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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 

µ   mikro (10-6) 

δ   chemische Verschiebung 

°C   Grad Celsius 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Reaktionen zum Aufbau neuer, selektiver C-C, C-O, C-S und C-N Bindungen gehören zu den 

wichtigsten in der organischen Synthese. Biokatalysatoren mit ihrer hohen katalytischen 

Aktivität und Selektivität stehen als eine oft umweltfreundliche Alternative zu chemischen 

Katalysatoren im Fokus aktueller Forschungsarbeiten. Ziel dieser Arbeit waren Studien zur 

Substratspezifität und Reaktionspromiskuität von enzymatischen Lewis- und Brønsted-

Säurekatalysatoren zur Aktivierung der Carbonylfunktion in Aldol Reaktionen, Michael 

Reaktionen und Prins Reaktionen. Dafür wurden die Zink-abhängigen Metalloenzyme 

Pyrazinamidase PH999 aus Pyrococcus horikoshii und tHisF aus Thermotoga maritima als 

enzymatische Lewis-Säuren und die Squalen-Hopen-Zyklase aus Alicyclobacillus 

acidocaldarius (AacSHC) als Brønsted-Säure gewählt.  

 

Das Zink wird in Metalloenzymen über eine Aminosäuretriade bestehend aus zwei Histidin 

Aminosäuren und einer Asparaginsäure an das Protein koordiniert und übernimmt die 

Funktion der katalytischen Lewis-Säure. Das Proteingerüst dient als chiraler Ligand, 

wodurch die Selektivität einer Reaktion beeinflusst wird. In der Hydrolase PH999 aktiviert 

das Zink in der natürlichen Reaktion Wasser für die Hydrolyse von Pyrazinamid zur 

Pyrazinsäure. Nach der Expression und Charakterisierung der PH999 wurde das Potential 

für die Katalyse promiskuitiver Reaktionen anhand der Aldol Reaktion von 2-

Pyridincarboxaldehyd mit Aceton untersucht. Erste Ergebnisse konnten einen Umsatz für 

die Aldol Reaktion zeigen. Weitere Untersuchungen zu mechanistischen Eigenschaften des 

Enzymes PH999 wiesen jedoch darauf hin, dass dies nicht auf die Katalyse am Metall zurück 

zu führen ist, sondern viel mehr auf Lysin Aminosäuren an der Oberfläche des Enzyms. 

Diese katalysieren die Aldol Reaktion analog entsprechender Organokatalysatoren über ein 

Enaminintermediat. Wie schwierig die Katalyse an einem definierten Metallzentrum ist, 

zeigt auch die promiskuitive Michael Reaktion von Azachalcon mit Mercaptoethanol der 

tHisF. Bei der tHisF handelt es sich um ein artifizielles Metalloenzym, in welches durch 

Einführung der Aminosäuretriade nach Reetz et al. Zink koordiniert werden kann. Studien 

zur Bindung des Zinks im Proteingerüst haben gezeigt, dass es neben der definierten 

Metallbindestelle zu einer weiteren Zinkkoordination an zahlreichen Asparaginsäure- und 
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Glutaminsäure Resten an der Enzymoberfläche kommt. Dies hat zur Folge, dass keine 

selektive Katalyse der Michael Reaktion stattfindet.  

 

Die Squalen-Hopen-Zyklase katalysiert in der Natur Polyzyklisierungen, wobei die 

katalytische Asparaginsäure als Brønsted-Säure agiert und im ersten Schritt das Substrat an 

der terminalen C-C Doppelbindung protoniert. In vorherigen Arbeiten konnte bereits 

gezeigt werden, dass neben der Protonierung von Doppelbindungen auch eine Protonierung 

von Epoxiden und Carbonylgruppen möglich ist. Um verschiedene spezifische Bindungen 

von nicht-natürlichen Substraten und damit verschiedene Zyklisierungsprodukte zu 

adressieren wurde eine kleine fokussierte Mutantenbibliothek der AacSHC generiert. 

Hierfür wurden in Einzelmutanten die Aminosäuren in der Umgebung von 15 Å um die 

katalytisch aktive Asparaginsäure durch verhältnismäßig kleine und große hydrophobe  

Aminosäuren ersetzt. Durch verschiedene Einzelmutanten konnten in der Folge die 

verschiedenen Isomere von Isopulegol als Produkte der Prins Reaktion von Citronellal 

selektiv katalysiert werden. Basierend auf diesen Vorarbeiten wurden Untersuchungen zur 

Substratpromiskuität der Prins Reaktion katalysiert durch die AacSHC durchgeführt. 

Zusätzlich wurde untersucht in wie weit chemische Effekte, hier im speziellen der Thorpe-

Ingold Effekt, einen Einfluss auf die Aktivität und Selektivität der AacSHC haben. Aus der 

Mutantenbibliothek konnte für die synthetisierten Citronellalanaloga 3-Methylcitronellal 

und 7-Methyloctenal Varianten mit einer bis zu 12-fach und 20-fach erhöhten Aktivität und 

exzellenten Selektivitäten gegenüber dem Wildtyp identifiziert werden. Für 3-

Methylcitronellal war es zudem möglich die Aktivität, ohne Verlust der hohen Selektivität, 

durch Kombination zweier Einzelmutanten um das Vierfache im Vergleich zu den 

entsprechenden Einzelmutanten auf 42,0 ± 4,4 % zu steigern. Für die Ausweitung des 

Substratspektrums der Prins Reaktion zum Aufbau von Fünf- und Siebenringprodukten 

wurde 8-Methylnonenal als Siebenringsubstrat und 3,3,6-Trimethylheptenal als 

Fünfringsubstrat synthetisiert und mit der Mutantenbibliothek der AacSHC getestet. 

Während für das 8-Methylnonenal keine Aktivität identifiziert werden konnte, konnte mit 

dem Wildtyp beim 3,3,6-Trimethylheptenal Spuren <0,5 % des zyklisierten Produkts 

nachgewiesen werden. Weiter wurden die Mutanten I261G und F601A als beste Mutanten 

der AacSHC Mutantenbibliothek mit einem geringen Umsatz von 0,77 ± 0,03 % und 0,78 ± 

0,15 % identifiziert. 
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ABSTRACT 

Reactions to build up selective carbon–carbon, carbon-oxygen, carbon-sulfur and carbon-

nitrogen bonds are key transformations in organic synthesis to generate the carbon 

backbone of organic molecules. Biocatalysts with strong catalytic activity and selectivity are 

environmental friendly alternatives to chemical catalysts and part of actual research 

projects. The aim of the presented work are studies on the substrate specificity and reaction 

promiscuity of enzymatic Lewis- and Brønsted-acid catalyst for the activation of the 

carbonyl oxygen in Aldol reactions, Michael reactions and Prins reactions. As Lewis-acid 

catalysts the zinc-dependent metalloenzymes pyrazinamdase PH999 from Pyrococcus 

horikoshii and tHisF from Thermotoga maritima and as Brønsted-acid catalyst the squalene-

hopene cyclase from Alicyclobacillus acidocaldarius (AacSHC) were chosen. 

 

In metalloenzymes the zinc is coordinated to the protein via an amino acid triade of two 

histidine amino acids and an aspartic acid. The zinc is acting as the catalytic active Lewis-

acid and the protein scaffold as chiral ligand, which influences the selectivity of the reaction. 

In the hydrolase PH999 natural reaction the zinc activates the water for the hydrolysis of 

pyrazinamide to pyrazinoic acid. After expression and characterization of the PH999 the 

potential as catalyst for promiscuous reactions was studied. Therefore the Aldol reaction of 

2-pyridinecarboxaldehyde and acetone as model reaction was chosen and first results 

showed an increased activity for the reaction. Further mechanistic studies of the enzyme 

PH999 indicated, that the reaction does not occur at the zinc in the active site. The results 

show a catalysis at the lysine amino acid residues on the protein surface of the enzyme, 

which are able to catalyze the Aldol reaction like organocatalysts over an enamine transition 

state. Difficulties of the catalysis with a defined metal center are also shown by the 

promiscuous Michael reaction of azachalcone and mercaptoethanol with the tHisF. The 

tHisF is an artificial metalloenzyme, with an amino acid triade Reetz et al. implemented to 

coordinate zinc. Studies on the binding affinity of the zinc to the protein scaffold showed, 

that in addition to the defined metal binding site the zinc can also be coordinated by the 

available aspartic and glutamic acid residues at the protein surface, with the consequence of 

a non-selective catalysis of the Michael reaction.   
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The squalene-hopene cyclase catalyze in nature polycyclizations by initial protonation of the 

terminal carbon-carbon double bond with a catalytic active aspartic acid acting as Brønsted-

acid. In previous work it was shown, that in addition to the protonation of the terminal 

double bond of terpenes also a protonation of epoxides and carbonyl groups is possible. To 

address different specific binding of non-natural substrates and following from this 

producing the corresponding cyclisation products a small focused mutant library of the 

AacSHC was generated. Therefore single mutants where created by changing the amino 

acids in the surrounding of 15 Å of the catalytic active aspartic acid by comparatively small 

and large hydrophobic amino acids. With different single mutants it was possible to catalyze 

the selective Prins reaction of citronellal to the different isomers of isopulegol as the 

product. Based on these results studies to investigate the substrate promiscuity of the Prins 

reaction catalyzed by the AacSHC were performed. Additionally chemical effects, in this case 

specifically the Thorpe-Ingold effect, and their impact on activity and selectivity of the 

AacSHC were studied. For the synthesized citronellal analogs 3-methylcitronellal and 7-

methyloctenal single mutants of the focused AacSHC mutant library with a 12- and 20-fold 

increased activity and excellent selectivity compared to the wildtype were identified. It was 

further possible to combine two  single mutants in double mutants to increase the activity 

for 3-methylcitronellal again four fold to 42.0 ± 4.4 % compared to the according single 

mutants without a loss in selectivity. To expand the substrate spectrum of the Prins reaction 

to build up five-ring and seven-ring products, 8-methylnonenal as seven-ring substrate and 

3,3,6-trimethylheptenal as five-ring substrate were synthesized and screened with the 

AacSHC mutant library. For the 8-methylnonenal no activity could be found, while for 3,3,6-

trimethylheptenal traces of ≤0.5 % of the cyclized product could be identified with the 

wildtype. By screening the AacSHC mutant library the mutants I261G and F601A with an 

increased activity of 0.77 ± 0.03 % and 0.78 ± 0.15 % could be identified as best single 

mutants for the reaction. 
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1 EINLEITUNG 

Zu den wichtigsten Reaktionen der organischen Synthese zählen selektive Reaktionen zum 

Aufbau von komplexen Kohlenstoffgrundgerüsten, unter anderem die Diels-Alder Reaktion, 

die Michael Reaktion, die En Reaktion, die Nazarov Zyklisierung, die Henry Reaktion, die 

Aldol Reaktion und Friedel-Crafts Reaktionen.1 Die Entwicklung von chiralen 

Übergangsmetall-katalysatoren und Organokatalysatoren ermöglichte eine Vielzahl neuer 

Synthese-möglichkeiten mit der Folge, dass heute ca. 80 % der organischen Reaktionen in 

der industriellen Synthese katalytisch durchgeführt werden.2,3 Die Realität der chemischen 

Synthese zeigt jedoch auch, dass diese Katalysatoren zum Teil empfindlich gegenüber Luft 

und Feuchtigkeit sind, Nebenprodukte und Lösungsmittelabfälle anfallen und oft hohe 

Reaktionstemperaturen notwendig sind. Im Fall der Übergangsmetallkatalysatoren kommt 

zudem die Toxizität und bei Organokatalysatoren die hohe Katalysatorbeladung hinzu.4–6 

Eine oft umweltfreundliche Alternative zu den klassischen organischen Katalysatoren 

stellen die Biokatalysatoren in Form von Enzymen mit ihren ausgezeichneten Selektivitäten  

(Chemo-, Regio- und Stereoselektivität) und hohen katalytischen Aktivitäten unter milden 

Reaktionsbedingungen dar.6 Jedoch haben biokatalytische Prozesse mit ca. 5 % in der 

Industrie noch eine untergeordnete Rolle, was darauf zurück zu führen ist, dass Enzyme 

eine geringe Reaktionsvielfalt besitzen und zudem für synthetisch wichtige organische 

Reaktionen bisher keine entsprechenden Enzyme zur Verfügung stehen.3 Die Erforschung 

und Entwicklung neuer, effizienter und effektiver Biokatalysatoren für die Anwendung in 

der  enantioselektiven Synthese im Labor- und Industriemaßstab ist in den letzten Jahren 

ein stetig wachsender Forschungsschwerpunkt geworden.7–9 

 

1.1 Biokatalyse 

Für eine Vielzahl an Hydrolysereaktionen, Reduktionsreaktionen, sowie Oxidations-

reaktionen stehen schon heute verschiedenste Enzyme, wie Lipasen, Esterasen, Proteasen, 

Transaminasen, Dehydrogenasen, Enreduktasen, Oxygenasen und Oxidasen zur 

Verfügung.2,10 Für den Aufbau neuer C-C Bindungen dagegen sind nur wenige enzymatische 

Beispiele bekannt.1,11 Die verbesserten Screening und Engineering Methoden ermöglichen 
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jedoch die immer breitere Anwendbarkeit der Biokatalysatoren, indem dadurch die 

Enzymstabilität erhöht, das Substratspektrum ausgeweitet und die Selektivität verbessert 

werden kann.7 Für die Entwicklung neuer, synthetisch relevanter Biokatalysatoren gibt es 

zwei Strategien, zum einen die Möglichkeit nach promiskuitiven Eigenschaften natürlicher 

Enzyme zu suchen und durch enzyme engineering auszubauen. Zum anderen können, wenn 

für bestimmte chemische Reaktionen keine Promiskuität in natürlichen Enzymen 

vorhanden ist, durch verschiedene Verfahren artifizielle Enzymkatalysatoren mit neuen 

Funktionen generiert werden. 

 

1.1.1 Enzympromiskuität natürlicher Enzyme  

Enzympromiskuität ist die Ausnutzung alternativer Funktionen von natürlichen Enzymen. 

Zusätzlich zu ihrer natürlichen katalytischen Aktivität besitzen Enzyme trotz ihrer 

bemerkenswerten Spezifität oft eine promiskuitive Aktivität und können neue, nicht-

physiologische Reaktionen katalysieren oder nicht-natürliche Substrate umsetzen. Die 

Gründe für die Promiskuität von Enzymen sind vielfältig und haben mechanistische und 

evolutionäre Hintergründe. In der Natur ist die Promiskuität bei Bedarf einer neuen 

enzymatischen Funktion Startpunkt für eine schrittweise Evolution, so dass die 

promiskuitive Funktion die primäre Funktion des neuen Enzyms werden kann. So 

divergierten neue Familienmitglieder aus bestehenden und es entstanden die heute 

bekannten großen und funktionell unterschiedlichen Enzymfamilien, wie zum Beispiel die 

Superfamilie der Hydrolasen.12,13 In der Biokatalyse wird dieses Prinzip zur Entwicklung 

effizienter Biokatalysatoren für nicht-natürliche Reaktionen oder den Umsatz nicht-

natürlicher Substrate verwendet, indem Enzyme mit einer geringen identifiziert 

promiskuitiven Aktivität über semi-rationales Design oder gerichtete Evolution 

weiterentwickelt werden.7 Steht und fällt das rationale Design, bei welchem mit Hilfe 

computergestützter Verfahren Varianten modelliert werden, mit der Kenntnis von Struktur 

und Mechanismus des Enzyms, sind diese für die gerichtete Evolution nicht nötig. Hier 

werden per Zufallsmutagenese Bibliotheken erstellt, welche dann mittels Selektion oder 

Screening auf Varianten mit den gewünschten Eigenschaften durchforstet werden.14 Die 

Promiskuität kann in verschiedene Klassen, die Konditions-, Substrat- und katalytische 

Promiskuität eingeteilt werden, wobei die Promiskuität eines Enzyms nicht immer eindeutig 

nur einer Klasse zugeordnet werden kann.15,16 Bei der Konditionspromiskuität wird eine 

Reaktion in organischem Lösungsmittel, bei hohen Temperaturen oder extremen pH-
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Werten durchgeführt und dadurch der Reaktionstyp des Enzyms beeinflusst. Bei der 

Substratpromiskuität werden nicht-natürliche Substrate analog dem Mechanismus des 

natürlichen Substrats umgesetzt. Für die Kombination von Konditions- und 

Substratpromiskuität sind die Lipasen, oftmals mit industrieller Anwendung, ein bekanntes 

Beispiel. In Wasser katalysieren Lipasen die Esterhydrolyse zu den entsprechenden 

Fettsäuren und Alkoholen. In organischen Lösungsmittel kann die Rückreaktion zur Bildung 

von Ester- und Amidbindungen, sowie die Racematspaltung zur Darstellung von chiralen 

Alkoholen, Säuren und Aminen stattfinden.15,17,18 Die katalytische Promiskuität ist die 

Katalyse von nicht-natürlichen Reaktionen mit einem anderen als dem natürlichen 

Reaktionsmechanismus und kann in die natürliche und die induzierte, katalytische 

Promiskuität unterteilt werden. Bei der natürlichen, katalytischen Promiskuität handelt es 

sich um eine Nebenreaktion des Enzyms, welche bereits vom Wildtyp katalysiert werden 

kann. Das Beispiel einer Lipase zeigt, der Wildtyp kann die Aldol Reaktion von Hexanal und 

Propanal katalysieren und durch Entfernen des für die natürliche Aktivität essentiellen 

Serins kann die spezifische Aktivität um das Vierfache gesteigert werden (Abbildung 1).19  

 

 

Abbildung 1:  Natürliche katalytische Promiskuität der Lipase B aus Candida antarctica (CalB) in Cyclohexan für 
die Aldol Reaktion von Hexanal. Das Substrat wird dabei durch das oxyanion hole des Enzymes aktiviert und 
nicht durch das für die natürliche Aktivität essentielle Serin.15,19 

 

Ein jüngstes Beispiel für die induzierte, katalytische Promiskuität ist die Verwendung einer 

P450 BM3-Mutante für die Cyclopropanierung von Arnold et al. P450 Enzyme katalysieren 

natürlicherweise die C-H Aktivierung mit Hilfe eines Eisen-Häm Cofaktors, wodurch zum 

Beispiel die Epoxidierung von Styrol möglich ist.20–22 Durch rationales Design und gerichtete 

Evolution wurden P450 BM3-Mutanten designt, welche in der Lage sind Nitrene für die 

Sulfiminierung und Carbene für die selektive Cyclopropanierung von Olefinen zu aktivieren 

und die Reaktionen in vivo und in vitro zu katalysieren (Abbildung 2).23–27  
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Abbildung 2: Induzierte katalytische Promiskuität in der P450 BM3-Mutante. Natürlicherweise katalysiert P450 
BM3 die Monoxigenierung von Olefinen zum entsprechenden Epoxid. Die Mutation des Cystein in Serin 
ermöglichte die selektive Katalyse der nicht-natürliche Cyclopropanierung.24 

 

1.1.2 Artifizielle Enzymkatalysatoren 

Auf der Suche nach neuen, enzymatischen Systemen, welche Reaktionen katalysieren, die 

natürlicherweise durch klassische enzymatische Reaktionen nicht zugänglich sind, wurden 

verschieden artifizielle Enzymkatalysatoren entwickelt. Sie alle haben zum Ziel das Beste 

aus homogener und enzymatischer Katalyse zu verknüpfen, indem sie die Übergangsmetall-

katalyse mit deren Möglichkeiten eine große Vielfalt an Reaktionen zu katalysieren mit der 

hohen Regio- und Stereoselektivität der Enzymkatalyse kombinieren. Das grundlegende 

Prinzip artifizieller Metalloenzyme ist die Einführung eines Metallkomplexes mit 

katalytischer Aktivität in ein Protein, welches die zweite Koordinationssphäre bildet und 

damit die Selektivität einer Reaktion kontrolliert. Für die Umsetzung sind bis dato drei 

verschiede Strategien beschrieben:28–32  

 kovalente Bindung,  

 supramolekulare Verankerung und 

 direkte Komplexierung von Metallen.  

Mit den artifiziellen Katalysatoren konnte ein breites Spektrum an nicht-natürlichen 

Reaktionen katalysiert werden, unter anderem Hydrolysereaktionen, Sulfoxidationen, 

Epoxidierungen, Ketonreduzierungen und Diels-Alder Reaktionen.29  

 

Bei der kovalenten Bindung wird ein achiraler chemischer Metallkatalysator über 

nukleophile Aminosäurereste (Cystein, Lysin, Serin) an das Proteingerüst gebunden. Di 

Stefano et al. koppelte in seinen Arbeiten den Kupfer-koordinierenden Phenanthrolin 

Liganden nukleophil an das Cystein des ALBP-Enzyms (Fettsäure-Transporter Enzym) und 
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konnte damit nicht-natürliche Hydrolysereaktionen von Ester- und Amidbindungen 

katalysieren (Abbildung 3).33 Aufbauend auf diesen ersten Arbeiten folgten weitere 

Beispiele mit Papain für die Esterhydrolyse34–36 und Myoglobin für die Suloxidation.37  

 

 

Abbildung 3: Kovalente nukleophile Kopplung von Kupfer-koordinierendem Phenanthrolin an das Cystein des 
ALBP-Enzyms zur Katalyse der Ester- und Amidhydrolyse.33 

 

Eine weitere Möglichkeit chemische Metallkatalysatoren mit einem Proteingerüst zu 

kombinieren ist die supramolekulare Verankerung, bei welcher die spezifische und starke 

Wechselwirkung von chemischen Molekülen an ein spezielles Protein genutzt wird. Ward et 

al. entwickelte  aufbauend auf den Arbeiten von Whitesides et al. die Biotin-Streptavidin 

Technologie, bei welcher die große chemische Vielfalt durch chemische Modifikation des 

Spacers oder durch Modifikation des Proteins mittels gentechnischer Methoden erreicht 

wird.38 Somit können unter anderem die chirale Hydrierung  von N-Acetaminosäuren, 

Alkylierungen von 1,3-Diphenylallylacetat oder die Reduktion von aromatischen oder 

aliphatischen Ketonen katalysiert werden (Abbildung 4).39 Als alternatives Proteingerüst 

diente Roelfes et al. ein DNA-Gerüst, an welches ein Kupfer koordinierender Ligand 

gebunden und anschließend unter anderem Friedel-Crafts Acylierungen, Diels-Alder 

Reaktionen und Michael Reaktionen katalysiert wurden.40  

 

 

Abbildung 4: Supramolekulare Verankerung in der Biotin-Streptavidin Technologie, mit dem Biotin (grün), 
Spacer (blau), Ligand (rot) und dem Rhodium (türkis) als organisches Fragment, welches durch spezifische 
Wechselwirkungen an das Streptavidin koordiniert ist und für Hydrierung von N-Acetaminosäuren, 
Alkylierungen von 1,3-Diphenylallylacetat oder die Reduktion von aromatischen oder aliphatischen Ketonen 
verwendet werden kann.39 
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Die dritte Möglichkeit zur Erstellung eines artifiziellen Metalloenzyms ist die dative Bindung 

katalytisch aktiver Metalle über Metallbindende-Aminosäuren (Histidin, Cystein, Asparagin- 

und Glutaminsäure) an das Protein. In der Carboanhydrase ist Zink über drei Histidin 

Aminosäuren an das Protein koordiniert und kann durch andere redox-aktive Metalle 

ausgetauscht werden, um eine neue, nicht-natürliche Aktivität zu generieren. Von 

Kazlauskas et al. wurde als ein Beispiel der Austausch mit Mangan durchgeführt und 

anschließend die Epoxidierung von aromatischen Olefinen katalysiert (Abbildung 5).41 Ist 

in einem geeigneten Proteingerüst keine Metallbindestelle vorhanden, kann diese, wie 

Arbeiten von Reetz et al., zeigen artifiziell eingeführt und anschließend das Metall 

(Kupfer(II)) koordiniert werden. Die Einführung der His/His/Asp-Triade in die tHisF als 

Proteingerüst und die Verwendung des artifiziellen Metalloenzyms als Katalysator in einer 

Diels-Alder Reaktion werden in Kapitel 1.2.4 ausführlich diskutiert.42 

 

 

Abbildung 5: Dative Bindung des Zinks an die Triade bestehend aus drei Histidin Aminosäuren in der nativen 
Carboanhydrase. Durch Austausch des Zinks mit Mangan können anschließend Epoxidierungen katalysiert 
werden.41 

 

1.2 Lewis-Säure Katalyse 

Das Prinzip der Lewis-Säure Katalyse beruht auf der effizienten Aktivierung des Substrats 

durch Erhöhung der Elektrophilie für die Reaktion mit einem Nukleophil. In chiralen Lewis-

Säuren wird hierfür ein Metall- oder Halbmetall-Zentralatom mit einem chiralen Liganden 

kombiniert. Die Folge ist eine fast endlose Anzahl an chemischen Katalysatoren für die 

verschiedensten Reaktionen. Aber auch in der Natur findet das Prinzip der Lewis-Säure 

Katalyse in Metalloenzymen Anwendung. Vor allem das Übergangsmetall Zink(II) agiert als 

Lewis-Säure und ist über Aminosäurereste an das Proteingerüst koordiniert, welches selbst 

als chiraler Ligand fungiert und zudem weitere, für die Katalyse essentielle Aminosäuren 

zur Verfügung stellt. 
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1.2.1 Chemische Übergangsmetallkatalysatoren als Lewis-Säuren 

Die rasante Entwicklung der Lewis-Säuren begann mit dem äquimolaren Einsatz von 

Aluminiumchlorid in der Diels-Alder Reaktion von Yates et al.43 im Jahr 1960. Neben 

Aluminiumchlorid wurden auch die Halogenide von Bor, Titan, Zinn, Magnesium und Zink 

als weitere klassische Lewis-Säuren in Friedel-Crafts Reaktionen, Mukaiyama-Aldol 

Reaktionen, En Reaktionen und Diels-Alder Reaktionen verwendet, welche jedoch in 

stöchiometrischen Mengen eingesetzt werden müssen und nur eine geringe Selektivität 

aufweisen. Mit der Verwendung von Lewis-Säure Katalysatoren in der asymmetrischen 

Synthese, durch Kombination der Lewis-Säure mit einem meist teuren chiralen Liganden, 

begann der Einsatz von katalytischen Mengen des Metallkomplexes. Die vielfältigen 

Kombinationsmöglichkeiten aus chiralen Liganden mit den verschiedensten Metallen, vor 

allem Übergangsmetallen, machten die Lewis-Säure Katalysatoren zu einer wichtigen Klasse 

von Werkzeugen für die asymmetrische Katalyse.44,45 

 

Zink hat, im Vergleich zu anderen Übergangsmetallen, wie Palladium, entscheidende 

Vorteile; es ist leicht zugänglich, günstig und wenig toxisch. Dadurch haben Zink(II)-

Komplexe in den unterschiedlichsten organischen Reaktionen, als Katalysatoren 

Anwendung gefunden. In Kombination mit chiralen Liganden werden sie heute in der 

asymmetrischen Synthese von Oxidationen, Reduktionen, über C-C, C-N, C-O Bindungs-

bildende Reaktionen bis hin zu stereoselektiven Polymerisierungen und 

Cyclopropanierungen eingesetzt.46–48 Ein für Reaktionen zum Aufbau neuer C-C Bindungen 

sehr häufig genutzter chiraler Ligand ist BINOL und dessen Derivate.49 Bereits 1985 konnte 

von Yamamoto et al. die Zyklisierungsreaktion von 3-Methylcitronellal 1 zum 3-

Methylisopulegol 2 mit Hilfe des Zn(II)-BINOL Komplexes mit sehr guten Ausbeuten und 

Selektivitäten durchgeführt werden (Abbildung 6).50,51  

 

 

Abbildung 6: Zyklisierung von 3-Methylcitronellal 1 unter Einsatz des chiralen Zn(II)-BINOL Komplexes.51 
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Durch die darauf folgende Weiterentwicklung der BINOL-Derivate in Kombination mit 

Zink(II) eröffnete sich zudem ein großes Reaktions- und Substratspektrum für Aldol 

Reaktionen, Diels-Alder Reaktionen, Michael Reaktionen und Mannich Reaktionen.47,52–56  

 

1.2.2 Zink-abhängige Enzyme als Lewis-Säure Katalysatoren 

Ca. 50 % aller Enzyme sind Metalloenzyme und enthalten ein oder mehrere Metallionen, 

welche über koordinationsfähige Aminosäurereste (Histidin, Cystein, Asparagin- oder 

Glutaminsäure) an das Enzym gebunden sind. Die Metallionen in Metalloenzymen nehmen 

entweder als Lewis-Säuren-Katalysatoren oder Redoxkatalysatoren an der Reaktion teil. Das 

wichtigste als Lewis-Säure fungierende Metallion ist das Zink(II), welches in zahlreichen 

essentiellen Enzymen die am Aufbau (Synthetasen, Polymerasen, Ligasen und Transferasen) 

und Abbau (Hydrolasen) von wichtigen bioanorganischen Molekülen beteiligt sind, 

vorkommt. Zwei Eigenschaften des Zink(II) sind neben seiner Lewis-Säure Funktion, es ist 

nach Kupfer in Wasser das Lewis-sauerste Metall, für die effektive Katalyse von besonderer 

Bedeutung. Erstens besitzt es eine d10-Konfiguration und hat daraus folgend keine 

bevorzugte Koordinationszahl. Es kann die Koordinationszahl vier (tetraedrisch) genauso 

wie die Koordinationszahl fünf (trigonal-bipyramidale oder quadratisch-pyramidale) oder 

die Koordinationszahl sechs (oktaedrische), sowie eine Vielzahl an verzerrten Geometrien 

dazwischen einnehmen. Dadurch kann das Proteingerüst die Koordinationsgeometrie stark 

beeinflussen und dem Substrat ist es möglich während der Reaktion in einer dem 

Übergangszustand ähnlichen Geometrie an das Metall zu koordinieren. Voraussetzung für 

die Substrataktivierung ist die feste Koordination des katalytisch aktiven Zink(II)s im 

aktiven Zentrum an das Proteingerüst, welche über eine Aminosäure-Triade aus Histidin-

Aminosäureseitenketten und Asparagin- und Glutaminsäuren gegeben ist (Abbildung 7a). 

Zweitens besitzt Zink(II) eine sehr hohe Wasseraustauschrate, was für seine Funktion in 

Hydrolasen durch Wasserkoordination ein Hydroxidion für die Katalyse bereitzustellen 

unabdingbar ist. Neben der Lewis-Säure Funktion kann Zink(II) auch rein strukturelle oder 

cokatalytische Aufgaben übernehmen. Bekanntestes Beispiel für eine Strukturfunktion ist 

die Alkohldehydrogenase, in welcher das Zink zur räumlichen Fixierung an vier Cystein 

Aminosäuren gebunden ist (Abbildung 7b). Cokatalytische Zinkbindestelle bestehen aus 

zwei oder mehr Metallionen, wobei meist Zink in Kombination mit Eisen oder Kupfer 

vorkommt, wie im Beispiel der Cu,Zn-Superoxid-Dismutase (Abbildung 7c).57–64 
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Abbildung 7: Mögliche Funktionen des Zink(II) in Enzymen (a) Katalytisch aktives Zink(II) in der 
Carboxypeptidase koordiniert an zwei Histidin-Aminosäureseitenketten und eine Glutaminsäure. Zink(II) ist hier 
direkt an Bindungsbrüchen und –bildungen beteiligt. (b) Das rein strukturelle Zink(II) der 
Alkoholdehydrogenase gebunden an vier Cystein Aminosäuren, dient ausschließlich zur räumlichen Fixierung 
und ist nicht an der Katalyse beteiligt. (c) Das cokatalytisch aktive Zink in der Superoxid-Dismutase ist über zwei 
Histidin-Aminosäureseitenketten und eine Asparaginsäure an das Protein koordiniert und fixiert und aktiviert 
ein vom Substrat vorübergehend verdrängtes Histidin, welches deprotoniert und resonanzstabilisiert Kupfer 
und Zink verbrückt.57  

 

1.2.3 Pyrazinamidase PH999 

Pyrazinamid 3 (PZA) ist eines der wichtigsten Medikamente in der Tuberkulose Therapie.65 

In seiner aktiven Form Pyrazinsäure 4 inhibiert es die Typ I Fettsäure-Synthase, 

unterdrückt die Mykolsäure Biosynthese und beeinflusst die Versauerung des Cyctoplasmas 

von Mycobaterium tuberculosis.66,67 Mutationsstudien des pncA Gens, welches die 

Pyrazinamidase (PZAase) kodiert, haben gezeigt, dass die Mycobaterium tuberculosis 

Resistenz mit der Aktivität der PZAase zusammenhängt.68 Die Pyrazinamidase gehört zur 

Klasse der Hydrolasen und katalysiert als natürliche Reaktion die Hydrolyse von 

Pyrazinamid 3 zu Pyrazinsäure 4 und Ammoniak (Abbildung 8).  

 

 

Abbildung 8: Natürliche Reaktion der Pyrazinamidase (PZAase), die Hydrolyse von Pyrazinamid 3 zu 
Pyrazinsäure 4 und Ammoniak. 69 

 

Pyrococcus horikoshii ist ein hyperthermophiler Organismus mit einer optimalen 

Wachstumstemperatur von 98°C.70 Für die aus diesem Organismus stammende thermophile 

PZAase PH999 mit einer 37 %-igen Sequenzidentität zu Mycobaterium tuberculosis wurde 

die Expression in E. coli etabliert, die Struktur gelöst und anhand dieser der 

Reaktionsmechanismus aufgeklärt. Die PZAase ist ein Zink(II)-abhängiges Metalloenzym, 

bestehend aus sechs parallelen β-Faltblättern, welche zur Ausbildung der α/β-

https://en.wikipedia.org/wiki/Hyperthermophilic
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Einzeldomäne, auf einer Seite von α-Helices und auf der anderen Seite von einer α-Helix und 

einem langen Loop umgeben sind. Der Loop formt die aktive Tasche, welche größer als das 

Substrat Pyrazinamid 3 ist und eine Asp52/His54/His71-Triade besitzt, an welche das 

Zink(II) oktaedrisch mit drei Wassermoleküle koordiniert. Neben der Zinkbindestelle findet 

sich in der aktiven Tasche zudem noch eine katalytische aktive Triade bestehend aus 

Cys133, Lys94 und Asp10 (Abbildung 9).69  

 

 

Abbildung 9: Struktur der Pyrazinamidase P999 mit Zn(II), dargestellt als graue Sphäre, koordiniert an die 
Asp52/His54/His71-Triade (rote Sticks), sowie die Aminosäure der aktiven Tasche Lys94, Cys133 und Asp10 
(cyane Sticks) (PDB-Code: 1IM5).69 

 

Der von Du et al. vorgeschlagene Katalysemechanismus für Pyrazinamidasen kann  in zwei 

wesentliche Schritte unterteilt werden. In der ersten Hälfte wird Pyrazinamid 3 gebunden 

und das Cystein 133 durch die als Base fungierende Asparaginsäure 10 aktiviert. 

Anschließend wird der Carbonylkohlenstoff des Pyrazinamids durch das Cystein 

angegriffen, um durch Bildung einer Thioester-Bindung und unter Abspaltung von 

Ammonium das acylierte Enzym zu bilden. In der zweiten Hälfte findet die Hydrolyse durch 

einen nukleophilen Angriff des am Zink(II) aktivierten Wasserstoffmoleküls auf die 

Thioester-Bindung statt.69 

 

1.2.4 Imidazol Glycerinphosphat-Dehydrogenase Untereinheit tHisF  

1.2.4.1 Natürliche Funktion und Struktur der tHisF 

Die tHisF ist eine Untereinheit der thermophilen Imidazol Glycerinphosphat-Dehydrogenase 

(ImGPase) aus dem Bakterium Thermotoga maritima. Die ImGPase gehört zur Familie der 

K94 

C133 

D10 

D52 

H54 

H71 
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Glutamin-Aminotransferasen (GATasen) und ist ein Schlüsselenzym der Aminosäure- und 

Nukleotidbiosynthese, welches in der Histidinbiosynthese und der de novo 

Purinbiosynthese involviert ist.71 Die ImGPase ist aus zwei Untereinheiten mit je einem 

aktiven Zentrum aufgebaut. Der tHisH Glutaminase-Untereinheit, welche die Hydrolyse von 

Glutamin zu Glutamat unter Abspaltung von Ammoniak katalysiert und der Synthase-

Untereinheit tHisF. Die tHisF katalysiert im ersten Schritt die Kondensation von N‘-((5‘-

Phosphoribulosyl)formimion)5-aminoimidazol-4-carboxamide-ribonukleotid (PRFAR) mit 

dem durch die tHisH gebildeten Ammoniak zum Imin I, welches mit Wasser unter 

Abspaltung von 5-Aminoimidazol-4-carboxamideribotid (AICAR) zum Imin II reagiert. Im 

zweiten Schritt zyklisiert das Imin II durch eine Säure-Base Reaktion unter 

Wasserabspaltung zum   Imidazolglycerinphosphat (ImGP) (Abbildung 10).72–74 

 

 
Abbildung 10: Natürliche Reaktion der ImGPase aus Thermotoga maritima in der Histidin-Biosynthese mit den 
beiden Reaktionen der Untereinheiten tHisH und tHisF.74 

 

Die Kristallstruktur der tHisF zeigt, dass die tHisF Untereinheit aus einer für ihre Stabilität 

bekannten TIM-Barrel Struktur mit acht α-Helices und acht β-Faltblättern besteht. Die β-

Faltblätter sind in der Mitte parallel zueinander angeordnet und werden von den α-Helices 

umgeben, wobei jedes Faltblatt mit einer Helix verbunden ist, so dass annähernd von einer 

(α/β)8-Struktur gesprochen werden kann. Aus Mutationsstudien ist bekannt, dass für den 

Säure-Base-Mechanismus vom Imin II zum ImGP die Aminosäuren D11 und D130 essentiell 

sind. Die beiden Asparaginsäuren befinden sich im TIM-Barrel auf gegenüberliegenden 

Seiten (Abbildung 11).74–79  
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Abbildung 11:  TIM Barrel Struktur der tHisF-Untereinheit der Imidazol Glycerinphosphat-Dehydrogenase mit 
acht α-Helices (rot) und acht β-Faltblättern (gelb). Im Inneren befinden sich die für den Säure-Base-
Mechanismus essentiellen Asparaginsäuren Asp11 und Asp130 (grüne Sticks) (PDB-Code 2A0N).77 

 

1.2.4.2 Artifizielle Metall-bindende tHisF-Mutante  

Die Thermostabilität der tHisF, sowie ihre gute Exprimierbarkeit in E. coli und eine einfache 

Reinigung der tHisF im großen Maßstab durch Hitzefällung der restlichen E. coli Proteine 

waren für Reetz et al. bereits in früheren Arbeiten gute Gründe für die Wahl der tHisF als 

Proteingerüst für artifizielle Enzyme. Durch kovalente Bindung wurden chemische Liganden 

für die Metallkoordination oder Organokatalysatoren an das Proteingerüst tHisF gebunden 

und gezeigt, dass die tHisF als Proteingerüst für artifizielle Enzyme verwendet werden 

kann.80 Aufbauend auf diesen Arbeiten wurde die tHisF mit den oben genannten Vorteilen 

auch als Proteingerüst für eine artifizielle Kupfer-bindende tHisF Variante gewählt. Die 

benötigte Metallbindestelle wurde in Form einer His/His/Asp Triade, wie sie aus 

natürlichen Metalloenzymen bekannt ist, durch Punktmutationen eingeführt.42,64,81 Die 

benötigte Asparaginsäure ist in der tHisF bereits an Position 11 vorhanden und die 

Positionen für die beiden benötigten Histidin-Aminosäureseitenketten wurden auf dem zur 

Asparaginsäure benachbarten β-Faltblatt gewählt. Die Aminosäuren Leucin an Position 50 

und Isoleucin an Position 52 wurden durch zwei Histidin Aminosäuren ersetzt. Zusätzlich 

wurden die zur Triade kompetitiven vier Histidin Aminosäuren (H84, H209, H228 und 

H244) und ein Cystein (C9) an der Oberfläche und im Inneren des TIM Barrels durch Alanin 

ersetzt und so die tHisF HHD-4xala Mutante (HHD) mit den Mutationen C9A, L50H, I52H, 

H84A, H209A, H228A und H244A erhalten (Abbildung 12).42  

D11 

D130 
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Abbildung 12: tHisF-Mutante HHD-4xala mit der artifiziell eingeführten His50/His52/Asp11-Triade (grüne 
Sticks) als Metallbindestelle für Kupfer(II) (PDB-Code 2A0N).42 

 

Zudem wurde eine Negativkontrollmutante NC-4xala (NC) mit den Mutationen C9A, H84A, 

H209A, H228A und H244A erstellt, welcher sowohl die Metallbindestelle als auch die 

kompetitiven Histidin Aminosäuren und das Cystein fehlen. Mit Hilfe von ESR-Experimenten 

konnte gezeigt werden, dass die HHD-Mutante zugegebenes Kupfer (II) an der definierten 

His/His/Asp Metallbindestelle koordiniert, während im Vergleich für die NC-Mutante nur 

Hinweise für eine nicht-spezifische Koordination an der Proteinoberfläche gefunden werden 

konnten.42 Mit der neuen artifiziellen Kupfer(II) koordinierenden HHD-Mutante konnte die 

Literatur bekannte Diels-Alder Reaktion des Azachalcon 5, welches gute koordinativen 

Eigenschaften gegenüber Kupfer besitzt, mit Cyclopentadien 6 katalysiert werden.82,83 Die 

Ergebnisse zeigen für die HHD-Mutante im Vergleich zum freien Kupfer(II) eine um das 1,6-

fache erhöhte Aktivität. Zudem wird mit der HHD-Mutante durch die Funktion des 

Kupfer(II)s als Lewis-Säure und des Proteingerüsts als chiraler Ligand Selektivität induziert 

und der Enantiomerenüberschuss des Produkts 7 steigt auf 46 % im Vergleich zum 

racemischen Produkt, gebildet durch die NC-Mutante oder freies Kupfer(II) (Abbildung 

13).42 

 

 

Abbildung 13: Diel-Alder-Reaktion des Azachalcon 5, koordiniert über eine Fünf-Ring Chelat Übergangszustand 
an das Kupfer(II) mit Cyclopentadien 6 in wässrigem Medium zum Produkt 7.42 
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1.3 Brønsted-Säure Katalyse 

Organokatalysatoren haben sich im Laufe der Jahre als Brønsted-Säure Katalysatoren in der 

chiralen homogenen Katalyse für eine Vielzahl an Reaktionen etabliert, wobei das Substrat 

durch Protonierung seiner funktionellen Gruppen durch die Brønsted-Säure aktiviert wird. 

Auch in der Enzymkatalyse ist das Prinzip der Brønsted-Säure  Katalyse weit verbreitet. Ein 

bekanntes und vielseitiges Beispiel für eine spezifische Brønsted-Säure ist die katalytisch 

aktive Asparaginsäure in Squalen-Hopen Zyklasen. 

 

1.3.1 Chirale Brønsted-Säuren in der chemischen Katalyse 

Das Feld der chiralen Brønsted-Säure Katalyse kann aufgrund ihrer unterschiedlichen 

Reaktionsmechanismen in die allgemeine und die spezifische Brønsted-Säure Katalyse 

unterteilt werden. In welche der beiden Klassen eine Brønsted-Säure eingestuft wird hängt 

dabei stark von ihrer Acidität und der Basizität des Substrats ab. Allgemeine Brønsted-

Säuren sind schwache Säuren mit pKS-Werten von ~10 – 30 und fungieren als Wasserstoff-

brückendonoren, wodurch sie den Übergangszustand während der Katalyse stabilisieren 

können. Im Gegensatz zu den allgemeinen Brønsted-Säuren fungieren die speziellen 

Brønsted-Säuren als Protonendonoren. Es handelt sich um starke Säuren mit  pKS-Werten 

von -5 bis 5, welche auch unreaktive Substrate effizient in einem vorgelagerten 

Gleichgewicht protonieren können. Sowohl die allgemeinen als auch die speziellen 

Brønsted-Säuren haben sich in einem rasanten Tempo als universelle Katalysatoren für die 

verschiedensten organischen Reaktionen entwickelt.84–89 Erstes Beispiel auf dem Gebiet der 

allgemeinen chiralen Brønsted-Säure Katalyse war die Strecker-Reaktion von Jacobsen et al., 

in welcher Thioharnstoff- oder Harnstoffderivate als chirale Wasserstoffbrückendonoren 

zur Aktivierung des Imins verwendet wurden (Abbildung 14).90–92 

 

Abbildung 14: Strecker Reaktion mit Harnstoff- und Thioharnstoffderivaten als allgemeine Brønsted-Säure 
Katalysatoren nach Jacobsen et al., beispielhaft ist ein Harnstoffderivat mit den erzielten Ausbeuten und 
Enantioselektivitäten für >50 verschiedene Substrate gezeigt.92  
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Im Vergleich zu BINOL-Derivaten, welche von McDougal et al.93 als allgemeine Brønsted-

Säure für die chirale Katalyse der Morita-Baylis-Hillman Reaktion verwendet wurde, sind 

die abgeleiteten BINOL-Phosphorsäuren deutlich acider und fungieren als spezifische 

Brønsted-Säuren. So wurde das BINOL-Hydrogenphosphat erstmals 2004 unabhängig von 

zwei Forschergruppen zur Aktivierung von Imin-Substraten für die asymmetrische Mannich 

Reaktion verwendet.94,95 Nachdem die BINOL-Phosphorsäuren in weiteren zahlreichen 

Rektionen als chirale Brønsted-Säuren zum Einsatz kamen, gelangen diese bei der 

Aktivierung von Carbonylen an ein Limit und es wurden noch acidere Verbindungen 

benötigt. Hierfür wurde die OH-Gruppe gegen die stark elektronenziehende Gruppe NTf 

ersetzt und es entstanden die BINOL-N-Triflylphosphoramid Derivate.86,87 In der 

asymmetrischen Diels-Alder Reaktion eines α,β-ungesättigten Ketons mit einem 

Silyloxydiens wurde ein BINOL-N-Triflylphosphoramid Derivat erstmals von Yamamoto et 

al. eingesetzt (Abbildung 15).96 

 

 

Abbildung 15: BINOL, BINOL-Phosphorsäure und BINOL-N-Triflylphosphoramid Derivate mit steigender Acidität 
und daraus resultierende die Möglichkeit immer unreaktivere Substrate in der asymmetrischen organischen 
Katalyse zu aktivieren. Bei BINOL Derivaten handelt es sich um eine allgemeine Brønsted-Säure, während 
BINOL-Phosphorsäure und BINOL-N-Triflylphosphoramid Derivate zur Klasse der speziellen Brønsted-Säuren 
zählen.87,89 

 

1.3.2 Enzymkatalysatoren auf Brønsted-Säure Basis 

Die Brønsted-Säure Katalyse und deren  Unterteilung in allgemeine und spezifische 

Brønsted-Säuren sind auch in der Biokatalyse bekannt. So katalysieren Enzyme Reaktionen 

in vielen Fällen indem sie als allgemeine Brønsted-Säuren den Übergangszustand durch 

Wasserstoffbrückenbindungen stabilisieren. Bei der Bindungsknüpfung oder beim 

Bindungsbruch wird die Basizität des Substrats verstärkt und die freie Energie des 

aktivierten Komplexes durch die Wasserstoffbrückenbindung zwischen dem Substrat und 

den Aminosäuren der aktiven Tasche reduziert. Mit dem Lösen der ersten Kristallstruktur, 

die eines Lysozyms mit dem co-kristallisiertem Polysaccharid (N-Acetylglucosamin)3, wurde 
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die Übergangsstabilisierung des tetraedrischen Intermediats durch Wasserstoffbrücken-

bindungen bestätigt.97–100 Ein weiteres Beispiel, in welchem die Aminosäuren als allgemeine 

Brønsted-Säure ähnlich den Thioharnstoff- und Harnstoffderivate in der organischen 

Synthese fungieren, findet man in Enzymen in Form des oxyanion holes. Es ist Bestandteil 

der meist hydrolytischen Enzyme wie Hydrolasen, Lipasen, Proteasen und Esterasen und 

aktiviert das Elektrophil über eine doppelte Wasserstoffbrückenbindung (Abbildung 16).101  

 

 
Abbildung 16: Die Serinprotease hydrolisiert die Amidbindung über einen zweistufigen Mechanismus mit 
einem kovalenten tetraedrischen Übergangszustand. Dieser wird durch nukleophilen Angriff des Serins, 
welches über die katalytische Triade aus Asp und His aktiviert ist, an das Carbonyl gebildet. Das oxyanion hole 
wird durch zwei Wasserstoffatome des Proteinrückrats (Gly193 und Ser195) gebildet und aktiviert als 
allgemeine Brønsted-Säure das Substrat.101 

 

Bei Enzymen handelt es sich durch die geringe Acidität der Aminosäuren meist um  

allgemeine Brønsted-Säuren, welche nicht in der Lage sind anspruchsvolle Substrate zu 

protonieren. Die Funktion als spezifische Brønsted-Säure in Biokatalysatoren ist kaum 

beschrieben, eine Ausnahme ist die katalytisch aktive Asparaginsäure der Squalen-Hopen 

Zyklasen.102,103 

 

1.3.3 Squalen-Hopen-Zyklase AacSHC 

Squalen-Hopen Zyklasen katalysieren komplexe Polyzyklisierungsreaktionen von Terpenen, 

bei welchen stereoselektiv C-C Bindungen gebildet und somit größere Kohlenstoffgerüste 

aufgebaut werden. Die katalytisch aktive Asparaginsäure fungiert dabei als spezifische 

Brønsted-Säure und protoniert die terminale C-C Doppelbindung.103 Die Squalen-Hopen 

Zyklase AacSHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius katalysiert in ihrer natürlichen Funktion 

die Polyzyklisierung von Squalen 8 zu Hopen 9 und Hopanol 10.104 Da es sich um eine 

Terpen-Zyklase der Klasse II handelt wird im ersten Schritt die Kaskade durch Protonierung 

der terminalen C-C Doppelbindung mit Hilfe der katalytisch aktiven Asparaginsäure 376 

gestartet. Das entstandene reaktive Carbokation greift kaskadenartig das jeweils nächste π-
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System der benachbarten C-C Doppelbindung an. Im letzten Schritt der konzertierten 

Zyklisierung entstehen die beiden Produkte Hopen 9 und Hopanol 10 im Verhältnis 5:1 

durch Deprotonierung bzw. durch nukleophile Addition eines Wassermoleküls.105,106 Am 

Ende werden in der kaskadenartigen Polyzyklisierung fünf neue C-C Bindungen geknüpft 

und neun neue Chiralitätszentren aufgebaut (Abbildung 17).107 

 

 
Abbildung 17: Die von AacSHC katalysierte natürliche Polyzyklisierung von Squalen 8 durch initiale 
Protonierung der endständigen C-C Doppelbindung. Das finale Carbokation wird durch Deprotonierung (rot) 
oder nukleophile Addition von Wasser (blau) abgefangen und führt zu den pentazyklischen Produkten Hopen 9 
und Hopanol 10. Die beiden Produkte entstehen in einem Verhältnis 5:1. 

 

Die Kristallstruktur der AacSHC wurde im Jahr 1998 gelöst und anhand dieser wurden 

seitdem verschiede mechanistische Studien durchgeführt.104,108–111 Bei der AacSHC handelt 

es sich um ein montopisches Membranprotein, welches aus einer β- und einer γ-Domäne 

jeweils mit einer (α/α)6-Fasstruktur aufgebaut ist.104 Die äußeren α-Helices sind durch QW-

Strukturmotive verbunden, welche mit ihren typischen hochkonservierten 

Aminosäuresequenzen QxxDGGWG oder QxxDGSWG eine charakteristische loop-Struktur 

bilden. Die AacSHC bindet mit einer α-Helix der γ-Domäne an die Proteinmembran, an 

welcher sich auch der hydrophobe Substratkanal befindet. Hierdurch wird das Substrat aus 

der Membran aufgenommen und die zyklischen Produkte vermutlich wieder in diese 

abgegeben. Durch den Substratkanal ist die aktive Tasche zwischen den beiden Protein-

Domänen gelegen mit der Proteinmembran verbunden. Die katalytisch aktive 

Asparaginsäure (D376) liegt am Ende der hydrophoben aktiven Tasche, eingebettet in dem 

in SHC’s konservierten DxDD-Sequenzmotiv und stellt das Proton für die Protonierung der 

Doppelbindung zur Verfügung. Dieses Proton hat eine biologisch ungewöhnlich hohe 

Acidität, welche auf die anti-Orientierung des Protons zurückzuführen ist. Diese wird durch 

die Stabilisierung des Protons mit einem spezialisierten Wasserstoffbrücken-Netzwerk aus 

den Aminosäuren Histidin (H451) und Tyrosin (Y495) und einem Wassermolekül 
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realisiert.106,109,110,112,113 Die aktive Tasche selbst besteht hauptsächlich aus hydrophoben 

aliphatischen und aromatischen Aminosäuren, wodurch das Squalen 8 in einer für die 

Polyzyklisierung vorgefalteten reaktiven Konformation in der aktiven Tasche stabilisiert 

wird. Die Co-Kristallisation mit dem Substratanalogon und Inhibitor 2-Azasqualen 11 zeigt, 

dass auch dieses in einer notwendigen vorgefalteten reaktiven Konformation in der aktiven 

Tasche vorliegt, wodurch die Zyklisierung stattfinden könnte.113 Während der Katalyse 

werden zudem die carbokationischen Intermediate mit Hilfe der aromatischen 

Aminosäuren durch π-Elektronen Interaktionen stabilisiert und so eine vorzeitige Reaktion 

mit Wasser vorgebeugt (Abbildung 18).111,114  

 
a 

 

b 
 

Abbildung 18: (a) Struktur des monotopischen Membranproteins AacSHC. Die Kristallstruktur der AacSHC mit 
dem co-kristallisierten Inhibitor 2-Azasqualen 11 (cyan), welches in einer reaktiven Konformation in der 
reaktiven Tasche gebunden ist. Die aktive Tasche (grau) befindet sich zwischen den Domänen und besitzt an 
ihrem Ende die katalytisch aktive Asparaginsäure 376 (PDB-Code: 1UMP). (b) Das im Vergleich zum trans-
Proton wesentlich acidere cis-Proton, welches durch das Wasserstoffbrücken Netzwerk zwischen H451, Y495 
und einem Wassermolekül aktiviert und stabilisiert wird. Das cis-Proton ist somit in der Lage durch 
Protonierung des Squalens 8 an der terminalen C-C Doppelbindung die Polyzyklisierung zu starten. 

 

β-Domäne 

γ-Domäne mit 
membranbindender 
α-Helix 

D376 
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Die AacSHC akzeptiert neben dem natürlichen Substrat Squalen 8 ein großes 

Substratspektrum und setzt diese selektiv um. Es reicht von einem um eine Isopreneinheit 

verlängerten Substrat (C35) über verschiedene Kettenlängen bis hin zum Sesquiterpene 

Farnesol (C15).115,116 Hoshino et al. zeigte, dass durch den Einsatz verschiedener Mutanten 

der aktiven Tasche bei der Zyklisierung von Squalen 8 eine bemerkenswerte Produktvielfalt 

erreicht wird und auch Monozyklisierungen zu neuen, nicht-natürlichen Produkten möglich 

sind.111 Die Monozyklisierung von Geraniol (C10) zeigte mit der AacSHC jedoch keinen 

Umsatz, da es vermutlich durch seine stark verkürzte Struktur in der aktiven Tasche keine 

für die Reaktion erforderliche reaktive Sesselkonformation einnehmen kann.116,117 Ein 

Lösungsansatz, um die Katalyse der Monozyklisierung von Geraniol mit Hilfe der AacSHC zu 

ermöglichen, war die Anpassung der aktiven Tasche an das Substrat und eine damit 

verbundene Stabilisierung der vorgefalteten reaktiven Konformation des Substrats in der 

aktiven Tasche von Hammer et al.118 Hierfür wurde eine fokussierte AacSHC-

Mutantenbibliothek generiert, für welche innerhalb eines Abstands von 15 Å zur katalytisch 

aktiven Asparaginsäure 376 Aminosäuren der ersten Sphäre der aktiven Tasche substituiert 

wurden. Um ein maximal diverses Set an Formen der aktiven Tasche zu bekommen, wurde 

an den 16 Positionen jeweils mit möglichst kleinen und großen hydrophoben Aminosäuren 

substituiert.118 In weiterführenden Arbeiten von Silke Bastian wurden zusätzlich noch 

weitere Positionen in der ersten Sphäre der aktiven Tasche aufgenommen, so dass die 

AacSHC-Mutantenbibliothek zuletzt 19 Positionen mit insgesamt 64 Mutanten umfasste 

(Abbildung 19). Zusätzlich wurde die Kontrollmutante D376C erstellt, bei welcher die 

katalytisch aktive Asparaginsäure durch das inaktive Cystein ersetzt wurde und somit keine 

Protonierung des Substrats mehr möglich ist. Die AacSHC-Mutantenbibliothek zeigte seine 

Diversität bereits beim Umsatz mit Squalen 8 zu unterschiedlichen mono-, di- und 

mehrfachzyklisierten Produkten. Darüber hinaus konnten Mutanten für die erfolgreiche 

selektive Monozyklisierung von Geraniol identifiziert werden.  
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Abbildung 19: Aktive Tasche der AacSHC mit den Aminosäurepositionen der ersten Sphäre mit einem Abstand 
von bis zu 15 Å zur katalytisch aktiven Asparaginsäure 376, welche für die fokussierte AacSHC-
Mutantenbibliothek substituiert wurden (PDB-Code: 1UMP).118 

 

Eine weitere bekannte Säure-katalysierte Reaktion ist die Prins-Reaktion von Citronellal 12, 

bei welcher durch die Protonierung der Carbonylgruppe eine Mischung aus den 

verschiedenen Isopulegolisomere hergestellt werden kann.119 Die Produktvielfalt in einer 

achiralen Umgebung ist auf die unterschiedlichen reaktiven Sesselkonformationen und 

deren Energien im Übergangszustand zurück zu führen, wobei es durch die unterschiedlich 

stark ausgeprägten 1,3 diaxialen Wechselwirkungen zu den Energiedifferenzen kommt. 

Somit ist der unterschiedliche Angriff der Alkengruppe an die aktivierte Carbonylgruppe 

möglich.120 Arbeiten von Siedenburg et al. zeigten, dass beim Einsatz der Squalen-Hopen-

Zyklase von Zymomonas mobilis ZmoSHC1 eine Aktivität für die Monozyklisierung von 

Citronellal 12 von 30 % beobachtet werden kann. Mit Hilfe der Mutante F486A konnte eine 

Aktivitätssteigerung auf 60 % erreicht werden. Jedoch sind beide Umsetzungen mit Wildtyp 

und der Mutante aus bisher unbekannten Gründen wenig selektiv und zeigen ein 

Isomerengemisch ähnlich in achiraler Umgebung.121,122 In weiterführenden Arbeiten von 

Hammer et al. konnte mit dem  AacSHC Wildtyp eine sehr geringe Aktivität mit vollständiger 

Selektivität in der Pins-Reaktion von (S)-Citronellal 12 (-)-iso-Isopulegol 13 beobachtet 

werden. Aus der AacSHC-Mutantenbibliothek konnte die I261A Mutante, mit einer über 
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zehnfach höheren Aktivität ohne Verlust der Selektivität, identifiziert werden (Abbildung 

20).117,118  

 

Abbildung 20: Prins Reaktion von (S)-Citronellal 12 zu (-)-iso-Isopulegol 13. Mit dem AacSHC-Wildtyp kann ein 
Umsatz von 0,59 ± 0,03  % und >99  % Selektivität erreicht werden. Der Einsatz der I261A Mutante steigert den 
Umsatz um das über 10-fache auf 11 ± 0,01  % ohne Verlust der Selektivität.118 

 

Damit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass die Carbonyl-Aktivierung und damit die nicht-

natürliche Prins Reaktion durch die als enzymatische Brønsted-Säure agierende AacSHC 

katalysiert werden konnte. Durch die definierte Form der aktiven Tasche wird das Substrat 

in einer definierten reaktiven Konformation stabilisiert und ermöglicht somit die selektive 

Monozyklisierung von Citronellal.  
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2 ZIELSETZUNG UND MOTIVATION 

Enzyme mit ihren ausgezeichneten Selektivitäten (Chemo-, Regio- und Stereoselektivität) 

und hohen katalytischen Aktivitäten bieten eine oft umweltfreundliche Alternative zu 

klassischen organischen Katalysatoren. Für Reaktionen zum Aufbau neuer, selektiver C-C, C-

O, C-S und C-N Bindungen in der organischen Synthese mit Hilfe von enzymatischen Lewis- 

und Brønsted-Säuren sind bis heute in der Biokatalyse jedoch nur wenige Beispiele bekannt.  

 

In der vorliegenden Arbeit soll das Anwendungsspektrum von bereits verfügbaren Enzymen 

für neue, selektive, nicht-natürliche Reaktionen und Substrate untersucht und erweitert 

werden. In Enzymen sind die Aktivierungsmodi der Lewis- und Brønsted-Säure bekannt und  

vorhanden, jedoch werden diese Zentren nur für natürliche Reaktionen eingesetzt. Anhand 

von drei Modellsystemen wurden die Substrat- und Reaktionspromiskuität von Enzymen als 

enzymatische Lewis- und Brønsted-Säure Katalysatoren für in der chemischen Synthese 

wichtigen Reaktionen studiert. Als Modellreaktionen wurden die Aldol Reaktion, Michael 

Reaktion und Prins Reaktion gewählt, bei welchen die Katalyse jeweils durch Aktivierung 

der Carbonylgruppe mit Hilfe einer Säure erfolgt. Um den Voraussetzungen der organischen 

Reaktionen, den Einsatz von Lösungsmittel zur Substratsolubilisation und die eventuell 

benötigten erhöhten Temperaturen gerecht zu werden, wurden thermostabile Enzyme 

verwendet. In der Natur sind als enzymatische Lewis-Säuren eine Vielzahl an Zink(II)-

bindenden Metalloenzymen bekannt. Ihre katalytische Promiskuität soll anhand der 

natürlichen PH999 aus Pyrococcus horikoshii und der artifiziellen Metall-bindenden tHisF 

aus Thermotoga maritima mit Hilfe der Aldol Reaktion und Michael Reaktion mit 

Thionukleophilen untersucht werden. Das an eine His/His/Asp-Aminosäuretriade 

koordinierte Zink(II) übernimmt bei beiden Systemen die Funktion der katalytischen Lewis-

Säure und das Proteingerüst die des chiralen Liganden. Die Substratpromiskuität wird 

anhand der Squalen-Hopen-Zyklase AacSHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius als 

enzymatische spezifische Brønsted-Säure mit einer Asparaginsäure für den 

Protonentransfer untersucht. Die Protonierung von terminalen C-C Doppelbindungen, sowie 

die Protonierung der Carbonylfunktion des Citronellals 12 sind bereits beschrieben und 

zusätzlich wurde eine fokussierte AacSHC Mutantenbibliothek mit Einzelmutanten der 
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aktiven Tasche mit einer deutlich verbesserten Aktivität und Selektivität erstellt. Ziel in 

dieser Arbeit war es das Substratspektrum für die Prins Reaktion zur selektiven 

Monozyklisierung von synthetisierten Fünf-, Sechs- und Siebenringesubstraten durch 

Verwendung und Erweiterung der AacSHC Mutantenbibliothek auszuweiten.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Materialien 

3.1.1 Chemikalien 

In dieser Arbeit verwendete Chemikalien wurden von den Firmen Alfa-Aesar (Ward Hill, 

US), Carl-Roth (Karlsruhe, DE), Fluka (Buchs, CH), und Sigma-Aldrich (St. Louis, US) 

bezogen. Verwendete Substrate, welche nicht kommerziell erhältlich waren, wurden 

chemisch synthetisiert und analysiert (Kapitel 3.7). 

 

3.1.2 Enzyme und Reagenzien für molekularbiologische Arbeiten 

Für die QuikChangeTM PCR wurde die Pfu DNA-Polymerase mit der entsprechenden 

Pufferlösung (GenON, Ludwigshafen, DE) und DpnI (Thermo-Scientific, Waltham, US) 

verwendet. Marker von Fermentas (St. Leon-Rot, DE) wurden für die Agarose-

Gelelektrophorese (GeneRuler 1kbp DNA Ladder) und SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (PageRuler Prestained Protein Ladder und PageRuler Unstained Protein 

Ladder) verwendet. 

 

3.1.3 Molekularbiologische Kits 

Für die DNA-Reinigung (Zymoclean DNA Clean & Concentrator Kit), sowie die 

Plasmidpräparation (ZyppyTM Plamid Miniprep Kit) wurden molekularbiologische Kits von 

Zymo Research (Iverine, US) verwendet. 

 

3.1.4 Primer 

Synthetische Oligonukleotide (Primer) für die ortsgerichtete Mutagenese (Tabelle 1 und 

Tabelle 2) und für die DNA-Sequenzierung (Tabelle 3) wurden von der Firma Metabion 

(Matrinsried, DE) bezogen. Die Primer wurden mit ddH2O bei 60°C für 10 min zu einer 

Endkonzentration von 0,1 µmol/µL gelöst und auf eine Arbeitskonzentration von 0,01 

µmol/µL verdünnt.  
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Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Primer für die ortsgerichtete Mutagenese der PH999. 

Mutante Sequenz 5‘ -> 3‘ (Primer forward/Primer revers) 

PH999_ K94A CGTGATCATTTCGGCAGCTACAGAGCCAGATAAAGAAGC/ 
GCTTCTTTATCTGGCTCTGTAGCTGCCGAAATGATCACG 

PH999_H54A GGCCACAAGGGATTGGGCTCCTGAAAATCACATAAGC/ 
GCTTATGTGATTTTCAGGAGCCCAATCCCTTGTGGCC 
 PH999_H71A CCTGGCCCAGGGCTTGCGTTCAAAACACTCCTG/ 
CAGGAGTGTTTTGAACGCAAGCCCTGGGCCAGG 
  

Tabelle 2: In dieser Arbeit verwendete Primer für die ortsgerichtete Mutagenese der AacSHC. 

Mutante Sequenz 5‘ -> 3‘ (Primer forward/Primer revers) 

AacSHC_L36A GGCTATTGGTGGGGCCCGGCGCTGAGCAACGTG/  
CACGTTGCTCAGCGCCGGGCCCCACCAATAGCC  

AacSHC_W169G GAATTTGGCAGCGGCGCGCGCGCGACC/ 
GGTCGCGCGCGCGCCGCTGCCAAATTC 

AacSHC_I261A CCAGGCGGGCGATGGCAGCTGGGGCGGCGCGCAGCCGCCGTGGTTTTATGCG/ 
GCGGCTGCGCGCCGCCCCAGCTGCCATC  
 AacSHC_Y420A GCTGGGGCGCGGCGGATGTGGATAACACCAG/ 
CTGGTGTTATCCACATCCGCCGCGCCCCAGC 

AacSHC_F601G CCGGCACCGGGGGCCCGGGCGATTTTTATCTGG/ 
CCAGATAAAAATCGCCCGGGCCCCCGGTGCCGG 

 

Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete Primer für die Sequenzierung. 

Primer Sequenz 5‘ -> 3‘ 

T7 Promotor TAATACGACTCACTATAGGG  

pET_RP GCAATTAACCCTCACTAAAGG  

AacSHC_in CGCTGAGCATTGTGATGAGCCGC 

 

3.1.5 Plasmide 

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Enzyme auf unterschiedliche Plasmide 

kloniert verwendet. Das tHisF-Gen aus Thermotoga maritima in einen pET-24a(+)-Vektor 

wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Reinhard Sterner zur Verfügung gestellt.74 Das Gen 

der PH999 aus Pyrococcus horikoshii kloniert in einen pET-21a(+)-Vektor wurde 

freundlicherweise von Prof. S.-H. Kim überlassen.69 Die Plasmide für AacSHC aus 

Alicyclobacillus acidocaldarius in pET-22b(+) wurde von Dr. Stephan Hammer, Dr. Christoph 

Geinitz und Silke Bastian übernommen.117 

 

Die pET-Vektoren beruhen auf einem T7-Expressionssystem, bei welchem die Transkription 

durch die T7-RNA-Polymerase erfolgt und durch den lac-Repressor kontrolliert wird. Nach 

Induktion mit IPTG wird der lac-Repressor vom lac-Operator im Promotorbereich des 
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Zielgens entfernt und die Expression erfolgt mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase, welche an 

den T7-Promotor bindet.123 Abhängig vom pET-System enthält pET-24a(+) eine Kanamycin 

und pET-21a(+) und pET-22b(+) eine Ampicillin Resistenzen zur Selektion.  

 

Alle verwendete Plasmide sind in Tabelle 4 – Tabelle 6 aufgelistet, die entsprechenden 

Gensequenzen der Enzyme sind im Anhang dieser Arbeit enthalten (Kapitel 7.2). 

 

Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete pET-28a(+)-Plasmide der tHisF. 

Variante Insert Quelle ITB-Nr. 

tHisF_WT  tHisF_His6  Prof. Sterner74 pITB1023 

tHisF_HHD1)  
 

tHisF_C9A_L50H_I50H_H84A_H209A  
_H228A_H244A  

J. Bolsinger pITB1001 

tHisF_NC1)  
 

tHisF_C9A_H84A_H209A_H228A  
_H244A  

J. Bolsinger pITB1002 

1) Analog zu Reetz et al. erstellte Plasmide (Diplomarbeit Jennifer Bolsinger)42 

 

Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete pET-21a(+)-Plasmide der PH999. 

Variante Insert Quelle ITB-Nr. 

PH999_WT  PH999 Prof. S.-H. Kim69 pITB1362 

PH999_K94A PH999_K94A Diese Arbeit pITB1363 

PH999_NC PH999_H54A_H71A Diese Arbeit pITB1364 

PH999_NC_K94A PH999_H54A_H71A_K94A Diese Arbeit pITB1365 

 

Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete pET-22b(+)-Plasmide der AacSHC. 

Variante Insert Quelle ITB-Nr. 

WT2) AacSHC S. Hammer pITB1024 

L63A2) AacSHC_L36A S. Hammer pITB1025 

L36W2) AacSHC_L36W S. Hammer pITB1026 

W169A2) AacSHC_W169A S. Hammer pITB1027 

W169G2) AacSHC_W169G S. Bastian pITB1291 

I261A2) AacSHC_I261A S. Hammer pITB1028 

I261F2) AacSHC_I261F S. Hammer pITB1029 

I261G2) AacSHC_I261G S. Hammer pITB1030 

I261L2) AacSHC_I261L S. Hammer pITB1031 

I261V2) AacSHC_I261V S. Hammer pITB1032 

I261W2) AacSHC_I261W S. Hammer pITB1033 

S307A2) AacSHC_S307A S. Hammer pITB1034 

S307F2) AacSHC_S307F S. Hammer pITB1035 

S307G2) AacSHC_S307G S. Bastian pITB1292 

W312A2) AacSHC_W312A S. Hammer pITB1036 

W312F2) AacSHC_W312F S. Bastian pITB1293 

W312G2) AacSHC_W312G S. Bastian pITB1294 

F365A2) AacSHC_F365A C. Geinitz pITB1037 

F365C2) AacSHC_F365C C. Geinitz pITB1038 
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F365G2) AacSHC_F365G C. Geinitz pITB1039 

F365W2) AacSHC_F365W S. Hammer pITB1040 

Q366A2) AacSHC_Q366A S. Hammer pITB1041 

Q366F2) AacSHC_Q366F S. Hammer pITB1042 

Q366G2) AacSHC_Q366G S. Bastian pITB1298 

Q366W2) AacSHC_Q366W S. Bastian pITB1299 

D376C2) AacSHC_D376C S. Hammer pITB1043 

A419F2) AacSHC_A419F S. Hammer pITB1044 

A419G2) AacSHC_A419G S. Hammer pITB1045 

A419W2) AacSHC_A419W S. Bastian pITB1300 

A419Y2) AacSHC_A419Y S. Bastian pITB1301 

Y420A2) AacSHC_Y420A S. Hammer pITB1046 

Y420C2) AacSHC_Y420C S. Hammer pITB1047 

Y420G2) AacSHC_Y420G S. Bastian pITB1302 

Y420W2) AacSHC_Y420W S. Hammer pITB1048 

V448A2) AacSHC_V448A S. Hammer pITB1049 

V448F2) AacSHC_V448F S. Hammer pITB1050 

V448G2) AacSHC_V448G S. Bastian pITB1303 

V448W2) AacSHC_V448W S. Bastian pITB1304 

W489A2) AacSHC_W489A S. Hammer pITB1051 

W489F2) AacSHC_W489F S. Bastian pITB1305 

W489G2) AacSHC_W489G S. Bastian pITB1306 

G490A2) AacSHC_G490A S. Bastian pITB1307 

G490F2) AacSHC_G490F S. Bastian pITB1308 

Y495G2) AacSHC_Y495G S. Bastian pITB1309 

Y495L2) AacSHC_Y495L S. Bastian pITB1310 

Y495W2) AacSHC_Y495W S. Bastian pITB1311 

G600A2) AacSHC_G600A S. Hammer pITB1052 

G600F2) AacSHC_G600F S. Hammer pITB1053 

G600L2) AacSHC_G600L S. Bastian pITB1312 

G600W2) AacSHC_G600W S. Bastian pITB1313 

F601A2) AacSHC_F601A S. Hammer pITB1054 

F601G2) AacSHC_F601G S. Bastian pITB1314 

F601W2) AacSHC_F601W S. Hammer pITB1055 

F605A2) AacSHC_F605A S. Hammer pITB1056 

F605G2) AacSHC_F605G S. Bastian pITB1315 

F605W2) AacSHC_F605W S. Hammer pITB1057 

L607A2) AacSHC_L607A S. Hammer pITB1058 

L607F2) AacSHC_L607F S. Hammer pITB1059 

L607G2) AacSHC_L607G S. Bastian pITB1316 

L607W2) AacSHC_L607W S. Hammer pITB1060 

Y609A2) AacSHC_Y609A S. Hammer pITB1061 

Y609F2) AacSHC_Y609F S. Bastian pITB1317 

Y609G2) AacSHC_Y609G S. Bastian pITB1318 

Y609L2) AacSHC_Y609L S. Bastian pITB1319 

Y609W2) AacSHC_Y609W S. Hammer pITB1062 

Y612F2) AacSHC_Y612F S. Bastian pITB1320 
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Y612G2) AacSHC_Y612G S. Bastian pITB1321 

Y612W2) AacSHC_Y612W S. Bastian pITB1322 

L36A_W169G AacSHC_L36A_W169G Diese Arbeit pITB1366 

L36A_I261A AacSHC_L36A_I261A Diese Arbeit pITB1367 

L36A_Y420A AacSHC_L36A_Y420A Diese Arbeit pITB1368 

L36A_Y420G AacSHC_L36A_Y420G Diese Arbeit pITB1369 

L36A_F601G AacSHC_L36A_F601G Diese Arbeit pITB1370 

W169G_I216A AacSHC_W169G_I261A Diese Arbeit pITB1380 

W169G_Y420A AacSHC_W169G_Y420A Diese Arbeit pITB1371 

W169G_Y420G AacSHC_W169G_Y420G Diese Arbeit pITB1372 

W169G_F601G AacSHC_W169G_F601G Diese Arbeit pITB1373 

I261A_Y420A AacSHC_I261A_Y420A Diese Arbeit pITB1374 

I261A_Y420G AacSHC_I261A_Y420G Diese Arbeit pITB1375 

I261A_F601G AacSHC_I261A_F601G Diese Arbeit pITB1376 

Y420A_F601G AacSHC_Y420A_F601G Diese Arbeit pITB1377 

Y420G_F601A AacSHC_Y420G_F601A Diese Arbeit pITB1378 

I261A_D376C AacSHC_I261A_D376C S. Hammer pITB1081  

Y420G_D376C AacSHC_Y420G_D376C Diese Arbeit pITB1379 
2) Varianten, welche als Bestandteil der AacSHC-Mutantenbibliothek verwendet wurden. 

 

3.2 Medien und Zellkulturen 

3.2.1 E. coli Stämme 

In dieser Arbeit wurden verschiedene spezialisierte E. coli-Stämme,  der E. coli DH5-Stamm 

für die Plasmidpräparation und die E. coli Stämme BL21(DE3) und Rosetta (DE3)pLysS für 

die Proteinexpression, verwendet. Die Genotypen der verwendeten Stämme finden sich in 

Tabelle 7. 

 

Tabelle 7: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Stämme. 

Stamm Genotyp 

DH5α F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rK

- mK
+), λ– 

BL21(DE3) F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
- mB

-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) 

Rosetta (DE3)pLysS F- ompT hsdSB(RB
- mB

-) gal dcm λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) 
pLysSRARE (CamR) 

 

3.2.2 Medien zur Kultivierung von E. coli 

Die Kultivierung von E. coli Zellkulturen erfolgte in LB- und TB-Medium. Beide Medien 

wurden zur Sterilisation 25 min bei 121°C und 1,5 bar autoklaviert. Der für das TB-Medium 

notwendige TB-Puffer wurde separat hergestellt und nach dem Autoklavieren in einem 
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Verhältnis von 1:9 zugegeben. Für die Selektion wurde den Medien nach dem Autoklavieren 

je nach enthaltener Antibiotikaresistenz des Plasmids, entweder Kanamycin in einer 

Endkonzentration von 30 μg/mL oder Ampicillin in einer Endkonzentration von  100µg/ml 

zugegeben. Zur Herstellung von LB-Agarplatten wurden 15 g Agar pro Liter Flüssigmedium 

vor dem Autoklavieren zugegeben. 

 

LB-Medium Trypton 10 g 

 Hefeextrakt 5 g 

 NaCl 5 g 

 ddH2O ad 1000 mL 

 

TB-Medium Trypton 12 g 

 Hefeextrakt 24 g 

 Glycerin 4 mL 

 ddH2O ad 900 mL 

 

10x TB-Puffer Kaliumdihydrogenphosphat 5,24 g 

(1 M Kaliumphosphat pH 7) Dikaliumhydrogenphosphat 10,7 g  

 ddH2O ad 100 mL 

 

3.2.3 Zellwachstum und Stammhaltung 

Die Inkubation von Flüssigkulturen wurde standardmäßig in 5 mL LB-Medium im 

Schüttelinkubator bei 37°C und 180 rpm über Nacht durchgeführt. Dabei erfolgte die 

Inokulation mit einer Kolonie von einer LB-Agar-Platte oder 2 µL des Glycerinstocks. Zur 

Selektion wurde das entsprechende Antibiotikum zugegeben und die Zelldichte durch 

Absorptionsmessung bei 600 nm (OD600) mittels einem Ultrospec 3000 Photometer 

(Pharmacia Biotech, Uppsala, SE) bestimmt. Die Gewinnung von Einzelkolonien aus 

Glycerinstocks oder transformierten E. coli-Zellen erfolgte durch ausplattieren der Zellen 

auf LB-Agarplatten und Inkubation bei 37°C über Nacht. Die Verwendung von Antibiotika-

Selektionsplatten gewährleistet die richtige Selektion von Transformanden mit dem 

gewünschten Plasmid.  

 

Die langfristige Lagerung der E. coli-Zellen erfolgte in Form von Glyerinstocks bei -78°C. 

Dafür wurden die Flüssigkulturen 1:1 mit 60 % (v/v)-igen Glycerin vermischt und mit 

flüssigem Stickstoff eingefroren. 
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3.3 Molekularbiologische Methoden 

3.3.1 Agarose-Gelelektrophorese 

Mittels Agarose-Gelelektrophorese erfolgte die analytische und präparative Auftrennung 

und Visualisierung von DNA-Fragmenten anhand ihrer Größe. 50 mL einer 1 %-igen 

Agaroselösung wurden mit GelRedTM (Biotum, Hayward, US) versetzt und mit TAE-Puffer 

überschichtet. Die DNA-Probe wurden im Verhältnis 3:2 mit OrangeG-DNA Ladepuffer 

vermischt. Als Standard wurde der GenRulerTM 1 kb plus DNA Ladder (Fermentas, St. Leon-

Rot, DE) verwendet. Die Trennung der Proben erfolgte bei einer konstant angelegten 

Spannung von 120 V für 45 min und die Detektion mittels UV-Licht.  

 

1  % Agaroselösung Agarose 10 g 

 TAE-Puffer ad 1000 mL 

 

TAE-Puffer  Tris 4,8 g 

 Eisessig 1,14 mL 

 0,5 M EDTA-Lösung 2 mL 

 ddH2O ad 1000 mL 

 pH 8,0 mit Salzsäure 

 

OrangeG-DNA Ladepuffer Saccharose 10 g 

 OrangeG 5 g 

 ddH2O ad 5 mL 

 

3.3.2 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli und DNA-Sequenzierung 

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen wurde das  ZyppyTM Plasmid Miniprep Kit 

(ZymoResearch, Iverine, US) verwendet. Es wurde nach dem Standardprotokoll des 

Herstellers verfahren. Dieses verwendet die selektive alkalische Denaturierung zur 

Abtrennung von chromosomaler DNA.124  Die Konzentration der Plasmid-DNA Probe wurde 

mit einem Nanodrop 1000 (Aigilent, Santa Clara, US) photometrisch bei einer Wellenlänge 

von 260 nm gemessen. Anschließend wurde die Plasmid-DNA bei der Firma GATC Biotech 

(Konstanz, DE) durch die Didesoxy-Methode nach Sanger sequenziert.125 Die verwendeten 

Sequenzierungsprimer finden sich in Kapitel 3.1.4. 
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3.3.3 Herstellung kompetenter E. coli Zellen 

Chemisch kompetente E. coli-Zellen (Rubidiumchlorid) wurden nach dem Standardprotokoll 

der Rubidiumchlorid Methode hergestellt.126 Dafür wurden 100 mL LB-Medium mit dem 

jeweiligen E. coli-Stamm inokuliert und bei 37°C und 180 rpm bis zu einer optische Dichte 

OD600 von 0,5 inkubiert. Die Zellen wurden 5 min auf Eis abgekühlt und anschließend 

abzentrifugiert (4°C; 10 min; 4000 rpm). Das Pellet wurde in 40 mL TbfI-Puffer 

resuspendiert, weitere 15 min auf Eis inkubiert und nochmals abzentrifugiert (4°C; 10 min; 

4000 rpm). Anschließend wurden die Zellen in 5 mL TbfII-Puffer resuspendiert, weitere 15 

min auf Eis inkubiert und anschließend 100 µL Aliquots in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren. Die chemisch kompetenten Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung bei 

-78°C gelagert. 

 

TbfI-Puffer Kaliumacetat 0,59 g 

 RbCl 2,42 g 

 CaCl2 0,29 g 

 MnCl2 ∙ 4 H2O 2,0 g 

 Glycerin 30 mL 

 ddH2O 200 mL 

 pH 5,8 mit Essigsäure 

 

TbfII-Puffer MOPS 0,21 g 

 RbCl 0,12 g 

 CaCl2 1,1 g 

 Glycerin 15 mL 

 ddH2O 100 mL 

 

3.3.4 Transformation kompetenter E. coli-Zellen 

Die Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte nach der 

Hitzeschock-Methode. Dafür wurden 100 µL chemisch kompetente Zellen auf Eis aufgetaut, 

5 µL Plasmidlösung zugegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen 45 sec bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt und nochmals für 3 min auf Eis 

inkubiert. Im Anschluss wurden 500 µL LB-Medium zugegeben und bei 37°C und 180 rpm 

für 1 h inkubiert. Die Zellen wurden auf LB-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum 

zur Selektion ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert.  
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3.3.5 Ortsgerichtete Mutagenese mittels QuikChangeTM PCR 

Die DNA-Sequenz eines Gens kann mit Hilfe ortsgerichteter Mutagenese gezielt durch den 

Austausch einzelner Aminosäuren modifiziert werden.127 Die Einführung der gewünschten 

Punktmutationen erfolgte durch die QuikChangeTM PCR-Methode, welche an das Protokoll 

des QuikChangeTMSite-Directed Mutagenesis Kit (Agilent, Santa Clara, US) angelehnt ist. Die 

Methode kann im Wesentlichen in zwei Schritte unterteilt werden. Im ersten Schritt wird 

die DNA durch die Polymerase Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Hierfür werden zur DNA 

komplementäre synthetische Primer mit der gewünschten Punktmutation erstellt, welche 

bei der Elongation durch die DNA-Polymerase erweitert werden. Das Ergebnis ist mutierte 

Plasmid-DNA mit zwei Einzelstrangbrüchen. Im zweiten Schritt wird die methylierte DNA 

der unveränderten parentalen Plasmid-DNA durch das Restriktionsenzym DpnI abgebaut. 

Anschließend erfolgte die Transformation (siehe Abschnitt 3.3.4) in E. coli DH5α, welche in 

vivo die Ligation der Einzelstrangbrüche vornimmt.  

 

Für die QuikChangeTM PCR wurde die Pfu DNA-Polymerase (GenON, Ludwigshafen, DE) 

verwendet. Der DpnI-Verdau wurde nach dem Standardprotokoll des QuikChangeTMSite-

Directed Mutagenesis Kit (Agilent, Santa Clara, US) durchgeführt, nach welchem auch die 

benötigten Primer (sieh Abschnitt 3.1.4) designt wurden. Der verwendete Ansatz, sowie das 

Temperaturprogramm für die QuikChangeTM PCR sind in Tabelle 8 und Tabelle 9 

aufgelistet. 

 

Tabelle 8: PCR-Ansatz für die QuikChangeTM PCR 

Substanz Volumen Endkonzentration 

ddH2O 39,5 µL  

10 x Pfu DNA-Polymerase Puffer 5 µL 1x 

DNA-Template  1,5 µL 1 – 5 ng/µL 

Forward Primer (10µM) 1 µL 0,2 µM 

Revers Primer (10µM) 1 µL 0,2 µM 

dNTPs (10 mM pro NTP) 1 µL 200 µM (pro NTP)  

Pfu DNA-Polymerase 1 µL  
 

Tabelle 9: Temperaturprofil der QuikChangeTM PCR 

Schritt Zeit Temperatur Zyklen 

Initiale Denaturierung 90 sec 95°C 1 

Denaturierung 30 sec 95°C  

Hybridisierung1) 1 min 50-70°C 20 

Elongation2) 1 min/kb 72°C  

Finale Elongation 15 min 72°C 1 
1) Die Hybridisierungstemperatur ist abhängig von den jeweiligen Primern 
2) Die Elongationszeit ist abhängig vom jeweiligen DNA-Templat 
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3.4 Proteinbiochemische Methoden 

3.4.1 Proteinexpression 

Für die Expression der Gene wurden die entsprechenden Plasmide der tHisF und der 

AacSHC in den Expressionsstamm E. coli BL21(DE3) und die der PH999 in Rosetta 

(DE3)pLysS transformiert und als Glycerinstocks gelagert. Für die Expression der Gene 

wurden zwei unterschiedliche Methoden, die Induktion mittels IPTG und die Autoinduktion, 

genutzt. 

 

3.4.1.1 IPTG-Induktion der tHisF und PH999 

Bei der Induktion mittels IPTG wird durch dessen Zugabe die Expression der T7 RNA-

Polymerase aktiviert, welche für die Transkription des Zielgens verantwortlich ist. 

Zusätzlich wird das Zielgen selbst durch das ITPG-abhängige lac-Repressor System 

kontrolliert. 

 

Für die IPTG-Expression wurden 400 mL LB-Medium in einem 2 L Erlenmeyerkolben mit 

400 µL Kanamycin (30 mg/mL) versetzt und anschließend mit einer Übernachtkultur von 

E. coli-Zellen auf eine Start-OD600 von ~0,05 inokuliert und bei 37°C und 180 rpm bis zu 

einer OD600 von 0,4 - 0,6 inkubiert. Die Expression der tHisF wurde nach Erreichen dieses 

Wertes durch Zugabe von IPTG mit einer Endkonzentration von 1 mM induziert. 

Anschließend wurde die Kultur bei 30°C und 180 rpm für 4,5 h inkubiert. Die Expression 

der PH999 wurde mit einer IPTG-Endkonzentration von 0,5 mM induziert und die Kultur bei 

30°C und 180 rpm für 5 h inkubiert. Die Zellernte erfolgte jeweils durch zentrifugieren in 

einem SLA 3000-Rotor (8000 rpm; 25 min; 4°C). Das Zellpellet wurde bei -20°C gelagert. 

 

3.4.1.2 Autoinduktion der AacSHC 

Die Autoinduktion dagegen verläuft durch eine selbständige Änderung des E. coli 

Metabolismus bei Nähstoffmangel. Beim Verbrauch von Glucose aus dem Nährmedium wird 

Lactose durch β-Galactosidase zur Allactose metabolisiert, welches der natürliche Induktor 

des lac-Repressors ist. Allactose aktiviert durch die Bindung an den lac-Repressor die 

Synthese der T7 RNA-Polymerase und damit die Transkription des Zielgens.  
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Die Expression der AacSHC mittels Autoinduktion erfolgte mit 500 mL TB-Medium 

inokuliert mit 5 mL Übernachtkultur bei 37°C, 180 rpm und einer Inkubationszeit von 18 h. 

Die Zellernte erfolgte analog zur IPTG-Induktion durch zentrifugieren und das Zellpellet 

wurde bei -20°C gelagert. 

 

3.4.2 Zellaufschluss 

Die E. coli-Zellen wurden in 3 mL Lysepuffer pro 1 g Zellpellet resuspendiert und der 

mechanische Zellaufschluss erfolgte mittels Ultraschall. Dafür wurde ein Branson Sonifier 

(Branson Sonifier W250) bei 80 Watt und einem Arbeitsintervall von 20  % für vier Minuten 

auf Eiswasser verwendet. Die resultierende Suspension wurde zentrifugiert (8600 rpm; 

30 min; 4°C). Abhängig vom Enzym befanden sich die tHisF und die PH999 im Lysat, die 

AacSHC im Zellpellet und wurden weiter gereinigt (Kapitel 3.4.3). 

 

tHisF-Lysepuffer Bis-Tris-HCl pH7 50 mM 

 

PH999-Lysepuffer Bis-Tris-HCl pH7 50 mM 

 DTT 10 mM 

 

AacSHC-Lysepuffer Natriumcitrat pH 6 200 mM 

 PMSF 1 mM 

 DNAse Spatelspitze 

 

3.4.3 Proteinreinigung 

3.4.3.1 tHisF und PH999 

Bei der tHisF und PH999 handelt es sich um thermostabile lösliche Enzyme deren Reinigung 

nach Expression und Zellaufschluss mit Hilfe von Hitzefällung und Ionen-

austauschchromatographie erfolgte. In den Biotransformationen wurden die 

Enzymlösungen sowohl nach der Hitzefällung und Entsalzung als entsalzte Enzymlösung, als 

auch nach der Ionentauschchromatographie als gereinigt Enzymlösung eingesetzt 

(Abbildung 21). 
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Abbildung 21: Schematische Darstellung der Herstellungsschritte für die entsalzten und gereinigten 
Enzymlösungen von tHisF und PH999. 

 

Hierfür wurden aus dem Lysat direkt die nativen E. coli Proteine durch Hitzefällung (30 min; 

72°C für tHisF und 80°C für PH999) präzipitiert und durch Zentrifugation (8600 rpm; 

30 min; 4°C) abgetrennt. Der Überstand wurde mittels PD-10 Säulen (GE Healthcare, 

Solingen, DE) nach den Herstellerangaben mit dem gewünschten Puffer entsalzt, mit 

Vivaspin Säulen mit 10 kDa MWCO (Satorius-Stedim biotech, Göttingen, DE) auf 

konzentriert und die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay (Kapitel 3.4.4.1) gemessen.  

 

Die weitere Reinigung erfolgte durch Anionenaustauschchromatographie (TOYOPEARL 

DEAE-605M, Toso, Minota, JP) an einem ÄKTAexplorer System (GE Healthcare, Chalfont, St. 

Giles, UK). Es wurde ein binäres Puffersystem aus Binde- und Elutionspuffer mit einem 

Laufmittelfluss von 5 mL/min verwendet. Für die tHisF wurde nach dem Equilibriren der 

Säule mit Bindepuffer (zwei Säulenvolumen) die Probe mit dem doppelten Probenschleifen-

Volumen Bindepuffer auf die Säule aufgebracht und mit zwei Säulenvolumen Bindepuffer 

gewaschen. Die Elution erfolgte über einen gemischten linearen und Stufengradienten. Im 

ersten Schritt wurde die Konzentration des Elutionspuffers über sechs Säulenvolumen auf 

25 % erhöht und weitere 0,25 Säulenvolumen gehalten. Im zweiten Schritt wurde die 

Konzentration des Elutionspuffers auf 100 % erhöht, um die restlichen gebundenen 

Proteine mit zwei Säulenvolumen Elutionspuffer zu eluieren. Bei der PH999 wurde nach 

dem Equilibriren der Säule mit Bindepuffer (zwei Säulenvolumen) die Probe ebenfalls mit 

dem doppelten Probenschleifen-Volumen Bindepuffer auf die Säule aufgebracht und mit 

weiteren zwei Säulenvolumen Bindepuffer gewaschen. Die Elution erfolgte über einen 

gemischten linearen und Stufengradienten. Im ersten Schritt wurde die Konzentration des 

Elutionspuffers über 0,2 Säulenvolumen auf 22,5 % erhöht und weitere 2,5 Säulenvolumen 

Gereinigte Enzymlösung P999 und tHisF 

Ionenaustauschchromatographie 

 

Hitzefällung, Zentrifugation und PD-10 Entsalzung 

 

Zellaufschluss und Zentrifugation 

 

Zellsuspension 

Entsalzte Enzymlösung tHisF 
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gehalten. Im zweiten Schritt wurde die Konzentration des Elutionspuffers auf 100 % erhöht, 

um die restlichen gebundenen Proteine mit zwei Säulenvolumen Elutionspuffer zu eluieren. 

Bei beiden Enzymen wurden die gewünschten Fraktionen vereinigt, mittels PD-10 Säulen 

(GE Healthcare, Solingen, DE) nach den Herstellerangaben mit dem gewünschten Puffer 

entsalzt, mit Vivaspin Säulen mit 10 kDa MWCO (Satorius-Stedim biotech, Göttingen, DE) auf 

konzentriert und die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay (Kapitel 3.4.4.1) gemessen. 

Die entsalzten und gereinigten Enzymlösungen wurden anschließend bei 4°C gelagert. 

 

Bindepuffer Tris-HCl pH 7,4 10 mM 

 

Elutionspuffer Tris-HCl pH 7,4 10 mM 

 NaCl 1 M 

 

3.4.3.2 AacSHC 

Bei der AacSHC handelt es sich um ein thermostabiles Membranprotein, welches 

monotopisch vermutlich mit einer α-Helix im Bereich des Substrateingangskanals an die 

Zellmembran bindet.104,108 Deshalb befindet sich die AacSHC nach dem Zellauschluss nicht 

im Lysat, sondern bindet an die Zellwandfragmente im Zellpellet. Mit Hilfe des wässrigen 

Detergenz Triton X-100 wurde das Enzym in Lösung gebracht. Bei Triton X-100 handelt es 

sich um ein nicht-ionisches Detergenz, bestehend aus einem p-tert-Octylphenol-Derivat mit 

einer Polyethylenglycol-Seitenkette und mit einer kritischen Mizellenkonzentration von 

~0,2 % (w/v).128  

 

Die Reinigung der AacSHC erfolgte in mehreren Schritten über eine Hitzefällung und 

Ionenaustauschchromatographie (Abbildung 22). 
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Herstellungsschritte für die Enzymlösung von AacSHC. 

 

Nach dem Zellaufschluss wurde das resultierende Zellpellet mit 1 mL Solubilisationspuffer 

pro Gramm Zellpellet resuspendiert und über Nacht bei 4°C inkubiert. Im Anschluss wurden 

die E. coli Proteine direkt durch Hitzefällung (30 min; 50°C) präzipitiert und durch 

Zentrifugation (8600 rpm; 60 min; 4°C) abgetrennt. Die Enzymlösung wurde mittels 

Anionenaustauschchromatographie (Diethylaminoethyl-Sepacel®, Sigma Aldrich, St. Louise, 

US) gereinigt. Hierfür wurde die Enzymlösung 1:5 mit ddH2O verdünnt (~12 mM 

Natriumcitrat als Endkonzentration) und an die Anionenaustauschmatrix gebunden. Es 

wurde mit fünf Säulenvolumen AacSHC-Waschpuffer gewaschen, das Enzym mit AacSHC-

Elutionspuffer eluiert und die Säule mit fünf Säulenvolumen Regenerationspuffer 

regeneriert. Die Enzymlösung wurde mittels SDS-Page (Kapitel 3.4.5) analysiert und die 

Proteinkonzentration nach Bradford (Kapitel 3.4.4.2) gemessen. Alle Enzymlösungen 

wurden bei 4°C gelagert. 

 

AacSHC-Solubilisationspuffer Natriumcitrat pH 6 60 mM 

 Triton X-100 1 % (w/v) 

 

AacSHC-Waschpuffer Natriumcitrat pH 6 12 mM 

 Triton X-100 0,2 % (w/v) 

 

AacSHC-Elutionspuffer Natriumcitrat pH 6 12 mM 

 Triton X-100 0,2 % (w/v) 

 NaCl 200 mM 

 

AacSHC-Regenerationspuffer Natriumcitrat pH 6 12 mM 

 Triton X-100 0,2 % (w/v) 

 NaCl 500 mM 

Zellsuspension 

Zellaufschluss und Zentrifugation 

AacSHC-Solubilisation aus Zellpellet 

Hitzefällung und Zentrifugation 

Ionenaustauschchromatographie 

Gereinigte Enzymlösung der AacSHC 
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3.4.4 Bestimmung der Proteinkonzentration 

Die Proteinkonzentration unbekannter Proben wurde mit dem BCA Protein Assay Kit von 

Thermo-Scientific (Waltham, US) oder mit der Bradford Ultra Lösung von Expedon 

(Harston, UK) durchgeführt. 

 

3.4.4.1 BCA 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem BCA Protein Assay Kit basiert auf der 

von Smith et al.129 entwickelten Methode. Dabei werden Kupfer(II)-Ionen im alkalischen 

Medium zu Kupfer(I)-Ionen reduziert, welche anschließend mit je zwei Molekülen 

Bichinonsäure (BCA) komplexieren. Der gebildete Komplex kann photometrisch bei 562nm 

detektiert werden, damit ist die Menge des gebildeten Komplexes proportional zu den 

gebildeten Kupfer(I)-Ionen und diese zur in der Probe enthaltenen Proteinmenge. 

 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde eine Kalibriergerade aus Lösungen mit 

bekannten Konzentrationen von BSA (0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1500 und 2000 

μg/mL) erstellt. Diese wurden zusammen mit den unbekannten Proben auf einer 

Mikrotitterplatte nach Angaben des Herstellers mit den entsprechenden Reagenzien 

versetzt und bei 37°C für 30 min im Brutschrank inkubiert. Die Absorption wurde 

anschließend bei 562 nm gemessen. Für die Kalibriergerade wurde die Absorption gegen 

die bekannte Konzentration der BSA Lösungen aufgetragen. Im linearen Absorptionsbereich 

der entsprechenden Kalibriergeraden konnte dann die unbekannte Proteinkonzentration 

der Proben mit Hilfe der Geradengleichung bestimmt werden. Alle Proben, sowie die 

Kalibriergerade wurden als Triplikate gemessen. 

 

3.4.4.2 Nach Bradford 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford basiert auf der Coomassie 

Brilliantblau Bindung an Proteine, wobei die Verschiebung des Absorptionsmaximums von 

465 auf 595 nm photometrisch detektiert werden kann.130 Die Zunahme der Absorption bei 

595 nm ist ein Maß für die Proteinkonzentration.  

 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von unbekannten Proben wurde eine 

Kalibriergerade aus Lösungen mit bekannten Konzentrationen von BSA (0, 200, 400, 600, 
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800 und 1000  μg/mL) erstellt. Das Reagenz Bradford Ultra (Expedeon, Harston, UK) 

ermöglicht die Proteinkonzentrationsbestimmung in Gegenwart von bis zu 1 % Detergenz 

und wurde nach Angaben des Herstellers auf einer Mikrotitterplatte eingesetzt. Alle Proben, 

sowie die Kalibriergerade, wurden als Triplikate gemessen. 

 

3.4.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Zur Auftrennung von Proteingemischen anhand ihres Molekulargewichts wurde die von 

Laemmli et al.131 entwickelte Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-

PAGE) verwendet. Im ersten Schritt erfolgte eine Linearisierung der Proteine durch 

Reduktion der Disulfidbrücken mittels β-Mercaptoethanol und Denaturierung mit dem 

anionische Detergenz SDS.  Hierfür wurden die Proben mit 6 x SDS-Puffer versetzt und bei 

95°C für 10 min inkubiert. Die zusätzliche Anlagerung einer negativen Ladung durch das 

SDS an das Protein führt zu einer Proteinladung, welche annähernd proportional mit der 

Größe des Proteins korreliert. Die Polyacrylamidgele, im Trenngel mit einer 

Acrylamidkonzentration von 10 % bzw. 12 % und im Sammelgel mit 4 %, wurden durch 

radikalische Polymerisation von Acrylamid und N,N‘-Methylbisacrylamid (Rotiphorese® 30) 

analog der Vorschrift mit Ammoniumperoxodisulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) gestartet und katalysiert.132 In der Elektrophoreseapperatur wurden die Gele mit 

Ladepuffer überschichtet und pro Tasche 10 ng Proteingemisch der denaturierten Proben 

geladen. Als Standard dienten 5 µL des PageRulerTM Unstained Protein Ladder (Fermentas, 

St. Leon-Rot, DE), bzw. PageRulerTM Prestained Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot, 

DE). Die Elektrophorese wurde zuerst mit einer konstanten Stromstärke von 12 mA pro Gel 

zum Sammeln der Probe im Sammelgel und anschließend für die Trennung im Trenngel bei 

25 mA durchgeführt. Nach Elektrophoreseende wurden die Gele über Nacht mit Coomassie-

Blue-Färbelösung gefärbt, dabei bindet die Coomassie-Blue-Farbe an die Proteine und färbt 

diese blau. Bei der anschließenden Entfärbung wird der ungebundene Farbstoff aus dem Gel 

gelöst und die blauen Banden werden sichtbar. 

 

6x SDS PAGE 1 M Tris-HCl pH 8,0 3,5 mL 

Ladepuffer DTT 0,93 g 

 Glycerin 3 mL 

 SDS 1 g 

 Bromphenolblau 1,2 mg 

 ddH2O ad 10 mL 
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Sammelgel 4  % ddH2O 1,4 mL 

 30  % Acrylamidlösung 330 µL 

 1 M Tris-HCl pH 6,8 250 µL 

 10  % SDS 20 µl 

 10  % APS 20 µL 

 TEMED 2 µL 

 

Trenngel 12 % ddH2O 3,3 mL 

 30  % Acrylamidlösung 4 mL 

 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 2,5 mL 

 10  % SDS 100 µL 

 10  % APS 100 µL 

 TEMED 4 µL 

 

Trenngel 10 % ddH2O 4 mL 

 30  % Acrylamidlösung 3,3 mL 

 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 2,5 mL 

 10  % SDS 100 µL 

 10  % APS 100 µL 

 TEMED 4 µL 

 

10x Elektrophoresepuffer Tris 121 g 

 HEPES 238 g 

 SDS 10 g 

 ddH2O ad 1000 mL 

 

Coomassie- Färbelösung Methanol 30  % 

 Essigsäure 10  %  

 ddH2O 60  %  

 Coomassie-Brilliantblau R-250 1 g/L 

 

Coomassie- Entfärbelösung Methanol 30  %  

 Essigsäure 10  %  

 ddH2O 60  %  

 

3.4.6 PAR-Assay zur Bestimmung der Zink(II)-Bindungsaffinität 

Untersuchungen zur Bindungsaffinität von Zink(II) an das Proteingerüst der tHisF wurden 

in Anlehnung an J. H. Mills et al.133 mit 4-(2-Pyridylazo)resorciol 20 (PAR) in einem 

Farbassay durchgeführt. Zum Entfernen von gebundenem Zink(II) aus der HHD- und NC-

tHisF Enzymlösung wurden diese, nach der Reinigung mittels 

Ionenaustauschchromatographie und Entsalzung über PD-10 Säulen, acht Mal gegen Tris-



MATERIAL UND METHODEN 

62 

HCl Puffer (25 mM; pH 7,4; 150 mM NaCl) versetzt mit 10 mM EDTA dialysiert. Zur 

Entfernung des an EDTA gebundenen Zink(II)s wurde die Lösung sechs Mal gegen Bis-Tris-

HCl Puffer (10 mM; pH 7,0) dialysiert. Die Zink(II)-freie tHisF wurde mit dem Zink(II) 

sensitiven Farbstoff PAR 20 und Zink(II)sulfat in einer Mikrotitterplatte versetzt. PAR 20 

war in einer Konzentration von 45 µM und Zink(II)sulfat in einer Konzentration von 12 µM 

vorhanden. Die Endkonzentrationen von tHisF waren 0, 3, 6, 9, 10,5, 12, 13,5, 15, 22,5, 30, 

45 und 60 µM. Die Mikrotitterplatte wurde für 1 h bei 25°C und 120 rpm inkubiert und 

anschließend die Absorption mit einem Mikrotitterplattenleser (Omega-Polarstar 415, BMG 

Labtech, Ortenberg, DE) bei 500 nm gemessen, welche dem Absorptionsmaximum von PAR 

20 gebunden an Zink(II) entspricht. Als positive Kontrolle wurde die Reaktion mit den 

entsprechenden Konzentrationen an EDTA durchgeführt. Alle Proben wurden als Triplikate 

gemessen. 

 

3.4.7 Aktivitätsbestimmung der PH999 

Der Assay für die Bestimmung der Aktivität der PH999 wurde in Anlehnung an X. Du et al.69 

durchgeführt. Der Reaktionsansatz setzte sich aus 10 µM PH999 in 10 mM Bis-Tris-HCl 

Puffer pH  7,0 und 20 mM Pyrazinamid 3 zusammen und wurde bei 60°C inkubiert. Für den 

Wildtyp wurde bei verschiedenen Zeitpunkten (1, 2, 5, 10, 20, 30, 45, 60 und 120 min) 100 

µL der Reaktionslösung mit 20 µL 20 % Eisenammoniumdisulfat-Lösung und 890 µL 100 

mM Glycin-HCl Puffer pH 3,4 gemischt und die Absorption bei 480 nm an einem Ultraspec 

3100 Pro Photometer (GE Healthcare, Solingen, DE) gemessen. Als Negativkontrolle wurde 

die Reaktion jeweils in Puffer, mit 0,4 mM Zink(II) und mit 10 µM Lysin-Lösung 

durchgeführt. Die Reaktionsansätze der Negativkontrollen und der PH999 Mutanten wurde 

nach einer Reaktionszeit von 20 min gemessen. Alle Proben wurden als Triplikate gemessen. 

 

3.5 Analytische Methoden 

3.5.1 Gaschromatographie (GC) 

Für die Analyse der Aldol Reaktion mittels Gaschromatographie wurde ein Shimadzu GCMS-

QP2010 (Kyōto, JP) mit einem gekoppelten Massenspektrometer und einer DB-5MS-Säule 

(30 m x 250 µm x 0,25 µm; Agilent, Santa Clara, US) verwendet. Als Trägergas wurde Helium 

mit einer linearen Geschwindigkeit von 30 cm/s benutzt. Gemessen wurde bei einer 
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Injektionstemperatur von 250°C, einer Ionenquellentemperatur ebenfalls von 250°C und 

einem Split-Verhältnis von 10:1. Folgendes Temperaturprogramm wurde zum Messen 

verwendet: 60°C (3 min), erhitzen mit 6°C/min auf 120°C, erhitzen mit 10°C/min auf 150°C, 

erhitzen mit 15°C/min auf 170°C, erhitzen mit 20°C/min auf 200°C und erhitzen mit 

30°C/min auf 320°C mit einer Haltezeit von 5 min. Die Detektion am MS Detektor erfolgte 

im EI-Modus bei 70 eV im Scan-Bereich von 40 m/z bis 500 m/z. Zusätzlich wurde, um die 

Sättigung des Detektors mit Lösungsmittel zu verhindern, die Messung am Detektor mit 

einem solvent cut von 6 min gestartet. Die Retentionszeit des Edukts 2-

Pyridincarboxaldehyd 14 betrug t = 7,5 min (m/z = 107 [M+]), die des Additionsprodukts 16 

t = 17,2 min (m/z = 165 [M+]) und des Kondensationsprodukts 17 t = 17,5 min (m/z = 147 

[M+]). Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte anhand der Flächenprozente des 

Gesamtchromatogramms. 

 

Die Analyse der AacSHC-Biotransformationen erfolgte an einem Agilent 7890A GC System 

(Santa-Clara, US) mit einem kombinierten Flammenionisation (FID)- und Massendetektor 

(Agilent 5975 Series MSD, Santa Clara, US). Eine parallele Analyse ist durch die Teilung des 

Gasflusses direkt nach der Trennung der Substanzen in der Kapillarsäule DB-5 (30 m x 250 

µm x 0,25 µm; Agilent, Santa Clara, US) möglich. Als Trägergas wurde Helium mit einem 

konstanten Druck von 14,9 psi verwendet. Gemessen wurde bei einer Injektortemperatur 

von 250°C, einem Injektionsvolumen von 1µL, einem Splitverhältnis von 5:1 und einer FID-

Temperatur von 320°C. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe von 1-Decanol als internen 

Standard. Die Detektion am MS Detektor erfolgte im EI-Modus mit einer 

Ionenquellentemperatur von 230°C im Scan-Bereich von 40 m/z bis 400 m/z. Zusätzlich 

wurde, um die Sättigung des Detektors mit Lösungsmittel zu verhindern, die Messung am 

Detektor mit einem solvent cut von 6 min gestartet. Für die verschiedenen Substrate wurden 

Methoden mit den folgenden Temperaturprogrammen entwickelt.  

3-Methylcitronellal (1): 75 °C mit einer Haltezeit von 3 min, erhitzen mit 6 °C/min auf 140 

°C, erhitzen mit 10 °C/min auf 160 °C und erhitzen mit 100 °C/min auf 320 °C mit einer 

Haltezeit von 5 min. Die Retentionszeit des Edukts 3-Methylcitronellal 1 betrug t = 7,5 min 

(m/z = 168 [M+]), die des trans-Produkts 5,5-Dimethyl-2-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanol 2 

t = 7,1 min (m/z = 168 [M+]) und des cis-Produkts 52 t = 7,3 min (m/z = 168 [M+]). 

7-Methyloctenal (31): 50 °C mit einer Haltezeit von 3 min, erhitzen mit 3 °C/min auf 68 °C, 

erhitzen mit 0,2 °C/min auf 72 °C, erhitzen mit 20 °C/min auf 150 °C und erhitzen mit 

100 °C/min auf 320 °C mit einer Haltezeit von 5 min. Die Retentionszeit des Edukts 7-
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Methyloctenal 31 betrug t = 11,0 min (m/z = 140 [M+]), die des trans-Produkts 2-(Prop-1-

en-2-yl)cyclohexanol 32 t = 10,2 min (m/z = 140 [M+]) und des cis-Produkts 33 t = 10,7 min 

(m/z = 140 [M+]). 

3,3,6-Trimethylheptenal (38): 50 °C mit einer Haltezeit von 3 min, erhitzen mit 5 °C/min 

auf 92 °C, erhitzen mit 0,2 °C/min auf 94 °C, erhitzen mit 100 °C/min auf 320 °C mit einer 

Haltezeit von 5 min. Die Retentionszeit des Edukts 3,3,6-Trimethylheptenal 38 betrug 

t = 14,6 min (m/z = 139 [C10H19
+]) und des trans-Produkts 2-Isopropyl-4,4-Dimethyl-

cyclopentanol 45 t = 14,6 min (m/z = 154 [M+]). 

8-Methylnonenal (44): 60 °C mit einer Haltezeit von 3 min, erhitzen mit 5 °C/min auf 

105 °C, erhitzen mit 0,8 °C/min auf 114 °C, erhitzen mit 100 °C/min auf 320 °C mit einer 

Haltezeit von 5 min. Die Retentionszeit des Edukts 8-Methylnonenal 44 betrug t = 16,0 min 

(m/z = 154 [M+]). 

 

Die chirale GC-Analyse von 3-Methylcitronellal 1 erfolgte mit einer CP Chiralsil DEX CB Säule 

(25 m x 0,25 mm x 0,25 µm; Agilent, Santa Clara, US) am Shimadzu GC-2010 (Kyōto, JP) mit 

einem Flammenionisationsdetektor (FID). Als Trägergas diente Wasserstoff mit einer 

linearen Trägergasgeschwindigkeit von 30 cm/s. Gemessen wurde bei einer 

Injektortemperatur von 250°C, einem Injektionsvolumen von 1µL, einem Splitverhältnis von 

5:1 und einer FID-Temperatur von 270°C. Es wurde folgendes Temperaturprogramm 

verwendet: 70°C (2 min), erhitzen mit 5°C/min auf 200°C mit einer Haltezeit von 10 min. 

Die Retentionszeiten der beiden Produktenantiomere von trans-5,5-Dimethyl-2-(prop-1-en-

2-yl)cyclohexanol 2 betrugen 15,5 und 15,7 min. 

Die chirale GC-Analyse von 7-Methyloctenal 31 erfolgte mit einer Supleco beta-DEX 110 

Säule (30 m x 0,25 mm x 0,25 µm; Sigma-Aldrich, St. Louis, US) im Split Modus mit einem 

Splitverhältnis von 100:1. Es wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet: 50°C 

(1 min), erhitzen mit 1°C/min auf 80°C mit einer Haltezeit von 40 min. Die Retentionszeiten 

der beiden Produktenantiomere von trans-5,5-Dimethyl-2-(prop-1-en-2-yl)cyclohexanol 32 

betrugen 50,3 und 50,8 min. 

 

3.5.2 Flüssigchromatographie (HPLC) 

Die Analyse mittels Umkehrphasen-Flüssigchromatographie mit gekoppeltem 

Massendetektor kommt bei der Michael Reaktion von Azachalcon 5 mit verschiedenen 

Thionukleophilen zum Einsatz. Verwendet wurde das Agilent LC 1260 Infinity System 
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(Santa Clara, US) mit einer Poroshell 120-C18-Säule (3,0 x 50 mm x 2,7 µm; Agilent, Santa 

Clara, US) und einem gekoppelten Massenspektrometer (Agilent 6130 Quadrupole LC/MS, 

Santa Clara, US). Als Injektionsvolumen wurden 1 µL, ein konstanter Laufmittelfluss von 0,4 

mL/min und ein binäres Laufmittelgemisch aus H2O mit 0,1 % Ameisensäure (A) und 

Acetonitril (B) gewählt. Der Laufmittelgradient wurde auf das jeweilige Thionukleophil wie 

folgt angepasst.  

Mercaptoethanol (18): Start bei 65 % A und 35 % B mit einer Haltezeit von 0,4 min, bis 

Minute 5 linearer Gradient auf 50 % A und 50  % B mit einer Haltezeit bis Minute 7 und bis 

Minute 7,01 linearer Gradient auf 65  % A und 35  % B mit einer Haltezeit bis Minute 8. Die 

Retentionszeit des Edukts Azachalcon 5 betrug t = 4,9 min (m/z = 210 [M+H]+) und des 

Produkts 3-((2-Hydroxyethyl)thio)-3-phenyl-(pyridin-2-yl)propanon 19 t = 2,3 min (m/z = 

288 [M+H]+). 

4-Methoxythiophenol (22a): Start bei 60 % A und 40 % B, bis Minute 2 linearer Gradient 

auf 50 % A und 50 % B mit einer Haltezeit bis Minute 8 und bis Minute 12 linearer Gradient 

auf 60 % A und 40 % B mit einer Haltezeit bis Minute 13. Die Retentionszeit des Edukts 

Azachalcon 5 betrug t = 4,0 min (m/z = 210 [M+H]+) und des Produkts 3-((4-

Methoxyphenyl)thio)-3-phenyl-(pyridin-2-yl)propanon 23a t = 9,3 min (m/z = 350 [M+H]+). 

4-Methylthiophenol (22b): Start bei 60 % A und 40 % B, mit einem linearen Gradienten 

bis Minute 3 auf 50 % A und 50 % B, bis Minute 5 auf 40 % A und 60 % B, bis Minute 8 auf 

85 % A und 15 % B und bis Minute 10 auf 60 % A und 40 % B. Die Retentionszeit des Edukts 

Azachalcon 5 betrug t = 5,0 min (m/z = 210 [M+H]+) und des Produkts 3-Phenyl-(pyridin-2-

yl)-3-(p-tolylthio)propanon 23b t = 7,5 min (m/z = 334 [M+H]+). 

Benzylmercaptan (22c): Start bei 60 % A und 40 % B, mit einem linearen Gradienten bis 

Minute 3 auf 50 % A und 50 % B, bis Minute 4 auf 40 % A und 60 % B, bis Minute 10 auf 85 

% A und 15 % B und bis Minute 12 auf 60 % A und 40 % B mit einer Haltezeit von 1 min. Die 

Retentionszeit des Edukts Azachalcon 5 betrug t = 4,2 min (m/z = 210 [M+H]+) und des 

Produkts 3-(Benzylthio)-3-phenyl-(pyridin-2-yl)propanon 23c t = 10,3 min (m/z = 334 

[M+H]+). 

4-Nitrothiophenol (22d): Start bei 60 % A und 40 % B, linearer Gradient bis Minute 2 auf 

50 % A und 50  % B mit einer Haltezeit bis Minute 8 und linearer Gradient auf 60  % A und 

40  % B mit einer Haltezeit bis Minute 14. Die Retentionszeit des Edukts Azachalcon 5 

betrug t = 4,5 min (m/z = 210 [M+H]+) und des Produkts 3-((4-Nitrophenyl)thio)-3-phenyl-

1-(pyridin-2-yl)propanon 23d t = 10,2 min (m/z = 365 [M+H]+). 
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1-Propanthiol (24): Start bei 60 % A und 40 % B, mit einem linearen Gradienten bis 

Minute 2 auf 50 % A und 50 % B und einer Haltezeit bis Minute 8 und einem linearen 

Gradient bis Minute 12 auf 60 % A und 40 % B mit einer Haltezeit von 1 min. Die 

Retentionszeit des Edukts Azachalcon 5 betrug t = 3,9 min (m/z = 210 [M+H]+) und des 

Produkts 3-Phenyl-3-(propylthio)-(pyridin-2-yl)propanon 25 t = 8,7 min (m/z = 286 

[M+H]+). 

Die Detektion der Proben erfolgte mit Hilfe des Massenspektrometers im ESI (positiv) 

Modus mit einem Massebereich von 150 - 600 g/mol. Der Fragmentor wurde bei ± 70, der 

Trockengasfluss bei 12 L/min und einer Trockengastemperatur von 350°C, der 

Zerstäuberdruck bei 35 psi und die Kapillarspannung bei ± 3000 V gewählt. Die Auswertung 

der Ergebnisse erfolgte anhand der Flächenprozente des Gesamtchromatogramms. 

 

Die chirale Analyse der Micheal Reaktion mit verschiedenen Thionukleophilen wurde mit 

Hilfe einer Reprosil-AM Säule (4,6 x 250 mm x 8 µm; Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch-

Entringen, DE) getrennt und analysiert. Die Flussrate und das isokratisches 

Laufmittelgemisch aus n-Heptan/iso-Propanol wurde abhängig vom Thionukleophil 

gewählt.  

Mercaptoethanol (18): Flussrate 2 mL/min, n-Heptan/iso-Propanol (85:15) mit 

Retentionszeiten von Azachalcon 5 t = 2,89 min, Mercaptoethanol 18 t = 3,10 min und den 

Produktenantiomeren 19 t = 5,88 min und 7,43 min.  

4-Methoxythiophenol (22a): Flussrate 1 mL/min, n-Heptan/iso-Propanol (90:10) mit 

Retentionszeiten von Azachalcon 5 t = 6,84 min, 4-Methoxythiophenol 22a t = 5,32 min und 

den Produktenantiomeren 23a t = 9,95 min und 10,86 min.  

4-Mezhylbenzolthiol (22b): Flussrate 0,6 mL/min, n-Heptan/iso-Propanol (90:10) mit 

Retentionszeiten von Azachalcon 5 t = 10,67 min, 4-Mezhylbenzolthiol 22b t = 6,34 min und 

den Produktenantiomeren 23b t = 11,96 min und 12,78 min.  

Benzylmercaptan (22c): Flussrate 1 mL/min, n-Heptan/iso-Propanol (90:10) mit 

Retentionszeiten von Azachalcon 5 t = 6,34 min, Benzylmercaptan 22c t = 3,99 min und den 

Produktenantiomeren 23c t = 6,87 min und 7,59 min.  

4-Nitrothiophenol (22d): Flussrate 1 mL/min, n-Heptan/iso-Propanol (75:25) mit 

Retentionszeiten von Azachalcon 5 t = 5,00 min, 4-Nitrothiophenol 22d t = 12,75 min und 

den Produktenantiomeren 23d t = 10,36 min und 11,79 min.  
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1-Propanthiol (24): Flussrate 1 mL/min, n-Heptan/iso-Propanol (95:5) mit 

Retentionszeiten von Azachalcon 5 t = 7,57 min, 1-Propanthiol 24 t = 3,49 min und den 

Produktenantiomeren 25 t = 6,76 min und 7,04 min.  

Detektiert wurde mittels DAD-Detektor für Mercaptoethanol 18 und Benzylmercaptan 22c 

bei 220 nm, für 4-Nitrothiophenol 22d bei 254 nm und für die restlichen Thionukleophile 

22a, 22b und 24 bei 230 nm. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte anhand der 

Flächenprozent des Gesamtchromatogramms.  

 

3.5.3 Kernresonanz-Spektroskopie (NMR) 

Die synthetisierten Moleküle wurden mittels NMR Spektroskopie charakterisiert. Dafür 

wurden 1H- und 13C-NMR Spektren mit einem Bruker Avance 500 Spektrometer bei 500 

MHz und 125 MHz aufgenommen und die chemische Verschiebung δ bezogen auf den 

Standard Tetramethylsilan (δ = 0 ppm) in parts per million (ppm) angegeben. Für die 

Zuordnung der Signale wurden zusätzlich 2D-NMR-Spektren nach der 1H,13C-HSQC Methode 

(heteronuclear single quantum coherence) aufgenommen und analysiert. 

 

3.5.4 Weitere Methoden 

IR-Spektren wurden als Flüssigkeitsfilm zwischen zwei Natriumchloridplatten mit einem 

Bruker Vector 22 FT-IR Spektrometer analysiert und die Messwerte in der Wellenzahl (cm-

1) angegeben. Die hochauflösenden Massenspektren wurden an einem Finnigan MAT 95 

bestimmt. Die Drehwertbestimmung wurde an einem Perkin-Elmer 241 Polarimeter 

vorgenommen. 

 

3.6 Enzymatische Synthesen 

3.6.1 Analytische Biotransformationen 

3.6.1.1 Michael Reaktion mit tHisF 

Analytische Biotransformationen der Michael Reaktion von Azachalcon 5 mit einem 

Thionukleophil wurden in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefäßen angelehnt an die von Reetz 

et al.42 entwickelte Vorschrift durchgeführt. Dafür wurde 200 µL der tHisF-Enzymlösung mit 

10 µL 10 mM Zink(II)sulfat-Lösung bei 20°C und 400 rpm für 2 h vorinkubiert. 
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Anschließend wurden 100 µL des Azachalcons 5 als 100 mM DMSO-Lösung, 100 µL des 

Thionukleophils als 120 mM Lösung (abhängig vom Thionukleophil als DMSO oder H2O-

Lösung) und 590 µL Wasser zugegeben. Daraus ergaben sich folgende 

Standardzusammensetzung: 104 µM (3 mg/mL) tHisF, 10 mM Bis-Tris-HCl Puffer pH 7,0, 10 

mM Azachalcon 5, 10 mM Thionukleophil, 100 µM Zink(II)sulfat und 10 bzw. 20 % DMSO. 

Als Negativkontrolle wurde die Reaktion nur in Bis-Tris-HCl Puffer pH 7,0, in Bis-Tris-HCl 

Puffer pH 7,0 mit 100 µM Zink(II)sulfat, sowie ohne Zugabe der Zink(II)sulfat-Lösung zur 

tHisF-Enzymlösung durchgeführt. Der Reaktionsansatz wurde bei 850 rpm im 

Thermoschüttler bei den entsprechenden Temperaturen für 1 h inkubiert und anschließend 

zweimal mit 300 µL Ethylacetat extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, 10 µL 

mit 1 mL Wasser/Acetonitril (1:1) gemischt und mittels Umkehrphasen-

Flüssigchromatographie (Kapitel 3.5.2) analysiert. Für die chirale Analyse mittels 

Normalphasen-Flüssigchromatographie (Kapitel 3.5.2) wurde das Ethylacetat verdampft 

und die Probe in 700 µL n-Heptan/iso-Propanol (85:15) gelöst. 

 

3.6.1.2 Aldol Reaktion mit PH999 

Analytische Biotransformationen der Aldol Reaktion von 2-Pyridincarboxaldehyd 14 mit 

Aceton 15 wurden in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefäßen durchgeführt. Dafür wurde 100 

µL der PH999-Enzymlösung mit 5 µL 10 mM Zink(II)sulfat-Lösung, 50 µL des 2-

Pyridincarboxaldehyd 14 als 100 mM Aceton-Lösung und 150 µL Aceton 15 gemischt. 

Daraus ergaben sich folgende Standardzusammensetzung: 0,2 mg/mL PH999, 10 mM Bis-

Tris-HCl Puffer pH 7,0 mit 2 mM DTT, 10 mM 2-Pyridincarboxaldehyd 14, 100 µM 

Zink(II)sulfat und 50 % Aceton 15. Als Negativkontrolle wurde die Reaktion nur in Bis-Tris-

HCl Puffer pH 7,0, in Bis-Tris-HCl Puffer pH 7,0 mit 100 µM Zink(II)sulfat, in Bis-Tris-HCl 

Puffer pH 7,0 mit 100 µM Lysin, sowie ohne Zugabe der Zink(II)sulfat-Lösung zur PH999-

Enzymlösung durchgeführt.  Der Reaktionsansatz wurde für 24 h bei 60°C und 850 rpm im 

Thermoschüttler inkubiert und anschließend zweimal mit 150 µL Ethylacetat extrahiert. Die 

organischen Phasen wurden vereinigt und mittels Gaschromatographie (Kapitel 3.5.1) 

analysiert. 
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3.6.1.3 Prins Reaktion mit AacSHC 

Die Biotransformationen mit AacSHC wurden in 2 mL Glasfläschchen durchgeführt. Zu 

500 µL AacSHC-Enzymlösung wurde das Substrat als DMSO-Lösung (200 mM) zugegeben. 

Daraus ergab sich folgende Standardzusammensetzung: 2 mM Substrat, 3-5 mg/mL Enzym, 

12 mM  Citrat-Puffer pH 6,0, 0,2 % Triton X-100 und 1 % DMSO. Als Negativkontrolle wurde 

die Reaktion jeweils nur in Citratpuffer, sowie mit der Kontrollmutante AacSHC_D376C bei 

welcher die katalytisch aktive Asparaginsäure durch Cystein ersetzt wurde, durchgeführt. 

Der Reaktionsansatz wurde für 40 h bei 600 rpm und 30°C im Thermoschüttler inkubiert 

und anschließend zweimal mit 450 µL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden über NaSO4 getrocknet und mittels Gaschromatographie (Kapitel 3.5.1) 

analysiert.  

 

3.6.2 Präparative Biotransformationen 

3.6.2.1  (1R, 2S)-3-Methylisopulegol (2) 

 

Die Synthese von (1R, 2S)-3-Methylisopulegol 2 erfolgte in Anlehnung an die analytische 

Biotransformationen. Für die Reaktion wurden 50 mL der AacSHC_Y420G Enzymlösung 

(~7 mg/mL) mit 50 mL Reaktionspuffer (12 mM Citrat-Puffer pH 6,0, 0,1 % Triton-X, 200 

mM NaCl) gemischt und das 3-Methylcitronellal 1 (120 mg) als 200 mM DMSO-Lösung 

zugegeben (finale DMSO-Konzentration 1 %). Die Reaktionsmischung wurde für 3 Tage bei 

30°C und 180 rpm in einer Schottflasche (250 mL) inkubiert und anschließend dreimal mit 

50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über NaSO4 

getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und mittels 

Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1 Rf (trans-

Produkt) = 0,43). Das (1R, 2S)-3-Methylisopulegol 2 (38,15 mg; 0,23 mmol; 31,9 % 

Ausbeute; Reinheit >98 %) wurde als farblose Öl isoliert. Die gemessenen NMR-Daten 

stimmen mit der Literatur überein.134 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ =  0,87 (s, 3H, -CH3); 

0,90 (s, 3H, -CH3);  1,07 (t, J = 11,8 Hz, 1H); 1,15 (dt, J = 4,6; 13,2 Hz, 1H); 1,31 (dq, J = 2,8; 

13,2 Hz, 1H); 1,37-1,52 (m, 2H); 1,67 (s, 3H); 1,69-1,74 (m, 2H); 1,74-1,81 (m, 1H); 3,57 (dt, J 
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= 4,4; 10,6 Hz, 1H); 4,79 (s, 1H); 4,84 (s, 1H) ppm. 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ =19,3 (1C); 

25,1 (1C); 26,4 (1C); 32,2 (1C); 33,1 (1C); 38,5 (1C); 46,8 (1C); 55,0 (1C); 67,6 (1C); 112,8 

(1C); 146,7 (1C) ppm. Spezifischer Drehwert [𝛼]𝐷
25 = -7,3 (CHCl3, c = 1,0). Literatur [𝛼]𝐷

25 = 

+9,1 (CHCl3, c = 1,0) für (1S, 2R)-3-Methylisopulegol 2.134 

 

3.6.2.2 (1R, 2S)-2-(Prop-1-en-2-yl)cyclohexanol (32) 

 

Die Synthese von (1R, 2S)-2-(Prop-1-en-2-yl)cyclohexanol 32 erfolgte in Anlehnung an die 

analytische Biotransformationen. Für die Reaktion wurden 70 mL der AacSHC_I261A 

Enzymlösung (~4 mg/mL) mit 30 mL Reaktionspuffer (12 mM Citrat-Puffer pH 6,0, 0,1 % 

Triton-X, 200 mM NaCl) gemischt und das 7-Methyloctenal 31 (85 mg) als 200mM DMSO-

Lösung zugegeben (finale DMSO-Konzentration 1 %). Die Reaktionsmischung wurde für 

3 Tage bei 30°C und 180 rpm in einer Schottflasche (250 mL) inkubiert und anschließend 

dreimal mit 50 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über 

NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und mittels 

Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1 Rf (trans-

Produkt) = 0,39). Das (1R, 2S)- 2-(Prop-1-en-2-yl)cyclo-hexanol 32 (17,71 mg; 0,13 mmol; 

20,8 % Ausbeute; >98 %) wurde als hellgelbes Öl isoliert. 1H-NMR (trans-Produkt) (500 

MHz, CDCl3): δ = 1,13-1,29 (m, 4H); 1,59-1,62 (m, 1H); 1,63-1,64 (m, 1H); 1,65 (s, 3H); 1,67-

1,74 (m, 1H); 1,83-1,90 (m, 1H); 1,97-2,03 (m, 1H); 3,36 (dt, J = 4,4; 10,0 Hz, 1H); 4,78 (s, 

1H); 4,83 (s, 1H) ppm. 13C-NMR (trans-Produkt) (125 MHz, CDCl3): δ = 19,2 (1C); 24,9 (1C); 

25,7 (1C); 30,2 (1C); 34,1 (1C); 54,6 (1C); 70,7 (1C); 112,8 (1C); 146,7 (1C) ppm. Die 

gemessenen NMR-Daten stimmen mit der Literatur überein.135 Spezifischer Drehwert 

[𝛼]𝐷
25 = -8,6 (CHCl3, c = 1,0). Literatur [𝛼]𝐷

25 = +15,2 (CHCl3, c = 1,0) für (1S, 2R)- 2-(Prop-1-

en-2-yl)cyclohexanol 32.136 
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3.7 Chemische Synthesen 

3.7.1 Azachalcon (5) 

 

Die Synthese des Azachalcon 5 ((E)-3-Phenyl-1-(pyridin-2-yl)prop-2-en-1-on) erfolgte nach 

Otto et al.137 2-Acetylpyridin 50 (2,17 g; 17,9 mmol) wurde in 105 mL demineralisiertes 

Wasser vorgelegt, in einem im Eisbad gekühlten und Benzaldehyd 51 (1,84g; 17,3 mmol) 

zugegeben. Das Gemisch wurde im Eisbad gekühlt und gerührt bis eine Emulsion entstand. 

Unter kräftigem Rühren wurde 10 mL 10 %-ige Natriumhydroxidlösung zugegeben. Das 

Reaktionsgemisch wurde bei 4°C für 18 h stehen gelassen und das Rohprodukt durch 

Filtration gewonnen. Durch Umkristallisation aus siedendem Ethanol wurde das Azachalcon 

5 (1,44 g; 6,91 mmol; 39,9 % Ausbeute; Reinheit >95 %) als grüngelbe Kristalle erhalten. 1H-

NMR (250 MHz, CDCl3): δ = 7,46 (m, 4H); 7,72 (m, 2H); 7,87 (m, 1H); 7,98 (d, J = 16,2 Hz,1H); 

8,20 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 8,31 (d, J = 16,3 Hz, 1H); 8,75 (m, 1H) ppm. 13C-NMR (62 MHz, 

CDCl3): δ = 120,9 (1C); 122,9 (1C); 127,0 (1C); 128,9 (4C); 130,7 (1C); 135,2 (1C); 137,1 

(1C); 144,8 (1C); 148,9 (1C); 154,3 (1C); 189,6 (1C) ppm. Die gemessenen NMR-Daten 

stimmen mit der Literatur überein.137 

 

3.7.2 Produkt (19) der Michael Reaktion von Azachalcon (5) und 

Mercaptoethanol (18) 

 

Die Synthese des Referenzprodukts 19 der Michael Reaktion erfolgte angelehnt an die 

Biotransformationen. Das Azachalcon 5 (105 mg; 0,52 mmol) wurde in 5 mL DMSO gelöst 

und zusammen mit Mercaptoethanol 18 (39 mg; 0,52 mmol) in 5 mL Wasser und 2,5 mL 

200 mM Tris-Puffer pH 8,0 in 37 mL Wasser geben und mit 500 µL 10 mM Kupfersulfat-

Lösung versetzt. Die Reaktionsmischung wurde bei 40°C für 1 h gerührt und zweimal mit 

15 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über NaSO4 

getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und mittels 
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Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 1:1; Rf = 0,45). Das 

Produkt 19 (30,9 mg; 0,11 mmol; 21,4 % Ausbeute; Reinheit >95 %) wurde als farbloses Öl 

erhalten. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 2,59 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 3,64 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 3,69 

(t, J = 5,7 Hz, 1H); 3,75 (dd, J = 6,7; 17,8 Hz, 1H); 3,93 (dd, J = 8,1; 17,6 Hz, 1H); 4,61 (t, J = 7,3 

Hz, 1H); 7,22 (t, J = 7,1 Hz, 1H); 7,31 (t, J = 7,6 Hz; 2H); 7,43 (d, J = 7,5 Hz, 2H); 7,46 (dd, J = 

1,2; 7,5 Hz, 1H); 7,82 (dt, J = 1,9; 7,8 Hz, 1H); 8,01 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 8,67 (d, J = 4,7 Hz, 1H) 

ppm. 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 34,49 (1C); 43,8 (1C); 44,3 (1C); 60,6 (1C); 122,1 (1C); 

127,4 (1C); 127,4 (1C); 127,9 (2C); 128,6 (2C); 137,0 (1C); 142,2 (1C); 149,0 (1C); 152,9 

(1C); 198,7 (1C) ppm. IR (Film): ṽ = 3400 (w), 3056 (w), 3027 (w), 1696 (s) cm-1. HREIMS 

m/z 287,0988 (berechnet 287,0980).  

 

3.7.3 3-Methylcitronellal (1) 

 

Die Synthese von 3-Methylcitronellal 1 (3,3,7-Trimethyloct-6-enal) erfolgte in einer Stufe 

nach Sakane et al.134 ausgehend von Citral 26. Zu einer Suspension aus Kupferiodid (1,8 g; 

9,5 mmol) in 50 mL THF wurden bei 0°C unter N2 11,8 mL Methyllithium (1,6 M in Et2O; 

18,9 mmol) zugegeben und für 10 min gerührt. Die Lösung wurde auf -78°C gekühlt, Citral 

26 (1,37 g; 9,0 mmol) in 10 mL THF zugetropft und weitere 10  min gerührt, bevor die 

Lösung auf -20°C erwärmt und für 4 h gerührt wurde. Das Reaktionsgemisch wurde auf eine 

kalte gesättigte NH4Cl-Lösung gegeben und dreimal mit 50 mL Diethylether extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer entfernt und mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt 

(Cyclohexan:Ethylacetat 10:1; Rf = 0,54). Es wurde 3-Methylcitronellal 1 (470,5 mg; 

2,80 mmol; 31 % Ausbeute; Reinheit >98 %) als gelbes Öl erhalten. 1H-NMR (500 MHz, 

CDCl3): δ =  1,06 (s, 6H); 1,32-1,38 (m, 2H); 1,60 (s, 3H); 1,68 (s, 3H); 1,93-2,00 (m, 2H); 2,27 

(d, J = 3,3 Hz, 2H); 5,08 (t, J = 7,1 Hz, 1H); 9,85 (t, J = 3,3 Hz, 1H) ppm; 13C-NMR (125 MHz, 

CDCl3): δ =17,6 (1C); 22,7 (1C); 25,7 (1C); 27,5 (2C); 33,5 (1C); 42,7 (1C); 54,7 (1C); 124,3 

(1C); 131,6 (1C); 203,7 (1C) ppm. Die gemessenen NMR-Daten stimmen mit der Literatur 

übereinstimmen.134 
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3.7.4 Chemische Zyklisierung von 3-Methylcitronellal (1) zu trans-3-

Methylisopulegol (2) und cis-3-Methylisopulegol (52) 

 

Die chemische Zyklisierung zum 3-Methylisopulegol (5,5-Dimethyl-2-(prop-1-en-2-

yl)cyclohexanol) 2 und 52 wurde mit Hilfe von Zink(II)bromid als Lewis-Säure in 

Anlehnung an die Literatur durchgefüht.138 3-Methylcitronellal 1 (50 mg; 0,3 mmol) wurde 

unter N2 in 6 mL DCM gelöst und Zink(II)bromid (67,5 mg; 0,3 mmol) zugegeben. Die 

Reaktionslösung wurde für 45 min bei 5°C gerührt, anschließend mit 2 M NaOH-Lösung 

versetzt und dreimal mit 20 mL DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und 

mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1, Rf 

(trans-Produkt) = 0,43; Rf (cis-Produkt) = 0,63). Die beiden 5,5-Dimethyl-2-(prop-1-en-2-

yl)cyclohexanol Isomere trans 2 (26,1 mg; 0,16 mmol; 53,3 % Ausbeute; Reinheit >98 %) 

und cis 52 (3 mg; 0,02 mmol; 6,7 % Ausbeute; Reinheit >98 %) wurden als farblose Öle 

erhalten. 1H-NMR (trans-Produkt) (500 MHz, CDCl3): δ = 0,87 (s, 3H); 0,90 (s, 3H);  1,07 (t, 

J = 11,8 Hz, 1H); 1,15 (dt, J = 4,6; 13,2 Hz, 1H); 1,31 (dq, J = 2,8; 13,2 Hz, 1H); 1,37-1,52 (m, 

2H); 1,67 (s, 3H, -CH3); 1,68-1,74 (m, 2H); 1,74-1,81 (m, 1H); 3,57 (dt, J = 4,4; 10,6 Hz, 1H); 

4,79 (s, 1H); 4,83 (s, 1H) ppm. 13C-NMR (trans-Produkt) (125 MHz, CDCl3): δ = 18,3 (1C); 

24,1 (1C); 25,3 (1C); 31,1 (1C); 32,0 (1C); 37,5 (1C); 45,7 (1C); 53,8 (1C); 66,6 (1C); 111,8 

(1C); 145,6 (1C) ppm. IR (trans-Produkt) (Film): ṽ = 3392, 2950, 1455, 1365, 1051, 884 cm-1. 

IR (cis-Produkt) (Film): ṽ = 3433, 2956, 1459, 1378, 1071 cm-1. Die gemessenen NMR-Daten 

und IR-Daten für das  trans-Produkt stimmen mit der Literatur übereinstimmen.134 
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3.7.5 7-Methyloctenal (31) 

 

Die Synthese von 7-Methyl-6-octenal 31 erfolgte in vier Stufe nach Sakane et al.134 

ausgehend von 1,6-Hexandiol 27. Zu einer Lösung aus 1,6-Hexandiol 27 (5,4 g; 34 mmol) 

und Dihydropyran (1,72 g; 20,4 mmol) in 120 mL THF wurde bei 0°C unter N2 p-

Toluolsulfonsäure (322 mg; 1,7 mmol) zugegeben und für 12 h gerührt. Das 

Reaktionsgemisch wurde mit einer gesättigten NaHCO3-Lösung gequenched und dreimal mit 

35 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden über NaSO4 

getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und mittels 

Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 1:1; Rf = 0,56). Der 

mono-THPEther 28 (2,76g; 13,66 mmol; 40,2 % Ausbeute) wurde als farbloses Öl erhalten. 

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 1,36-1,43 (m, 4H); 1,49-1,65 (m, 8H); 1,68-1,75 (m, 1H); 

1,79-1,85 (m, 1H); 3,35-3,42 (m, 1H); 3,47-3,53 (m, 1H); 3,63 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 3,71-3,77 

(m, 1H); 3,83-3,90 (m, 1H); 4,57 (t, J = 3,5 Hz, 1H) ppm. 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 19,7 

(1C); 25,5 (1C); 25,6 (1C); 26,0 (1C; 29,7 (1C); 30,8 (1C); 32,7 (1C); 32,7 (1C); 62,4 (1C); 

62,9 (1C); 67,5 (1C); 98,9 (1C) ppm.  

Im zweiten Schritt wurde eine Swern Oxidation durchgeführt um den mono-THP Ether 28 

zu oxidieren. Zu einer Lösung aus Oxalylchlorid (1,87 g; 14,7 mmol) in 70 mL DCM wurde 

eine Lösung aus DMSO (2,23 g; 28,6 mmol) in 10 mL DCM bei -78°C unter N2 zugetropft und 

für 5 min gerührt. Dann wurde der mono-THP Ether 28 (2,76 g; 13,6 mmol) in 5 mL DCM 

zugegeben. Nach 15 min bei -78°C wurde Triethylamin (8,4 g; 83 mmol) zugegeben, das 

Reaktionsgemisch auf RT erwärmt und für 30 min gerührt. Das Reaktionsgemisch wurde 

mit 1M HCl versetzt und dreimal mit 35 mL DCM extrahiert. Die vereinigten organischen 

Phasen wurden über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt 

und mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 1:1; 

Rf = 0,56). Der Aldehyd 29 (2,33 g; 11,65 mmol; 85,6 % Ausbeute) wurde als farbloses Öl 

erhalten. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 1,38-1,47 (m, 2H); 1,47-1,75 (m, 9H); 1,76-1,87 (m, 
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1H); 2,45 (dt, J = 1,8; 7,4 Hz, 2H); 3,36-3,42 (m, 1H); 3,47-3,53 (m, 1H); 3,72-3,77 (m, 1H); 

3,83-3,89 (m, 1H); 4,57 (t, J = 3,4 Hz, 1H); 9,77 (t, J = 1,8 Hz, 1H) ppm. 13C-NMR (125 MHz, 

CDCl3): δ = 19,7 (1C); 21,9 (1C); 25,5 (1C); 25,9 (1C); 29,5 (1C); 30,8 (1C); 43,9 (1C); 62,4 

(1C); 67,3 (1C); 99,0 (1C); 202,7 (1C) ppm. 

In der dritten Stufe wurde für die Wittig Reaktion eine Lösung aus 

Isopropyltriphenylphosphoniumiodid (5,0 g; 11,6 mmol) in 150 mL THF bei 0°C unter N2 

vorgelegt und 7,3 mL n-BuLi (1,6 M in n-Hexane; 11,6 mmol) zugegeben. Die resultierende 

tiefrote Lösung wurde für 1 h bei 0° gerührt und dann der Aldehyd 29 (2,2 g; 11,0 mmol) in 

15 mL THF zugegeben. Die Lösung wurde 24 h bei RT gerührt, über Celite gefiltert und mit 

200 mL Diethylether gewaschen. Das Lösungsmittel des Filtrats wurde im 

Rotationsverdampfer entfernt und mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt 

(Cyclohexan:Ethylacetat 20:1; Rf = 0,48). Das Produkt (2,23 g; 9,85 mmol; 85,7 % Ausbeute) 

wurde als hellgelbes Öl erhalten und ohne weitere Charakterisierung umgesetzt, wofür es in 

30 mL Methanol gelöst und p-Toluolsulfonsäure Monohydrat (121 mg; 0,7 mmol) zugegeben 

wurde. Die Reaktionslösung wurde 24 h bei RT gerührt und dann mit NaHCO3-Lösung 

versetzt und dreimal mit 25 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und 

mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1; 

Rf = 0,33) um den Alkohol 30 (1,28 g; 8,87 mmol; 90,1 % Ausbeute) als farbloses Öl zu 

erhalten. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ = 1,31-1,40 (m, 4H); 1,54-1,59 (m, 2H); 1,60 (s, 3H); 

1,69 (s, 3H); 1,93-2,02 (m, 2H); 3,64 (t, J = 6,7 Hz, 2H); 5,11 (t, J = 7,1 Hz, 1H) ppm. 13C-NMR 

(125 MHz, CDCl3): δ = 17,7 (1C); 25,0 (1C); 25,7 (1C); 28,0 (1C); 29,7 (1C); 32,8 (1C); 63,1 

(1C); 124,6 (1C); 131,4 (1C) ppm. 

Im letzten Schritt wurde der Alkohol 30 durch Swern Oxidation, wie bereits im zweiten 

Schritt beschrieben, oxidiert und mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt 

(Cyclohexan:Ethylacetat 7:1; Rf = 0,57) um das Produkt 7-Methyloct-6-enal 31 (380,5 mg; 

2,71 mmol; 78,6 % Ausbeute; Reinheit >98 %) als gelbes Öl zu erhalten. 1H-NMR (500 MHz, 

CDCl3): δ = 1,34-1,40 (m, 2H); 1,60 (s, 3H); 1,61-1,67 (m, 2H); 1,69 (s, 3H); 2,00 (q, J = 7,5 Hz, 

2H); 2,42 (dt, J = 1,6; 7,5 Hz, 2H); 5,09 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 9,76 (t, J = 1,6 Hz, 1H) ppm. 13C-

NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 17,7 (1C); 21,7 (1C); 25,7 (1C); 27,7 (1C); 29,4 (1C); 43,9 (1C); 

124,0 (1C); 131,9 (1C); 202,9 (1C) ppm. Die gemessenen NMR-Daten stimmen mit der 

Literatur übereinstimmen.134 
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3.7.6 Chemische Zyklisierung von 7-Methyloctenal (31) zu trans-2-(Prop-

1-en-2-yl)cyclohexanol (32) und cis-2-(Prop-1-en-2-yl)cyclohexanol 

(33) 

 

Die chemische Zyklisierung von 7-Methyloctenal 31 wurde mit Hilfe von Zink(II)bromid als 

Lewis-Säure in Anlehnung an die Literatur durchgefüht.138 7-Methyloctenal 31 (50 mg; 0,36 

mmol) wurden unter N2 in 6 mL DCM gelöst und Zink(II)bromid (80 mg; 0,36 mmol) 

zugegeben. Die Reaktionslösung wurde für 2 h bei 5°C gerührt, anschließend mit 2 M NaOH-

Lösung versetzt und dreimal mit 10 mL DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen 

wurden über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und 

mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1; 

Rf (trans-Produkt) = 0,39; Rf (cis-Produkt) = 0,50). Die beiden 2-(Prop-1-en-2-yl)cyclo-

hexanol-Isomere trans 32 (11,9 mg; 0,085 mmol; 23,6 % Ausbeute; Reinheit >98 %) und cis 

33 (1,99 mg; 0,014 mmol; 3,9 % Ausbeute; Reinheit >98 %) wurden als farblose Öle 

erhalten. 1H-NMR (trans-Produkt) (500 MHz, CDCl3): δ = 1,13-1,29 (m, 4H); 1,59-1,62 (m, 

1H); 1,63-1,64 (m, 1H); 1,65 (s, 3H); 1,67-1,74 (m, 1H); 1,83-1,90 (m, 1H); 1,97-2,03 (m, 1H); 

3,36 (dt, J = 4,4; 10,0 Hz, 1H); 4,78 (s, 1H); 4,83 (s, 1H) ppm. 13C-NMR (trans-Produkt) (125 

MHz, CDCl3): δ = 19,2 (1C); 24,9 (1C); 25,7 (1C); 30,2 (1C); 34,1 (1C); 54,6 (1C); 70,7 (1C); 

112,8 (1C); 146,7 (1C) ppm. IR (trans-Produkt) (Film): ṽ = 3413, 2928, 1644, 1449, 1114, 

1065, 886  cm-1. IR (cis-Produkt) (Film): ṽ = 3445, 2928, 1463, 1074 cm-1. Die gemessenen 

NMR-Daten und IR-Daten stimmen mit der Literatur übereinstimmen.135 
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3.7.7 3,3,6-Trimethylheptenal (38) 

 

Die Synthese von 3,3,6-Trimethylheptenal 38 erfolgte in vier Stufen ausgehend von 

Dimedon 34. In der ersten Stufe wurde das Dimedon 34 nach R. Kiwus et al.139 methyliert. 

Hierfür wurde Dimedon 34 (4,2 g; 30 mmol) in 50 mL Ethanol/Wasser (1:1) gelöst und 

Kalimcarbonat (10,4 g; 75 mmol) und Iodmethan (8,5 g; 60 mmol) zugegeben. Die 

Reaktionsmischung wurde 4 h bei 70°C unter Rückfluss erhitzt und anschließend mit 50 mL 

Wasser verdünnt und viermal mit 25 mL Diethylether extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer entfernt, so dass aus der Mutterlauge das Produkt 2,2,5,5-

Tetramethyl-1,3-cyclohexandion 35 (2,2 g; 13,1 mmol; 43,7 % Ausbeute) ausfällt. 

Im zweiten Schritt erfolgte die Reduktion des Diketons 35 zum Alkohol 36 nach N. H. 

Andersen et al.140 mit Hilfe von Natriumborhydrid. Zu einer Lösung aus 2,2,5,5-Tetramethyl-

1,3-cyclohexandion 35 (2,2 g; 13,1 mmol) in 20 mL Ethanol unter N2 wurde 

Natriumborhydrid (495 mg; 13,1 mmol) bei 0°C zugegeben und 1 h bei RT gerührt. Die 

Aufarbeitung erfolgte durch Zugabe von 10 % HCl und dreimaliger Extraktion mit 25 mL 

Diethylether. Die vereinigten organischen Phasen wurden über NaSO4 getrocknet, das 

Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt  2,2,5,5-Tetramethyl-1,3-

cyclohexandiol 36 (495 mg; 2,9 mmol; 22,1 % Ausbeute)  aus Chloroform umkristallisiert. 

Die letzten beiden Schritte wurden nach Y. Gaoni et al.141 durchgeführt. Das Diol 36 (495 mg; 

2,9 mmol) wurde in 5 mL Pyridin unter N2 bei 0°C gelöst und mit p-Toluolsulfonylchlorid 

(691 mg; 3,6 mmol) in 7 mL DCM versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 30 min bei 0°C und 

über Nacht bei RT gerührt. Es wurden Eis zugegeben und weitere 30 min gerührt, bevor die 

Lösung mit Wasser verdünnt und dreimal mit 10 mL DCM extrahiert wurde. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden mit 1M HCl und gesättigter NaCl-Lösung mit Natriumcarbonat 

versetzt gewaschen, über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer 
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entfernt und das Rohprodukt 37 (642 mg; 2,0 mmol; 69,0  % Ausbeute) erhalten, welches 

ohne weitere Reinigung im letzten Schritt umgesetzt wurde. 

Zu einer Lösung aus Natriumhydrid (48,0 mg; 2,0 mmol) in 3 mL DMSO wurde das 

Rohprodukt 37 (642 mg; 2,0 mmol) in 2 mL DMSO tropfenweise unter N2 bei RT zugegeben 

und für 30 min gerührt. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C gekühlt, 10 mL Wasser 

zugetropft, verdünnte NaCl-Lösung zugegeben und drei Mal mit 10 mL n-

Pentan/Diethylether (2:1) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 

gesättigter NaCl-Lösung gewaschen, über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer entfernt und mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt 

(Cyclohexan:Ethylacetat 5:1; Rf = 0,70) um das 3,3,6-Trimethylheptenal 38 (81,5 mg; 0,53 

mmol; 26,5 % Ausbeute; Reinheit >98 %) als hellgelbes Öl zu erhalten. 1H-NMR (250 MHz, 

CDCl3): δ =  0,98 (s, 6H); 1,52 (s, 3H); 1,66 (s, 3H); 1,94 (d, J = 7,8 Hz, 2H); 2,17 (d, J = 3,2 Hz, 

2H); 5,12 (t, J = 7,8 Hz, 1H); 9,76 (t, J = 3,2 Hz, 1H) ppm. 13C-NMR (62 MHz, CDCl3): δ = 17,94 

(1C); 26,08 (1C); 27,43 (2C); 34,71 (1C); 40,88 (1C); 54,55 (1C); 120,01 (1C); 134,37 (1C); 

203,76 (1C) ppm. Die gemessenen NMR-Daten stimmen mit der Literatur 

übereinstimmen.141  

 

3.7.8 Chemische Zyklisierung von 3,3,6-Trimethylheptenal (38) zu trans-

2-Isopropyl-4,4-Dimethyl-cyclopentanol (45)  

 

Die chemische Zyklisierung von 3,3,6-Trimethylheptenal 38 wurde mit Hilfe von 

Samariumiodid als Lewis-Säure in Anlehnung an die Literatur nach Sarkar et al. 

durchgeführt.142 Zur Lösung des 3,3,6-Trimethylheptenal 38 (80 mg; 0,52 mmol) in 8 mL 

DCM wurde unter N2 bei RT die blaue Samariumiodid-Lösung (0,1 M in THF; 0,064 mmol; 

640 µL) zugegeben. Die Reaktionsmischung färbte sich sofort gelb und wurde über Nacht 

gerührt. Nach Zugabe von 1 M HCl wurde dreimal mit 10 mL DCM extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer entfernt und mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt 

(Cyclohexan:Ethylacetat 5:1; Rf = 0,37) um das 2-Isopropyl-4,4-Dimethyl-cyclopentanol 45 

(43,6 mg; 0,28 mmol; 53,8 % Ausbeute; Reinheit >98 %) als gelbes Öl zu erhalten. 1H-NMR 
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(250 MHz, CDCl3): δ =  1,04 (s, 3H); 1,11 (s, 3H); 1,36-1,49 (m, 2H); 1,58-1,68 (m, 1H); 1,73 

(s, 3H); 1,90 (dd, J = 7,7 Hz, 1H); 2,48-2,55 (m, 1H); 4,07 (q, J = 8,3 Hz, 1H); 4,82 (d, J = 8,3 Hz, 

1H) ppm. 13C-NMR (62 MHz, CDCl3): δ = 19,97 (1C); 31,46 (1C); 31,55 (1C); 35,11 (1C); 

43,94 (1C); 48,87 (1C); 55,40 (1C); 75,34 (1C); 110,83 (1C); 145,74 (1C) ppm. Die 

gemessenen NMR-Daten stimmen mit der Literatur übereinstimmen.140  

 

3.7.9 8-Methylnonenal (44) 

 

Die Synthese von 8-Methylnonal 44 erfolgte in fünf Stufen nach Comito et al.143 ausgehend 

vom 1,7-Heptandiol 39. Zu einer Lösung aus 1,7-Heptandiol 39 (3,3 g; 25,2 mmol) und 

Imidazol (2,0 g; 29,0 mmol) in 160 mL DCM wurde unter N2 und bei 0°C TBDPSCl (6,7 g; 

24,5 mmol) in 25 mL DCM tropfenweise zugeben. Die Reaktionsmischung wurde auf RT 

erwärmt und über Nacht gerührt, anschließend mit 300 mL DCM verdünnt und mit 250 mL 

0,5 M HCl-Lösung und 200 mL Brine-Lösung gewaschen. Die organische Phase wurde über 

NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und mittels 

Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 4:1; Rf = 0,31). Der 

TBDPS-geschützte Alkohol 40 (5,2 g; 14,05 mmol; 55,8 % Ausbeute) wurde als farbloses Öl 

erhalten. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ =  1,05 (s, 9H); 1,21 (s, 1H); 1,27-1,40 (m, 6H); 1,51-

1,59 (m, 4H); 3,60-3,67 (m, 4H); 7,34-7,44 (m, 6H); 7,65-7,69 (m, 4H) ppm. 13C-NMR (125 

MHz, CDCl3): δ =19,3 (1C); 25,7 (1C); 25,8 (1C); 26,9 (3C); 29,2 (1C); 32,5 (1C); 32,8 (1C); 

63,1 (1C); 63,9 (1C); 127,6 (4C); 129,5 (2C); 134,2 (2C); 135,6 (4C) ppm. 

Im zweiten Schritt wurde eine Swern Oxidation durchgeführt um den Alkohol 40 zu 

oxidieren. Zu einer Lösung aus DMSO (1,75 g; 22,4 mmol) in 150 mL DCM wurde 
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Oxalylchlorid (2,3 g;  18,3 mmol) bei -78°C unter N2 zugetropft und für 30 min gerührt. 

Anschließend wurde der mono-TBDPS-geschützte Alkohol 40 (5,2 g; 14,1 mmol) in 15 mL 

DCM zugegeben. Nach 30 min bei -78°C wurde Triethylamin (7,25 g; 71,7 mmol) zugegeben 

und das Reaktionsgemisch auf RT erwärmt und für weitere 30 min gerührt. Das 

Reaktionsgemisch wurde mit 1M HCl versetzt und dreimal mit 25 mL DCM extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer entfernt und mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt 

(Cyclohexan:Ethylacetat 9:1, Rf = 0,54). Der Aldehyd 41 (3,78 g; 10,27 mmol; 73,1 % 

Ausbeute) wurde als farbloses Öl erhalten. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ =  1,04 (s, 9H); 1,25-

1,41 (m, 4H); 1,51-1,65 (m, 4H); 2,40 (dt, J = 1,7; 7,5 Hz, 2H); 3,65 (t, J = 6,3 Hz, 2H); 7,35-

7,44 (m, 6H); 7,64-7,68 (m, 4H); 9,75 (t, J = 1,7 Hz, 1H)ppm. 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ 

=19,3 (1C); 25,7 (1C); 25,8 (1C); 26,9 (3C); 29,2 (1C); 32,5 (1C); 32,8 (1C); 63,1 (1C); 63,9 

(1C); 127,6 (4C); 129,5 (2C); 134,2 (2C); 135,6 (4C) ppm. 

In der dritten Stufe wurde für die Wittig Reaktion eine Lösung aus 

Isopropyltriphenylphosphoniumiodid (4,8 g; 11,1 mmol) in 100 mL THF bei -78°C unter N2 

vorgelegt und 8,0 mL n-BuLi (1,6 M in n-Hexane; 12,3 mmol) zugegeben. Die resultierende 

tiefrote Lösung wurde bei -78°C gerührt auf RT erwärmt, weitere 2 h gerührt und wieder 

auf -78°C gekühlt. Dann wurde das Aldehyd 41 (3,78 g; 10,3 mmol) in 20 mL THF 

zugegeben. Die Lösung wurde 18 h bei RT gerührt, das Lösungsmittel am 

Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt in 30 mL DCM gelöst, mit 130 mL 

Cyclohexan verdünnt, über Silica filtriert und mit 1 % Ethylacetat/Cyclohexan (400 mL) 

eluiert. Das Produkt 42 (3,95 g; 10,0 mmol; 97,4 % Ausbeute) wurde als gelbes Öl erhalten. 

1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ =  1,04 (s, 9H); 1,22-1,38 (m, 4H); 1,51-1,58 (m, 2H); 1,59 (s, 

2H); 1,68 (s, 2H); 1,91-1,98 (m, 2H); 3,65 (t, J = 6,3 Hz, 2H); 5,08-5,13 (m, 1H); 7,34-7,44 (m, 

6H); 7,64-7,68 (m, 4H); 9,75 (t, J = 1,7 Hz, 1H) ppm. 13C-NMR (125 MHz, CDCl3): δ =19,3 (1C); 

25,7 (1C); 25,8 (1C); 26,9 (3C); 29,2 (1C); 32,5 (1C); 32,8 (1C); 63,1 (1C); 63,9 (1C); 127,6 

(4C); 129,5 (2C); 134,2 (2C); 135,6 (4C) ppm. 

Für die Entschützung wurde der TBDPS-geschützte Alkohol 42 (3,95 g; 10,0 mmol) unter N2 

in 85 mL THF gelöst und 15 mL TBAF (1M in THF; 15 mmol) zugegeben und für 3 h bei RT 

gerührt. Die Reaktion wurde mit Wasser versetzt und dreimal mit 50 mL Diethylether 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden zweimal mit 70 mL Brine-Lösung 

gewaschen, über NaSO4 getrocknet, das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt 

und mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 5:1; Rf 

= 0,39). Der Alkohol 43 (1,42 g; 9,10 mmol; 91 % Ausbeute) wurde als hellgelbes Öl zu 
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erhalten. 1H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ =  1,26-1,39 (m, 7H); 1,52-1,58 (m, 2H); 1,59 (s, 3H); 

1,68 (s, 3H); 1,93-2,00 (m, 2H); 3,64 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 5,11 (t, J = 7,0 Hz, 1H)ppm. 13C-NMR 

(125 MHz, CDCl3): δ = 17,7 (1C); 25,7 (1C); 25,7 (1C); 28,0 (1C); 29,1 (1C); 29,8 (1C); 32,8 

(1C);  63,1 (1C); 124,8 (1C); 131,3 (1C) ppm. 

Im letzten Schritt wurde der Alkohol 43 durch Swern Oxidation, wie bereits im zweiten 

Schritt beschrieben, oxidiert und mittels Säulenchromatographie über Kieselgel gereinigt 

(Cyclohexan:Ethylacetat 7:1; Rf = 0,61) um das Produkt 8-Methylnon-7-enal 44 (450 mg; 

2,9 mmol; 64,4 % Ausbeute; Reinheit >98 %) als farbloses Öl zu erhalten. 1H-NMR (500 

MHz, CDCl3): δ =  1,29-1,38 (m, 4H); 1,59 (s, 3H); 1,61-1,67 (m, 2H); 1,69 (s, 3H); 1,92-2,02 

(m, 2H); 2,42 (dt, J = 1,9; 7,3 Hz, 2H); 5,09 (t, J = 7,0 Hz, 1H); 9,76 (t, J = 1,9 Hz, 1H) ppm. 13C-

NMR (125 MHz, CDCl3): δ = 17,7 (1C); 22,1 (1C); 25,7 (1C); 27,8 (1C); 28,8 (1C); 29,6 (1C); 

43,9 (1C);  124,4 (1C); 131,6 (1C); 203,0 (1C) ppm. Die gemessenen NMR-Daten stimmen 

mit der Literatur überein.143  
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4 ERGEBNISSE 

Anhand von zwei unabhängigen Studien soll im Rahmen dieser Arbeit evaluiert werden, in 

wie weit Enzyme für die chirale Katalyse von nicht-natürliche Reaktionen verwendet 

werden können. Im ersten Teil der Arbeit wurde anhand von Zink(II)-abhängigen Enzymen 

deren katalytische Promiskuität untersucht. Es galt zu klären, ob das Zink(II) als Lewis-

Säure für die Aktivierung einer Carbonylgruppe genutzt und damit die nicht-natürliche 

Aldol und Michael Reaktion katalysiert werden kann. Für die Studien zur Katalyse der Aldol 

Reaktion wurde die Pyrazinamidase PH999 von Pyrococcus horikoshii mit einer natürlichen 

His/His/Asp-Triade zur Zink(II)koordination ausgewählt. In die tHisF von Thermotoga 

maritima wurde dieselbe Triade artifiziell eingeführt und das koordinierte Zink(II) als 

Lewis-Säure für die Michael Reaktion mit Schwefelnukleophilen verwendet. Im zweiten Teil 

wurde die Substratpromiskuität der Squalen-Hope-Zyklase (SHC) aus Alicyclobacillus 

acidocaldarius analysiert. Die SHC besitzt eine katalytisch aktive Asparaginsäure, welche als 

Brønsted Säure agiert und durch Protonierung der Carbonylgruppe die intramolekulare 

Prins Reaktion katalysiert. In allen drei Modellreaktionen werden nach der Aktivierung der 

Carbonylgruppe mit Hilfe einer Säure neue C-C oder C-S Bindungen aufgebaut (Abbildung 

23).  

 

 

 

 

Abbildung 23: Organische Reaktionen, mit welchen die Substrat- und katalytische Promiskuität der Enzyme 
PH999, tHisF und AacSHC untersucht werden soll. Sie alle haben gemeinsam, dass die Carbonylgruppe durch 
eine Säure aktiviert wird. 

Aldol Reaktion 

Prins Reaktion 

Michael Reaktion 
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4.1 Untersuchungen zur katalytischen Promiskuität von 

Zink(II)-bindenden Enzymen als chirale Lewis-Säuren 

4.1.1 Expression, Reinigung und Bestimmung der Aktivität der PH999 

Das Gen der PH999 aus Pyrococcus horikoshii kloniert in einen pET-21a(+)-Vektor wurde 

freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. S.-H. Kim aus Kalifornien zur Verfügung 

gestellt.69 In ersten Expressionsversuchen mit E. coli BL21 (DE3) konnte keine 

Überexpression der PH999 erzielt werden. Daraufhin wurden in Anlehnung an die Literatur 

Expressionstudien im Expressionsstamm E. coli BL21 Rosetta (DE3) durchgeführt.69 E. coli 

BL21 Rosetta (DE3) bietet im Vergleich zu E. coli BL21 (DE3) den Vorteil, dass tRNA für die 

in E. coli selten verwendeten Codons bereitgestellt wird und somit Enzyme mit diesen 

Codons, wie im Fall der PH999 exprimiert werden können. Für die Expressionstudien 

wurden in LB-Medium verschiedene Temperaturen (30° und 37°C) und Expressionszeiten 

(1, 2, 3, 4, 5 h und über Nacht) nach einer Induktion mit 0,5 mM IPTG getestet (Kapitel 

3.2.3). Die Analyse der Proben mittels SDS-PAGE (Kapitel 3.4.5) zeigte durch die PH999 

Proteinbande bei 21 kDa, dass die beste Expression bei einer Temperatur von 30°C und 

einer Expressionszeit von 5 h erreicht wurde. Die Reinigung des Enzyms (Kapitel 3.4.3.1) 

erfolgte in zwei Schritten, einer Grobreinigung mittels Hitzefällung von E. coli Proteinen und 

einer Anionenaustauschchromatographie mit einem Äkta System. Die lösliche PH999 konnte 

mit einer Reinheit von >90 % erhalten werden. Ein exemplarisches SDS-PAGE-Gel der 

Expression und Reinigung der PH999 findet sich im Anhang (Kapitel 7.1.1). Alle in dieser 

Arbeit erstellten Mutanten der PH999 konnten nach demselben für den Wildtyp 

beschriebenen Protokoll exprimiert und gereinigt werden. 

 

Die Aktivität der exprimierten und gereinigten PH999 wurde nach einem modifizierten 

Ansatz in Anlehnung an X. Du et al.69 mit Hilfe der natürlichen Reaktion, der Hydrolyse von 

Pyrazinamid 3 zu Pyrazinsäure 4, bestimmt (Kapitel 3.4.7).  Für die Reaktionsansätze wurde 

eine Substratkonzentration von 20 mM Pyrazinamid 3 und eine Enzymkonzentration von 

10 µM PH999 in 10 mM Bis-Tris-HCl Puffer pH 7,0 verwendet. Für den Wildtyp wurde bei 

einer Reaktionstemperatur von 30°C eine spezifische Aktivität von 0,18 ± 0,01 µmol/min 

mg Enzym ermittelt. Durch Erhöhung der Reaktionstemperatur auf 60°C konnte die 

spezifische Aktivität um das Vierfache auf 0,73 ± 0,03 µmol/min mg Enzym gesteigert 

werden. Die ermittelte spezifische Aktivität liegt deutlich unter der in der Literatur 
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beschriebenen spezifischen Aktivität von 17,3 µmol/min mg Enzym bei 30°C und 357 

µmol/min mg Enzym bei 60°C.69 Als Negativkontrolle wurde die Reaktion in Puffer ohne 

Zugabe von Enzym durchgeführt und keine Umsetzung detektiert. 

 

4.1.2 Untersuchungen zur katalytischen Promiskuität der PH999  

Nachdem die natürliche Aktivität der PH999 verifiziert werden konnte, wurde im nächsten 

Schritt untersucht, ob es möglich ist mit der PH999 eine Aldol Reaktion zu katalysieren und 

damit eine katalytische Promiskuität nachzuweisen. Das an der His/His/Asp-Triade 

koordinierte Zink(II) agiert als Lewis-Säure. Es aktiviert in der natürlichen Reaktion Wasser 

und stellt das Hydroxidion für die Hydrolyse bereit. In der Aldol Reaktion muss das Zink(II) 

für eine erfolgreiche Katalyse zwei Aufgaben erfüllen. Zum einen aktiviert es die 

Carbonylfunktion des Aldol Akzeptors und zum anderen den Donor durch Bildung einer 

Zink(II)-Enolat-Zwischenstufe. Als Startpunkt erfolgte die Substratauswahl für die Aldol 

Reaktion nach dem Vorbild des natürlichen Substrats Pyrazinamid 3. Als Aldol Akzeptor 

wurde das strukturell verwandte 2-Pyridincaboxaldehyd 14 gewählt. Dieses kann über die 

freien Elektronenpaare des Carbonylsauerstoffes und des Stickstoffes über einen Fünfring-

Chelat Übergangszustand an zwei Koordinationsstellen am Zink(II) koordinieren. Da in der 

natürlichen Reaktion als zweites Substrat Wasser vorhanden ist, wurde als Aldol Donor das 

Aceton 15 gewählt. Aceton 15 liegt durch die Keto-Enol-Tautomerie zu einem geringen Teil 

in seiner Enolform vor, welche an das Zink(II) koordinieren und als Nukleophil dienen kann. 

Durch die Koordination von Akzeptor und Donor werden die beiden zu reagierenden 

Substrate zusätzlich zur Aktivierung in eine räumliche Nähe gebracht (Abbildung 24). 

 

 

Abbildung 24: Aldol Reaktion von 2-Pyridincarboxaldehyd 14 und Aceton 15. Die Katalyse erfolgt durch die 
Aktivierung des Akzeptors 2-Pyridincarboxaldehyd 14 und des Donors Aceton 15. Es entstehen zwei Produkten, 
das β-Hydroxyketon 4-Hydroxy-4-(pyridinyl)butanon als Additionsprodukt 16 und das Kondensationsprodukt 17 
(E)-4-(Pyridinyl)butenon, ein α,β-ungesättigten Carbonyl, durch Wasserabspaltung aus dem Additionsprodukt 
16. 
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In Enzymfällungsversuchen konnte bis zu einer Konzentration von 50 % Aceton 15 keine 

sichtbare Fällung des Enzyms festgestellt werden. Um das ungünstige Keto-Enol-

Gleichgewicht des Acetons 15 (der Anteil der Enol-Form beträgt nur ca. 1,5·10-4 %) auf der 

Seite des Ketons auszugleichen, wurde aus diesem Grund das Aceton 15 in der für die 

PH999 höchstverträglichsten Konzentration von 50 % in den Biotransformationen 

verwendet.  

 

Für die Aldol Reaktion ist neben dem Reaktionsmechanismus über das Zink(II)-Enolat, 

welches natürlicherweise in Typ II Aldolasen vorkommt, ein weiterer 

Reaktionsmechanismus über eine Enamin Zwischenstufe analog den Typ I Aldolasen 

bekannt. Typ I Aldolasen katalysieren die Aldol Reaktion im aktiven Zentrum durch einen 

Lysin-Aminosäurerest. Dieser kann analog zu Organokatalysatoren, mit dem Aldol Donor ein 

Enamin bilden und dadurch das Nukleophil für die Reaktion bereit stellen.144 Aus der 

Struktur und dem Reaktionsmechanismus der PH999 ist bekannt, dass in der aktiven 

Tasche ein Lysin vorhanden ist. Dieses Lysin an Position 94 könnte die Aldol Reaktion nach 

dem Vorbild einer Typ I Aldolase durch Bildung einer Enamin-Zwischenstufe mit dem 

Aceton 15 katalysieren. Für die Bildung der Enamin-Zwischenstufe ist zusätzlich eine Base 

notwendig um das α-Proton des Acetons 15 aufzunehmen, welches zur Bildung des Alkohols 

wieder an das 2-Pyridincaboxaldehyd 14 abgeben wird. Die Aufgabe der zusätzlichen Base 

kann in der PH999 von der in der aktiven Tasche vorhandenen Asparaginsäure an Position 

10 übernommen werden (Abbildung 25).   

 

a b 

  
 
Abbildung 25: (a) Die Enamin-Zwischenstufe, gebildet aus Aceton 15 als Aldol Donor und Lysin. Zusätzlich ist 
die Asparaginsäure als Base für einen Protonenübertrag zuständig. (b) Struktur der aktiven Tasche mit den 
katalytisch aktiven Aminosäuren, mit der His/His/Asp-Triade (rot) und dem koordinierten Zink(II)(graue 
Sphäre), sowie der Asparaginsäure, dem Cystein und Lysin (cyan). 
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Aufgrund der Struktur der PH999 mit einem an die His/His/Asp-Triade gebunden Zink(II) 

und einem Lysin-Aminosäurerest, sowie einer Asparaginsäure als Base sind beide 

Katalysemechanismen in der aktiven Tasche möglich. Für die Untersuchung des 

Katalysemechanismus der Aldol Reaktion wurden verschiede Substitutionsmutanten der 

katalytisch aktiven Aminosäuren in der aktiven Tasche erstellt. Der Austausch des Lysins 94 

gegen Alanin (K94A), soll einen Mechanismus über die Enamin-Zwischenstufe verhindern. 

Die Entfernung der Zink(II)bindestelle in Form der His/His/Asp Triade durch den 

Austausch der beiden Histidin Aminosäuren durch zwei Alanin Aminosäuren (H54A_H71A = 

NC) macht eine Koordination des Zink(II)s unmöglich und schließt den Mechanismus über 

das Zink(II)-Enolat aus. Als Negativkontrollmutante (NC_K94A) wurden sowohl die 

Zink(II)bindestelle als auch das Lysin entfernt, in Folge dessen sollte diese Mutante keine 

Aktivität mehr gegenüber der Aldol Reaktion aufweisen. 

 

Ausgehend vom PH999 Wildtyp wurden die Mutationen durch ortsgerichtete Mutagenese 

(Kapitel 3.3.5) eingeführt und per Sequenzierung (Kapitel 3.3.2) verifiziert. Die Mutanten 

wurden nach der Transformation (Kapitel 3.3.4) in den Expressionsstamm E. coli BL21 

Rosetta (DE3) mit den bereits für den Wildtyp beschriebenen Bedingungen überexprimiert 

und durch Hitzefällung und Anionenaustauschchromatographie gereinigt und lagen laut 

SDS-Gel mit einer Reinheit >90 % vor (Kapitel 3.4.1.1 und Kapitel 3.4.3.1). Die Aktivitäten 

der Mutanten gegenüber dem natürlichen Substrat Pyrazinamid wurden mit dem 

Aktivitätsassay bestimmt (Kapitel 3.4.7). Wie erwartet haben die beiden  

Substitutionsmutanten und die Negativkontrollmutante nur noch eine geringe Restaktivität 

von 0,06 - 0,08 µmol/min mg Enzym, was einer im Vergleich zum Wildtyp um das 10-fach 

erniedrigten spezifischen Aktivität entspricht. 

 

Die Aldol Reaktion (Kapitel 3.6.1.2) wurde mit dem gereinigten PH999 Wildtyp bzw. den 

Mutanten in 0,5 mL Ansätze durchgeführt. Zusätzlich wurden Negativkontrollen in Puffer 

ohne Zugabe von Enzym, mit Zugabe von Zink(II) und mit Zugabe von Lysin durchgeführt. 

Dadurch sollte festgestellt werden, ob bereits Zink(II) oder Lysin ohne Zugabe von Enzym 

diese Reaktion katalysieren können. Die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte mittels GC-

MS Messungen (Kapitel 3.5.1). Um die Produkte der verschieden Proben bezüglich ihrer 

Umsätze und Aktivitäten zu vergleichen, erfolgte die Auswertung anhand der 

Flächenprozente des Gesamtchromatogramms. Das Ergebnis der Negativkontrolle, die 

Reaktion der beiden Substrate in Puffer, zeigte eine Aktivität von 5,35 ± 0,94 % 
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Gesamtprodukt (bestehend aus Additionsprodukt 16 und Kondensationsprodukt 17). Durch 

Zugabe von 100µM ZnSO4 konnte die Aktivität in geringem Maße auf 7,75 ± 1,17 % 

gesteigert werden. Ein ähnliches Maß an Steigerung ist auch durch Zugabe von 100µM Lysin 

auf 8,46 ± 1,34 % möglich. Bei der Umsetzung mit PH999 Wildtyp konnte eine signifikante 

Steigerung der Aktivität auf 19,00 ± 0,62 % Gesamtprodukt detektiert werden. Die 

Umsetzungen mit den Substitutionsmutanten K94A und NC und der Negativkontrollmutante 

NC_K94A, zur Untersuchung des Reaktionsmechanismus der PH999, zeigten alle 

Umsetzungen mit einem Gesamtprodukt vergleichbar zum Wildtyp. Für die K94A-Mutante 

wurde ein Umsatz von 19,04 ± 0,49 %, für die NC-Mutante von 17,50 ± 0,45 % und für die 

NC_K94A-Mutante von 18,09 ± 1,03 % beobachtet (Abbildung 26).  

 

 

Abbildung 26: Umsätze der Aldol Reaktion nach 24 h mit gereinigter PH999 Wildtyp und Mutanten. Es wurden 
verschiedene Kontrollreaktionen und die Biotransformationen mit dem Wildtyp und den Mutanten 
durchgeführt. Gezeigt ist jeweils das Gesamtprodukt und die entsprechende Anteile an Additions- 16 und 
Kondensationsprodukt 17. Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Die hohe Umsetzung der NC_K94A Mutante in der Größenordnung des Wildtyps ist ein 

erster Hinweis darauf, dass die Katalyse nicht wie erwartet im aktiven Zentrum stattfindet. 

Gestärkt wird dieser Hinweis durch das, in den Fehlergrenzen liegende, gleiche Ergebnis der 

Substitutionsmutanten NC und K94A. Bei der Katalyse über einen der beiden Mechanismen 

hätte man erwartet, dass bei einer Substitutionsmutante eine gesunkene Aktivität detektiert 

worden wäre. Somit kann vielmehr die Hypothese aufgestellt werden, dass die Katalyse an 

der Enzymoberfläche stattfindet. In einem nächsten Schritt wurde untersucht, welcher Teil 

der Enzymoberfläche für die Katalyse verantwortlich ist. 
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Die Analyse der Kristallstruktur ergibt, dass sich auf der Enzymoberfläche 14 Lysine 

befinden, welche alle in direkter Nachbarschaft zu einer von 28 Glutamin- oder 

Asparaginsäure sind (Abbildung 27).  

 

 

Abbildung 27: Struktur der PH999 mit Zink(II) (graue Sphäre), den Aminosäuren der Metallbindestelle (rot), den 
katalytisch aktiven Aminosäureresten (cyan), den Oberflächenlysin-Aminosäureresten (pink) und den Glutamin- 
und Asparaginsäure Aminosäureresten (blau). 

 

Daraus ergeben sich 14 weitere Möglichkeiten zur Katalyse der Aldol Reaktion über die 

Enamin-Zwischenstufe. Die Asparagin- und Glutaminsäure Aminosäuren können aber auch 

als Liganden für das Zink(II) dienen, welches nicht vollständig aus der Enzymlösung 

entfernt wurde. Das koordinierte Zink(II) könnte somit für die Katalyse der Aldol Reaktion 

über ein Zink(II)-Enolat verantwortlich sein. Damit gibt es an der Enzymoberfläche der 

PH999 zwei Möglichkeiten für eine Katalyse. Experimentell sollte geklärt werden, welcher 

der beiden Katalysemechanismen, über die Enamin- oder Enolat-Zwischenstufe, für die 

Aktivität der PH999 verantwortlich ist. Zur Überprüfung des Mechanismus über das Enamin 

wurde die Enzymlösung über drei Tage gegen EDTA dialysiert. Somit wurden alle in der 

Enzymlösung befindlichen und an das Enzym koordinierten zweifach geladenen Ionen, 

unter diesen Zink(II), entfernt. In der resultierenden Enzymlösung stehen nur noch die 

Lysin-Aminosäurereste für eine Katalyse zur Verfügung. Die Ergebnisse zeigen, dass nach 

der Dialyse eine fast unveränderte Aktivität vorhanden ist. Beim Wildtyp sinkt sie leicht von 
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19,00 ± 0,62 % auf 17,52 ± 1,18 %, bei den Substitutionsmutanten für K94A von 19,04 ± 

0,49 % auf 18,40 ± 1,39  %, für die NC von 17,50 ± 0,45 % auf 16,56 ± 0,86 % und für die 

Negativkontrollmutante NC_K94A von 18,09 ± 1,03 % auf 17,84 ± 1,01 % (Abbildung 28). 

 

 

Abbildung 28: Umsätze der Aldol Reaktion nach 24 h mit gereinigtem PH999 Wildtyp und Mutanten dialysiert 
gegen EDTA. Gezeigt ist jeweils das Gesamtprodukt und die entsprechende Anteile an Additions- 16 und 
Kondensationsprodukt 17. Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Für die Überprüfung, ob die Katalyse über den Zink(II)-Enolat Mechanismus verläuft, wurde 

zu der gegen EDTA dialysierten Enzymlösung zusätzlich 100 µM ZnSO4 zugegeben. Damit ist 

ausreichend Zink(II) in der Enzymlösung vorhanden, welches an die möglichen 

Zink(II)bindestellen koordinieren und die Reaktion katalysieren könnte. Die Ergebnisse 

zeigen, dass nach der Zugabe von Zink(II) zur Enzymlösung innerhalb der Fehlergrenzen 

identische Umsätze wie vor der Zink(II)zugabe von 15,58 ± 0,58 % für den Wildtyp, 18,52 ± 

0,45 % für die K94A-Mutante, 18,29 ± 0,46 % für die NC-Mutante und 20,94 ± 1,48 % für die 

NC_K94A-Mutante erreicht werden (Abbildung 29). 
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Abbildung 29: Umsätze der Aldol Reaktion nach 24 h mit gereinigtem PH999 Wildtyp und Mutanten mit Zugabe 
von 100 µM ZnSO4. Gezeigt ist jeweils das Gesamtprodukt und die entsprechende Anteile an Additions- 16 und 
Kondensationsprodukt 17. Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass es bei der PH999 nicht zu einer Katalyse in der aktiven Tasche 

koordinierten Zink(II) kommt und damit keine katalytische Promiskuität nachgewiesen 

werden kann. Vielmehr ist stattdessen die Enzymoberfläche für die Katalyse der Aldol 

Reaktion und die zweifache Steigerung des Umsatzes von jeweils ∼8 % in den 

Negativkontrollen mit Zink(II) und Lysin auf ∼19 % in der Reaktion mit Enzym 

verantwortlich. Die weiteren Untersuchungen zur Klärung, welcher Katalysemechanismus 

an der Enzymoberfläche die Aldol Reaktion katalysiert, zeigt dass die Lysine und damit der 

Katalysemechanismus über die Enamin-Zwischenstufe die Aktivitätssteigerung hervorruft.  

 

4.1.3 Erstellung, Expression und Reinigung der artifiziellen tHisF-

Varianten HHD und NC  

Ausgehend vom tHisF Wildtyp wurden die beiden Mutanten HHD und NC durch 

ortsgerichtete Mutagenese (Kapitel 3.3.5) im Rahmen meiner Diplomarbeit hergestellt.145 

Das tHisF-Gen, kloniert auf den E. coli kompatiblen pET28a(+) – Vektor, wurde von der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Sterner aus Regensburg erhalten.74 Die entsprechenden 

Mutationen wurden anlog zu denen von Reetz et al.42 beschriebenen eingeführt.  

 

In beide Mutanten wurden Aminosäuren, welche später in Konkurrenz zur Metallbindestelle 

das Metall koordinieren könnten, entfernt. Dabei handelt es sich um vier Histidin 
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Aminosäurereste mit den Positionen 84, 209, 228 und 244 an der Enzymoberfläche, welche 

durch Alanin ersetzt wurden und um ein Cystein an der Position 9 im inneren des TIM-

Barrels, welches ebenfalls durch Alanin ersetzt wurde. Die NC Variante, ohne 

Metallbindestelle als Kontrollmutante, enthält dementsprechend nur diese bereits 

genannten fünf Mutationen: C9A, H84A, H209A, H228A und H244A. In die Metallbindende 

HHD-Variante wurde zwei Mutationen zur Einführung der  Metallbindestelle in Form einer 

His/His/Asp-Triade vorgenommen. Die Leucin Aminosäure an Position 50 und die Isoleucin 

Aminosäure an Position 52 wurden durch zwei Histidin Aminosäuren ersetzt. Zusammen 

mit der bereits im Enzym vorhandenen Asparaginsäure an Position 11 ergibt sich die 

Asp11/His50/His52-Triade. Die HHD Variante enthält insgesamt sieben Mutationen: C9A, 

L50H, I52H, H84A, H209A, H228A und H244. Die Verifizierung der Mutationen erfolgte 

jeweils durch Sequenzierung (Kapitel 3.3.2). Die Überexpression erfolgte nach Reetz et al.42 

in E. coli BL21(DE3) durch Induktion mit 1 mM IPTG und anschließender Inkubation bei 

30°C für 4,5 h (Kapitel 3.4.1.1). Für die Reinigung wurden die E. coli Proteine durch 

Hitzefällung denaturiert und abgetrennt. Die Enzymlösung wurde anschließend mittels PD-

10 Säulen entsalzt, um in der Lösung vorhandene Metallionen, welche in den 

Biotransformationen zu Nebenreaktionen führen könnten, zu entfernen (Kapitel 3.4.3.1). 

 

4.1.4 Untersuchung zur katalytischen Promiskuität der tHisF  

Ausgangspunkt für die Untersuchung der katalytischen Promiskuität der tHisF mit einer 

artifiziellen Metallbindestelle waren die Arbeiten von Reetz et al.42 zur Diels-Alder Reaktion 

von Azachalcon 5 mit Cyclopentadien 6 zum zyklischen Addukt 7. Es konnte gezeigt werden, 

dass durch den Einsatz der Kupfer koordinierenden tHisF Mutante HHD die Reaktivität und 

Selektivität im Vergleich zu den Kontrollreaktionen in Pufferlösung, mit freiem Kupfer(II) 

und mit der NC-Mutante gesteigert werden konnte (Abbildung 30).  

 

 

 
   

 Ausbeute ee 

nur Puffer 26 ± 3,1  % 1,5 ± 0,5 % 

freies Cu(II) 44 ± 2,9  % 1 ± 0,5  % 

HHD + Cu(II) 73 ± 1,6  % 46 ± 0,5  % 

NC + Cu(II) 61 ± 0,5  % 5 ± 0,1  % 
   

Abbildung 30: Diel-Alder Reaktion des Azachalcon 5 mit Cyclopentadien 6 zum zyklischen Addukt 7 von Reetz 
et al. mit den entsprechenden Ausbeuten und Enantioselektivitäten der Mutanten nach 96 h. Das endo/exo 
Verhältnis des Produkts steigt von 8:1 in Puffer, 7:1 mit freiem Cu(II) und 9:1 mit NC + Cu(II) auf 13:1 mit der 
HHD-Mutante + Cu(II).42 
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Die Ergebnisse unterstützen die These, dass das Kupfer(II) an die artifizielle 

Metallbindestelle koordiniert und als Lewis-Säure die Aktivität erhöht. Das Proteingerüst 

übernimmt somit die Aufgabe des chiralen Liganden und beeinflusst die Selektivität. 

 

Am ITB wurden von Dennis Wetzl in seiner Dissertation146 erste Studien zur Ausnutzung 

der katalytischen Promiskuität der tHisF in der Michael Reaktion von Azachalcon 5 mit 

verschiedenen Stickstoff- und Schwefelnukleophilen durchgeführt. Mit Mercaptoethanol 18 

konnte er eine initiale Produktbildung (Hintergrundreaktion) detektieren. Aufbauend auf 

diesen Ergebnissen habe ich im Rahmen meiner Diplomarbeit145 verschiedene 

Reaktionsparameter getestet, um Reaktionsbedingungen zu finden, welche eine moderate 

Hintergrundaktivität haben und durch den Einsatz der tHisF gesteigert werden könnten. Im 

Screening wurden unter anderem die Reaktionstemperatur (40, 60, 70 und 80°C), die 

Kupferkonzentration (0,1 und 1 mM), der pH-Wert (pH 6, 7 und 8) und die Reaktionszeit (1, 

4 und 20 h) variiert mit dem Ergebnis, dass die Bedingungen für eine moderate Aktivität mit 

freiem Kupfer von 24,18 ± 6,79 % bei 40°C, 1 h, pH 7,0 und 0,1 mM Metall am besten 

gegeben sind. Die Ergebnisse mit den tHisF-Mutanten und Kupferzugabe zeigen, dass es 

nicht wie erwartet zu einer Steigerung der Aktivität kommt. Es wird vielmehr beobachtet, 

dass sobald Kupfer zugegeben wird ein inhibierender Effekt eintritt und die Aktivität leicht 

sinkt. Um den Einfluss des Metalls auf die Aktivität zu untersuchen wurden neben Kupfer 

weitere zweiwertige Metalle wie Mangan, Zink(II) und Eisen getestet. Die 

Kontrollreaktionen mit freiem Metall zeigen alle Umsätze zwischen 24 – 28 %. Eine 

Steigerung der Aktivität auf 57,62 ± 3,02  % konnte mit der HHD-Mutante und Zink(II) 

detektiert werden. Die Kontrollreaktion mit der NC-Mutante und Zink(II) zeigte jedoch eine 

nochmal leicht höhere Aktivität von 61,53 ± 2,72 %. Dies entsprach nicht den Erwartungen, 

nach welchen die NC-Mutante ohne artifizielle Metallbindestelle eine geringere Aktivität 

aufweisen sollte (Abbildung 31).  
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Abbildung 31: Umsätze von Azachalcon 5 mit Mercaptoethanol 18 in der Michael Reaktion zum Produkt 19 der 
tHisF Varianten mit verschiedenen Metallen (Angabe in Flächenprozent) aus meiner Diplomarbeit.145 Dabei 
entspricht „ohne Metall“ jeweils der Proben ohne Zugabe eines Metalls und ohne Zugabe von Enzym (blau), 
mit Zugabe der HHD (rot) und mit Zugabe von NC (grün). Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit, sollte die Michael Reaktion katalysiert durch tHisF und Zink(II) 

weiter untersucht werden. Hierfür wurde nach der Synthese des Azachalcons 5 (Kapitel 

3.7.1) im ersten Schritt die in meiner Diplomarbeit145 ermittelten Ausbeuten bestätigt und 

die Enantioselektivität bestimmt. Die Biotransformationen wurden mit den bereits 

optimierten Reaktionsbedingungen durchgeführt (Kapitel 3.6.1.1) und die Ausbeute mittels 

LC-MS (Kapitel 3.5.2) bestimmt. Um die Produkte der unterschiedlichen Proben bezüglich 

ihrer Umsätze zu vergleichen, erfolgte die Auswertung anhand der Flächenprozente des 

Gesamtchromatogramms. Die Ergebnisse der Ausbeute waren dabei innerhalb der 

Fehlergrenzen mit den Ergebnissen aus meiner Diplomarbeit identisch. Die 

Enantioselektivität der Reaktionen wurden mittels Analyse an der chiraler HPLC (Kapitel 

3.5.2) bestimmt. Dafür wurde zur Herstellung des Produkts als Referenz für die Entwicklung 

der chiralen HPLC Methode, die Michael Reaktion angelehnt an die Biotransformation mit 

Kupfersulfat durchgeführt (Kapitel 3.7.2). Die Ergebnisse zeigen, dass in allen Reaktionen 

nur sehr geringe Selektivitäten von ≤10 % beobachtet werden. Auffällig ist, dass die größte 

0

10

20

30

40

50

60

70

ohne Metall Cu Mn Zn Fe

Fl
äc

h
e

n
p

ro
ze

n
t 

[%
]

nur Metall(II)

HHD + Metall(II)

NC + Metall(II)



ERGEBNISSE 

  95 

Selektivität mit 10,38 ± 2,50 % in Pufferlösung, als Negativkontrolle, detektiert wurde 

(Abbildung 32).  

 

 

 

Abbildung 32: Enantiomerenüberschüsse der Michael Reaktion von Azachalcon 5 mit Mercaptoethanol 18 
unter Einsatz von freiem Zink(II), den tHisF-Mutanten HHD und NC, sowie den Zink(II) gebundenen tHisF-
Mutanten HHD und NC als Katalysatoren. Als Negativkontrolle wurde die Reaktion in Pufferlösung 
durchgeführt. Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Durch die Senkung der Reaktionstemperatur wurde weiter untersucht ob eine Erhöhung 

der Enantioselektivität erreicht werden kann. Hierfür wurden die Reaktionen analog zur 

Diels-Alder Reaktion von Reetz et al.42 bei 12°C anstatt 40°C durchgeführt. Aus den 

Ergebnissen ist zu entnehmen, dass die Selektivitäten gegenüber einer Reaktionstemperatur 

von 40°C gesteigert werden können. Dies ist jedoch ohne Ausnahme für alle Reaktionen der 

Fall, sodass bei den Negativkontrolle in Puffer eine Dreifache Steigerung auf 31,06 ± 8,86 % 

und mit freiem Zink(II) auf 24,22 ± 5,70 % detektiert wurde. Bei allen Reaktionen mit 

Enzym sind die Selektivitäten geringer. Für die Reaktion mit an die HHD Mutante 

koordiniertem Zink(II) hätte man durch die selektive Koordination des Zink(II)s an die 

Triade und dem Proteingerüst mit der Funktion des chiralen Liganden die höchste 

Selektivität erwartet. Es konnte jedoch nur die geringste Selektivität mit 7,43 ± 0,55 % 

detektiert werden (Abbildung 33).  
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Abbildung 33: Enantiomerenüberschüsse der Michael Reaktion von Azachalcon 5 mit Mercaptoethanol 18 bei 
einer Reaktionstemperatur von 12°C und einer Reaktionszeit von 1 h mit den Negativkontrollen und den 
Reaktionen mit Enzym. Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Die Ergebnisse der Micheal Reaktion sowohl bei 40°C als auch bei 12°C decken sich nicht 

mit der Annahme, dass für die selektive Umsetzung eines nicht chiralen Substrats ein 

chiraler Katalysator im Reaktionsgemisch vorhanden sein muss. Die hohe Selektivität der 

Negativkontrolle in Pufferlösung ist ein erster Hinweis, dass es sich beim Azachalcon 5 nicht 

wie angenommen um eine planare, nicht chirale Substanz handelt, sondern vielmehr um ein 

prochirales Substrat. Die geringen Selektivitäten mit der Zink(II) koordinierten HHD 

Variante wiederum geben Hinweise, dass die Koordination an das Enzym nicht selektiv 

verläuft. In wie weit die beiden Effekte einzeln oder in Kombination eine Rolle spielen 

wurde durch Untersuchungen zur Zink(II)bindung und zur Prochiralität des Azachalcons 5 

im nächsten Kapitel untersucht (Kapitel 4.1.5). 

 

Zuvor wurde in einem letzten Schritt in den Untersuchungen der Michael Reaktion von 

Azachalcon 5 mit Mercaptoethanol 18 mit BSA durchgeführt, um zu sehen in wie weit eine 

alternative Proteinstruktur ohne definierte Metallbindestelle im Austausch für die tHisF für 

die Katalyse verwendet werden kann. BSA koordiniert bereits an seiner Proteinoberfläche 

Zink(II) und es stehen weitere Aminosäuren zur Verfügung, welche zusätzliches Zink(II) 

koordinieren können.147 Die Ergebnisse zeigen, dass mit BSA ohne Zugabe von Zink(II) 

bereits eine Aktivität von 58,02 ± 5,70  % beobachtet werden konnte, welche auch durch 

eine zusätzliche Zugabe von Zink(II) nicht erhöht werden konnte (Abbildung 34). Beide 

Reaktionen mit BSA sind zudem racemisch. 
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Abbildung 34: Umsetzungen der Michael Reaktion mit BSA und BSA mit zusätzlicher Zink(II)zugabe im Vergleich 
zu den Reaktionen mit der tHisF und der Negativkontrolle mit freiem Zink(II) nach 1 h bei 40°C. Alle Reaktionen 
wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Somit kann allein durch Zugabe von BSA die gleiche Aktivität erreicht werden, wie durch 

den Einsatz der tHisF und allein die Möglichkeit einer Zink(II)koordination an der 

Oberfläche genügt, um eine Erhöhung  der Aktivität zu erreichen. Eine selektive Reaktion 

war mit beiden Proteingerüsten nicht möglich. 

 

4.1.5 Studien zu Substrateigenschaften des Azachalcons (5) und zur 

Metallbindung der tHisF 

4.1.5.1 Untersuchungen zur Prochiralität des Azachalcons (5) 

Die Ergebnisse zur Selektivität der Michael Reaktion von Azachalcon 5 mit Mercaptoethanol 

18 lieferten erste Hinweise, dass es sich beim Substrat Azachalcon 5 um ein prochirales 

Substrat handelt. Die Negativkontrollen in Pufferlösung oder mit freiem Zink(II) lieferten 

hohe Selektivitäten von ≥28 %. Bei der Betrachtung der Azachalconstruktur 5 zeigt sich, 

dass von den beiden möglichen Konformeren cis und trans immer das trans Konformer 

vorliegt, da es im cis Konformer zu sterischen Hinderung zwischen dem Benzolring und der 

Carbonylgruppe kommt. Weiter liegen vom trans Konformer wiederum zwei Konformere, 

das trans-(s-cis) und das trans-(s-trans) vor (Abbildung 35).  
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Abbildung 35: Die beiden Konformer trans-(s-cis) und trans-(s-trans) des trans-Azachalcons 5. 

 

Durchgeführte IR-Studien für das 2-Azachalcon 5 zeigten, dass im IR-Spektrum in CDCl3 

zwei Banden bei 1669 und 1698 cm-1 und damit beide Konformere vorhanden sind. Damit 

existiert neben dem planaren trans-(s-cis) Azachalcon 5 ein prochirales trans-(s-trans) 

Konformer, welches durch die sterische Hinderung der Wasserstoffatome entsteht. Mit 

großer Wahrscheinlichkeit ist das Gleichgewicht aus beiden Konformeren für die hohen 

Selektivitäten der Negativkontrollen verantwortlich. Um diese Aussage durch 

experimentelle Ergebnisse weiter zu stützen wurden die Umsetzungen bei verschiedenen 

Temperaturen durchgeführt. Durch Senken der Temperatur sollte der Übergang der 

Isomere ineinander durch mangelnde Energie erschwert werden und somit eine Erhöhung 

der Selektivität beobachtet werden. Im Gegenzug sollte bei Erhöhung der Temperatur und 

dem damit verbundenen Einbringen von Energie, der Übergang der Konformere erleichtert 

werden und die Selektivität sinken. Die Reaktionen wurden entsprechend den 

Biotransformationen (Kapitel 3.6.1.1) in reinem Wasser bei 4°, 12°, 25°, 40° und 60°C 

durchgeführt. Die Ergebnisse für Wasser zeigen wie erwartet, dass mit steigender 

Temperatur die Selektivität von 64,96 ± 4,85 % bei 4°C auf 47,67 ± 3,79 % bei 60°C  

abnimmt (Abbildung 36). 
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Abbildung 36: Enantiomerenüberschüsse der Michael Reaktionen von Azachalcon 5 mit Mercaptoethanol 18 in 
reinem Wasser als Reaktionsmedium mit einer Reaktionszeit von 1 h bei verschiedenen Temperaturen. Alle 
Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Zusätzlich wurden die Reaktionen in Bis-Tris-HCl Puffer pH 7,0 entsprechend der 

Negativkontrolle durchgeführt, um zu untersuchen welchen Einfluss das Puffersalz auf die 

Selektivität der Reaktion hat. Bei Zugabe von Puffer ist die Selektivität jeweils geringer als in 

Wasser, es kann jedoch vergleichbar beobachtet werden, dass die Selektivität auch in Puffer 

mit steigender Temperatur abnimmt (Abbildung 37).  

 

 

Abbildung 37: Enantiomerenüberschuss der Michael Reaktionen von Azachalcon 5 mit Mercaptoethanol 18 in 
Bis-Tris Puffer pH 7,0 als Reaktionsmedium mit einer Reaktionszeit von 1 h bei verschiedenen Temperaturen. 
Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 
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Ein Grund hierfür könnte die Störung des Wasserstoffbrücken-Netzwerkes durch die 

Puffermoleküle und die damit verbundene Destabilisierung des s-trans Konformers sein. Es 

konnte gezeigt werden, dass beobachtete Selektivitäten der Biotransformationen auf die 

prochirale Substrateigenschaft des Azachalcons 5 zurück zu führen sind und nicht durch 

den Einsatz der tHisF als Katalysator. 

 

4.1.5.2 Untersuchung zur Zink(II)-Bindung an tHisF HHD- und NC-Mutanten 

Die Untersuchungen zur neuen, promiskuitiven Micheal Reaktion mit der tHisF haben erste 

Hinweise gegeben, dass das Metall nicht spezifisch an die definierte artifizielle 

Metallbindestelle in der tHisF koordiniert, sondern dass es vielmehr zu einer 

Oberflächenkoordination am Proteingerüst kommt. Die Metall-Protein Affinität kann für das 

Zink(II) mit Hilfe verschiedener colometrischer Assays untersucht und daraus eine Aussage 

über die Bindung und die Bindungskonstante KD gemacht werden. In diesem Fall soll 

untersucht werden in wie weit das Zink(II) spezifisch an die Triade der HHD-Mutante bindet 

und wie sich die Koordination im Vergleich zur NC-Mutante unterscheidet. Die 

Untersuchungen erfolgten mit dem kostengünstigen Zink(II) sensitiven Farbstoff 4-(2-

Pyridylazo)resorcinol 20 (PAR). PAR 20 bindet spezifisch Zink(II) mit einer 

Bindungsaffinität von KD = 250 nM. Über die Absorptionänderung bei Zugabe von Enzym in 

eine Lösung aus Zink(II) und PAR kann somit eine Aussage über die Zink(II)affinität der 

tHisF Mutanten gemacht werden. Die Absorption nimmt bei einer höheren Bindungsaffinität 

des Enzyms für Zink(II) d.h. einem kleineren KD-Wert ab. Als Faustregel ist bekannt, dass 

eine KD-Wert von ≥10-6 M typisch für die Bindung von Metallionen an eine Proteinoberfläche 

ist, während für die selektive Bindung von Metallionen ein KD-Wert von <10-7 M auftritt.148 

Somit kann mit Hilfe von PAR 20 eine Aussage über eine selektive Bindung an die Triade 

oder eine  Oberflächenkoordination des Zink(II)s an die tHisF gemacht werden. Für die 

experimentelle Durchführung (Kapitel 3.4.6) wurden beide tHisF Mutanten, HHD und NC, 

gereinigt und Metallionen in der Enzymlösung durch Dialyse gegen Puffer versetzt mit EDTA 

entfernt. Zur Entfernung der EDTA wurde gegen 10 mM Bis-Tris-HCl Puffer pH 7,0 dialysiert 

und die Mutanten mit PAR 20 und Zink(II)sulfat versetzt. Dabei wurde die tHisF 

Konzentration von 0, 3, 6, 9, 10,5, 12, 13,5, 15, 22,5, 30, 45 und 60 µM gewählt. Als 

Positivkontrolle wurden die Ansätze zusätzlich in den gleichen Konzentrationen mit EDTA, 

welches eine geringere Bindungskonstante wie PAR 20 besitzt, durchgeführt. Alle Ansätze 

wurden in Mikrotitterplatten als Triplikate durchgeführt und für 1 h bei 25°C inkubiert. 
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Anschließend wurde die Absorption bei 500 nm gemessen, dem Absorptionsmaximum des 

Zn(II)/PAR2-Komplexes 21 (Kapitel 3.4.6). Durch die Inkubation koordinieren zwei PAR-

Moleküle 20 über zwei Stickstoff- und ein Sauerstoffatom an das Zink(II) und es entsteht 

der orange Zn(II)/PAR2-Komplex 21 (Abbildung 38).133,149  

 

 

Abbildung 38: Reaktion von PAR 20 mit Zink(II)(II)-Ionen zum 1:2 Komplex Zn(II)/PAR2 21, welcher 
photometrisch bei einer OD von 500 nm detektiert werden kann. 

 

Die Positivkontrolle mit EDTA zeigt wie erwartet eine Abnahme der Absorption mit 

Erhöhung der EDTA Konzentration. Das heißt durch den niederen KD-Wert Zn/EDTA von 

7,6 · 10-14 M wird das Zink(II) vom Zn(II)/PAR2-Komplex 21 gelöst und koordiniert an 

EDTA. Für die tHisF wird erwartet, dass bei der HHD Mutante mit spezifischer 

Metallbindestelle mit Zunahme der Enzymkonzentration eine Abnahme der Absorption 

vergleichbar mit der Positivkontrolle eintritt. Im Gegenzug sollte bei der NC-Mutante keine 

Abnahme der Absorption eintreten, da hier nur eine Oberflächenkoordination mit einer 

größeren Bindungskonstante KD im Vergleich zum Zn(II)/PAR2-Komplex 21 vorhanden sein 

sollte. Die Ergebnisse für beide tHisF-Mutanten HHD und NC zeigten jedoch, dass es nur zu 

einer sehr geringen Abnahme der Absorption mit zunehmender Enzymkonzentration 

kommt. Zudem zeigen beide Mutanten das gleiche Verhalten (Abbildung 39).  
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Abbildung 39: PAR-Assay mit 45 µM PAR 20, 12 µM Zink(II)sulfat, 10 mM Bis-Tris pH 7,0 und variablen 
Konzentrationen EDTA bzw. tHisF_HHD und tHisF_NC. Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Bei beiden Mutanten wurde ein ähnliches Verhalten beobachtet was zu dem Schluss führt, 

dass es in keiner der beiden Mutanten zu einer spezifischen Bindung des Zink(II)s an das 

Enzym kommt. Die Triade der HHD-Mutante ist offensichtlich nicht in der Lage das Zink(II) 

spezifisch zu koordinieren und es kommt vielmehr zu einer Koordination des Zink(II)s an 

die Proteinoberfläche der Mutanten.  

 

4.1.6 Erweiterung des Spektrums von Schwefelnukleophilen in der 

Michael Additionen 

Nach dem die Ergebnisse der Modellreaktion mit Mercaptoethanol 18 eine Steigerung der 

Aktivität der Michael Reaktion zeigten, sollte das Nukleophilspektrum auf weitere 

aliphatische und aromatische Thiole ausgeweitet werden. Die Biotransformationen mit allen 

Thiolen wurden mit den bereits optimierten Reaktionsbedingungen durchgeführt (Kapitel 

3.6.1.1) und die Ausbeute mittels LC-MS (Kapitel 3.5.2) bestimmt. Um die Produkte der 

verschieden Proben bezüglich ihrer Umsätze zu vergleichen, erfolgte die Auswertung 

anhand der Flächenprozente des Gesamtchromatogramms. Die Enantioselektivität der 

Reaktionen wurden mittels Analyse an der chiraler HPLC (Kapitel 3.5.2) bestimmt.  

 

Ausgewählt wurden vier aromatische Thionukleophile 4-Methoxythiol 22a, 4-

Methylthiophenol 22b, Benzylmercaptan 22c und 4-Nitrothiophenol 22d (Tabelle 10).  
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Tabelle 10: Aromatische Thionukleophile, welche zur Erweiterung des Nukleophilspektrums der Michael 
Reaktion getestet wurden mit den entsprechenden Reaktionsprodukten. 

Nukleophil Produkt 

 
4-Methoxythiophenol 

 

 
4-Mezhylbenzolthiol 

 

 
Benzylmercaptan  

 
4-Nitrothiophenol 

 

 

Alle aromatischen Thionukleophile zeigten hohe Hintergrundreaktionen von 53 – 60 %. Der 

Einsatz von freiem Zink(II) als Katalysator konnte die Aktivität zu einem fast vollständigen 

Umsatz von bis zu 90 % steigern. Die Folge war, dass für den Einsatz von Enzym sowohl der 

tHisF-HHD als auch NC Mutante kein Potenzial mehr zur Steigerung vorhanden war. Die 

chirale Analyse ergab für alle Thionukleophile zudem, dass racemisch Produkte entstehen 

und keine Selektivität beobachtet werden konnte (Abbildung 40).  
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Abbildung 40: Umsetzungen von Azachalcon 5 mit verschiedenen Thionukleophilen 22a-d. Alle Reaktionen 
wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Zusätzlich wurde 1-Propanthiol 24 als aliphatisches Thionukleophil gewählt. Die 

Negativkontrolle mit Puffer zeigte eine moderate Umsetzung von 13,00 ± 0,90  %. Mit 

Zugabe von Zink(II) wurde eine Steigerung auf 69,03 ± 1,25  % erreicht, welche durch 

Zugabe von Enzym und Zink(II) nicht erneut gesteigert werden konnte (Abbildung 41). 

Zudem konnte für keine Reaktion Selektivität beobachtet werden. 
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Abbildung 41: Michael Reaktion von Azachalcon 5 mit 1-Propanthiol 24 als aliphatisches Thionukleophil zum 
Addukt 25. Die Reaktion wurde nach den oben bereits beschriebenen Bedingungen durchgeführt. Alle 
Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Ausgehend vom Mercaptoethanol 18 als Thionukleophile für die Michael Reaktion mit 

Azachalcon 5 konnte keine Erweiterung des Substratspektrums erreicht werden. Sowohl die 

ausgewählten aromatischen als auch das aliphatische Thionukleophil war so aktiv, dass es 

bereits in Pufferlösung und mit Zugabe von Zink(II) zu hohen, zum Teil fast vollständigen 

Umsetzungen kommt und keine Steigerung der Aktivität mit der tHisF möglich ist. Eine 

Erhöhung der Selektivität konnte nicht nachgewiesen werden, was auf die bereits 

untersuchten Effekte, die Prochiralität des Substrats und der unspezifischen 

Zink(II)bindung an die Proteinoberfläche, zurückzuführen ist (Kapitel 4.1.5) 

 

4.2 Squalen-Hopen Zyklase als chirale Brønsted-Säure  

4.2.1 Expression und Reinigung der AacSHC 

Das Gen der AacSHC kloniert in einen pET-22b(+)-Vektor, sowie die Gene der 

Mutantenbibliothek, transformiert in den Expressionsstamm E. coli BL21(DE3), wurde 

freundlicherweise von Dr. Stephan Hammer und Silke Bastian zur Verfügung gestellt.69 Bei 

der AacSHC handelt es sich um ein thermophiles Enzym, mit den Vorteilen einer möglichen 
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Grobreinigung durch Hitzefällung von E. coli Proteinen und einer gewisse Robustheit 

gegenüber Mutationen, welche meist eine destabilisierende Wirkung haben. Die AacSHC und 

alle verwendeten Mutanten konnten durch Überexpression mit E. coli BL21 (DE3) erhalten 

werden. Dabei wurde nach dem etablierten Protokoll der Autoinduktion bei 37°C in TB-

Medium verfahren (Kapitel 3.4.1.2). Die Reinigung erfolgte im Wesentlichen in zwei 

Schritten. Der Grobreinigung durch Hitzefällung von E. coli Proteinen und einer 

anschließenden Ionenaustauschchromatographie (Kapitel 3.4.3.2). Ein exemplarisches SDS-

PAGE-Gel der Expression und Reinigung von den in dieser Arbeit erstellten Mutanten findet 

sich im Anhang (Kapitel 7.1.2). 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben dem Wildtyp und der Mutante D376C, welche 

durch den Austausch der katalytisch aktiven Asparaginsäure gegen ein katalytisch nicht 

mehr aktives Cystein als Negativkontrolle verwendet wurde, 65 Einzelmutanten der aktiven 

Tasche nach Expression und Reinigung verwendet (Tabelle 11).   

 

Tabelle 11: Übersicht über die verwendeten Einzelmutanten, insgesamt handelt es sich um 19 Positionen mit 
verschiedenen Mutationen. 
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4.2.2 Prins Reaktion von Citronellal-Analoga durch Aktivierung der 

Carbonylfunktion 

Bei der Prins Reaktion handelt es sich um eine Säure-katalysierte Addition, bei welcher 

zuerst die Carbonylgruppe durch Protonierung aktiviert wird und es anschließend zum 

nukleophilen Angriff durch ein Alken kommt. Mit der AacSHC konnte in vorangegangenen 

Arbeiten von Dr. Stephan Hammer eine Aktivierung der Carbonylgruppe durch 

Protonierung und eine damit verbundene Aktivität für die Monozyklisierung von (S)-

Citronellal 12 nachgewiesen werden. Beim Screening der AacSHC Mutantenbibliothek 

wurde die Mutante I261A mit einer gegenüber dem Wildtyp um das über 10-fach erhöhten 

Aktivität identifiziert. Weiter konnte gezeigt werden, dass die Zyklisierung des (S)-
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Citronellals 12 durch Einsatz der I261A Mutante selektiv zum (-)-neoiso-Isopulegol 13 

verläuft.118  

 

Ausgehend von diesen Ergebnissen, soll in dieser Arbeit das Substratspektrum der Prins 

Reaktion zum Aufbau von Monozyklen erweitert werden. Es soll untersucht werden, ob für 

die beiden Citronellal-Analoga 3-Methylcitronellal 1 und 7-Methyloctenal 31 mit dem 

Wildtyp eine Aktivität und Selektivität identifiziert werden kann und ob diese durch den 

Einsatz von AacSHC Mutanten gesteigert werden kann (Abbildung 42). 

  

 

Abbildung 42: Erweiterung des Substratspektrums ausgehend vom Citronellal 12 auf die Analoga 3-
Methylcitronellal 1 und 7-Methyloctenal 31. 

 

Zusätzlich soll anhand dieser Substrate untersucht werden, in wie weit chemische Effekte, 

hier im speziellen der Thorpe-Ingold Effekt, einen Einfluss auf die Aktivität und Selektivität 

der AacSHC haben.150  

 

Da die beiden Substrate 3-Methylcitronellal 1 und 7-Methyloctenal 31 nicht kommerziell 

erhältlich sind, wurden diese im ersten Schritt chemisch synthetisiert. Das 3-

Methylcitronellal 1 wurde in einer Stufe nach Sakane et al.134 durch eine Michael Reaktion 

mit dem Gilmancupprat ausgehend vom Citral 26 synthetisiert (Abbildung 43, Kapitel 

3.7.3).  

 

 

Abbildung 43: Synthese des 3-Methylcitronellal 1 ausgehend vom Citral 26 mit Hilfe eines Gilmancupprats.  

 

Das 7-Methyloctenal 31 wurde in vier Stufen nach Sakane et al.134 ausgehend von 1,6-

Hexandiol 27 hergestellt (Abbildung 44, Kapitel 3.7.5).  
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Abbildung 44: Vierstufige Synthese des 7-Methyloctenal 31 ausgehend vom 1,6-Hexandiol 27. 

 

Für die Analyse mittels GC-MS/FID wurden die benötigten Referenzen der zyklisierten 

Produkte durch chemische Zyklisierung der Substrate mit Zink(II)bromid als Lewis-Säure in 

Anlehnung an die Literatur durchgeführt (Kapitel 3.7.4 und 3.7.6).138  

 

Die Reaktionsansätze wurde in Anlehnung an die Citronellal-Zyklisierung mit den bereits 

optimierten Reaktionsbedingungen durchgeführt.118 Die Konzentrationen des Substrats 

betrug 2 mM und in der Reaktionsmischung waren 1 % DMSO, 0,2 % Triton-X und 12 mM 

Citrat-Puffer pH 6,0 enthalten. Die Reaktionen wurden für 40 h bei 30°C inkubiert (Kapitel 

3.6.1.3). Die Ausbeute der Reaktionen wurden mittels GC-MS/FID (Kapitel 3.5.1) bestimmt. 

Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe von 1-Decanol als internen Standard. Die Zyklisierung 

von 3-Methylcitronellal 1 wurde zuerst auf eine AacSHC-Wildtyp Aktivität untersucht, 

welche mit einem Umsatz von 0,77 ± 0,13 % nachgewiesen werden konnte. In der 

Negativkontrolle, der Reaktion in Pufferlösung, konnte keine Aktivität detektiert werden 

und eine Katalyse durch die Pufferlösung findet nicht statt. Um sicher zu stellen, dass die 

katalytisch aktive Asparaginsäure für die Katalyse der Reaktion verantwortlich ist, wurde 

die Reaktion mit der Mutanten D376C durchgeführt. Mit dieser Mutante konnte keine 

Aktivität festgestellt werden, so dass die geringe Aktivität im AacSHC-Wildtyp auf eine 

Katalyse am D376 in der aktiven Tasche der AacSHC zurückgeführt werden kann. Auf der 

Suche nach einer Mutante mit im Vergleich zum Wildtyp erhöhten Aktivität wurde die 

AacSHC Mutantenbibliothek gescreent. Es konnten zwei Mutanten mit einer über das 10-

fach erhöhten Aktivität und vier Mutanten mit einer 3,5 - 10-fach erhöhten Aktivität 

identifiziert werden. Die höchste Aktivität mit einem Umsatz von 9,52 ± 0,65 % konnte mit 

der Y420G Mutante erreicht werden. Die Reaktion verläuft sowohl mit dem Wildtyp als auch 

mit den Mutanten Diastereoselektiv mit >99 % trans-Produkt. Zusätzlich wurde zur Y420G 

Mutante eine korrespondierende Mutante ohne die katalytisch aktive Asparaginsäure 
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Y420G_D376C erstellt, bei welcher neben der Mutation Y420G zu Erhöhung der Aktivität die 

Asparaginsäure 376 gegen das inaktive Cystein mutiert ist. Die Y420G_D376C Mutante 

bestätigt durch die fehlende Aktivität in der Prins Reaktion von 3-Methylcitronellal 1, dass 

die Reaktion durch die vorhandene Asparaginsäure als Brønsted Säure katalysiert wird 

(Abbildung 45).  
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Abbildung 45: (a) Reaktion von 3-Methylcitronellal 1 zu trans-3-Methylisopulegol 2. (b) Das Ergebnis des 
Screenings der AacSHC-Bibliothek in der Prins Reaktion von 3-Methylcitronellal 1. Der Farbcode beschreibt die 
relative Aktivität der einzelnen Mutanten bezogen auf den Wildtyp. Alle Reaktionen wurden als Triplikate 
durchgeführt. 

 

Die chirale Analyse der Reaktionen erfolgte an der GC-FID (Kapitel 3.5.1). Für die 

Umsetzung mit dem AacSHC-Wildtyp konnte eine Enantiomerenüberschuss der Reaktion 

von 85 ± 2 % detektiert werden. Durch den Einsatz der Y420G Mutante konnte der 

Enantiomeren-überschuss auf >98 % gesteigert werden. Für die Bestimmung der absoluten 

Konfiguration des Produkts wurde ein semipräperativer Ansatz mit der besten 

Einzelmutante Y420G unter Einsatz von 120 mg Substrat für 3 Tage bei 30°C durchgeführt 

(Kapitel 3.6.2.1). Die isolierte Ausbeute der Reaktion betrug 31,9 %.  Nach einer 

säulenchromatographischen Reinigung des Produkts wurde die Enantioselektivität mit Hilfe 

des spezifischen Drehwerts bestimmt. Das Ergebnis [𝛼]𝐷
25 = -7,3 (CHCl3, c = 1,0) zeigte im 

Vergleich zur Literatur des (1S,2R)-3-Methylisopulegol 2 mit einem spezifischen Drehwert 

von [𝛼]𝐷
25 = +9,1 (CHCl3, c = 1,0), dass in den Biotransformationen unter Einsatz der AacSHC 

das (1R,2S)-3-Methylisopulegol 2 gebildet wurde.51  
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Für die Zyklisierung von 7-Methyloctenal 31 wurde nach dem Prinzip für das 3-

Methylcitronellal 1 vorgegangen. Mit der AacSHC-Wildtyp konnte ein geringer Umsatz von 

0,69 ± 0,07 % mit einer Diastereoselektivität trans:cis von 59:41 beobachtet werden. Die 

Negativkontrolle mit Pufferlösung und der Mutante D376C zeigte keine Aktivität, so dass die 

Reaktion durch die katalytisch aktive Asparaginsäure 376 katalysiert wird. Durch das 

Screening der AacSHC Mutantenbibliothek konnten vier sehr gute Mutanten mit einer 10-

fach höheren Aktivität im Vergleich zum Wildtyp und fünf gute Mutanten mit einer mittleren 

3,5 - 10-fach höheren Aktivität identifiziert werden. Die I261A Mutante ist mit einer 29-fach 

höheren Aktivität die beste Mutante. Die Ausbeute konnte mit der I261A Mutante auf 

20,17  % ± 1,28 % und die Diastereoselektivität auf trans:cis von 89:11 gesteigert werden. 

Zusätzlich wurde die korrespondierende Knockout-Mutante I261A_D376C erstellt, welche 

keine Aktivität in der Prins Reaktion von 7-Methyloctenal 31 zeigt und somit die Katalyse 

durch die als katalytisch aktive Brønsted-Säure fungierende Asparaginsäure bestätigt 

(Abbildung 46). 
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Abbildung 46: (a) Reaktion von 7-Methyloctenal 31 zum zyklisierten Produkt trans 32 und cis-2-
Propenylcyclohexanol 33.  (b) Ergebnisse des Screenings der AacSHC-Bibliothek in der Prins Reaktion von 7-
Methyloctenal 31. Der Farbcode beschreibt die relative Aktivität der einzelnen Mutanten bezogen auf den 
Wildtyp. Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Die chirale Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte in Kooperation mit der analytischen 

Abteilung des Instituts für Organische Chemie mittels GC-FID (Kapitel 3.5.1). Im ersten 

Schritt wurde ein semipräperativer Ansatz der Biotransformation mit der I261A Mutante 

unter Einsatz von 85 mg 7-Methyloctenal 31 bei 30°C für 3 Tage durchgeführt. Die isolierte 

Ausbeute von trans-2-(Prop-1-en-2-yl)cyclohexanol 32 betrug 20,8 % und der 

Enantiomerenüberschuss 86 %. Mit Hilfe des spezifischen Drehwerts, welcher [𝛼]𝐷
25 = -8,6 
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(CHCl3, c = 1,0) betrug, konnte durch den Vergleich mit dem für (1S, 2R)- 2-(Prop-1-en-2-

yl)cyclohexanol in der Literatur bekannten Wert [𝛼]𝐷
25 = +15,2 (CHCl3, c = 1,0) die absolute 

Konfiguration von (1R, 2S)- 2-(Prop-1-en-2-yl)cyclohexanol bestimmt werden.136 

 

4.2.3 Erstellung von Doppelmutanten für die Prins Reaktion von 3-

Methylcitronellal (1) 

In einem weiteren Schritt soll für die Prins Reaktion des 3-Methylcitronellal 1 die Aktivität 

weiter erhöht werden ohne dabei die Selektivität zu verlieren. Ein Ansatz ist die 

Kombination von identifizierten Einzelmutationen mit guten bis sehr guten relativen 

Aktivitäten im Vergleich zum Wildtyp in Doppelmutanten. Demnach wurden die beiden sehr 

guten Mutationen Y420G und Y420A jeweils mit den guten Mutationen L36A, W169G, I261A 

und F601G zu den folgenden Doppelmutanten Y420A_L36A, Y420A_W169G, Y420A_I261A, 

Y420A_F601G, Y420G_L36A, Y420G_W169G, Y420G_I261A und Y420G_F601G kombiniert. 

Zusätzlich wurden die guten Mutationen untereinander ebenfalls zu den Doppelmutanten 

L36A_W169G, L36A_I261A, L36A_F601G, W169G_I261A, W169G_F601G und I261A_F601G 

kombiniert.  

 

Die entsprechenden Mutationen wurden durch ortsgerichtete Mutagenese (Kapitel 3.3.5) 

eingeführt und die Mutanten anschließend wie bereits in Kapitel 4.2.1 beschrieben, 

erfolgreich exprimiert und gereinigt. Die Durchführung der Biotransformationen erfolgte 

ebenfalls in gleicher Weise wie bereits für die Einzelmutanten in Kapitel 4.2.2 beschrieben 

mit einer Konzentrationen des Substrats von 2 mM in 12 mM Citrat-Puffer pH 6,0 mit 1 % 

DMSO und 0,2 % Triton-X bei 30°C für 40 h (Kapitel 3.6.1.3). Die Ausbeute der Reaktionen 

wurden mittels GC-MS/FID (Kapitel 3.5.1) bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe 

von 1-Decanol als internen Standard. Eine Kombination von zwei guten Mutationen mit 

jeweils einer 3,5 – 10-fachen relativen Aktivität zum Wildtyp ermöglicht eine Steigerung der 

Aktivität auf 16,49 ± 2,49 % mit der L36A_I261A Mutante. Dies entspricht einer 3-fachen 

Steigerung im Vergleich zur Einzelmutante I261A. Die weiteren Mutanten L36A_W169G, 

L36A_F601G, W169G_I261A, W169G_F601G und I261A_F601G zeigen mit Aktivitäten von 

∼3 % keine erhöhte Aktivität (Abbildung 47).  
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Abbildung 47: Ausbeute der Zyklisierung von 3-Methylcitronellal 1 mit den Doppelmutanten aus der 
Kombination von zwei guten Mutanten. Alle Reaktionen wurden als Triplikate durchgeführt. 

 

Die Bestimmung der Selektivität der Reaktion mit L36A_I261A zeigte, dass die Kombination 

der beiden Mutationen zu einem Verlust der Selektivität von >98 % ee in den 

Einzelmutanten auf 88 % in der Doppelmutante führt.  

 

Aus der Kombination einer sehr guten Mutante Y420A oder Y420G mit einer guten Mutante 

L36A, W169G, I261A oder F601G konnte die Doppelmutante I261A_Y420G als beste 

Doppelmutante identifiziert werden. Die Mutante I261A_Y420G erreicht mit einer Ausbeute 

von 42,03 ± 4,36 % eine Vierfache Steigerung der Aktivität im Vergleich zur Y420G Mutante 

und damit eine 47-fach höhere Aktivität im Vergleich zum Wildtyp. Zusätzlich konnten zwei 

Doppelmutanten W169G_Y420A und I261A_Y420A mit einer doppelt so hohen Aktivität im 

Vergleich zur Y420A Mutante identifiziert werden (Abbildung 48).  
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Abbildung 48: Ausbeute der Zyklisierung von 3-Methylcitronellal 1 mit den Doppelmutanten aus der 
Kombination von einer sehr guten und einer guten Mutante. Alle Reaktionen wurden als Triplikate 
durchgeführt. 

 

Alle Doppelmutanten mit der Beteiligung der Y420A oder Y420G Mutation zeigten 

Enantioselektivität von >98 % und damit keinen Verlust von Selektivität. Damit wurde 

gezeigt, dass mit der gezielten Kombination von aktiven Einzelmutanten in Doppelmutanten 

eine Steigerung der Aktivität ohne Verlust von Selektivität erreicht werden konnte. 

 

4.2.4 Untersuchungen zum Einfluss der Ringgröße in der AacSHC 

katalysierten Prins Reaktion 

Bis dato wurden mit der AacSHC und ihren Mutanten ausschließlich Substrate zyklisiert, 

welche einen Sechsring-Produkt bilden. In einem weiteren Schritt soll der Einfluss der 

gebildeten Ringgröße, hier von Fünf- und Siebenring-Produkten, in der monozyklischen 

Prins Reaktion untersucht werden. Es soll getestet werden, ob und wie weit die AacSHC und 

ihre Mutanten in der Lage sind Substrate mit einer anderen als der für Sechsring-Produkte 

bekannten Sesselkonformation im Übergangszustand reaktiv zu stabilisieren und damit die 

Reaktion zu katalysieren. Für die Studien wurden ausgehend von Citronellal 12, 3-

Methylcitronellal 1 und 7-Methyloctenal 31 jeweils ein Beispielsubstrat für den Fünfring, 

3,3,6-Trimethylheptenal 38, und den Siebenring, 8-Methylnonenal 44, ausgewählt 

(Abbildung 49). 
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Abbildung 49: Erweiterung des Substratspektrums von AacSHC auf Substrate zum Aufbau von 
Fünfringprodukten und Siebenringprodukten. 

 

Da beide zu testende Substrate nicht kommerziell im Handel erhältlich sind, mussten diese 

im Rahmen dieser Arbeit in Anlehnung an die Literatur synthetisiert werden. Das 3,3,6-

Trimethylheptanl 38 wurde ausgehend vom Dimedon 34 in vier Stufen nach R. Kiwus et 

al.139 und  N. H. Andersen et al.140 synthetisiert (Abbildung 50, Kapitel 3.7.7).  

 

 

Abbildung 50: Vier-stufige Synthese von 3,3,6-Trimethylheptenal 38 ausgehend vom Dimedon 34. 

 

Die Synthese von 8-Methylnonenal 44 erfolgte ausgehend vom 1,7-Heptandiol 39 in fünf 

Stufen nach Comito et al.143 (Abbildung 51, Kapitel 3.7.9) 
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Abbildung 51: Fünf-stufige Synthese von 8-Methylnonenal 44 ausgehend vom 1,7-Heptandiol 39. 

 

Die beiden Substrate wurden mit dem AacSHC Wildtyp auf Aktivität untersucht und die 

reduzierte AacSHC Mutantenbibliothek auf aktive Mutanten gescreent. Die 

Biotransformationen wurden dabei nach dem bereits beschrieben Protokoll für 40 h bei 

30°C durchgeführt (Kapitel 3.6.1.3). Die Analyse der Umsätze erfolgte an der GC-MS/FID mit 

Hilfe des internen Standards 1-Decanol (Kapitel 3.5.1). 

 

Für das 3,3,6-Trimethylheptanal 38 konnte mit dem AacSHC Wildtyp das trans Produkt 2-

Isopropyl-4,4-dimethyl-cyclopentanol 45 in Spuren <0,5 % nachgewiesen werden. Das 

Referenzprodukt wurde durch chemische Zyklisierung nach Sarkar et al.142 mit 

Samariumiodid hergestellt und charakterisiert (Kapitel 3.7.8). Die Negativkontrolle in 

Pufferlösung und der Mutante D376C zeigte, wie auf Grund vorangegangener Ergebnisse 

erwartet, keine Aktivität, so dass die Katalyse der Reaktion auf das Vorhandensein der 

AacSHC mit seiner katalytisch aktiven Asparaginsäure als Brønsted-Säure zurück zu führen 

ist. Das Screening wurde mit einer komprimierten AacSHC Mutantenbibliothek, bestehend 

aus Mutanten der 19 Positionen in die jeweils kleinste und größte Aminosäure, 

durchgeführt. Das Ergebnis zeigt, dass für eine Reihe von Mutanten eine Aktivität in Spuren 

nachgewiesen werden konnte. Mit zwei Mutanten I261G und F601A wurde eine gesteigerte 

Aktivität detektiert und quantifiziert. Die beste Mutante ist F601G mit dem Austausch von 

Phenylalanin zum kleineren Alanin. Die Ausbeute betrug 0,78 ± 0,15 %. Bei der Mutante 

I261G wurde eine nur unwesentlich geringere Ausbeute von 0,77 ± 0,03 % erreicht. Bei 

beiden Reaktionen wurde das trans Produkt mit einer Selektivität von >99 % gebildet 

(Abbildung 52). 
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Abbildung 52: (a) Zyklisierung von 3,3,6-Trimethylheptenal 38 zum Fünfringprodukt 2-Isopropyl-4,4-dimethyl-
cyclopentanol 45. (b) Die Ergebnisse des Screenings der AacSHC-Bibliothek in der Prins Reaktion von 3,3,6-
Trimethylheptenal 38. Der Farbcode zeigt die Aktivität der einzelnen Mutanten. Alle Rektionen wurden als 
Triplikate durchgeführt. 

 

Die Untersuchung der Reaktion von 8-Methylnonenal 44 zu 2-(Prop-1-en-2-

yl)cycloheptanol 46 mit dem AacSHC Wildtyp zeigte keinen Umsatz. Auch beim 

Durchforsten der komprimierten AacSHC Mutantenbibliothek konnte keine Mutanten mit 

einer Aktivität nachgewiesen werden (Abbildung 53). 

 

 
Abbildung 53: Zyklisierung von 8-Methylnonenal 44 zu 2-(Prop-1-en-2-yl)cycloheptanol 46. Mit dem AacSHC 
Wildtyp und der komprimierten AacSHC Mutantenbibliothek konnte jedoch keine Aktivität nachgewiesen 
werden. 

 

Somit konnte gezeigt werden, dass das Fünfringsubstrat 3,3,6-Trimethylheptenal 38, wenn 

im Vergleich zu den Sechsringsubstraten auch mit einer wesentlich geringeren Aktivität, mit 

dem AacSHC Wildtyp und Mutanten der fokussierten AacSHC-Mutantenbibliothek zyklisiert 

werden kann. Im Gegensatz zum Fünfring- konnte für das Siebenringsubstrat 8-

Methylnonenal 44 keine Aktivität für den AacSHC Wildtyp und die Mutanten detektiert 

werden. Die Katalyse der verschiedenen Substrate verläuft abhängig von der Ringgröße des 

resultierenden Produkts über unterschiedliche Übergangszustände. Beim Sechsring über die 

bereits erwähnte Sesselkonformation, welche im Vergleich zur Briefumschlagkonformation 

des Fünfrings oder zur verdrillten Sesselkonformation beim Siebenring, energetisch 

günstiger ist und in der aktiven Tasche optimal stabilisiert werden kann.  
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5 DISKUSSION UND AUSBLICK 

Promiskuität, in Form von katalytischer Promiskuität und Substratpromiskuität, spielt in 

der Biokatalyse bei der Entwicklung von Enzymkatalysatoren mit neuen, nicht-natürlichen 

Aktivitäten eine wichtige Rolle.8,16,151 Um die Promiskuität von Enzymen für die Katalyse von 

verschiedenen organischen Reaktionen ausnutzen zu können, können deren katalytischen 

Maschinerien weiter entwickelt und somit Biokatalysatoren als Alternative zu chemischen 

Katalysatoren geschaffen werden.10,152 In dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche Säure-

basierte Enzymsysteme, zwei Metalloenzyme mit Zink als Lewis-Säure und eine Zyklase mit 

einer katalytisch aktiven Asparaginsäure als Brønsted-Säure, untersucht. Durch Ausnutzung 

der katalytischen Promiskuität und Substratpromiskuität dieser Enzyme sollten 

Biokatalysatoren zur Aktivierung einer Carbonylgruppe in verschiedene organische 

Reaktionen zugänglich gemacht und selektive C-C oder C-X Bindungen aufgebaut werden. 

Bei der katalytischen Promiskuität von Enzymen wird, nach dem diese identifiziert oder 

durch Mutagenese induziert ist, die nicht-natürlichen Reaktionen über einen anderen als 

den natürlichen Reaktionsmechanismus des Enzyms katalysiert. Handelt es sich um 

Substratpromiskuität werden nicht-natürliche Substrate nach demselben 

Reaktionsmechanismus wie für das natürliche Substrat umgesetzt. 

 

Im ersten Teil der Arbeit sollte das an eine His/His/Asp-Triade gebundene Zink(II) als 

Lewis-Säure genutzt werden. Für die Studien wurden zum einen die natürliche Zink-

abhängige Pyrazinamidase PH999 von Pyrococcus horikoshii und zum anderen die tHisF von 

Thermotoga maritima mit der artifiziell eingeführt Zink(II)-bindenden Triade ausgewählt. 

Die PH999 katalysiert in der natürlichen Reaktion die Hydrolyse von Pyrazinamid 3 zu 

Pyrazinsäure 4, indem ein Hydroxydion durch die Aktivierung von Wasser am Zink(II) 

bereitgestellt wird. Als Modellreaktion wurde in dieser Arbeit die promiskuitive Aldol 

Reaktion katalysiert, wobei das koordinierte Zink(II) als Lewis-Säure die Carbonylgruppe 

des Aldol Akzeptors aktiviert (Abbildung 54a). In die tHisF wurde die artifizielle Metall-

bindende Triade, bestehend aus zwei Histidin Aminosäuren und einer Asparaginsäure, 

bereits während meiner Diplomarbeit145 nach dem Vorbild von Reetz et al. in ein TIM-Barrel 

Proteingerüst eingeführt.42 Dieser verwendete die Kupfer(II) koordinierende Variante für 
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die Katalyse einer selektiven Diels-Alder Reaktion. In dieser Arbeit wurde Kupfer(II) durch 

Zink(II) ausgetauscht und die asymmetrische Micheal Reaktion mit Schwefelnukleophilen 

zum Aufbau neuer, chiraler C-S-Bindungen untersucht (Abbildung 54b). Im zweiten Teil 

wurde die Substratpromiskuität der Squalen-Hope-Zyklase (AacSHC) aus Alicyclobacillus 

acidocaldarius studiert. In voran gegangen Arbeiten von Hammer et al. wurde bereits 

gezeigt, dass die katalytisch aktive Asparaginsäure als Brønsted-Säure die Carbonylgruppe 

des Substrats Citronellal 12 protonieren und somit die Prins Reaktion katalysieren kann.118 

Durch eine fokussierte AacSHC-Mutantenbibliothek der aktiven Tasche konnte zudem die 

Aktivität und Selektivität für die verschieden Zyklisierungsprodukte beeinflusst werden. 

Ausgehend vom Citronellal 12 wurde die Aktivität gegenüber verschiedenen Substraten der 

Prins Reaktion zum Aufbau von Fünf-, Sechs- und Siebenring-Produkten getestet 

(Abbildung 54c). 

 
a 

 
b 

 
c 

 
Abbildung 54: Studien zur katalytischen Promiskuität mit PH999 und tHisF und zur Substratpromiskuität mit 
der AacSHC (a) Die natürliche Hydrolyse Reaktion der PH999 im Vergleich zur nicht-natürlichen Aldol Reaktion. 
(b) Die Diels-Alder Reaktion der artifiziellen tHisF HHD-Mutante mit einer spezifischen Metallbindestelle und 
die Verwendung als Katalysator in der Michael Reaktion (c) Die Prins Reaktion katalysiert durch die AacSHC soll 
durch Variation von R und R‘ und n zur Variation der Ringgröße auf ihre Substratpromiskuität untersucht 
werden. 
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5.1 Untersuchungen zur katalytischen Promiskuität von 

Zink(II)-bindenden Enzymen als chirale Lewis-Säuren 

5.1.1 Expression, Reinigung und Bestimmung der Aktivität der PH999 

Die Expression und Reinigung, sowie die Bestimmung der spezifischen Aktivität der PH999 

aus Pyrococcus horikoshii erfolgte wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben. Das Gen kloniert in einen 

pET-21a(+)-Vektor wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. S.-H. Kim der 

Universität von Kalifornien zur Verfügung gestellt.69 Die Expression in LB-Medium mit 

0,5 mM IPTG bei einer Temperatur von 30°C und einer Expressionszeit von 5 h, sowie die 

anschließende Reinigung des Enzyms mittels Hitzefällung von E. coli Proteinen und 

Anionenaustauschchromatographie mit einem Äkta System lieferte den PH999 Wildtyp mit 

einer Reinheit >90 % in ausreichender Menge mit einer Konzentration von 1 mg/mL.  Das 

beschriebene Protokoll konnte ebenfalls für alle in dieser Arbeit durch ortsgerichtete 

Mutagenese erstellte Mutanten mit Reinheiten von >90 % angewendet werden. 

 

Die spezifische Aktivität für den PH999 Wildtyp betrug bei einer Reaktionstemperatur von 

30°C 0,18 ± 0,01 µmol/min mg Enzym und konnte bei Erhöhung der Reaktionstemperatur 

auf 60°C um das Vierfache auf 0,73 ± 0,03 µmol/min mg Enzym gesteigert werden. In der 

Literatur werden für die PH999 spezifische Aktivitäten von 17,3 µmol/min mg Enzym bei 

30°C und 357 µmol/min mg Enzym bei 60°C beschrieben, was einer 100-fache bzw. 450-

fach größeren Aktivität entspricht. Die in der Literatur beschriebenen Aktivitäten wurden in 

50 mM Natriumphosphat Puffer pH 6,5 bestimmt, während die spezifischen Aktivitäten in 

dieser Arbeit in dem Reaktionspuffer der Biotransformationen 10 mM Bis-Tris Puffer pH 7,0 

bestimmt wurden. Zudem wurde in der Literatur als ein zusätzlicher Reinigungsschritt der 

PH999 eine Größenaustauschchromatographie durchgeführt.69 Die Aktivität einer weiteren 

Pyrazinamidase, mit den zu dieser Arbeit vergleichbaren Reinigungsschritten,  aus 

Mycobacterium smegmatis ist bei 37°C mit 3,53 µmol/min mg Enzym beschrieben.153 Die 

Aktivität ist zudem stark abhängig vom pH Wert, für Mycobacterium tubercolosis ist 

beschrieben, dass die Pyrazinamidase für die Hydrolyse von Pyrazinamid 3 zu Pyrazinsäure 

4 einen sauren pH Wert benötig und bei neutralem pH Wert seine Aktivität verliert.66,154,155 

Zudem wurde im Vergleich zur Literatur die Fünffache Menge an Pyrazinamid 3 eingesetzt, 

was eine zusätzliche Substratinhibierung zur Folge haben könnte. 
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5.1.2 Untersuchungen zur katalytischen Promiskuität der PH999 

Die natürliche Reaktion der PH999 ist die Hydrolyse von Pyrazinamid 3 zu Pyrazinsäure 4 

unter Abspaltung von Ammoniak. Hierfür wird das Pyrazinamid 3 durch Bildung einer 

Thioesterbindung mit dem Cystein-Aminosäurerest in der aktiven Tasche aktiviert und der 

Carbonylkohlenstoff durch Wasser angegriffen. Das Zink(II) fungiert in der natürlichen 

Reaktion als Lewis-Säure, aktiviert das Wasser und stellt damit das benötigte Hydroxydion 

zur Verfügung.69 In dieser Arbeit sollte untersucht werden in wie weit, das Zink(II) der 

PH999 als Lewis-Säure für die Aktivierung von Carbonylen verwendet und die Aldol 

Reaktion katalysiert werden kann. Aldol Reaktionen werden in der Natur von Aldolasen 

katalysiert, wobei zwei Typen mit unterschiedlichen Reaktionsmechanismen, ähnlich den 

Mechanismen der konventionellen Organo- und Übergangsmetallkatalysatoren, bekannt 

sind. Typ I Aldolasen besitzen im aktiven Zentrum eine Lysin-Aminosäure, welche anlog zu 

Organokatalysatoren, mit dem Aldol-Donor ein Enamin bilden und dadurch die Reaktion 

katalysieren kann.144 Auf der anderen Seite koordinieren Typ II Aldolasen als 

Metalloenzyme meistens Zink über eine Aminosäuretriade, welche als Lewis-Säure agiert 

und die Aldol Reaktion durch Bildung eines Zink(II)-Enolat mit dem Akzeptor im 

Übergangszustand katalysieren. Die meisten Aldolasen akzeptieren ein bereites 

Akzeptorspektrum, sind jedoch beim Donorspektrum extrem auf hauptsächlich 

Dihydroxyacetonphosphat, Pyruvat oder Glycin beschränkt, was ihren Einsatz als 

universelle Katalysatoren für Aldol Reaktionen erschwert.2,156  

 

Nach ausreichender Expression, erfolgreicher Reinigung und Aktivität gegenüber der 

natürlichen Reaktion soll PH999 in dieser Arbeit als universales Katalysatorsystem mit 

einem breiten Spektrum an Donorsubstraten für die Aldol Reaktion etabliert und ihr 

promiskuitiver Katalysemechanismus untersucht werden. Als Modellreaktion wurde 2-

Pyridincarboxaldehyd 14 als Akzeptor und Aceton 15 als Donor gewählt. 2-

Pyridincarboxaldehyd 14 hat eine dem Pyrazinamid 3 analoge Struktur und kann mit dem 

Carbonylsauerstoff und dem Stickstoff des Pyridinrings über einen Fünfring-Chelat-

Übergangszustand an das Zink koordinieren. Aceton 15 kann durch die Robustheit der 

thermophilen PH999 als Co-Solvenz in einer Konzentration von bis zu 50 % des 

Reaktionsvolumens verwendet werden. Um eine höchst mögliche Enolkonzentration zu 

ermöglichen, kann durch diese hohe Acetonkonzentration das schlechte Keto-Enol-

Gleichgewicht des Acetons 15 auf der Seite des Ketons teilweise ausgeglichen werden. In 
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der Pyrazinamidase PH999 sind in der aktiven Tasche durch die vorhandenen 

Aminosäurereste, eine His/His/Asp-Triade mit koordiniertem Zink, sowie einem Lysin und 

einer Asparaginsäure, beide Reaktionsmechanismen analog den Typ I und Typ II Aldolasen 

möglich. Für die Studie des möglichen promiskuitiven Reaktionsmechanismus wurden zwei 

Substitutionsmutanten und eine Negativkontrollmutante erstellt. Jede Mutante mit dem Ziel 

einen der beiden Mechanismen auszuschalten, bzw. beide Katalysezentren zu entfernen. Die 

Negativkontrollreaktion der beiden Substrate in Pufferlösung zeigte bei einer Reaktionszeit 

von 24h eine Aktivität von 5,35 ± 0,94 % Gesamtprodukt (bestehend aus Additionsprodukt 

16 und Kondensationsprodukt 17). Durch Zugabe von 100 µM ZnSO4 oder 100 µM Lysin  

konnte die Aktivität in den Kontrollreaktionen auf 7,75 ± 1,17 % und 8,46 ± 1,34 % 

gesteigert werden. Im Vergleich zeigte der PH999 Wildtyp eine doppelt so hohe Aktivität 

von 19,00 ± 0,62 %. Mit den Substitutionsmutanten wurde erwartet, dass abhängig vom 

tatsächlichen stattfindenden Katalysemechanismus eine Mutante eine erhöhte und eine 

Mutante eine verringerte Aktivität aufweisen. Für die Negativkontrollmutante ohne 

Katalysezentrum sollte keine Aktivität detektiert werden. Die experimentellen Ergebnisse 

zeigten jedoch für alle Mutanten innerhalb der Fehlertoleranzen zum Wildtyp vergleichbare 

Aktivitäten. Aus den Ergebnissen stellt sich die Frage, ob die Katalyse am aktiven Zentrum 

der PH999 möglich ist oder ob nicht vielmehr ein alternatives Katalysezentrum zum 

Beispiel an der Proteinoberfläche der PH999 für die Aktivität verantwortlich ist. 

 

Eine Dockingstudie mit dem Substrat und dem Additionsprodukt 16 in der aktiven Tasche 

der PH999 soll zeigen, ob die aktive Koordination von Substrat und Übergangszustand 

möglich ist. Für die Dockingstudie steht die Kristallstruktur der PH999 mit dem an der 

Triade koordinierten Zink(II), ohne Ligand zur Verfügung. Für die Modellierung des 

natürlichen Substrats Pyrazinamid 3 in die aktive Tasche wurde die Nicotinamidase PncA 

aus Actinetobacter baumanii, kristallisiert mit dem Substrat Nicotinamid 47, zur Hilfe 

genommen. Die beiden Enzyme PH999 und PncA besitzen eine 44 %-ige Sequenzidentität 

und zeigen im Strukturvergleich eine sehr gute Übereinstimmung von der Struktur und den 

Aminosäuren der aktiven Tasche. Zudem haben beide natürlichen Substrate Pyrazinamid 3 

und Nicotinamid 47, sowie die beiden Produkte Nicotinsäure 48 und Pyrazinsäure 4 eine 

sehr große Strukturähnlichkeit (Abbildung 55). 69,157 
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Abbildung 55: Vergleich von PH999 (PDB-Code: 1IM5) und PncA (PDB-Code: 2WTA). Die PncA katalysiert in der 
natürlichen Reaktionen die Hydrolyse von Nicotinamid 47 zu Nicotinsäure 48, die PH999 die Hydrolyse von 
Pyrazinamid 3 zur Pyrazinsäure 4. Der Strukturvergleich von P999 (grau) und PncA (rosa), mit der Zink(II)-
Bindestelle (graue und rosa Sticks) und Zink(II) (orange Sphäre) und den Aminosäuren der aktiven Seite (graue 
und rosa Sticks), sowie den Produkten Pyrazinsäure 4 (grün) und Nicotinsäure 48 (cyan), zeigt bei einer 
Sequenzidentität von 44 % eine sehr gute Übereinstimmung. 69,157 

 

Für die weitere Modellierung wurde aufgrund der Ähnlichkeit der Enzyme und Substrate 

angenommen, dass das Produkt der PH999, Pyrazinsäure 4 in gleicher Weise in der aktiven 

Tasche liegt wie die Nicotinsäure 48 in PncA. In den beiden beschriebenen 

Reaktionsmechanismen koordiniert das Substrat durch den Stickstoff in meta-Position an 

das Zink(II). Ausgehend vom natürlichen Substrat des PH999, Pyrazinamid 3, erfolgte die 

Modellierung des 2-Pyridincaboxaldehyd 14 als Substrat und des Additionsprodukt 16 der 

Aldol Reaktion mit Aceton 15 in der aktiven Tasche der PH999. Das 2-Pyridincaboxaldehyd 

14 wurde in der katalytisch aktiven Koordination mit dem Fünfring-Chelat 

Übergangszustand des Carbonylkohlenstoffs und des Stickstoffs des Pyridinrings an das 

Zink(II) koordiniert. Die Betrachtung der Modelle zeigt, dass das Substrat aktiv in der 

aktiven Tasche koordiniert werden kann und es wie erwartet nicht zu sterischen 

Hinderungen kommt. Beim Additionsprodukt 16 zeigt sich jedoch, dass es zu sterischen 

Hinderungen des Produkts mit dem Enzym kommt. Die aktive Tasche ist somit nicht 
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ausreichend groß für die Koordination des aktiven Übergangszustands der Aldol Reaktion 

von  2-Pyridincarboxaldehyd 14 mit Aceton 15 (Abbildung 56). 

 

a b 

 
 

Abbildung 56: Modellierung (a)des Substrats 2-Pyridincarboxaldehyd 14 und (b) des Additionsprodukts 16 der 
Aldol Reaktion mit Aceton 15 in der aktive Tasche der PH999. Gezeigt sind nur die Aminosäuren der aktiven 
Tasche mit Metallbindestelle und koordiniertem Zink(II) (orange Sphäre), sowie der katalytischen Triade 
bestehend aus Asp/Lys/Cys. Bei der Koordination des Produkts kommt es zu sterischen Hinderungen des 
Produkts mit den Aminosäuren der katalytisch aktiven Triade. Die aktive Tasche ist zu klein und somit kann 
keine Reaktion stattfinden. 

 

Die Dockingstudie ist damit eine weitere Bestätigung, dass die Katalyse der Aldol Reaktion 

in der aktiven Tasche aufgrund der Größe der aktiven Tasche nicht möglich ist. Daraus 

folgend muss ein alternatives Katalysezentrum, wie zum Beispiel die Proteinoberfläche der 

PH999, für die Aktivität verantwortlich sein. Die Oberfläche des Enzyms besitzt ebenfalls die 

für die Katalyse benötigten Aminosäurereste. So finden sich zum einen Lysin-Aminosäuren 

mit einer benachbarten Asparagin- oder Glutaminsäure für die Katalyse nach dem 

Mechanismus der Typ I Aldolasen über eine Enamin-Zwischenstufe am Lysin. Zum anderen 

können Metallionen aus der Enzymlösung, im besonderen Zink(II) über die zahlreichen 

Asparagin- oder Glutaminsäure an die Proteinoberfläche koordinieren und die Reaktion im 

Sinne der Typ II Aldolasen als Lewis-Säure über eine Zink(II)-Enolatzwischenstufe 

katalysieren. Dass die Zink(II)bindestelle ohne Histidin, d.h. nur bestehend aus den 

Carbonsäure-Seitenketten der Asparagin- und Glutaminsäuren, möglich sind, zeigen die 

Beispiele der Leucin-Aminopeptidasen. So sind zum Beispiel in der Rinder Leucin-

Aminopeptidase zwei Zink(II)ionen in der aktiven Tasche über eine Glu/Glu/Asp und eine 

Asp/Asp/Lys Triade an das Protein koordiniert.158 Experimentell wurde der Zink(II)-Enolat 

Mechanismus durch gegen EDTA dialysierte Enzymlösung, zur Entfernung zweiwertiger 

Metallionen ausgeschlossen und gezeigt, dass es zu keiner Verringerung der Aktivität 

kommt und somit die Reaktion an den Lysinen der Enzymoberfläche analog den Typ I 
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Aldolasen über die Enamin-Zwischenstufe katalysiert werden muss. Der Vergleich mit 

freiem Lysin als Kontrollreaktion hat zudem gezeigt, dass das Proteingerüst mit Lysin und 

den benachbarten Asparagin- und Glutaminsäuren, welche in ihrer Funktion als Base den 

Akzeptor  koordinieren und in die räumliche Nähe zum Donor bringen, nötig ist. Erst so ist 

der effektive nukleophile Angriff und damit die Bildung des Produkts möglich. 

 

Zwar kann mit der PH999 eine Aktivitätssteigerung in der Aldol Reaktion erreicht werden, 

diese ist jedoch nicht wie erwartet auf die katalytische Promiskuität der aktiven Tasche 

zurückzuführen, sondern viel mehr auf eine Katalyse an der Enzymoberfläche. 

Dockingstudien haben gezeigt, dass die aktive Tasche zu klein ist, um das Wasser der 

natürlichen Reaktion durch ein größeres Nukleophil zu ersetzen. 

 

5.1.3 Untersuchung zur katalytischen Promiskuität der tHisF 

Die Verwendung des natürlichen Zink(II)-abhängigen Enzyms PH999 für die promiskuitive 

Aldol Reaktion von 2-Pyridincarboxaldehyd 14 mit Aceton 15 war aus Platzgründen in der 

aktiven Tasche nicht möglich. Das zweite hier untersuchte System, die artifiziellen Metall-

koordinierenden tHisF, hat im Vergleich zur PH999 durch die offene TIM-Barrel Struktur 

eine erhöhte Zugänglichkeit des aktiven Zentrums. Die beiden tHisF Varianten, HHD mit 

einer Metallbindestelle in Form der His/His/Asp-Triade analog der PH999 und die 

entsprechenden Negativkontrollmutante ohne Metallbindestelle wurden basierend auf den 

Arbeiten von Reetz et al.42 während meiner Diplomarbeit145 am Institut hergestellt und die 

beschriebene Diels-Alder Aktivität in Zusammenarbeit mit Dennis Wetzl in seiner 

Dissertation146 bestätigt. In dem tHisF-System koordiniert Kupfer(II) an die His/His/Asp-

Triade und kann mit Hilfe des Fünfring-Chelat Übergangszustand das Substrat Azachalcon 5 

aktivieren und die Diels-Alder Reaktion mit Cyclopentadien 6 katalysieren. In 

weiterführenden Arbeiten von Dennis Wetzl  wurde die Michael Reaktion des Azachalcons 

5, mit verschiedenen Nukleophilen getestet und konnte eine initiale Aktivität mit 

Mercaptoethanol 18 detektieren werden. Aufgrund der hohen Thiophilie des Kupfers 

kommt es bei Anwesenheit von Kupfer in der Reaktionslösung immer zu geringeren 

Umsätzen. Vermutlich wird das Mercaptoethanol 18 am Kupfer gebunden und damit der 

nukleophile Angriff inhibiert.146 Um diesen Trend zu umgehen, wurde bereits während 

meiner Diplomarbeit untersucht, ob das an die tHisF HHD-Mutante koordinierte Kupfer(II) 

gegen die zweiwertige Metalle Mangan(II), Eisen(II) und Zink(II), welche ebenfalls als 
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Lewis-Säure agieren, ausgetauscht werden konnten. Mit Zink(II), welches nach Kupfer(II) in 

Wasser die zweitstärkste Lewis-Säure ist, konnte die Aktivität der Michael Reaktion von 

Azachalcon 5 mit Mercaptoethanol 18 im Vergleich zu Kupfer(II) und den 

Kontrollreaktionen innerhalb einer Stunde um das Dreifache gesteigert werden. Damit war 

die HHD-Mutante mit koordiniertem Zink(II) Startpunkt für weitere Untersuchungen des 

artifiziellen Zink(II)-bindenden tHisF-Systems in dieser Arbeit.145 Nach der Bestätigung der 

Aktivität mit den Zink(II) koordinierenden tHisF Varianten, bei welcher auffällig ist, dass mit 

der HHD- und NC-Variante eine in den Fehlertoleranzen liegende gleiche Aktivität erreicht 

wird, wurde die Reaktion hinsichtlich ihrer Selektivität untersucht. Erwartet wurde, dass die 

HHD analog den Ergebnissen zur Diels-Alder Reaktion von Azachalcon 5 mit Cyclopentadien 

6, im Vergleich zu den Negativkontrollen in Pufferlösung, mit freiem Zink(II) und mit der 

NC-Mutante, eine deutliche Selektivität aufweist. Bei einer selektiven Zink(II) Koordination 

an die Triade und Bindung des Azachalcons 5 an das Zink(II) könnte der nukleophile Angriff 

nur von einer Seite erfolgen, da die Metallbindestelle im Inneren des TIM-Barrels der tHisF 

liegt. Die experimentellen Ergebnisse entsprachen nicht den Erwartungen, sondern zeigten 

sowohl für die HHD- als auch für die NC-Mutante eine racemische Produktbildung, sowie für 

die Negativkontrollreaktionen in Pufferlösung und mit freiem Zink(II) unerwartet hohe und 

unerklärliche ee-Werte.  

 

Zuerst galt es zu klären, warum in der Michael Reaktion mit den tHisF-Mutanten keine 

Selektivität beobachtet werden konnte, wofür getestet wurde, wie spezifisch die 

Koordination von Zink(II) an die His/His/Asp-Triade ist. Mit Hilfe des colometrischen Assay 

mit 4-(2-Pyridylazo)resorcinol 20 (PAR), welches Zink(II) mit einer Bindungsaffinität von 

KD = 250 nM koordiniert wurde die Zink(II)koordination der HHD- und NC-Mutante 

bestimmt. Die vergleichbaren Ergebnisse der beiden Mutanten haben gezeigt, dass es nicht 

zu einer spezifischen Koordination in der HHD-Mutante kommt. Viel mehr wird das Zink(II) 

in der HHD- und NC-Mutante unspezifische an der Oberfläche mit einem KD-Wert von ≥ 

1000 nM (≙ 10-6 M) koodiniert.148 Eine teilweise Oberflächenkoordination des Kupfer(II) an 

der tHisF wurde bereits von Reetz et al. durch Elektronenspinresonanzspektroskopie 

gezeigt. Wie hoch der Anteil einer unspezifische Bindung ist, wurde aber nicht betimmt.42 

Dennis Wetzl zeigte zudem durch Röntgenfluoreszenzmessungen, mit welchen er die 

absolute Kupfer(II)konzentration in den Enzymlösungen bestimmte, dass bei 

Raumtemperatur mehr Kupfer(II) an der Oberfläche bindet als an der spezifischen 

His/His/Asp-Triade.146  Die Bestimmung einer Größenordnung für die Bindungsaffinität des 
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Zink(II) zeigt, dass auch mit Zink keine oder nur eine geringe spezifische Koordination an 

die Metallbindestelle möglich ist und die Einführung einer intakten artifiziellen 

Metallbindestelle gewisse Schwierigkeiten mit sich bringt. Die Triade befindet sich zwar auf 

zwei benachbarten β-Faltblättern, welche in Bezug auf die Proteinkonformation stabil sind. 

Die Aminosäureseitenketten können jedoch in wässriger Lösung durch Rotation 

verschiedene Konformationen einnehmen, mit der Folge, dass sich die Bindungswinkel für 

das Metallion negativ verändern und damit keine spezifische Koordination mehr möglich ist 

(Abbildung 57). 

 

a b 

a   

Abbildung 57: (a) His50/His52/Asp11-Triade als artifizielle Metallbindestelle. (b) Zwei beispielhafte 
verschiedene Konformationen der Histidin Aminosäureseitenkette an Position 52, mit welcher aufgrund der 
Orientierung keine Metallbindung möglich wäre. 

 

Viel mehr kommt es wahrscheinlich durch die an der Proteinoberfläche vorhandenen 

Asparagin- und Glutaminsäure Aminosäureseitenketten zu einer unspezifischen 

Koordination des Zinks. Diese hat zur Folge, dass die Aktivität der Reaktion, sowohl in der 

tHisF-Mutante HHD mit spezifischer Metallbindestelle, als auch in der NC-Mutante ohne 

Metallbindestelle deutlich ansteigt. 

 

Im zweiten Schritt wurden die hohen Selektivitäten von ∼30 % in Pufferlösung und mit 

freiem Zink(II) detailliert untersucht. Das Prinzip der enantioselektiven Katalyse besagt, 

dass die Chiralität der Produkte auf dem Einsatz von chiralen Katalysatoren beruht und 
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durch die Stabilität des Übergangszustands mit dem Katalysator bestimmt wird. 

Grundsätzlich sind mit einem chiralen Katalysator zwei Übergangszustände von Katalysator 

und Substrat möglich. Dabei ist unter Einsatz eines chiralen Katalysators ein 

Übergangszustand energetisch niedriger (matched pair) als der andere, bei welchem es zu 

sterischen Hinderungen kommt (mismatched pair). Aus den resultierenden, unterschiedlich 

stabilen Übergangszuständen folgen verschiedene Produktbildungsgeschwindigkeiten für 

die verschiedenen Enantiomeren und das Enantiomer mit dem stabilsten Übergangszustand 

wird bevorzugt gebildet. Wird eine Reaktion mit eine achiralen Katalysator durchgeführt, 

das heißt es kommt kein chiraler Ligand zum Einsatz, ist jeder Übergangszustand 

energetisch gleich und es folgt eine racemische Produktverteilung. In den Negativkontrollen 

der Michael Reaktion ist dies der Fall, es befindet sich kein chiraler Ligand, welcher für die 

Chiralität der Reaktion verantwortlich ist, in dem Reaktionsgemisch. Eine mögliche 

Erklärung ist, dass die Chiralität der Reaktion vom Azachalcon 5 in Form einer Prochiralität 

des Substrats ausgeht.  

 

Die detaillierte Betrachtung der gut charakterisierten und verwandten Chalcon-Struktur 53 

zeigt, dass von den beiden möglichen Konformeren cis und trans, immer das trans 

Konformer vorliegt, da es im cis Konformer zu sterischen Hinderung zwischen dem 

Benzolring und der Carbonylgruppe kommt. Vom trans Konformer wiederum gibt es zwei 

Konformere, das trans-(s-cis) und das trans-(s-trans). Aus der Potentialkurve der 

berechneten Gleichgewichtsstruktur kann man erkennen, dass das trans-(s-cis)-Chalcon 53 

wie angenommen planar ist. Beim trans-(s-trans), kommt es durch die sterische Hinderung 

zwischen den Wasserstoffatomen zu einem Torsionswinkel zwischen O8-C7-C9-C10, 

welcher 5° und -152°C beträgt und ein nicht-planares Molekül zur Folge hat, welches damit 

prochiral ist und den nukleophilen Angriff von einer Seite begünstigt (Abbildung 58).159  

 

https://de.wikipedia.org/wiki/%C3%9Cbergangszustand
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Abbildung 58: Die beiden mögliche Konformere des Chalcons 53 trans-(s-cis) und trans-(s-trans), sowie die 
Energiepotentialkurve für den O8-C7-C9-C10 Torsionswinkel in trans-Chalcon 53.159 

 

Aus der von Gong et al. errechneten Energiepotentialkurve kann festgestellt werden, dass 

die Energiedifferenz der beiden Konformere 2,0 kcal/mol beträgt und durch eine Barriere in 

Höhe von 6,6 kcal/mol getrennt ist. Dadurch ist ein Übergang der beiden Konformere 

ineinander leicht möglich.159 Der leichte Übergang der beide Konformere in Lösung wurde 

durch IR Studien bestätigt, diese zeigen dass sich die C=O Bande des Chalcons 53 bei ca. 

1650 cm-1 in zwei Banden bei 1670 cm-1 für das s-cis und 1648 cm-1 für das s-trans 

aufspaltet. Die Intensitäten der beiden Banden sind abhängig von der Polarität des 

Lösungsmittels, da die beiden Konformere unterschiedliche Dipolmomente von 3,25 Debye 

für s-cis und 3,80 Debye für s-trans besitzen. Das Gleichgewicht verschiebt sich dadurch mit 

zunehmender Polarität des Lösungsmittels auf die Seite des s-trans Konformeres.160,161 

Studien für das Azachalcon 5 zeigen vergleichbare Ergebnisse, das planare trans-(s-cis) 

befindet sich mit einem Torsionswinkel von 0° in einem Energieminimum. Das trans-(s-

trans) Konformer mit einem Torsionswinkel von 150° ist 1,88 kJ/mol weniger stabil, so dass 

auch beim Azachalcon 5 das s-trans Konformer als prochirales Molekül vorliegt.162  
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In dieser Arbeit durchgeführte IR-Studien für das Azachalcon 5 bestätigten sowohl die 

Anwesenheit des planare trans-(s-cis) als auch des prochirale trans-(s-trans). Somit ist mit 

großer Wahrscheinlichkeit das Gleichgewicht aus beiden Konformeren für die hohen 

Selektivitäten der Michael Reaktion in Wasser ohne Anwesenheit eines Katalysators 

verantwortlich. Diese Aussage wurde durch experimentelle Ergebnisse weiter gestützt 

indem die Umsetzungen bei insgesamt fünf verschiedenen Temperaturen (4°, 12°, 25°, 40° 

und 60°C) durchgeführt wurden. Mit Absenken der Temperatur sollte der Übergang der 

beiden Isomere ineinander durch die mangelnde Energie erschwert und somit eine 

Erhöhung der Selektivität beobachtet werden. Im Gegenzug sollte bei Erhöhung der 

Temperatur und dem damit verbundenen Einbringen von Energie, der Übergang der 

Konformere erleichtert werden und die Selektivität sinken. Die Ergebnisse bestätigten diese 

Annahme indem ein deutlicher Selektivitätsverlust bei Erhöhung der Temperatur zu 

beobachten war. Zusätzlich wurden die Reaktionen in Bis-Tris-HCl Puffer pH 7,0 

entsprechend der Negativkontrolle der Biotransformationen durchgeführt, um den Einfluss 

des Puffersalzes auf die Selektivität der Reaktion zu untersuchen. Hierbei zeigte sich, bei 

unterschiedlichen Temperaturen dasselbe Bild wie bereits in Wasser, jedoch waren die 

Selektivitäten allgemein geringer. Ein Grund könnte sein, dass bei Zugabe von Puffer das 

Wasserstoffbrücken-Netzwerk durch die Puffermoleküle gestört wird. Die Folge ist eine 

Destabilisierung des s-trans Konformers und daraus folgend geringere Selektivität im 

Vergleich zu Wasser als Reaktionsmedium.  

 

5.1.4 Erweiterung des Spektrums von Schwefelnukleophilen in der 

Michael Addition 

In einem weiteren Schritt sollte nach der initialen positiven Aktivitätssteigerung der tHisF in 

der Michael Reaktion von Azachalcon 5 mit Mercaptoethanol 18 das Substratspektrum der 

Thiole in Form von aromatischen und aliphatischen Thiolen zum Aufbau verschiedenster 

schwefelhaltiger Substanzen erweitert werden. Insgesamt wurden vier aromatische Thiole, 

4-Methoxythiophenol 22a, 4-Methylthiophenol 22b, Benzylmercaptan 22c und 4-

Nitrothiophenol 22d, sowie 1-Propanthiol 24 als aliphatisches Thiol ausgewählt. 

 

Alle aromatischen Thionukleophile zeigten in Pufferlösung und bei Zugabe von Zink(II) 

bereits nach einer 1 h Reaktionszeit hohe Hintergrundreaktionen von 53 – 60 %. Eine 

mögliche Erklärung für diese hohen Aktivitäten ist das Prinzip der Katalysator-freien 



DISKUSSION UND AUSBLICK 

130 

Michael Reaktion in Wasser, welches von Khatik et al. beschrieben wurde. Es wurde gezeigt, 

dass Wasser einen begünstigenden Einfluss auf die Michael Reaktion von verschiedenen α,β-

ungesättigten Carbonylsubstraten mit aromatischen und aliphatischen Thiolen hat. Durch 

Wasserstoffbrückenbindung mit dem Wasser wird der elektrophile Charakter am β-

Kohlenstoff des α,β-ungesättigten Carbonylsubstrats gesteigert und gleichzeitig durch eine 

weitere Wasserstoffbrückenbindung zwischen Thiol und Wasser die Nukleophilie des Thiols 

erhöht. Anschließend kann durch die doppelte Aktivierung über 

Wasserstoffbrückenbindungen im Übergangszustand der nukleophile Angriff und 

intramolekulare Protonentranfer zum konjugierten Produkt erfolgen (Abbildung 59).163  

 

 

Abbildung 59: Vorgeschlagener Mechanismus zur dualen Aktivierung durch Wasser während der Thiol-Michael 
Reaktion.163 

 

Die relative Wasserstoffbrücken-Bildungskapazität der unterschiedlichen Thiole hat zur 

Folge, dass aromatischen Thiole aktiver sind als aliphatische, welche eine geringere 

Sulfhydryl-Wasserstoff Acidität und deshalb eine schlechtere Wasserstoffbrücken-

Bildungskapazität besitzen. Dies zeigt auch das Ergebnis mit dem getesteten aliphatischen 

Thiol, 1-Propanthiol 24, welches in Pufferlösung eine geringe Aktivität von 13 % zeigte. 

Freies Zink(II) als Katalysator konnte die Aktivität der Michael Reaktion mit aromatischen 

Thiolen bereits zu einem fast vollständigen Umsatz mit bis zu 90 % und beim aliphatischen 

auf 70 % steigern. Der zusätzliche Einsatz der Zink(II) koordinierenden tHisF HHD-Mutante 

führt hingegen nicht zu einer weiteren Aktivitätssteigerung und zeigte innerhalb der 

Fehlertoleranzen vergleichbare Aktivitäten wie mit freiem Zink(II). Durch den Einsatz der 

tHisF, welche bei einer spezifischen Koordination als chiraler Ligand für das Zink(II) dienen 

könnte, wäre eine selektive Durchführung der Michael Reaktionen möglich. Die chirale 

Analyse zeigte jedoch für alle Thionukleophile, dass die Reaktion unter Bildung der 
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racemischen Produkte abläuft und bestätigt damit die bereits in Kapitel 5.1.3 diskutierte 

Hypothese, dass keine spezifische Zink(II)koordination an das Enzym stattfindet und somit 

auch keine Selektivität durch das Enzym als chiralen Liganden des Zink(II) induziert werden 

kann. 

 

5.2 Squalen-Hopen Zyklase als chirale Brønsted-Säure 

5.2.1 Prins Reaktion von Citronellal-Analoga durch Aktivierung der 

Carbonylfunktion 

Die SHC aus Alicyclobacillus acidocaldarius (AacSHC) hat, wie in verschiedenen Studien 

gezeigt wurde, eine große Akzeptanz gegenüber nicht-natürlichen Substraten, so können die 

Polyzyklisierungen von verschiedenen terminal funktionalisierten Polyenen katalysiert 

werden.103,115,116 Bei Monozyklisierungen ist die Akzeptanz deutlich geringer, was auf die 

schlechte Fähigkeit der AacSHC die kurzkettigen Substrate in der reaktiven Konformation zu 

stabilisieren zurück zu führen ist. Durch die bereits vorgestellte fokussierte AacSHC-

Mutantenbibliothek konnten Varianten mit einer deutlich gesteigerten Aktivität für die 

Monozyklisierung von Geraniol und Epoxygeraniol identifiziert werden. Mit der Mutante 

G600F und F365C war es zum ersten Mal möglich Geraniol und mit der Mutante Y420W 

Epoxygeraniol zu zyklisieren. Zudem war es möglich durch die katalytisch aktive 

Asparaginsäure auch die Carbonylgruppe von Citronellal 12 zu protonieren und somit die 

Prins Reaktion zu Isopulegol 13, einer Vorstufe des industriell wichtigen Menthol, zu 

katalysieren. Bemerkenswert ist dabei die hohe Stereoselektivität, die Zyklisierung von (S)-

Citronellal 12 mit der I261A Mutante, welche selektiv zum (-)-neoiso-Isopulegol 13 verläuft. 

Die AacSHC Mutante ist in der Lage selektiv einen bestimmten sesselförmigen 

Übergangszustand des Citronellals 12 zu stabilisieren und die selektive Umsetzung zu 

einem Produkt zu ermöglichen.117,118 Ausgehend von diesem Startpunkt, wurde das 

Substratspektrum der Prins Reaktion um das 3-Methylcitronellal 1 und das 7-Methyloctenal 

31 erweitert. Im Vergleich zu Citronellal 12 unterscheiden sich 3-Methylcitronellal 1 und 7-

Methyloctenal 31 in ihrer Struktur durch das Methylierungsmuster am C-3. In der 

chemischen Synthese hat die Substitution am C-3 bei der Zyklisierung zum Cyclohexanring 

eine entscheidende Auswirkung auf die Reaktivität der Zyklisierung. Je höher substituiert 

das tetraedrische C-3-Atom ist, desto kleiner ist der Winkel zwischen den beiden zu 
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zyklisierenden Resten und die Reaktion wird beschleunigt. Dieser chemische Effekt ist in 

der Literatur als Thorpe-Ingold Effekt beschrieben (Abbildung 60).150 

 

 

Abbildung 60: Struktur von 3-Methylcitronellal 1, Citronellal 12 und 7-Methyloctenal 31 mit unterschiedlichen 
Methylierungsmuster am C-3. Abhängig von der Substitution am tetraedrischen Kohlenstoffatom ändert sich 
der Winkel zwischen den zu zyklisierenden Resten. Je größer die Substituenten werden, desto kleiner wird der 
Winkel zwischen den an der Zyklisierung beteiligten Resten, was zu einer Steigerung der Reaktivität der höher 
substituierten Substrate führt.150 

 

Die Umsetzungen der beiden Substrate unter Einsatz der AacSHC und der AacSHC-

Mutantenbibliothek mit einer Rektionszeit von 40 h verliefen mit guten bis sehr guten 

Selektivitäten und es waren beachtliche Aktivitätssteigerungen zu beobachten. Sowohl für 

das 3-Methylcitronellal 1 als auch für das 7-Methyloctenal 31 konnten zum Citronellal 12 

(0,59 ± 0,03 %) vergleichbare Aktivitäten von 0,77 ± 0,13 % und 0,69 ± 0,07 % erreicht 

werden. Alle drei Substrate sind im Verhältnis zum natürlichen Substrat Squalen 8 sehr 

klein, wodurch die vorgefaltete reaktive Konformation in der aktiven Tasche des Wildtyps 

nur schlecht stabilisiert wird. Mit der AacSHC-Mutantenbibliothek steht ein diverses Set an 

verschiedenen Formen der aktiven Tasche zur Verfügung, welche auf Mutanten mit einer 

gesteigerten Aktivität gegenüber einem Substrat durchsucht werden können. Als beste 

Mutante für S-Citronellal 12 wurde die I261A Mutante identifiziert. Sie weist im Vergleich 

zum Wildtyp eine 10-fach höheren Aktivität auf und zeigt auch für 7-Methyloctenal 31 eine 

sehr gute, für 3-Methylcitrollal 1 nur eine mäßige Aktivitätsteigerung. Für 7-Methyloctenal 

31 wurde die Mutation I261A mit einer 29-fach gesteigerten Aktivität von 20,17 ± 1,28 % 

ebenfalls als beste Mutante identifiziert. Die Position 261 liegt 14 Å von der katalytisch 

aktiven Asparaginsäure entfernt, weshalb ihr Einfluss auf die Aktivität und Selektivität der 

Reaktion nicht einfach durch die direkte Strukturveränderung der aktiven Tasche und 

daraus folgend einer verbesserten Stabilisierung der reaktiven gefalteten Konformation 

erklärt werden kann. Hammer et al. führt als Gründe Strukturänderungen, wie zum Beispiel 
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die Umorientierung benachbarter Aminosäuren durch die Mutation I261A an. Das Isoleucin 

261 ist mit der Ausnahme von Tryptophan W169 nur von kleinen Aminosäuren mit relativ 

unflexiblen Seitenketten umgeben. Studien zu den verschieden Aminosäuren-

Seitenkettenkonformationen von W169 ausgelöst durch unterschiedliche Mutationen der 

Position 261 zeigt, dass durch die kleinen Aminosäuren Alanin und Glycin der für zuvor 

unzugängliche Rotamere der W169 benötigte Platz geschaffen wurde.117,118 Diese 

strukturellen Veränderungen mit Neuorientierung benachbarter Aminosäureseitenketten 

sind wahrscheinlich auch der Grund für die Aktivitätssteigerung der I261A Mutante in der 

Zyklisierung von 7-Methyloctenal 31. Die gesamte Struktur der aktiven Tasche verändert 

sich durch die Mutation, so dass die reaktive Konformation im Übergangszustand bei der 

Zyklisierung von 7-Methyloctenal 31 besser stabilisiert wird und es neben der 

Aktivitätsteigerung zudem zu einer Steigerung der Diastereoselektivität trans:cis von 59:41 

im Wildtyp auf 89:11 mit der I261A Mutante kommt. Bei 3-Methylcitronellal 1 kommt es mit 

der I261A nur zu einer mäßigen Aktivitätssteigerung um das sechsfache im Vergleich zum 

Wildtyp auf 5,09 ± 0,57 %. 3-Methylcitronellal 1 ist im Vergleich zu Citronellal 12 und 7-

Methyloctenal 31 durch die beiden Methylgruppen am C-3 größer und die indirekten 

strukturellen Veränderungen sind für gute Aktivitätssteigerung nicht ausreichend. 

Stattdessen konnte für das 3-Methylcitronellal 1 die Mutationen des Tyrosins an der Stelle 

420 gegen die kleineren hydrophoben Aminosäuren Glycin und Alanin eine 10-fache 

Steigerung der Aktivität auf 9,52 ± 0,65 % und 8,59 ± 0,59 % erreicht werden. Die Reaktion 

verlief zudem unter der kompletten Kontrolle der Selektivität zum trans-(1R,2S)-3-

Methylisopulegol 2. Die Position 420 befindet sich 9 Å von der katalytisch aktiven 

Asparaginsäure entfernt und hat damit durch die Größe der entsprechenden Aminosäuren-

Seitenketten direkten Einfluss auf die Struktur der aktiven Tasche und damit auf die 

Koordination des Substrates im Übergangszustand. 3-Methylcitronellal 1 besitzt am C-3 

sowohl eine axiale als auch eine äquatoriale Methylgruppe, welche im reaktiven 

Übergangszustand in der Y420A und Y420G Mutante keine sterische Hinderung im 

Vergleich zum Wildtyp vorfinden.  Die damit verbundene verbesserte Stabilisierung führt zu 

einer Erhöhung der Aktivität und Selektivität (Abbildung 61). Der positive Einfluss durch 

die Mutation an der Position Y420 hin zu sterisch weniger anspruchsvollen Aminosäuren 

wie Glycin oder Alanin wurde auch in der Reaktion von R-Citronellal 12 von Silke Bastian in 

ihrer Dissertation beobachtet. Im Wildtyp kommt es zu einer schlechtere Stabilisierung der 

reaktive Konformation des R-Citronellals 12 im Vergleich zum S-Citronellal 12 was sich auf 
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die Aktivitätsteigerung und Diastereoselektivität auswirkt und durch die Mutation an der 

Position Y420 teilweise ausgeglichen werden kann.164 

 

a b 

 

 

Abbildung 61: (a) Aktive Tasche der AacSHC Wildtyp mit einem Tyrosin an Position 420 (cyaner Stick), mit 
welchem es im Übergangszustand durch die beiden Methylgruppen des 3-Methylcitronellal 1 kommt es zu 
einer sterischen Hinderung mit der äquatorialen Methylgruppe kommt. (b) Mutante der AacSHC, in welcher 
das Tyrosin an Position 420 durch das sterisch weniger anspruchsvolle Glycin ersetzt und damit die sterische 
Hinderung der äquatorialen Methylgruppe im Übergangszustand beseitigt ist. 

 

Die ähnlichen Ergebnisse des Wildtyps, sowie die Identifikation von unterschiedlichen 

Mutanten für jedes Substrat zeigen, dass die Struktur der aktiven Tasche und die damit 

verbundene Stabilisierung des Übergangszustands den Hauptausschlag für die Aktivität und 

Selektivität der Reaktion sind. Chemische Effekte, wie der Ingold-Thorpe Effekt bei einer 

unterschiedlichen Anzahl an Methylgruppen am C-3 des Substrats, haben bei Anwesenheit 

der enzymatischen Brønsted-Säure AacSHC einen geringen bis gar keinen Einfluss auf die 

Aktivität der Zyklisierung. 

 

5.2.2 Erstellung von Doppelmutanten für die Prins Reaktion von 3-

Methylcitronellal (1) 

Ausgehend von der initialen Aktivitätssteigerung der Zyklisierung von 3-Methylcitronellal 1 

mit der Y420A und Y240G Mutante wurden mit alle Einzelmutanten, welche eine im 

Vergleich zum Wildtyp mindestens 3,5-fach erhöhten Aktivität aufweisen, durch 

systematische Kombination in Doppelmutanten vereint. Die Mutation des Tyrosins an 
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Position 420 in die kleinere Aminosäuren Glycin und Alanin haben vermutlich, wie bereits 

diskutiert, eine direkte Veränderung der Struktur der aktiven Tasche und Beseitigung von 

sterischen Hinderungen für die Methylgruppen an dem C-3 Atom zur Folge. Die anderen 

aktiveren Mutationen mit einer im Vergleich zum Wildtyp 3,5 – 10-fach gesteigerten 

Aktivität sind L36A, W169G, I261A und F601G. Für das Isoleucin 261 mutiert zum Alanin 

wurde bereits für die Umsetzung von 7-Methyloctenal 31 der Einfluss auf die Struktur und 

damit verbunden der Umorientierung benachbarter Aminosäuren beschrieben. Die drei 

weiteren Mutationen befinden sich bei detaillierter Betrachtung der Struktur in direkter 

Nähe zum Isoleucin 261 und haben durch ihre mit 14 Å relativ weite Entfernung von der 

katalytisch aktiven Asparaginsäure, vermutlich einen ähnlichen indirekten Einfluss wie 

I261A. (Abbildung 62).  

 

 

Abbildung 62: Struktur der aktiven Tasche der AacSHC mit den Mutationen der Mutantenbibliothek. Die 
Mutationen mit positivem Einfluss auf die Aktivität der Prins Reaktion von 3-Methylcitronellal 1 sind in cyan 
hervorgehoben.  

 

Die Kombination der Mutationen für die beiden Effekte mit direktem und indirektem 

Einfluss auf die Struktur der aktiven Tasche in Doppelmutanten zeigte, dass mit der 

I261A_Y420G eine 47-fache Steigerung der Aktivität auf 42,03 ± 4,36 % im Vergleich zum 

Wildtyp und eine 4-fache Steigerung im Vergleich zur Y420G Mutante ohne Verlust von 
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Selektivität möglich ist. Dass die Strategie der gezielten Kombination von identifizierten 

Einzelmutationen zu Mutanten im Vergleich zu den Einzelmutanten zu einer Aktivitäts- und 

Selektivitätssteigerung führt, konnte für R-Citronellal 12 auch von Silke Bastian gezeigt 

werden.164 Die Struktur der aktiven Tasche der AacSHC kann somit durch gezielte Mutation 

nahezu perfekt auf ein bestimmtes Substrat angepasst werden. In dieser wird das Substrat 

in seiner gefalteten reaktiven Konformation stabilisiert und die katalytisch aktive 

Asparaginsäure kann es in seiner Funktion als spezifische chirale Brønsted-Säure selektiv 

protonieren und die Zyklisierung katalysieren. 

 

5.2.3 Untersuchungen zum Einfluss der Ringgröße in der AacSHC 

katalysierten Monozyklisierung  

Neben Sechsringen, sind in natürlichen Ringsystemen, von zum Beispiel Terpenen und 

Steroiden, vor allem Fünf- und Siebenringe im Kohlenstoffgerüst zu finden und damit ist ihr 

Aufbau auch in der Naturstoffsynthese von Bedeutung.140,165 Die Prins Reaktion spielt dabei 

eine große Rolle und ist mit verschiedensten chemischen Katalysatoren weit verbreitet.166–

168 Die enzymatische Zyklisierung zu Sechsring-Produkten mit chiralen Zentren ist mit Hilfe 

der Squalen-Hopen Zyklasen für viele Beispiele mit verschiedenen terminal 

funktionalisierten Substraten gut bekannt.103,115,116 Im nächsten Schritt wurde die Prins 

Rektion im Hinblick auf die bei der Zyklisierung gebildete Ringgröße untersucht. Anhand 

von 3,3,6-Trimethylheptenal 38 und 8-Methylnonenal 44 als Modellsubstrate wurde der 

Aufbau von Fünfring- und Siebenring-Produkten mit der AacSHC und der AacSHC 

Mutantenbibliothek studiert. Die Zyklisierung der verschiedenen Substrate verläuft 

abhängig von der Ringgröße des resultierenden Produkts über unterschiedliche 

Konformationen des Übergangszustands. Energetisch am günstigsten ist der Aufbau eines 

Sechsrings über die bereits erwähnte Sesselkonformation, in welcher keine Ringspannung 

vorhanden ist und damit einer Spannungsenergie pro CH2-Gruppe von ~O kJ/mol 

entspricht. Im Vergleich sind Fünf- und Siebenring mit einer Spannungsenergie von 5,4 

kJ/mol und 3,8 kJ/mol pro CH2-Gruppe energetisch ungünstiger.169,170 Sie verlaufen im 

Übergangszustand über die Briefumschlagkonformation beim Fünfring und über die 

verdrillten Sesselkonformation beim Siebenring (Abbildung 63). 
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Abbildung 63: Konformation des Übergangszustandes bei der Bildung von Fünf-, Sechs- und Siebenringen.  

 

Für die Zyklisierung von 3,3,6-Trimethylheptenal 38 konnten mit dem AacSHC Wildtyp 

Spuren <0,5 % des trans-Produkts nachgewiesen werden und zwei beste Mutanten I261G 

und F601G mit einem Umsatz von jeweils 0,8 % identifiziert werden. Für das 8-

Methylnonenal 44 konnte weder mit dem AacSHC Wildtyp noch mit einer Mutante der 

AacSHC-Mutantenbibliothek eine Aktivität nachgewiesen werden. Die aktive Tasche der 

AacSHC ist offensichtlich für die Stabilisierung der Sesselkonformation optimiert und nicht 

oder nur bedingt zur Stabilisierung andere Konformationen geeignet. Die erstmals gezeigte 

geringe Aktivität der beiden Mutanten I261G und F601A gegenüber 3,3,6-Trimethylheptenal 

38 ist vermutlich, auf Grund ihrer Entfernung von der katalytisch aktiven Asparaginsäure 

wie bereits für Citronellal 12 und 7-Methyloctenal 31 in Kapitel 5.2.1 diskutiert, auf die 

Strukturänderungen und der damit verbunden Umorientierung benachbarter Aminosäuren 

zurückzuführen. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass es mit der AacSHC möglich ist nicht-

natürliche Konformation zu stabilisieren und die Zyklisierung zu katalysieren. Ausgehend 

von der initialen Aktivität des Wildtyp und der Einzelmutanten sollte es durch die gute 

Evolvierbarkeit der AacSHC möglich sein diese mit Hilfe von evolutiver Methoden zu 

optimierten und zu effektiven Biokatalysatoren für den Aufbau verschiedenster 

Ringsysteme zu entwickeln.  

 

5.3 Ausblick 

5.3.1 Zink-abhängigen Metalloenzymen als enzymatische Lewis-Säuren  

In dieser Arbeit wurde die Ausnutzung der katalytischen Promiskuität von Metalloenzymen 

anhand zweier Enzymsystem mit jeweils einer Modellreaktion untersucht. Dabei war das 

Ziel das am Enzym über eine His/His/Asp-Triade koordinierte Zink(II) als Lewis-Säure für 

die Aktivierung einer Carbonylfunktion zu verwenden und die Katalyse von wichtigen 

organischen Reaktionen zum Aufbau neuer Kohlenstoff-Kohlenstoff bzw. Kohlenstoff-

Heteroatom Bindungen mittels enzymatischer Lewis-Säure Katalysatoren zugänglich zu 
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machen. In den verschieden Studien traten bei der Umsetzung drei Hauptprobleme auf, 

welche im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden: 

 die Größe der aktiven Tasche,  

 die spezifische Koordination des Zink(II) an das Proteingerüst und 

 die Substratauswahl. 

 

Aus den Erkenntnissen lassen sich Schlüsse für die Vorrausetzungen einer zukünftigen 

erfolgreichen Entwicklung von Enzymen als chirale enzymatische Lewis-Säure 

Katalysatoren ableiten. Zum einen spielt die Auswahl des Proteingerüsts und die damit 

verbundene Größe der aktiven Tasche eine wichtige Rolle. Es muss gewährleistet sein, dass 

die entsprechenden Substrate und der Übergangszustand der Modellreaktion aktiv 

koordinieren und aktiviert werden können. Zudem ist die ausreichende Größe der aktiven 

Tasche im Hinblick auf den Einsatz eines größeren Substratspektrums essentiell. Bei der 

große Auswahl an natürlichen Zink(II)-abhängigen Enzymen ist die Voraussetzung einer 

großen, gut zugänglichen aktiven Tasche zum Beispiel bei Aminopeptidasen oder 

Carboxypeptidasen gegeben, welche in der natürlichen Reaktion die Hydrolyse von 

Peptidbindungen im Protein oder von dessen C-terminalen Ende aus katalysieren.58,171–173 

Dabei sind vor allem thermophile Enzyme von Interesse, da diese auch bei den, für viele 

organische Reaktionen benötigten, erhöhten Temperaturen stabil sind oder größere 

Mengen an organischen Lösungsmitteln, welche unabdingbar sind um die Edukte in Lösung 

zu bringen, tolerieren können.174 Wird ein artifizieller Ansatz verfolgt, um für eine bestimmt 

Reaktion eine enzymatische Aktivität zu generieren, ist die Wahl eines geeigneten 

Proteingerüsts von besonderer Bedeutung, um die erfolgreiche Einführung einer 

spezifischen artifiziellen Metallbindestelle zu ermöglichen. Die spezifische 

Metallkoordination ist wie auch Arbeiten von Baker et al. zeigen schwierig, da eine Rotation 

der koordinierenden Aminosäurereste in Lösung oft nicht auszuschließen, deren präzise 

Ausrichtung und explizit definiert Konformation dafür jedoch Voraussetzung ist.133 

 

5.3.2 Nutzung der Squalen-Hopen Zyklase AacSHC als chirale Brønsted-

Säure Katalysatoren 

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass die AacSHC und ihre Mutanten mit ihrer 

effizienten und effektiven Protonierungsmaschinerie in Form eines anti-orientierten 

Protons der katalytisch aktiven Asparaginsäure als Brønsted-Säure Katalysator verwendet 
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werden können. Die AacSHC kann terminale C-C Doppelbindungen und Carbonylgruppen 

verschiedenster Substrate protonieren und damit intramolekulare selektive 

(Poly)zyklisierungsreaktionen katalysieren.103,111,116,118 Die verschiedenen intra- und 

intermolekularen Reaktionen sind Ausgangspunkt für die Weiterentwicklung der AacSHCs 

als selektive Protonasen für weitere nicht-natürliche Reaktionen in der organischen 

Synthesechemie. Möglichkeiten zur Weiterentwicklung der AacSHC sind dabei die gerichtete 

Evolution ebenso wie das rationale Design. In verschieden Mutationsstudien wurde bereits 

gezeigt, dass die AacSHC eine gute Evolvierbarkeit und hohe Diversität aufweist, welche für 

neue, nicht-natürliche Substrate und Reaktionen weiter ausgenutzt und ausgebaut werden 

kann.111,118 Die identifizierten Einzelmutationen können durch kombinatorische 

Sättigungsmutagenese zu einer Aktivitätsteigerung führen, wie das Beispiel der Prins-

Reaktion von 3-Methylcitronellal 1 gezeigt hat oder eine veränderte Substratspezifität und 

Selektivität aufweisen.175 Die Aminosäuren in einer Umgebung von 15 Å wurden 

hauptsächlich mit Alanin, Glycin, Tryptophan und Phenylalanin mutiert. Durch Mutation in 

andere hydrophobe Aminosäuren wie Leucin, Isoleucin und Valin, sowie durch 

Identifikation von weiteren Positionen sowohl der ersten als auch der zweiten Sphäre 

könnte die bereits vorhandene AacSHC-Mutantenbibliothek ergänzen und das Substrat- und 

Reaktionsspektrums der AacSHC erweitern. Weitere interessante organische Reaktionen 

zum Aufbau von synthetisch relevanten C-C Bindungen, katalysiert durch eine Brønsted-

Säure, wären die Michael Reaktionen, Nazarov Zyklisierungen, Friedel-Craft Reaktionen und 

Diels-Alder Reaktionen. Mit der daraus entstanden diversen artifiziellen Protonase-Familie 

wäre somit ein vielseitiger Zugang zur enzymatischen Brønsted-Säure Katalyse von 

asymmetrische organischen Reaktionen geschaffen.  
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7 ANHANG 

7.1 Expression und Reinigung 

7.1.1 PH999 

Im Folgenden ist exemplarisch ein SDS-Gel der Expression und Reinigung der PH999 

dargestellt. Die Expression und Reinigung der Mutanten war äquivalent zum Wildtyp (hier 

nicht gezeigt) (Abbildung 64). 

 

 

Abbildung 64: 15 %-iges SDS-Gel der Expression von PH999 Wildtyp in E. coli BL21 Rosetta (DE3) in LB-Medium 
bei 30°C und einer Induktion mit 0,5mM IPTG. Bei den Proben handelt es sich um die Probe vor der Induktion 
0 h, bei den weitern um die Proben mit Expressionszeiten von 1, 2, 3, 4, 5 h und über Nacht, sowie die Proben 
nach der Grobreinigung des Enzyms mittels Hitzefällung und Fraktionen der 
Anionenaustauschchromatographie mit gereinigtem PH999. Als Marker wurde der PageRuler Prestained 
Protein Ladder von Fermentas (St. Leon-Rot, DE) verwendet. 
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7.1.2 AacSHC 

Im Folgenden ist exemplarisch die SDS-Gele der Expression und Reinigung der AacSHC 

Doppelmutanten, welche im Rahmen dieser Arbeit erstellt wurden, zusammen mit dem 

Wildtyp und der Knock-out Mutante dargestellt (Abbildung 65 und Abbildung 66). Die 

Expression und Reinigung der vorhandenen Mutanten aus vorausgegangen Arbeiten war 

äquivalent (hier nicht gezeigt). 

 

 

Abbildung 65: 10 %-iges SDS-Gel der Expression von AacSHC Mutanten in E. coli BL21 (DE3) mittels 
Autoinduktion in TB-Medium bei 37°C und 18h nach der Grobreinigung mittels Hitzefällung und 
Anionenaustausch-chromatographie. Als Marker wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder von 
Fermentas (St. Leon-Rot, DE) verwendet. 
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Abbildung 66: 10 %-iges SDS-Gel der Expression von AacSHC Wildtyp und Mutanten in E. coli BL21 (DE3) mittels 
Autoinduktion in TB-Medium bei 37°C und 18h und anschließender Reinigung. Als Marker wurde der PageRuler 
Prestained Protein Ladder von Fermentas (St. Leon-Rot, DE) verwendet. 
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7.2 Gensequenzen 

7.2.1 tHisF von Thermotoga maritima 

Uniprot: Q9X0C6 

ATGCTCGCTAAAAGAATAATCGCGTGTCTCGATGTGAAAGACGGTCGTGTGGTGAAGGGAACGA 

ACTTCGAAAACCTCAGGGACAGCGGTGATCCTGTCGAACTGGGAAAGTTCTATTCCGAAATTGGA 

ATAGACGAACTCGTTTTTCTGGATATCACCGCGTCCGTTGAGAAGAGGAAAACCATGCTGGAACT 

GGTCGAAAAGGTGGCCGAGCAGATCGACATTCCGTTCACTGTTGGAGGAGGTATCCACGACTTCG 

AAACGGCCTCGGAGCTCATTCTCCGTGGTGCGGACAAGGTGAGCATAAACACGGCGGCTGTGGAG 

AATCCTTCTTTGATCACACAGATCGCTCAAACTTTTGGGAGTCAGGCCGTTGTCGTGGCGATAGAT 

GCAAAAAGAGTGGATGGAGAGTTCATGGTCTTCACCTACTCCGGAAAGAAGAACACGGGCATACT 

TCTGAGAGACTGGGTGGTTGAAGTAGAAAAGAGAGGAGCAGGAGAGATCCTGCTCACCAGTAT 

CGACAGAGACGGCACAAAATCGGGTTACGATACGGAGATGATAAGGTTCGTGAGGCCACTAACC 

ACACTTCCCATCATCGCTTCCGGTGGTGCGGGAAAAATGGAACATTTCCTTGAAGCCTTCCTGGC 

AGGTGCCGACGCTGCCCTTGCGGCTTCTGTCTTTCACTTCAGAGAGATCGACGTGAGAGAACTGAA 

AGAGTACCTCAAAAAACACGGAGTGAACGTGAGACTGGAGGGGTTGCTCGAGCACCACCACCAC 

CACCACTGA 

 

7.2.2 PH999 von Pyrococcus horikoshii 

Uniprot: O58727 

ATGCCTGAAGAAGCCTTAATAGTTGTTGATATGCAGAGAGATTTCATGCCTGGAGGAGCTCTTCC 

GGTTCCTGAGGGAGATAAGATAATTCCAAAGGTTAACGAGTACATAAGGAAGTTTAAGGAAAA 

GGGAGCTTTAATAGTGGCCACAAGGGATTGGCATCCTGAAAATCACATAAGCTTTAGGGAGAGG 

GGAGGCCCCTGGCCCAGGCATTGCGTTCAAAACACTCCTGGTGCAGAGTTCGTGGTAGATTTACC 

GGAAGATGCCGTGATCATTTCGAAAGCTACAGAGCCAGATAAAGAAGCATATTCTGGCTTTGAA 

GGTACAGATCTTGCGAAAATTCTAAGAGGGAATGGAGTTAAGAGAGTTTATATCTGTGGTGTTGC 

TACGGAGTACTGCGTCAGGGCAACGGCCTTAGACGCTCTTAAGCATGGGTTTGAAGTCTACCTCT 

TAAGGGATGCAGTAAAGGGAATCAAACCTGAAGACGAGGAGAGAGCCCTTGAGGAGATGAAAT 

CTAGAGGGATTAAGATCGTTCAGTTTTAG 
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7.2.3 Squalen-Hope-Zyklase aus Alicyclobacillus acidocaldarius (AacSHC) 

Uniprot: P33247 

ATGGCGGAACAGCTGGTGGAAGCGCCGGCGTATGCGCGCACCCTGGATCGCGCGGTGGAATATCT 

GCTGAGCTGCCAGAAAGATGAAGGCTATTGGTGGGGCCCGCTGCTGAGCAACGTGACCATGGAAG 

CGGAATATGTGCTGCTGTGCCATATTCTGGATCGCGTGGATCGCGATCGCATGGAAAAAATTCGC 

CGCTATCTGCTGCATGAACAGCGCGAAGATGGCACCTGGGCGCTGTATCCGGGCGGCCCGCCGGA 

TCTGGATACCACCATTGAAGCGTATGTGGCGCTGAAATATATTGGCATGAGCCGCGATGAAGAAC 

CGATGCAGAAAGCGCTGCGCTTTATTCAGAGCCAGGGCGGCATTGAAAGCAGCCGCGTGTTTACCC 

GCATGTGGCTGGCGCTGGTGGGCGAATATCCGTGGGAAAAAGTGCCGATGGTGCCGCCGGAAATT 

ATGTTTCTGGGCAAACGCATGCCGCTGAACATTTATGAATTTGGCAGCTGGGCGCGCGCGACCGT 

GGTGGCGCTGAGCATTGTGATGAGCCGCCAGCCGGTGTTTCCGCTGCCGGAACGCGCGCGCGTGC 

CGGAACTGTATGAAACCGATGTGCCGCCGCGCCGCCGCGGCGCGAAAGGCGGCGGCGGCTGGATT 

TTTGATGCGCTGGATCGCGCGCTGCATGGCTATCAGAAACTGAGCGTGCATCCGTTTCGCCGCG 

CGGCGGAAATTCGCGCGCTGGATTGGCTGCTGGAACGCCAGGCGGGCGATGGCAGCTGGGGCGGC 

ATTCAGCCGCCGTGGTTTTATGCGCTGATTGCGCTGAAAATTCTGGATATGACCCAGCATCCGGCG 

TTTATTAAAGGCTGGGAAGGCCTGGAACTGTATGGCGTGGAACTGGATTATGGCGGCTGGATGTT 

TCAGGCGAGCATTAGCCCGGTGTGGGATACCGGCCTGGCGGTGCTGGCGCTGCGCGCGGCGGGCC 

TGCCGGCGGATCATGATCGCCTGGTGAAAGCGGGCGAATGGCTGCTGGATCGCCAGATTACCGTGC 

CGGGCGATTGGGCGGTGAAACGCCCGAACCTGAAACCGGGCGGCTTTGCGTTTCAGTTTGATAAC 

GTGTATTATCCGGATGTGGATGATACCGCGGTGGTGGTGTGGGCGCTGAACACCCTGCGCCTGCCG 

GATGAACGCCGCCGCCGCGATGCGATGACCAAAGGCTTTCGCTGGATTGTGGGCATGCAGAGCAG 

CAACGGCGGCTGGGGCGCGTATGATGTGGATAACACCAGCGATCTGCCGAACCATATTCCGTTTT 

GCGATTTTGGCGAAGTGACCGATCCGCCGAGCGAAGATGTGACCGCGCATGTGCTGGAATGCTTT 

GGCAGCTTTGGCTATGATGATGCGTGGAAAGTGATTCGCCGCGCGGTGGAATATCTGAAACGCG 

AACAGAAACCGGATGGCAGCTGGTTTGGCCGCTGGGGCGTGAACTATCTGTATGGCACCGGCGCG 

GTGGTGAGCGCGCTGAAAGCGGTGGGCATTGATACCCGCGAACCGTATATTCAGAAAGCGCTGGA 

TTGGGTGGAACAGCATCAGAACCCGGATGGCGGCTGGGGCGAAGATTGCCGCAGCTATGAAGAT 

CCGGCGTATGCGGGCAAAGGCGCGAGCACCCCGAGCCAGACCGCGTGGGCGCTGATGGCGCTGAT 

TGCGGGCGGCCGCGCGGAAAGCGAAGCGGCGCGCCGCGGCGTGCAGTATCTGGTGGAAACCCAGC 

GCCCGGATGGCGGCTGGGATGAACCGTATTATACCGGCACCGGGTTCCCGGGCGATTTTTATCTGG 

GCTATACCATGTATCGCCATGTGTTTCCGACCCTGGCGCTGGGCCGCTATAAACAGGCGATTGAAC 

GCCGCTAA  
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