical
SDS-PAGE (Figure S2). Typical yields of purified protein
were 5–10 mg L!1 culture.

Phenanthroline- and bipyridine-based ligands (1 and 2,
Figure 1b), containing a bromo acetamide group for selective
conjugation to cysteine, were synthesized. Ligand 1 was
prepared by reaction of 1,10-phenanthroline-5-amine with
bromoacetyl bromide (Scheme S1). For the synthesis of
ligand 2 a classical Krçhnke synthesis was employed to
make 5-methyl-2,2’-bipyridine, which was converted into 5-
(aminomethyl)-2,2’-bipyridine by bromination, reaction with
hexamethylenetetramine, and hydrolysis. Finally, reaction
with bromoacetyl bromide resulted in ligand 2 (Scheme S1).

The conjugation of the phenanthroline- or bipyridine-
based ligands to the LmrR mutants was achieved by treating
LmrR with an eight-fold excess of ligand 1 or 2. The reaction
was carried out in the dark in degassed potassium phosphate

buffer (50 mm, pH 7.75) containing 150 mm NaCl
under nitrogen at 4 8C. After the reaction, excess of
ligand was removed by preparative size exclusion
chromatography. The coupling efficiencies were
determined by the Ellman!s test.[13] Typical coupling
efficiencies were in the range of 80–90 %. The
conjugation of compound 1 or 2 to LmrR M89C/
N19C was further supported by electrospray ioniza-
tion (ESI) mass spectrometry (Figure S4). In addi-
tion, the selective conjugation of ligand 1 to LmrR
M89C was confirmed by a trypsin digest experiment,
which shows that only the Cys89 residue was func-
tionalized with ligand 1 (Figure S5).

The effect of the conjugation of ligands 1 or 2 to
the LmrR scaffold on the quaternary structure was
evaluated by analytical size exclusion chromatogra-
phy. The LmrR ligand conjugates (LmrR_X) eluted
as single band from a Superdex-75 10/300 GL size
exclusion column with an apparent size of 29 kDa
comparable to wild-type LmrR containing a Strep-
tag. Also LmrR M89C_1 containing CuII (LmrR
M89C_1_CuII), in 3-(N-morpholine)propanesulfonic
acid buffer (MOPS) containing 150 mm NaCl and in
the presence of substrate 3a (catalytic conditions)
eluted with the same apparent size (Figure S3). These
data show that the quaternary structure does not
change significantly upon functionalization and thus
LmrR_X is still dimeric.

The catalytic potential of LmrR_X_CuII was
evaluated in the Diels–Alder reaction of azachalcone
(3a) with cyclopentadiene as a benchmark reaction
(Scheme 1).[14] The reactions were performed with
3 mol% of Cu(H2O)6(NO3)2 (30 mm) and with a slight
excess (1.1 equiv) of the LmrR_X conjugate (taking

into account the coupling efficiency) in MOPS buffer solution
(20 mm, pH 7.0) containing 150 mm NaCl. These catalyst
concentrations are significantly lower than what was used
before in our DNA- [15] and peptide-based catalytic asymmet-
ric Diels–Alder reactions.[9] The reaction was carried out for
3 days at 4 8C, and the Diels–Alder product 4a was obtained
as a mixture of endo and exo isomers as the only detectable
products.

The conversion of 3a using a CuII phenanthroline complex
without the presence of LmrR was 20 %. When the reaction

Scheme 1. Asymmetric Diels–Alder reaction catalyzed by LmrR_X/
Cu(NO3)2 complexes in a MOPS buffered solution.

Figure 1. a) Schematic representation of the proposed artificial metalloenzyme in
which a CuII complex is grafted on the dimer interface of a protein scaffold.
b) Ligands used for grafting on the dimer interface. c) Pymol representations of
dimeric LmrR in a ribbon and a space-filling model (protein data bank (pdb)
code: 3F8B). Either position 89 (red) or 19 (yellow) were used for the covalent
attachment of ligand 1 or 2.

Angewandte
Chemie

7473Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 7472 –7475 ! 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.org

Abbildung 1.2: links: Verankerung eines aktiven Katalysators in ein chirales Wirtsprotein zur Her-
stellung eines Hybridkatalysators. rechts: a) Schematische Darstellung des beab-
sichtigen artifiziellen Metalloenzyms, in welches ein Kupfer(II)-Komplex auf eine
Dimeroberfläche eines Proteins gepropft wurde. b) Liganden, die für das Propfen
auf der Dimeroberfläche genutzt wurden.[26]

Ein weitere Beispiel für artifizielle Enzyme sind computerbasierte de novo Enzyme,

welche sich in den letzten Jahren rasant entwickelt haben. Computerbasiertes de novo

Enzymdesign ist ein starkes Werkzeug, um maßgeschneiderte Enzyme für spezifische

Anwendungen herzustellen. Bei dem de novo Design neuer Funktionen stellt sich die

Herausforderung gleichzeitig die Substratbindetasche und die notwendige katalyti-

sche Maschinerie in ein Proteingerüst einzubauen. Eine weitere Möglichkeit ist das

Redesign existierender Enzyme, bei dem bereits vorhandene passende katalytische
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1 Einleitung

Maschinerien an die Wunschreaktion angepasst werden.[27]

Das Design von de novo Enzymen mittels des Rosetta-Algorithmus ist im Allgemeinen

in vier Schritte unterteilbar (Abb. 1.3).[7,28]

1. Auswahl eines Reaktionsmechanismus

Der erste Schritt für das Design von de novo Enzymen ist die Auswahl eines

Reaktionsmechanismus und den dazugehörigen Übergangszustand. Anhand des

Übergangszustands werden Aminosäureseitenketten gewählt, die diesen stabili-

sieren. Diese theoretisch aktive Tasche wird als Theozym bezeichnet.

2. Identifizieren von Proteingerüsten

Mithilfe von RosettaMatch werden Proteingerüste gesucht, in denen das hypo-

thetische Theozym platziert werden kann. Dazu wird eine Liste an möglichen

Proteingerüsten benötigt, die RosettaMatch verwenden kann. Für jedes einzel-

ne Proteingerüst versucht RosettaMatch das Theozym zu platzieren. Dadurch

wird eine Bibliothek von verschiedenen matches erstellt, die für die Schritte 3

und 4 weiter verwendet werden können.

3. Design der gefundenen aktiven Taschen

Die gefundenen matches werden in einem anschließenden Schritt mithilfe von

RosettaDesign optimiert. Dazu wird zunächst bestimmt, welche Aminosäuresei-

tenketten verändert und welche umgepackt werden sollen. Im anschließenden

Schritt werden die katalytischen Interaktionen optimiert, um im letzten Schritt

mehrere Zyklen zu durchlaufen, in denen die aktive Tasche optimiert wird.

4. Evaluation der Designs

Im letzten Schritt müssen die Hundert bis Tausend Designs, die in Schritt 3

entstanden sind, evaluiert werden.

6



1.1 Entwicklung neuer Biokatalysatoren

Abbildung 1.3: Computerbasiertes Enzymdesign. Ein idealisiertes Model der gewünschten akti-
ven Tasche (Theozym) wird entwickelt und in existierende Proteingerüste mithil-
fe von RosettaMatch gedockt. Die ausgewählten Bindetaschen werden anschlie-
ßend computergestützt umgepackt (RosettaDesign), um die Interaktionen zwi-
schen Substrat und Wirtsprotein zu optimieren. Die Designs werden anschließend
bewertet und experimentell getestet.[22]

Im Jahr 2008 veröffentlichten Röthlisberger et al. eine erste Kemp-Eliminase, die mit-

tels computerbasierten Design entwickelt wurde.[29] Die Kemp-Eliminierung ist eine

gut untersuchte Reaktion, bei der die Ringöffnung durch die Abstraktion eines Protons

eingeleitet wird. Die entwickelten Theozyme, die ein Aspartat oder Glutamat bzw. eine

Histidin-Aspartat/Glutamat-Diade als allgemeine Base enthielten.[29] Mit diesen zwei

Theozymen erhielten sie 59 mögliche Designs in 17 verschiedenen Proteingerüsten

von denen acht Enzyme Aktivität gegenüber der Kemp Eliminierung zeigten (Abb.

1.4 a). Drei dieser aktiven Enzyme konnten durch anschließende gerichtete Evoluti-

on optimiert werden. Khersonsky et al. zeigten später eine weitere Optimierung der

Variante KE59, die nach 16 Runden an Mutationen und Selektionen in der katalyti-

schen Effizienz um das 2000fache verbessert werden konnte.[30] Ein weiteres Beispiel

stellt die Retro-Aldolase dar, die 2014 von Bjelic et al. verbessert werden konnte.[31]

Die Retro-Aldolase katalysiert die Retro-Aldolreaktion von 4-Hydroxy-4-(6-methoxy-

2-naphthyl)-2-butanon zu 6-Methoxy-2-naphthylaldehyd und Aceton (Abb. 1.4 b). Ein

nukleophiles Lysin bildet ein Schiff’sche-Base-Intermediat, wodurch die C-C-Bindung

des b -Hydroxyketons gespaltet werden kann. Dies wird durch ein Glutamat unter-
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stützt. Fünf aus sieben Designs zeigten vergleichbare katalytische Effizienzen zu den

von katalytischen Antikörpern. Weiteres Optimieren durch site directed mutagenesis

und computerbasiertem Umgestalten einiger loops und yeast display Selektion konnte

die Variante RA114 um das 1000fache verbessert werden. Eine größere Herausforde-

rung stellt die bimolekulare Diels-Alder Reaktion dar. Siegel et al. präsentierten 2012

ein computerbasiertes Design zur biokatalysierten Diels-Alder Reaktion, welches ho-

he Stereoselektivität und hohe Substratspezifität zeigte (Abb. 1.4 d).[32] Sie wurden

inspiriert durch frühere Arbeiten an katalytischen Antikörpern in denen Asparagin,

Aspartat und Tyrosin die katalytische Anordnung bilden. Sie erhielten zwei aktive De-

signs: DA20 und DA42. Durch computerbasierte Evaluation (quantenmechanische und

molekular dynamische Berechnungen) konnte DA20.10 mit einer vergleichbaren kata-

lytischen Effizienz zu den katalytischen Antikörpern erstellt werden (Tab. 1.1.2). Die

gezeigten Beispiele zeigen, dass computerbasiertes Design Enzyme mit mäßiger Akti-

vität hervorbringt und diese einen guten Startpunkt ergeben, um sie durch zusätzliche

anschließende Mutagenese verbessern zu können.

Tabelle 1.1: Katalytische Effizienzen von natürlichen Enzymen (Eintrag 1), katalytischen Antikör-
pern (Eintrag 2) und de novo Enzymen (Eintrag 3) im Vergleich.

Reaktion Biokatalysator k

cat

/K
M

[M�1 s�1]

1 Ketosteroidisomerase[33] 3,0 ·108

Diels-Alder-Reaktion[18] a) 1E9 5,2 ·101

2 Kemp-Eliminierung[19] 34E4 5,5 ·103

Retro-Aldol-Reaktion[21] 84G3 2,5 ·103

Diels-Alder-Reaktion[32] a) DA20.10 0,6 ·101

3 Kemp-Eliminierung[30] KE59.13 6,0 ·104

Retro-Aldol-Reaktion[31] RA114.4 1,3 ·102

a) Änderung der Einheit zu k

cat

/K
M

[M�1 M�1 s�1] .
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Abbildung 1.4: Verschiedene Reaktionsschemata von Reaktionen, die von katalytischen Antikör-
pern und computerbasierten de novo Enzymen katalysiert werden können. a:
Kemp-Eliminierung, b: Retro-Aldol-Reaktion,c: Diels-Alder-Reaktion (katalysiert
durch einen Antikörper) und d: Diels-Alder-Reaktion (katalysiert durch ein com-
puterbasiertes de novo Enzym).

1.2 Vicinale Aminoalkohole

Vicinale Aminoalkohole, die auch 1,2-Aminoalkohole oder b -Aminoalkohole genannt

werden, sind wichtige Bausteine und Zwischenprodukte der chemischen Synthese.

1,2-Aminoalkohole kommen in der Natur als Aminosäuren, wie Serin oder Threonin

vor. Natürlich vorkommende Aminoalkohole sind außerdem Arzneimittel wie Besta-

tin, Norephedrin oder Cathin (Abb. 1.5). Bestatin ist ein Aminopeptidase Inhibitor

und wird in der Chemotherapie während der Krebsbehandlung eingesetzt.[34] Nore-

phedrin und Cathin gehören zu den Amphetaminen und hemmen den Appetit oder

werden als Erkältungsmittel eingesetzt.[35] Synthetisch hergestellte Aminoalkohole,

wie Saquinavir, welches als Proteaseinhibitor in der HIV Behandlung Anwendung fin-

det, sind meist Analoga der natürlich vorkommenden Aminoalkohole.[36] Eine weitere
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1 Einleitung

Anwendung finden 1,2-Aminoalkohole als chirale Auxiliare. Über ihre Heteroatome

können sie als Liganden in zyklischen und azyklischen Varianten Metalle komplexie-

ren. Eingesetzt werden sie in der Katalyse von Diels-Alder-Reaktionen, bei der asym-

metrischen Reduktion von Carbonylen und bei der Racematspaltung von Enolaten.[37]

HO OH

O

NH2

Serin

H3C OH

O

NH2

Threonin

OH

HO2C N
H

O NH2

Ph

OH

Bestatin

NH2

CH3

OH

Norephedrin

NH2

CH3

OH

Cathin

N

O

H
N

CONH2

N
H

O
Ph

OH

N

H

H

CONH-tBu

Saquinavir

Abbildung 1.5: Beispiele vicinaler Aminoalkohole: Es sind natürlich vorkommende und syntheti-
sche Aminoalkohole gezeigt.[34]

1.2.1 Chemische Darstellung

Es existieren verschiedene Syntheserouten von 1,2-Aminoalkoholen gezeigt:[37] i) Kupp-

lungsreaktionen, ii) Aminohydroxylierungen und iii) der gezielte Austausch funktionel-

ler Gruppen1.6.

R1
R2

OH

NH2

R2

O

R1

NH2

O

R1

R2

NH2

R2
R1

R2

OH

R1

NH

Kupplungsreaktionen

Aminohydroxylierungen

gezielter Austausch funktioneller GruppenAminoalkohol

Abbildung 1.6: Verschiedene chemische Syntheserouten zur Darstellung von vicinalen Aminoal-
koholen: Kupplungreaktion, Aminohydroxylierung und das gezielte Austauschen
funktioneller Gruppen.[37]
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Ein chirales Beispiel für eine Kupplungsreaktion, um 1,2-Aminoalkohle darzustellen,

ist die Aldol-artige Reaktion einer Schiff’schen Base mit einem Aldehyd, die durch ein

Cinchonidin abgeleitetes Difluoridsalz katalysiert wird (Abb. 1.7).[38]

NPh

Ph

OtBu

OTMS
CHO

OH

NH2

O

OtBu

OH

NH2

O

OtBu

6                   :                    1
95 % ee

1. 10 mol% R4N HF2, 

CH2Cl2-Hexan, -78 °C

2. 0,5 M Zitronensäure 

aq.THF, RT, 15 h

+ +

Abbildung 1.7: Asymmetrische Aldol-artige Reaktion einer Schiff’schen Base mit einem Aldehyd
zur Darstellung des syn-Aminoalkohols.[38]

Eine zweite Möglichkeit zur Darstellung von Aminoalkoholen ist die von Sharpless et-

was abgewandelte metallkatalysierte Dihydroxylierungsreaktion.[39] Hierbei verhilft

ein chiraler Aminligand dazu, ein Amid und eine Hydroxygruppe gegenüber einer

Doppelbindung asymmetrisch zu addieren (Abb. 1.8).

Ph OMe

O
Ph

TsHN OMe

O

OH

Chloramin-T Hydrat

K2OsO2(OH)4

(DHQ)2-PHAL

Abbildung 1.8: An ein Zimtsäuremethylester wird ein Amid und eine Hydroxygruppe addiert, wo-
durch in Aminoalkohol resultiert.[39]

Der gezielte Austausch funktioneller Gruppen ist eine Variante zur Darstellung von

vicinalen Aminoalkoholen, die am häufigsten Anwendung findet. Forscher von der Fir-

ma Degussa zeigten Anfang der 1990er eine Möglichkeit Aminoalkohole im Tonnen-

maßstab darzustellen. Durch die Reduktion von Aminosäuren mit Natriumborhydrid

und mit Hilfe eines Aktivators wie Iod oder Schwefelsäure erzeugten sie enantiome-

renreine Aminoalkohole (Abb. 1.9 a). Das Stereozentrum der Aminosäure bleibt bei

dieser Variante erhalten, so dass die Produkte in guten Ausbeuten isoliert werden

konnten.[40,41] Ein drittes und viertes Beispiel (Abb. 1.9 b und c) zeigt die nukleophile

Ringöffnung eines Epoxids. Das Epoxid wurde durch eine Katsuki-Sharpless Epoxi-

dierung hergestellt und im nächsten Schritt durch die Umsetzung mit einem Benzhy-
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1 Einleitung

drylamin zu einem Aminoalkohol umgesetzt (Abb. 1.9 b).[42] In Abbildung 1.9c wird

die Ammonolyse eines Epoxids dargestellt und repräsentiert den direktesten Weg, um

einen vicinalen Aminoalkohol zu erhaten. Ein latentes Problem bei dieser nukleophi-

len Epoxidringöffnung ist die Regioselektivität, die nicht gegeben ist. Im letzten Bei-

spiel gibt es ein zusätzliches Problem, da der entstandene Aminoalkohol das bessere

Nukleophil im Vergleich zum Ammoniak ist und es daher eher zur Dimerisierung des

Produktes kommt als zur Ringöffnung des Edukts.[43] In der Synthese wird dieses Pro-

blem umgangen, in dem ein hoher Überschuss an Ammoniak eingesetzt wird. Obwohl

diese Lösung in der großtechnischen Synthese wenig Anwendung findet, ist die Am-

monolyse eine interessante Methode, die durch chirale Katalysatoren an Selektivität

und Aktivität gewinnen kann.
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Abbildung 1.9: Der gezielte Austausch funktioneller Gruppen ist die am meisten genutzte Vari-
ante, um vicinale Aminoalkohole darzustellen. a Aminosäuren können mit Natri-
umborhydrid zu 1,2-Aminoalkoholen reduziert werden. Da das Stereozentrum der
Aminosäure erhalten bleibt, können die Produkt in hoher Reinheit isoliert werden.
b Das Epoxid wird durch ein Benzhydrylamin geöffnet, woraus eine Aminoalko-
hol entsteht. c Dieses Bespiel zeigt die Ammonolyse eines Epoxids, welches trotz
kleiner Nachteile - wie das Fehlen an Regioselektivität oder den Einsatz an hohen
Überschuss von Ammoniak, eine interessante Methode und den direktesten Weg
zur Herstellung von Aminoalkoholen darstellt.[40–44]

Ein gutes Verfahren, um Epoxide regioselektiv mit NH -Nukleophilen zu öffnen, ist bei-

spielsweise der Einsatz eines organokatalytischen Thioharnstoffderivats (Abb.1.10).

Das Thioharnstoffderivat ist ein doppelter Wasserstoffbrückendonor und kann durch
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1.2 Vicinale Aminoalkohole

seine elektronischen Eigenschaften Epoxide gegenüber nukleophilen Angriffen akti-

vieren.[45]
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Abbildung 1.10: Die regioselektive Aminolyse katalysiert durch ein Thioharnstoffderivat.

1.2.2 Enzymatische Darstellung

Neben der genannten chemischen Verfahren zur Darstellung von vicinalen Aminoal-

koholen, sind zusätzlich auch enzymatische Methode beschrieben. In einer dreistufi-

gen Synthese wird ein b -Ketocarbonäureester durch Saccharomyces cerevisiae zum

enantiomerenreinen Hydroxybutanoat reduziert, welches bei der Hydrazinolyse zum

Hydrazid umgesetzt wird. Im letzten Schritt erfolgt eine Curtius Umlagerung, um den

entsprechenden enantiomerenreinen Aminoalkohol zu erhalten (Abb. 1.11 a).[46] Die

Firma BASF zeigte Mitte der 1990er Jahre ebenfalls eine enzymkatalysierte Methode

zur Darstellung von Aminoalkoholen.[47] Die kinetische Racematspaltung des Benzy-

lethers ergab durch den Einsatz einer Lipase das enantiomerenreine Amin und ein

Amid (Abb. 1.11 b). Sehl et al. beschrieben kürzlich einen ein-Topf-zwei-Stufen Mecha-

nismus, um Norephedrin bzw. Cathin enzymatisch und enantiomerenrein darzustel-

len.[48] Ausgehend von Benzaldehyd und Pyruvat entsteht (R )-Phenylacetylcarbinol

durch das Einsetzen einer (R )-selektiven Carboligase (AHAS-I), welches im Anschluss

mit (S )-a-Methylbenzylamin und einer (S )-selektiven Transaminase (Cv-(S )-TA) zu

(1R,2S )-Norephedrin umgesetzt wird (Abb. 1.11 c).
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Abbildung 1.11: a Enzymkatalysierter mehrstufiger Prozess, in dem ein b -Ketoester zu einem
Aminoalkohol umgesetzt wid. b Lipasekatalysierte kinetischen Racematspaltung
eines Benzylether zum gewünschten Aminoalkohol. c Der zweistufige Mechanis-
mus zur Darstellung von Norephedrin.[46–48]

Die gezeigten Möglichkeiten vicinale Aminoalkohole darzustellen, verlaufen unter dem

Einsatz von teuren bzw. toxischen Katalysatoren, die auf Osmium, Natrium oder Titan

basieren oder sie benötigen extreme Temperaturen. Bei den gezeigten enzymatischen

Reaktionen ist es zwar möglich selektiv Aminoalkohole darzustellen, aber es handelt

sich bei allen Darstellungen um mehrstufige Schritte, deren Ausbeute dadurch ge-

schwächt wird. Die direkteste Methode der Epoxidringöffnungsreaktion mit einem

NH -Nukleophil verläuft unter chemischen Bedingungen nicht selektiv. Diese Reak-

tion mittels eines Enzyms zu katalysieren, wäre deshalb eine effektive und „grüne-

re“Möglichkeit selektiv Aminoalkohole darzustellen.

1.3 Enzymkatalysierte Epoxidringöffnungsreaktionen

In der Literatur wurden in der Vergangenheit bereits drei Enzyme beschrieben, die

eine Epoxidringöffnung mit Wasser oder Halogeniden als Nukleophile katalysieren
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1.3 Enzymkatalysierte Epoxidringöffnungsreaktionen

können. Diese Enzyme werden in den folgenden Abschnitten näher erläutert.

Aufgrund ihrer hohen Reaktivität sind Epoxide nützliche Intermediate in der Herstel-

lung von Chemikalien, wie Pharmazeutika oder Feinchemikalien. Sie werden mittels

asymmetrischen in situ-Verfahren nach Sharpless und/oder Jacobsen synthetisiert.[49,50]

Auf biologischem Wege können sie über die Epoxidierung von Kohlenstoffdoppel-

bindungen mittels Cytochrom P450 Monooxygenasen (CYPs) gewonnen werden.[51]

Durch die Vielseitigkeit der Oxirangruppe können Epoxide relativ leicht derivatisiert

werden. Sie gehen Reaktionen mit Nukleophilen, wie Halogenide, Kohlenstoff, Sauer-

stoff, Stickstoff oder Schwefel ein (Abb. 1.12).[52] Allerdings sind viele dieser Reaktio-

nen schwermetallabhängig oder nicht selektiv, so dass es bereits mehrere biokatalyti-

sche Ansätze gibt, wie die enzymkatalysierte Hydrolyse und nukleophile Ringöffnung

von Epoxiden, um diesen Umstand zu umgehen.[53,54]
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Abbildung 1.12: Epoxide sind wichtige Zwischenprodukte in der pharmazeutischen und landwirt-
schaftlichen Industrie. Sie sind sehr reaktiv und können daher leicht derivati-
siert werden. Hier sind verschiedene Nukleophile gezeigt, die Epoxide öffnen
können.[40,52,55]
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1 Einleitung

1.3.1 Epoxidhydrolasen

Mittels Epoxidhydrolasen (EHs, EC3.3.2.3) können die hoch reaktiven Epoxide im

Körper zu Diolen umgesetzt werden, welche über den Gastrointestinaltrakt ausge-

schieden werden können.[56] EHs sind ubiquitär und spielen im Körper eine wichti-

ge Rolle beim Abbau von Xenobiotika, so dass sie einen wichtigen Bestandteil des

körpereigenen Entgiftungssystems darstellen. Die erste EH wurde 1973 von Franz

Oesch in der Leber von Säugetieren gefunden.[55] Mittlerweile gibt es verschiede-

ne EHs aus verschiedenen Mikroorganismen, wie Agrobacterium radiobacter, Asper-

gillus niger, Bacillus megaterium, Rhodococcus erythropolis etc.[56] Epoxide können

sehr leicht zu ihren korrespondierenden Diolen umgesetzt werden, indem das Epoxid

durch ein Wassernukleophil geöffnet wird. Diese Reaktion ist energetisch favorisiert

und hat nur Wasser als Cosubstrat, ist Cofaktor-unabhängig und benötigt weder pros-

thetische Gruppen noch Metallionen.[57] Die EHs gehören zu der Familie der En-

zyme, die eine a,b -Hydrolasefaltung besitzen. Zu dieser Familie gehören unter an-

derem auch Lipasen und Esterasen. Charakteristisch dieser Familie ist die katalyti-

sche Nukleophil-Histidin-Säure Triade und der zweistufige Mechanismus mit einem

intermediären kovalenten Enzym-Substrat-Komplex.[55] Das Epoxid gelangt in die ak-

tive Tasche und es kommt zu einem nukleophilen Angriff eines Aspartats. Dadurch

wird ein Hydroxylalkyl-Enzym Zwischenprodukt gebildet, welches unter Hydrolyse

zum gewünschten Diol gespaltet wird. Die Hydrolyse findet durch ein basisches Was-

sermolekül statt, welches von einem Histidin-Aspartat/Glutamat-Paar aktiviert wurde

(Abb. 1.13).[58] Durch den zweistufigen Mechanismus können EHs nur Wasser als Nu-

kleophile verwenden. Dennoch spielen sie ein wichtige Rolle in der organische Syn-

these, da sie aus racemischen Epoxiden durch kinetische Racematspaltung chirale

Epoxide und chirale 1,2-Diole hervorbringen.[59] Ihr Substratspektrum reicht von mo-

nosubstituierten Epoxiden, wie Styroloxid- oder Arylglycidoletherderivaten, zu 2,2-

disubstituierte Epoxiden, wie Spiroepoxiden.[57,60]
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Abbildung 1.13: Der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus der EH aus Agrobacterium radio-
bacter besteht aus zwei Schritten. Im ersten Schritt kommt es zu einem nukleo-
philen Angriff eines Aspartats gewöhnlich am sterisch weniger gehinderten Koh-
lenstoffatom, wodurch sich ein Michaelis Komplex bildet, der im zweiten Schritt
durch Hydrolyse als Diol abgespaltet wird.[55,58]

1.3.2 Limonen-1,2-epoxidhydrolase

Ein weiteres Enzym, welches die Hydrolyse eines Epoxids katalysiert, ist die Limonen-

1,2-epoxidhydrolase aus Rhodococcus erythropolis DCL14 (LEH, EC3.3.2.8).[61,62] Im

Gegensatz zu den EHs katalysiert die LEH die Hydrolyse von Limonen-1,2-epoxid in

einem einstufigen Mechanismus ohne Enzym-Substrat-Zwischenprodukt. Sie gehört

nicht zu der Familie der Enzyme mit a,b -Hydrolasefaltung und ist mit ihren 16kDa re-

lativ klein. Bei dem einstufigen Mechanismus der Hydrolyse von Limonen-1,2-epoxid

handelt es sich um eine allgemeine Säure-Basenkatalyse, in der das Epoxid durch ein

Aspartat, welches als Protonendonor dient, aktiviert wird. Durch diese Förderung der

Epoxidöffnung, kann ein durch ein weiteres Aspartat aktiviertes Wassermolekül das

Epoxid nukleophil öffnen, worduch ein Limonen-1,2-diol resultiert. Die aktive Tasche

der LEH ist durch ein Netzwerk von Aminosäuren aufgebaut, so dass Ladungen stabili-

siert und das Substrat fixiert werden kann (Abb. 1.14).[63] Ihr Substratspektrum reicht
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1 Einleitung

von aliphatischen Substraten, wie Limonen-1,2-epoxid, Cyclohexenoxidderivaten oder

Cyclopentenoxidderivaten, zu aromatischen Substraten, wie Styroloxid, Phenylpropy-

lenoxid oder Arylglycidolether.[64]
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Abbildung 1.14: Der einstufige Reaktionsmechanismus der LEH aus Rhodococcus erythropolis,
in dem das Wassermolekül durch ein Tyrosin und ein Asparagin in eine gute
Stellung für den nukleophilen Angriff positioniert wird. Für die Protonierung
und Deprotonierung ist während der Reaktion eine Aspartat-Arginin-Aspartat-
Triade beteiligt.[63,65]

Die LEH und EHs unterscheiden sich nicht nur in ihren Reaktionsmechanismus, son-

dern auch in ihren Regioselektivitäten. Werf et al. untersuchten in ihren Arbeiten

die Regioselektivität der LEH anhand der Hydrolyse von 1-Methylcyclohexenoxid und

stellten fest, dass die Epoxidöffnung immer am höher substituierten Kohlenstoffatom

stattfindet (Abb. 1.15 a).[66] Die EHs hingegen öffnen das Epoxid am weniger sub-

stituierten Kohlenstoffatom. Bei der Untersuchung der Regioselektivität anhand der

Hydrolyse von Limonenepoxid konnte gezeigt werden, dass die Öffnung nicht immer

am höher substituierten Kohlenstoffatom stattfindet. In Abbildung 1.15 b ist gezeigt,

dass (1S,2R,4S )- und (1R,2S,4R )-Limonenepoxid am höher substituierten C-Atom ge-

öffnet wird und (1R,2S,4S )- und (1S,2R,4R )-Limonenepoxid am niedriger substituier-

ten C-Atom geöffnet wird. Hopmann et al. begründeten diese Tatsache damit, dass die

Isopropylengruppe am Limonenepoxid konformellen Einfluss auf die Regioselektivität

hat, da die Ausbildung einer sesselartigen Konformation eingeschränkt wird.[63]
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Abbildung 1.15: Die Selektivität der LEH und der EH gezeigt an Methylcyclohexenoxid (a) und
Limonenepoxid (b). a Die LEH greift das Methylcylohexenoxid am höher substi-
tuierten C-Atom an, wohingegen die EH das Methylcyclohexenoxid am niedriger
substituierten angreift. b Am Beispiel des Limonepoxids ist zu sehen, dass die
LEH nicht immer am höher substituierten C-Atom angreift. Hier es ist abhängig
von der Richtung der Isopropylgruppe, da diese konformellen Einfluss hat, in
dem die Ausbildung der sesselartigen Konformation eingeschränkt wird.[63,66]

1.3.3 Halohydrindehalogenasen

Halohydrindehalogenasen (EC4.5.1.-) sind bakterielle Enzyme, die den biologischen

Abbau einiger halogenierter organischer Verbindungen, wie 1,3-Dichloro-2-propanol

oder Epichlorohydrin, katalysieren. Das Enzym wurde von Castro und Bartnicki 1968

entdeckt und 1991 das erste Mal von van den Wijngaard et al. aufgereinigt.[67,68] Ha-

lohydrindehalogenasen können in drei Gruppen, die 24-32 % Sequenzidentität teilen,

unterteilt werden: i) aus Arthrobacter sp. AD2 (HheA), ii) ausMycobacterium sp. GP1

(HheB) und iii) aus Agrobacterium radiobacter AD1 (HheC).[69,70] Von der homote-

tramerischen HheC bestehend aus 32kDa großen Untereinheiten gibt es eine Kristall-

struktur und einen dadurch aufgeklärten Reaktionsmechanismus.[71] Die HheC kataly-

siert den reversiblen Ringschluss von vicinalen Halogenalkoholeinheiten zum Epoxid

und Halogenid. Sie ist ein sehr vielversprechendes biokatalytisches Werkzeug, da sie

eine hohe Enantioselektivität, eine hohe Akzeptanz an nicht-natürlichen Nukleophilen

aufweist und Cofaktor-unabhängig ist.[72] So akzeptieren HheC nicht nur Halogenide

sondern auch kleine lineare negativ geladene Ionen, wie Azide, Cyanide oder Nitri-

te.[73] Dadurch werden interessante Bausteine wie b -Azidoalkohole, b -Nitroalkohole
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oder b -Hydroxynitrile zugänglich (Abb. 1.16).[74] Es wird beschrieben, dass es unter

anderem keine Umsetzung mit nichtanionischen (primäre Alkohole oder Amine) oder

schwefelenthaltige (H2S oder SO 2–
4 ) Nukleophilen gibt.[74]
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Abbildung 1.16: Kleine geladene Nukleophile, die von der HheC akzeptiert werden.[74]

Der Reaktionsmechanismus findet durch eine Serin-Tyrosin-Arginin-Triade statt. Es

wird beschrieben, dass ein Arginin ein Proton von einem Tyrosin abstrahiert, welches

wiederum ein Proton von dem Halogenalkohol abspaltet. Dadurch kommt es zum ei-

nem Ringschluss (Abb. 1.17). Das freie Halogenid wird durch verschiedene Interak-

tionen in der Halogenidbindetasche stabilisiert.
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Abbildung 1.17: Der reversible Reaktionsmechanismus der HheC. Ein Arginin abstrahiert ein
Proton eines Tyrosins, welches im Anschluss ein Proton vom Halogenalkansub-
strat abstrahieren kann. Es kommt zu einem Ringschluss, wodurch ein Epoxid
erhalten wird.[72]

1.4 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte eine Studie zur Entwicklung eines neuen

Biokatalysesystems zur Darstellung von vicinalen Aminoalkoholen durchgeführt wer-

den.

Die Entwicklung neuer Biokatalysatoren für neue Reaktionen oder mit neuen Eigen-

schaften ist ein wichtiger Baustein für die chemische und pharmazeutische Industrie,

da sie Reaktionen unter hohen Aktivitäten und Selektivitäten katalysieren können.

Mittels rationalen Design, gerichteter Evolution oder computerbasierten de novo En-

zymdesigns konnten in den letzten Jahren Fortschritte gemacht werden, die neue En-

zyme thermostabil oder gegenüber Lösungsmittel stabil machten. Auch die Erweite-

rung von Substrat- oder Reaktionsspektren konnte durch enzyme engineering erzielt

werden.

Im Fokus dieser Arbeit liegt die selektive Darstellung von vicinalen Aminoalkoholen,

die wichtige Bausteine und Intermediate der chemischen Industrie bilden. Unter der

Verwendung von teuren und toxischen Metallkatalysatoren oder Organokatalysato-

ren ist es bereits möglich chirale Aminoalkohole darzustellen. Die direkteste Methode

stellt die Ammonolyse von Epoxiden dar, die allerdings unter schlechten Ausbeuten

und geringen Selektivitäten abläuft. So gibt es zwar mehrstufige enzymkatalysierte
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Synthesen von Aminoalkoholen, aber es gibt keine beschriebene Methode der enzym-

katalysierten Epoxidringöffnung zur Darstellung von 1,2-Aminoalkoholen.

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden bereits beschriebene katalytische Zentren

von epoxidöffnenden Enzymen gezielt verändert, so dass auf einem direkten Weg se-

lektiv Aminoalkohole entstehen könnten. In einem weiteren Schritt wurde versucht

bereits vorhanden katalytische Zentren in Proteingerüste einzubauen, ummittels com-

puterbasierten de novo Enzymen die Darstellung von Aminoalkoholen durch die Epoxi-

dringöffnungsreaktion zu katalysieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Kits

Standardchemikalien, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurden von folgenden

Firmen bezogen: Alfa-Aesar (Ward Hill, MA, USA), Carl-Roth (Karlsruhe, Deutsch-

land), Fluka (Buchs, Schweiz), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) und VWR (Radnor,

PA, USA). Einige Substrate wurden synthetisiert und charakterisiert (siehe Kapitel

2.4).

Das molekularbiologische Kit zur Plasmidpräperation (Zyppy™Plasmid Miniprep Kit)

wurde von Zymo Research (Irvine, CA, USA) bezogen. Das Kit zur Bestimmung von

Proteinkonzentrationen (Pierce™BCA Protein Assay Kit) wurde von ThermoScientific

(Waltham, MA, USA) bezogen.

2.1.2 Primer

Von der Firma Metabion (Martinsried, Deutschland) wurden synthetische Oligonu-

kleotide (Primer) für die ortsspezifische Mutagenese bezogen. In Tabelle 2.1 sind die

forward Primer aufgelistet, die dazugehörigen reverse Primer sind umgekehrt kom-

plementär dazu.

Tabelle 2.1: Verwendete Primer für die ortsspezifische Mutagenese.

Name/Mutation Sequenz von 5’- nach 3’-Ende

HheC::T134A CTTTATTACCTCTGCAACGCCCTTCGGGCC

HheC::C153S GCCCGAGCAGGTGCATGCACCTTGGCAAATGCC

LEH_6His::D142A GGGCAAGATTACGGGTTGGCGTGCCTACTTCGATCTGCG

LEH_6His::D142T CGGGTTGGCGTACCTACTTCGATCTGCGCG
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LEH_6His::D142S CGGGTTGGCGTTCCTACTTCGATCTGCGCG

LEH_6His::D142N CGGGTTGGCGTACCTACTTCGATCTGCGCG

LEH_6His::Y63F GCAGAAGACACGATGTTCCAGAACATG CCACTCCCC

LEH_6His::N65A GACACGATGTACCAGGCCATGCCACTCCCCCC

LEH_6His::N65D GACACGATGTACCAGGACATGCCACTCCCCCC

LEH_6His::Y63F,N65A GCAGAAGACACGATGTTCCAGGCCATGCCACTCCCCCCTGC

LEH_6His::Y63F,N65D GCAGAAGACACGATGTTCCAGGACATGCCACTCCCCCCTGC

EL10::H81A CCGATAATGTTGCTGGCGAAAGCGGTCTGG

2.1.3 Plasmide

In der vorliegenden Arbeit wurde mit mehreren Plasmiden gearbeitet. Zum Einen

wurden drei Plasmide für die Halohydrindehalogenase aus Agrobacterium radiobac-

ter AD1 (HheC) von Prof. Dr. Dick Janssen bereitgestellt. Der Wildtyp wurde mittels

QC™-Mutagenese zurück gewonnen. Das Gen der HheC befand sich auf dem pBAD-

Vektor, der einen Promotor aus dem E. coli Operon besitzt. Gene, die sich hinter die-

sem Promoter befinden, werden während der Expression durch den AraC Aktivator

gesteuert. Durch die Zugabe von Arabinose kann die Expression gesteuert werden.

Es handelt sich um ein Plasmid mit einer Ampicillinresistenz.

Das Gen der Limonen-1,2-epoxidhydrolase wurde als synthetisches Gen von Gene-

Art (Regensburg, Deutschland) in einem Standardvektor (pMA-T) bezogen. Das Gen

wurde durch Restriktionsenzyme aus dem Plasmid geschnitten und per Ligation in

einen pET-22b(+)-Vektor zwischen die Schnittstellen NdeI und Hind III kloniert. Der

pET-22b(+)-Vektor beitzt eine Ampicillinresistenz. Die LEH besitzt einen N-terminalen

His6-Tag.

Es wurden 13 verschiedene Plasmide der de novo Epoxidlyasen von der Firma GenS-

cript (Piscataway, NJ, USA) bezogen. Die Sequenzen waren bereits in den pET-28a(+)-

Vektor kloniert, so dass die daraus resultierenden Proteine entweder einen N- oder

C-terminalen His6-Tag besitzen (Tab. 2.2). Je nach Lage des His6-Tags wurden die Ge-

ne zwischen die Schnittstellen NcoI und XhoI (C-terminal) oder zwischen NdeI und
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XhoI (N-terminal) platziert.

Wie alle pET-Vektoren beruhen pET-28a(+) und pET-22b(+) auf dem T7-Expressions-

systems. Die Expression des auf dem Vektor liegenden Gens wird durch die Zuga-

be von IPTG gesteuert. Die Transkription erfolgt durch die T7-RNA Polymerase. Der

lac-Repressor bindet an den lac-Operator und bindet im Promotorbereich des Gens.

Durch die Zugabe von IPTG wird der Repressor vom Operator gelöst und die Poly-

merase kann exprimiert werden. Anschließend bindet diese an den auf dem Plasmid

gelegenen Promotor, wodurch das Zielgen transkribiert werden kann.

Tabelle 2.2: Verwendete Plasmide in der vorliegenden Arbeit.

ITB-Nr. Name His6-Tag Quelle

pITB1101 pBAD_HheC - ITB Stuttgart

pITB1102 pBAD_HheC::C153S,W249F - Prof. Dr. D. Janssen

pITB1103 pBAD_HheC::T134A,C153S - Prof. Dr. D. Janssen

pITB1104 pBAD_HheC::T134A,C153S,W249F - Prof. Dr. D. Janssen

pITB1105 pBAD_HheC::C153S - ITB Stuttgart

pITB1106 pMA-T_LEH N-terminal GeneArt

pITB1107 pET-22b(+)_LEH N-terminal ITB Stuttgart

pITB1108 pET-22b(+)_LEH::D142S N-terminal ITB Stuttgart

pITB1109 pET-22b(+)_LEH::D142T N-terminal ITB Stuttgart

pITB1110 pET-22b(+)_LEH::D142A N-terminal ITB Stuttgart

pITB1111 pET-22b(+)_LEH::D142N N-terminal ITB Stuttgart

pITB1112 pET-22b(+)_LEH::Y63F N-terminal ITB Stuttgart

pITB1113 pET-22b(+)_LEH::N65A N-terminal ITB Stuttgart

pITB1114 pET-22b(+)_LEH::N65D N-terminal ITB Stuttgart

pITB1115 pET-22b(+)_LEH::Y63F,N65A N-terminal ITB Stuttgart

pITB1116 pET-22b(+)_LEH::Y63F,N65D N-terminal ITB Stuttgart

pITB1117 pET-22b(+)_LEH::Y63F,N65L N-terminal ITB Stuttgart

pITB1118 pET-28a(+)_EL01 N-terminal GenScript

pITB1119 pET-28a(+)_EL03 C-terminal GenScript
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pITB1120 pET-28a(+)_EL04 N-terminal GenScript

pITB1121 pET-28a(+)_EL05 N-terminal GenScript

pITB1122 pET-28a(+)_EL06 C-terminal GenScript

pITB1123 pET-28a(+)_EL07 N-terminal GenScript

pITB1124 pET-28a(+)_EL08 N-terminal GenScript

pITB1125 pET-28a(+)_EL09 N-terminal GenScript

pITB1126 pET-28a(+)_EL10 C-terminal GenScript

pITB1127 pET-28a(+)_EL10::H81A C-terminal ITB Stuttgart

pITB1128 pET-28a(+)_EL11 N-terminal GenScript

pITB1129 pET-28a(+)_EL12 N-terminal GenScript

pITB1130 pET-28a(+)_EL13 C-terminal GenScript

pITB1131 pET-28a(+)_EL14 C-terminal GenScript

Abbildung 2.1: Vektorkarten der Plasmide pBAD/myc-His A (links) für die HheC, deren Gen zwi-
schen NcoI und PstI kloniert wurde, pET-22b(+) für die LEH, deren Gen zwischen
NdeI und HindIII kloniert wurde (rote Markierungen, mittig) und pET28-a(+) für
die de novo Designs, deren Gene entweder zwischen NdeI und XhoI oder NcoI
und XhoI kloniert wurden (rote Markierungen, rechts).
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2.2 Medien zum Kultivieren von E.coli-Zellen

2.2.1 E.coli Stämme

In der vorliegenden Arbeit wurden vier verschiedene E. coli -Stämme verwendet. Der

E. coli -Stamm DH5a wird zur Plasmidherstellung verwendet, da dieser Stamm u.a. ei-

ne hohe Replikationsrate besitzt. Die E. coli -Stämme MC1061, BL21(DE3 ), C41(DE3 )

und C43(DE3 ) werden zur Proteinexpression verwendet. Während die E. coli -Stämme

BL21(DE3 ), C41(DE3 ) und C43(DE3 ) chemischkompente Zellen sind, handelt es sich

bei bei dem Stamm MC1061 um elektrokompetente Zellen. Bei den beiden Stäm-

men C41(DE3 ) und C43(DE3 ) handelt es sich um die sogenannten Walker-Stämme,

die Mutanten des BL21(DE3 ) Stamms sind. Sie zeigten verbesserte Eigenschaften,

wie geringere toxische Effekte von Fremdproteinen sowie eine erhöhte Stabilität der

transformierten Plasmide.[75]

Tabelle 2.3: Verwendete E. coli Stämme

Stamm Genotyp Quelle

DH5a F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 realA1 gyrA96 deoR nupG ITB

f80dlacDZM15 D(lacZYA-argF)U169,hsdR17(r�
k

m+
k

), l� Stuttgart

MC1061 F- D(ara-leu)7697 [araD139]
B/r

D(codB-lacI)3 galK16 gal ITB

E15l� e14� mcrA0 relA1 rpsL150(strR) spoT1 mcrB1 Stuttgart

hasdR2 (r�m+)

BL21(DE3 ) F- ompT gal dcm lon hsdS
B

(r�
B

m�
B

) l (DE3 [lacI lacUV5-T7 ITB

gene 1 indl sam7 nin5]) Stuttgart

C41(DE3 ) Mutante von BL21(DE3 ) ITB

Stuttgart

C43(DE3 ) Mutante von BL21(DE3 ) ITB

Stuttgart
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2.2.2 Medien

Nährmedien wurden mit ddH2O angesetzt und vor Verwendung für 20min bei 121 �C

autoklaviert. Es wurden LB-Medium (10g/L Trypton, 5 g/L Hefe-Extrakt, 5g/L NaCl,

pH 7,0) und TB-Medium (12g/L Trypton, 24g/L Hefe-Extrakt, 4g/L Glycerin) verwen-

det. Für das TB-Medium wurde der benötigte 100mM Phosphatpuffer (pH 7,4) ge-

trennt vom Medium autoklaviert und anschließend im Verhältnis 1:10 gemischt. LB-

Agarplatten enthielten neben den genannten Komponenten noch zusätzlich 1,5 % Agar

Agar. Zur Selektion von Transformanden wurden den Medien nach dem Autoklavieren

bestimmte Antibiotika hinzugegeben: Ampicillin (100µg/mL) oder Kanamycin (30µg/mL).

2.2.3 Zellwachstum und Dauerkulturen

In einem Erlenmeyerkolben wurden TB-Flüssigkulturen angezogen. Deren Volumen

entsprach 20 % des Eigenvolumen vom Kolben. Dadurch wurde eine genügend gute

Sauerstoffversorgung erhalten. Die Anzucht der Flüssig- und Festkulturen erfolgte

bei 37 �C. Flüssigkulturen wurden zusätzlich bei 180UpM geschüttelt. Das Zellwachs-

tum wurde mittels Absorptionsmessung bei 600nm (OD600) in einem Ultrospec 3000

Photometer (Pharmacia Biotech, Uppsala, SE) verfolgt. Zur Herstellung von E. coli

Dauerkulturen wurden LB-Übernachtflüssigkulturen Proben von 750µL entnommen,

mit einem sterilem Glycerin-Puffer-Gemisch (65 % Glycerin, 35 % 50mM Phosphatpuf-

fer (pH 7,4)) versetzt und bei -80 �C gelagert.

2.3 Methoden

2.3.1 Plasmid Transformation

Zur Transformation chemischkompetenter E. coli Zellen mit Plasmid DNA wurde die

Hitzeschockmethode verwendet. 50µL chemischkompetente Zellen wurden auf Eis

aufgetaut und anschließend mit 2µL Plasmid-DNA versetzt. Nach einer Inkubation

von 30min auf Eis wurden die Zellen einem Hitzeschock (42 �C, 45 s) ausgesetzt und

anschließend 2min auf Eis inkubiert. Zur Transformation elektrokompetenter E. coli

Zellen mit Plasmid DNA wurde die Elektroporationsmethode angewendet. 40µL Zell-
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suspension und 1,5µL Plasmid wurden in eine vorgekühlte Pulser®Cuvette (BioRad,

Hercules, CA, USA) gegeben und 1min auf Eis inkubiert. Durch einen kurzen elektri-

schen Puls, der durch einen Kondensator erzeugt wurde (25µF, 200 W, 4,2-4,5ms, 2kV,

10kV/cm), wurden die Zellen mit Plasmid-DNA transformiert.

Nach der Zugabe von 500µL sterilem LB-Medium wurden die Zellen 60min bei 37 �C

und 180UpM inkubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (13000UpM, 1min) und der

Überstand bis auf 100µL verworfen. Das Pellet wurde im verbleibenden Überstand

resuspendiert und auf einer LB-Agar-Platte ausplattiert. Es erfolgte eine Inkubation

im Brutschrank bei 37 �C über Nacht.

2.3.2 Herstellung chemischkompetenter E.coli-Zellen

Zur Herstellung von chemischkompetenten E. coli -Zellen wurde die Rubidiumchlorid-

methode angewendet. Dazu wurden 100mL Hauptkultur mit einer 5mL LB-Übernacht-

kultur auf eine OD600 von 0,05 angeimpft. Es erfolgte eine Inkubation bei 37 �C und 180

UpM bis zu einer OD600 von 0,5-0,7. Die Zellen wurden für 5min auf Eis inkubiert und

anschließend durch Zentrifugation (4000g
N

, 4 �C, 10min) steril geerntet. Das Zellpellet

wurde in 40mL TbfI-Puffer (30mM Kaliumacetat, 100mM RbCl, 10mM CaCl2, 50mM

MnCl2, 15 % Glycerin, pH 5,8) resuspendiert und für 15min auf Eis inkubiert. Anschlie-

ßend erfolgte eine erneute Zentrifugation (4000g
N

, 4 �C, 10min). Der Überstand wurde

verworfen und das Zellpellet wurde in TbfII-Puffer (100mMMOPS, 10mMRbCl, 75mM

CaCl2, 15 % Glycerin, pH 6,5) aufgenommen und resuspendiert. Nach einer Inkubation

von 15min auf Eis wurden die Zellen in 50µL Aliquots mit Stickstoff schockgefroren

und bei -80 �C gelagert.

2.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli-Zellen und Sequenzierung

Aus einer 5mL LB-Übernachtkultur konnte mittels des Zyppy™Plasmid Miniprep Kits

der Firma ZymoResearch, Plasmid-DNA isoliert werden. Die anschließende Konzen-

trationsbestimmung der Plasmid-DNA erfolgte an einem NanoDrop 1000 (Agilent,

Santa Clara, CA, USA) bei einer Wellenlänge von 260nm. Zu sequenzierende Plasmid-

DNA wurde zur Firma GATC Biotech nach Köln geschickt. Diese sequenzierte Plasmid-
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DNA nach der Didesoxy-Methode nach Sanger.[76] Die Standardprimer T7 und pET-RP,

die zur Sequenzierung von pET-Vektoren dienen, wurden von GATC Biotech zur Verfü-

gung gestellt.

2.3.4 Modifizierung eines Gens mittels QC™–Mutagenese

Ein Gen kann durch verschiedene Methoden gezielt modifiziert werden, u.a. durch

die ortsgerichtete Mutagenese. Um dies zu ermöglichen wurde die QuikChange™-

Methode, wie sie im Herstellerprotokoll des QuikChange™Site-Directed Mutagenesis

Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA) beschrieben wurde, angewendet. Bei diesem Ver-

fahren wurde eine Punktmutation durch ein PCR-ähnliche Methode direkt in das klo-

nierte Gen eingeführt, indem DNA-Abschnitte komplementärer Oligonukleotide (Pri-

mer) verwendet wurden, die die gewünschte Mutation enthielten. Durch die Erweite-

rung der Primer während der Elongation mit Hilfe der DNA-Polymerase Pfu (Fisher

Scientific, Schwerte, Deutschland) entsteht Plasmid-DNA mit den gewünschten Mu-

tationen. Durch anschließende methylierungsabhängige Restriktion mit dem Restrik-

tionsenzym DpnI (Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) wurde die Plasmid-DNA

des unveränderten Ausgangsplasmid zerstört.

Tabelle 2.4: QC™-PCR Ansatz.

Substanz Volumen (µL) Endkonzentration

Pfu-Buffer (10x) 5 1x

Plasmid-DNA (Templat) 1 0,5-5ng/µL

Primer forward 1 0,2µL

Primer reverse 1 0,2µL

dNTP-Mix (10 mM pro NTP) 1 250µM (pro NTP)

Pfu Polymerase 1

ddH2O 40
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Tabelle 2.5: Temperaturprofil für die QC™-PCR.

Schritt Temperatur (�C) Zeit Zyklen

Denaturierung 95 1min 1

Denaturierung 95 2min

Annealing1) 50�70 1min 16

Elongation2) 72 12,5min

Elongation 72 3min

1) Annealing-Temperatur ist abhängig von den Primern.

2) Elongationszeit ist abhängig von der Größe des DNA Templats.

2.3.5 Klonierung von Plasmiden

Das Klonieren besteht aus drei Schritten: Restriktion, Ligation und Transformation.

Das Klonieren ist der Einbau eines Gens oder eines DNA-Fragments in einen ge-

wünschten Vektor. Im ersten Schritt der Restriktion werden spezifisch Phosphordi-

esterbindungen in der DNA hydrolytisch gespaltet. Für diesen Schritt gibt es Re-

striktionsendonukleasen, die palindromische Nukleotidsequenzen erkennen und spal-

ten können. Durch die Spaltung entstehen entweder je nach Restriktionsenzym blunt

ends (glatte Enden) oder sticky ends (klebrige Enden). Die entsprechenden Restrik-

tionsenzyme im dazugehörigen Puffer werden mit der Plasmid-DNA vermischt, 2h

bei 37 �C inkubiert und durch einen Hitzeschock inaktiviert. Es erfolgt eine Aufreini-

gung des Restriktionsansatzes mittels präparativer Agarosegelektrophorese, um die

die Anzahl an positiven Fragmenten während der Ligation zu erhöhen. Die gewünsch-

te Bande wurde aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA aus dem Gel isoliert (Zy-

moclean™Gel DNA recovery kit). Es wurden zwei aufgereinigte Fragmente erhalten

(Vektor und Gen), deren Konzentrationen am NanoDrop bestimmt wurden. Die Li-

gation beider Fragmente erfolgte mithilfe der T4-DNA-Ligase (ThermoScientific, Wal-

tham, MA, USA). Die T4-DNA-Ligase katalysiert die Bildung einer Phosphordiesterbin-

dung zwischen dem 5’-Phosphat und der 3’-Hydroxygruppe. Das gewünschte Gen wur-
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de in einem drei- bis fünffachen Überschuss zum Vektor eingesetzt. 20U/µL T4-DNA-

Ligase wurden mit dem dazugehörigen Puffer und den beiden Fragmenten durch-

mischt und 1h bei 22 �C inkubiert und durch einen Hitzeschock inaktiviert. E. coli

DH5a Zellen wurden mit dem Ligationsansatz transformiert. Es folgte die Isolierung

der Plasmid-DNA und anschließende Sequenzierung (Kapitel 2.3.3, S. 29).

2.3.6 Agarosegelelektrophorese

Mithilfe der Agarosegelelektrophorese können DNA-Fragmente im analytischen und

präparativen Maßstab bezüglich ihrer Größe getrennt werden. Durch das Anlegen ei-

ner Spannung kann die negativ geladene DNA durch die Poren einer Agarosematrix

(1 % Agarose in TAE Puffer mit 0,1µL/mL GelRed) transportiert werden. Die kleineren

Fragmente sind mobiler, wodurch sie als erstes durch die Matrix transportiert wer-

den. Das Agarosegel wird mit TAE-Puffer (40mM TRIS-Acetat, 10mM EDTA, pH 8,5)

überschichtet. Die Proben werden mit 6X DNA Probepuffer (GelPilot DNA Loading

Dye 6X, Qiagen, Hilden, Deutschland) versetzt und in die Kammern des Gels gefüllt.

Ebenso wurde ein DNA-Standard (GeneRuler™DNA Ladder Mix, #SM0333, Fermen-

tas, St. Leon-Rot, Deutschland) auf das Gel aufgetragen. Es wurde eine Spannung

von 120V angelegt, so dass nach Beendigung der Elektrophorese die Banden durch

UV-Licht sichtbar gemacht werden konnten.

2.3.7 Proteinexpression

Zur Expression der HheC wurde eine 20mL TB-Übernachtkultur (100 µg/mL Ampicil-

lin) von ein LB-Agarplatte angeimpt und bei 37 �C und 180UpM über Nacht inkubiert.

Die komplette Vorkultur wurde in 200mL TBPS-Medium gegeben und 24h bei 30 �C

inkubiert. Es erfolgte das Ernten mittels Zentrifugation (8000g
N

, 4 �C, 15min).

Das Verfahren zur Expression der LEH und de novo Enzyme war das gleiche, so dass

eine 5mL LB-Übernachtkultur (100 µg/mL Ampicillin bzw. 30µg/mL Kanamycin) direkt

von einem Glycerol-Stock angeimpft wurde und nach einer Inkubation über Nacht

bei 37 �C (180UpM) dazu verwendet wurde, eine 400mL TB-Hauptkultur (100 µg/mL

Ampicillin bzw. 30µg/mL Kanamycin) anzuimpfen. Die Animpf-OD600 betrug 0,05 und
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wurde durch Inkubation bei 37 �C (180UpM) erhöht auf 0,5. Es erfolgte die Induktion

mit 1mM IPTG und einem Temperaturwechsel zu 30 �C. Nach 24h wurden die Zellen

mittels Zentrifugation (8000g
N

, 4 �C, 15min) geerntet und bis zum weiteren Bedarf in

Form eines Zellpellets bei -80 �C gelagert.

2.3.8 Zellaufschluss und Proteinaufbereitung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene mechanische Zellaufschlussme-

thoden verwendet. Zum einen wurden die Zellen mittels Ultraschall im Sonifier (Bran-

son Sonifier W250) aufgeschlossen und zum anderen wurden die Zellen mittels Hoch-

druck mit einem Emulsiflex-C5 (Avestin, Ottowa, Kanada) aufgeschlossen. Für beide

Methoden wurden die E. coli Zellpellets mit 5mL 50mM Kaliumphosphatpuffer (pH

7,4) pro Gramm Pellet resuspendiert. Der Zellaufschluss durch Ultraschall erfolgte bei

80W und einem Arbeitsintervall von 20 % auf Eiswasser viermal je eine Minute mit ei-

ner Minute Pause dazwischen. Der Zellaufschluss mittels Hochdruck wurde zunächst

mittels einies Gewebehomogenisators (Radnor, PA, USA) homogenisiert. Anchließend

erfolgte der Aufschluss durch viermalige Behandlung durch einen Hochdruckhomo-

genisator. Die unlöslichen Zellbestandteile wurden durch Zentrifugation (18000UpM,

4 �C, 30min) vom löslichen Überstand getrennt.

Die verwendeten Gene der LEH und der de novo Enzyme enthielten einen His6-Tag (C-

oder N-terminal), wodurch das exprimierte Gen über Co-Affinitätschromatographie

aufgearbeitet werden konnte. Die Aufarbeitung erfolgte mittels Talon®Metallaffinitäts-

säulen (GE Healthcare, Freiburg, Deutschland). Die stationäre Phase dieser Säulen

besteht aus einem vierzähningen Chelatkomplex, der mit Cobalt beladen ist. Dieser

Chelatkomplex hat eine hohe Affinität und Spezifität zu Polyhistidinsequenzen und

dient somit zur Abtrennung der gewünschten Proteine vom Zelllysat. Die Säulen wur-

den im ersten Schritt mit 10mL Bindepuffer (50mMKaliumphosphatpuffer mit 300mM

NaCl, pH 7,4) äquilibriert. Anschließend wurden 10mL Lysat auf die Säule gebracht.

Die Säule mit dem enthaltenden Protein wurde mit Waschpuffer (50mM Kaliumphos-

phatpuffer mit 300mM NaCl und 5mM Imidazol, pH 7,4) gespült und mit Elutionspuf-

fer (50mM Kaliumphosphatpuffer mit 300mM NaCl und 150mM Imidazol, pH 7,4) von
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der Säule gewaschen. Um das Imidazol aus der Enzymlösung zu bekommen, wurden

zwei Verfahren angewendet. Zum Einen wurden SpinColumns (GE Healthcare, Frei-

burg, Deutschland) verwendet. Diese SpinColumns bestehen aus zwei Kammern, die

durch eine semipermeable Membran voneinander getrennt sind. In die obere Kam-

mer wird die Enzymlösung gegeben und zentrifugiert (4000g
N

, 4 �C, 15min). Alle Mo-

leküle, die kleiner sind als 10kDa gehen durch die Membran durch, so dass in der

oberen Kammer nahezu reine Enzymlösung erhalten bleibt. Die obere Kammer wird

nach je 15min wieder mit 50mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) aufgefüllt und erneut

zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde 5 mal wiederholt. Zum Anderen wurde eine Dia-

lyse durchgeführt. Dazu wurden 4L an dem gewünschten Puffer angesetzt. In eine

Schlauch, der aus einer semipermeablen Membran besteht, wurde die Enzymlösung

eingefüllt und in die 4L Puffer gegeben. Bei 4 �C wurde die Pufferlösung gerührt, so

dass das Imidazol aufgrund von Osmose in die Pufferlösung überging, bis ein Gleich-

gewicht herrschte. Die Pufferlösung wurde nach 4h erneuert und über Nacht ein wei-

teres Mal bei 4 �C gerührt. Die Dialyse wurde gegen 50mM Kaliumphosphatpuffer

(75,3 % K2HPO4 und 24,7 % KH2PO4, pH 7,4), Citratpuffer (15,1 % Zitronensäure und

84,9 % Natriumcitrat, pH 6,0) oder Acetatpuffer (34,9 % Essigsäure und 65,1 % Natri-

umacetat, pH 5,0) durchgeführt.

Die HheC hat keinen Polyhistidintag und kann somit nicht über Affinitätschromato-

graphie aufgearbeitet werden. Die Aufarbeitung erfolgte über drei FPLC (fast protein

liquid chromatography)-Schritte an einem ÄKTA-System. Der erste Schritt geschieht

über eine Anionenaustauschsäule. Das Lysat wurde auf eine Q-Sepharose Säule gela-

den. Die Flussrate lag dabei bei 10mL/min. Als Puffer A wurde TEMG-Puffer (10mM

Tris-SO4 pH 7,5, 1mM EDTA, 1 Mercaptoethanol, 10 % Glycerol) und als Puffer B wur-

de TEMG-Puffer mit 0,45M (NH4)2SO4 verwendet. Zunächst wurden innerhalb von

15mL von 0 % Puffer B auf 15 % gespült, anschließend wurde so lange mit 15 % Puffer

B gespült, bis das Enzym von der Säule eluiert ist. Innerhalb von 100mL wurde der

Anteil von Puffer B auf 45 % erhöht, um diesen anschließend auf 100 % innerhalb von

35mL zu erhöhen. Es wurden 5mL Fraktionen gesammelt und die Flussrate betrug

5mL/min. Der zweite Schritt war ebenfalls eine Anionaustauschschritt. Die Fraktio-

nen aus dem ersten Schritt wurden filtriert und auf eine Säule mit Resource Q als
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stationäre Phase geladen. Zunächst wurden innerhalb von 15mL von 0 % Puffer B auf

15 % gespült, anschließend wurde so lange mit 15 % Puffer B gespült, bis das Enzym

von der Säule eluiert ist. Innerhalb von 100mL wurde der Anteil von Puffer B auf 45 %

erhöht, um diesen anschließend auf 100 % innerhalb von 35mL zu erhöhen. Es wur-

den 5mL Fraktionen gesammelt und die Flussrate betrug 5mL/min. Der letzte Schritt

beruht auf hydrophober Interaktionschromatographie über Phenylsepharose. Das Pro-

tein wurde auf die Säule geladen. Dem Puffer B wurde Ammoniumsulfat hinzugefügt,

so dass es eine Konzentration von 1,5M hatte. Das Protein wurde innerhalb von 20mL

in einem Gradienten von 1,5 zu 0M Ammoniumsulfat von der Säule mit einem Fluss

von 0,5mL/min in 0,5mL-Fraktionen gespült. Die Reinheit des Proteins wurde mittels

SDS-PAGE ermittelt.

2.3.9 Diskontinuierliche SDS-PolyAcrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen nach ih-

rem Molekulargewichtes.[76] SDS lagert sich als anionisches Tensid an Proteine an

und denaturiert diese durch Abstoßung der Sulfatgruppen. Durch die Zugabe von

b -Mercaptoethanol werden Disulfidbrücken reduziert. Die Eigenladung der Proteine

kann vernachlässigt werden, da sich je nach Proteingröße mehrere Hundert SDS-

Moleküle an das Protein anlagern. Im ersten Schritt werden die Proteine in einer

schmalen Lauffront in einem großporigen Sammelgel gesammelt, um anschließend

durch das Duchlaufen eines feinporigeres Trenngels getrennt zu werden.

Pro PolyAcrylamid-Gel wurden 5mL des noch flüssigen Trenngels (1,3mL 30 % Acryl-

amid Mix, 1,0mL 1,5M Tris, 0,04mL 10 %SDS, 0,04mL 10 %APS, 0,0016mL TEMED,

1,5mL ddH2O) in die Vorrichtung gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach

Auspolymerisieren des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt und das Sammelgel

(0,17mL 30 % Acrylamid Mix, 0,13mL 1,0M Tris, 0,01mL 10 %SDS, 0,01mL 10 %APS,

0,001mL TEMED, 0,68mL ddH2O) oben drüber gegossen. Vor der Polymerisation des

Sammelgels wurde ein Probenkamm für die Ausformung von Probentaschen einge-

setzt. Pro Tasche wurden 8-10ng Protein (10-20µL) aufgetragen. Das Protein wurde

zunächst mit 1X Ladepuffer (6X: 350mM Tris-HCl, 600mM DTT, 30 % Glycerin, 10 %
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SDS, 0,12 % Bromphenolblau) versetzt und 5min bei 95 �C denaturiert. Als Standard

wurden 5µL PageRuler™Unstained Protein Ladder (Fermentas) in einer extra Tasche

aufgetragen. Nach Befüllen der Elektrophorese Kammer mit 1X SDS-Laufpuffer (10X:

30,2g Tris, 144g Glycerin, 10g SDS, 1000mL ddH2O) wurden die Elektrophorese bei

25A gestartet. Nach Durchlaufen des Trenngels wurde die Stromstärke auf 50A er-

höht. Die fertigen Gele wurde anschließend in einer Coomassie-Färbung (30 % Etha-

nol, 10 % Essigäure, 1g/L Coomassie-Brilliantblau R-250, 60 % ddH2O) über Nacht ge-

färbt und in einer Entfärbelösung (30 % Ethanol, 10 % Essigäure, 60 % ddH2O) entfärbt.

Die dadurch sichtbaren Banden konnten nun photographiert werden.

2.3.10 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mittels des BCA Protein Assay Kits von ThermoScien-

tific (Waltham, MA, USA) bestimmt. Das Prinzip beruht auf der entwickelten Methode

von Smith et al. Es dient dazu Proteinkonzentrationen unbekannter Proben zu be-

stimmen.[77] Cu2+-Ionen werden zu Cu+-Ionen im alkalischen Medium reduziert. Die

einwertigen Ionen werden von zwei Molekülen Bichinonsäure (BCA) komplexiert, so

dass die Menge an gebildeten Cu+-Ionen proportional zur Menge des gebildeten Kom-

plexes ist. Da die Menge an reduziertem Kupferionen proportional zu der in der Pro-

be enthaltenden Proteinmenge ist, kann eine Aussage über die Proteinkonzentration

anhand der Menge des gebildeten Komplexes getroffen werden. Diese Menge kann

photometrische bei einer Wellenlänge von 562nm bestimmt werden.

Für eine Kalbiriergerade wurden bestimmte Konzentrationen (0, 25, 125, 250, 500, 750,

1000, 1500 und 2000µg/mL) an Bovines Rinderserumalbumin (BSA) vermessen. Das

Verfahren wurde durchgeführt, wie im Herstellerprotokoll angegeben. Die Absorption

wurde nach 30-minütiger Inkubation bei 37 �C bei 562nm gemessen. Die Konzentratio-

nen der unbekannten Probe konnten anhand der Kalibriergeraden bestimmt werden.

2.3.11 Immobilisation der LEH

Die LEH wurde wie in Abschnitt 2.3.8 aufgearbeitet und dessen Proteinkonzentration

(siehe Abschnitt 2.3.10) bestimmt. Es wurden 1mg/mL LEH in 50mM Kaliumphos-
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2.4 Biotransformationen und Synthesen

phatpuffer gelöst und 10mg Eupergit®C dazu gegeben. Die entstandene Suspension

wurde bei 25 �C für 3-24h bei 120UpM geschüttelt. Anschließend wurde die Suspensi-

on zentrifugiert (8000g
N

, 4 �C, 15min) und der Überstand in einem Falcon gesammelt.

Das Eupergit®C wurde in 40mL 50mM Kaliumphosphatpuffer mit 0,1M Ethanolamin

aufgenommen und weitere 30min bei 25 �C und 120UpM geschüttelt, um die verblei-

benden freien Bindestellen am Eupergit®C zu blockieren. Diese Suspension wurde

anschließemd durch eine Vakuumfritte filtriert und das Filtrat in einem Falcon ge-

sammelt. Der Filterkuchen wurde mit 80mL 50mM Kaliumphosphatpuffer und 3x mit

je 80mL 50mM Kaliumphosphatpuffer mit 1M NaCl gespült. Jedes Filtrat wurde in

einem extra Falcon gesammelt, um anschließend den Proteingehalt jeder einzelnen

Fraktion zu bestimmen, um die Menge an immobilisierten Enzym zu berechnen.

2.4 Biotransformationen und Synthesen

2.4.1 Biotransformationen

In diesem Abschnitt wird die allgemeine Vorgehensweise von Biotransformationen

beschrieben. In einem 2mL-Eppendorfgefäß wurde aufgearbeitete Enzymlösung vor-

gelegt, die Substrate in Form einer Acetonitril- oder eine DMSO-Stammlösung hinzu-

gegeben (0-2 % Endkonzentration an Acetonitril bzw. DMSO) und mit Puffer auf 1mL

aufgefüllt. Die Reaktion wurde bei eine bestimmten Temperatur für eine bestimmte

Zeit bei 650 UpM geschüttelt. Je nach Enzym wurde der Reaktionsansatz entweder

mit 2x mit je 500µL Essigsäureethylester extrahiert und anschließend über Na2SO4

getrocknet oder der Reaktionsansatz wurde mit 90mM H2SO4 versetzt und 15min bei

80 �C erhitzt, um die Reaktion zu quenchen. Es erfolgte eine 15-minütige Zentrifuga-

tion (16000g
N

, 4 �C) und das Überführen in Glasvials, die mit 180mM NaOH gefüllt

waren. Es folgte eine Analyse per GC oder HPLC.
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2.4.2 Synthese von 3-Nitrostyroloxid (1b)

NO2

m-CPBA

1. 0 °C, 2 h
2. r.t., 16 h NO2

O

1b

M [g/mol] n [mmol] V [mL] m [g] eq

3-Nitrostyrol 149,2 13,4 1,87 2 1

m-CPBA (70 %) 172,2 14,8 - 3,6 1,1

3-Nitrostyrol wurden in 40mL Dichlormethan gegeben und gekühlt. Nachdemm-CPBA

hinzugegeben wurde. Nach 2h rühren bei 0 �C wurde das Eisbad entfernt und weite-

re 16h bei Raumtemperatur gerührt. Das Lösungsmittel wurde unter Vakuum ent-

fernt und die ausgefallene Benzoesäure filtriert. Das Filtrat wurde mit 200mL Natri-

umhydrogencarbonat (10 %) gewaschen. Die vereinigte organische Phase wurde über

Natriumsulfat getrocknet und unter Vakuum eingeengt. Es erfolgte eine Säulenchro-

matographie (Cyclohexan/Ethylacetat: 3/1) und das Produkt konnte als gelbes Öl mit

einer Ausbeute von 2,2g (62 %) erhalten werden. R

f

=0,54.1H-NMR (500MHz, CDCl3):

d (ppm) 8,16 (2H, m), 7,62 (2H, m), 3,98 (1H, m), 2,32 (1H, m), 2,81 (1H, m). 13C-NMR

(500MHz, CDCl3): d (ppm) 148,5, 140,1, 131,5, 129,6, 123,1, 126,9, 51,5. Die gemessse-

nen Werte stimmen mit der Literatur überein.[78]
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2.4.3 Synthese von 4-Methoxybenzamid (17b)

H

O

O

NH2

O

O

1. I2, aq. NH3, r.t.

2. aq.H2O2, r.t.

17b

M [g/mol] n [mmol] V [mL] m [g] eq

Anisaldehyd 136,1 5 0,608 - 1

Iod 126,9 5,5 - 0,98 1,1

Ammoniak (25 %) 17 - 32 - -

Wasserstoffperoxid (35 %) 34 - 3 - -

Anisaldehyd und Iod wurden in wässriger Ammoniaklösung und 5mL THF bei Raum-

temperatur gelöst. Die schwarze Lösung verfärbte sich orange nachdem das Iod voll-

ständig gelöst war. Zu dieser Lösung wurden anschließend wässriges Wasserstoffper-

oxid hinzugetropft und über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Der Reaktionsan-

satz wurde dreimal mit je 20mL Dichlormethan extrahiert und dreimal mit je 20mL

gesättigter Natriumchloridlösung gewaschen. Die organischen Phasen wurden verei-

nigt, über Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. 500mg

wurden mittels Säulenchromatographie aufgereinigt (Ethylacetat/Cyclohexan: 3/1).

Es wurden 250mg (33 %) des Produkts als weißes Pulver erhalten. R

f

-Wert=0,3. 1H-

NMR (500MHz, CDCl3): d (ppm) 7,78 (2H, d, J = 7,4Hz), 6,94 (2H, d, J= 7,4Hz), 3,86

(3H, s). Die gemessenen Werte stimmen mit der Literatur überein.[79]
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2.4.4 Synthese von N-(4-Methoxyphenyl)acetamide (18)

NH2

O

H
N

O
O

Cl

O

NEt3

abs. THF, 0 °C
10 Min 18

M [g/mol] n [mmol] V [mL] m [g] eq

p-Anisidin 123,2 9 - 1,11 1

Acetylchlorid 78,5 9,9 0,70 0,78 1,1

Triethylamin 101,2 10,8 1,5 1,09 1,2

Unter Stickstoffatmosphäre wurden p-Anisidin und Triethylamin in 30mL wasserfrei-

em THF vorgelegt und in einem Eisbad gekühlt. Acetylchlorid wurde langsam hinzu-

getropft und 10min gerührt. Der dabei entstandene weiße Niederschlag wurde abfil-

triert und mit Diethylether gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden

im Vakuum eingeengt und mittels Säulenchromatographie aufgearbeitet (Cyclohex-

an/Ethylacetat: 1/3). Es wurden 885mg (60 %) des Produkts als weißen Feststoff er-

halten. R

f

-Wert=0,4. 1H-NMR (500MHz, CDCl3): d (ppm) 7,39 (2H, d, J = 7,4Hz), 6,86

(2H, d, J= 7,4Hz), 3,79 (3H, s), 2,15 (3H, s). Die gemessenen Werte stimmten mit der

Literatur überein.[80]

40



2.4 Biotransformationen und Synthesen

2.4.5 Synthese von

2-(3-Chloro-4-methoxyphenyl)amino)-2-(3-nitrophenyl)ethanol (22a)

und 2-(3-Chloro-4-methoxyphenyl)amino)-1-(3-nitrophenyl)ethanol

(22b)

NO2

O

H2N

O

Cl

OH
H
N

NO2

O

Cl

NO2

OH

NH

O

Cl

50 mM KPi, 
pH 7,4

2 % DMSO, 
r.t., 30 h

22a
22b

1b 20

M [g/mol] n [mmol] V [mL] m [g] eq

3-Nitrostyroloxid 165,1 3 - 0,50 1

3,4-Chloromethoxyanilin 157,6 3 - 0,47 1

3-Nitrostyroloxid und 3,4-Chloromethoxyanilin wurden in 2mL DMSO und 100mL Ka-

liumphosphatpuffer (50mM, pH 7,4) bei Raumtemperatur gerührt. Nach 30h wurde

der Reaktionsansatz dreimal mit je 30mL Ethylacetat extrahiert und dreimal mit je

30mL Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Natrium-

sulfat getrocknet und unter Vakuum eingeengt. Die Produkte wurden nach Säulen-

chromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat: 3/1) als oranges Öl (22a) bzw. roten Fest-

stoff (22b) erhalten. Zur Charakterisierung wurden 1H-, 13C-, HSQC™-, HMBC-NMR

und MS-Analytik durchgeführt. Aus diesen Daten konnten die Produkte eindeutig be-

stimmt werden. (22a) R

f

=0,44.1H-NMR (500MHz, CDCl3): d (ppm) 8,24 (1H, m), 8,15

(1H, m), 7,73 (1H, m), 7,53 (1H, t, J = 7,9Hz), 6,72 (1H, d, J = 8,8Hz), 6,38 (1H,

dd, J = 8,7, 2,8Hz), 4,5 (dd, 1H, J = 6,9, 4,2Hz), 4,0 (m, 1H), 3,78 (s, 3H). 13C-NMR

(500MHz, CDCl3): d (ppm) 148,7, 148,0, 142,6, 141,2, 133,0, 129,9, 123,4, 122,9, 121,8,

116,2, 113,9, 112,9, 66,7, 59,9, 56,8. HRMS (ESI+, m/z) berechnet für C15H15ClN2O4

[M+Na]+ 345,0898, gefunden 345,0633.
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(22b) R

f

=0,5.1H-NMR (500MHz, CDCl3): d (ppm) 8,28 (1H, m), 8,17 (1H, m), 7,74

(1H, d, J = 7,8), 7,56 (1H, t, J = 15,8Hz), 6,82 (1H, d, J = 8,8Hz), 6,74 (1H, d, J =

2,9Hz), 6,56 (dd, 1H, J = 8,7, 2,9Hz), 5,0 (dd, 1H, J = 8,5, 3,6Hz), 3,83 (s, 3H), 3,4-3,2

(m, 2H). 13C-NMR (500MHz, CDCl3): d (ppm) 148,4, 148,2, 144,1, 142,1, 131,9, 129,6,

123,5, 122,9, 120,9, 116,1, 114,1, 112,9, 71,4, 56,9, 52,5. HRMS (ESI+, m/z) berechnet

für C15H15ClN2O4 [M+Na]+ 345,0898, gefunden 345,0627.

2.4.6 Synthese von 3-Nitrostyroldiol (23)

OH

OH

NO2

H2SO4

100 mM KPi 
pH 7,4

NO2

O

1b 23

M [g/mol] n [mmol] V [mL] m [g] eq

3-Nitrostyroloxid 165,1 0,1 - 0,02 1

Schwefelsäure (conc.) 98,1 1,8 0,1 0,18 18

3-Nitrostyroloxid wurde in 50mL 100mM Phosphatpuffer (pH 7,4) gelöst. Nach der

Zugabe von Schwefelsäure wurde der Ansatz 12h bei 30 �C gerührt. Der Reaktions-

ansatz wurde dreimal mit je 10mL Essigsäureethylester extrahiert und dreimal mit

je 10mL Wasser gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden über Natri-

umsulfat getrocknet und unter Vakuum eingeengt. Die Produkte wurden durch Säu-

lenchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat: 1/1) aufgearbeitet und mittels 1H-NMR

charakterisiert. R

f

=0,27.1H-NMR (500MHz, CDCl3): d (ppm) 8,17 (1H, m), 7,73 (1H,

d, J = 7,7Hz), 7,6 (1H, m), 4,9 (1H, m), 3,86 (1H, m), 3,67 (1H, m).
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2.4.7 Synthese verschiedener b -Hydroxyetherderivate

O

R
OH

R=

OH

OR

OR

OH

5 mol-%  FeCl3
30 °C, ü. N.

, , ,

M [g/mol] n [mmol] V [mL] m [g] eq

Styroloxid 120,1 1 0,142 0,12 1

Eisen(III)chlorid 162,2 0,05 - 0,081 0,05

In einem Rundkolben wurde Styroloxid in 5mL des gewünschten Alkohols gelöst und

FeCl3 hinzugefügt. Nach Rühren bei 30 �C über Nacht wurde die Probe dreimal mit

Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde über Natriumsulfat getrocknet und

wurde in Essigsäureethylester verdünnt direkt in die GC/MS eingespritzt. Es konnte

kein Produkt für die Kombination Phenol und Styroloxid detektiert werden. Auf das

vollständige Aufarbeiten mittels Säulenchromatographie wurde verzichtet, da diese

Reaktion lediglich dazu diente, eine Analytikmethode mittels HPLC zu entwickeln.
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2.4.8 Synthese verschiedener Aminoalkoholderivate

O

R1
NHR2

OH

NR1R2

NR1R2

OH

2 mol-%  Zn(BF4)2 xH2O
r. t., unverdünnt, 

ü. N.

R1=H, R2= R1=R2=

Cl,

,
,

M [g/mol] n [mmol] V [mL] m [g] eq

Styroloxid 120,1 2,5 0,142 0,12 1

Amine verschieden 2,5 verschieden verschieden 1

Zn(BF4)2 ·xH2O - 0,018 0,02

In einem Rundkolben wurde Styroloxid mit dem gewünschten Amin vorgelegt und

Zn(BF4)2 ·xH2O hinzugefügt. Nach Rühren bei Raumtemperatur für vier Stunden wur-

de die Lösung in 10 mL Essigsäureethylester aufgenommen und dreimal mit Wasser

gewaschen. Die organische Phase wurde über Natriumsulfat getrocknet und wurde in

Essigsäureethylester verdünnt direkt in die GC/MS eingespritzt. Es konnte kein Pro-

dukt für die Kombination Diisopropylamin, Decanamin oder 1,4-Chlorophenylethanamin

und Styroloxid detektiert werden. Auf das vollständige Aufarbeiten mittels Säulen-

chromatographie wurde verzichtet, da diese Reaktion lediglich dazu diente, eine Ana-

lytikmethode mittels HPLC zu entwickeln.

2.5 Analytik

2.5.1 Gaschromatographie (GC)

Eine Variante der Analyse der Biotransformationen oder Synthesen stellt die Gaschro-

matographie dar. Es wurde eine Shimadzu GC-2010 (Kyōto, Japan) mit einem Flamme-
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nionisationsdetektor (FID) und einer DB-5 Kapillarsäule (30m ◊ 0,25mm ◊ 0,25 µm,

Agilent, Santa Clara, CA, USA) oder eine ZB-FFAP Kapillarsäule (30m ◊ 0,25mm ◊

0,25 µm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) verwendet. Wasserstoff wurde als Träger-

gas verwendet und wurde mit einer linearen Trägergasgeschwindigkeit von 30 cm/s

eingesetzt. Ferner wurde auch ein Gaschromatrograph kombiniert mit einem FID-

Detektor und einem Massenspektrometer der Firma Agilent (Agilent 7890A GC/MS

bzw Agilent 5975 Series MSD, Santa Clara, CA, USA ) verwendet. Als Säule diente

die Kapillarsäule HP-5MS (30m ◊ 0,25mm ◊ 0,25 µm, Agilent, Santa Clara, CA, USA).

Helium mit einem konstanten Druck von 17,937psi wurde als Trägergase verwendet.

Bei 250 �C wurde 1µL der Probe injiziert. Die FID-Termperatur betrug 320 �C. Die fol-

genden entwickelten Methoden wurden an allen Geräten verwendet. Als Standard-

programm wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet: 60 �C 3min halten, in

10 �C/min auf 100 �C erhitzen, in 50 �C/min auf 250 �C erhitzen 2min halten und an-

schließend in 50 �C/min auf 320 �C erhitzen und für 2min halten. Um Styroloxid zu

analysieren wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet: 60 �C 2,5min halten,

in 30 �C/min auf 120 �C erhitzen 1min halten, in 5 �C/min auf 160 �C erhitzen 1min hal-

ten und anschließend in 50 �C/min auf 320 �C erhitzen und für 2min halten. Zur Analyse

von 3-Nitrostyroloxid: 140 �C 1min halten, in 10 �C/min auf 250 �C erhitzen 3min halten

und anschließend in 20 �C/min auf 320 �C erhitzen. Zur Analyse von Limonenepoxid

und Cyclohexanoxid wurde folgendes Programm auf der ZB-FFAP Säule verwendet:

35 �C 4min halten, in 15 �C/min auf 150 �C erhitzen und anschließend in 30 �C/min auf

300 �C erhitzen und für 2min halten.

2.5.2 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC)

Für die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) wurde eine Agilent Tech-

nologies 1200 Series (Santa Clara, CA, USA) mit einem Diodenarray-Detektor (DAD)

und einer Zorbax SB-C18 reversed phase Säule (Agilent, Santa Clara, CA, USA) ver-

wendet. Als mobile Phase diente ein Gemisch aus bidest. Wasser und Acetonitril. Des

Weiteren wurde eine Agilent Technologies 1260 Infinity (Santa Clara, CA, USA) für

die Flüssigkeitschromatographie kombiniert mit einem Massenspektrometer (LC-MS)
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und einem Diodenarray-Detektor verwendet.

Alle entwickelten Methoden wurden an beiden Geräten verwendet. Zur Detektion

der Produkte zwischen 3-Nitrostyroloxid und 3,4-Chloromethoxyanilin wurde folgen-

de Methode verwendet: Das Laufmittel war ein Gemisch aus Wasser und Acetonitril

im Verhältnis 70:30. Nach 20min hat sich das Verhältnis zu 50:50 geändert, um nach

weiteren 2min auf 5:95 zu steigen. In einer Nachlaufzeit von 3min wurde wieder das

Anfangsverhältnis von 70:30 erreicht. Die Temperatur des Säulenofens betrugt 20 �C.

Der Diodenarray-Detektor nahm ein Chromatogramm bei 250 und 270nm auf. Für die

Hydrolyseaktivität wurde das genannte Programm etwas verkürzt, so dass der Gradi-

ent bereits nach 12min gestoppt wurde und anschließend während der Nachlaufzeit

von 3min das Anfangsverhältnis von 70:30 wieder zu erreichen. Zur Detektion neuer

Reaktionen, bei denen andere Nukleophile verwendet wurden, sind die Programme in

Tabelle 2.13 gezeigt.

Tabelle 2.13: Programm zur Detektion von Produkten, die durch aminhaltige Nukleophile ent-
standen sind.

Amine als Nukleophile Alkohole als Nukleophile

Zeit (min) ddH2O Acetonitril Zeit (min) ddH2O Acetonitril

0 60 % 40 % 0 60 % 40 %

15 50 % 50 % 15 50 % 50 %

22 40 % 60 % 20 5 % 95 %

25 5 % 95 % 22 5 % 95 %

35 5 % 95 %

Nachlaufzeit: 3min

2.5.3 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Synthetisierte Moleküle wurden mittels NMR-Spektroskopie analysiert. 1H und 13C-

NMR Spektren wurden mit einem Bruker Avance 500 Spektrometer (Billerica, MA,
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USA) bei 500,15 und 125,76MHz aufgenommen. Als Standard wurd Tetramethylsi-

lan (TMS) verwendet. TMS wurde auf die Verschiebung d=0ppm (parts per million)

normiert. Um komplexere Moleküle zu charakterisieren wurden zusätzlich 2D-NMR

Spektren aufgenommen, wie 1H,1H-HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlati-

on)- oder 1H,13C-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)-NMR aufgenom-

men.
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3 Ergebnisse

3.1 Strategie 1: Halohydrindehalogenase aus Agrobacterium

radiobacter AD1

Die Halohydrindehalogenase aus Agrobacterium radiobacter AD1 (HheC) ist ein En-

zym, welches beschrieben wird die Epoxidringöffnungsreaktion mit kleinen Nukleo-

philen katalysieren zu können (Kapitel 1.3.3, S. 19). Durch den Einsatz von Amiden als

alternative Nukleophile sollte das Substratspektrum erweitert werden (Abb. 3.1). Prof.

Dr. D. Janssen der Universität Groningen, Niederlande, stellte drei Varianten der HheC

zur Verfügung. Dabei handelte es sich entweder um Doppelmutanten (C153S,W249F

und T134A,C153S) oder einer Dreifachmutante (T134A,C153S,W249F), die als beson-

ders stabil, selektiv oder aktiv beschrieben wurden.[81,82] Das hhec Gen wurde in Vor-

arbeiten durch PCR in pGEF_HheC amplifiziert und anschließend in einen pBAD/Myc-

HisA Vektor zwischen die Schnittstellen NcoI und PstI kloniert. Durch QC™site-di-

rected mutagenesis (Kapitel 2.3.4, S. 30) konnte die Doppelmutante T134A,C153S

zum Wildtyp zurück mutiert werden, wodurch das Portfolio nicht nur um den Wildtyp

sondern auch um die Variante HheC::C153S erweitert werden konnte.
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Abbildung 3.1: Vorgeschlagene Reaktionen für die biotechnologische Herstellung von vicinalen
Aminoalkoholen, die mit Hilfe der HheC und dessen Varianten katalysiert werden
sollten.

Expression und Charakterisierung der HheC-Varianten

Die HheC und ihre Varianten wurden nach einem Protokoll von Mitarbeitern aus Prof.

Janssens Gruppe exprimiert (Arabinoseinduktion, 0,02 % Arabinose, 24h bei 30 �C) und

als frisches Lysat für erste Aktivitätstests eingesetzt.[83] Diese zeigte nach 3h voll-

ständigen Umsatz von Styroloxid (1a) und Natriumazid (5) zum Azidoalkohol (6) und

bestätigten somit die von Hasnaoui-Dijoux et al. beschriebene Aktivität (Abb. 3.2).[74]

Die Enantioselektivität wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt. Der nächs-

te Schritt beinhaltete das Einsetzen von Amidderivaten als Nukleophile (2a-4) mit

dem Epoxid (1a). Die hier genannten Reaktionen verliefen unter Standardbedingun-

gen (5mM Epoxid, 200mM Nukleophil, 30 �C, 100mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4,

ca. 1mg/mL Enzymlysat, 24h). Alle folgenden Reaktionen mit den Varianten der HheC

wurden als Triplikate durchgeführt. Als Kontrollversuche wurden die gleichen Reak-
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3.1 Strategie 1: Halohydrindehalogenase aus Agrobacterium radiobacter AD1

tionen ohne Enzym angesetzt. Neben einer geringen Hydrolyseaktivität von unter 5 %,

die der in den Kontrollversuchen entsprach, konnte kein neues Produkt detektiert wer-

den. Auch der Einsatz von einem drei- bis hundertfachen Überschuss an Nukleophil

erbrachte nicht den gewünschten Erfolg.

Abbildung 3.2: Die Reaktion von Styroloxid (1a) mit Natriumazid (5) zum entsprechenden Azi-
doalkohol (6) mit HheC::C153S,W249F. Im dazugehörigen Diagramm ist die Re-
aktion in rot gezeigt und Styroloxid als Vergleich in blau. Der Peak nach 13min
(rot) konnte dem Azidoalkohol (6) zugeordnet werden und der Peak nach 14,1min
(blau) konnte dem Styroloxid (1a) zugeordnet werden.

Das Protokoll der etablierten Methode zur Enzymherstellung beschrieb, dass die HheC

als aufgereinigtes Enzym stabiler sei als das entsprechende Enzymlysat. Die Autoren

beschrieben eine dreistufige Methode zur Aufreinigung der HheC, die auf dem Ionen-

austauschprinzip und auf hydrophoben Interaktionen basierte (Kapitel 2.3.8, S. 33).

Mithilfe dieses Protokolls wurde die stabilste Variante HheC::C153S,W249F aufgerei-

nigt. Es war möglich das Enzym zu 90 % aufzureiningen (Abb. 3.3) und es mit einer

Konzentration von 1,5mg/mL zu erhalten.
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Abbildung 3.3: SDS-Gel der einzelnen Aufarbeitungsschritte der HheC::C153S,W249F (32kDa):
1: Marker, 2: Lysat, 3: Probe nach dem ersten Aufarbeitungsschritt mit Q-
Sepharose, 4: Probe nach dem zweiten Aufarbeitungsschritt mit Resource-Q, 4:
Probe nach dem dritte Aufarbeitungsschritt mit Phenylsepharose. Die Reinheit
nach dem dritten Schritt betrug ungefähr 90 % und die Konzentration lag bei
1,5mg/mL.

1,0mg/mL Enzym wurden unter Standardbedingungen auf Aktivität getestet. Nach

24h konnte für die Reaktion von 1a mit 5 vollständiger Umsatz gezeigt werden. Die

Reaktion von 1a mit den Amiden (2a-2d) bzw. Acetamidin (3) zeigte nach 24h Reakti-

onszeit nur die Hydrolyse des Epoxids 1a (< 5 %). Es konnte kein neuer Produktpeak

detektiert werden, so dass diese Strategie nicht weiter bearbeitet wurde. Als Kontroll-

versuch wurden die unkatalysierten Reaktionen nur in Puffer durchgeführt.

3.2 Strategie 2: Limonen-1,2-epoxidhydrolase aus Rhodococcus

erythropolis DCL14

Die Limonen-1,2-epoxidhydrolase (LEH) wird als epoxidringöffnendes Enzym beschrie-

ben (Kapitel 1.3.2, S. 17), die die Hydrolyse von Limonen-1,2-epoxid (7) zu Limonen-

1,2-diol (8) katalysiert (Abb. 3.4 a). In der Literatur ist kein anderes Nukleophil als

Wasser beschrieben, so dass es das Ziel dieser Strategie war, das Nukleophilspektrum

um stickstoffhaltige Nukleophile zu erweitern. Dazu sollte die aktive Tasche gezielt
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3.2 Strategie 2: Limonen-1,2-epoxidhydrolase aus Rhodococcus erythropolis DCL14

geändert werden (Abb. 3.4 b). Als Nukleophile wurden verschiedene Amine (10-14)

gewählt, die Cyclohexenoxid (9) öffnen sollten. Das Epoxid 9 wird als natürliches Sub-

strat beschrieben, welches allerdings eine geringere Aktivität (4 % der Aktivität mit 7,

3µM aufgereinigte LEH, 25mM Substrat, 30 �C, 1h) zeigte.[62] Es wurde als Elektro-

phil gewählt, da die Reaktion mit Aminen die interessanteren Aminoalkohole erzielen

würde als die Reaktion von 7 mit Aminen.

O OH
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Abbildung 3.4: a: Die LEH katalysiert die Hydrolyse von Limonen-1,2-epoxid (7) zum Diol (8). b:
Vorgeschlagene Reaktionen für die Darstellung von vicinalen Aminoalkoholen mit
Cyclohexenoxid (9) und verschiedenen Aminen (10-14), die mit Hilfe der LEH und
dessen Varianten katalysiert werden sollten.

3.2.1 Klonierung, Expression und Charakterisierung der LEH

Die LEH wurde als synthetisches Gen von der Firma GeneArt (Regensburg, Deutsch-

land) bezogen. Das Gen besitzt einen N-terminalen His6-Tag und war in einem Stan-

dardvektor der Firma GeneArt kloniert. Es konnte durch den Einsatz der Restrik-

tionsenzyme NdeI und Hind III aus dem Standardvektor in den pET-22b(+)-Vektor ge-

bracht werden. Um eine anschließende Expressionsstudie1 durchzuführen, wurden

E. coli BL21(DE3 ) Zellen mit dem Plasmid pET-22b(+)_LEH transformiert, verschie-

dene Bedingungen gewählt (Temperaturen: 30 und 37 �C, IPTG-Konzentrationen: 0, 0,5
1Bei der Expressionsstudie wurde ich von Timo Bäßler in einem sechswöchigem Forschungspraktikum
unterstützt.
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3 Ergebnisse

und 1mM) und über verschiedene Zeitpunkte getestet. Das beste Ergebnis konnte mit

den Bedingungen 1mM IPTG bei 30 �C über Nacht erreicht werden (Abb. 3.5).

Abbildung 3.5: Expressionsstudie über verschiedene Zeitpunkte bei den Bedingungen 1mM IPTG
bei 30 �C. 1 u 2: Proben nach 0h bzw. 2h, 3: Marker, 4-8: Proben nach 3-7h, 9:
Probe nach 21h und 10: Probe nach 24h.

Alle folgenden Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt, falls nicht anders be-

schrieben. Erste Aktivitätstests der mittels Co-Affinitätschromatographie aufgereinig-

ten LEH zeigten nach 3h vollständigen Umsatz von Limonen-1,2-epoxid (7) zum Diol

(8) und bestätigten somit die natürliche Aktivität.[84] Auch die weiteren Substrate

Cyclohexenoxid (9) und Styroloxid (1a) konnten entsprechend der Literatur zu den

beschriebenen Hydrolyseprodukten umgesetzt werden (Abb. 3.6-3.8).[62,64,85]
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3.2 Strategie 2: Limonen-1,2-epoxidhydrolase aus Rhodococcus erythropolis DCL14

Abbildung 3.6: Die pinke Kurve zeigt die Reaktion von Limonen-1,2-epoxid (7, 7min) zu Limonen-
1,2-diol (8, 15,8min). Schwarz zeigt die Referenz des Substrats 7.

Abbildung 3.7: Die pinke Kurve zeigt die Reaktion von Cyclohexenoxid (9, 3,4min) zu Cyclohex-
andiol (7,8min). Schwarz zeigt die Referenz des Substrats 9.
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Abbildung 3.8: Die pinke Kurve zeigt die Reaktion von Styroloxid (1a, 9min) zu Phenylethandiol
(17,8min).

Die beste Aktivität konnte mit 7 und 9 erzielt werden (Abb. 3.6, 3.7), die nahezu voll-

ständigen Umsatz (>98 %) nach 3h zeigten. Das Epoxid 7 ist ein Gemisch aus dem cis-

und trans-Isomer, wodurch es zwei Peaks im GC-Chromatogramm zeigte. Es ist zu se-

hen, dass die LEH selektiv ist, da die Abnahme des linken der zwei Peaks schneller

ist als die Abnahme des rechten Peaks (Abb. 3.6). Um welches Isomer es sich handelt,

wurde nicht untersucht, da das Limonen-1,2-epoxid nur als cis-/trans-Gemisch kom-

merziell erhältlich ist. In der Literatur wird nur auf die Enantioselektivität der LEH

eingegangen.[62] Das Produkt konnte mit dieser Analytikmethode nur als ein einzelner

Peak dargestellt werden.

Die LEH stellte für die Hydrolyse von 1a einen schwachen Katalysator dar (Abb. 3.8),

was auch in Arbeiten von Zheng et al. beschrieben wurde.[64] Für diese Tests wurden

Standardbedingungen gewählt: 3µM aufgereinigte LEH, 10mM Substrat, 3h, 30 �C.

Als Vergleich wurde das Epoxid mittels konzentrierter Schwefelsäure hydrolysiert.

Als Kontrollexperimente dienten die Reaktionen nur in Puffer ohne Enzym, die Hydro-

lyseaktivität unter 2 % zeigten.
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3.2.2 Rationales Design der aktiven Tasche

Ziel der hier durchgeführten Mutationen ist die Unterdrückung der Wasseraktivie-

rung, so dass die Hydrolyse gehemmt wird. Durch das Einschränken der Hydrolyse

sollte ermöglicht werden, dass andere neue Nukleophile akzeptiert werden. Für die

Wasseraktivierung sind die Seitenketten Aspartat132, Tyrosin53 und Asparagin55 zu-

ständig (Kapitel 1.3.2, S. 17).[58] Arand und Mitarbeiter zeigten bereits ein paar Mu-

tationen, die die Aktivität der LEH um bis zu 93 % erniedrigten.[61] Für das rationale

Design wurden die Positionen D132, Y53 und N55 adressiert und im Rahmen einer

Bachelorarbeit von Stefanie Zgorzelski durchgeführt.[86] Diese Positionen wurden mit-

tels QC™site-directed mutagenesis so verändert, dass daraus Einfach- und Doppelmu-

tanten resultierten. Es wurden verschiedene Aminosäuren, wie Alanin, Asparagin, Se-

rin, Threonin, Aspartat, Phenylalanin und/oder Leucin, als Mutationen gewählt (Tab.

3.1). Durch Expression und Aktivitätstests wurden die Mutanten charakterisiert und

unter Standardbedingungen mit Cyclohexenoxid 9 als Substrat auf Aktivität getestet

(Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Vorhandene Varianten der LEH, dazugehörige Proteinkonzentrationen und Aktivitä-
ten gegenüber der Hydrolyse.

LEH-Variante Proteinkonz.a) [µM] Aktivität [%]

LEH Wildtyp 500 99,7±0,0

LEH::D132A literaturbekannt[61] keine Expression -

LEH::D132N literaturbekannt[61] 100 1,3±0,3

LEH::D132S S. Zgorzelski[86] 15 1,7±0,2

LEH::D132T S. Zgorzelski[86] keine Expression -

LEH::N55A literaturbekannt[61] 310 42,6±2,1

LEH::N55D literaturbekannt[61] 24 3,4±0,1

LEH::Y53F literaturbekannt[61] 130 59,7±4,1

LEH::Y53F,N55A S. Zgorzelski[86] 30 31,8±2,5

LEH::Y53F,N55L S. Zgorzelski[86] 480 5,8±0,6

LEH::Y53F,N55D S. Zgorzelski[86] 26 40,6±6,6

a) Durchschnittswerte der aufgereinigten Enzyme
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Der nächste Schritt beinhaltete den Test an neuen Nukleophilen. In einem ersten Ex-

periment wurde untersucht, ob Amine auf die LEH inhibierend wirken. Es wurden

zur normalen Hydrolysereaktion verschiedene Konzentrationen an Aminen 10, 11,

13 und 14 als Beispielsubstrate hinzugeben. Um eindeutige Effekte zu sehen, wur-

den Reaktionsbedingungen gewählt, bei der die LEH keine 100 % Umsatz zeigte (3µM

LEH, 30 �C, 15min und 25mM Limonenepoxid). Ab 60mM Amin wurde die Aktivität der

LEH verringert, so dass in den anschließenden Reaktionen maximal 50mM Amin (10-

14) eingesetzt wurden. Bei diesen Versuchen konnte keine Produktbildung außer die

des Diols festgestellt werden. 2,5mM Epoxid 9 und 25-50mM 10-14 wurden mit 3µM

aufgereinigter LEH-Varianten bei 30 �C für 4h eingesetzt. Die Proben wurden mit Es-

sigsäureethylester extrahiert und per GC-FID analysiert. Es konnte keine Entstehung

eines neuen Produktpeaks detektiert werden. Als Kontrollversuche dienten wieder die

gleichen Reaktionen ohne Enzym, die ebenfalls keine Produktbildung neben der ge-

ringen Diolbildung aufwiesen.

3.2.3 Immobilisation der LEH-Wildtyp

Durch das Immobilisieren von Enzymen, werden Enzyme stabilisiert und können theo-

retisch in organisches Lösemittel gebracht werden. Die LEH sollte deshalb immobili-

siert und in organisches Lösungsmittel gebracht werden, um die Konkurrenz zwischen

Wasser und einem weiteren Nukleophil unterdrücken zu können. Als Protokoll diente

eine Vorlage von Kne�ević-Jugović und Mitarbeitern, die 2011 eine Methode beschrie-

ben Candida rugosa Lipase Typ VII kovalent auf Eupergit®C (Fluka, Buchs, Schweiz)

zu immobilisieren. Eupergit®C ist ein Polymer, welches Epoxidgruppen enthält, über

die Enzyme kovalent binden können (Abb. 3.9).[87]
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der Enzymimmobilisation auf Eupergit®über Epoxid-
gruppen.

Der Wildtyp der LEH wurde für 3, 8 und 24h mit Eupergit®C inkubiert, um anschlie-

ßend zu bestimmen wie viel aktive LEH immobilisiert werden konnte. Nach jedem

Schritt des Immobilisierens wurden Proben genommen, um die Menge an immobili-

sierter LEH durch die Bestimmung der Konzentration zu ermitteln (Tab. 3.2).

Tabelle 3.2: Menge an Enzym während der LEH Immobilisation in Einfachbestimmungen.

3ha) 8ha) 24ha) BSA 24h a)

eingesetzte LEH 45mg

Überstand nach Inkubation 27mg 20mg 7mg 45mg

Filtrat nach Blockieren mit Ethanolamin 0mg 0mg 0mg 0mg

Waschflüssigkeit nach Waschung 1 0mg 0mg 0mg 0mg

Waschflüssigkeit nach Waschung 2 0mg 0mg 0mg 0mg

immobilisiertes Enzym 18mg 25mg 38mg 0mg

40 % 55 % 85 % 0 %

a) Inkubationsdauer bei 25 �C.

Es war möglich die LEH so auf Eupergit®C zu immobilisieren, dass diese Aktivität ge-

genüber ihrer natürlichen Reaktion in Puffer zeigte (Abb. 3.10). Die Aktivität der LEH

ist allerdings um 40 % abgeschwächt im Vergleich zu der gleichen Menge an gelöster
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LEH. Es gibt keinen Unterschied an Aktivität zwischen der 8 und 24h Probe, obwohl

mehr als 80 % der LEH immobilisiert werden konnten, so dass 8h Inkubation ausrei-

chen. Als Kontrollversuche wurde die gleiche Reaktion ohne Enzym, Eupergit®C und

Eupergit®C, welches mit BSA inkubiert wurde, verwendet. Durch die Verwendung

von puren Eupergit®C konnte ausgeschlossen werden, dass die Hydrolyse durch die-

ses Material katalysiert wurde. Aus dem selben Grund wurde auch Eupergit®C mit

BSA behandelt, um zu zeigen, dass die Hydrolyse nicht durch Inhaltsstoffe (Ethanola-

min oder Natriumchlorid), die durch die Immobilisation herrühren, katalysiert wurde.

BSA wurde als unabhängiges Protein gewählt, um auszuschließen, dass die Reaktion

an der Proteinoberfläche stattfand.

Abbildung 3.10: Aktivitätstests und Menge an immobilisierten Enzym im Vergleich. Es ist der Ver-
gleich mit immobilisierten BSA, nur Puffer und reines Enzym gezeigt. Es wurden
5µM reines und immobilisiertes Enzym eingesetzt. 25mM Limonen-1,2-epoxid
(7) wurden 4h bei 30 �C inkubiert und per GC analysiert.

Während die immobilisierte LEH Aktivität zeigte, sollte im anschließenden Schritt

herausgefunden werden, ob die LEH auch in organischen Lösungsmitteln aktiv ist.

Dazu wurden die unpolaren und wasserfreien Lösungsmittel Cyclohexan und Toluol

verwendet. In wasserfreiem Cyclohexan und Toluol befinden sich laut Herstelleran-

gabe (SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA) noch je 90µM Restwasser. Laut Luck et

al. kann Cyclohexan mit 2,9mM und Toluol mit 18mM Wasser gesättigt werden.[88]
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Die Lösungsmittel wurden in gesättigter Form, als wasserfreie Form und mit Wer-

ten dazwischen eingesetzt. Die Aktivität sollte anhand der natürlichen Hydrolyse von

Limonen-1,2-epoxid (7) getestet werden. Um einen guten Überblick zu erhalten wur-

den verschiedene Mengenverhältnisse Wasser im Lösungsmittel und Substrat einge-

setzt (1 : 1, 1 : 2, 1 : 4, 1 : 50, 1 : 100 und 1 : 200 Limonen-1,2-epoxid : Wassermenge im

organischen Lösemittel). Als Kontrollversuche wurde die gleiche Reaktion ohne En-

zym in den entsprechenden Lösungsmitteln verwendet. Weder in den Kontroll- noch

in den Enzymversuchen konnten das Hydrolyseprodukt detektiert werden. Da gege-

benenfalls nur die Hydrolyse inaktiv war, wurden verschiedene Mengen an 10, 11, 12

und 14 (50mM) mit dem Epoxid 9 (5mM) eingesetzt. Als Lösungsmittel wurden ge-

sättigtes Cyclohexan und Toluol verwendet. Nach 15h bei 30 �C zeigte die Analyse per

GC-FID weder eine Abnahme des Epoxids noch die Entstehung neuer Produktpeaks.

3.3 Strategie 3: Computerbasierte de novo Epoxidlyasen

In Kooperation mit Dr. Sinisa Bjelic aus dem Labor von Prof. Dr. David Baker der

University of Washington in Seattle, USA sollte im Rahmen dieser Dissertation ein

computerbasiertes denovo Enzym entwickelt werden. Die Schritte dieser Entwick-

lung werden im folgenden beschrieben und erläutert.

3.3.1 Design einer bimolekularen Reaktion

Es sollte eine bimolekulare Reaktion zwischen einem Epoxid mit einem stickstoffhal-

tigen Nukleophil (NH -Nukleophil) durch eine de novo Epoxidlyase (ELs) katalysiert

werden. Dazu musste im ersten Schritt eine geeignete Reaktion gefunden werden. Die

Anforderungen an eine geeignete Reaktion sind, dass sie unkatalysiert keinen Umsatz

höher als 20 % zeigen, dass deren Substrate groß sind und zusätzliche Ankerpunkte,

wie z. B. Substituenten für Wasserstoffbrückenbindungen, für die aktive Tasche besit-

zen. Das Epoxid 1b und das aromatische Amin 20 erfüllten diese Anforderungen und

stellten somit die zu katalysierende Reaktion dar (Abb. 3.11). Diese Reaktion resultier-

te nicht nur in die gewünschten Aminoalkohole 22a und 22b, sondern zusätzlich in

das entsprechende Diol 23, welches durch die Hydrolyse als Nebenreaktion herrühr-
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te. Es wurde ein präparativer Ansatz durchgeführt, um die drei möglichen Produkte zu

isolieren und zu charakterisieren. Zur Differenzierung der zwei Regioisomere wurden

HSQC- und HMBC-NMR durchgeführt (Kapitel 2.4, S. 37). Für das computerbasierte

Enzymdesign wurde 22a als Zielprodukt ausgewählt, da eine regioselektive Ringöff-

nung am höher substituierten Kohlenstoffatom des Epoxids adressiert werden sollte.
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OH
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Abbildung 3.11: Die gewählte Reaktion für das Entwickeln einer theoretisch aktiven Tasche.
3,4-Chloromethoxyanilin (20) greift das 3-Nitrostyroloxid (1b) nukleophil an. Da-
bei entstanden die zwei Aminoalkohole (22a und b) und als Nebenprodukt das
Diol (23).

Um diese Reaktion zu erhalten, wurden im Vorfeld NH -Nukleophile (2, 3, 15-21) ge-

wählt, die bei einem nukleophilen Angriff an die Epoxide (1a und 1b) in vicinale Ami-

noalkohole resultieren (Abb. 3.12). Die Reaktionen wurden unter folgenden Bedingun-

gen getestet: 5mMEpoxid mit 50mMNukleophil in 50mM Phosphatpuffer (pH 7,4) bei

20 �C über Nacht. Alle Substrate bis auf 3-Nitrostyroloxid (1b), 4-Methoxybenzamid

(17b) undN -(4-Methoxyphenyl)acetamid (18) konnten käuflich erworben werden. 1b,

17b und 18 wurden synthetisiert und charakterisiert (Kapitel 2.4, S. 37). Die Ansätze

wurden mit Essigsäureethylester extrahiert und mittels GC untersucht. Bis auf Mor-

pholin (16) zeigten die Amine, Amidin und Amide keine Reaktion. Im Vergleich dazu

zeigten Aniline vielversprechende Ergebnisse, da sie durch die Wahl der unterschied-

lichen Substituenten entweder inaktiv oder zu aktiv waren (Tab. 3.3).
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Abbildung 3.12: Es wurden verschiedene Reaktionen zwischen Epoxiden und sticktstoffhal-
tigen Nukleophilen getestet. Es wurde entweder Styroloxid (1a) oder 3-
Nitrostyroloxid (1b) mit einem Nukleophil aus den gezeigten Gruppen (Amine,
Amidin, Amide oder Aniline) eingesetzt und auf Umsatz getestet.
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Tabelle 3.3: Ergebnisse der Hintergrundreaktionen über Nacht bei 20 �C.

Elektrophil Nukleophil Umsatz Elektrophil Nukleophil Umsatz

Amine Amidin

1a 15 n.d. 1a 3 n.d.

16 +++

Amide Amide, Harnstoff

1a 2a,e n.d. 1a 18 n.d.

17a-c n.d. 4 n.d.

Aniline Aniline

1a 19a +++ 1a 19d +

19b n.d. 19e +++

19c ++ 19f +

20 + 1b 19f +

21 +++ 20 +

n.d.: nicht detektierbar, +: Umsatz < 20 %, ++: Umsatz 20-50 %, +++: Umsatz > 50 %

3.3.2 Entwicklung einer Analytikmethode

Zum Testen der möglichen Proteine musste eine Analytikmethode entwickelt wer-

den, die fünf Substrate (zwei Edukte und drei Produkte) auftrennen kann. Für die

anschließenden Versuche wurden die synthetisierten Substrate (1b, 22a, 22b und

23) und das mittels Säulenchromatographie aufgereinigte Anilin 20 verwendet. Bei

der Analytik mittels GC-FID stellte sich heraus, dass die Produkte zu hohe Siede-

punkte (> 300 �C) besitzen, um diese per GC zu analysieren, so dass eine Methode

per HPLC mit Diodenarray-Detektor entwickelt wurde. Diese Methode basierte auf

Umkehrphasen-HPLC, bei der als unpolare stationäre Phase eine XDB-C18-Säule der

Firma Agilent (Santa Clara, Kalifornien, USA) und eine polare mobile Phase (Acetoni-

tril-Wasser-Gemisch) verwendet wurde. Bei der Durchführung mehrerer Reaktionen

nur im Puffer (Hintergrundreaktion) stellte sich heraus, dass es nicht möglich war
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reproduzierbare Ergebnisse zu erzeugen. Bei der verwendeten Aufarbeitungsmetho-

de der Proben gab es zu viele Schritte bei denen Substrate und Produkte verloren

gehen konnten. Aus diesem Grund wurden Versuche durchgeführt, um die Aufar-

beitungsschritte zu verringern. Die Reaktion wurde deshalb mit Schwefelsäure und

durch 15-minütiges Erhitzen bei 80 �C gequencht. Durch die Zugabe von Schwefel-

säure und dem anschließenden Erhitzen wurde das Epoxid zum Diol hydrolysiert und

dadurch dem Reaktionsgleichgewicht entzogen. Um eine vollständige Hydrolyse zu

garantieren, wurden verschiedene Dauern an Erhitzen getestet. Bei diesen Tests wur-

de 500µM Epoxid 1b mit 90mM Schwefelsäure versetzt und für verschiedene Dauern

bei 80 �C erhitzt. Anschließend wurde die Reaktion 15Minuten bei 4 �C zentrifugiert,

mit 180mM Natriumhydroxid versetzt und per HPLC analysiert. Es wurden Einfach-

messungen durchgeführt. Nach 15Minuten erhitzen, war die Hydrolyse vollständig

abgelaufen (Abb. 3.13).

Abbildung 3.13: Quenchingversuche zur Hydrolyse von 1b zu 23. Nach 15Min Erhitzen bei 80 �C
ist 1b vollständig hydrolysiert und somit dem eigentlichen Reaktionsgleichge-
wicht entzogen.

Diese Aufarbeitung der Proben wurde in fünffachen Ansätzen wiederholt, wodurch

gezeigt werden konnte, dass dies zu reproduzierbaren Ergebnissen führte. Weder das

Anilin noch die Produkte wurden durch die Zugabe von Säure verändert. Durch dieses
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Verfahren kann nicht nur die Reaktion gestoppt, sondern auch das Enzym denaturiert

werden, so dass es als Rückstand im Reaktionsgefäß blieb.

3.3.3 Optimierung der Reaktionsparameter ohne Enzym

Um die optimalen Bedingungen der Reaktion zunächst ohne Enzym zu bestimmen,

wurden zwei verschiedene Temperaturen und drei verschiedene pH-Werte untersucht.

Da die Hydrolyse des Epoxids 1b säurekatalysiert werden kann, stellte sich die Frage

wie weit der pH-Wert erniedrigt werden kann, bevor es zu einer vollständigen Hydro-

lyse von 1b kommt. In 0,2-Schritten wurden zwischen pH 7,4 und 5,0 500µM Epoxid

1b eingesetzt und bei 20 �C für 18h geschüttelt. Als Puffer wurden 50mMPhosphatpuf-

fer (pH 7,4-6,2) oder 50mM Citratpuffer (pH 6,0-5,0) verwendet. Ohne Aufarbeitung

wurden die Proben direkt in die HPLC injiziert. Der gleiche Versuchsaufbau wurde

mit der Reaktion zwischen dem Epoxid 1b und dem Anilin 20 (2,5mM) durchgeführt

und anschließend wie beschrieben gequencht. Es gibt einen maximalen Umsatz bei

pH 6,0, welcher bei ca. 20 % (22a) liegt, so dass damit gezeigt werden konnte, dass

die Reaktion zwischen pH 7,4 und 5,0 durchgeführt werden kann (Abb. 3.14). Die Diol-

bildung (23) steigt mit der pH-Wert Erniedrigung an, liegt aber maximal bei 5 % (pH

5,0).

Abbildung 3.14: Es ist die Bildung der Produkte und des Hydrolyseprodukts (22a, 22b bzw.23)
in Abhängigkeit des pH-Werts gezeigt.
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Bei pH 5,0, 6,0 und 7,4 wurden die Temperaturen 20, 25 und 30 �C für 18h getestet. Es

wurden die gleichen Bedingungen gewählt wie bei der Aufnahme der pH-Werte. Die

Bildung der Produkte stieg mit der Temperatur leicht an. Bei 30 �C ist das Epoxid 1b

nach 18h zu ca. 50 % umgesetzt, so dass diese durch die Reaktionsdauer in folgenden

Experimenten reguliert werden musste (Abb. 3.15).

Abbildung 3.15: Bei verschiedenen pH-Werten und verschiedenen Temperaturen wurde die Bil-
dung der Produkte 22 nach 18h analysiert. Die Daten der Hydrolyseaktivität
sind hier nicht gezeigt. Sie steigen ebenso mit der Temperatur und mit sinken-
dem pH-Wert an. Die Hydrolyseaktivität lag zwischen 1,4% (pH 7,4, 20 �C) und
6,1% (pH 5,0, 30 �C).

3.3.4 Proteindesign

Etwas abweichend vom beschriebenen Rosetta-Protokoll (Kapitel 1.1.2, S. 3) zum com-

puterbasierten de novo Enzymdesign wurden in Kooperation mit Dr. Sinisa Bjelic aus

dem Labor von Prof. Dr. David Baker Proteine entwickelt. Der Großteil wurde in die-

sem Abschnitt von Dr. Sinisa Bjelic übernommen, so dass hier nicht im Detail auf alle

Werte und Einstellungen eingegangen wird. Es wurde sich dafür entschieden, dass be-

reits vorhandene Proteine aus der protein data bank (pdb ) mit einem formähnlichen

Liganden bezüglich der Reaktion zu optimieren. Der Aminoalkohol 22a wurde als Ziel-

produkt gewählt und dazu eingesetzt eine passende aktive Tasche zu entwickeln. 22a

resultierte aus dem nukleophilen Angriff von 20 an das benzylische Kohlenstoffatom
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des Epoxids 1b. Zur Vereinfachung wurde davon ausgegangen, dass es sich bei dieser

Reaktion, um eine Reaktion mit produktähnlichem Übergangszustand handelt. Deswe-

gen wurde für das Proteindesign 22a als Ligand gewählt, welcher stabilisiert werden

sollte.

Um Proteinstrukturen mit formähnlichen Liganden in der pdb zu finden, wurden Bau-

steine von 22a generiert (Abb. 3.16). Bei diesen Bausteinen wurden bestimmte Teile

von 22a als gesetzt vorgegeben. Dazu gehörte z. B. die Hydroxylgruppe, die als An-

kerpunkt für die Epoxidaktivierung und -fixierung dienen musste, da diese aus dem

Epoxid resultierte. Die Positionen, die mit einem Sternchen markiert sind, waren va-

riabel.

NH

OH

O

CH3

NO2

22a

*

* OH

*

* OH

*

* OH

Abbildung 3.16: Es sind Bausteine des gewünschten Liganden (22a) dargestellt. Bei den gezeig-
ten Bausteine handelt es sich um Moleküle, die in ihrer Form ähnlich sind zum
erwünschten Liganden. Die Hydroxylgruppe war immer gesetzt, da diese aus
dem Epoxid stammt und zur Aktivierung und Fixierung des Epoxids dienen soll-
te. * bedeutet, dass an dieser Stelle jedes beliebige Atom sitzen kann.

Mittels eines Online-tools des National Cancer Institutes (NCI, Bethesda, Maryland,

USA) konnten die genannten Bausteine in sogenannte Simplified Molecular Input Li-

ne Entry Specification (SMILEs) übersetzt werden.2 Als SMILEs können beliebige

Moleküle als Zeichenkette wiedergegeben werden und konnten als Textformat in die

Suchleiste der pdb eingegeben werden, wodurch die Resultate nur Proteinstrukturen

enthielten, deren Liganden diesen Bausteinen entsprachen.

Bevor der gewünschte Ligand in die gefundenen Proteinstrukturen gelegt und dessen

aktive Tasche umgepackt werden konnte, wurden von 22a alle möglichen Rotamere

2Online SMILEs Translator: cactus.nci.nih.gov/translate/.
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erstellt (Abb. 3.17). Dazu wurde die Software OMEGA von OpenEye Scientific Softwa-

re (Santa Fe, New Mexico, USA) verwendet, welches Multikonformere oder Rotamere

von Molekülstrukturen erstellen kann.[89]

Abbildung 3.17: Links ist eines der Rotamere aus einem Strauß an Rotameren (rechts) von 22a
gezeigt. Aus diesen verschiedenen Rotameren wählt RosettaDesign das geeig-
neteste Rotamere für die aktive Tasche aus.

RosettaDesign verwendete diese erstellten Rotamere dazu, um diese in die aktive Ta-

sche zu legen und anschließend das anhand der Bindeenergie passendste Rotamer

auszuwählen. Da dieses Verfahren auf einem Algorithmus basiert, kamen bei jedem

Lauf Varianten heraus, die sich minimal unterschieden. Dabei wurde die aktive Ta-

sche anhand eines für RosettaDesign guten Rotamers von 22a umgepackt und an-

schließend optimiert. Daraus entstanden 400 mögliche Proteingerüste. 3D-Strukturen

von Proteinen, die nicht in E. coli exprimiert wurden, die ursprüngliche Proteasen

oder die metallabhängige Proteine waren, wurden verworfen. Auch Strukturen, die

nicht mittels RosettaDesign optimiert werden konnten, wurden verworfen. Im Mit-

telpunkt der Optimierung stand das Einbringen eines Motivs zur Epoxidaktivierung

und -fixierung. In einem Abstand von 3-4Åwurde die Umgebung der Hydroxylgruppe

so gewählt, dass diese Wasserstoffbrücken mit Histidinen, Serinen, Threoninen oder

Tyrosinen bilden konnten (Abb. 3.18 und Tab. 3.4). Als Vorlage der Motive dienten

bereits funktionierende Katalysatoren, die die Epoxidringöffnung katalysieren (LEH,

HheC, EHs und Thioharnstoffderivate).
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Abbildung 3.18: Mögliche Motive für das Proteindesign, um das Epoxid zu aktivieren und fixie-
ren.

Neben dem Einbringen des gewollten Motivs wurden die aktiven Taschen auch bezüg-

lich ihrer Größen optimiert. Sind während des Umpackens und Optimierens großen

Lücken entstanden, wurden diese durch das Einführen von großen Aminosäureseiten-

ketten wie Phenylalanin gefüllt. Auch die Überlappung von Aminosäureseitenketten

mit dem Liganden konnten durch den Austausch mit kleineren Aminosäureseitenket-

ten behoben werden. In Abbildung 3.19 ist ein Beispiel einer aktiven Tasche gezeigt

(EL11), in denen zwei Histidine (an Position 117 und 243) die Wasserstoffbrückendo-

noren darstellen.

Abbildung 3.19: Die aktive Tasche von EL11 mit zwei Histidinen (graue Stäbchen) als Wasser-
stoffbrückendonoren mit dem Liganden 22a (grüne Stäbchen).
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Ein abschließendes Evaluieren erbrachte 44 Designs. Diese wurden ein weiteres Mal

durch MD-Simulationen begutachtet, wodurch im Endeffekt 13 Designs entwickelt

wurden, die als synthetische Gene bei der Firma GenScript (Piscataway, NJ, USA)

bezogen wurden. Die Gene waren bereits in einen pET-28a(+)-Vektor kloniert und

besaßen je nach Schnittstelle einen N- oder C-terminalen His6-Tag (Tab. 2.2, S. 26).

Bei den gewählten Designs handelte es sich um beschriebene Proteine verschiedener

Klassen (Tab. 3.4), die im nächsten Schritt weiter charakterisiert wurden.

Tabelle 3.4: Übersicht der 13 Designs und deren ursprünglichen Nutzung, wie sie in der pdb
beschrieben sind. Zusätzlich sind die Wasserstoffbrückendonor/en in den jeweiligen
Proteinen aufgelistet. Die gewählte Proteine wurden als in E. coli-exprimierbar be-
schrieben.

Proteinklasse Name pdb -Code ursprüngliche H-Brücken-

Nutzung donoren

Peroxisom- EL01 (5)a) 1GWX[90] PPAR delta LBDb) T83, H267

Proliferator- EL05 (5)a) 2REW[91] PPAR alpha LBD Y102, Y252

aktivierte EL07 (3)a) 2ZNQ[92] PPAR delta LBD H108, Y111

Rezeptoren EL08 (2)a) 3B3K[93] PPAR gamma LBD S96, Y290

EL11 (8)a) 3GBK[94] PPAR gamma LBD H117, H243

EL12 (6)a) 3R8I[95] PPAR gamma LBD H117, Y367

Hydrolasen EL09 (7)a) 3B9X[96,97] E. coli Pyrimidin- Y231

nukleosidase

EL10 (7)a) 3G5I[98] E. coli RihA H81

Pyrimidinnukleosidase

Transferasen EL04 (4)a) 2OJJ[99] Extrazellulär-signal- Y38

regulierte Kinase (ERK)

EL14 (4)a) 4FV5[100] ERK S145

Lyasen EL06 (3)a) 2XB9[101,102] Helicobacter pylori H82, H102

Typ II Dehydroquinase

EL13 (3)a) 4B6P[103] Mycobacterium tuberculosis T80, H101

Typ II Dehydroquinase
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Synthetase EL03 (3)a) 1SJD[104] o-Succinylbenzoat- S293

synthetase

a) Anzahl der mittels Rosetta eingeführten Veränderungen.

b) LBD: Ligandenbindedomäne.

3.3.5 Expression und Charakterisierung der Proteine

Die Gene wurden durch Sequenzierung überprüft, um anschließend E. coli BL21(DE3 )

mit den Plasmiden zu transformieren. In ersten Expressionsversuchen unter Stan-

dardbedingungen (IPTG-Induktion, 1mM IPTG, 24h bei 30 �C) konnten sechs der 13

Gene (EL06, EL08, EL09, EL10, EL11 und EL13) überexprimiert werden (Abb. 3.20,

Tab. 3.5). Diese sechs exprimierten Enzyme wurden mittels Co-Affinitätschromato-

graphie aufgereinigt, per SDS-Gelektrophorese analysiert und anschließend in Aktivi-

tätstests eingesetzt. Im Rahmen einer Bachelorarbeit von Valerie Frideres wurden die

übrigen sieben Epoxidlyasen (ELs) in einer Expressionsstudie auf Expression getestet

(EL01, EL03, EL04, EL05, EL07, EL12 und EL14).[105] V. Frideres testete verschiede-

ne Temperaturen (30 und 37 �C), verschiedene IPTG-Konzentrationen (0,5 und 1mM)

und verschiedene E. coli -Stämme (BL21(DE3 ), C41(DE3 ) und C43(DE3 )). Neben SDS-

Gelelektrophorese und Westernblotanalyse wurden verschiedene Aufschlussmetho-

den miteinander verglichen, um auszuschließen, dass die Proteine bei der Aufarbei-

tung verloren gingen. Dennoch war es nicht möglich die sieben verbliebenen Gene

so zu exprimieren, dass genügend Enzym (min. 50µM Enzym) für Aktivitätstests vor-

handen war, so dass diese nicht für weitere Charakterisierungen verwendet wurden

(Tab. 3.5). Die Menge an Enzym (50µM) wurde gesetzt, da dies die Mindestmenge an

Enzym war, die bei den gut exprimierbaren sechs ELs eingesetzt werden konnte. Die

sieben genannten schlechter exprimierbaren Enzyme lagen bei Konzentrationen unter

20µM. Aufgrund vermuteter starkert Hintergrundreaktionen wurden die Experimente

nur mit aufgereinigtem Enzym durchgeführt. Es gab keine Tests mit Zelllysat.
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Abbildung 3.20: 15%-iges SDS-Gel nach ersten Expressionsversuchen. Hier sind sieben der 13
Gene gezeigt von denen sechs überexprimiert werden konnten. 1: Marker, 2:
pure EL03 (40kDa), 3: Lysat von EL03, 4: pure EL06 (18kDa), 5: Lysat von
EL06, 6: pure EL08 (32kDa), 7: Lysat von EL08, 8: pure EL09 (34kDa), 9: Lysat
von EL09, 10: pure EL10 (34kDa), 11: Lysat von EL10, 12: pure EL11 (31kDa),
13: Lysat von EL11, 14: pure EL13 (16kDa), 15: Lysat von EL13.

Tabelle 3.5: Zusammenfassende Übersicht der exprimierbaren und nicht-exprimierbaren ELs.

Enzym Expressionsbedingungen Proteinkonz. [µM]a)

EL01 nicht exprimierbar V. Frideres[105] -

EL03 0,5mM IPTG, 4h, 37 �C V. Frideres[105] 12

EL04 0,5mM IPTG, 24h, 37 �C V. Frideres[105] 14

EL05 0,5mM IPTG, 24h, 30 �C V. Frideres[105] 8

EL06 1mM IPTG, 24h, 30 �C diese Arbeit 300

EL07 0,5mM IPTG, 24h, 37 �C V. Frideres[105] 9

EL08 1mM IPTG, 24h, 30 �C diese Arbeit 140

EL09 1mM IPTG, 24h, 30 �C diese Arbeit 180

EL10 1mM IPTG, 24h, 30 �C diese Arbeit 270

EL10::H81A 1mM IPTG, 24h, 30 �C diese Arbeit 110

EL11 1mM IPTG, 24h, 30 �C diese Arbeit 280

EL12 0,5mM IPTG, 24h, 37 �C V. Frideres[105] 14

EL13 1mM IPTG, 24h, 30 �C diese Arbeit 360

EL14 0,5mM IPTG, 24h, 37 �C V. Frideres[105] 9

a) Durschnittswerte aus allen Expressionen.
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Für alle folgenden Umsetzungen wurden Triplikate angesetzt. Die Aktivitätstests dien-

ten dazu anfängliche Aktivität zu untersuchen, um bei gegebenen Aktivitäten in wei-

teren folgenden Schritten die Enantioselektivitäten zu ermitteln. Für den ersten Akti-

vitätstest wurden die Enzyme im größeren Maßstab exprimiert und aufgereinigt. Es

wurden 500µM Epoxid (1b), 2,5µM Anilin (20) und 50µM Enzym eingesetzt. Der ers-

te Test fand in 50mM Phosphatpuffer bei pH7,4 bei 20 �C für 15h statt. Als Vergleich

wurde die Reaktion ohne Enzym nur im Puffer und mit 50µM Rinder Bovines Seru-

malbumin (BSA) angesetzt. Es konnte keine Aktivität über der Hintergrundgreaktion

oder Selektivität eines der Enzym detektiert werden (Abb. 3.21). Die Vergleichsreak-

tion mit BSA zeigte sogar verminderte Aktivität.

Abbildung 3.21: Erste Aktivitätstest bei 20 �C für 15h. In blau, rot bzw. grün ist die Bildung der
Produkte (22) und (23) und in schwarz ist das Produktverhältnis 22a/22b ge-
zeigt. Es wurden je 50µM Enzym bzw. BSA eingesetzt. BSA und Phosphatpuffer
dienten als Negativkontrolle.

Die Aktivitäten sollten zusätzlich bei verschiedenen pH-Werten getestet werden, so

dass die Enzyme zunächst bei pH 7,4 aufgereinigt und anschließend in die entspre-

chenden Puffer mittels Dialyse umgepuffert wurden. Als Puffer für die verschiede-

nen pH-Werte wurden je 50mM Kaliumphosphatpuffer für pH 7,4 und Citratpuffer für

pH 6,0 und 5,0 verwendet. Abweichend von dem ersten durchgeführten Aktivitäts-

test wurde in diesem Versuch maximal an Enzym eingesetzt, d.h. 2 % des Ansatzes
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waren die Acetonitril-Stammlösungen der Substrate, welches mit Enzymlösung auf-

gefüllt wurde. Die eingesetzten Enzymendkonzentrationen lagen zwischen 140 und

350µM. Es wurden 500µM des Epoxids 1b und 2,5mM des Anilins 20 eingesetzt. Je

nach Temperatur liefen die Reaktionen für 15h (20 �C) oder für 6h (30 �C) ab. Da nur

EL10 und EL11 bei pH 5,0 stabil waren, konnte nur diese bei pH 5,0 getestet werden.

Es konnte keine erhöhte Aktivität gegenüber der Hintergrundgreaktion festgestellt

werden (Abb. 3.22-3.27). Die einizige Ausnahme bildete EL10 bei pH 5 und 30 �C.

Abbildung 3.22: Aktivitätstests bei pH 7,4 bei 20 �C nach 15h. Neben der Produktbildung (blau:
22a, rot: 22b) werden auch die Produktverhältnisse gezeigt (schwarz: 22a/22b).
Die unkatalysierte Reaktion nur in Phosphatpuffer diente als Negativkontrolle.
Die Hydrolyseaktivität lag in allen Messreihen bei ca. 5% und ist hier nicht ge-
zeigt.
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Abbildung 3.23: Aktivitätstests bei pH 7,4 bei 30 �C nach 6h. Neben der Produktbildung (blau:
22a, rot: 22b) werden auch die Produktverhältnisse gezeigt (schwarz: 22a/22b).
Die unkatalysierte Reaktion nur in Phosphatpuffer diente als Negativkontrolle.
Die Hydrolyseaktivität lag in allen Messreihen bei ca. 5% und ist hier nicht ge-
zeigt.

Abbildung 3.24: Aktivitätstests bei pH 6,0 bei 20 �C nach 15h. Neben der Produktbildung (blau:
22a, rot: 22b) werden auch die Produktverhältnisse gezeigt (schwarz: 22a/22b).
Die unkatalysierte Reaktion nur in Citratpuffer diente als Negativkontrolle. Die
Hydrolyseaktivität lag in allen Messreihen bei ca. 5% und ist hier nicht gezeigt.
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Abbildung 3.25: Aktivitätstests bei pH 6,0 bei 30 �C nach 6h. Neben der Produktbildung (blau:
22a, rot: 22b) werden auch die Produktverhältnisse gezeigt (schwarz: 22a/22b).
Die unkatalysierte Reaktion nur in Citratpuffer diente als Negativkontrolle. Die
Hydrolyseaktivität lag in allen Messreihen bei ca. 5% und ist hier nicht gezeigt.

Abbildung 3.26: Aktivitätstests bei pH 5,0 bei 20 �C nach 15h. Neben der Produktbildung (blau:
22a, rot: 22b) werden auch die Produktverhältnisse gezeigt (schwarz: 22a/22b).
Die unkatalysierte Reaktion nur in Citratpuffer diente als Negativkontrolle.
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Abbildung 3.27: Aktivitätstests bei pH 5,0 bei 30 �C nach 6h. Neben der Produktbildung (blau:
22a, rot: 22b) werden auch die Produktverhältnisse gezeigt (schwarz: 22a/22b).
In hellblau und hellrot sind die Produktbildungen unter dem Einsatz von 108µM
EL10 und EL10::H81A gezeigt. Das Verhalten ihrer Aktivität ist für beide Vari-
anten identisch. Die unkatalysierte Reaktion nur in Citratpuffer diente als Nega-
tivkontrolle.

Für die Bedingungen pH 5,0 bei 30 �C für 6h konnte für EL10 eine leichte erhöh-

te Aktivität gegenüber der Hintergrundreaktion festgestellt werden. Um dieses Indiz

zu verstärken wurde von EL10 eine Knock-Out Mutante erstellt und unter den glei-

chen Bedingungen getestet. Von EL10 wurde per QC™-site-directed mutagenesis ein

Histidin an Position 81 gegen ein Alanin ausgetauscht, da das Histidin als Wasser-

stoffbrückendonor fungieren sollte (Tab. 3.4, S. 72). Anschließend wurde die Mutante

genauso exprimiert und aufgereinigt wie EL10. Nach der Expression und Aufreini-

gung konnten nur 40 % EL10::H81A des Wildtyps-EL10 erhalten werden, so dass für

die Aktivitätstests die Menge an Enzym angepasst wurde. Es wurden 108µM EL10

und EL10::H81A mit den beschriebenen Bedingungen getestet (hellblau und hellrot

in Abb. 3.27). Es konnte kein Unterschied zwischen den beiden Varianten festgestellt

werden und ihre Aktivität lag auch nicht über der der Hintergrundreaktion.

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte ermittelt werden, warum die Designs keine Ak-

tivität zeigten. Aus diesem Grund wurden zusätzlich aliphatische Amine (24, 25) und

Phenylpropylenoxid 1c in das Substratspektrum mitaufgenommen (Abb. 3.28).
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Abbildung 3.28: Reaktion zwischen den Epoxiden 1b und 1c mit den Aminen 24 und 25 bei den
pH-Werten 5, 6, und 7,4 bei 30 �C für 15h.

Erneut wurden die möglichen Produkte synthetisch hergestellt, um mit ihnen eine

Analytikmethode zu entwickeln. Für die Reaktionen wurden maximal Enzym (140 und

350µM) mit 500µM Epoxid (1b, 1c) und 2,5mM Amin (24 und 25) bei 30 �C für 15h

bei verschiedenen pH-Werten getestet. Es wurden hier 15h als Zeitraum gewählt, da

in vorangehenden Tests bereits gezeigt werden konnte, dass es keine Reaktion ohne

Enzym gab. Alle Reaktionen wurden als Triplikate angesetzt. Neben der Hydrolyse

konnte keine weitere Umsetzung festgestellt werden (Tab. 3.6).

Tabelle 3.6: Übersicht weiterer Substrate, die bei 30 �C für 15h bei verschiedenen pH-Werten ge-
testet wurden. Je nach pH-Wert wurden 50mM Phosphat- oder Citratpuffer gewählt.

Enzyme Elektrophil Nukleophil pH 7,4 pH 6,0 pH 5,0

Puffer 1b, 1c 24, 25 k. R. k. R. k. R.

EL06 1b, 1c 24, 25 k. R. k. R. n. d.

EL08 1b, 1c 24, 25 k. R. k. R. n. d.

EL09 1b, 1c 24, 25 k. R. k. R. n. d.

EL10 1b, 1c 24, 25 k. R. k. R. k. R.

EL11 1b, 1c 24, 25 k. R. k. R. k. R.

EL13 1b, 1c 24, 25 k. R. k. R. n. d.

k. R.: keine Reaktion.

n. d.: nicht detektiert, da die Enzyme bei pH 5 denaturierten.
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3.3.6 Hydrolyseaktivität der ELs

Um zu testen, ob es sich bei den ELs um Hydrolasen handelte, wurde das Epoxid 1b

bei den pH-Werten 5, 6 und 7,4 bei den Temperaturen 20 und 30 �C getestet. Die Reak-

tionsdauer betrug 6h. Die Reaktion wurde nicht gequencht, da dadurch die Hydrolyse

des Epoxids erzwungen wird, diese aber untersucht werden sollte. Um die Triplikate

untereinander vergleichbar zu haben, wurden die Ansätze in 15-Minuten-Abständen

angesetzt, da dieses der HPLC-Messzeit entsprach. In Triplipkaten wurden maximal

Enzym (140 und 350µM) und 500µM Epoxid 1b verwendet. Als Kontrollversuch wurde

die Reaktion ohne Enzym durchgeführt. Es konnte keine Hydrolyseaktivität über der

der Kontrollreaktion festgestellt werden (Abb. 3.29-3.31).

Abbildung 3.29: Hydrolyseaktivität der Epoxidlyasen. Es wird die Bildung des Diols 23 bei den
Temperaturen 20 und 30 �C bei pH 7,4 nach 6h gezeigt. Keine der Reaktion
zeigte Aktivität oberhalb der der Kontrollreaktion ohne Enyzm in Kaliumphos-
phatpuffer.
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Abbildung 3.30: Hydrolyseaktivität der Epoxidlyasen. Es wird die Bildung des Diols 23 bei den
Temperaturen 20 und 30 �C bei pH 6 nach 6h gezeigt. Keine der Reaktion zeigte
Aktivität oberhalb der der Kontrollreaktion ohne Enyzm in Citratpuffer.

Abbildung 3.31: Hydrolyseaktivität der Epoxidlyasen. Es wird die Bildung des Diols 23 bei 30 �C
bei pH 5 nach 6h gezeigt. Keine der Reaktion zeigte Aktivität oberhalb der Kon-
trollreaktion ohne Enyzm in Citratpuffer.

3.3.7 Alkohole als alternative Nukleophile

Obwohl Alkohole weniger nukleophil sind als Amine, haben sie den Vorteil, dass sie

zwei freie Elektronenpaare zur Verfügung haben, weniger basisch sind und somit

bei physiologischen pH-Wert nicht vollständig protoniert vorliegen. Das sollte genutzt

werden, um zu bestimmen, ob die ELs Aktivität mit Alkoholen zeigen. Es wurden die

Epoxide 1b und 1c mit 3-Methyl-1-butanol (26) und Cyclohexanol (27) getestet (Abb.
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3.32). Dazu wurden die Produkte im Vorfeld synthetisiert, um eine Analytikmethode

zu entwickeln.
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Abbildung 3.32: Reaktion zwischen den Epoxiden 1b und 1c mit den Alkoholen 25 und 26 bei
den pH-Werten 5, 6, und 7,4 bei 30 �C für 15h.

Für die Reaktionen wurden maximal Enzym (140-350µM) mit 500µM Epoxid (1b, 1c)

und 2,5mM Alkohol (26 und 27) bei 30 �C für 15h bei verschiedenen pH-Werten ge-

testet. Es wurden hier 15h als Zeitraum gewählt, da in vorangehenden Tests bereits

gezeigt werden konnte, dass es keine Reaktion ohne Enzym gab. Alle Reaktionen wur-

den als Triplikate angesetzt. Neben der Hydrolyse konnte keine weitere Umsetzung

festgestellt werden (Tab. 3.7).

Tabelle 3.7: Übersicht weiterer Substrate, die bei 30 �C für 15h bei verschiedenen pH-Werten ge-
testet wurden. Je nach pH-Wert wurden 50mM Phosphat- oder Citratpuffer gewählt.

Enzyme Elektrophil Nukleophil pH 7,4 pH 6,0 pH 5,0

Puffer 1b, 1c 26, 27 k. R. k. R. k. R.

EL06 1b, 1c 26, 27 k. R. k. R. n. d.

EL08 1b, 1c 26, 27 k. R. k. R. n. d.

EL09 1b, 1c 26, 27 k. R. k. R. n. d.

EL10 1b, 1c 26, 27 k. R. k. R. k. R.

EL11 1b, 1c 26, 27 k. R. k. R. k. R.

EL13 1b, 1c 26, 27 k. R. k. R. n. d.

k. R.: keine Reaktion.

n. d.: nicht detektiert, da die Enzyme bei pH 5 denaturierten.
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Ziel dieser Arbeit war die Studie zur Entwicklung eines Biokatalysesystems zur Dar-

stellung von vicinalen Aminoalkoholen, die eine wichtige Rolle als Zwischenprodukte

in der pharmazeutischen und chemischen Industrie spielen. Es gibt bereits metallab-

hängige oder organokatalytische Methoden, deren Prozesse teuer und toxisch sind.

Eine weitere Methode stellt die Epoxidringöffnungsreaktion mit Ammoniak dar, die

den direktesten Weg repräsentiert, ist aber unkatalysiert nicht selektiv und führt zu

geringen Ausbeuten (Kapitel 1.2, S. 9). In der Natur ist bisher kein System bekannt,

welches Epoxide selektiv zu Aminoalkoholen umsetzen kann, so dass das Entwickeln

eines Biokatalysators solch einer Reaktion, ein großer Fortschritt für die Biokatalyse

darstellt.

4.1 Nukleophile Epoxidringöffnungsreaktionen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die säurekatalysierte Epoxidringöffnungsreaktion mit

Enzymen untersucht werden. Chemisch gesehen handelt es sich bei der Epoxidring-

öffnungsreaktion um eine Art nukleophile Substitution (SN), bei der das Epoxid durch

ein Nukleophil angeriffen wird und ein Alkoholat die Abgangsgruppe bildet. Die Ring-

öffnungsreaktion kann entweder unter sauren oder basisch Bedingungen stattfinden.

Unter sauren Bedingungen ist es nicht eindeutig, ob die Reaktion über einen SN1

oder SN2-artigen Mechanismus abläuft. Im ersten Schritt wird das Epoxid protoniert,

wodurch das Alkoholat zu einer besseren Abgangsgruppe wird und das Epoxid sich

beginnt zu öffnen. An eines der Kohlenstoffatome bildet sich eine partiell positive

Ladung aus, die am höher substituierten Kohlenstoffatom besser stabilisiert werden

kann. Diese partiell positive Ladung im sogenannten losen SN2 Übergangszustand,

die einem Carbokation ähnelt, wird durch ein Nukleophil abgefangen. Der nukleophi-
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4 Diskussion

le Angriff am höher substituierten Kohlenstoffatom verläuft etwas schneller als am

weniger substituierten Kohlenstoffatom, dennoch gibt es Reaktionen mit Halogeni-

den als Nukleophil, dei denen der nukleophile Angriff unter sauren Bedingungen am

weniger substituierten Kohlenstoffatom stattfindet. Der einstufige Menchanismus der

unter Retention der Stereochemie abläuft, verläuft also über einen Mechanismus, der

zwischen SN1 und SN2 liegt (Abb. 4.1).[106] Wird die Reaktion unter basischen Bedin-

gungen durchgeführt, verläuft die Reaktion über einen SN2-artigen Mechanismus ab.

Die Protonierung des Epoxids entfällt, wodurch das Alkoholat eine schlechte Abgangs-

gruppe bildet und vom angreifenden Nukleophil angeschoben werden muss, damit es

zur Öffnung des Epoxids kommen kann. Aufgrund von sterischen Effekten findet der

nukleophile Angriff am weniger substituierten Kohlenstoffatom von der Rückseite des

Epoxids und deshalb unter Inversion der Stereochemie statt (Abb. 4.1).[106,107]
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Abbildung 4.1: Epoxidöffnungsreaktionen unter basischen und sauren Bedingungen. Unter basi-
schen Konditionen findet der Angriff am weniger substituierten Kohlenstoffatom
statt. Unter sauren Bedingungen findet der Angriff hier am höher substituierten
Kohlenstoffatom statt.

Die Regioselektivität dieser Reaktion ist unter sauren Bedingungen nicht vorhersag-

bar. Die partielle Ladung, die sich während des Carbokation-ähnlichem Übergangs-

zustand bildet, kann zwar besser an höher substituierten Kohlenstoffatomen stabili-

siert werden, wodurch dort der nukleophile Angriff bevorzugt wird, dennoch werden

Epoxide am weniger substituierten Kohlenstoffatom geöffnet, wenn es sich um kleine
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Nukleophile, wie Halogenide handelt.[107] Bei der Verwendung von großen und/oder

aromatischen Epoxiden und Nukleophilen beeinflussen Sterik und Resonanzeffekte

ebenfalls die Regioselektivität. Unter basischen Bedingungen wird immer das Pro-

dukt, bei dem der Angriff am weniger substituierten Kohlenstoffatom stattfand, gebil-

det.

In der chemischen Synthese werden metallabhängige Katalysatoren, wie Salen-Cr(III)-

Komplexe, zur enantioselektiven Epoxidringöffnung eingesetzt.[108] Chirale Salen-Me-

tal-Komplexe werden bereits als Katalysatoren für die enantioselektive Epoxidierung

eingesetzt. Martinez et al. konnten 1995 zeigen, dass sie diese chiralen Komplexe

auch für die enantioselektive Epoxidringöffnung verwendet werden können. Die Öff-

nung von Epichlorohydrin mit Trimethylsilylazid unter der Verwendung des Salen-

Cr(III)-Komplexes ergab den entsprechenden Azidoalkohol mit einer Ausbeute von

80 % und einem ee-Wert von 97 %.[108] Um selektive Epoxidringöffnungen nachhaltige-

re durchzuführen, sollten Biokatalysatoren zum Einsatz kommen. Anfang der 1990er

Jahre beschrieben Kamal et al. eine Variante einer Epoxidringöffnungsreaktion mit

2-Propylamin in Gegenwart einer Lipase, welche (S)-Propanolamine erbrachte (Abb.

4.2).[109,110] Diese Reaktion wurde in organischen Lösungsmitteln wie Hexan, Toluol

THF oder Ethylacetat durchgeführt. Nach zwei bis drei Tagen bei 20-40 �C und dem

Einsatz von 2,5g/L Enzym konnten abhängig vom eingesetzten Substrat Ausbeuten

von 29-43 % und ee-Werten von 80-99 % erhalten werden. Auch wenn diese Reaktion

hohe ee-Werte erzielte, ist der Einsatz dieser hohen Enzymmengen und diese langen

Reaktionszeiten eher als limitierende Faktoren zu betrachten.
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Abbildung 4.2: Epoxidringöffnung eines Arylglycidolether mit 2-Propanolamin in Gegenwart ei-
ner Lipase zur Darstellung des korrespondierenden Aminoalkohols.[109,110]
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Zur Darstellung von Aminoalkoholen aus Epoxiden ist kein weiteres biokatalytisches

System bekannt, dennoch gibt es Enzyme, die die Ringöffnung mit Nukleophilen wie

Wasser oder (Pseudo)Halogeniden katalytisch öffnen können: Epoxidhydrolasen (EHs),

die Limonen-1,2-epoxidhydrolase (LEH) und die Halohydrindehalogenase (HheC). Die-

se Enzyme werden als enantio- bzw. regioselektiv beschrieben, so dass diese als Vor-

bild für die hier durchgeführte Studie dienten.[63,111]

4.2 Stickstoffhaltige Nukleophile

Zur enzymkatalysierten Darstellung von vicinalen Aminoalkoholen sollte die Reakti-

on der Epoxidringöffnung durch stickstoffhaltige Nukleophile untersucht werden. Zu

den stickstoffhaltigen Nukleophilen gehören unter anderemNH -Nukleophile, wie z.B.

Amine oder Amide, oder Pseudohalogenide, wie z. B. Azide. Im Falle der Epoxidring-

öffnung mit einem Azid würde dies in einen vicinalen Azidoalkohol resultieren, der in

einem weiteren Schritt zu einem Aminoalkohol reduziert werden müsste. Die enzyma-

tische Adzidolyse von Epoxiden konnte bereits von Elenkov et al. 2007 gezeigt wer-

den. Ein racemisches Gemisch eines Epoxids wurde durch die Zugabe von Natrium-

azid HheC-katalysiert selektiv am terminalen Kohlenstoffatom zum (R )-Azidoalkohol

umgesetzt (Abb. 4.3).[112] Der Azidoalkohol konnte im nächsten Schritt zu einem Ami-

noalkohol reduziert werden.[54]
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+

(R)(R)
N3

OH
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2-Ethyl-2-
methyloxiran

(R)(R)
NH2

OHReduktion

Abbildung 4.3: Kinetische Racematspaltung eines 2,2-disubstituierten Epoxids katalysiert durch
die HheC ergibt selektiv den (R)-Azidoalkohol. Es folgt die Reduktion zum ent-
sprechenden Aminoalkohol.

Um Aminoalkohole in einem Schritt darzustellen, kommen daher nur NH -Nukleophile

in Frage. NH -Nukleophile sind aliphatische und aromatische Amine, Amide und Ami-

dine. Amine können in drei Gruppen unterteilt werden: primär, sekundär und tertiär.

Tertiäre Amine stehen allerdings als Nukleophile nicht zur Diskussion, da sie kein
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freies Elektronenpaar für den nukleophilen Angriff besitzen. Sekundäre und primäre

Amine sind starke Basen (pKS ca. 11).[113] Aufgrund ihrer hohen Basizität liegen sie

in wässrigen Lösungen bei pH 7,4 vollständig protoniert vor, wodurch ihre Nukleo-

philie stark herabgesetzt wird.[114] In der Biokatalyse wird typischerweise in einem

pH-Wertbereich zwischen 5 und 8 gearbeitet.[115] Das bedeutet, dass Amine mit hoher

Wahrscheinlichkeit protoniert vorliegen. Dies gilt aber nicht unbedingt für die aktive

Tasche eines Enzyms. So kann der eingesetzte Puffer bspw. bei pH 7 liegen, aber die

Umgebung der aktiven Tasche kann dennoch ganz anders sein, wodurch der Einsatz

von Aminen als Nukleophil in enzymkatalytischen Reaktionen nicht zwangsläufig er-

folglos bleiben muss. Transaminasen sind ein gutes Beispiel für den erfolgreichen Ein-

satz von Aminen bei einem physiologischen pH-Wert.[116] Sie werden zur Umsetzung

von Ketonen zu enantiomerenreinen Aminen eingesetzt. Im ersten Schritt dieser Re-

aktion wird ein Amindonor nukleophil an den Pyridoxol-5’-phosphat-Cofaktor addiert,

wodurch Pyridoxamin entsteht. Im zweiten Schritt wird die Aminogruppe vom Py-

ridoxamin auf das Akzeptormolekül übertragen, wodurch der Pyridoxol-5’-phosphat-

Cofaktor zurückgewonnen und ein Amin erhalten wird.[117,118]

Amide sind schwache Basen, deren Stickstoffatom weniger nukleophil ist als die von

Aminen. Die Ursache liegt darin, dass das freie Elektronenpaar des Stickstoffs durch

die benachbarte Carbonylgruppe des Amids resonanzstabilisiert wird. Durch die De-

lokalisierung des Elektronenpaars resultiert der niedrige pKS-Wert von 0 bis -1 für die

konjugierte Base (Protonierung am Sauerstoffatom).[107] Amide können im wässrigen

oder protischen Lösungsmitteln sowohl als Protonenakzeptor (Sauerstoff) als auch als

Protonendonor (Stickstoff) fungieren. Das hat zur Folge, dass Amide weniger nukleo-

phil sind als Amine. Durch Zugabe einer starken Base wie Natriumhydrid kann der

Stickstoff deprotoniert werden, wodurch die Nukleophilie deutlich gesteigert werden

kann. Die Deprotonierung des Stickstoffs durch Natriumhydrid kann aber nicht im

wässrigen durchgeführt werden, da es mit Wasser zu Natronlauge und molekularem

Wasserstoff reagiert. Formamid wurde beispielsweise als stickstoffhaltiges Nukleo-

phil für eine Michael-Addition an Nitroalkenen eingesetzt. Der Stickstoff wird dabei

im ersten Schritt durch tert -Butanolat deprotoniert und kann dann die Michael Addi-

tion an dem Alken durchführen.[119] Hammer et al. konnten in einer intramolekularen
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Reaktion unter dem Einsatz einer Squalen-Hopen-Zyklase zeigen, dass Amide durch-

aus genügend nukleophil sein können, um einen Ringschluss über ein Carbokation-

Intermediat durchzuführen.[120] Eine Alternative zu Amiden stellen Amidine dar, die

die etwas stärkeren Basen im Vergleich zu Aminen oder Amiden sind (pKS ca. 13). Sie

stellen das Stickstoffäquivalent zu den Amiden dar, da sie anstatt der Carbonylgruppe

eine Iminogruppe besitzen.[107] Amidine haben ein sp3- und sp2-hybridisiertes Stick-

stoffatom, von denen nur das sp2-hybridisierte protoniert werden kann, da nur dann

die positive Ladung über beide Stickstoffatome delokalisiert werden kann.[121]

Aniline sind aromatische Amine. Aufgrund des elektronenschiebenden Effekts der

Phenylgruppe, sind aromatische Amine im Allgemeinen viel schwächere Basen als

aliphatische. Nicht nur der induktive Effekt des elektronegativen sp2-hybridisierten

Kohlenstoffatoms sondern auch der Resonanzeffekt resultieren in einer schwächeren

Basizität (pKS-Wert 4,6).[113] Das freie Elektronenpaar des Stickstoffs ist partiell in das

p-System des Phenylringes delokalisiert. Diese Eigenschaft macht sie zu recht guten

Nukleophilen, weshalb sie zur Epoxidringöffnung eingesetzt werden können. Azizi et

al. konnten zeigen, dass Anilin in einem 1,2-fachen Überschuss das Styroloxid in guten

Ausbeuten mit hohen Regioselektivitäten in Wasser nukleophil öffnen konnten (Abb.

4.4).[122] Die Autoren beschrieben nicht, wie sich Anilinderivate oder Styroloxidde-

rivate verhielten. Azizi et al. verwendeten neben Anilin zusätzlich auch aliphatische

Amine, wie Butylamin, Isopropylamin, Cyclohexylamin oder Morpholin in wässriger

Umgebung und konnten dabei hohe Ausbeuten und Regioisomerenüberschüsse er-

zielen.[122] Im Rahmen dieser Arbeit konnten nur die Ergebnisse für Morpholin und

Anilin als Nukleophil reproduziert werden, der nukleophile Angriff von aliphatischen

Aminen konnte hier nicht gezeigt werden.
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Abbildung 4.4: Regioselektive Epoxidringöffnung mit Anilin in wässrige Umgebung bei pH
7,0.[122]

Die Wahl an Nukleophilen spielte eine Rolle bei der Erweiterung des Nukleophilspek-

trums der Halohydrindehalogenase (HheC), der Limonen-1,2-epoxidhydrolase (LEH)

und bei dem Design einer Reaktion für das computerbasierte de novo Enzymdesign.

4.3 Nutzung vorhandener katalytischer Zentren

Die ersten zwei Strategien zur Darstellung von vicinalen Aminoalkoholen durch en-

zymkatalysierte Epoxidringöffnungsreaktionen basierten darauf, vorhandene katalyti-

sche Zentren so zu verändern, dass daraus neue katalytische Eigenschaften entste-

hen. Die HheC ist ein gut beschriebenes Enzym und katalysiert die Epoxidringöff-

nungsreaktion mit kleinen linearen Nukleophilen, wie z. B. Halogenide, die optima-

lerweise eine negative Ladung tragen (Kapitel 1.3.3, S. 19). Epoxidhydrolasen (EHs)

und die LEH sind ebenfalls Enzyme, die solch ein katalytisches Zentrum besitzen (Ka-

pitel 1.3.2, S. 17). Die LEH ist eine ungewöhnliche EH, da sie zum Einen keine a,b -

Hydrolasefaltung und zum Anderen keinen zweistufigen Reaktionsmechanismus be-

sitzt. Bei EHs greift normalerweise ein Aspartat das Epoxid nukleophil an und bildet

ein stabiles Enzym-Substrat-Intermediat. Dies ist der geschwindigkeits- und stereo-

chemiebestimmende Schritt. Im Vergleich dazu greift bei LEHs ein gut-positioniertes

und aktiviertes Wassermolekül das Epoxid direkt an. Diese drei Enzyme (HheC, EHs,

LEH) besitzen als Gemeinsamkeit, dass das Epoxid durch Interaktionen mit einer sau-

ren Gruppe (z.B. Protonierung) aktiviert wird und es durch den Angriff einer Base an

eines der Kohlenstoffatome zur Ringöffnung kommt.[63,66,84,123] Da bei den EHs der

nukleophile Angriff durch ein Aspartat erfolgt, resultiert die zusätzliche Hydroxygrup-
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pe des Diols vom Aspartat. Aus diesem Grund kann das Nukleophilspektrum nicht so

einfach erweitert werden (Abb. 1.13, S. 17), so dass die EHs nicht geeignet sind.

Prof. Dr. Dick Janssen stellte drei Varianten der HheC zur Verfügung. Es handelte sich

um Doppel- und Dreifachmutanten, die in seinen vorangehenden Arbeiten als stabi-

ler und aktiver als der Wildtyp beschrieben wurden.[124,125] Aus einer der Varianten

konnte durch QC™-site-directed mutagenesis der Wildtyp zurückgewonnen und eine

Einfachmutante (HheC::C153S) erhalten werden. Es sind eine Reihe an möglichen Nu-

kleophilen (Azid, Chlorid, Bromid, Cyanid, Thiocyanat etc.) beschrieben, die negativ

geladene lineare Moleküle sind.

Bei dem Einsatz von Aminen als Nukleophile konnte keine Aktivität nachgewiesen

werden.[74] Im Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen aus diesem Grund Amide (2),

Acetamidin (3) und Harnstoff (4) als stickstoffhaltige Nukleophile zum Einsatz. Es

wurden die Varianten der HheC als frisches Lysat und die stabilste Variante (HheC::

C153S, W249F) als aufgereinigtes Enzym verwendet. Allerdings konnte nur die be-

reits publizierte Reaktion zwischen Styroloxid (1a) und Natriumazid (5) nachgewiesen

werden. Eine Reaktion zwischen 1a und den eingesetzten Amiden (2), Acetamidin (3)

und Harnstoff (4)konnte nicht gezeigt werden. Dies zeigte, dass das Stickstoffatom

der Amide nicht genügend nukleophil war bzw. das Epoxid nicht genügend aktiviert

wurde, um unter der Verwendung der HheC-Varianten Aminoalkohole darzustellen.

Das synthetische Gen der LEH, welches von GeneArt, Regensburg (Deutschland) be-

zogen wurde, konnte erfolgreich in den pET-22b(+)-Vektor kloniert werden und in

hohen Ausbeuten (500µM aus 400mL Medium) exprimiert und aufgereinigt werden.

Dies stand im Einklang mit den in der Literatur beschriebenen Werten.[61] Die aktive

Tasche der LEH besteht aus einer Aspartat-Arginin-Aspartat-Triade, welche für die

Epoxid- und Wasseraktivierung zuständig ist (Abb. 1.14, S. 18). Es handelt sich um

einen allgemeinen Säure-Base-Mechanismus, bei dem das Aspartat an Position 101

als Säure dient, wodurch das Epoxid protoniert und aktiviert wird. Das Aspartat an

Position 132 dient als Base und kann durch die Abspaltung eines Protons das Wasser

aktivieren, damit es nukleophil an das aktivierte Epoxid angreifen kann. Bei der ge-
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4.3 Nutzung vorhandener katalytischer Zentren

nannten Triade handelt es sich um ein Netzwerk aus Wasserstoffbrückenbindungen,

um Ladungen zu stabilisieren. Das Tyrosin an Position 53 und das Asparagin an Posi-

tion 55 dienen zur richtigen Positionierung des Wassermoleküls (Abb. 4.5).[63] Durch

rationales Design sollte die aktive Tasche so verändert werden, dass die Wasserak-

tivierung unterdrückt wird, um andere Nukleophile einzusetzen. Aus diesem Grund

wurden für das gezielte Ändern die Positionen 132 (Aspartat), 55 (Asparagin) und 53

(Tyrosin) adressiert.

Abbildung 4.5: Die aktive Tasche der LEH mit (1S,2R,4R)- Limonen-1,2-epoxid als Substrat.[63]

Arand et al. beschrieben, dass diese Positionen an der Reaktion beteiligt sind, da die

Aktivität der LEH deutlich verringert wurde als diese Positionen verändert wurden.[61]

Diese Ergebnisse stimmen auch mit den hier präsentierten Ergebnissen überein. Es

gab eine Abweichung bei der Mutante D132A, die sich im Rahmen dieser Arbeit nicht

exprimieren ließ (Tab. 3.1, S. 57). Alle exprimierbaren Mutanten zeigten um 98-57 %

verringerte Aktivität im Vergleich zum Wildtyp. Es ist möglich, dass durch den Aus-

tausch des Aspartats an Position 132 das Netzwerk zur Ladungsstabilisierung ent-

fallen war, wodurch die gesamte aktive Tasche kollabiert sein könnte und dadurch

keine Aktivität mehr detektierbar war. Bei den Mutanten D132S und D132N lagen

die Aktivitäten im Bereich der Hintergrundreaktion (Reaktion nur im Puffer ohne En-

zym), was die These des Kollabierens der aktiven Tasche unterstreichen würde. Da
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bei den Einfach- und Doppelmutanten an den Positionen 53 und 55 noch ein wenig

Restaktivität vorhanden war, ist es möglich, dass diese Positionen das Netzwerk zur

Ladungsstabilisierung nicht beeinflussen und das Wassermolekül einfach nicht mehr

richtig positioniert werden konnte. Nichtsdestotrotz wurden alle exprimierbaren Mu-

tanten auf Aktivität von 9 mit den Aminen (10)-(14) getestet. Es konnten keine neuen

Produktpeaks detektiert werden. Für die nicht vorhandene Aktivität gibt es mehrere

Möglichkeiten. Zum Einen könnte es sein, dass das Tyrosin und das Asparagin an den

Positionen 55 bzw. 53 noch immer ein Wassermolekül positionierten, welches aber

durch die fehlende Base nicht mehr aktiviert werden konnte. Somit würde Wasser die

Aminosäuren zur passenden Positionierung des Nukleophils (Amins) blockieren. Zum

Anderen könnte es sein, dass Amine ebenso wie Wasser, eine Art Aktivierung und Po-

sitionierung benötigen, um Epoxide nukleophil öffnen zu können.

Eine weitere Möglichkeit die Wasserkonkurrenz zu umgehen, ist der Einsatz von or-

ganischen Lösungsmitteln anstelle von wässrigen Puffern. Um Enzyme in organische

Lösungsmittel zu bringen, müssen sie entweder lyophilisiert oder immobilisiert wer-

den. Immobilisation hat den Vorteil gegenüber Lyophilisation, dass das Enzym zusätz-

lich noch stabilisiert wird. Nach erfolgreicher Immobilisation zeigte die LEH noch

60 % der Aktivität mit aufgreinigter gelöster LEH. Der Aktivitätsverlust kann daher

rühren, dass das aufgereinigte Enzym 8 bzw. 24h bei 25 �C inkubiert wurde und die

LEH nicht genügend stabil war, um diesen Zeitraum bei dieser Temperatur zu über-

stehen. Für die immobilisierte LEH wurden Toluol und Cyclohexan mit verschiedenen

Wassergehalten (90µM - Sättigung) gewählt und mit verschiedenen Mengen an 7 auf

Aktivität getestet. Es konnte keine Hydrolyseaktivität nachgewiesen werden. Es gibt

zwei mögliche Gründe für die nicht vorhandene Hydrolyseaktivität: Die LEH ist trotz

Immobilisation nicht genügend stabil und denaturierte in organischen Lösungsmit-

teln. Dies stimmt mit Annahmen von Wijma und Floor überein, die mit der compu-

tergestützten Methode FRESCO die LEH stabiler machen wollen.[126,127] Die richtige

Faltung von Enzymen ist auch abhängig von der Solvatisierung. Der letzte Schritt der

Immobilisierung ist gefriertrocknen, um das restliche Wasser zu entfernen. Durch die

verschiedenen Mengen an eingesetztem Wasser in den organischen Lösungsmitteln

sollte gewährleistet werden, dass genügend Wasser für das erneute Solvatisieren der
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4.4 Computerbasierte de novo Epoxidlyasen

LEH vorhanden ist und es sollte zusätzlich als Nukleophil dienen. Es könnte sein, dass

nicht genügend Wasser zur Verfügung stand, damit es als Nukleophile dienen konnte.

Wäre das der Fall, wäre die Wasserkonkurrenz für den nukleophilen Angriff ausge-

schaltet. Um das zu überprüfen wurden in mit Wasser gesättigten Lösungsmitteln das

Epoxid 9 mit den Aminen (10-14) auf neue Aktivität getestet. Allerdings konnte kein

Hydrolyseprodukt und keine Eduktabnahme detektiert werden.

4.4 Computerbasierte de novo Epoxidlyasen

Es war nicht möglich bereits vorhandene katalytische Zentren so zu optimieren, dass

durch die Epoxidringöffnungsreaktionen mit stickstoffhaltigen Nukleophilen vicinale

Aminoalkohole gebildet werden können. Daraufhin wurde eine dritte Strategie, die

das computerbasierte Enzymdesign beinhaltete, entwickelt.

4.4.1 Design einer bimolekularen Reaktion

Die Voraussetzungen für eine Reaktion für das computerbasierte de novo Enzymde-

sign sind, dass es sich bei den Substraten, um große Moleküle handelt, die Veranke-

rungsmöglichkeiten für die aktive Tasche besitzen. Substituierte Phenylringe bieten

sich für das Enzymdesign an, da sie recht groß sind und über p-p-Wechselwirkungen

in die aktive Tasche gebunden werden können. Als Substituenten an diesen Phenylrin-

gen können z.B. Hydroxy-, Methoxy- und Aminogruppen verwendet werden, da diese

über Wasserstoffbrückenbindungen gebunden werden können (Abb. 4.6). Ziel war es

eine Reaktion zu finden, die bereits ein wenig Umsatz zeigte, so dass die Hintergrund-

aktivität nicht über 20 % lag. Dies konnte durch die Wahl der Reaktionspartner und

den Reaktionsparameter beeinflusst werden.
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4 Diskussion

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung einer aktiven Tasche (blau) mit einem Liganden, der
Substituenten für Ankerpunkte mit Aminosäureseitenketten (grün) besitzt.

Es wurden verschiedene aliphatische und aromatische Amine, verschiedene Amide

und Amidin als Nukleophil getestet und als Elektrophil wurden zwei verschiedene Sty-

roloxidderivate getestet (Abb. 3.12, S. 63). 3-Nitrostyroloxid 1b kam in Frage, da es

die gewünschten Eigenschaften enthielt. Die Nitrogruppe wurde gewählt, weil diese

einen -M und -I-Effekt auf den Phenylring ausübt, wodurch sie stark elektronenzie-

hend wirkt. Dieser elektronenziehende Effekt kann auf das Epoxid übertragen wer-

den, wodurch die Epoxidgruppe elektrophiler wird. Durch die meta-Position ist die

elektronenziehende Wirkung auf das Epoxid allerdings abgeschwächt. Die Nitrogrup-

pe hat den Vorteil als Ankerpunkt für Serin dienen zu können und ist durch ihre elek-

tronische Eigenschaft ein Antiauxochrom, wodurch sie für Hochdurchsatzscreenings

eingesetzt werden könnten. Die Verwendung von Amiden (2, 17 und 18) und Aceta-

midin (4) zeigte keine Reaktion in wässriger Lösung (Tab. 3.3, S. 64). Dies unterstützt

die in Abschnitt 4.2 (S. 86) aufgestellte These, dass Amide nicht genügend nukleophil

sind, um Epoxide zu öffnen. Wie das Amid handelt es sich bei dem Amidin um ein

ambidentes Nukleophil, so dass zum einen der Sauerstoff oder der Stickstoff (Amid)

zum anderen der sp2- oder sp3-hybridisierte Stickstoff (Amidin) nukleophil angreifen

könnten. Aber weder das eine noch das andere Produkt konnte detektiert werden. Der

Einsatz von aliphatischen Aminen (10-14) zeigten bereits in den Hintergrundreaktio-

nen der LEH keine Reaktion, so dass diese bereits von vornherein entfielen. Dies galt

auch für das Amin 15. Die Begründung dafür ist wie bereits erwähnt, dass die Amine
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4.4 Computerbasierte de novo Epoxidlyasen

in wässriger Lösung bei pH 7,4 protoniert vorliegen. Eine Ausnahme stellte das zy-

klische Morpholin (16) dar. Der Stickstoff besitzt durch seinen +M-Effekt eine hohe

Elektronendichte, wodurch die Nukleophilie gesteigert wird. Allerdings ist die Reak-

tion so gut, dass sie quasi vollen Umsatz zeigte, so dass es sich um keine geeignete

Wahl handelte (Tab. 3.3, S. 64). Auch die Verwendung von Anilin (19a) zeigte mit Sty-

roloxid 1a einen sehr hohen Umsatz. Durch die Wahl geeigneter Substituenten konnte

der Umsatz verringert werden (Tab. 3.3, S. 64). So konnte durch das Anfügen einer

Nitrogruppe in para- (19d) bzw. meta-Position (19c) der Umsatz deutlich verringert

werden, was ebenfalls durch die elektronenziehende Eigenschaft der Nitrogruppe er-

klärbar ist. Durch diese werden der Aminogruppe Elektronen entzogen, wodurch die

Nukleophilie sinkt. Der Umsatz mit 3-Nitroanilin (meta) ist etwas höher als mit 4-

Nitroanilin (para), da die para-Position die negative Ladung am Stickstoffatom der

Aminogruppe besser stabilisiert. Die zwei genannten Aniline konnte allerdings nicht

verwendet werden, weil eine weitere Voraussetzung für das Substratdesign die Un-

terscheidbarkeit war. Da 3-Nitrostyroloxid bereits als Elektrophil diente, konnte das

Nukleophil keine Nitrogruppe tragen. Infolgedessen wurde 3,4-Chloromethoxyanilin

(20) gewählt, welches ebenso eine geringe Aktivität mit 3-Nitrostyroloxid zeigte (Tab.

3.3, S. 64). Die genannten Effekte und Umsätze sind in Übereinstimmung mit den Re-

sultaten von Chimni et al., die Thioharnstoffderivate als Katalysator einsetzten, um

die Aminolyse von Epoxiden zu katalysieren.[45]

4.4.2 Evaluation der Designs

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich sechs der 13 Designs exprimieren und

aufreinigen ließen und keines dieser exprimierten Proteine Aktivität gegenüber der

gewünschten Reaktion zeigte. Ein Proteindesign für eine bimolekulare Reaktion zu

entwickeln, ist nicht trivial. Zwei Substrate müssen in einer aktiven Tasche so ange-

ordnet werden, dass ihre Orbitale so überlappen können, dass es zu einem produk-

tiven Bindungsschluss kommen kann. Die erste bimolekulare Reaktion, die mit Hilfe

eines computergestützten de novo Enzyms katalysiert werden konnte, ist die Diels-

Alderase. In Abbildung 4.7 ist der durch eine aktive Tasche stabilisierte Übergangszu-
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stand schematisch dargestellt. Es ist zu sehen, wie akkurat die beiden Substrate in der

aktiven Taschen angeordnet sein müssen, dass es zu einem Bindungschluss kommen

kann.[32]

27. Size exclusion chromatography data show the enzyme
forms a dimer (fig. S4).

28. V. G. H. Eijsink et al., J. Biotechnol. 113, 105
(2004).

29. D. J. C. Constable et al., Green Chem. 9, 411 (2007).
30. S. M. A. De Wildeman, T. Sonke, H. E. Schoemaker,

O. May, Acc. Chem. Res. 40, 1260 (2007).
31. J. C. Moore, D. J. Pollard, B. Kosjek, P. N. Devine,

Acc. Chem. Res. 40, 1412 (2007).
32. G. W. Huisman, J. Liang, A. Krebber, Curr. Opin.

Chem. Biol. 14, 122 (2010).
33. We thank C. Ng, D. Standish, M. Mayhew, D. Gray,

C. Fletcher, F. Mazzini, P. Lattik, T. Brandon, and
J. Postlethwaite for developing the transaminase

production system; R. Fox for bioinformatics support;
M. Jefferson, R. Trinidad, and M. Whitehorn for assay
support; V. Mitchell for molecular biology support;
J. Munger and O. Gooding for process development support;
P. Fernandez, S. Grosser, and M. Mohan for pilot scale
development; K. Morley and B. Grau for additional synthesis
support; M. Foster and N. Wu for analytical support; and
L. Moore, S. Lato, P. Seufer-Wasserthal, J. Grate, J. Liang,
and J. Lalonde for helpful suggestions. Merck and Codexis
have filed patent applications on the transaminases, the
genes encoding them as well as their use. Materials can be
provided under a materials transfer agreement; requests for
enzymes should be directed to C.K.S. (christopher.savile@
codexis.com), whereas requests for substrates, products, and

process information should be directed to J.M.J.
(jacob_janey@merck.com).

Supporting Online Material
www.sciencemag.org/cgi/content/full/science.1188934/DC1
Materials and Methods
Figs. S1 to S6
Tables S1 to S12
References

1 March 2010; accepted 19 May 2010
Published online 17 June 2010;
10.1126/science.1188934
Include this information when citing this paper.

Computational Design of an Enzyme
Catalyst for a Stereoselective
Bimolecular Diels-Alder Reaction
Justin B. Siegel,1,2* Alexandre Zanghellini,1,2*† Helena M. Lovick,3 Gert Kiss,4
Abigail R. Lambert,5 Jennifer L. St.Clair,1 Jasmine L. Gallaher,1 Donald Hilvert,6
Michael H. Gelb,3 Barry L. Stoddard,5 Kendall N. Houk,4 Forrest E. Michael,3 David Baker1,2,7‡

The Diels-Alder reaction is a cornerstone in organic synthesis, forming two carbon-carbon
bonds and up to four new stereogenic centers in one step. No naturally occurring enzymes
have been shown to catalyze bimolecular Diels-Alder reactions. We describe the de novo
computational design and experimental characterization of enzymes catalyzing a bimolecular
Diels-Alder reaction with high stereoselectivity and substrate specificity. X-ray crystallography
confirms that the structure matches the design for the most active of the enzymes, and
binding site substitutions reprogram the substrate specificity. Designed stereoselective catalysts
for carbon-carbon bond-forming reactions should be broadly useful in synthetic chemistry.

Intermolecular Diels-Alder reactions are impor-
tant in organic synthesis (1–3), and enzyme
Diels-Alder catalysts could be invaluable in

increasing rates and stereoselectivity. No natu-
rally occurring enzyme has been demonstrated
(4) to catalyze an intermolecular Diels-Alder
reaction (1, 2), although catalytic antibodies have
been generated for several Diels-Alder reactions
(3, 4). We have previously used the Rosetta
computational design methodology to design
novel enzymes (5, 6) that catalyze bond-breaking
reactions. However, bimolecular bond-forming
reactions present a greater challenge, because
both substrates must be bound in the proper

relative orientation in order to accelerate the
reaction and impart stereoselectivity. Also, pre-
vious successes with computational enzyme de-
sign have involved general acid-base catalysis
and covalent catalysis, but the Diels-Alder
reaction provides the opportunity to alter the re-
action rate by modulation of molecular orbital
energies (7). To investigate the feasibility of de-
signing intermolecular Diels-Alder enzyme cata-
lysts, we chose to focus on the well-studied model
Diels-Alder reaction between 4-carboxybenzyl
trans-1,3-butadiene-1-carbamate and N,N-

dimethylacrylamide (Fig. 1, substrates 1 and 2,
respectively) (8).

The first step in de novo enzyme design is to
decide on a catalytic mechanism and an asso-
ciated ideal active site. For normal-electron-demand
Diels-Alder reactions, frontier molecular orbital
theory dictates that the interaction of the highest
occupied molecular orbital (HOMO) of the diene
with the lowest unoccupied molecular orbital
(LUMO) of the dienophile is the dominant inter-
action in the transition state (7). Narrowing the
energy gap between the HOMO and LUMO will
increase the rate of the Diels-Alder reaction. This
can be accomplished by positioning a hydrogen
bond acceptor to interact with the carbamate NH
of the diene (thus raising the energy of the HOMO
energy and stabilizing the positive charge accumu-
lating in the transition state), and a hydrogen bond
donor to interact with the carbonyl of the dieno-
phile (lowering the LUMO energy and stabilizing
the negative charge accumulating in the transition
state) (9). Quantummechanical (QM) calculations
predict that these hydrogen bonds can stabilize the
transition state by up to 4.7 kcalmol–1. (fig. S1). In
addition to electronic stabilization, binding of the
two substrates in a relative orientation optimal for
the reaction is expected to produce a large increase
in rate through entropy reduction (10). Thus, a
protein with a binding pocket (Fig. 1) that po-
sitions the two substrates in the proper relative
orientation and has appropriately placed hydro-
gen bond donors and acceptors is expected to be
an effective Diels-Alder catalyst.
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Fig. 1. The Diels-Alder reaction. Diene (1) and dienophile (2) undergo a pericyclic [4 + 2] cycloaddition (3)
to form a chiral cyclohexene ring (4). Also shown in (3) is a schematic of the design target active site, with
hydrogen bond acceptor and donor groups activating the diene and dienophile and a complementary
binding pocket holding the two substrates in an orientation optimal for catalysis.
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Abbildung 4.7: Schematische Darstellung des Übergangzustandes der Diels-Alder-Reaktion, der
durch eine passende aktive Tasche stabilisiert wird.

Bei der bimolekularen Reaktion zur Epoxidringöffnung kommt zusätzlich hinzu, dass

das Epoxid so binden muss, dass es aktiviert werden kann. Ausserdem muss die Um-

gebung dieser aktiven Taschen eher hydrophob sein, da es sich um ein recht großes

unpolares Produkt handelt. Die Größe des Produkts rührt daher, dass Substrate für

computergestütztes de novo Enzymdesign groß sein sollten. Die Erfolsgrate für mo-

nomolekulare Reaktionen ist dadurch sehr viel größer als die für bimolekulare Re-

aktionen.[27] Normalerweise besteht der erste Schritt des computerbasierten Enzym-

designs aus der Berechnung von Übergangszuständen, für die Theozyme generiert

werden. Diese verwendet RosettaMatch, um passende Proteingerüste in der pdb zu

finden (Kapitel 1.1.2, S. 3). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Proteingerüste gewählt,

die einen in der Form ähnlichen Liganden zu dem gewünschten Produkt 22a besa-

ßen. In diese Proteingerüste wurde ein passendes Rotamer von 22a gelegt und um-

gepackt. Mittels RosettaDesign wurden der aktiven Tasche Maschinerien zur Epoxi-

daktivierung gegeben. Die nukleophile Epoxidringöffnungsreaktion sollte säurekata-

lysiert stattfinden, so dass in die Proteingerüste Aminosäureseitenketten designt wer-

den mussten, die mittels Wasserstoffbrückenbindungen das Epoxid aktivieren können.

Durch die Bildung einer Wasserstoffbrücke zwischen dem Sauerstoff des Epoxids und
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einem Donor wird die C-O-Bindung des Epoxids geschwächt und der nukleophile An-

griff erleichtert. Zusätzlich kann das Epoxid an die vorgesehene Position in der ak-

tiven Tasche fixiert werden. Es wurden bereits funktionierende katalytische Zentren

der EHs, HheC und Thioharnstoffderivaten als Vorlage verwendet (Abb. 4.8).[45] Als

Wasserstoffbrückendonoren kommen Serin, Tyrosin, Threonin, Histidin und Trypto-

phan in Frage. Es ist möglich RosettaDesign die genauen Positionen in der aktiven

Tasche zu nennen, die zu den gewünschten Aminosäureseitenketten geändert werden

sollen.
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Abbildung 4.8: Vorlagen für die Motive der Epoxidaktivierung.

Histidin ist eine amphotere Aminosäure, d. h. es kann je nach pH-Wert als Säure oder

Basen dienen. Der Imidazolring des Histidins besitzt eine pKS-Wert von 6,1, so dass

die stärkste Säureeigenschaft in einem pH-Bereich unter 6,0 liegt. Sie liegen nach

Henderson-Hasselbalch bei pH 7,4 zu 98 % deprotoniert vor, bei pH 6,0 sind Histidine

bereits zu 50 % protoniert und bei pH 5,0 zu 99 %.[114,128] Niedrigere pH-Werte erhö-

hen also die Wahrscheinlichkeit, dass Histidine als Protonendonor dienen können.

Bei der Optimierung der aktiven Taschen wurde darauf geachtet, dass der Ligand

nicht mit der Sekundärstruktur kollidiert oder dass große Löcher entstehen. Amino-

säuren, die nicht in der aktiven Taschen oder mitten in einem loop lagen, wurden

nicht verändert, da durch jede eingefügte Mutation die Wahrscheinlich stieg, dass

die Proteine nicht mehr exprimierbar sind und Einschlusskörperchen bilden könnten.

Durch diese Optimierungen und Evaluation konnten aus 400 möglichen Proteinge-

rüsten 44 Designs ermittelt werden. Diese wurden einem weiteren Evaluationsschritt

(MD-Simulation) unterzogen, um schlussendlich 13 Designs zu erhalten, die als syn-

thetische Gene bestellt werden sollten. Es gibt verschiedene Möglichkeiten die De-
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signs zu evaluieren. Die Rosetta interne Bewertung der Designs beinhaltet die Pass-

genauigkeit der Liganden in der aktiven Tasche und berücksichtig dabei Bindungen

und Interaktionen zwischen Ligand und den Aminosäureseitenketten. Weiterhin be-

wertet Rosetta die Designs nach Packung der aktiven Tasche, genutzte und ungenutz-

te Wasserstoffbrückenbindungen und die Anzahl der Interaktionen zwischen Ligand

und Aminosäureseitenketten und unter den Aminosäureseitenketten.[28] Dabei ist zu

beachten, dass dies nur Richtwerte sind, Rosetta kann keine Aussage über Stabilität

oder Aktivität treffen. Die MD-Simulation der Designs wurden mit den Ursprungspro-

teinen verglichen, um zu sehen, ob die Sekundärstruktur noch erhalten war oder ob

zu viele Aminosäuren ausgetauscht wurden und das Protein kollabierte.

Die synthetischen Gene wurden von der Firma GenScript (Piscataway, New Jersey,

USA) bezogen. Zur Zeitersparnis waren die Gene bereits in einen pET-28a(+)-Vektor

kloniert. Infolge der Wahl der passenden Restriktionsstellen konnte zwischen N- und

C-terminalen His6-Tags für die Proteinaufreinigung unterschieden werden. Die Aus-

wahl basierte auf der in der Literatur beschriebenen Terminii (Tab. 3.4, S. 72).

Sechs der 13 Gene konnten unter Standardbedingungen überexprimiert und aufgerei-

nigt werden (EL06, EL08, EL09, EL10, EL11 und EL13). Bei den sieben verbleiben-

den Genen (EL01, EL03, EL04, EL05, EL07, EL12 und EL14) stellte sich nach einer

Expressionsstudie im Rahmen einer Bachelorarbeit von V. Frideres heraus, dass sie

nicht so einfach zu exprimieren waren, so dass diese für weitere Charakterisierun-

gen aus dem Portfolio fielen.[105] Um die Proteine EL06, EL08, EL09, EL10, EL11 und

EL13 untereinander zu vergleichen, wurden sie im ersten Aktivitätstest (pH 7,4, 15h,

20 �C) mit der gleichen Endkonzentration von 50µM eingesetzt. Als Negativkontrollen

dienten nur Puffer und BSA mit der gleichen Konzentration. BSA wurde eingesetzt, um

bei einer gegebenen Aktivität, ausschließen zu können, dass die Proteinoberfläche als

Katalysator diente. Es gab keine detektierbare Aktivität über der der Hintergrund-

reaktion (Puffer ohne Enzym). Auffällig ist hier, dass BSA eine niedrigere Aktivität

aufwies als die Hintergrundreaktion oder der Einsatz der Proteine. Ein Grund hierfür

kann sein, dass ein Teil des Epoxids kovalent an die Proteinoberfläche des BSA gebun-

den hat, und somit der Reaktion nicht mehr zur Verfügung stand.

In weiteren Experimenten wurden für die Aktivitätstests bei verschiedenen pH-Werten
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und Temperaturen maximal Enzym eingesetzt, um einen möglichen Effekt zu sehen.

Eine Idee bestand auch darin Ganzzellkatalyse zu betreiben, da dadurch gewährleis-

tet wäre, dass kein exprimiertes Enzym verloren gehen würde. Allerdings konnte in

anfänglichen Tests kein Epoxid mehr und kein neues Produkt per HPLC detektiert

werden. Es konnte ausschließlich das Anilin detektiert werden, welches vor und nach

der Reaktion in gleicher Menge vorhanden war. Die Ursache dafür war vermutlich,

dass das Epoxid kovalent an eines oder mehrere der E. coli -eigenen Proteine bindete

und somit nicht mehr für eine Reaktion zur Verfügung stand.

Zum Vergleich wurden die Enzyme auch bei 30 �C auf Aktivität getestet. Da die Edukte

in der Hintergrundreaktion bei 30 �C nach 15h bereits weitesgehend reagiert hatten,

musste die Reaktionsdauer auf 6h gesenkt werden. Bis auf EL10 bei 30 �C (pH 5,0)

konnte keine Aktivität über der Hintergrundreaktion gezeigt werden. In EL10 war ein

Histidin für die Epoxidaktivierung zuständig. Um auszuschließen, dass die Aktivität

durch eine andere undefinierte Aminosäure stattfand, wurde eine sogenannte Knock-

Out -Mutante erstellt. Es wurde das Histidin an Position 81 gegen ein Alanin ausge-

tauscht. Diese Punktmutation resultierte in einen Expressionsverlust, da nur 110µM

Enzym erhalten werden konnte, anstelle von 270µM (Wildtyp-EL10) (Tab. 3.5, S. 73).

Daraus lässt sich schließen, dass die EL10 nicht sehr stabil gegenüber Veränderun-

gen ist. Dabei muss allerdings bedacht werden, dass EL10 nicht dem ursprünglichen

Protein entspricht (Tab. 3.4, S. 72), sondern bereits sieben Veränderungen trug. Um

EL10 mit EL10::H81A vergleichen zu können, wurde die gleiche Menge an Enzym

verwendet. Es konnte allerdings kein Unterschied in der Aktivität festgestellt werden.

Bezüglich der Selektivitäten (22a/22b) fiel auf, dass diese bei pH 7,4 und 20 �C bei

ca. 0,8 liegt, dass also 22b ein wenig bevorzugt gebildet wurde. Eine Erhöhung der

Temperatur erzeugte bereits bei dem Einsatz von Proteinen eine Verlagerung des Pro-

duktverhältnisses (0,6). Dieser Effekt trat bei allen Tests außer bei den Bedingungen

pH 7,4, 20 �C, 15h auf. Bei der Reaktion mit EL10::H81A ist das Produktverhältnis

vergleichbar mit der Hintergrundreaktion. Die Produktbildung von 22b ist in allen

Reaktionen vergleichbar, nur die Produktbildung von 22a nahm ab, wodurch die Ver-

schiebung der Produktverhältnisse zustande kam. Eine Vermutung für diese Verschie-

bung könnte sein, dass 21a als Inhibitor wirkt und in die aktive Tasche der Enzyme
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bindet und nicht wieder abgespaltet wird.

Das gewählte Nukleophil ist das Anilin 20, welches durch die aromatischen Eigen-

schaften in seiner geometrischen Flexibilität eingeschränkt ist. Die Aminogruppe ist

benachbart zu einem sp2-hybridisierten Kohlenstoffatom, wodurch sie partiell sp2-hy-

bridisiert ist und partiell in das konjugierte System des Phenylrings mit eingebunden

ist (Abb. 4.9). Damit es zu einer Bindungsbildung kommen kann, muss es zu einer

produktiven Orbitalüberlappung kommen. Im Fall des Epoxids muss das freie Elektro-

nenpaar des Stickstoffs am Anilin mit dem s⇤-Orbital des Epoxids überlappen (Abb.

4.9).

N

H
HO

Cl

20

O

H
σ*

O2N
1b

Abbildung 4.9: Links ist das Epoxid 1b mit seinem s⇤-Orbital (rot) zu sehen und rechts ist das
Anilin 20 mit dem Stickstoff, dessen freien Elektronenpaar (blau) partiell in das
konjugierte System des Phenylrings eingebunden ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Übergangszustände für diese Reaktion von Prof.

Dr. Johannes Kästner des Instituts für Theoretische Chemie der Universität Stuttgart

berechnet. Die Übergangszustände wurden für den nukleophilen Angriff am benzyli-

schen Kohlenstoffatom (höher substituiertes C-Atom) des Epoxids 1b mit dem Anilin

20 berechnet. Dabei kommen zwei mögliche Übergangszustände in Frage, die sich in

der Position des Anilins unterscheiden. Je nach dem welches H-Atom auf das Epoxid

von der Aminogruppe übertragen wird, gibt es zwei verschiedene Stellungen des Ani-

lins relativ zum Epoxid (Abb. 4.10 und 4.11). Hierbei ist zu beachten, dass es sich bei

den simulierten Übergangszuständen, um eine Simulation in der Gasphase handelte.

Hier wird die Übertragung eines Protons vom Stickstoff auf das Epoxid gezeigt, da

die Reaktion aber säurekatalysiert stattfinden soll, würde das Proton in einem Enzym

von einer Aminosäureseitenkette übertragen werden. Somit kann der Reaktionsweg

und die Geometrie des Übergangszustands in einem Enzym deutlich anders sein. Al-
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lerdings zeigte die Simulation die Schwierigkeit passende Übergangszustände für das

de novo Enzymdesign zu finden.

Abbildung 4.10: Einer der zwei berechneten Übergangszustände, die sich in der Position des
Anilins (20) unterscheiden. Die gestrichelten orangen Linien kennzeichnen den
Übergangszustand. Hier wird das Ha des Stickstoffatoms des Anilins auf das
Epoxid (1b) übertragen.

Abbildung 4.11: Einer der zwei berechneten Übergangszustände, die sich in der Position des
Anilins (20) unterscheiden. Die gestrichelten orangen Linien kennzeichnen den
Übergangszustand. Hier wird das Hb des Stickstoffatoms des Anilins auf das
Epoxid (1b) übertragen.
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Die Stereochemie des höher substituierten Kohlenstoffatoms blieb bei den Simulatio-

nen erhalten und es entstand dort eine partiell positive Ladung, so dass dieser Über-

gangszustand einem SN1-artigen Mechanismus entspricht. Die berechneten Über-

gangszustände unterscheiden sich von dem eingesetzten Liganden 22a, der den Über-

gangszustand dieser Reaktion repräsentieren sollte. Während die beiden Substrate in

den berechneten Übergangszuständen eher übereinander liegen, liegen sie bei dem

verwendeten Liganden 22a eher nebeneinander (Abb. 4.12).

Abbildung 4.12: Ein Rotamer von 22a, welches als Ligand für das de novo Enzymdesign verwen-
det wurde.

Für den gewählten Liganden wäre eine aktive Tasche notwendig, die eher schlauch-

förmig ist, während für die berechneten Übergangszustände eher eine kugel- bzw.

ellipsenförmige aktive Tasche notwendig wäre. Alle exprimierbaren Designs wurden

mit den berechneten Übergangszuständen verglichen, in dem die berechneten Über-

gangszustände in die Designs mithilfe von PyMol gelegt wurden. Dafür wurden die

Epoxideinheit mit dem Befehl pair fitting an die vorgesehene Stelle in der aktiven Ta-

sche gelegt. In Abbildung 4.13 ist ein Beispieldesign gezeigt, in welchem zu erkennen

ist, dass die Anilinheit des berechneten Übergangszustands mit der Sekundärstruk-
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tur des Proteins kollidierte. Dies war für die beiden berechneten Übergangszustände

der Fall. In grauen Stäbchen ist der doppelte Wasserstoffbrückendonor, der aus zwei

Histidinen besteht, gezeigt. Wie bereits beschrieben, geben die berechneten Über-

gangszustände in diesem Fall nur einen Anhaltspunkt. Sie sind für die Gasphase ohne

enzymatische Interaktionen berechnet. In der Praxis sollte allerdings ein Enzym die

Reaktion in wässriger Lösung katalysieren, wodurch ein Proton aus dem Enzym auf

das Epoxid übertragen werden sollte. Für den Fall der berechneten Übergangzustän-

de wird ein Proton von dem Anilin auf das Epoxid übertragen. Die aktiven Taschen

sind für die berechneten Übergangzustände nicht optimal und sollten per QC™-site-

directed mutagenesis gezielt verändert werden. Die berechneten Übergangszustände

kollidieren nicht nur mit Aminosäureseitenketten sondern auch mit der Sekundär-

struktur.
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Abbildung 4.13: Anhand von EL11 wird gezeigt, dass die berechneten Übergangszustände (pin-
ke Linien) im Gegensatz zum verwendeten Liganden (grüne Stäbchen) mit der
Sekundärstruktur des Proteins kollidieren. Zwei Histidine (graue Stäbchen) sind
die Wasserstoffbrückendonoren. Es sind die zwei verschiedenen Übergangszu-
stände (A und B) gezeigt.

Um die strenge Geometrie der Epoxid-Anilin-Stellung etwas zu entschärfen, sollten

weitere Nukleophile getestet werden, die etwas flexibler in ihrer Anordnung zum

Epoxid sind. Es wurden Alkohole und aliphatische Amine gewählt. Aliphatische Amine

sind nicht partiell in ein p-System konjugiert und damit flexibler in ihren Positionen

zum Epoxid. Sie liegen in wässriger Lösung bei niedrigen pH-Werten allerdings proto-

niert vor. Alkohole sind in polar protischen Lösungsmittel die besseren Nukleophile als

Amine, da sie weniger solvatisiert vorliegen. Die Reaktionen wurden bei 30 �C für 15h

durchgeführt. Es konnte für keines der Nukleophile eine Produktbildung oder Edukt-

abnahme detektiert werden. Die Hintergrundreaktionen zeigten ebenfalls keine Pro-

duktbildung. Chemisch werden die resultierenden Aminoalkohole und b -Hydroxyether
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unter dem Einsatz von Eisen(III)chlorid bzw. Zinktetrafluoroborat dargestellt.[129,130]

Es ist also notwendig gute Katalysatoren für diese Reaktionen einzusetzen, damit es

zu einer Reaktion kommen kann. Die hier verwendeten angenommenen Biokatalysa-

toren sind als nicht optimal für diese Reaktionen.

Parallel wurde die Hydrolyseaktivität der ELs bei verschiedenen Temperaturen und

pH-Werten untersucht. Obwohl die Reaktionen alle in wässriger Lösung verliefen und

Wasser als Nukleophil im hohen Überschuss vorhanden war, konnte keine Hydroly-

seaktivität über der unkatalysierten Reaktion nur in Puffer festgestellt werden. Die

Ursache könnte darin liegen, dass Wasser ein recht schwaches Nukleophil in polar

protischen Lösungen bildet und deshalb eine Aktivierung durch Protonierung bedarf.

Diese Aktivierung ist z. B. in EHs oder LEHs durch ein Histidin bzw. einem Aspartat

gegeben. In den hier vorliegenden computerbasierten de novo Enzymen war so eine

Aktivierung nicht vorgesehen.

Eine weitere Möglichkeit der Evaluation der Strukturen stellt die STD-NMR dar. Mit-

tels saturation-transfer difference-NMR können mögliche Bindungen zwischen Ligand

und Protein festgestellt werden, um anschließend eine Bindungskinetik zu erhalten.

Durch eine Kaskade an Gaußpulsen wird das Protein außerhalb des spektralen Be-

reiches der zu untersuchenden Liganden (-1ppm) selektiv gesättigt. Bindet der zu

untersuchende Ligand an das Protein, kann diese Sättigung auf den Liganden über-

tragen werden. Durch anschließende Dissoziation wird diese Sättigung in die Lösung

übertragen, wo sie detektiert werden kann. Dieses Experiment wird als on-resonance-

Spektrum bezeichnet. Als zweites Experiment wird ein sogenanntes off-resonance-

Spektrum aufgenommen, welches einem ganz normalen 1H-NMR entspricht. Das Sub-

strahieren des on- vom off-resonance-Spektrums ergibt ein Differenzspektrum, wel-

ches nur noch die Signale der Protonen enthält, die durch den Sättigungstransfer

abgeschwächt wurden (Abb. 4.14).[131–134]
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Abbildung 4.14: Schematische Darstellung der STD-NMR.[134]

In ersten Versuchen mit der Unterstützung von Dr. Birgit Claasen des Instituts für Or-

ganische Chemie, Universität Stuttgart, konnte eine Bindung der beiden Substraten

1b und 22a mit dem Protein EL11 festgestellt werden. Allerdings lässt sich bei die-

sen Ergebnissen noch keine Aussagen darüber treffen, an welcher Position am oder

im Protein die Bindung stattgefunden hat. Da es kein signifikantes Signal gab, kann

allerdings davon ausgegangen werden, dass es sich um unspezifische Bindungen ir-

gendwo am/im Protein handelte.

Das computerbasierte de novo Enzymdesign besitzt noch viele Limitierungen und

Herausforderungen, die verstanden werden müssen, um sie überwältigen zu können.

Die bereits entwickelten de novo Enzyme zeigen im Vergleich zu natürlich vorkom-

menden Enzymen recht niedrige Aktivitäten, die im allgemeinen auch nicht höher

sind als die von katalytischen Antikörpern. Für die Inaktivität von Designs kann es

verschiedene Ursachen geben. Bei dem de novo Enzymdesign werden idealisierte

theoretisch aktive Taschen in vorhandene Proteingerüste eingefügt. Diese idealisier-

te theoretische aktive Tasche kann entweder mechanistisch oder strukturell falsch

sein. Strukturell falsch kann bedeuten, dass das Theozym in den gewählten Protein-

gerüsten nicht realisierbar ist. Mechanistisch falsch bedeutet, dass der angenommene

Übergangszustand zu keiner produktiven Bindung führt. Diese zwei Möglichkeiten re-

sultieren dann in inaktiven Designs. Ein weiterer wichtiger Faktor stellt das Rückgrat

und die Umgebung der aktiven Tasche des Proteins dar. Sind zum Beispiel weitrei-
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chende elektrostatische oder dynamische Eigenschaften nicht kompatibel mit den ge-

wünschten katalytischen Eigenschaften, bleibt ein positives Resultat aus.[135] Präzises

Design der Aminosäureseitenketten in der aktiven Tasche, loop Anordnungen und die

richtige Orientierung des Übergangszustands in der aktiven Taschen müssen mit elek-

trostatischen Interaktionen und Entropieverlust unter einen Hut gebracht werden. Die

richtige Berechnung dieser genannten Faktoren ist essentiell für das computerbasier-

te de novo Enzymdesign.[135] Das Feststellen der Ursache für ausbleibende Aktivitäten

ist wichtig, um für zukünftige de novo Enzymdesigns Fehlern vorbeugen zu können.

Dazu können entweder mechanistische oder strukturelle Untersuchungen durchge-

führt werden. Durch mechanistische Untersuchungen kann der Anteil der designten

Interaktionen am katalytischen Mechanismus bestimmt werden. Diese könnten gege-

benenfalls mit denen in natürlich vorkommenden Enzymen verglichen werden. Struk-

turelle Untersuchungen erbringen Informationen über die Faltung des Enzyms. Durch

den Vergleich mit dem designten Protein können Rückschlüsse über mögliche Folgen

und Probleme gezogen werden, um diese in einer neuen Runde an computerbasierten

Methoden weiter zu optimieren. Wurden aktive Designs gefunden, können diese durch

zufällige Mutagenese weiter optimiert werden. So konnte eine computerbasierte de

novo Retro-Aldolase durch das zufällig Einbringen eines zweiten Lysins, welches das

Schiff’sche Base Intermediat aktiviert, um mehr als das 4000-fache in ihrer katalyti-

schen Effizienz gesteigert werden.[136] Viele beschriebene computerbasierte de novo

Enzyme konnten durch anschließendes protein engineering um ein Vielfaches opti-

miert werden, so dass die zufällige Mutagenese im Fall der hier vorliegenden Epoxid-

lyasen auch eine Möglichkeit wäre, aktive Enzyme zu erhalten.
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Anhang

Nukleotidsequenzen

Wildtyp HheC

1 ATGTC AACCG CAATT GTAAC AAACG TTAAG CATTT TGGGG GAATG GGGTC TGCAC

56 TTCGT CTCTC GGAAG CAGGA CATAC AGTGG CTTGC CACGA TGAAA GCTTC AAACA

111 AAAGG ACGAA CTTGA AGCCT TTGCC GAAAC CTATC CACAA CTCAA ACCAA TGTCG

166 GAACA AGAAC CAGCG GAACT CATCG AGGCA GTTAC CTCCG CTTAT GGTCA AGTTG

221 ATGTA CTTGT GAGCA ACGAC ATATT CGCAC CAGAG TTCCA ACCCA TAGAT AAATA

276 CGCTG TAGAG GACTA TCGCG GTGCG GTCGA GGCGC TACAA ATTAG ACCAT TTGCA

331 CTGGT CAACG CCGTT GCAAG TCAAA TGAAG AAGCG CAAAA GCGGA CATAT TATCT

386 TTATT ACCTC TGCAA CGCCC TTCGG GCCTT GGAAG GAACT TTCTA CCTAC ACGTC

441 AGCCC GAGCA GGTGC ATGCA CCTTG GCAAA TGCCC TTTCG AAGGA ACTCG GTGAA

496 TACAA CATTC CGGTG TTCGC AATAG GACCC AATTA TCTTC ACAGT GAAGA TAGTC

551 CCTAC TTCTA CCCCA CAGAA CCGTG GAAAA CGAAT CCAGA ACACG TTGCC CATGT

606 CAAAA AAGTC ACTGC GCTCC AGCGG TTAGG TACAC AGAAA GAATT GGGAG AACTC

661 GTCGC GTTTC TCGCG TCTGG TAGTT GTGAC TATCT GACCG GCCAG GTGTT CTGGT

716 TGGCC GGCGG ATTCC CAATG ATCGA GCGTT GGCCT GGTAT GCCCG AGTAG
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Anhang

Wildtyp LEH

1 TATGC ACCAT CATCA CCACC ATGCA GCGGG GGGAA CATCA AAGAT CGAAC AACCT

56 CGCTG GGCGT CCAAG GACAG TGCCG CCGGC GCTGC CTCGA CTCCG GACGA AAAGA

111 TCGTT CTGGA GTTCA TGGAC GCACT GACCA GTAAT GATGC TGCAA AACTC ATTGA

166 GTACT TTGCA GAAGA CACGA TGTAC CAGAA CATGC CACTC CCCCC TGCAT ACGGC

221 CGCGA CGCCG TCGAG CAAAC TCTGG CTGGC CTGTT CACCG TCATG AGCAT CGATG

276 CGGTG GAGAC GTTCC ATATC GGCTC GAGTA ACGGA CTTGT GTACA CCGAA CGTGT

331 CGATG TCCTA CGCGC ACTAC CCACC GGCAA GAGCT ACAAC CTGTC AATCC TCGGA

386 GTCTT CCAGC TCACC GAGGG CAAGA TTACG GGTTG GCGTG ACTAC TTCGA TCTGC

441 GCGAA TTCGA AGAAG CTGTC GACCT TCCCC TCCGC GGCTA AAAGC TT

EL01

1 CATAT GCAAG TCGCA GACCT GAAGG CGTTT AGCAA GCACA TCTAT AATGC GTACC

56 TGAAG AACTT TAACA TGACG AAGAA GAAAG CCCGT AGCAT TCTGA CGGGC AAAGC

111 CAGTC ATACC GCACC GTTTG TTATT CACGA TATTG AAACC CTGTG GCAGG CTGAA

166 AAAGG CCTGG TGTGG AAGCA ACTGG TTAAC GGTCT GCCGC CGTAT AAAGA AATTT

221 CAGTG CATGT TGCCG GTCGT ATCCA GTGCA CGGCA GTCGA AACCG TGCGC GAACT

276 GACGG AATTT GCAAA AAGTA TTCCG TCCTT TAGCT CTCTG TTCCT GAATG ATCAA

331 GTCAC CCTGC TGAAA TACGG CGTGC TGGAA GCAAT GATGG CTATG TGGGC GAGCA

386 TCGTT AACAA GGACG GTTTT CTGGT CGCCA ATGGC TCTGG TTTTG TGACC CGTGA

441 ATTTC TGCGT TCACT GCGCA AAGTT TTCTC GGATA TTATG GAACC GGCTT TTGAA

496 TTTGC GGTCA AGTTT AACGC CCTGG AACTG GATGA CAGCG ATCTG GCACT GTTCA

551 TCGCG GCCAT TATCC TGTGT GGCGA CCGTC CGGGT CTGAT GAACG TTCCG CGCGT

606 CGAAG CTATT CAGGA CACGA TCCTG CGCGC GCTGG AATTT CATCT GCAAG CCAAT

661 CACCC GGATG CACAA TACCT GTTTC CGAAA CTGCT GCAAA AGATG GCGGA CCTGC

716 GTCAA CTGGT GACCG AACTG GCTCA GATGT GGCAA CGCGC GAAAA AGACC GAAAC

771 GGAAA CCAGC TTTCA CCCGC TGCTG CAAGA AATCT ATAAA GATAT GTACT AACTC

826 GAG
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EL03

1 CCATG GGCAA GCTGT CGGGT GTTGA ACTGC GTCGC GTCCA GATGC CGCTG GTTGC

56 GCCGT TTCGC CTGAG TCATG GTACG ATGTC GGTGA AGGAA CTGCT GCTGC TGCGT

111 GCTGT GACCC CGGCG GGCGA AGGTT GGGGT GAATG CATGA CGGCG GCCGG CCCGT

166 GGTAT AGCTC TGAAT ACAAC GACGG TGCAG AACAT GTTCT GCGTC ACTAT CTGAT

221 TCCGG CGCTG CTGGC AGCTG AAGAT ATTAC CGCGG CCAAA GTCAC GCCGC TGCTG

276 GCAAA ATTTA AGGGC CATCG CATGG CCAAG GGTGC ACTGG AAATG GCCGT GCTGG

331 ACGCA GAACT GCGTG CTCAC GAACG CAGTT TCGCA GCTGA ACTGG GCAGC GTCCG

386 TGATT CTGTG CCGTG TGGCG TCTCC GTGGG TATTA TGGAT ACCAT CCCGC AACTG

441 CTGGA CGTGG TTGGC GGTTA TCTGG ATGAA GGCTA CGTTC GTATT AAACT GGCCA

496 TCGAA CCGGG TTGGG ACGTT GAACC GGTCC GCGCA GTGCG TGAAC GCTTT GGCGA

551 TGACG TTCTG CTGCA AGTCG ATGCT AACAC CGCGT ACACG CTGGG TGACG CACCG

606 CAACT GGCAC GTCTG GACCC GTTCG GTCTG CTGCT GATTG AACAG CCGCT GGAAG

661 AAGAA GATGT GCTGG GTCAT GCCGA ACTGG CACGT CGCAT TCAAA CCCCG ATCTG

716 CCTGG ACGAA TCAAT TGTTT CGGCG CGTGC GGCGG CGGAT GCAAT CAAAC TGGGC

771 GCTGT TCAGA TTGTC AATAT CAAGC CGGGT CGCGT TGGCG GTTAT CTGGA AGCCC

826 GTCGC GTGCA TGATG TTTGC GCTGC GCACG GCATT CCGGT CTGGT GTGGC GGTAT

881 GGAAG AAACC GGTCT GGGTC GTGCA GCAAA CGTGG CTCTG GCGAG CCTGC CGAAT

936 TTTAC CCTGC CGGGT GATAC GAGTG CGTCC GACCG CTTTT ACAAA ACCGA TATTA

991 CGGAA CCGTT CGTCC TGTCT GGCGG TCACC TGCCG GTGCC GACGG GTCCG GGCCT

1046 GGGTG TTGCA CCGAT TCCGG AACTG CTGGA TGAAG TGACC ACGGC CAAGG TTTGG

1101 ATCGG TAGCC TCGAG
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Anhang

EL04

1 CATAT GGTGC GTGGT CAGGT TTTTG ACGTT GGTCC GCGTT ACACG AATCT GTCAT

56 ACTTT GGCGA AGGTG CATAC GGCAT GGTTT GTTCA GCATA TGATA ACGTG AATAA

111 AGTGC GTGTT TACAT TAAAA AGATC AGTCC GTTTG AACAT CAGAC CTATT GCCAA

166 CGTAC GCTGC GCGAA ATTAA AATCC TGCTG CGTTT CCGCC ACGAA AACAT TATCG

221 GCATT AATGA CATTA TCCGT GCGCC GACCA TCGAA CAGAT GAAAG ATGTC TATAT

276 TGTGC AAGAC CTGAT GGAAA CCGAT CTGTA CAAGC TGCTG AAAAC GCAGC ATCTG

331 TCTAA TGACC ACATT TGTTA TTTTC TGTAC CAAAT CCTGC GTGGT CTGAA GTATA

386 TTCAT TCAGC CAATG TCCTG CACCG CGATC TGTAC CCGAG CACCC TGCTG CTGAA

441 CACCA CGTGC GACCT GAAAA TCTGT GATTT TGGCC TGGCG CGTGT TGCCG ATCCG

496 GACCA TGATC ACACC GGTTT CCTGA CGGAA TATGT CGCGA CCCGT TGGTA TCGTG

551 CGCCG GAAAT TATGC TGAAC AGTAA GGGCT ATACG AAAAG TATTG ATATT TGGTC

606 CGTTG GTTGC ATCCT GGCAG AAATG CTGTC CAATC GCCCG ATTTT TCCGG GCAAA

661 CATTA CCTGG ACCAG CTGAA CCACA TTCTG GGCAT CCTGG GTAGC CCGTC TCAGG

716 AAGAC CTGAA CTGTA TCATC AACCT GAAGG CTCGT AACTA TCTGC TGAGC CTGCC

771 GCATA AAAAC AAGGT GCCGT GGAAT CGCCT GTTTC CGAAC GCAGA TTCTA AGGCT

826 CTGGA CCTGC TGGAT AAAAT GCTGA CCTTC AACCC GCATA AACGT ATCGA AGTTG

881 AACAG GCGCT GGCCC ACCCG TATCT GGAAC AATAT TACGA CCCGT CAGAT GAACC

936 GATTG CAGAA GCTCC GTTTA AATTC GATAT GGAAC TGGAT GACCT GCCGA AGGAA

991 AAGCT GAAGG AACTG ATCTT CGAAG AAACG GCGCG TTTCC AGCCG GGTTA CCGCT

1046 CGTAA CTCGA G
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EL05

1 CATAT GGAAG ACAGT GAAAC GGCAG ACCTG AAGAG CCTGG CGAAA CGCAT TTACG

56 AAGCC TACCT GAAGA ACTTT AACAT GAATA AGGTG AAGGC ACGTG TTATT CTGTC

111 AGGCA AAGCG AGCAA CAATC CGCCG TTTGT CATCC ACGAT ATGGA AACCC TGTGC

166 ATGGC AGAAA AAACG CTGGT TGCAA AGCTG GTCGC TAACG GTATT CAGAA TAAAG

221 AAGCT GAAGT GCGCA TCACC CATTG CTGGG CATGT ACGGC TGTCG AAACC GTGAC

276 GGAAC TGACC GAATT TGCGA AGGCC ATTCC GGGCT TCGCG AACCT GGATC TGAAT

331 GACCA AGTGA CGCTG CTGAA ATATG GTGTT CTGGA AGCGG CGATG GCGAT GTGGA

386 GCAGC GTGAT GAACA AGGAT GGCAT GCTGG TTGCG TATGG CAATG GTTTT ATTAC

441 CCGTG AATTT CTGAA ATCCC TGCGC AAGGG TTTCT GTGAT ATTGC CGAAC CGGTC

496 TTTGA CTTCG CGATG AAATT TAACG CCCTG GAACT GGATG ACAGT GATAT TTCCC

551 TGTTC GTGGC AGCTA TTATC TGCTG TGGCG ACCGT CCGGG TCTGC TGAAC GTTGG

606 CCACA TTGAA AAAAT GCAGG AAGGT ATCGT GCATG TTCTG CGCCT GCACC TGCAA

661 AGCAA TCATC CGGAT GACAT CTTTC TGTTC CCGAA ACTGC TGCAA AAGAT GGCGG

716 ATCTG CGTCA ACTGG TTACC GAACA CGCGC AGATG GCCCA AATTC TGAAA AAGAC

771 GGAAT CTGAT ATGGC CATGC ATCCG CTGCT GCAAG AAATC TATCG CGACA TGTAC

826 TAACT CGAG

EL06

1 CCATG GGCAA GATTC TGGTG ATTCA AGGTC CGTTT ACCAA TATGC TGGGC CACCG

56 TGACC CGCGC CTGTT CGGCA TGGTT ACCCT GGATC AGATT CATGA AATCA TGCAG

111 ACCTT TGTCA AACAA GGCAA CCTGG ATGTG GAACT GGAAT TTTTC CAGAC GAACT

166 TCGAA GGTGA AATCA TCGAT AAGAT CCAAG AAAGC GTGGG CTCTG ACTAT GAAGG

221 TATTA TCATT CAGCC GGGTG CGTTT AGTCA TACCA GCATC GCAAT TGCTG ACGCG

276 ATCAT GCTGG CAGGT AAACC GGTGA TCGAA GTTCA CCTGA CCAAC ATTCA GGCGC

331 GTGAA GAATT TCTGA AGAAT AGCTA TACGG GTGCA GCATG CGGCG GTGTT ATCAT

386 GGGCT TCGGT CCGCT GGGTT ACAAC ATGGC CCTGA TGGCA ATGGT CAATA TTCTG

441 GCTGA AATGA AAGCG TTCCA GGAAG CCCAA AAGAA CAATC CGAAC GGCAG CCTCG

496 AG
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Anhang

EL07

1 CATAT GCCGC AAGTC GCAGA CCTGA AAGCA TTTAG CAAGC ACATC TATAA CGCCT

56 ACCTG AAGAA CTTTA ACATG ACGAA GAAGA AAGCC CGTAG CATTC TGACG GGCAA

111 AGCCT CTCAT ACCGC ACCGT TTGTT ATTCA CGATA TTGAA ACCCT GTGGC AGGCT

166 GAAAA AGGCC TGGTG TGGAA GCAAC TGGTT AACGG TCTGC CGCCG TACAA GGAAA

221 TTAGC GTGCA TGTGT TTTAT CGTGT CCAGT GCACC ACGGT CGAAA CGGTG CGCGA

276 ACTGA CCGAA TTTGC CAAGA GTATC CCGTC CTTTA GCTCT CTGTT CCTGA ATGAT

331 CAAGT CACGC TGCTG AAATA TGGCG TGCAC GAAGC ATACT TTGCT ATGCT GGCGA

386 GTATT GTTAA CAAGG ACGGT CTGCT GGTCG CGAAT GGCTC CGGTT TTGTG ACCCG

441 TGAAT TTCTG CGTTC ACTGC GCAAA CCGTT CTCGG ATATT ATCGA ACCGA AGTTC

496 GAATT TGCTG TTAAG TTCAA CGCGC TGGAA CTGGA TGACA GCGAT CTGGC GCTGT

551 TCATC GCGGC CATTA TCCTG TGTGG CGACC GTCCG GGTCT GATGA ACGTT CCGCG

606 CGTCG AAGCT ATTCA GGACA CGATC CTGCG CGCGC TGGAA TTTCA TCTGC AAGCC

661 AATCA CCCGG ATGCA CAATA CCTGT TTCCG AAACT GCTGC AAAAG ATGGC CGACC

716 TGCGT CAACT GGTGA CCGAA CATGC ACAGA TGCTG CAACG CATTA AAAAG ACCGA

771 AACGG AAACC TCTCT GCACC CGCTG GGTCA GGAAA TCTAT AAAGA TATGT ACTAA

826 CTCGA G
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EL08

1 CATAT GGCCG AAATC TCAAG CGACA TCGAC CAACT GAACC CGGAA AGTGC GGACC

56 TGCGT GCCCT GGCGA AGCAT CTGTA CGACA GCTAC ATCAA ATCAT TTCCG CTGAC

111 CAAAG CGAAG GCCCG TGCAA TCCTG ACGGG CAAGA CCACG GATAA AAGTC CGTTT

166 GTGAT TTATG ACATG AACTC CCTGA TGATG GGTGA AGATA AGATC AAGTT CAAGC

221 ATATC ACCCC GCTGC AAGAA CAATC GAAAG AAGTT GCGAT CCGTA TTACG CAGGG

276 CCTGC AATTT CGCAG TGTCG AAGCT GTGCA GGAAA TCACC GAATA TGCGA AATCC

331 ATTCC GGGCT TCGTC AACCT GGATC TGAAT GACCA GGTGA CCCTG CTGAA GTACG

386 GTGTG GTTGA AATTA TCATT ACGAT GATGG CGTCA CTGAT GAACA AAGAT GGCAT

441 GCTGA TCTCG GAAGG CCAGG GTTTT ATGAC CCGTG AATTT CTGAA GAGTC TGCGC

496 AAACC GTTTG GCGAC CTGTT TGAAC CGGTG TTTGA ATTTG CCGTT AAATT TAATG

551 CACTG GAACT GGATG ACAGC GATCT GGCTA TCTTC ATTGC GGTTA TCATT CTGTC

606 TGGCG ACCGT CCGGG TCTGC TGAAC GTCAA GCCGA TCGAA GATAT TCAGG ACAAC

661 CTGCT GCAAG CGCTG GAACT GCAAC TGAAA CTGAA TCATC CGGAA AGCTC TCAAC

716 TGTTT GCAAA GCTGC TGCAA AAAAT GACCG ATCTG CGCCA AATCG TTACG GAACT

771 GGTCC AGATG ATGCA AGTGA TTAAA AAGAC CGAAA CGGAT ATGTC TTTCC ACCCG

826 CTGCT GCAAG AAATT TACAA AGACC TGTAA CTCGA G
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Anhang

EL09

1 CATAT GGAAA AGCGT AAGAT CATTC TGGAC TGCGA TCCGG GTCAC GACGA CGCTA

56 TTGCG ATTAT GATGG CGGCG AAGCA TCCGG CGATT GACCT GCTGG GTATT ACCAT

111 CGTCG CCGGC AACCA GACGC TGGAT AAAAC CCTGA TTAAC GGTCT GAATG TTTGC

166 CAAAA GCTGG AAATC AATGT CCCGG TGTAT GCCGG TATGC CGCAG CCGAT TATGC

221 GTCAG CAAAT CGTCG CCGAT ACCAC GCATG GCGAT ACCGG TCTGG ACGGT CCGGT

276 GTTCG AACCG CTGAC GCGCC AAGCA GAAAG CACCC ACGCT GTTAA ATACA TTATC

331 GACAC GCTGA TGGCA AGCGA TGGTG ACATT ACCCT GGTTC CGGTC GGCCC GCTGT

386 CTAAC ATTGC AGTGG CTATG CGTAT GCAGC CGGCA ATCCT GCCGA AGATT CGCGA

441 AATCG TTCTG ATGGG CGGTG CTTAT GGCAC GGGTA ACTTC ACCCC GTCAG CGGAA

496 TTTAA TATCT TCGCC GATCC GGAAG CGGCC CGTGT GGTTT TTACC TCGGG TGTGC

551 CGCTG GTTAT GATGG GCCTG GATCT GACCA ACCAA ACGGT TTGCA CCCCG GACGT

606 CATTG CACGT ATGGA ACGTG CGGGC GGTCC GGCCG GTGAA CTGTT TAGTG ATATT

661 ATGAA CTTCA CGCTG AAGAC CTACT TTGAA TCCCT GGGTC TGGCA GGCGG TCCGG

716 TGCAT GATGC TACGT GTATT GGTTA CCTGA TCAAC CCGGA CGGCA TTAAG ACCCA

771 GGAAA TGTAT GTGGA AGTTG ATGTC AATAG TGGTC CGTGC TACGG CCGTA CGGTG

826 TGTGA CGAAC TGGGT GTTCT GGGCA AACCG GCCAA TACCA AAGTG GGTAT TACGA

881 TCGAT ACCGA CTGGT TTTGG GGTCT GGTCG AAGAA TGTGT GCGCG GCTAC ATTAA

936 AACCC ACCTG TAACT CGAG
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EL10

1 CCATG GGCTC TGCCC TGCCG ATTCT GCTGG ACTGC GCGCC GGGTC ACGAC GATGC

56 GATTG CGATT GTGCT GGCCC TGGCT TCACC GGAAC TGGAT GTGAA AGCTA TCACC

111 AGCTC TGCGG GCAAC CAGAC CCCGG AAAAG ACGCT GCGTA ATGTT CTGCG CATGC

166 TGACG CTGCT GAACC GTACC GACAT TCCGG TGGCC GGCGG TGCAG TTAAA CCGCT

221 GATGC GCGAA CTGAT TATCG CCGAT AATGT TCATG GCGAA AGCGG TCTGG ACGGT

276 CCGGC TCTGC CGGAA CCGAC GTTTG CGCCG CAGAA CTGCA CCGCC GTGGA ACTGA

331 TGGCA AAAAC GCTGC GTGAA TCAGC AGAAC CGGTC ACCAT TGTGA GCACC GGTCC

386 GCAAA CCAAC GTTGC GCTGC TGCTG AATAG TCATC CGGAA CTGCA CTCCA AGATC

441 GCTCG CATTG TCATC AGTGG CGGTG CGATG GGCCT GGGTA ACTGG ACCCC GGCGG

496 CGGCG TTTAA TATTT ACGTC GATCC GGAAG CTGCG GAAAT TGTGT TCCAG TCCGG

551 CATCC CGGTG GTTAT GGCCG GTCTG GATGT CGTGC ATAAA GCACA AATCC ACGTT

606 GAAGA CACGG AACGT TTTCG CGCGA TTGGC AATCC GGTTA GCACC ATCGT CGCCG

661 AACTG CTGGA TTTCT TTCTG GAATA TCACA AAGAC GAAAA GTGGG GTTTT GTCGG

716 CGCTC CGCTG TTCAG CCCGT GTACC ATTGC ATGGC TGCTG AAGCC GGAAC TGTTC

771 ACGTC TGTGG AACGT TGGGT GGGTG TTGAA ACCCA GGGCA AATAC ACGCA GGGTA

826 TGACC GTTGT CGATT ATTAC TATCT GACGG GTAAC AAGCC GAATG CGACC GTCAT

881 GGTGG ATGTT GACCG TCAGG GCTTT GTGGA TCTGC TGGCC GACCG CCTGA AATTC

936 TATGC AGGTT CTCTC GAG
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Anhang

EL11

1 CATAT GGAAT CGGCG GACCT GCGTG CCCTG GCGAA ACACC TGTAC GATAG CTACA

56 TCAAG TCGTT CCCGC TGACG AAAGC CAAGG CCCGT GCGAT TCTGA CCGGC AAGAC

111 CACGG ATAAA TCACC GTTTG TCATC TATGA CATGA ACTCG CTGAT GATGG GTGAA

166 GATAA GATCA AGTTC AAGCA TATCA CCCCG CTGCA AGAAC AAAGC AAAGA AGTGG

221 CAATT CGTAT TCTGC AATAT CTGCA ATTTC GCAGT GTGGA AGCGG TTCAG GAAAT

276 TACGG AATAC GCCAA ATCCA TTCCG GGCTT CGTTA ACCTG GATCT GAATG ACCAG

331 GTTAC CCTGC TGAAG TACGG TGTCC ACGAA ATTAT GATGA CGATG AGTGC CTCCC

386 TGATG AACAA AGATG GCGTC CTGAT CAGCG AAGGC CAGGG TTTTA TGACC CGTGA

441 ATTTC TGAAG TCTCT GCGCA AACCG TTTGG TGATT TCATG GAACC GATGT TCGAA

496 TTTGC AGTGA AGTTC AACGC TCTGG AACTG GATGA CAGCG ATCTG GCGAT TTTCA

551 TCGCC GTGAT TATCC TGTCT GGCGA CCGTC CGGGT CTGCT GAACG TTAAG CCGAT

606 TGAAG ATATT CAGGA CAACC TGCTG CAAGC GCTGG AACTG CAACT GAAAC TGAAT

661 CATCC GGAAA GCTCT CAACT GTTTG CTAAG CTGCT GCAAA AAATG ACCGA TCTGC

716 GCCAA ATTGT CACGG AACAC GTGCA GATGC TGCAA GTTCT GAAAA AGACC GAAAC

771 GGATA TGCAT CCGCA CCCGC TGTTT CAGGA AATTT ATAAA GACCT GTACT AACTC

826 GAG
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EL12

1 CATAT GGCGG AAATC AGCAG CGACA TTGAC CAACT GAACC CGGAA AGTGC GGACC

56 TGCGT GCCCT GGCGA AGCAT CTGTA CGATA GCTAC ATTAA ATCTT TTCCG CTGAC

111 CAAAG CGAAG GCCCG TGCAA TTCTG ACGGG CAAGA CCACG GATAA ATCAC CGTTT

166 GTCAT CTATG ACATG AACTC GCTGA TGATG GGTGA AGATA AGATC AAGTT CAAGC

221 ATATC ACCCC GCTGC AAGAA CAATC TAAAG AAGTG GCTAT TCGCA TCGCG CAGGG

276 CTTTC AATTC TGGTA TGTGG AAGCC GTTCA GGAAA TTACC GAATA CGCAA AATCA

331 ATTCC GGGCT TTGTT AACCT GGATC TGAAT GACCA GGTCA CCCTG CTGAA GTATG

386 GTGCT TCGGA AATTG TTTAC ACGAT GAGTG CGTCC CGTAT GAACA AAGAT GGCAC

441 CCTGA TCAGT GAAGG CCAGG GTTTT ATGAC CCGTG AATTT CTGAA GTCCC TGCGC

496 AAACC GTTCG GTGAT CTGAT GGAAC CGGCC TTTGA ATTTG CAGTC AAATT TAATG

551 CGCTG GAACT GGATG ACAGC GATCT GGCTA TTTTC ATCGC GGTGA TTATC CTGTC

606 TGGCG ACCGT CCGGG TCTGC TGAAC GTTAA GCCGA TTGAA GATAT TCAGG ACAAC

661 CTGCT GCAAG CGCTG GAACT GCAAC TGAAA CTGAA TCACC CGGAA AGCTC TCAAC

716 TGTTT GCAAA GCTGC TGCAA AAAAT GACCG ATCTG CGCCA AATTG TCACG GAACA

771 TGTGC AGCTG CTGCA AGTGA TCAAA AAGAC CGAAA CGGAT ATGTC ACTGC ACCCG

826 CTGGC CCAGG AAATT TATAA AGACC TGTAC TAACT CGAG

EL13

1 CCATG GGCAG CGAAC TGATC GTCAA CGTCA TCAAC GGTCC GGGTA TGGGT ATGCT

56 GGGCA AGCGC GAACC GGCAA TCTAC GGCGG CACCA CGCAC GACGA ACTGG TCGCG

111 CTGAT CGAAC GTGAA GCGGC CGAAC TGGGC CTGAA AGCGG TGGTT CGCCA GAGCG

166 ATTCT GAAGC CCAAC TGCTG GACTG GATTC ATCAG GCAGC TGATG CGGCC GAACC

221 GGTTA TTCTG AACGC AGGTG CTCTG ACCTT TACGA GCGTC GCACT GCGTG ATGCA

276 TGCGC AGAAC TGTCA GCTCC GCTGA TTGAA GTGCA TATTT CGAAT ATCCA CGCCC

331 GCGAA GAATT TCGTC GCCAT AGTTA TCTGT CCCCG ATTGC AACCG GCGTC ATCGT

386 GGGTC TGGGT ATTCA AGGTT ATCTG CTGGC ACTGC GTTAC CTGGC TGAAC ACGTT

441 GGCAC GGGTA GTCTC GAG
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Anhang

EL14

1 CCATG GTGCG TGGCC AAGTG TTTGA CGTGG GTCCG CGCTA TACCA ACCTG AGCTA

56 CATCG GTGAA GGTGC AGCAG GCATG ATTTG TTCGG CTTAT GATAA CGTGA ATAAA

111 GTGCG TGTTG CAATT AAAAA GATCA GCCCG TTTGA ACATC AGACC TACTG CCAAC

166 GTACG CTGCG CGAAA TTAAA ATCCT GCTGC GTTTC CGCCA CGAAA ACATT ATCGG

221 CATCA ATGAC ATTAT CCGCG CTCCG ACCAT CGAAC AGATG AAAGA CGTCT ATATT

276 GTGCA GGATC TGATG GAAAC CCTGC TGTAC AAGCT GCTGA AAACG CAGCA TCTGT

331 CTAAT GATCA CATTT GCTAT TTTCT GTACC AAATC CTGCG TGGCC TGAAG TATAT

386 TCATA GCGCA AACGT CCTGC ACCGC GACCT GAAAC CGTCT AACCT GCTGC TGAAT

441 ACCAC GTGTG ATCTG AAGAT TATCG GCTTT GGTCT GGCGC GTGTT GCCGA TCCGG

496 ACCAT GATCA CACCG GTTTC CTGAC GGAAT ATGTC GCGAC CCGTT GGTAT CGTGC

551 GCCGG AAATT ATGCT GAACA GCAAG GGCTA TACGA AATCA ATTGA TATTT GGTCG

606 GTTGG TTGCA TCCTG GCGGA AATGC TGTCG AATCG CCCGA TTTTT CCGGG CAAAC

661 ATTAC CTGGA CCAGC TGAAC CACAT TCTGG GCATC CTGGG TAGCC CGTCT CAGGA

716 AGACC TGAAC TGTAT TATCA ATCTG AAAGC CCGTA ATTAT CTGCT GAGTC TGCCG

771 CATAA AAACA AGGTG CCGTG GAATC GCCTG TTTCC GAACG CAGAT TCCAA GGCTC

826 TGGAC CTGCT GGATA AAATG CTGAC CTTCA ACCCG CATAA ACGTA TCGAA GTTGA

881 ACAGG CGCTG GCCCA CCCGT ATCTG GAACA ATATT ACGAC CCGTC AGATG AACCG

936 ATTGC AGAAG CTCCG TTTAA ATTCG ATATG GAACT GGATG ACCTG CCGAA GGAAA

991 AGCTG AAGGA ACTGA TCTTC GAAGA AACCG CACGT TTCCA GCCGG GCTAC CGCAG

1046 TGGTT CCCTC GAG
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