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Allgemeinglltigkeit von (abgeleiten) Sl-Einheiten und den Formeln von chemischen
Elementen wird auf die Erklarung dieser Abklrzungen verzichtet. Aminosauren wurden
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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Enzyme in der Biotechnologie

Der Begriff der Biotechnologie scheint eine neuartige und moderne Technik unserer Zeit
zu beschreiben, jedoch ist die Anwendung der Biotechnologie schon sehr alt. Bereits
6000 v. Chr. wurde aus gekeimter Gerste ein alkoholhaltiges bierahnliches Getrank
gebraut. Ebenso wurden unbewusst Mikroorganismen fir die Herstellung von
Lebensmitteln wie Wein, Sauerteigbrot oder Kase verwendet.! Einige wichtige
klassische Methoden nutzen Hefen flir die Herstellung alkoholhaltiger Getranke wie
Wein und Bier durch Vergarung zuckerhaltiger Lebensmitteln, des weiteren kommen
Lactobacillus-Stammen fir die Milchsauregarung sowie spezielle Acetobacter-Spezies

zur Essigherstellung zum Einsatz.1?

In den damaligen Anfangen der Biotechnologie wurden unbewusst lebende
Mikroorganismen verwendet, heutzutage basieren alle bekannten industriellen Prozesse
auf den Einsatz von Enzymen- sei es mit Hilfe von ruhenden oder wachsenden Ganzzell-
Systemen oder isolierten Enzymen. Fir die industrielle Biotechnologie werden diese
biologischen Systeme oder Enzyme allgemein fir die Verbesserung industrieller,
chemischer Synthesen, fiir die Herstellung von industriell relevanten Produkten sowie
der Produktion alternativer Energien (Biokraftstoffe) und Biomaterialien eingesetzt.
Allgemein steigt der Anteil an biotechnologisch hergestellten Produkten von Jahr zu Jahr
an, wobei der weltweite Umsatz in der chemischen Industrie im Jahr 2004 bei flnf
Prozent lag und Prognosen eine 2-4 fache Steigerung des Umsatzes flr die weiteren
Jahre vorhersagten.® Die Biotech-Branche ist deutschlandweit im Aufschwung, sodass
der Umsatz der 593 deutschen dedizierten Biotech-Firmen im Jahr 2015 auf 3,28 Mrd.
Euro gestiegen ist (entspricht einem Plus von 8,6 % zum Vorjahr). Dabei legen 10,1 %
der deutschen, biotechnologischen Unternehmen ihren Fokus auf die industrielle

Biotechnologie, die am starksten zugelegt hat (+14,3 %, 244,4 Mio. Euro).!

Das Anwendungsgebiet ist dabei sehr umfassend und vielfaltig. Mit Hilfe von
Biokatalysatoren  werden  beispielsweise = Vorstufen flir enantiomerenreine
Pharmazeutika, Waschmittel, Lebensmittelzusatze, Fein- und Bulkchemikalien, Textilien
oder auch Kosmetika produziert.l">5-'3 Einen besonderen Stellenwert nehmen Enzyme
bzw. Biokatalysatoren im Bereich der Pharmaindustrie ein, da hier die Produktion von

reinen Enantiomeren mittels chiraler Enzyme immer mehr an Bedeutung gewinnt.['4
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1.2  Enzyme als Biokatalysatoren fur nachhaltige Chemie

Der wachsende Bedarf an umweltfreundlichen Prozessen in der chemischen Industrie
ist weitgehend bekannt. Dieser Trend, der auch als ,Griine Chemie“ bekannt geworden
ist, erfordert dabei einen Paradigmenwechsel von den traditionellen Konzepten der
Prozesseffizienz, welche hauptsachlich auf die chemische Ausbeute fokussiert ist, hin
zu Verfahren mit 6kologischen Werten zur Eliminierung von Abfallen und Vermeidung
von toxischen oder gefahrlichen Substanzen.'®

Die ,Griine Chemie“ ist definiert als ,Design von chemischen Produkten und Prozessen
zur Verminderung oder Eliminierung der Verwendung und Erzeugung gefahrlicher
Substanzen“ und wurde 1991 von Paul ANASTAS, der zu dieser Zeit bei der
amerikanischen Umweltschutzbehérde EPA (United States Environmental Protection
Agency) tatig war, und spater auch von John WARNER malfigeblich gepragt. Diese
konzipierten die ,12 Prinzipien der griinen Chemie®, welche als Leitlinien fir Chemiker
zur nachhaltigen Herstellung von Chemikalien und chemischen Produkten dienen
(Abbildung 1).1'6201 Viele dieser vorgeschlagenen Leitlinien kénnen durch den Einsatz
von Biokatalysatoren eingehalten werden.

Abfallverrﬁeidung N

12, -
Unfallpravention Atomokonomie

11.

Echtzeitanalysen Ungefahrlichere

Synthesen

10. 12 Prinzipien der 4
Biologische . - Sicherere
Abbaubarkeit ”Gru nen Chem|e Chemikalien

5.

Sicherere
Lésungsmittel

9.
Katalyse

\

8. 6.

Minimierung von Minimaler
Derivaten 7 Energieverbrauch

Nachwachsende
Rohstoffe

Abbildung 1: Die 12 Prinzipien der ,Griinen Chemie” nach ANASTAS & WARNER (1998).0'l
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Die Biokatalyse wird hierbei gern als einer der Schliisseltechnologien beschrieben und
bietet demnach viele attraktive Eigenschaften im Zusammenhang mit der
,Grinen Chemie“ wie z. B. milde Reaktionsbedingungen (physiologischer pH-Wert,
Temperatur und Normaldruck), ein umweltvertraglicher Katalysator (Zellen oder
Enzyme) anstelle der Verwendung von Chemikalien, und die Verwendung von Wasser
als Losungsmittel. Viele Enzyme zeigen hohe Aktivitaten auf, die sich mit chemischen
Katalysatoren messen lassen kénnen und sie weisen in aller Regel sehr hohe Chemo-,
Regio- und Stereoselektivitaten in Molekilen mit mehreren, verschiedenen funktionellen
Gruppen auf und Ubertreffen dabei sehr haufig chemische Katalysatoren. Durch den
Einsatz von Enzymen kann auf Schritte wie Aktivierung funktioneller Gruppen oder die
Einfihrung und Entfernung von Schutzgruppen, die in den klassischen, organischen
Synthesen notwendig sind, verzichtet werden. Dadurch kénnen Synthesen entwickelt
werden, welche zum einen weniger Prozessschritte beinhalten und zum anderen
weniger Abfall und héhere Ausbeuten produzieren, sodass deutliche Fortschritte in
Hinblick auf 6konomische und 6kologische Effizienz, Umweltfreundlichkeit, Qualitat und
Kostenreduzierung gegenuber klassisch-chemischen Syntheserouten erzielt werden
konnen 71

Die Industrie hat langst das Potential von Mikroorganismen und deren Enzyme als
Biokatalysatoren und ihre Vorteile gegenliber chemischen Katalysatoren erkannt,
sodass enzymatische Syntheseschritte in bestehenden Produktionsprozesse
implementiert oder bestehende chemische Prozesse durch biotechnologische Verfahren
substituiert werden. Ein Beispiel fir die Substitution einer klassisch-chemischen
Synthese durch einen biotechnologischen, fermentativen Prozess flir eine verbesserte
Effizienz und Kostenreduzierung ist die Produktion von Vitamin B; (Riboflavin) zu
nennen. Bis in die 90er Jahren wurde das Vitamin Bz bei der BASF in einem achtstufigen
Uberwiegend chemischen Syntheseprozess hergestellt. Wichtigster Ausgangsstoff war
Glucose, welche zunachst biotechnologisch zu Ribose fermentiert wurde. AnschlielRend
folgten chemisch-technische Prozessschritte unter Verwendung von umweltschadlichen
Chemikalien und S&uren. Dieser Prozess wurde bei der BASF 1996 vollstéandig
eingestellt und durch einen einstufigen Fermentierungsprozess mit dem Pilz
Ashbya gossypii ersetzt. Dadurch konnten die entstehenden Abfalle um 95 % gesenkt
und die Produktionskosten des Prozesses um bis zu 40 % reduziert werden.!?2" Viele
chemische Synthesen in der pharmazeutischen Industrie wurden durch biokatalytische
Schritte ersetzt,’”? wodurch alte Synthesewege erneuert wurden.

Ein weiteres, besonders erfolgreiches Beispiel fur die Substitution chemischer
Syntheserouten durch Biokatalyse stellt die Optimierung der Sitagliptin-Synthese durch

Merck und Codexis im Jahr 2010 dar, welche auch von der EPA mit dem
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.Green Chemistry Challenge Award® pramiert wurde. Bei Sitagliptin (Handelsname
Januvia™) handelt es sich um einen wirksamen Arzneistoff zur Behandlung von
Diabetes mellitus Typ 2 und gehoért zu der Wirkstoffklasse der Inhibitoren der
Serinprotease Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4). Die urspriingliche chemische Synthese
von Sitagliptin, ausgehend von Prositagliptin-Keton startet mit der Bildung eines
Enamins, gefolgt von einer asymmetrischen Hydrierung bei Hochdruck (ca. 17 bar) mit
Hilfe eines Rhodium-basierten chiralen Katalysators und einer Rekristallisation, um den
ee-Wert zu steigern (Abbildung 2, links). Merck und Codexis planten eine
Synthese-Variante, bei der dieser Prozess prinzipiell mit einer (R)-Transaminase durch
direkte Aminierung des Prositagliptin-Ketons verbessert werden kann. Merck testete
dazu primar kommerziell erhaltliche Transaminasen auf Aktivitat fir das Prositagliptin-
Keton, jedoch ohne Erfolg. Durch Koorperation mit Codexis wurde anschlieRend eine
Transaminase, welche zuvor keine Aktivitdt gegenuber dem Prositagliptin-Keton zeigte,
durch wiederholtes Protein Engineering und gerichtete Evolution zu einer Transaminase
mit guter Aktivitdt verbessert. Die final-optimierte Transaminase-Variante konnte
200 gL' des Ketons zu Sitagliptin mit 99,95 % ee und 92 % Ausbeute umsetzen
(Abbildung 2).12%! Mit diesem biokatalytischen Prozess konnte die Abfallmenge um 19 %

reduziert und die Produktivitadt um 56 % gesteigert werden.?4
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Abbildung 2: Chemische (links, rot) und biokatalytische Syntheserouten (rechts, griin) zu
Sitagliptin nach SAVILE et. al.(2010).23]



EINLEITUNG

Im Jahr 2012 wurden Codexis und Prof. Yi TANG ebenfalls von der EPA fir die
Entwicklung eines effizienten biokatalytischen Prozesses flr die Herstellung von
Simvastatin ausgezeichnet. Simvastatin ist ein HMG-CoA-Reduktasehemmer und wird
als Cholesterinsenker eingesetzt. Der Blockbuster-Wirkstoff wurde urspriinglich von
Merck hergestellt und unter dem Handelsnamen Zocor® vertrieben. Simvastatin ist ein
semi-synthetisches Derivat von Lovastatin und weist eine zusatzlichen Methyl-Gruppe
an der C2'-Positon der Lovastatin-Seitenkette auf. Um eine Methyl-Gruppe in Lovastatin
mit traditionellen Methoden einzuflihren, werden viele chemische Teilschritte unter
Verwendung toxischer Chemikalien wie fert-Butylchlordimethylsilan, Methyliodid und
n-Butyllithium, bendétigt. Die Gruppe um Prof. TANG identifizierte einen Biokatalysator,
die Acyltransferase LovD, welche die regioselektive Acylierung der Simvastatin-Vorstufe
unter Verwendung eines glnstigen Acyl-Donors katalysiert. Codexis hat daraufhin den
Biokatalysator hinsichtlich Aktivitat, Stabilitdt und Produktinhibition durch gerichtete
Evolution um ein 1000-faches verbessert.”®® Weitere Beispiele fiir biokatalytisch
hergestellte Produkte sind z. B. Ephedrin (BASF), Nikotinamid (Lonza) und Cephalixin
(DSM)8. Somit stellen Synthesen von enantiomerenreinen Substanzen durch
unterschiedliche regio- und stereoselektive Transformationen, die von Enzymen
katalysiert werden, eine attraktive Alternative zu unselektiven, chemischen Synthesen
dar.'"¥ Die wichtigsten Schliisselreaktionen in der organischen Synthese sind die
enantioselektive Knlpfung von C-C-Bindungen,?’-2°! die reduktive Aminierung von

Keto-Verbindungen,2% sowie die enantioselektiven Reduktion.B'32

1.3 Chirale Wirkstoffe und Bausteine

Einen besonderen Stellenwert nehmen Enzyme bzw. Biokatalysatoren im Bereich der
Pharmaindustrie ein, da hier die Produktion von reinen Enantiomeren mittels chiraler
Enzyme immer mehr an Bedeutung gewinnt.®'433 Enantiomere sind Stereoisomere,
deren raumliche Struktur sich wie Bild und Spiegelbild verhalt. Sie unterscheiden sich
lediglich hinsichtlich ihrer optischen Aktivitat, wahrend sie sich in ihren physikalischen
Eigenschaften identisch verhalten. Dadurch, dass die geometrische Anordnung der
Enantiomere spiegelbildlich ist, verhalten sie sich gegenuber anderen chiralen
Molekulen lebender Systeme wie z. B. DNA, Hormone, Enzyme und Antikérper
unterschiedlich. Ein ganz wesentlicher Unterschied ist allerdings, dass sie in vielen
Fallen unterschiedliche biologische Wirkungen aufweisen, sodass ein Enantiomer einen
pharmakologisch positiven Effekt auslibt, wahrend das andere inaktiv oder im

schlechtesten Fall eine toxische Wirkung aufweisen kann. Diese pharmakologischen
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Unterschiede von Enantiomeren konnte erst durch das tragische Beispiel des
Pharmazeutikums Thalidomid (auch bekannt unter dem Handelsnamen Contergan)
identifiziert und verstanden werden. Thalidomid wurde Ende der 1950er-Jahre als
racemisches Gemisch auf den Markt gebracht, sodass beide Enantiomere im gleichen
Verhaltnis vorlagen. Es zeigte sich, dass das (R)-Enantiomer die gewlinschte, positive
Wirkung als Schilaf- und Beruhigungsmittel hervorruft, jedoch das (S)-Enantiomer

Fehlbildungen bei Ungeborenen verursachte (Abbildung 3A.).34-361

A.
o} o}
Q N Q N
o o
(schlafférdernd) (teratogen)
Thalidomid

(R)-Methadon (R)-Warfarin

Abbildung 3: Die Enantiomere von Thalidomid mit unterschiedlichen biologischen Aktivitaten (A.)
sowie (R)-Methadon (B.) und (R)-Warfarin (C.).

Weitere Beispiele fir chirale Wirkstoffe, deren Enantiomere unterschiedlich wirken sind
z.B.:

e Methadon: ein zentral-wirkendes Analgetikum mit hoher Affinitat fur
M-Opiodrezeptoren. Es wird als Substitutionsmittel fir die Behandlung von
Heroinabhangigkeit und zur Schmerzlinderung bei Krebs als racemisches
Gemisch eingesetzt. Das (R)-Enantiomer ist dabei 25-50-fach wirksamer als das

(S)-Enantiomer.13741

o Warfarin: ist ein Antikoagulant, das zur Behandlung oder Vorbeugung von
Gefallverschlusskrankheiten wie z. B. Thrombosen ebenfalls als racemisches
Gemisch eingesetzt wird. Die Enantiomere des Warfarins unterscheiden sich
besonders hinsichtlich ihrer Halbwertszeiten aufgrund unterschiedlicher

Abbauwege und ihrer antikoagulatorischen Wirksamkeit.[4244
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Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften wie z. B. der Wirksamkeit von
Enantiomeren chiraler Verbindungen wurden im Jahre 1992 strenge Vorschriften zur
EinfUhrung neuer chiraler Wirkstoffe durch die amerikanischen Behdrde Food and Drug
Administration (FDA) und der European Medicines Agency (EMA) der Pharmaindustrie
auferlegt. Vor der Einflihrung eines neuen Pharmawirkstoffs muss die physiologische
Wirkung jedes Enantiomers als auch der racemischen Mischung untersucht und
charakterisiert werden. Seit 1997 empfiehlt die FDA die Umstellung racemischer
Wirkstoffe auf enantiomerenreine Wirkstoffe (,Chiral Switch) und bietet im Gegenzug
verklirzte Zulassungsverfahren an.% Als Konsequenz wurde die Herstellung von
Racematen deutlich gesenkt, welche durch eine Analyse von Wissenschaftlern der
Pharmakonzerne AstraZeneca, GlaxoSmithKline und Pfizer im Jahr 2006 bestatigt
wurde: Von 128 analysierten Verbindungen wiesen 69 (54 %) mindestens ein
Stereozentrum auf, 67 dieser chiralen Verbindungen wurden als einzelnes Enantiomer

und nur zwei Verbindungen als Racematen hergestellt.¢!

Chirale Verbindungen werden nicht nur fur die Herstellung pharmazeutisch-relevanter
Wirkstoffe gebraucht, sondern auch als Vorstufen bzw. Bausteine, sogenannte
»Building Blocks* fir die Synthese und den Aufbau komplexerer Molekile verwendet.
Chirale Alkohole spielen dabei fiir die Einfihrung von Chiralitat in Zielverbindungen eine
wichtige Rolle und werden als Intermediate fir die Synthese von chemischen
Katalysatoren, Flissigkristallen, Agrochemikalien und pharmazeutischen Wirkstoffen
eingesetzt.*”*8 Viele Chemieunternehmen weisen ein weites Produktportfolio auf und
produzieren eine Vielzahl chiraler Alkohole wie z. B. SIGMA-ALDRICH, wo chirale Alkohole
den grofiten Anteil bei den organischen, chiralen ,Building Blocks“ einnehmen
(Abbildung 4).#91 Es werden hauptsachlich drei Verfahren verwendet, um chirale

Alkohole zu produzieren:

1) ,Chiral Pool*: Chirale Verbindungen werden aus natlrlichen Quellen verwendet und
deren natirliche Enantiomerenreinheit ausgenutzt. Hierbei dienen z. B. Aminosauren,

Kohlenhydrate, Terpene oder Alkaloide als Ausgangsstoffe,

2) Racematspaltung: Unselektive Synthese mit anschlieRender Abtrennung des
unerwlnschten Enantiomeren durch Kristallisation oder chromatographischen
Methoden,

3) Asymmetrische Synthese: Prochirale Verbindungen werden selektiv chemisch mit
Hilfe von Ubergangsmetall- oder chiralen Katalysatoren sowie biokatalytisch (Enzyme,

Ganzzellkatalysatoren, Mikroorganismen) zu enantiomerenreinen Produkten umgesetzt.
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Abbildung 4: Chirale Alkohole machen in der Produktgruppe organische, chirale ,Building Blocks*
den groRten Anteil bei SIGMA-ALDRICH aus.#9

Die stereoselektive Synthese von 1,3-Diolen ist derzeit von besonderem Interesse in der
Organischen Chemie, da dieses Motiv haufig als syn- oder anti-lsomer in einer grof3en

Vielzahl von naturlichen Produkten zu finden ist.["

1.4  Synthesestrategien zur Darstellung von chiralen 1,3-Diolen

Ein sehr haufig auftretendes Strukturmotiv sind chirale 1,3-Diole,” die charakteristische
Teilstrukturen von diversen Makrolidantibiotika sind wie z. B. Amphotericin B,®"
Nystatin A1,552%31 und Mycoticin A,5*-°"1 welche zur Behandlung von Pilzinfektionen
eingesetzt werden (Abbildung 5, A.-C.). Weitere biologisch aktive Molekiile mit chiralen
1,3-Diolbausteinen lassen sich in vielen HMG-CoA-Reduktaseinhibitoren wie z. B.
Atorvastatin,®®%° Rosuvastatin,®-53 oder Compactin,©4%% finden und werden zur
Cholesterol-Senkung eingesetzt (Abbildung 5, D.-F.). Aufgrund der Wichtigkeit dieser
1,3-Diole als chiraler Bausteine wurden eine Vielzahl von chemischen und
biokatalytischen Verfahren wie z. B. asymmetrische homogene und heterogene
Hydrierung und diastereoselektive Reduktion mit Hilfe von Metallkatalysatoren,
Desymmetrisierung Uber Kettenverlangerung, Prins-Reaktion, lod-Carbonylierung und
stereoselektive Aldol-Tishchenko-Reaktion zur stereoselektiven Synthese von
1,3-Diolen entwickelt. Eine ausfiihrliche Ubersicht der genannten Synthesestrategien

von 1,3-Diolen wurde von BODE et al. zusammengestellt.[®!
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Abbildung 5: Biologisch aktive Molekile mit chiralen 1,3-Diol-Motiven.

Eine klassisch-chemische Methode stellt dabei die stereoselektive Hydrierung von
symmetrischen und unsymmetrischen 1,3-Diketonen dar, welche 1988 von NOYORI et al.
und SABURI et al. publiziert wurde und die direkte Synthese beider Stereozentren in
einem Schritt mit Hilfe des Ruthenium-Chlor-BINAP-Komplex katalysiert.’”¢8 Die
Hydrierung des 1,3-Diketons 1 fuhrte hauptsachlich zum anti-Diol 2 mit 92 % Ausbeute

und 94 % ee und geringen Mengen des syn-Diols (Schema 1).

0O O RuCl, [(R)-binap] OH OH OH OH
H <
CH, ———— CHy * CH,
1 anti-2 syn-2
94 % ee 54 % ee
92 % Ausbeute 6 % Ausbeute

Schema 1: Asymmetrische Hydrierung von 1,3-Diketonen zu anti-Diolen mit einem
Ruthenium-BINAP-Komplex nach NOYORI et al.l%7]
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Die Ruthenium-katalysierte Synthese von syn-1,3-Diolen stellte sich als schwierig
heraus, konnte aber mit Hilfe geanderter Chelatliganden am Zentralmetall sowie
harschen Reaktionsbedingungen (60 °C, 100-130 bar H,, 18-235 h) realisiert werden,
wobei die syn-Produkte nur mit geringen Enantiomereniberschiissen erhalten
wurden. 6% So konnte das Methyl-3,5-dioxohexanoat (1) zum syn-Diol 2 umgesetzt

werden, jedoch mit einem geringen ee-Wert von <5 % (Schema 2).[%

H,
[RuP,*] OH OH O
_CH
‘ HsC o
syn-2
syn:anti 96:4
HsC o CHa
1
‘ OH OH O
- _CH,3
Ru,Cl, [(S)-binap],(EtsN),  H3C o
MeOH, H, (~100 bar), anti-2
50 °C, 48 h anti:syn 4:1
ee 80 %

Schema 2: Asymmetrische Hydrierung von Methyl-3,5-dioxohexanoat 1  mittels
Ruthenium-Katalysatoren.[69.701

Eine weitere chemische Methode, um zu chiralen 1,3-Diolen zu gelangen, stellt die
stereoselektive Reduktion von 1,3-Diketonen oder B-Hydroxyketonen dar, die je nach
eingesetzten Reagenzien oder Reaktionsbedingungen selektiv syn- oder anti-Diole
hervorbringt.®®) Mit Hilfe von Borhydriden als Reduktionsmittel, wie z. B. Tetra-
methylammoniumtriacetoxyborhydrid (NMesBH(OAc)s), kénnen selektiv anti-1,3-Diole

wie 1b und 2b in guten bis exzellenten Ausbeuten erhalten werden (Schema 3).1'"72]

e OH o O NMeBH(OAC); QH on o
3 —> g
OR  40°C,5h OR
CHs CHs
1a 1b
anti:syn 95:5
92 % Ausbeute
OH O NMe,BH(OAC)s OH OH
H3CMCH3 _— H3CMCH3
-40°C,5h
CHj3 CHj3 CHj3 CHs;
2a 2b
anti:syn 96:4

86 % Ausbeute

Schema 3: Diastereoselektive Reduktion von B-Hydroxyketonen mit NMesBH(OACc)3.["1]
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Die wohl am haufigsten angewandte Methode fur eine syn-selektive Reduktion von
B-Hydroxyketonen wurde von NARASAKA und PAI entwickelt und basiert auf einer
Vororientierung des Substrats durch chelatisierende Additive, wie z. B. Tributylboran,
sodass ein intermolekularer Hydridtransfer und die damit einhergehende Bildung des
syn-Produkts beglnstigt wird (Schema 4).'374 Ein entscheidender Nachteil dieser
Methode ist der stdchiometrische Einsatz von Boranen als Additive sowie die

Durchfiihrung der Reaktion bei extrem niedrigen Temperaturen.

B(n-Bu
O OH (n-Bu)3B S (\O )2
H,C —_—
? WJ\/kCHa THE RT | HZCo~ A
' CHs
1
NaBH, | -100 °C
OH OH OH OH
HCo ~ A HC :
N CHs X CHs
syn-2 anti-2
(88 %) (5 %)

Schema 4: Syn-selektive Reduktion von 2-Hydroxy-7-octen-4-on (1) nach Umsetzung mit
Tributylboran.[73!

Neben diesen vorgestellten klassisch-chemischen Methoden, die unter harschen
Reaktionsbedingungen und unter Einsatz von 6kologisch bedenklichen Chemikalien
durchgeflihrt werden, bieten Biotransformationen einen alternativen Zugang zu chiralen
1,3-Diolen.

Die gangigsten biokatalytischen Methoden stellen die Reduktion von 1,3-Diketonen oder
B-Hydroxyketonen dar. Die enzymatische Reduktion von 1,3-Diketonen fihrt dabei
selten zu 1,3-Diolen, da in den meisten Fallen nur eine der beiden Keto-Gruppen
reduziert und folglich das B-Hydroxyketon erhalten wird.l”>-"8 Die Reduktion der zweiten
Keto-Gruppe erfolgt entweder sehr langsam oder gar nicht. Daraufhin fiihrten FAUVE und
VESCHEMBRE Screening-Studien durch, die zur Identifizierung der Hefe
Mortierella isabellina sowie dem Bakterium Clostridium tyrobutyricum flhrten, welche die
zweifache Reduktion von 2,4-Pentandion 1a und weiteren 1,3-Diketonen (1b-d) zu
ausschlieRlich (S,S)-1,3-Diolen 2a-d katalysierten (Schema 5).% Spater konnten
IKEDA et al. zeigen, dass die Hefe Pichia farinosa 2,4-Pentandion zu (2R,4R)-Pentandiol
mit 94 % Ausbeute und >99 % ee und 98 % de reduziert.®” Die biokatalytische
Darstellung von syn-Diolen konnte nur realisiert werden, wenn die 1,3-Diketo-Gruppe als

Teilstruktur eines Ketoesters auftritt.
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6 0 mikrobielle Reduktion OH OH
R‘]J]\/U\RZ R1MR2
1 2

>09 % ee

1a/2a: Ry, Ry= Me
1b/2b:R4= Me, Ry= Et
1c/2c: Ry, Ry= Et
1d/2d:R4= Et, R= n-Pr

Schema 5: Mikrobielle Reduktion von azyklischen 1,3-Diketonen.[®]

So konnte in der Arbeitsgruppe von PATEL die Reduktion des Benzyloxy-substituierten
B,0-Diketoethylesters (1a) mit Hilfe des Rohextrakts von Acinetobacter calcoaceticus
SC 13876 zum Ethylester syn-(3R,5S)-2a erreicht werden (1. Reaktionsgleichung,
Schema 6). Daraufhin wurde eine NAD(H)-abhangige Reduktase aus dem Rohextrakt
von A. calcoaceticus isoliert, welche die Doppelreduktion katalysiert und das
enantiomerenreine syn-Produkt 2a liefert.®'! Ein weiteres Beispiel flir eine hochenantio-
und diastereoselektive Doppelreduktion wurde von WOLBERG etf. al. mit Hilfe von
Lactobacillus kefir-Zellen erreicht, wobei der chlorinierte Diketoester 1b zum
Doppelreduktionsprodukt syn-(3R,5S)-2b mit >99 % ee und einem dr von 135:1
(synm:anti) reduziert wurde (2. Reaktionsgleichung, Schema 6).62 Hierbei ist
anzumerken, dass die Doppelreduktion von zwei verschiedenen Reduktasen in den
L. kefir-Zellen katalysiert wird. Eine enzymatische Doppelreduktion des 1,3-Diketons
2,4-Pentandion (1¢) unter Verwendung der Alkohol-Dehydrogenase Gre2p liefert das
anti-Diol (2S,4S)-2c mit 99 % ee und >99 % de zusammen mit dem Mono-reduzierten

(4S)-Hydroxy-2-pentanon (3. Reaktionsgleichung, Schema 6).

O O O Acinetobacter OH OH O
OM calcoaceticus OM
(1) ©/ Ot ———— (OR™" “OEt
1a syn-2a
>99 % ee
6o o0 O Lactobacillus kefir OH OH O
@ A A, S ot
1b syn-2b
>99 % ee
o 0 Gre2p OH OH
®) H3CMCH3 H3CMCH3
1c anti-2¢ (31,5 %)
99 % ee,
>99 % de

Schema 6: Reduktion von 1,3-Diketoestern zu syn- und anti-Produkten.[81-83]
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Wie zuvor erwahnt, werden 1,3-Diketone als Substrate enzymatisch Gberwiegend zu
Hydroxyketonen reduziert. Um dennoch von prochiralen 1,3-Diketonen zu chiralen
1,3-Diolen zu gelangen, entwickelte die Gruppe um OAzl eine Eintopfreaktion, die im
ersten Schritt eine enzymatische und im 2. Schritt eine chemische Reduktion beinhaltete.
Mit Hilfe von Oxidoreduktasen unterschiedlicher Mikroorganismen mit komplementaren
Selektivitdten bezlglich der Keto-Funktion an Position C-3 wird das prochirale Diketon
1-Phenyl-1,3-butandion enantioselektiv zu (R)- oder (S)-3-Hydroxy-1-Phenyl-1-Butanon
mit >99 % ee reduziert. Anschlielend erfolgte die Reduktion der 2. Keto-Funktion an
Position C-1 klassisch-chemisch mit Natriumborhydrid im gleichen Ansatz als
Eintopfreaktion, wobei die anti-Produkte 2 in guten Ausbeuten (70-75 %) sowie

exzellenten Stereoselektivitaten (99 % ee, 98 % de) erhalten werden (Schema 7).184

OH OH
1) Pichia capsulata (R™>(S)CH3
2) NaBH4
(1R,3S)-2
98 % de
99 % ee
o0 O
CHj
1
OH OH
1) Zygosaccharomyces rouxii (9™"(R)"CH3
2) NaBH4
(1S,3R)-2
98 % de
99 % ee

Schema 7: Enzymo-chemische Reduktion von 1-Phenyl-1,3-butandion 1.4

Ein alternatives Beispiel einer chemoenzymatischen Reaktionsfiihrung, welche den
Zugang zu allen vier Stereoisomeren des 1,3-Diols 4 (Schema 8) bietet, wurde von
BAER et al. (2009) beschrieben. Mit Hilfe eines modularen Konzepts, bestehend aus
einer asymmetrischen Aldolreaktion (ausgehend von 4-Chlorobenzaldehyd 1 und
Aceton 2) und anschlielender diastereoselektiven Biotransformation (Reduktion des
B-Hydroxyketons 3), werden die zwei Stereozentren nacheinander aufgebaut.® Dieses
modulare System bietet den Vorteil, dass je nach eingesetztem Organokatalysator und
Biokatalysator die gezielte Darstellung eines der vier moglichen Stereocisomere des
1,3-Diols ermdglicht wird (Schema 8). Nachdem gute Ergebnisse mit dem modularen

System von BAER et. al. erreicht wurden, konnte die organokatalysierte Aldolreaktion
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(in trockenem Aceton) mit einer nachgeschalteten biokatalytischen Reduktion als
sequentielle Eintopfreaktion ohne Isolierung des Zwischenprodukts 3 realisiert und das
Diol (1R,3S)-4 mit >99 % ee und einem dr von 1:10 (syn:anti) isoliert werden.!®! In der
gleichen Arbeitsgruppe konnten RULLI et al. diese Synthesestrategie auf
3-Chlorbenzaldehyd als Aldolakzeptor Gibertragen und weiter optimieren, sodass dies als
erste chemoenzymatische, sequentielle Eintopfreaktion, in der beide Reaktionsschritte
in wassrigem Medium durchgefiihrt wurden, angesehen werden kann. Die chiralen
1,3-Diole konnten mit bis Zu 89 % produkt-bezogenem Umsatz,
Diastereomerenverhaltnisse von >25:1 und exzellenten Enantioselektivitdten mit >99 %

in der sequentiellen Eintopfsynthese erhalten werden. 8¢l

CHy OH OH
o CHg (SADH (R™"(RI"CHj
Ph NAD",
N Ph iPrOH Cl (1R,3R)-4
nH M oH OH O >95 % Umsatz
(S,5)-5 - dr (syn:anti): 1:11
— (R) CHy — >99 % ee
Cl OH OH
o 0/(R)-a :
| 95 % Umsatz (R) (S)"CH
82 % ee M, °
NADP*, Cl (1R,35)-4
cl iPrOH >95 % Umsatz
1 dr (syn:anti): 11:1
* T >99 % ee
0 OH OH
J\ (S)-ADH B
HsC 2 CHs NAD* g (9™"(R|"CHj3
OH O iPrOH cl (1S.3R)-4
>95 % Umsatz
(S) CHs dr (syn:anti): 11:1
99 ¢
CH; ¢ >99 % ee
(S)-3 OH OH
(I) H CHs 90 % Umsatz
.‘\\LN ~h 83 % ee (R)-ADH (S™(5"CHj
Qe ¥V g o
NH OH l\_lADP , Cl (1S,3S)-4
(R,R)-5 iPrOH >95 % Umsatz
dr (syn:anti): 1:10
>99 % ee

Schema 8: Chemoenzymatische Synthese zur Darstellung der vier moglichen Stereoisomere des
1,3-Diols 4 nach BAER et al..18%

Weitere enzymatische Synthesestrategien zur Darstellung von 1,3-Diolen basieren auf
den Einsatz von C-C-knlipfenden Enzymen wie z. B. der 2-Deoxyribose-5-phosphate
Aldolase (DERA), die die asymmetrische Tandem-Aldolreaktion ausgehend von
glinstigem Acetaldehyd und einem Aldehyd-Akzeptor zu einer Statin-Vorstufe

(Trideoxypyranose) mit >99,5 % ee und 96,6 % de katalysiert.®”] Alternativ kénnen
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hydrolytische Enzyme wie z. B. Lipasen verwendet werden, um racemische 1,3-Diole im
Zuge einer selektiven Acetylierung eines Enantiomeren in nicht-racemische 1,3-Diole
mit einer maximalen Ausbeute von 50 % zu Uberfuhren (kinetische Racematspaltung).
Wird die enantioselektive Acetylierung mit einer in situ Racemisierung des
nicht-umgesetzten Enantiomers gekoppelt, kénnen theoretische Ausbeuten von 100 %

im Zuge einer dynamisch-kinetischen Racematspaltung (DKR) erreicht werden.[66:88]

1.5 Motivation und Zielsetzung dieser Arbeit

Wie bereits erwahnt publizierten die Gruppen um GROGER und BERKESSEL eine
sequentielle  ,Ein-Topf-Zwei-Schritt“-Reaktion, welche die organokatalysierte
Aldoladdition von Aceton an aromatische Aldehyde mit einer nachgeschalteten
biokatalytischen Reduktion kombinierte. Ausgehend von prochiralen Ausgangs-
verbindungen konnten sekundare, chirale 1,3-Diole enantiomerenrein erhalten
werden.[®58€ |m Jahr 2012 publizierten die gleichen Gruppen eine hocheffiziente
Aldoladdition von Aceton 2 an aromatischen Trifluormethylketonen 1 mit Hilfe des
Singh-Katalysators 5, wobei B-Hydroxyketone 3 in exzellenten Ausbeuten und

Selektivitaten erhalten wurden (Schema 9, a)).[®9

Ziel dieser Arbeit war es, zunachst einen geeigneten Biokatalysator
(Alkohol-Dehydrogenase) zu finden, der in der Lage ist das chirale trifluormethylierte
B-Hydroxyketon 3 effizient zum korrespondierenden 1,3-Diol zu reduzieren. Ein
wichtiges Kriterium hierbei ist, dass der Biokatalysator das erste Stereozentrum, welches
im Zuge der Aldolreaktion gebildet wird, selektiv erkennt und nur ein Enantiomer im Zuge
einer kinetischen Racematspaltung (KR) zum 1,3-Diol reduziert. Die Reduktion der
Keto-Gruppe zum Alkohol durch den Biokatalysator sollte dabei ebenfalls hochspezifisch
verlaufen, sodass als Resultat eines der vier moglichen 1,3-Diole enantiomeren- als
auch diastereomerenrein erhalten werden soll. Bei erfolgreicher Identifizierung eines
neuen Biokatalysators, soll dieser umfassend biochemisch charakterisiert werden. Kann
der Biokatalysator die zuvor genannten Anforderungen erfillen, sollte im nachsten
Schritt die Aldolreaktion von Trifluoracetophenon und Aceton mit der biokatalytischen
Reduktion als ,Tandem“-Eintopfsynthese kombiniert werden (Schema 9, b.1). Durch
diese Weiterentwicklung soll der Isolierungsschritt nach der Aldolreaktion eingespart und
der Verbrauch an Chemikalien reduziert werden. In Hinblick auf Nachhaltigkeit und
Kompatibilitadt sollen beide Schritte in wassrigen Milieu durchgefihrt werden. Aus
Arbeiten von SINGH et al. ist bekannt, dass die Aldolreaktion mit dem Singh-Katalysator

auch vollstandig in Wasser ablaufen kann.®® Da die Aldolreaktion reversibel ist und
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mechanistische Studien von RULLI et al. eine Racemisierung des Aldolprodukts
vermutlich durch eine Retro-Aldolreaktion zeigten,®" soll die Kombination mit dem
selektiven Biokatalysator im Gesamtprozess als dynamisch-kinetische
Racematspaltung durchgefihrt und damit versucht werden, das gewtlnschte Diol in
hohen Ausbeuten (theoretisch bis zu 100 %) zu erhalten (Schema 9, b.1). Dieses Ziel
soll durch Veranderung und Optimierung der Reaktionsparameter der Einzelreaktionen
beispielsweise Katalysatormenge, Reaktionszeit und Acetonmenge erreicht werden.
Weiterhin soll das Konzept auf weitere Aldolakzeptoren Ubertragen und das
Substratspektrum erweitert werden. Zusatzlich soll der Zugang zu allen vier
Stereoisomeren des 1,3-Diols 4 als ,proof of concept* durch sequentielle Variation des
Organokatalysators 5 sowie des Biokatalysators ((R)- oder (S)-spezifische ADH) gezeigt
werden (Schema 9, b.2).

a) "inspirierende Arbeit" b.2) diese Arbeit  F,c OHOH

(S)-ADH R (S)>(s)"CH3

CHK FaC, OHO (15,35)-4

R (S CHz | | |
(5)-3
(0] bis zu 97 % Ausbeute F3Cc_ OH ?H
@)‘\(ﬂ: bis zu 95 % ee (R)-ADH (S) (R) CH3
R 3 ——— R
1 (1S,3R)-4
N | Aldolreakti biokatalytisc!
| in Aceton Reduktion
o FsC, OH OH
S)-ADH R™(S)"CH
Hstk - (SPADH R™1"CH,
2
FsC. OHO (1R,3S)-4
R (R CHz | | |
CHs;
cHy )3 F3G, OH OH
R)-ADH R)™>"(R)"CH
O /\th (R) R (R™"(R)"CH3
NH
(R,R)-5 (1R,3R)-4
b.1) diese Arbeit oH
Q o (S,S)-Singh 5 + FsC, PH
= CFs J\ Biokatalysator R (™15 CH,3
HsC CHs; wassriges
1 2 Reaktionsmedium (15,35)-4
quant.

>99 % ee, de
"Tandem"-Eintopfreaktion (DKR)
organokatalysierte Aldolreaktion + biokatalytische Reduktion

Schema 9: Geplante ,Tandem®-Eintopfreaktion zur Synthese chiraler 1,3-Diole durch
Kombination von Organo- und Biokatalyse.
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1.5.1 Stand der Wissenschaft:
Asymmetrische organokatalysierte Aldolreaktionen (Schritt 1)

Eine der wichtigsten Schlisselreaktionen in der organischen Synthese ist die
enantioselektive Kniipfung von C-C-Bindungen.?’-2%) Nach der ,Wiederentdeckung“ von
Prolin als Organokatalysator fir die asymmetrische Aldolreaktion im Jahr 2000 durch
LIsT, LERNERS und BARBAS Il fand eine rasante Entwicklung auf dem Gebiet der
Organokatalyse statt.®”! Dies ist nicht verwunderlich, da Organokatalysatoren viele
Vorteile bieten: sie sind meist sehr robust, relativ leicht zuganglich, kostenglnstig
herzustellen und nicht toxisch.®*°¥ So basieren die meisten Organokatalysatoren auf
natirlich-vorkommenden chiralen Molekiilen wie z. B. Aminosauren (Prolin,®-°7]
Phenylalanin,8), Sacchariden (D-Fructose,®™)  oder  Naturstoffen  wie
Cinchona-Alkaloide, ' oder Weinsaure (Abbildung 6).11°"

A. B. C. D.
(S)-Prolin (S)-Phenylalanin D-Fructose D-Weinsaure

- - - -

Ph

PR ph 2 Hf(cr-i3 W Ph

o) -
O/\<OTMS N—CHs & 5 H3C><o OH
NH HN\{// ‘/\/\L:// H3C e} OH
HsC o o] H_Iph

) Ph
H3C* ©

CHj

Abbildung 6: Organokatalysatoren, welche auf natlrlich-vorkommenden chiralen Molekilen
basieren. A. Diphenylprolinolsilylether,”1  B. Imidazolidinon,®® C. Hydropyranon,®l
D. TADDOL.['01

Das mit am haufigsten zu findende Strukturmotiv in Organokatalysatoren ist Prolin,
welches erstmals 1971 als katalytisch wirksame Aminosaure fur die enantioselektive
intramolekulare Aldolreaktion eingesetzt wurde.l'%? Erst durch Pionierarbeiten im Jahr
2000 konnten LIST, LERNER und BARBARS Il zeigen, dass Prolin auch als Katalysator fur
die asymmetrische intermolekulare Aldoladdition von Aceton (2) zu Aldehyden wie
4-Nitrobenzaldehyd (1) eingesetzt werden kann (Schema 10). Das Aldolprodukt (R)-3
(Schema 10) konnte mit 68 % Ausbeute und einem ee-Wert von 76 % erhalten werden.
Ein Nachteil dieser Aldolreaktion bezlglich der Prozesseffizienz war die grole Menge
(30 mol%) des eingesetzten Prolins als Organokatalysator sowie DMSO als
Losungsmittel.®? Nach Modifizierung der Prolin-Katalysatorstruktur durch Amidierung
sowie der Einflhrung von zwei chiralen Ester-Gruppen als Substituenten konnte die in
Schema 10 gezeigte Aldolreaktion optimiert werden, wobei Enantioselektivitaten bis zu

99 % ee (bei -25 °C) bei einer Katalysatorbeladung von 2 mol% erreicht wurden.!'%?]
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&
O
H

(6] 4OH OH O
/@)‘\ o 30 mol% -
H + )]\ > molie R CHs
H:C” CHz;  DMSO
O,N O,N
1 2 3
68 % Ausbeute
76 % ee

Schema 10: (S)-Prolin-katalysierte asymmetrische Aldoladdition von Aceton (2) zu
4-Nitrobenzaldehyd (1).1°2

Mechanistisch gesehen ahnelt der Reaktionsmechanismus der Prolin-katalysierten
Aldolreaktion dem Enamin-Mechanismus der Typ-I-Aldolasen.31%4-1%8 Der postulierte
Mechanismus der intermolekularen Aldolreaktion beginnt mit der Enamin-Bildung (A),
gefolgt von der Carbonyl-Addition, welche durch die Carbonsaure-Gruppe des Prolins
aktiviert wird (B) und endet mit der Hydrolyse des Iminium-lons C unter Freisetzung des
Aldolprodukts (Schema 11).921%8 Es wird jedoch angenommen, dass die Enamin-
Bildung und der Additionsschritt ahnliche Energiebarrieren aufweisen und der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Aldolreaktion von unterschiedlichen
Bedingungen und Substraten abhangt. Die Annahme, dass die Addition des Aldehyds

zum Enamin geschwindigkeitsbestimmend ist, wird jedoch favorisiert.!'%

(e}
)kCH3 H20 o o
S S
% GNP SN o
> gﬁ/cm “'77/01-13
HsC H,C
H,0 ° A
Rw
(0]
N
H
o ok RJED)k
S
C# oI,
@ CHy —— V{ i
HC.. 0
R @*H
B

Schema 11: Mechanismus der Prolin-katalysierten  Aldoladdition von Aceton zu
Benzaldehyden.[?2.108]
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Neben der Modifizierung der Katalysatorstruktur des urspriinglichen (S)-Prolins zur
Verbesserung der Enantioselektivitat und der bendtigten Katalysatormenge, wurde viel
Aufwand betrieben, um Prolin-basierte Organokatalysatoren zu entwickeln, die in rein
wassrigen Milieu katalytisch aktiv sind und sich wie sogenannte ,Mikro-Aldolasen®
verhalten.®? In den Jahren 2006 und 2007 publizierten verschiedene Forschergruppen
unabhangig voneinander Aldolreaktionen mit Prolin-basierten Organokatalysatoren in
wassrigen Medien wie Wasser oder Natriumchlorid-Lésung. BARBAS et al. entwickelten
verschiedene alkylsubstituierte Prolinamide wie z. B. Katalysator 1,''% HAYASH! et al.
verwendeten tert-Butyldiphenylsilylprolin (2),'""""121 und SINGH et al. konstruierten
Prolinamid-basierte Organokatalysatoren wie z. B. Verbindung 3 mit einer tertidren
Hydroxy- sowie zwei sterisch anspruchsvollen geminalen Phenyl-Gruppen
(Abbildung 7).[50.961

o) CHs
CHa H309—Si‘0‘OAOH 0 CHa
(\/\/\/\/ HsC NH O)\ Ph
N Ph
NH P OH
1 2 3

Abbildung 7: Prolin-basierte Organokatalysatoren fir Aldolreaktionen in wassrigen
Medien.[90,96,110—112]

Der zuletzt genannte ,Singh-Katalysator® ((S,S)-4) wurde fir die Aldoladdition von
Aceton (2) an verschiedene aromatische Aldehyde (1) in NaCl-Lésung bei -5°C
verwendet, wobei B-Hydroxyketone (R)-3 in guten Ausbeuten (70-80 %) sowie sehr

guten Enantioselektivitaten bis zu 99 % ee erhalten werden konnten (Schema 12).

CHy
o) CH;,

O)L Ph

N Ph
nH P o

o) (S,9)-4 OH O
(0] o :
H o+ J\ (0,5 mol%) A CH,
HsC™ CH; NaCl-Losung,
R -5°C,10-16 h R
1 2 (R)-3
70-80 % Ausbeute
bis >99 % ee

Schema 12: Asymmetrische Aldolreaktion von aromatischen Aldehyden und Aceton in
NaCl-Lésung nach SINGH et. al.l%0]



EINLEITUNG

Die bisher beschriebenen Beispiele erfolgreicher asymmetrischer Synthesen basieren
auf der Verwendung von Aldehyden als Adolakzeptoren oder als Elektrophile, da
Aldehyde meist reaktiver sind als Ketone. Die intermolekulare Aldolreaktionen zweier
unaktivierter Ketone ist themodynamisch ungtinstig, sodass bis dato keine Beispiele flr
diese Reaktion beschrieben sind.l'"® Es gibt jedoch zwei Mdglichkeiten, um eine Keton-
Keton-Aldoladdition zu realisieren: 1.) Verwendung von sehr elektrophilen Ketonen als
Aldolakzeptoren (z. B. CFs-substituierte Acetophenone) oder 2.) Verwendung von

reaktiven Donoren (z. B. als Silylenolether).['"-116l

Im Jahr 2005 gelang ZHANG et al. die erste asymmetrische intermolekulare Aldolreaktion
zwischen zwei Ketonen mit (S)-Prolin als Katalysator. Die Addition von Aceton (2) an
aromatische Trifluormethylketone (1) unter Einsatz von 10 mol% (S)-Prolin (4) ergab
diverse B-Trifluormethyl-B-hydroxyketone (3) in exzellenten Ausbeuten, jedoch mit nur
maRigen Enantioselektivitaten bis 64 % ee (Tabelle 1) .Es zeigte sich, dass die
Erniedrigung der Reaktionstemperatur von 20 °C auf -20 °C zu einer Erhéhung des
ee-Werts um ca. 20 % fuhrt, allerdings einhergehend mit einer langeren Reaktionszeit
(Tabelle 1, Eintrage 1a und 1b). Bei der Verwendung von Aldolakzeptoren mit
elektronenschiebenden Substituenten in para-Position des Phenylrings wie z. B.

4-Methoxytrifluoracetophenon fand die Aldolreaktion nicht statt (Tabelle 1, Eintrag 4).['""]

Tabelle 1: Prolin-katalysierte Aldoladdition von Aceton an Trifluormethylketone nach
ZHANG et. al.l''l Die absolute Konfiguration der B-Trifluormethyl-B-hydroxyketone wurde nicht
bestimmt. Reaktionen wurden in Aceton durchgeflihrt.

O
C,)\OH
NH
0] o 4 FsC_ OH 0]
©)J\CF3 . )J\ (10 mol%) ©/UJ\CH3
HiC™ "CHj
R R
1 2 3
bis zu 99 % Ausbeute
bis 64 % ee
Eintrag R t/T[°C] Ausbeute [%] ee [%]
1a para-H 3 h/20 99 48
1b para-H 6 h/-20 98 64
2a para-F 0,5 h/20 99 34
2a para-F 2 h/-20 99 56
3a para-Cl 2 h/20 99 18
3b para-Cl 4 h/-20 99 42

4 para-OMe 24 h/20 0 -
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Einige Arbeitsgruppen beschaftigten sich weiterhin mit der Aldoladdition von Aceton zu
2,2,2-Trifluoracetophenon und entwickelten weitere Katalysatoren zur Optimierung der
Enantioselektivitat sowie der Prozessflihrung. Einige ausgewahlte Beispiele flr diese
Aldolreaktion sind in Tabelle 2 dargestellt. Die Gruppe um NAKAMURA et al. (2011)
verwendeten einen Prolinsulfonamid-Katalysator (I, 10 mol%), welcher effizient mit
8 mol% Trifluoressigsaure eingesetzt und das B-Hydroxyketon (S)-3 in 92 % Ausbeute
und 89 % ee bei einer Reaktionsdauer von 48 h und einer Temperatur von -20 °C
erhalten wurde.!""8 Ein Jahr spéater verwendete KOKOTOS einen Prolinamid-Thioharnstoff
(I1) als Organokatalysator fur diese Reaktion, wobei die Katalysatorbeladung bei 2 mol%
lag und dennoch das p-Hydroxyketon (S)-3 in exzellenter Ausbeute (99 %) aber mit einer
schlechteren Enantioselektivitat (80 % ee) nach 44 h Reaktionszeit und bei 0 °C in Toluol
erhalten wurde.l""® SONG et al. verzichteten auf einen Prolinamid-basierten Katalysator
und einer sekundaren Amin-Funktionalitat im Molekul und verwendeten stattdessen ein
Diamin mit zwei sterisch-anspruchsvollen Phenylgruppen (lll) als Organokatalysator.
Dieser stellte sich als sehr selektiv heraus, sodass mit einer Katalysatorbeladung von
5 mol% in Kombination mit 10 mol% p-Toluolsulfonsaure nach 24 h das Aldolprodukt

(S)-3 in 98 % Ausbeute und einem ee von 92 % erhalten wurde.['?"]

Tabelle 2: Ubersicht der eingesetzten Organokatalysatoren fiir die Aldoladdition von Aceton an
2,2,2-Trifluoracetophenon. Kat.= Katalysator; TFA= Trifluoressigsaure, TsOH=
p-Toluolsulfonsaure.

F2C OHO

o}
O Katalysator I-1V
CF; + JIg CHg
HzC™ "CHj
1 2

O Ph
5 0 0.0 O)LN)\_/Ph CH;
3 O)LN/S N H uN_s Ph. _N o) CHs
2 N H hd Ph
£ H N HN._ .CO,fBu N Ph
& | \L Ph” “NH, ne B on
COQtBU
| 1l 1l v
! 5 mol% Kat.
o 0, 0, ’
g5 10mol% Kat, 2 mol% Kat, 10 mol% TsOH, 2 mol% Kat.,
S & 8mol% TFA, Toluol,
£ 48h-20°C 44h,0°C Toluol, 20h, RT
33 ’ ’ 24h,0°C
¥ o
g%
52 92 % Ausbeute 99 % Ausbeute 98 % Ausbeute 91 % Ausbeute
52 89 % ee 80 % ee 92 % ee 92 % ee
L

[118] [119] [120] 189]
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Der bereits vorgestellte Singh-Katalysator, welcher fiir die Aldoladdition von Aceton an
diversen Benzaldehyden verwendet wurde,®® konnte ebenfalls fiir die asymmetrische
Aldoladdition von Aceton und 2,22-Trifluoracetophenon eingesetzt werden
(Katalysator IV, Tabelle 2). BERKESSEL et al. konnten diese Aldolreaktion in Aceton mit
nur 2 mol% Singh-Katalysator bei Raumtemperatur durchfihren, wobei das
B-Hydroxyketon (S)-3 nach einer Reaktionszeit von nur 20 h in sehr guter Ausbeute
(91 %) und exzellentem ee-Wert von 92 % isoliert wurde (Tabelle 2). Auch wenn die
beschriebene Aldolreaktion mit dem Singh-Katalysator in Aceton als Ldsungsmittel
durchgefuhrt wurde, konnte gezeigt werden, dass die Reaktion mit 10 mol% Wasser als
Additiv schneller ablauft und sich der ee-Wert dabei nur geringfligig andert.®¥ Die gleiche
Arbeitsgruppe entwickelte zudem eine sehr effiziente, skalierbare Eintopfreaktion zur
Synthese des Singh-Katalysators ausgehend von einfachen und ginstigen
Ausgangsverbindungen wie Prolin und Leucin, sodass grofe Mengen des Katalysators

im Labor hergestellt werden kdnnen.!'2"!

1.5.2 Stand der Wissenschaft:
Keton-Reduktionen mit Alkohol-Dehydrogenasen (Schritt 2)

Die enzymatische Synthese enantiomerenreiner Bausteine bietet vor allem Vorteile
aufgrund der hohen Regio-, Chemo- und Enantioselektivitdt und stellt eine attraktive
Alternative gegenlber chemischen Synthesen dar. Neben Hydrolasen, die am
haufigsten im industriellen Maf3stab fir Racematspaltung racemischer Verbindung
eingesetzt werden, kénnen mit Hilfe von Oxidoreduktasen asymmetrische Synthesen
katalysiert werden. Insbesondere Keto-Reduktasen (KREDs, EC 1.1.1.X) wie
Alkohol-Dehydrogenasen (ADHs) oder Carbonyl-Reduktasen (CRs) werden als
Katalysatoren fir die asymmetrische Reduktion von Carbonyl-Verbindungen (z. B.
Ketone und Aldehyde) bevorzugt eingesetzt (Schema 13),['%?l da chirale Alkohole meist

in pharmazeutisch-relevanten Verbindungen enthalten sind.?

0 OH
R1JLR2 -7 KRED \——: R1J\R2

NAD(P)H NAD(P)*

Schema 13: Allgemeines Reaktionsschema zur enzymatischen Reduktion von
Carbonylverbindungen mit Keto-Reduktasen (KREDs).
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Die Reduktion der NAD(P)H-abhangigen Alkohol-Dehydrogenasen erfolgt durch die
Ubertragung eines Hydrids (H") vom Cofaktor auf das Substrat. Bei dieser Reaktion
werden folgende Schritte durchlaufen: (1) der Komplex aus Enzym mit gebundenen
Cofaktor (reduzierte Form) bindet das Substrat; (2) ein Hydrid wird vom reduzierten
Cofaktor auf das Substrat transferiert; (3) der (chirale) Alkohol wird gebildet und vom
Enzym freigesetzt, wobei der Cofaktor in oxidierter Form vorliegt; (4) der oxidierte
Cofaktor wird vom Enzym freigesetzt.'?®! Der zweite Schritt, also der Hydridtransfer,
kann dabei stereochemisch auf vier verschiedenen Wegen (E1-E4) erfolgen und hangt
zum einen davon ob der nucleophile Angriff von der si- oder re-facialen Seite des
sp?-hybridisierten Carbonyl-Kohlenstoff-Atoms erfolgt und zum anderen welches Hydrid,
pro-R (Hr) oder pro-S (Hs), vom Nicotinamid-Cofaktor Ubertragen wird (siehe
Abbildung 8).[124.129]

re-faciale Seite si-faciale Seite

OH B ///// 1B

B E; N\ R

o g ol
S/\® Hs,, H: Hs,, H: S
(S)-Alkohol WJ\NHZ WJ\NHZ) (R)-Alkohol

N h
ADPR ADPR

. OH

Abbildung 8: Stereochemischer Mechanismus des Hydridtransfers von NAD(P)H auf den
Carbonyl-Kohlenstoff eines Substrats mit einem kleinen Rest (S) und einem grofien
Rest (L).['?4.125] ADPR= Adenosindiphosphatribosyl.

Die Stereochemie der enzymatischen Ketonreduktion kann in den meisten Fallen mit
Hilfe der PRELOG-Regel beschrieben werden, die besagt, dass der nucleophile Angriff
vom sterischen Anspruch der Substituenten am Carbonyl-Kohlenstoff abhangt
(Abbildung 8, kleiner Rest= S; grofRer Rest= L).'®! Die meisten Enzyme folgen der
PRELOG-Regel und katalysieren den Hydrid-Transfer von der re-facialen Seite
(Es, pro-R und Es, pro-S) des prochiralen Ketons, was in der Bildung des (S)-Alkohols
resultiert. Enzyme, welche den Hydrid-Transfer von der si-facialen Seite
(E4, pro-R und E», pro-S) durchflihren, werden als “Anti-PRELOG"-Enzyme bezeichnet.
Als Resultat erhalt man den (R)-Alkohol als Reduktionsprodukt (Abbildung 8).

Die Bezeichnung als (R)- oder (S)-Alkohol kann sich durch die EinfUihrung von
Substituenten mit héherer Prioritdt aufgrund der CAHN-INGOLD-PRELOG-Nomenklatur

andern. Einige Beispiele fur Enzyme, die den Hydrid-Transfer nach E+-Es folgen sind:
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- E1+ (pro-R, si-faciale Seite): ADHs aus Pseudomonas sp.'”” und aus

Lactobacillus kefir.l'?"]

- Ez (pro-S, si-faciale Seite): Dihydroxyaceton-Reduktase von Mucor javanicus,!'?®

Glycerol-Dehydrogenase von Geotrichum candidum.['2%-131]

- Es (pro-R, re-faciale Seite): ADHs aus Hefe,'?¢1 Pferdeleber,'32-1% und

Moraxella sp..l"3¢!

Enzyme, die den Hydrid-Transfer nach dem E4-Mechanismus (pro-S, si-faciale Seite)

durchfiihren, sind bisher nicht bekannt.[?3]

Alkohol-Dehydrogenasen sind Cofaktor-abhangig und benétigen fur die Reduktion bzw.
Oxidation von einem Mol Substrat stdchiometrisch ein Mol NAD(P)H bzw. NAD(P)*
(Abbildung 9).

A. NH,
N o)
-
NN o o (Y NHz X=H: NADH
= POL2-
ot-of-o y X= PO, NADPH
0 o 0
OX OH OH OH
B. NH,
B \)N H o
N o o (%)k NH2  X=H: NAD*
I I - - 2. +
o-p-0-p-0 N X= PO32: NADP
(0] 0 0 (0]
OX OH OH OH

Abbildung 9: Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)-Cofaktor in reduzierter Form (A.) und
oxidierter Form (B.).

Da Cofaktoren (insbesondere in reduzierter Form) sehr teuer sind (siehe Abbildung 10),
kénnen diese aus 6konomischen Griinden nicht in aquimolaren Mengen eingesetzt
werden. Zudem handelt es sich um Gleichgewichts-Reaktionen, so dass bei
stéchiometrischer Verwendung des Cofaktors grundsatzlich kein vollstandiger Umsatz
erreicht werden kann. Aus diesem Grund wurden verschiedenste Methoden
(enzymatisch, chemisch, photochemisch, elektrochemisch) fir die in situ Regenerierung
von Nicotinamid-Cofaktoren entwickelt, um die Mengen an bendtigten Cofaktoren zu
reduzieren; gleichzeitig kann durch eine irreversible Regenerierungsmethode ein

nahezu vollstandiger Umsatz erzielt werden.
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Abbildung 10: Kosten der Nicotinamidadenindinukleotid-Cofaktoren (Biomol GmbH, Hamburg,
Stand: Juli 2016)

Die Strategie der enzymatischen Cofaktorregenerierung wird hierbei am haufigsten in
industriellen Anwendungen verwendet, wobei hauptsachlich zwischen zwei Konzepten,
der Enzym-gekoppelten und der Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung,

unterschieden wird (Schema 14).[137-140]

Bei der Substrat-gekoppelten Methode wird ein zweites Cosubstrat dem
Reaktionssystem hinzugeben, welches vom selben Enzym, das die Hauptreaktion
katalysiert, umgesetzt wird (sieche Schema 14, A.). Fir die Regenerierung des
reduzierten Cofaktors werden haufig kostengunstige Alkohole wie Ethanol oder
Isopropanol als Cosubstrate verwendet, die zu den korrespondierenden Produkten
Acetaldehyd oder Aceton oxidiert werden. Haufig missen die Alkohole aufgrund der
Reversibilitat der beiden Schritte im Uberschuss hinzugegeben werden, um das
thermodynamische Gleichgewicht der Reaktion in Richtung Produktseite zu
verschieben.['?1411 Diese hohen Konzentrationen an Cosubstrat und folglich an
Coprodukt kénnen jedoch einen nachteiligen Effekt auf die Aktivitat oder Stabilitat des
Biokatalysators haben.!"*?l Um dies zu umgehen sind Methoden z. B. durch Destillation
des Ketons (Aceton) fur die Entfernung des Coprodukts notwendig, um zum einen den
Biokatalysator zu schiitzen und zum anderen das Gleichgewicht der Reaktion in die
gewlnschte Richtung zu verschieben. Der Einsatz hoher Konzentrationen an Alkoholen
wie z. B. Isopropanol als Cosubstrat kann sich anderseits auch als vorteilhaft erweisen,
da die Loslichkeit von Wasser-unldslichen Substraten verbessert wird.['*? Eine weitere
Einschrankung der Substrat-gekoppelten Regenerierung ist, dass das einsetzbare

Cosubstrat stark von der Substratspezifitit des Biokatalysators abhangt. Fur die
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Substrat-gekoppelte Cofaktorregenerierung kénnen die ADHs aus
Thermoanerobacter brockii (TBADH),['43144 sowie die chemotolerante ADH aus
Rhodococcus ruber (RRADH bzw. ADH-‘A'), die hohe Konzentrationen (bis zu

50 % (v/v)) an Aceton toleriert,['45-'47] als Beispiele genannt werden.

A. o B.

O
JJ\ —{(Enzym 1 — 1J\

R2/ N R

OH

0}
JJ\ —{(Enzym 1 — 1J\

R’ R? R! "R2 / \ R! "R2

NAD(P)H NAD(P)* NAD(P)H NAD(P)*

Coprodukt <Enzym 12— Cosubstrat Coprodukt Cosubstrat

Schema 14: Substrat-gekoppelte (A.) und Enzym-gekoppelte (B.) Cofaktorregenerierung.

Die Enzym-gekoppelte Cofaktorregenerierung erfordert im  Vergleich zur
Substrat-gekoppelten Methode ein zweites Enzym, welches ein Cosubstrat unter
Regenerierung des Cofaktors umsetzt (siehe Schema 14, B.). Der bienzymatische
Ansatz koppelt z. B. eine ADH-katalysierte Reduktion eines Ketons unter Verbrauch des
reduzierten Cofaktors (NAD(P)H) mit einer entgegengesetzten Redoxreaktion z. B. der
Oxidation eines Cosubstrats unter Ruckbildung des Cofaktors. Die bekanntesten

Regenerierungssysteme (Enzym/Substrat) sind hierbei:

- Glucose-Dehydrogenase (GDH)/D-Glucose: Die GDH katalysiert die Oxidation von
D-Glucose zu D-Gluconolacton, das wiederum irreversibel zur korrespondierenden
Saure hydrolysiert wird. Durch die entstehende Saure muss der pH-Wert der
Reaktion kontrolliert und stabilisiert werden. Vorteile dieses Regenierungssystems
sind neben dem glinstigen Substrat die hohe Aktivitat und Stabilitat der GDH sowie
der Regenerierung beider Cofaktoren (NADH und NADPH). Zudem erreicht man
durch die Irreversibilitat der Lacton-Hydrolyse hohe, praktisch vollstdndige Umsatze
ohne einen wesentlichen Uberschuss an dem Regenerierungssubstrat Glucose. Die
meist verwendeten GDHs wurden aus Bacillus-Stammen wie z.B.

Bacillus megaterium oder Bacillus subtilis kloniert.[138.139.142,148-150]

- Formiat-Dehydrogenase (FDH)/Formiat: Die FDH katalysiert die Oxidation von
kostenglinstigem Formiat zu Kohlenstoffdioxid bei gleichzeitiger Reduktion von
NAD* zu NADH. Das entstehende Coprodukt Kohlenstoffdioxid kann durch einfaches
Ausgasen aus der Reaktion entfernt werden, wodurch die FDH-katalysierte Reaktion

irreversibel ist und sich dadurch das thermodynamische Gleichgewicht in Richtung
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NADH-Bildung verschiebt. Alle bislang bekannten, naturlicherweise vorkommenden
FDHs sind NADH-abhangig, jedoch wurden viele Mutagenesestudien durchgeflihrt,
um die FDH auch fiir die Regenerierung von NADPH zu verwenden. Ein wesentlicher
Nachteil in der Verwendung von FDH liegt in der geringen spezifischen Aktivitat
(4-6 U mg™"). Bekannte FDHSs sind aus Candida boidinii und aus Pseudomonas sp.

isoliert und rekombinant verfligbar gemacht worden.[138.139.151-156]

Eine weitere, bisher eher selten, verwendete Methode, um den Nicotinamid-Cofaktor zu
regenerieren, kann durch eine Reaktion-interne Sequenz erreicht werden und wird als
~Self sufficient* bezeichnet. Hierbei dient das Zwischenprodukt bzw. Intermediat, welches
im Zuge der ersten Redox-Reaktion gebildet wurde, als Substrat fur die zweite
entgegengesetzte Redox-Reaktion, sodass eine interne Cofaktorregenerierung
stattfindet (Schema 15). Einer der beiden Redox-Reaktionen muss jedoch irreversibel
verlaufen, um einen vollstandigen Umsatz zu erhalten. Solche irreversiblen Reaktionen

sind beispielsweise mit Enoat-Reduktasen oder Monooxygenasen realisiert worden.['39

Substrat —(Enzym 1
Ve \4‘\

NAD(P)H NAD(P)* Intermediat

Produkt @

Schema 15: Reaktions-interne Cofaktorregenerierung. Das Intermediat, welches in der ersten
Redoxreaktion gebildet wurde, fungiert als Substrat fiir die zweite Reaktion in entgegengesetzter
Redoxrichtung.['39]

Nicht nur durch die Entwicklung von effizienten in situ Cofaktorregnerierungssystemen
sondern auch durch Fortschritte in der rekombinanten DNA-Technologie entwickelte sich
die enzymatische Carbonyl-Reduktion als Methode der Wahl.'?®l Einige Anwendungen
mit Alkohol-Dehydrogenasen oder Carbonyl-Reduktasen (sowohl als Ganzzell-
katalysatoren oder als isolierte Enzyme) konnten bereits erfolgreich im industriellen
MaRstab realisiert werden.®32331 Dazu zahlt beispielsweise die Synthese chiraler
Seitenketten von Cholesterol-senkenden Statinen wie Rosuvastatin oder Atorvastatin
mit Hilfe einer Carbonyl-Reduktase aus Candida magnoliae (208 g L, >99 % ee
(S)-Ethyl-4-chloro-3-hydroxybutyrat)!'®! oder der Lactobacillus brevis ADH.['*1 Ein
weiteres Beispiel stellt die Synthese von (S)-3,5-Bistrifluormethylphenylethanol, einer
Vorstufe eines NK-1 Rezeptor-Antagonisten, mit der ADH aus Rhodococcus erythropolis
(READH) dar, bei der Raum-Zeit Ausbeuten bis zu 260 g L' d! erreicht wurden.['® Eine
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alternative enzymatische Reduktion eines sterisch sehr anspruchsvollen Ketons (1) zum
korrespondierenden (S)-Alkohol 2, welches ein Schlisselintermediat fur die Synthese
von Montelukast darstellt, konnte mit Hilfe einer optimierten NADP*-abhangigen
Ketoreduktase (CDX-026) von Codexis im 230 kg-MafRstab bei einer
Substratkonzentration von 100 g L erreicht werden (Schema 16).['% Eine Vielzahl
unterschiedlichster Ketoreduktasen sind bekannt und kommerziell verfligbar. Die

bekanntesten Vertreter sind:

- die (S)-spezifischen NADH-abhangigen ADHs aus Rhodococcus erythropolis
(READH)/ Rhodococcus ruber (RRADH, ADH-‘A"),[145.160]

- die (R)-spezifischen NADPH-abhangigen ADHs aus Lactobacillus brevis
(LBADH)/ Lactobacillus kefir (LKADH),!127.161-163]

- die NADPH-abhangige ADH aus Thermoanaerobium brockii (TBADH), welche
bei kleineren Substraten (R)-Alkohole und bei grofieren Substraten (S)-Alkohole
bildet,!1%4

- diverse ADHs aus Hefen wie Candida und Saccharomyces.!148.165.166]

cl SNTNF O O cl SNTNF O © O
~70 % org. Lésungsmittel,
1 2

45°C, 40-45h

>95 % Ausbeute
>99,9 % ee

Schema 16: Enzymatische Herstellung einer Montelukast-Vorstufe (2) durch Ketonreduktion.['59]

Das Substratspektrum aller bisher in der Literatur beschriebenen Ketoreduktasen ist so
vielfaltig, dass mittlerweile ein sehr breites Spektrum an Ketonen, Ketoestern oder
Aldehyden zum korrespondieren Alkohol reduziert werden kdnnen. Jedoch gibt es
insbesondere flr Substrate, deren Carbonylfunktion von beiden Seiten mit sterisch

anspruchsvollen Resten flankiert wird, noch keine gut geeigneten ADHs.['2%

Es gibt bisher nur wenige bekannte ADHSs, die sogenannte ,bulky-bulky“-Ketone effizient
umsetzen konnen. Beispiele hierfur sind die Alkohol-Dehydrogenase aus Ralstonia sp.
(RASADH),I"*"l sowie die Carbonyl-Reduktase aus Sporobolomyces salmonicolor
(SSCR).I"%8 Um diese enzymatische Substrat-Liicke flr sterisch anspruchsvolle Ketone

zu fullen und weiterhin konkurrenzfahig gegenuber chemischen Reduktionsmethoden zu
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bleiben, ist es notwendig, neue Ketoreduktasen fir die enantioselektive Ketonreduktion
zu finden oder bekannte Biokatalysatoren hinsichtlich Limitierungen wie enges
Substratspektrum, unzureichende Stabilitdt oder geringe Regioselektivitat zu

optimieren.[16%

1.5.3 Stand der Wissenschaft: Chemoenzymatische Eintopfsynthesen

Mehrstufige Reaktionen kénnen zu Eintopfreaktionen kombiniert und Zwischenschritte
wie Aufarbeitungen und Reinigungen minimiert werden, um Gesamtprozesse in Hinblick
auf Nachhaltigkeit und Effizienz zu steigern. Bei der klassischen Mehrstufensynthese
muss jedes Zwischenprodukt (B, C) nach einer abgeschlossenen Reaktion aufgearbeitet
werden, wodurch ein hoher Verbrauch an Lésungsmittel entsteht und sich folglich die
Menge an umweltschadlichen Abfallprodukten erhoéht (Abbildung 11, oben). Die
Zwischenprodukte werden meist aufwandig Uber Saulenchromatographie gereinigt,
welche in der Regel auch mit Verlusten hinsichtlich Produktausbeute einhergeht. Eine
Alternative stellt hierbei die mehrstufige Eintopfsynthese dar, bei der lediglich zum

Schluss das Endprodukt isoliert werden muss (Abbildung 11, unten).

Klassische Mehrstufensynthese: y

Reaktion 1 Reaktion 2

Reaktion 3

Aufarbeitung

Eintopfverfahren:

A =) Reaktion 1 v Reaktion2 | “* Reaktion3 | W Aufarbeitung iC__ 2l b)

Abbildung 11: Vergleich der klassischen Mehrstufensynthese mit dem Eintopfverfahren.

Die Herausforderung eine klassische Mehrstufenreaktion als Eintopfreaktion zu
realisieren, liegt in der Kompatibilitdt der Einzelreaktionen insbesondere bei der
Kombination von Chemo- und Biokatalyse. Enzymatische Reaktionen verlaufen
Uberwiegend in wassrigen Milieu, zudem werden die meisten Biokatalysatoren durch

hohe Konzentrationen an Losungsmitteln inaktiviert. Lipasen stellen die Ausnahme bei
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der Verwendung von Enzymen in organischen Lésungsmitteln dar und werden vor allem
mit Metallkatalysatoren in dynamisch-kinetischen Racematspaltungen (DKR) eingesetzt.
So entwickelten BACKVALL et al. eine sehr gelungene Eintopfreaktion, die eine
enzymatische Veresterung mittels CAL-B Lipase mit einer in situ Racemisierung mit Hilfe

eines Ruthenium-Katalysators in Toluol als Lésungsmittel kombiniert (Schema 17).

OH OAc syn Acylmigration OAc OH CAL-B, Acyl-Donor OAc OAc
. : : (schnell) B H (schnell) H :
O s O s G
Ru-Kat syn syn syn
OH OH  CALB, 3 4
Ru-Kat.

Acyl-Donor
Qo

1

Epimerisierung

OH OAc anti Acylmigration OAc OH
: (langsam) H

(RIS S

anti anti
2

Schema 17: Dynamisch-kinetische Racematspaltung von unsymmetrischen 1,3-Diolen durch
Kombination von Ruthenium- und Enzymkatalyse als ,Tandem*“-Eintopfreaktion.l'’® L= groRer
Rest; S= kleiner Rest; Ru-Kat.= Ruthenium-Katalysator; CAL-B= Candida antarctica Lipase B.

Ausgehend von racemischem 1,3-Diol 1 mit einem groen (L) und einem kleinen
Rest (S) wird selektiv nur die Alkohol-Gruppe neben dem kleinen Rest durch die Lipase
CAL-B verestert und flhrt zur Bildung der syn und anti monoacetylierten Verbindung 2
(Schema 17). Die Verbindung syn-2 unterliegt einer schnellen Acylmigration, wahrend
die Acyl-Wanderung des anti-Monoacetat 2 nur sehr langsam verlauft. Durch die
Epimerisierung des anti-Monoacetat 2 zum syn-Monoacetat 2 durch den
Ruthenium-Katalysator und dem schnellen Acyl-Transfer von syn-2, wird hauptsachlich
die Verbindung syn-3 mit der Alkohol-Gruppe neben dem kleinen Rest gebildet. Die
Verbindung syn-3 wird wiederum selektiv von der Lipase CAL-B zum Diacetat syn-4
umgesetzt (Schema 17).['’% Bemerkenswert bei dieser Reaktion ist, dass alle benétigten
Komponenten der Einzelreaktionen von Anfang an in der Eintopfreaktion vorliegen und

die Reaktionen parallel ablaufen kénnen (,Tandem“-Reaktion).

Es wird hauptsachlich zwischen zwei Reaktionstypen bei der Durchfiihrung einer
Eintopfreaktion unterschieden. Bei der sequenziellen oder auch modularen
Eintopfreaktion werden die Einzelreaktionen nacheinander, ohne Isolierung des
Zwischenprodukts (B), durchgefihrt (Abbildung 12, oben). Die benétigten Komponenten
des zweiten Reaktionsschritts werden zeitlich gesehen meist nach Beendigung des

ersten Reaktionsschritts hinzugegeben. In der Literatur wird hauptsachlich diese
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Reaktionsfuhrung durchgefihrt. Der zweite Reaktionstyp wird hier und im Folgenden als
»1andem“-Reaktion bezeichnet und unterscheidet sich vom ersten Reaktionstypen
dadurch, dass alle Komponenten der Gesamtreaktion von Anfang an hinzugegeben
werden und die Reaktionen parallel stattfinden (Abbildung 12, unten). Im Gegensatz zur
Literatur wird in dieser Arbeit der Begriff der Tandem-Eintopfreaktion ausschlieRlich flr
die in Abbildung 12 dargestellte Reaktionssequenz verwendet.?! Diese
Reaktionsfiihrung ist meist nur schwer realisierbar, da ein hoher Grad an Kompatibilitat
der Einzelreaktionen notwendig ist, vor allem bei chemoenzymatischen Eintopfreaktion

in wassrigem Medium.

Sequentielle/modulare Eintopfreaktion:

Katalysator 2 C

»1andem*“-Eintopfreaktion:

+ Katalysator 2 C

Abbildung 12: Vergleich der verschiedenen Reaktionstypen eines Eintopfverfahrens.

Erfolgreiche Beispiele bezlglich der Kombination von Chemo- und Biokatalyse in
wassrigen Reaktionsmedien wurden in einem Review-Artikel von GROGER und HUMMEL
zusammengefasst.'””l Neben den in Kapitel 1.4 vorgestellten Eintopfverfahren
(Kombination von Organokatalyse und Biokatalyse) konnte die Darstellung eines
Biphenylalkohols (2) mit 91 % Umsatz und >99 % ee mittels Kombination einer
Palladium-katalysierte Suzuki-Kreuzkupplung und einer ADH-katalysierten Reduktion

als modulare Eintopfreaktion erreicht werden (Schema 18).1'72

@ Nach der klassischen Definition von TIETZE handelt es sich hierbei um eine ,Domino“-Reaktion,
wenn ,zwei oder mehr nacheinander ablaufende Transformationen, in denen unter
Bindungskniipfung oder Fragmentierung die jeweils nachfolgende Reaktion an den im
vorhergehenden Schritt gebildeten Funktionalitdten erfolgt®, alternativ wird dieser Reaktionstyp
auch als Tandem- oder Kaskaden-Reaktion bezeichnet.

Quelle: Tietze LF, Beifuss U. (1993). Sequentielle Transformationen in der Organischen
Chemie - eine Synthesestrategie mit Zukunft. Angew Chem, 105, 137-170.
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(S)-ADH von OH

O Rhodococcus sp.,

[PA(PPh3)Cl5] NADH, pH 7 O (S"CHs
CHj
Wasser, 70 °C  iPrOH (25 % v/v),
Br + CoHsB(OH), RT
1 2
91 % Umsatz
>99 % ee

Schema 18: Kombination einer Suzuki-Kreuzkupplung mit einer biokatalytischen Reduktion in
einer modularen Eintopfreaktion.['72]

Weitere wichtige Palladium-katalysierte Reaktionen wie die Heckreaktion und die
Wacker-Oxidation konnten erfolgreich mit enzymatischen Ketonreduktionen in
wassrigen Reaktionsmedien als Eintopfreaktionen kombiniert werden.l'’3174 All diese
Beispiele verbindet jedoch die Durchfihrung der Eintopfreaktion als modulare

Reaktionssequenz.

Bis dato gibt es kaum Beispiele chemoenzymatischer ,Tandem®“-Eintopfreaktionen mit
Wasser oder Puffer als Reaktionsmedium. Diese Reaktionsfihrung konnte neue
Anwendungsmadglichkeiten eréffnen, da so thermodynamisch instabile Intermediate,
welche beispielsweise im Zuge einer organokatalysierten Aldolreaktionen zweier Ketone
gebildet werden, im zweiten Schritt durch eine enzymatische Umsetzung zu stabilen
Produkten umgewandelt werden kénnten (Schema 19). Aus diesem Grund wird in dieser
Arbeit eine chemoenzymatische Tandem-Eintopfreaktion im wassrigem Reaktions-
medium angestrebt bestehend aus einer einleitenden organokatalysierte Aldolreaktion
mit zwei Ketonen, gefolgt von einer enzymatischen Reduktion des in situ gebildeten

B-Hydroxyketons unter Ausbildung von diastereo- und enantiomerenreinen 1,3-Diolen.

0 0 Aldolreaktion . w Reduktion - M

JJ\ + _—

R R2 H,C” R3 R! R3 R! R®

Schema 19: Herstellung tertidrer Aldolprodukte und anschliefender Reduktion zu chiralen
1,3-Diolen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und sonstigen Reagenzien
wurden, falls nicht anders angegeben, von folgenden Herstellern bezogen:
Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Roche Diagnostics (Mannheim), Carl Roth (Karlsruhe),
Serva Electrophoresis (Heidelberg), AppliChem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Biomol
(Hamburg), Fluorochem (Hadfield) und abcr (Karlsruhe). Restriktionsendonukleasen,
T4-DNA-Ligase und Phusion-Polymerase wurden von der Firma Thermo Scientific
(ehemals Fermentas, Sankt Leon-Rot) bezogen. Weitere Enzyme wie Lysozym und

RNase wurden bei Sigma-Aldrich (Taufkirchen) gekauft.

2.2  Verwendete Mikroorganismen und Plasmide

Eine Ubersicht {iber die Mikroorganismen, Vektoren und rekombinanten Plasmide, die
in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in Tabelle 3, Tabelle 4 und Tabelle 5 aufgefiihrt.
Weiterhin  wurden verschiedene Mikroorganismen aus der institutsinternen

Stammsammlung verwendet.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Mikroorganismen.

Stamm Genotyp Referenz/Bezugsquelle
_ . F- endA1 ginV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR
Escherichia coli nupG d80dlacZAMA15 A(lacZYA-argF)U169 (7SYNovagen

DH5a hsdR17(rK- mK+) A=

Escherichia coli  F- ompT gal decm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl

[176]
BL21(DE3) lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) /Novagen

Pichia pastoris

i [177]
GS115 his4 /Prof. J. Ernst

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Vektoren.

Vektoren Referenz Wirt
pET28a(+) Novagen E. coli
pET21a(+) Novagen E. coli
pETDuet-1 Novagen E. coli

pACYCDuet-1 Novagen E. coli

Chaperone-Kit TAKARA E. coli
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Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten rekombinanten Plasmide.

Bezeichnung Merkmale

Referenz

Wirt

KmR, 1074 bp Fragment adh1
(P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID:
CAY67733.1/C4QWWO,
Ncol/Xhol kloniert, ohne His-Tag

KmR, 1053 bp Fragment mtadh
(P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID:
CAY69102.1/C4R0SS8,
Ncol/Xhol kloniert, ohne His-Tag

KmR, 1065 bp Fragment adh4
(P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID:
CAY69937.1/C4R3A2,
Ncol/Xhol kloniert, ohne His-Tag

KmR, 1077 bp Fragment adh5
(P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID:
CAY71835.1/C4R8B0,
Ncol/Xhol kloniert, ohne His-Tag

KmR, 1065 bp Fragment ppadh1
(P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID:
CAY70496.1/C4RA4LO,
Ndel/Xhol kloniert, N-term. His-Tag (NHis)

pET28a-ADH1

pET28a-mtADH

pET28a-ADH4

pET28a-ADH5

pET28a-
PPADH1/NHis

Ausgangsvektor pET28a-PPADH1/NHis,
Stopp-Codon deletiert, N- und C-term.
His-Tag (NCHis)

pET28a-NCHis

Ausgangsvektor pET28a-NCHis,
Start-Codon in Ncol-Schnittstelle deletiert,
C-term. His-Tag (CHis)

pET28a-CHis

Ausgangsvektor pET28a-PPADH1/NHis,
Start-Codon in Ncol-Schnittstelle deletiert,
ohne His-Tag

pET28a-(-)His

AmpR, 1065 bp Fragment ppadh1
(P. pastoris GS115), Uniprot ID: C4R4LO,
Ndel/Xhol kloniert, ohne His-Tag

pET21a-(-)His

KmR, 1065 bp Fragment ppadh2
(P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID:
CAY70495.1/C4R4K9,
Ndel/Xhol kloniert, NHis

KmR, 1065 bp Fragment ppadh3
(P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID:
CAY70494.1/C4R4KS,
Ndel/Xhol kloniert, NHis

KmR, 1065 bp Fragment ppadh4
(P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID:
CAY70493.1/C4R4K?7,
Ndel/Notl kloniert, NHis

pET28a-
PPADH?2

pET28a-
PPADH3

pPET28a-
PPADH4

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli




(Fortsetzung der Tabelle 5)
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Bezeichnung Merkmale Referenz Wirt
KmR, 1068 bp Fragment ppadh5
pET28a- (P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID: . . .
PPADHS5 CAY71578.1/C4RTK3, diese Arbeit  E. colf
Ndel/Xhol kloniert, NHis
KmR, 1062 bp Fragment ppadh5
pET28a- (P. pastoris GS115), Genbank/Uniprot ID: . . .
PPADH6 CAY69944.1/C4R3A9, diese Arbeit - E. coli
Ndel/Xhol kloniert, NHis
pET28a-PP4 3x Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, Anissa Ouald E coli
(94-96) Eingefiihrte Mutationen F94V, 195A, F96L Chaib ’
) Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, .
pEIfgg_ ; 42‘; ' Eingefiihrte Mutationen A136S, L13gF, ~ A"SS2 Quald g g
C140A, M142L
pET28a-PP4 7x Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, Anissa Ouald
(94-96 & Eingefiihrte Mutationen F94V, 195A, F96L+ Chaib E. coli
136-142) A136S, L138F, C140A, M142L
pET28a-PP4 Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, . . ;
F94V Eingefiihrte Mutation F94V diese Arbeit  E. coli
pET28a-PP4 Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, . . .
195A Eingefiihrte Mutation I195A diese Arbeit  E. coli
pET28a-PP4 Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, . . .
F96L Eingefiihrte Mutation F96L diese Arbeit  E. coli
pET28a-PP4 Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, . . .
A136S Eingefiihrte Mutation A136S diese Arbeit  E. coli
pET28a-PP4 Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, . . .
L138F Eingefiihrte Mutation L138F diese Arbeit  E. coli
pET28a-PP4 Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, . . .
C140A Eingefiihrte Mutation C140A diese Arbeit  E. coli
pET28a-PP4 Ausgangsvektor pET28a-PPADH4, . . .
M142L Eingefiihrte Mutation M142L diese Arbeit  E. coli
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(Fortsetzung der Tabelle 5)

Bezeichnung Merkmale Referenz Wirt
PETZEIPT Ao UET PO oot E.co
PETZERPT ASEOSSHOSTI RN o prnat . co
TSP ASOSSOUETR A oot E.co
PEIHEEPT ARSI R o prnat . co
PEIETT Aol oot E.co
PEERPT ASEIONOHOETICEADNT o prnat . co
TP Aot sET AN, oot E.co
PR ARSI PPN o prnat . co
TP Aot oot E.co
PEHECPT ASGIONOKOETI AN ot co
PEZEEPT Aot TN oot E.co
LT ASERONOHO ST POON  oprnat . co




(Fortsetzung der Tabelle 5)
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Bezeichnung Merkmale Referenz Wirt
) Ausgangsvektor pET28a-PPADH1,
pETSfﬂ PP1 Eingefiihrte Mutationen: R287A, R313A,  diese Arbeit . coli
’ E321A
pET28a-PP1 Ausgangsvektor pET28a-PPADH1, . . .
DM2, Eingefiihrte Mutationen: R35A, D99A diese Arbeit E. coll
pETDuet-GDH-73-HSDH, gdh (aus
pDB5b(-) B. subtilis) in MCSI, Uniprot ID: P12310 Daniel Bakonyi E. coli
->Template fur Klonierung (pGZK2)
pETDuet-73-HSDH-GDH, gdh (aus
pDB7b(-) B. subtilis) in MCSII, Uniprot ID: P12310  Daniel Bakonyi E. coli
—>Template fur Klonierung (pGZK1)
pETDuet- AmpR, Ausgangsvektor pDB7b(-),
PPADH1-GDH ppacih’ aus pET28a PEADLY tber diese Arbeit  E. coli
(pGZK1) col/Notl umklioniert in ,
gdh (aus B. subtilis) in MCSII
AmpR, Ausgangsvektor pDB5b(-),
pETP%fl:t)ﬁ 1DH- ppadh1 aus pET28a-PPADH1 Uber diese Arbeit  E. coli
(pGZK2) Ndel/Xhol umkloniert in MCSII ’
P gdh (aus B. subtilis) in MCSI
R -
PACYC-GDH Cm?, gdh (aus B. subtilis), diese Arbeit  E. coli

Bsal/Xhol kloniert, ohne His-Tag

2.3 Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG
Operon (Ebersberg) bezogen und sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Die Oligonukleotide
wurden entsalzt und in lyophilisierter Form geliefert. Diese wurden vor Verwendung in
sterilem A. dest. als 100 pmol/uL-Lésungen geldst. Die Oligonukleotid-Lésungen wurden
bei -20 °C gelagert.

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide.

Bezeichnung Sequenz (5 —3%) Merkmale
PP115-ADH1-fw CATGCCATGGCTTACCCAGACAC Ncol
PP115-ADH1-rev  CGGCTCGAGACTATTCAAACTGTTTTCCG Xhol
PP115-mtADH-fw =~ CATGCCATGGGTATGTCTCCAACTATCCC Ncol
PP115-mtADH1-rev CGGCTCGAGATTATTTGGAAGTGTCC Xhol
PP115-ADH4-fw CATGCCATGGGTATGACCACAGTTTTCGC Ncol
PP115-ADH4-rev = CGGCTCGAGACTACCCCCTGACTTTACTTAGAC Xhol
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(Fortsetzung der Tabelle 6)

Bezeichnung Sequenz (5 —3%) Merkmale
PP115-ADH5-fw  CATGCCATGGCGTACCCAGACACC Ncol
PP115-ADH5-rev  CGGCTCGAGACTATTTGAATGCCTTATCGTAACCG Xhol
PPADH1-fw GCGCTTCCATATGGTTTCTAAGG Ndel
PPADH1-rev CGGCTCGAGATTATTTATTAGCACGC Xhol
PPADH1-CHis-fw  AAACAGATATTGCGTGCTAATAAACTCGAGCACCACC Deletion
PPADH1-CHis-rev  GGTGGTGCTCGAGTTTATTAGCACGCAATATCTGTTT gﬁfﬁ
PPADH1-()His-fw  TTAAGAAGGAGATATACCGGCAGCAGCCATCATCA Deletion
PPADH1-(-)His-rev TGATGATGGCTGCTGCCGGTATATCTCCTTCTTAA Qg%g
PPADH2-fw GCGCTTCCATATGGCTTCAAAGGTTTTATTGACAGG Ndel
PPADH2-rev CGGCTCGAGATTATTTCCTAGCTCGC Xhol
PPADH3-fw GCGCTTCCATATGGTTTCTAACGTTTTATTGACAGG Ndel
PPADH3-rev CGGCTCGAGATTATTTATTGGCCCGC Xhol
PPADH4-fw GCGCTTCCATATGGTTTCAAAGGTTTTATTGACAGG Ndel
PPADH4-rev ATAGTTTAGCGGCCGCTTACTTGTTTGCTCGC Notl
PPADH5-fw GCGCTTCCATATGCCAGGAGAAAGAGTTTTACTTACC Ndel
PPADH5-rev CGGCTCGAGATTATTTTGCAGACTCAAGG Xhol
PPADHS6-fw GCGCTTCCATATGCTCCCTAAAGTATTAGTTACG Ndel
PPADHS-rev CGGCTCGAGATTACTGGATAGTGTTTACC Xhol
PP4-3x-(94-96) fw  TACCTATGTTCTTCATACTGCTTCTCCATTTATTTICAATG /0,
ATGATAGAGCTCTCGAGG o
PP4-3x-(94-96) rev CCTCGAGAGCTCTATCATCATTGAAAATAAATGGAGAAG oo
CAGTATGAAGAACATAGGTA
PP4-4x-(136-142)- GTGTCAAGAACGTCGTAGTGACCAGTTCTTTIGCTGCTA  A136S,
fw TCTTGAACCTTGATAAGGCTGAAGAC L138F,
PP4-4x-(136-142)- GTCTTCAGCCTTATCAAGGTTCAAGATAGCAGCAAAAGA  C140A,
rev ACTGGTCACTACGACGTTCTTGACAC M142L
PP4-V94F-fw GTTCTTCATACTGCTTCTCCATTTGCTCTCAATGATGATA
GA
PP4-V94F-rev CTCTATCATCATTGAGAGCAAATGGAGAAGCAGTATGAA  Vo4F
GAAC
PP4-A95I-fw GTTCTTCATACTGCTTCTCCAGTTATTCTCAATGATGATA
GAGCTCTC AGH|
PP4-A95l-rev GAGAGCTCTATCATCATTGAGAATAACTGGAGAAGCAGT
ATGAAGAAC
PP4-L96F-fw CATACTGCTTCTCCAGTTGCTITCAATGATGATAGAGCT
PP4-L96F-rev AGCTCTATCATCATTGAAAGCAACTGGAGAAGCAGTATG
PP4-A136S-fw CAAGAACGTCGTAGTGACCAGTTCTCTTGCTTGTATCAT
G
PP4-A136S-rev  CATGATACAAGCAAGAGAACTGGTCACTACGACGTTCTT 1368
G
PP4-L138F-fw GTCGTAGTGACCGCTTCTTITGCTTGTATCATGAACC .
PP4-L138F-rev  GGTTCATGATACAAGCAAAAGAAGCGGTCACTACGAC
P4 C140A T I‘g%TGACCGCTTCTCTTGCTGCTATCATGAACCTTGATA
CCTTATCAAGGTTCATGATAGCAGCAAGAGAAGCGGTCA C140A
PP4-C140Aev ooy AGC.
PP4-M142L-fw GCTTCTCTTGCTTGTATCTTGAACCTTGATAAGGCTG 1oL

PP4-M142L-rev

CAGCCTTATCAAGGTTCAAGATACAAGCAAGAGAAGC
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(Fortsetzung der Tabelle 6)

Bezeichnung Sequenz (5 —3%) Merkmale
PP1-F94V-fw CCTTCACACAGCTTCCCCAGTTATTTTCAATGACGACAG
PP1-F94V-rev CTGTCGTCATTGAAAATAACTGGGGAAGCTGTGTGAAGG
PP1-FO6L-fw TTCACACAGCTTCCCCATTTATTTTAAATGACGACAGAGC
GCTCTGTCGTCATTTAAAATAAATGGGGAAGCTGTGTGA  F96L
PP1-F96L-rev A I
PP1-FO6W-fw CTTCACACAGCTTCCCCATTTATTTGGAATGACGACAGA
GC
PP1-F98W-rev GCTCTGTCGTCATTCCAAATAAATGGGGAAGCTGTGTGA T 90W
AG
PP1-F138L-fw CGTCGTGGTAACTTCCTCCTTAGCAGCAATTTTG .
PP1-F138L-rev CAAAATTGCTGCTAAGGAGGAAGTTACCACGACG
PP1-L142A-fw GGTAACTTCCTCCTTTGCAGCAATTGCGAACGCTGACAA
GT
PP1-L142A-rev  ACTTGTCAGCGTTCGCAATTGCTGCAAAGGAGGAAGTTA  L142A
cc
PP1-L142M-fw GGTAACTTCCTCCTTTGCAGCAATTATGAACGCTGACAA
PP1-L142M-rev  TTGTCAGCGTTCATAATTGCTGCAAAGGAGGAAGTTACC
PP1-S137A-fw ACGTCGTGGTAACTTCCGCCTTTGCAGCAATTTTG S137A
PP1-S137Arev  CAAAATTGCTGCAAAGGCGGAAGTTACCACGACGT
PP1-Y176A-fw TGGAGACAGAGGTGTTGCTGCCATCGTTTCCAAGAAGG
AG
PP1-Y176Arev  CTCCTTCTTGGAAACGATGGCAGCAACACCTCTGTCTCC Y 176A
A
PP1-Y176F-fw AGACAGAGGTGTTGCTTTCATCGTTTCCAAGAAGG .
PP1-Y176F-rev  CCTTCTTGGAAACGATGAAAGCAACACCTCTGTCT
PP1-K180L-fw GGTGTTGCTTACATCGTTTCCITAAAGGAGGCTGAGAAA
GCTGCC K180L
PP1-K180L-rev  GGCAGCTTTCTCAGCCTCCTTTAAGGAAACGATGTAAGC
AACACC
PP1-Y207A-fw CTTTAAATTGACAACAGTAAACCCTCCTGCTGTTTTIGGT
CCTCAGAAATTC V207A
PP1-Y207A-rev  GAATTTCTGAGGACCAAAAACAGCAGGAGGGTTTACTGT
TGTCAATTTAAAG
PP1-N250A-fw CAAGTTGTTTGATGATCCCCTCGCTTTATCCGTTGATGTT
AGAGAC N250A
PP1-N250A-rev  GTCTCTAACATCAACGGATAAAGCGAGGGGATCATCAAA
CAACTTG
PP1-R287A-fw AATCCAAGTTCAGCGCTCAGGCAATCCTGAACATTATCA
ACG R287A
PP1-R287A-rev  CGTTGATAATGTTCAGGATTGCCTGAGCGCTGAACTTGG
ATT
PP1-R313A-fw AAAGCCCGAGGAAACGGCAGCAGTGGAAGCTATTAAGG ...
PP1-R313Arev  CCTTAATAGCTTCCACTGCTGCCGTTTCCTCGGGCTTT
PP1-E321A-fw AGCTATTAAGGGCCCGGCGTATAACAACAGTGTTAC CaniA
PP1-E321Arev  GTAACACTGTTGTTATACGCCGGGCCCTTAATAGCT
PP1-R35A-fw CTTTAAGGTCATTGGAACTGTAAGAGCACAGGAGCAGG
CA
PP1-R35A-rev TGCCTGCTCCTGIGCTCTTACAGTTCCAATGACCTTAAA — R39A
G
PP1-D99A-fw CCCATTTATTTTCAATGACGCCAGAGCTCTTGAGGACGT
T
D99A

PP1-D99A-rev

AACGTCCTCAAGAGCTCTGGCGTCATTGAAAATAAATGG
G
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(Fortsetzung der Tabelle 6)

Bezeichnung Sequenz (5 —3%) Merkmale
PP1-Duet1-fw CATGCCATGGTTTCTAAGGTTTTATTGACAGG Ncol
PP1-Duet1-rev ATTTAAGAATGCGGCCGCTTATTTATTAGCACGC Notl
GDH-pACYC-fw ACCAACCAGGTCTCACATGTATCCGGATTTAAA Bsal
GDH-pACYC-rev ATAATAACTCGAGTTAACCGCGGCCTGC Xhol

2.4  Anzucht von Mikroorganismen

2.4.1 Medien und Lésungen

Die flussigen Nahrmedien wurden bei 121 °C autoklaviert und anschlieBend bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Fir Festmedien wurde den Losungen 15 g L' Agar
zugesetzt. Nach dem Autoklavieren wurden diese auf ca. 50 °C abgekuhlt und nach
Zugabe weiterer Medienzusatze (z. B. Antibiotika, siehe Tabelle 7) in Petrischalen
gegossen. Die festen Nahrbdden wurden bis zur Verwendung flr maximal zwei Wochen
bei 4 °C gelagert. Antibiotika-Stammlésungen wurden zuvor mit Hilfe eines Sterilfilters

(Porengrofie 0,22 um) filtriert und bei einer Temperatur von -20 °C gelagert.

Tabelle 7: Ubersicht (ber die verwendeten Antibiotka und die dazugehérigen
Endkonzentrationen in den Medien.

Antibiotikum Konzentration fir E. coli [ug mL-"]
Ampicillin (Amp) 100
Carbenicillin (Carb) 100
Chloramphenicol (Cm) 34
Kanamycin (Km) 50

LB-Medium: 10 g L' Pepton; 5 g L' Hefeextrakt; 10 g L' NaCl

TB-Medium: 12 g L™ Casein (enzym. verdaut); 24 g L' Hefeextrakt; 9,4 g L' Ko;HPOy;
2,2 g L' KH2POs; 4 mL L™ Glycerin
YPD-Medium:

Losung A 10 g L' Hefeextrakt; 20 g L' Pepton 5 g L™
auf 900 mL dH20
Lésung B 20 g D-Glucose

auf 100 mL dH.0
Nach dem Autoklavieren wird die Losung B (100 mL) der Lésung A (900 mL) zugegeben.
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Autoinduktionsmedium:

Losung A 12 g L' Caseinhydrolysat; 24 g L' Hefeextrakt; 5 g L™ Glycerin
auf 900 mL KPi-Puffer (100 mM, pH 7)
Lésung B 0,5 g D-Glucose; 2 g Lactose
auf 100 mL KPi-Puffer (100 mM, pH 7)
Nach dem Autoklavieren wird die Lésung B (100 mL) der Losung A (900 mL) zugegeben.

2.4.2 Kultivierung mikrobieller Stamme

Mikroorganismen aus der institutsinternen Stammsammlung wurden in den von der
DSMZ empfohlenen Flissigmedium und empfohlenen Temperaturen angezogen. Die
Hefe Pichia pastoris GS115 wurde in YPD-Medium bei 120 UpM und 25 °C kultiviert.

2.4.3 Kultivierung von Escherichia coli

2.4.3.1 Kultivierung im Standardmalfstab (bis zu 1 L Volumen)

Die Kulturen von E. coli wurden bei 37 °C in LB- oder TB-Medium kultiviert. Stdmme mit
plasmidkodierten Resistenzmarkern wurden unter Selektionsdruck durch Zugabe des
jeweiligen Antibiotikums kultiviert. Flissigkulturen wurden Uber Nacht in 5-20 mL
LB-Medium mit dem jeweiligen Antibiotikum mit einer Einzelkolonie angeimpft und in
einem Inkubationsschuttler bebrutet, gréere Volumina wurden im Erlenmeyerkolben
auf einem Inkubationsschittler bei 120 UpM und 37 °C kultiviert. Hauptkulturen wurden
aus einer Ubernachtkultur auf eine ODgoonm= 0,05 in TB-Medium beimpft. Fir die
Uberexpression der Gene wurde bei Erreichen einer ODsoonm= 0,5-0,8 durch Zugabe von
IPTG (Endkonzentrationen 0,1-0,5 mM) induziert. Die Kultivierung auf Agarplatten
erfolgte bei 37 °C bis Einzelkolonien erkennbar waren. AnschlieRend wurden die Platten

mit Parafilm versiegelt und bei 4 °C gelagert.

Bei der Verwendung des Autoinduktionsmediums wurde kein IPTG hinzugegeben, da
nach Verbrauch der D-Glucose, die im Medium enthaltene Lactose anschlieRend zur

Induktion der Genexpression von den entsprechenden E. coli-Stamme verwendet wird.
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2.4.3.2 Hochzelldichte-Fermentation (HZD)

Zur Produktion des Ganzzellkatalysators mit PPADH1 aus P. pastoris und GDH aus
B. subtilis wurde eine Hochzelldichte-Fermentation in einem 40 L Fermenter (Infors AG)
von E. coli BL21(DE3)-Zellen durchgefihrt, die die rekombinanten Plasmide
pET28a-PPADH1 und pACYC-GDH tragen. Das Fermentationsvolumen betrug 15 L und
das Fermentationsmedium setzte sich aus einem HZD-Batchmedium und einem

HZD-Fedmedium zusammen.
Die Komponenten des HZD-Batchmediums setzen sich wie folgt zusammen:

02 g L' NHCL, 2 g L' (NHa):SOs; 13 g L' KHoPOs 10 g L' KoHPOg
6 g L' NaH.PO4-H,0; 3 g L' Hefeextrakt; 2 g L' D-Glucose; 1 g L' MgSO4-7H.0;
0,25 % Vitaminlésung (0,1 g L Riboflavin; 10 g L™ Thiamin; 0,5 g L™ Nicotins&ure;
0,5 g L' Pyridoxin; 0,5 g L™ Phanthotenat; 0,001 g L Biotin; 0,002 g L™ Folsaure;
0,01 gL' Cyanocabalamin); 0,16 % Spurenelementlésung (10 g L' CaCl,-2H;0;
0,5gL" ZnSO4+7H.0; 0,25 g L' CuCl:2H0; 25 g L' MnSO4H0;
1,75 g L™ CoCl-6H20: 0,125 g L™ H3BOs; 2,5 g L AICI;-6H20; 0,5 g L' NazMoO4-2H,0;
10 g L' FeSO4-7H,0) und 0,1 g L™ Thiamin in destilliertem Wasser.

Zusatzlich wurde ein HZD-Fedmedium verwendet, welches die gleichen Inhaltsstoffe wie
das Batch-Medium enthielt, davon abweichend 18 g L-" Hefeextrakt; 600 g L' D-Glucose,
10 g L' MgSO.4 7H20 und 1 g L' Thiamin.

Nach Sterilisation des Fermenters mit dem HZD-Batchmedium wurden die Antibiotika
(40 mg L' Kanamycin und 20 mg L' Chloramphenicol) hinzugefligt und die Fermentation
wurde durch Inokulation mit 1 % (v/v) der Vorkultur gestartet. Fir optimales Wachstum
wurden die Zellen unter Glucose-limitierenden Bedingungen kultiviert. Die Zudosierung
des Fed-Mediums erfolgte nach einem optimierten Protokoll fir E. coli-Zellen bei 30 °C.
Der pH-Wert des Mediums wurde auf 7,0 durch den Einsatz von H3;PO4 konstant
gehalten. Die Beliftung erfolgte mittels Pressluft, wobei die Regulierung des
Sauerstoffpartialdruckes (auf 30 % eingestellt) Uber die Bellftungsrate erfolgte. Die
Genexpression erfolgte nach 27 Stunden durch Zugabe von IPTG (2 mM). Nach
Induktion wurde die Temperatur von 30 °C auf 25 °C gesenkt. Die Temperatur, der
pH-Wert und die Bellftungsrate wurden automatisch kontrolliert mit Hilfe eines
Computers. Nach einer Inkubationszeit von 41 Stunden wurden die Zellen anschlielend

mittels Zentrifugation abgetrennt und bei -20 °C eingefroren.
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2.5 Isolierung von Nukleinsauren

2.5.1 Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus einer Ubernachtkultur von E. coli erfolgte durch die
Verwendung von ,Mini Kit innuPREP Plasmid“ der Firma Analytik Jena nach Angaben
des Herstellers. Die Elution der Plasmid-DNA wurde mit Millipore-Wasser durchgefuhrt.
Die Plasmid-DNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.5.2 Chromosomale DNA

Die Isolierung von genomischer DNA von gram-positiven und gram-negativen Bakterien
erfolgte aus einer Ubernachtkultur unter Verwendung des ,DNeasy Blood & Tissue Kit*
der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers. Die Elution der DNA wurde mit

Millipore-Wasser durchgeflihrt. Die genomische DNA wurde bei -20 °C gelagert.

Zur Isolierung genomischer DNA aus der Hefe Pichia pastoris GS115 wurde eine
Phenol/Chloroform-Extraktion  durchgefiihrt. Hierbei wurden Ubernachtkulturen
(5-10 mL) zentrifugiert und pelletiert. Das Zellpellet wurde in 500 pL Lysis-Puffer
resuspendiert. AnschlieBend wurden 500 pL Phenol/Chloroform hinzugegeben und
mittels Vortexer gut vermischt und anschliefend bei max. Geschwindigkeit fir 15 min
bei RT zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde in ein neues Eppendorfgefal® tberfihrt
und 1 mL unvergalltes Ethanol (96 %) hinzugefliigt und das Eppendorfgefal? dreimal
langsam invertiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand
vorsichtig abgenommen und das sichtbare DNA-Pellet mit 400 yL 70%-igem Ethanol
gewaschen. AnschlieRend wurde der Uberstand nach einer weiteren Zentrifugation
entfernt und das DNA-Pellet bei RT getrocknet. Die DNA wurde anschlie3end in 50 pyL
Millipore-Wasser geldst und 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Lagerung der DNA erfolgte
bei -20 °C.

Hefe-Lysis-Puffer: 2°% (v/v) Triton X-100
1°% (w/v) SDS
1 mM EDTA
100 mM NaCl
10 mM Tris-HCI pH 8
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2.6  Reinigung von Nukleinsauren

Die Reinigung von DNA aus PCR- bzw. Restriktionsansatzen wurde unter Verwendung
des ,innuPREP DOUBLE pure Kit* der Firma Analytik Jena nach Angaben des
Herstellers durchgeflihrt. Die Elution der DNA wurde mit Millipore-Wasser durchgefinhrt.

Bis zur weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20 °C gelagert.

2.7 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentrationen

Die DNA-Konzentration wurde bei einer Wellenlange von 260 nm Uber das Programm
»nucleic acid“ mit dem ,NanoDrop 2000c*“ von Thermo Scientific nach Herstellerprotokoll

bestimmt.

2.8 In vitro Modifikationen von DNA

2.8.1 Restriktion von DNA

Die hydrolytische Spaltung von DNA erfolgte durch Restriktionsenzyme nach
Herstellerprotokoll unter Verwendung der empfohlenen Puffer bei empfohlener
Temperatur, wobei der Anteil an Enzymldsung in einer Reaktion nicht mehr als 5 % (v/v)
vom Gesamtvolumen betrug. Zur Inaktivierung der Restriktionsenzyme wurden die

Ansatze bei jeweils vom Hersteller empfohlener Temperatur fir 20 min erhitzt.

2.8.2 Ligation von DNA-Molekilen mit T4-DNA-Ligase

Zur effektiven in vitro-Ligation von DNA-Molekilen mit Uberhdngenden Enden
(sticky ends) wurden 50-100 ng Vektor-DNA in einem molaren Verhaltnis von 1:3 mit
Insert-DNA, Puffer (1 x) und 2,5-5 U T4-DNA-Ligase fir 1 h bei RT inkubiert. Flr
Ligationsreaktionen mit glatte Enden (blunt ends) wurden Vektor-DNA in einem molaren
Verhaltnis von 1:5 bis 1:10 mit Insert-DNA nach Vorgabe von Thermo Scientific in Puffer
(1 x) mit 5 U T4-DNA-Ligase flir 2 h bei RT, 16 °C oder Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Die Inaktivierung der T4-DNA-Ligase erfolgte fir 10 min bei 65 °C.
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2.9 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Zur Analyse sowie zur praparativen Isolierung wurden DNA-Fragmente in Agarosegelen
mit einer Konzentration von 0,5-1 % (w/v) nach SAMBROOK et al. (1989)
elektrophoretisch getrennt.['’® Die Gele wurden in 0,5 x TBE-Puffer (45 mM Tris-Base;
45 mM Borat; 1,25 mM Na,-EDTA) angesetzt und 10 pL Ethidiumbromid-Lésung (0,5 %
(v/v)) hinzugefligt. Als Elektrophoresepuffer wurde 0,5x TBE-Puffer verwendet. Als
Langenstandard wurden die ,GeneRuler™ 1kb DNA ladder von Thermo Scientific
eingesetzt. Zur Visualisierung der DNA-Fragmente diente das eingesetzte
Ethidiumbromid, welches in doppelstrangige DNA interkaliert. Zur Dokumentation der
Gelelektrophorese-Ergebnisse wurde das Videodokumentationssystem ,EagleEye II*
der Firma Stratagene (Heidelberg) zusammmen mit der Software ,Gel Jet Imager Plus®
der Firma Intas (Gottingen) genutzt. Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des ,Gel Extraction“-Kits der Firma Qiagen
bzw. des ,innuPREP DOUBLEpure“Kits der Firma Analytik Jena nach Angaben des
Herstellers. Die Elution der DNA wurde mit Millipore-Wasser durchgefuhrt. Bis zur

weiteren Verwendung wurde die DNA bei -20 °C gelagert.

2.10 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde als Auftragsarbeit von der Firma LGC Genomics
(Berlin) durchgefuhrt.

2.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.11.1 Standard-PCR

Die PCR st ein in vitro Verfahren zur selektiven Amplifikation definierter DNA-Fragmente
aus einem DNA-Gemisch, welche nach der Methode von SAIKi et al. (1988) durchgefiihrt
wurde.l'"® Die annealing Temperatur (T.) lag bei Verwendung der Pfu-Polymerase 5 °C
unter der Schmelztemperatur (Tm), bei Verwendung der Phusion-Polymerase 3 °C Uber
der Tn der verwendeten Oligonukleotide. Die Elongationszeit (tg) richtete sich nach der
GroRe der zu amplifizierenden Produkte und der Wahl der DNA-Polymerase, die
Pfu-DNA-Polymerase bendtigt fir 1 kb ca. 2 min und die Phusion™ High-Fidelity
DNA-Polymerase ca. 30 s fir 1 kb. Die Zusammensetzung eines Standard-PCR-

Reaktionsansatzes ist in Tabelle 8 dargestellt. Die PCR wurde im PCR-Automaten
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.Mastercycler Gradient* der Firma Eppendorf mit dem in Tabelle 9 aufgeflihrten
Standard-Temperaturprogramm durchgefihrt. Bei hohen T, der verwendeten
Oligonukleotide wurde statt des Standard-PCR Programms eine 2-step PCR ohne

Annealing-Schritt durchgefihrt.

Tabelle 8: Zusammensetzung einer Standard-PCR.

Komponente Menge Endkonzentration
Template-DNA 1-3 uL -
Oligonukleotide je1-3 uL je 0,2-0,6 pmol/uL

(10 pmol/uL) (fw & rev) (fw & rev)
DMSO (100 %) 1,5-2,5 L 3-5%
Puffer (5x/10x) 10 pL/5 pL 1x

DNA-Polymerase 0,5 uL -
dNTP’s (10 mM) 0,5-1,5 L 100-300 pM

Millipore-H20 auf 50 pL -

Tabelle 9: Temperaturprogramm einer Standard-PCR (3-step PCR).

Bezeichnung Temperatur Zeit Zyklen
Initiale 95 °Clal/98 °Cl 2 min 1
Denaturierung
Denaturierung 95 °Clel/98 °ClP] 30s
Primer Annealingl®@ Ty -5 °Clal/ Ty +3 °CIP] 30s 30-35
Elongation 68 °Clal/72 °Clbl 2 min/kbl@)/30 s/kblb!

AbschlieRende
Elongation
[BlPfu-Polymerase.
blPhusion-Polymerase.
[©IBei 2-step PCR wurde der Schritt Primer Annealing weggelassen.

68 °Clal/72 °Clbl 10 min 1

2.11.2 QuikChange® PCR

Bei der QuikChange® PCR werden Primer verwendet, die zueinander komplementar
sind und einige veranderte Nukleotide (Mutationen) in der Sequenz aufweisen. Diese
Primer werden zur Amplifikation des gesamten Plasmids verwendet, wobei das
amplifizierte Produkt an der betreffenden Stelle die Mutationen bei erfolgreichem
Austausch tragen sollten. Die QuikChange® PCR wurde im PCR-Automaten

.Mastercycler Gradient* der Firma Eppendorf durchgefihrt. Das verwendete
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Temperaturprogramm folgt dem Standard-Programm (Tabelle 9) jedoch mit einer
geringeren Zyklenanzahl von 23 statt 30-35. Nach Durchfiihrung der QuikChange® PCR
wurde mittels Agarosegel Uberprift, ob das Plasmid vervielfaltigt wurde. Anschliel3end
wurde das PCR-Produkt gereinigt und einem Restriktionsverdau mit dem
Restriktionsenzym Dpnl unterzogen, um das alte, methylierte DNA-Template (ohne

Mutationen) abzubauen.

2.12 Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli-Zellen

Eine Vorkultur (10 mL) wurde mit einer Einzelkolonie beimpft und GN bei 37 °C kultiviert.
AnschlielRend wurden 200 mL LB-Medium mit der entsprechenden Menge an E. coli
Ubernacht-Kultur auf eine Zelldichte von ODgoonm= 0,05 beimpft. Die Kultur wurde bei
37 °C bis zum Erreichen der logarithmischen Wuchsphase (ODeggonm= 0,5-0,8) auf einem
Schattler (120 UpM) bebrutet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (10 min, 1750 g,
4 °C) geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 14 mL eiskaltem FB-
Puffer resuspendiert und fir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation
(10 min, 1750 g, 4 °C) wurde der Uberstand wieder verworfen und das Pellet in 3,4 mL
eiskaltem FB-Puffer aufgenommen und in Aliquots von 100 pL auf Eppendorfgefalle
verteilt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Ansatze auf Eis oder bei -80 °C

gelagert.

FB-Puffer: 1,48 g KCI; 1,50 g CaCl, x 2H20; 20,0 g Glycerin;
2 mL KCH3COOH (1 M, pH 7,5)
auf 200 mL A. dest. (pH 6,4 einstellen)

Der FB-Puffer wurde vor Verwendung bei 121 °C autoklaviert.

2.13 Chemische Transformation von Escherichia coli mit
Plasmid-DNA

Die Transformation kompetenter E. coli Zellen mit Plasmid-DNA wurde nach HANAHAN
(1983) wie folgt durchgefiihrt.'™ Zu 100 uL kompetenten Zellen wurden 7,5 uL eines
Ligationsansatzes oder 1-2 pyL Plasmid-DNA hinzugefligt, vorsichtig gemischt und flr
30 min auf Eis inkubiert. Anschlielend erfolgte der Hitzeschock fir 1 min bei 42 °C,
gefolgt von einer kurzen Inkubation auf Eis. Nach der Zugabe von 500 yL LB-Medium
folgte die phanische Expression bei 37 °C und leichtem Schiitteln (120 UpM) je nach

Antibiotika-Resistenz fur 0,5-2,5 Stunden. Die Zellen wurden anschlieRend mittels
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Zentrifugation (14000 UpM, 1 min) sedimentiert, in 100 pL LB-Medium resuspendiert und
auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen (bei
Transformationen von Ligationen) oder direkt 100 uL des Transformationsansatzes auf

LB-Agarplatten ausgestrichen.

2.14 Proteinchemische Methoden

2.14.1 Zellaufschluss mittels Schwingmthle

Fir die Isolierung von Rohextrakten aus mikrobiellen Stdmmen der institutsinternen
Stammsammlung wurden Zellen in KPi-Puffer (50 mM, pH 7) resuspendiert, um eine
25%ige Zellsuspension zu erhalten. 600 pL dieser Suspension wurden mit 1,2 g
Glasperlen (g 0,25-0,50 mm) vermischt (1,5 mL Eppendorfgefall), anschlieend in den
auf Eis vorgekuhlten Probenhalterungen in der Schwingmihle (Firma Retsch) befestigt
und unter Kihlung aufgeschlossen (15 min, 30 Hz). Zelltrimmer sowie Glasperlen
wurden durch Zentrifugation (20000 g, 30 min, 4 °C) abgetrennt, der zellfreie Rohextrakt

abgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C oder -20 °C gelagert.

2.14.2 Zellaufschluss mittels French Press

Zum Aufschluss groélerer Zellmengen oder zum Aufschluss von Hefe-Zellen der
P. pastoris wurde die French Press (Glen Mills) eingesetzt. Die Zellpellets wurden als
25%ige Zellsuspension in KPi-Puffer (50 mM, pH 7) resuspendiert. Nach drei
Durchlaufen an der French Press bei einem Druck von 900 psi wurde der zellfreie
Rohextrakt nach Zentrifugation flr 45 Minuten bei 20000 g und 4 °C erhalten. Der

isolierte Rohextrakt wurde entweder verwendet oder einer Proteinreinigung unterzogen.

2.14.3 Zellaufschluss mittels Ultraschall

Zellen wurden in den entsprechenden Aufschlusspuffer (Lysis-Puffer; KPi-Puffer oder
Tris-HCI-Puffer) als 25%ige Zellsuspension auf Eis mittels Ultraschall (Branson-Sonifier
W250) aufgeschlossen. Hierbei wurden je nach Volumen die Spitzen MS 72 oder MS 73
(Bandelin) verwendet mit folgenden Einstellungen: Leistungszyklus 50 %,
Power 25-30 %; 3 x 2 min; jeweils 1 min Kiihlung zwischen den Ultraschallbehandlungen
auf Eis. Ganze Zellen und Zellfragmente wurden anschlieBend durch Zentrifugation
(18000 g, 30 min, 4 °C) abgetrennt und der Rohextrakt erhalten.
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2.14.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde zum einen nach der Methode von
BRADFORD (1976) durchgefiihrt.'®! Hierfir wurde Rinderserumalbumin (BSA) als
Referenzsubstanz verwendet, um eine Eichreihe von 0,01-1 mg mL™" zu erstellen. Hierfir
wurden 100 pL Proteinprobe mit 900 uL Bradford-Reagenz in einer Klvette vermischt
und fir 15 min im Dunkeln inkubiert. Anschlie’iend wurde die Extinktion photometrisch
bei 595 nm (UV-1602 Photometer, Shimadzu) vermessen. Die Nullwertbestimmung

erfolgte mit Millipore-Wasser.

Herstellung Bradford-Reagenz: 50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 wurden mit 50 mL

Methanol versetzt und anschlieRend 100 mL Phosphorsaure (85 %) hinzugefigt. Die
saure Ldsung wurde langsam in 850 mL Millipore-Wasser hinzugegeben und
lichtgeschitzt iber Nacht bei 4 °C gerlhrt. Anschlieend wurde die Lésung filtriert und
lichtgeschitzt bei 4°C aufbewahrt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von gereinigten Proteinproben wurde mit Hilfe
des Spektrophotometers NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) unter Einstellung des

spezifischen Molekulargewichts und Extinktionskoeffizienten durchgefinhrt.

2.14.5 Umpuffern und Aufkonzentrierung von Proteinlésungen

Zum Umpuffern oder Entsalzen von Proteinlésungen wurden PD-10 Saulen
(GE Healthcare) verwendet. Nach Aquilibrierung der Saulen mit 20 mL Puffer, wurden
2,5 mL der Probe aufgetragen. Die Proteine wurden anschlieRend mit 3,5 mL des
gewlnschten Puffers von den PD-10 Saulen eluiert. Zum Aufkonzentrieren und
Umpuffern von Proteinproben wurde eine Ultrafiltrationseinheit (Vivaspin 20, Sartorius)
mit einem Ausschlussvolumen von 10 kDa verwendet, welche maximal mit 5000 UpM

bei 4 °C zentrifugiert wurde.

2.14.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Trennung von Proteinen erfolgte nach LAEMMLI (1979) unter denaturierenden
Bedingungen in Gegenwart von SDS in einem diskontinuierlichen Gelsystem, welches
sich aus einem 5%igen Sammelgel und aus einem 12%igen Trenngel
zusammensetzte.['®" Vor der elektrophoretischen Trennung wurden die Proteinproben
mit 1x-SDS-Probenpuffer versetzt und 15 min bei 95°C aufgekocht. AnschlieRend wurde

5-10 uL Probe auf das Gel aufgetragen. Die Proben wurden zunachst bei einer
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Spannung von 100 V ins Sammelgel einlaufen lassen, anschlielend wurde die
Spannung auf 180 V erhéht. Die Entwicklung des Gels erfolgte in Coomassie-
Farbeldésung auf Ethanolbasis flir 1-2 h oder in ,Simply Blue Safe Stain“ (Invitrogen)
nach Angaben des Herstellers. Die Entfarbung der SDS-Gele erfolgte mit
Essigsaure/Ethanol-Entfarber oder dH-0.

SDS-Probenpuffer (5x): 2 % (w/v) SDS; 10 % (v/v) Glycerin;
5 % (v/v) 3-Mercaptoethanol;
0,03 % (w/v) Bromphenol-Blau R-250,
Tris-HCI-Puffer (60 mM, pH 6,8)

Coomassie-Farbelésung: 50 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsaure;
0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau G-250

Coomassie-Entfarberldsung: 40 % (v/v) Ethanol; 10 % (v/v) Essigsaure

2.14.7 Western Blot und Immunodetektion

Der Western Blot und die Immunodetektion auf PVDF-Membranen erfolgte nach der
Methode VON TOwBIN et. al. (1979) und wurde wie folgt durchgefiihrt.l'82 Fir die
Durchfihrung des Western Blots wurde eine PVDF-Membran zunéachst fir 5 min in
Methanol aktiviert und anschlieffend in dH20 und Dunn-Carbonat-Puffer inkubiert. Der
Transfer von durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen auf die PVDF-Membran erfolgte

fir 15 min bei 150 mA und fir weitere 45 min bei 300 mA in Dunn-Carbonat--Puffer.

Fir die anschlieBende Immunodetektion von His-getaggten Proteinen wurde die
PVDF-Membran nach dem Transfer fiir 1 h bei 37 °C in Blockierlésung (TBS-T-Puffer
mit 1 % (w/v) Milchpulver) inkubiert. Es folgte die Zugabe des Anti-His-HRP-Antikérpers
(Carl Roth, 1:10000) Gber Nacht bei 4 °C oder flr 1 h bei 37 °C. AnschlieRend wurde die
Membran dreimal fir 15 min in TBS-T-Puffer gewaschen. Die Detektion der HRP
(Meerrettisch-Peroxidase)-Aktivitat erfolgte durch Visualisierung der Chemo-
limuneszenz durch Zugabe der ECL-LAsung. Die Detektion der Signale erfolgte mit dem

Geréat ,Imaging System Stella 3200 (Raytest, Wetzikon).

Dunn-Carbonat-Puffer: 10 mM NaHCOs3; 3 mM Na2COs; 20 % (v/v) Methanol

TBS-T-Puffer: 25 mM Tris-HCI (pH 8,0); 150 mM NaCl; 3 mM KCl;
0,2 % (v/v) Tween 20
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ECL-L6ésung: 1 mL Lésung A; 100 uL Lésung B; 0,3 uL Losung C

Lésung A: 50 mg Luminol auf 200 mL Tris-HCI-Puffer (100 mM, pH 8,6)
Lésung B: 11 mg para-Hydroxycoumarinsaure auf 10 mL DMSO
Lésung C: 30 % Wasserstoffperoxid-Losung

2.14.8 Chromatographische Reinigung der PPADH aus dem Pichia pastoris
GS115-Rohextrakt

Nach Aufschluss der Pichia-Zellen und anschlieRender Zentrifugation, wurde der
Rohextrakt einer Ammoniumsulfatfallung unterzogen. Hierfur wurde dem Rohextrakt
Ammoniumsulfat hinzugeben, sodass die Endkonzentration 2,47 M betrug. Die Lésung
wurde fur 1 h auf Eis langsam gerthrt, sodass nach Zentrifugation ein Protein-Teil des
Pichia Rohextrakts entfernt wurde. Der erhaltene Uberstand wurde einer zweiten
Ammoniumsulfatféllung unterzogen, wobei eine Ammoniumsulfat-Konzentration 4,25 M
erreicht wurde. Nach einstiindigem Rihren der Lésung auf Eis und anschlielender
Zentrifugation wurde diesmal der Uberstand entfernt und das Pellet im urspriinglichen
Volumen mit Start-Puffer (100 mM KPi-Puffer + 1,7 M Ammoniumsulfat, pH 7,2)
resuspendiert. Die Suspension wurde anschlieend lUber eine Phenylsepharose-Saule
(GE Healthcare, 6 Fast Flow) mit einer Flussrate von 2,5 mL min™' aufgereinigt, welche
mit mindesten 5 Saulenvolumen Start-Puffer voraquilibriert wurde. Die Elution der
Proteine erfolgte mit 50 mM KPi-Puffer pH 7 und einem Gradienten von 1,7 M auf 0 M
Ammoniumsulfat. Aktive Fraktionen wurden vereinigt, umgepuffert und einer
Q-Sepharose Reinigung (Q-Sepharose Fast Flow, GE Healthcare) unterzogen. Die
Reinigung erfolgte mit einer Flussrate von 2,5 mL min™ und 50 mM Tris-HCI-Puffer
pH 9,0 aquilibriert. Die Elution der Proteine wurde mit 50 mM Tris-HCI-Puffer pH 9,0 und
1 M NaCl durchgefihrt, wobei ein linearer Gradient von 0 M auf 1 M NaCl verwendet
wurde. Aktive Fraktionen wurden gesammelt und in 50 mM KPi-Puffer mit 300 mM NaCl
umgepuffert fur eine anschlieRende Gelfiltration (Superdex 75, GE Healthcare). Aktive
Fraktionen wurden wiederum vereinigt und mittels SDS-PAGE analysiert. Anschlief3end
wurden die Protein-Proben von Dr. Jens Sprof3 (Universitat Bielefeld) fir die MALDI-TOF

Analyse weiterbearbeitet.
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2.14.9 Chromatographische Reinigung von Poly-Histidin-Fusionsproteinen

Die Reinigung der Proteine mit His-Tag erfolgte nach der Expression der
korrespondierenden Gene in pET-Vektoren im heterologen Wirt E. coli BL21 (DE3) als
N- oder/und C-terminale Hexa-Histidin-Fusionsproteine mittels immobilisierter Metall-
Affinitatschromatographie (IMAC) nach PORATH et al. (1975).['® Nach der Expression
im 50 mL- bis 1 L-Malistab wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und das
Pellet in KPi-/Tris-HCl/Lysis-Puffer resuspendiert, so dass eine 25%ige (w/v)
Zellsuspension entstand. Die Zellen wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen und die
unléslichen Komponenten durch Zentrifugation abgetrennt. Fir die Reinigung wurden
ca. 4-6 mL Ni-NTA-Material (MCLAB, San Francisco) in eine Tropfsaule gegeben und-
nachdem sich das Material abgesetzt hatte- mit mindestens finf Saulenvolumen
Lysispuffer &quilibriert. Der als Uberstand erhaltene zellfreie Rohextrakt wurde
anschliefsend auf das Saulenmaterial gegeben, vermischt und 15 min bei 4 °C inkubiert.
Das Saulenmaterial wurde anschlieBend mit mindestens zwei Saulenvolumen
Lysispuffer gespdult, um nicht-bindende Proteine zu entfernen. Anschliellend wurde die
Saule mit mindestens 10 Saulenvolumen Waschpuffer gespult, um unspezifisch
gebundene Proteinen abzutrennen. Die Elution der His-getaggten Fusionsproteine
erfolgte im 10-fachen Saulenvolumen mit hohen Imidazolkonzentration unter
Verwendung des Elutionspuffers. AnschlieRend wurde die Enzymlésung mittels

Ultrafiltrationseinheit eingeengt und umgepuffert oder mit einer PD-10-Saule entsalzt.

Fir die Reinigung groRerer Rohextraktvolumina wurde das AKTA-System der Firma
Pharmacia verwendet. Rohextrakte wurden mit einer Flussrate von 2 mL min™' auf die
voraquilibrierte Ni-NTA-Saule (beflllt mit Ni-NTA Material von MCLAB) aufgetragen.
Nach der Beladung wurde die Saule mit mindestens 5 Saulenvolumen Lysispuffer
gespllt bis die Extinktion bei UV2gnm konstant bei nahezu 0 blieb. Die Saule wurde mit
mindestens 5-fachen Saulenvolumen Waschpuffer gespult. Die Elution des His-Tag
Fusionsproteins erfolgte mit dem Elutionspuffer bei einer Flussrate von 3 mL min™. Die
einzelnen Fraktionen des Elutions-Peaks wurden anschlielfend Uber ein SDS-Gel
analysiert. Saubere Fraktionen wurden vereinigt Uber eine Ultrafiltrationseinheit
(Ausschlussvolumen: 10 kDa) umgepuffert und einkonzentriert. Die konzentrierte

Proteinprobe wurde auf Eis oder bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Lysispuffer: 50 mM NaH2PO., 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8,0
Waschpuffer: 50 mM NaH>PO,, 300 mM NacCl, 20 mM Imidazol, pH 8,0

Elutionspuffer: 50 mM NaH>PO4, 300 mM NacCl, 250 mM Imidazol, pH 8,0
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2.14.10 Prazipitation von Proteinen mittels Trichloressigsaure (TCA)

Die TCA-Fallung von Proteinen erfolgte mit der modifizierten Methode nach PETERSON
(1977) und diente hauptsachlich zum Einkonzentrieren gereinigter Proteinproben mit
geringen Proteinkonzentrationen fir die SDS-PAGE.['Y Die zur Prazipitation von
Proteinen verwendeten Proben wurden mit 0,1 Volumeneinheiten einer 70%igen (w/v)
Trichloressigsaure-Losung versetzt und der Ansatz fir 15 min auf Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation fiir 10 min bei 14000 UpM und 4 °C wurde der Uberstand verworfen und
die prazipitierten Proteine zweimal mit 80%igen (v/v) Aceton gewaschen. Hierfiir wurden
100 pL Aceton vorsichtig in das Eppendorfgefa gegeben und der Uberstand direkt
wieder abgenommen und verworfen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
(5 min, 14000 UpM) wurde der restliche Uberstand vorsichtig abgenommen und
verworfen. Das Waschschritt mit Aceton dient der Entfernung der Trichloressigsaure aus
der Proteinprobe Das Prazipitat wurde fir 5 min bei RT getrocknet und in

SDS-Probenpuffer, dH-O sowie 4 uL konzentrierte Tris-HCI-Lésung gelost.

2.14.11 Thermofluor-Screen

Zur Untersuchung von verschiedener Einflissen wie z. B. Puffertypen, Pufferkapazitat,
Salzkonzentrationen und pH auf die PPADH1 und dessen Stabilitat wurde ein
Thermostabilitats-Screening mit der Thermofluor-Methode nach BolviN et al. (2013) von
Christine Tolzer (Universitat Kéln, AK Niefind) durchgefiihrt.['®! Hierflr wurde folgender
Ansatz in der 96-well-Platte verwendet: 5 pyL Puffer (5x konzentriert), 16 yL H2O, 2 uL
gereinigtes Protein (6,2 mg mL"'), 2 uyL SYPRO Orange-L6sung
(Invitrogen, Stammldsung: 62 x konzentriert) auf ein Gesamtvolumen von 25 pL. Die
96-well-Platte wurde nach dem Pipettieren der einzelnen Komponenten in den
Real-Time-PCR-Cycler gestellt und folgendes Programm gestartet: 1 °C min™ von 4 °C
bis 95 °C, wobei die Fluoreszenz im Bereich von 485/20 nm (Extinktion) und 530/30 nm
(Emission) vermessen wurde. Die Analyse der Thermofluor-Daten basiert auf der

1. Ableitung der Rohdaten nach folgender Gleichung:

f(T) = - (dRFU)AT d/dT= 1. Ableitung nach der Temperatur
RFU= relative Fluoreszenzeinheit

T= Temperatur
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2.14.12 Praparation und Verwendung anderer Enzyme

2.14.121 Verwendung der rekombinanten GDH aus Bacillus subtilis

Rekombinante E. coli Zellen mit der NAD(P)H-abhangigen Glucose-Dehydrogenase aus
Bacillus subtilis (GDH) waren im |Institut aus friheren Arbeiten vorhanden
(Hochzelldichte-Fermentation von pET21a-gdh (Gen aus B. subtilis DSM 4424) in
E. coli BL21(DE3). Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit KPi-Puffer (50 mM, pH 8) als
25%ige Zellsuspension resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mittels
Ultraschall aufgeschlossen. Ganze Zellen und Zellfragmente wurden durch
Zentrifugation bei 18000 g und 4 °C fur 30 min abgetrennt. Der zellfreie Rohextrakt

wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis oder bei -20 °C gelagert.

214122 Verwendung der rekombinanten NOX aus Lactobacillus sanfranciscensis

Rekombinante E. coli Zellen mit der NAD(P)H-abhadngigen Oxidase aus
Lactobacillus sanfranciscensis (LSNOX) waren im Institut aus friheren Arbeiten
vorhanden (pET28a-Isnox (Gen aus L. sanfranciscensis DSM 20451) in
E. coli BL21(DE3). Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit KPi-Puffer (50 mM, pH 8) als
25%ige Zellsuspension resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mittels
Ultraschall aufgeschlossen. Ganze Zellen und Zellfragmente wurden durch
Zentrifugation bei 18000 g und 4 °C fir 30 min abgetrennt. Der zellfreie Rohextrakt

wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung auf Eis oder bei -20 °C gelagert.

214123 Verwendung der rekombinanten ADH aus Lactobacillus kefir

Rekombinante E. coli Zellen mit der (R)-spezifischen NADP(H)-abhangigen ADH aus
L. kefir (LKADH) waren im Institut aus alteren Arbeiten vorhanden (Hochzelldichte-
Fermentation von pET21a-lkadh (Gen aus L. kefir DSM 20587) in E. coli BL21(DE3)).
Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit KPi-Puffer (100 mM, pH 7 +1 mM MgCl.) als
25%ige Zellsuspension resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mittels
Ultraschall aufgeschlossen. Ganze Zellen und Zellfragmente wurden durch
Zentrifugation bei 18000 g und 4 °C fir 30 min abgetrennt. Der zellfreie Rohextrakt

wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis oder bei -20 °C gelagert.
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214124 Verwendung der rekombinanten ADH aus Rhodococcus ruber

Gefrierkulturen von rekombinanten E. coli Zellen mit der (S)-spezifischen
NAD(H)-abhangigen ADH aus R. ruber (RRADH) waren im Institut aus alteren Arbeiten
vorhanden (pKA1-rradh (Gen aus R. ruber DSM 44541) + pGro7 (Chaperone Vektor,
Takara) in E. coli BL21(DE3)). Die Hauptkultur wurde 1 %ig mit einer Ubernachtkultur in
1 L TB-Medium mit 1 mg mL™" L-Arabinose, 50 yg mL"' Ampicillin und 34 uyg mL™"
Chloramphenicol beimpft und bei 120 UpM und 37 °C kultiviert. Bei Erreichen einer
ODsoonm= 0,3 wurde 1 mM ZnCl, hinzugefugt und die Hauptkultur fir 30 min bei 25 °C
kultiviert. AnschlieBend wurde die Uberexpression der Gene durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentrationen 50 uM) induziert, wobei die Kultur fir weitere 22 Stunden bei 25 °C
inkubiert wurde. Nach der Zellernte wurde ein Teil der Zellen auf Eis aufgetaut und mit
KPi-Puffer (100 mM, pH 7) als 25%ige Zellsuspension resuspendiert. Anschlief3end
wurden die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen. Ganze Zellen und Zellfragmente
wurden durch Zentrifugation bei 18000 g und 4 °C fir 30 min abgetrennt. Der zellfreie

Rohextrakt wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis oder bei -20 °C gelagert.

2.14.12.5 Verwendung der rekombinanten 3a-HSDH aus Comamonas testosteroni

Rekombinante E. coli Zellen mit der NAD(H)-abhangigen HSDH aus
Comamonas testosteroni (3a-HSDH) waren im Institut aus anderen Arbeiten vorhanden
(pET21a-3a-hsdh (Gen aus C. testosteroni DSM 50244) in E. coli BL21(DE3)). Zellen
wurden auf Eis aufgetaut und mit KPi-Puffer (50 mM, pH 8) als 25%ige Zellsuspension
resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen.
Ganze Zellen und Zellfragmente wurden durch Zentrifugation bei 18000 g und 4 °C fir
30 min abgetrennt. Der zellfreie Rohextrakt wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis

oder bei -20 °C gelagert.

2.14.12.6 Verwendung der rekombinanten ADH aus Parracoccus pantotrophus

Rekombinante E. coli Zellen mit der NAD(H)-abhangigen ADH aus P. pantotrophus
(PAPADH) waren im Institut aus anderen Arbeiten vorhanden (pET28a-papadh (Gen
aus P. pantotrophus DSM 11072) in E. coli BL21(DE3)). Zellen wurden auf Eis aufgetaut
und mit KPi-Puffer (60 mM, pH 8) als 25%ige Zellsuspension resuspendiert.
AnschlielRend wurden die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen. Ganze Zellen und
Zellfragmente wurden durch Zentrifugation bei 18000 g und 4 °C fir 30 min abgetrennt.
Der zellfreie Rohextrakt wurde bis zur weiteren Verwendung auf Eis oder bei -20 °C

gelagert.
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2.15 Analytische Methoden

2.15.1 Bestimmung der Enzymaktivitaten

2.15.1.1 Bestimmung der ADH-Aktivitaten

Bei der Reduktion von Aldehyden oder Ketonen durch die NAD(P)-abhangigen ADHs
wird NAD(P)H oxidiert. Die Aktivitatsbestimmung der ADHs beruhte auf der
photometrisch gemessenen Abnahme der NAD(P)H-Konzentration bei einer
Wellenlange von 340 nm. Die Messungen erfolgten in Kivetten (Schichtdicke: 1 cm) bei
25°C mit Hilfe eines Photometers (UV-1602, Shimadzu). Der molare
Extinktionskoeffizient flir NAD(P)H betragt 6,22 mM' cm™. Bei der Oxidation von
Alkoholen durch die ADHs wird NAD(P)* reduziert, sodass photometrisch die Zunahme
der NAD(P)H-Konzentration bei einer Wellenlange von 340 nm gemessen wird. Aus der
Steigung der aufgenommenen Reaktionskinetik kann die Enzymaktivitat mit folgender
Gleichung bestimmt werden:

-1_ AE3z4onm «  Vo'f
UmL t e*Vp*d

AEsz40nm/t = Steigung der Extinktionskurve

V4 = Gesamtvolumen (1 mL)

Vp = Probenvolumen (10 pL)

f = Verdinnungsfaktor (der Enzymlésung)

€ = molarer Extinktionskoeffizient von NADP(H)

d = Schichtdicke der Kivette (1 cm)

Jede Aktivitatsbestimmung wird in einer Dreifach-Bestimmung durc