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Enreduktasen aus der Old Yellow Enzyme (OYE) Familie [EC 1.6.99.1] reduzieren C=C-
Doppelbindungen und generieren dabei bis zu zwei Stereozentren in einem Reaktions-
schritt. Eine breite Palette von aktivierten Alkenen kann als Substrat dienen und somit
besitzt die Reaktion das Potenzial als stereoselektive, umweltvertraglichere Alternative
zur Metallkatalyse, vielfaltigen Einsatz in der organischen Synthese zu finden.

Eine der groBen Herausforderungen in der Biokatalyse ist das Vorliegen des Katalysators
und somit auch der Katalyseprodukte in nur einer enantiomeren Form. Um fiir die Enreduk-
tase YgjM Varianten mit Wildtyp entgegengesetzter Stereoselektivitat zu finden wurde
in dieser Arbeit ein neuartiges, rationales und somit extrem effizientes Vorgehen getestet.
Hierbei wurde durch Mutation einzelner Aminosaurereste die Substratbindung in der
nativen Position gelockert und eine neue Bindung in geflippter Orientierung moglich
gemacht. Insgesamt mussten nur 17 Enzymvarianten erstellt werden um zum Wildtyp
stereokomplementére Varianten zu finden. Die auf diese Weise in beiden enantiomeren
Formen zugénglichen Produkte sind vielseitige chirale Bausteine, die in der Natur- und
Wirkstoffsynthese Verwendung finden.

Daneben konnten zwei Wege zur chemoenzymatischen Synthese des breit genutzten
chiralen Intermediats 2-Methylbutan-1,3-diol identifiziert werden. Diese fiihren zu
unterschiedlicher Stereoinformation an C2-Position obwohl ein und dasselbe OYE
Verwendung findet. Die Veranderung der Stereoselektivitdt beruht hier auf geschickter
Wahl des Substrats und ist somit ein Beispiel fiir ein weiteres mdgliches Vorgehen zur
rational gesteuerten biokatalytischen Synthese von entgegengesetzten Stereozentren.

In einem weiteren Projekt konnte eine Enzymkaskade aus YqjM WT und der Laccase
aus Agaricus bisporus zur Synthese von bestimmten arylierten Chromanonen etabliert
werden.
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Meiner Familie

The organism is capable of performing highly specific chemical transformations which can
never be accomplished with the customary agents. To equal nature here, the same means
have to be applied, and | therefore foresee the day when physiological chemistry will not only
make extensive use of the natural enzymes as agents, but when it will also prepare synthetic
ferments for its purposes.

(Emil Fischer, 1902, Nobelpreis-Vorlesung)
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1. Vorbemerkungen und Abkiirzungen

Die Abbildungen, Schemata, Tabellen, angegebenen Literaturstellen sowie die im Text
genannten Verbindungen wurden fortlaufend nummeriert. Die im Rahmen dieser
Dissertation dargestellten Verbindungen sind ebenfalls fortlaufend nummeriert und in der
Formellbersicht (Kapitel 10) aufgefiihrt. Die Benennung der Verbindungen erfolgte in der
Regel gemaR der IUPAC-Nomenklatur.! Die verwendeten Enzyme sind gesondert im
Experimentalteil (Kapitel 9.2.1) aufgefiihrt. In dieser Arbeit wurden folgende Abkiirzungen,
physikalische GrofRen, Symbole, Variablen und Einheiten verwendet:

A, Abs Absorption

ADH Alkoholdehydrogenase

Aq. Aquivalente

Bn Benzyl

Bu Butyl

C Konzentration

C Cysteinrest

Cofaktor Nicht proteinogene Substanz, die zur Aktivitat des Enzyms unerlasslich ist. Es
wird keine Unterscheidung zwischen Cosubstrat, Coenzym und prosthetischer
Gruppe gemacht.

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan

DC Diinnschichtchromatographie

DoE Design of Experiment

bv Diastereomerenverhaltnis

de Diastereomerentberschuss

E Enantioselektivitat

EE Ethylacetat (Essigsaureethylester)

ee Enantiomereniiberschuss

EC Enzymklasse

El ElektronenstoRionisation

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

Et Ethyl



Vorbemerkungen und Abklirzungen

Enred

EWG

ee

FDH

FMN

GC

GDH

H
holo-Enzym
HPLC

IMAC

_Anmﬁ

Kwm

KP;

k. U.
Me
max.
min
mind.
MRSA
MS

MTBE

Enreduktase

Elektronen-ziehende Gruppe (electron withdrawing group)
Enantiomereniberschuss

Formiatdehydrogenase

Flavinmononukleotid

Gaschromatographie

Glukosedehydrogenase

Histidinrest

mit Cofaktor gesattigtes Enzym (griech.: holos)
Hochdruckflissigkeitschromatographie

Metallchelatchromatographie (immobilized metal ion affinity
chromatographie)

Infrarot

International Union for Pure and Applied Chemistry
Kopplungskonstante
Gleichgewichtskonstante

Wechselzahl
Michaelis—Menten-Konstante
Kaliumphosphatpuffer

kein Umsatz

Methyl

maximal

Minute

mindestens

Multiresistenter Staphylococcus Aureus
Massenspektrometrie
Methyl-tert-butylether

Asparaginrest
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NAD/NADP allgemeine Bezeichnung fir Nikotinamidadenindinucleotid bzw. das
entsprechende -phosphat

NAD*/NADP* oxidierte Form der Nikotinamidcofaktoren

NADH/NADPH reduzierte Form der Nikotinamidcofaktoren

n.d. nicht durchgefiihrt

NIH National Institutes of Health (USA)
NMR Kernspinresonanz

OYE Old Yellow Enzyme

o/n Uber Nacht

P Proteinpellet

PDB Protein Data Bank

PE Petrolether

PETN Pentaerythritoltetranitrat

pHB p-Hydroxybenzaldehyd

ppm parts per million

R unspezifischer Rest

R? Bestimmtheitsmal}

rac racemisch

RT Raumtemperatur

S Sattigung

tr Retentionszeit

TIM Triosephosphat-Isomerase

TNT Trinitrotoluol

TEMPO 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl
U Unit (Einheit der Enzymaktivitit: 1 U = 1 pmol min™)
upm Umdrehungen pro Minute

usS Umsatz

Us Uberstand

v Geschwindigkeit
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Y Tyrosinrest
WHO Weltgesundheitsorganisation

WT Wildtyp
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2. Kurzzusammenfassung

Enreduktasen aus der Old Yellow Enzyme (OYE) Familie [EC 1.6.99.1] reduzieren C=C-
Doppelbindungen und generieren dabei bis zu zwei Stereozentren in einem Reaktionsschritt.
Der Mechanismus besteht aus der formalen anti-Addition von Wasserstoff: ein Hydrid wird
vom Flavin-Cofaktor Uibertragen und ein Proton — meist von einem Tyrosinrest — von der
entgegengesetzten Seite. Eine breite Palette von aktivierten Alkenen kann als Substrat
dienen, wodurch der Einsatz von OYEs in vielen asymmetrischen Synthesen moéglich wird.
Eine industriell relevante Anwendung, fir die die Nutzbarkeit des OYEs YqjM bereits im
analytischen Malistab gezeigt worden konnte, ist die Synthese des (R)-Roche-Esters. Der
Roche-Ester ist ein breit genutzter chiraler Baustein, der zum Beispiel in der Synthese von
Naturstoffen, Vitaminen, Duftstoffen und Antibiotika zum Einsatz kommt.

Eine der groRen Herausforderungen in der Biokatalyse ist das Vorliegen des Katalysators und
somit auch der Katalyseprodukte in nur einer enantiomeren Form. Das leicht zugdngliche
Enantiomer ist der (R)-Roche-Esters bei Herstellung durch OYE-katalysierte Bioreduktion.
Enreduktasen, die in dieser Reaktion (S)-Selektivitat zeigen, sind kaum bekannt.>® Fiir die
Enreduktase YqjM wurden bisher keine Varianten mit inverser Stereopraferenz bzgl. dieses
Substrats beschrieben. Um solche Varianten zu finden wurden drei Aminosaurepositionen
(H167, 169, C26) und zugehodrige Mutationen identifiziert, die die Substratbindung in der
nativen Position lockern und eine neue Bindung in geflippter Orientierung moéglich machen
konnten. Da der Roche-Ester aullerdem mittels YgjM und der meisten anderen Enreduktasen
wenig effizient umgesetzt wird, wurde eine kleine Bibliothek von aktiveren Substrat-
Derivaten getestet. Die Nutzbarkeit der Produkte als synthetische Bausteine wurde dabei
erhalten. Die Umsetzung aller dieser Substrate mittels der Enzym-Bibliothek aus zwolf
rational erstellten YgjM-Varianten ergab schlielRlich  wirklich eine vollstandige
Selektivitatsumkehr zum anderen Enantiomer des Roche-Esters sowie zweier Substrat-
Derivate. Durch Nutzung des Wildtyps und der YgjM-Varianten konnten so schlielRlich der
(R)- und (S)-konfigurierte Roche-Ester und verschiedene Derivate in praparativem Malstab
mit moderater bis guter Ausbeute und hoher Enantioselektivitdt hergestellt werden.

Daneben konnten zwei Reaktionswege zur chemoenzymatischen Synthese des breit
genutzten chiralen Intermediats 2-Methylbutan-1,3-diol identifiziert werden, die beide eine
OYE-katalysierte Reaktion beinhalten. Das eine Protokoll produziert beide Stereozentren in
einem einzigen Schritt im Rahmen einer Enzymkaskade aus YgjM WT und ADH beruhend
auf dem Morita-Baylis-Hillman-Addukt 3-(Hydroxymethyl)but-3-en-2-on. Insgesamt kann das
syn-(2R, 3S)-Diol somit in nur zwei Stufen erhalten werden. Dies ist die kirzeste
literaturbekannte Synthese von syn-2-Methylbutan-1,3-diol, die bisher bekannt ist. Das
zweite Protokoll macht das C2-Stereozentrum in beiden Konfigurationen mittels der gleichen
Enreduktase YgjM WT zuganglich. Hierfiir wurde das Substrat strategisch modifiziert. In
einem weiteren Projekt konnte eine Enzymkaskade aus YgjM WT und der Laccase aus
Agaricus bisporus zur Synthese von bestimmten arylierten Chromanonen etabliert werden.
Dies kann durch weitere Optimierung der Enzym-Substrat Kombination zu einem
stereospezifischen Zugang zu diesen Verbindungen fiihren. Substituierte Chromanone zeigen
hohe biologische Aktivitat und eine effiziente und stereospezifische chemoenzymatische
Synthese ist daher von Interesse.
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3. Abstract

Ene reductases from the Old Yellow Enzyme (OYE) family [EC 1.6.99.1] reduce C=C double
bonds generating up to two new stereogenic centres within one reaction mﬁm_o.E The
mechanism involves a formal anti-addition of hydrogen: A hydride derived from the flavin
cofactor and the addition of a proton — usually from a tyrosine — from the opposite face.P'A
broad range of activated alkenes can act as substrates, which enables the use of ene
reductases in various asymmetric m<3:mmmm.§

One industrially relevant application that has been shown to be possible in analytical scale
using the ene reductase YqjM is the synthesis of the (R)-Roche Ester. The Roche Ester is an
extensively used chiral precursor in syntheses of natural products as well as in syntheses of
vitamins, fragrance components and antibiotics.™ A challenge biocatalysis regularly faces is
the accessibility of only one enantiomer. The easily accessible Roche Ester is the (R)-
enantiomer in OYE-catalysed bioreductions. Ene reductases showing (S)-selectivity in this
reaction are rare.>® For the ene reductase YgjM no variants with inverse stereo-preference
for this substrate are known so far. In order to find such variants three amino acid positions
(H167, 169, C26) and respective mutations were identified that might loosen substrate
binding in the original position and rebind the substrate in flipped orientation. As the Roche-
Ester precursor is a rather poor substrate for YqjM and most other ene reductases, a small
library of more active derivatives was addressed, maintaining the products” usefulness as
synthetic building blocks. The methyl ketone derivative showed a strong increase in catalytic
efficiency compared to the ester. Thus, we added this along with the sterically more
demanding ethyl ketone to our screening library. Also substrates with benzyl- or allyl-
protected hydroxyl group were screened as increased conversions had been 83023.@ A
small library of twelve rational mutant enzymes revealed indeed a complete selectivity
change towards the other enantiomer of the Roche Ester and two derivatives. Using wild
type or engineered variants of YqjM (R)- and (S)-configured Roche Ester as well as derivatives
thereof can be produced in preparative scale, with moderate to good vyields and high
enantioselectivities.

In addition to that, we identified two reaction pathways to synthesize the widely used chiral
intermediate 2-methylbutan-1,3-diol, both involving an OYE-catalysed reduction. One
protocol produces both stereo centres in one step by an enzyme cascade of YqjM wt and
ADHk starting from the Morita—Baylis—Hillman adduct 3-(hydroxymethyl)but-3-en-2-one.
The final product syn-(2R, 3S)-diol could thereby be synthesized in only two steps, making it
the shortest synthesis of syn-2-methyl butan-1,3-diol so far reported. The second protocol
makes it possible to produce the opposite C-2 stereo centre (25) by the same OYE, YqjM wt,
through strategic modification of the substrate.

Furthermore, an enzyme cascade of YgjM wt and the laccase from Agaricus bisporus was
established for the synthesis of certain arylated chromanones. This can, by further
optimization of the OYE-substrate combination, lead to a stereospecific pathway towards
those compounds. Substituted chromanones show high biological activity and a highly
efficient and stereospecific chemoenzymatic synthesis would therefore be desirable.
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4. Einleitung

Schon seit Jahrtausenden werden Enzym-katalysierte  Abbauprozesse  durch
Mikroorganismen zur Herstellung von Lebensmitteln wie Bier, Wein, Kise oder Brot
verwendet. Die Verwendung von Mikroorganismen und Enzymen zur Herstellung komplexer
Substanzen im Rahmen der chemischen Synthese ist ein im Vergleich dazu relativ neues
Thema. Dieses begann ca. in der zweiten Halfte des 19ten Jahrhunderts, als im Jahr 1880
zum ersten Mal die Gewinnung einer enantiomerenreinen Verbindung, der Milchsaure,
durch Fermentation beschrieben wurde. Durch die Maoglichkeit zur rekombinanten
Enzymherstellung wurde ca. 100 Jahre spater, ab 1983, eine breitere Palette von Enzymen in
grolen Mengen zuganglich und durch gentechnische Methoden wurde auch die
Optimierung der Biokatalysatoren durch Proteinengineering Bsznr.E

Erst seitdem wird die Biokatalyse langsam als universell einsetzbares Synthesewerkzeug
anerkannt, das bei der Reaktionsplanung zur chemischen Synthese komplexer Substanzen
nach und nach mehr Berticksichtigung findet.”! Besonderen Vorteil bieten Biokatalysatoren
beim Aufbau von stereogenen Zentren, da sie dabei im Vergleich zu chemischen Methoden
oft hohere Selektivitat zeigen. Die somit bewirkte Chiralitdit der Produkt-Molekile
(Spiegelbildlichkeit: z.B. Rechte Hand und linke Hand) ist in der Natur allgegenwartig und
fihrt zu einer unterschiedlichen biologischen Wirksamkeit von Enantiomeren
(spiegelbildlichen Molekiilen) beispielsweise in pharmazeutischen und Agrar-Anwendungen.
Meist besitzt nur eines der Stereoisomere die gewilinschte Aktivitdit und somit ist die
asymmetrische Synthese ein essentielles Werkzeug der Pharma- und Agrarindustrie zur
selektiven Herstellung einzelner Isomere bioaktiver Substanzen. Im pharmazeutischen
Bereich ist eine Synthese ohne Berlicksichtigung der absoluten Konfiguration von
stereogenen Zentren nicht mehr denkbar und die Untersuchung der biologischen Aktivitat
jedes einzelnen Enantiomers wird inzwischen auch von der Food and Drug Administration
(FDA) Gberpruft.

Ein haufig genutzter Schlisselschritt zur Herstellung chiraler Substanzen ist die
asymmetrische Hydrierung. Diese ist von besonderem Interesse, da innerhalb von einer
Reaktion zwei Stereozentren aufgebaut werden konnen. Hierfiir sind besonders
Ubergangsmetallkatalysierte Reaktionen mit Pd, Ir, Ru oder Rh als Zentralatom und chiralen
Ligandensystemen sehr weit entwickelt. Im Allgemeinen werden die industriellen
Reduktionsprozesse dabei unter erhohter Temperatur und erhohtem Druck mittels Einsatz
von molekularem Wasserstoffgas durchgefiihrt.

Die biokatalytische Variante zur asymmetrischen Hydrierung ist die Reduktion von C=C-
Bindungen mittels Enreduktasen. Diese bietet gegeniliber der Metallkatalyse verschiedene
Vorteile: so sind die Biokatalysatoren nicht toxisch, die Reaktionen werden bei
Raumtemperatur in Wasser durchgefiihrt und zeigen teils untbertreffliche Effizienz und
Enantioselektivitat. AuRerdem wird kein Wasserstoffgas oder erhdhter Druck bendtigt, was
beides ein betrachtliches Gefahrenpotenzial birgt. Das Substratspektrum beinhaltet eine
breite Palette elektronisch aktivierter Alkene und somit ist ein vielseitiger Einsatz in der
chemischen Synthese denkbar. Trotzdem werden Enreduktasen noch sehr wenig industriell
genutzt und sollen im Rahmen dieser Arbeit als Werkzeug fiir die organische Synthese
weiterentwickelt werden.
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5. Aufgabenstellung

Enzyme gewinnen in der organischen Synthese immer mehr an Bedeutung. Kinetische
Racematspaltungen mittels Lipasen sind State of the Art bei der Enantiomerentrennung.
Daneben werden auch Dehydrogenasen, wie z.B. Amindehydrogenasen oder
Alkoholdehydrogenasen, mehr und mehr industriell mm:cﬂﬁ.z_

Die Etablierung von Enreduktasen als Werkzeuge in der Laborsynthese sowie fiir industrielle
Anwendungen ist bisher noch nicht weitreichend gelungen. Die industrielle Anwendung
beschrankt sich auf den g bis kg MaRstab.® Da die katalysierte Umsetzung, die
stereoselektive Hydrierung von C=C-Doppelbindungen, einen zentralen Stellenwert in der
Synthesechemie einnimmt, scheint dies verwunderlich. Die seltene Verwendung hat
vermutlich mehrere Griinde:

- Die Konkurrenz der Metallhydrierungskatalysatoren ist grof3, Enreduktasen als
Synthesewerkzeug sind im Vergleich zur Metallkatalyse ein neues Thema. Sie
werden erst seit Anfang der 1990er als mogliches Werkzeug in der Synthese
Emsﬂmm:OBBms.a_ Die Etablierung des Wilkinson-Katalysators als erster
Hydrierungskatalysator erfolgte schon 1966."!

- Die meisten Enreduktasen sind unter Prozessbedingungen wie erhéhter Temperatur
(>40 °C), hohen Substratkonzentrationen (50-100 g/L sind fiir industrielle Zwecke
mzﬂoam:mnza_ sowie mehr als 1-5 % (v/v) Losemittel nicht sehr stabil !

- Enreduktasen bendtigen einen Cofaktor bzw. ein geeignetes Cofaktorrecycling,
wodurch der Einsatz schnell sehr teuer wird.

- Sie sind derzeit nicht kommerziell erhaltlich.

- Die Vorhersage des Substratspektrums und der Stereoselektivitat von Enreduktasen
ist kaum moglich und je nach Substrat sehr variabel.

- Die Nutzung ganzer Zellen oder des Rohextrakts ist wegen konkurrierender
Nebenreaktionen bei vielen Substraten nicht 3@m=n:.:g

- Inder Literatur werden lGberwiegend analytische Anwendungen gezeigt.

Um dazu beizutragen, Enreduktasen fir asymmetrische organische Synthesen nutzbar zu
machen, sollen zu drei Themen Untersuchungen angestellt werden. Besonderes Augenmerk
soll dabei auf praparative Nutzbarkeit gelegt werden.

1) Studien zur Selektivitatsanderung der Enreduktase YqjM

Wie im Kenntnisstand in Kapitel 6.2.1 dargestellt, ist die Enantioselektivitdat von
Enreduktasen kaum vorhersehbar und stark von kleinsten Verdanderungen im Substrat
m_u:msmmm.:: Zusatzlich zeigen die bekannten nativen Enreduktasen oft nur eine
Stereoselektivitat. Eine effiziente, generell anwendbare Strategie zur Entdeckung oder
Generierung stereokomplementarer OYEs fiir diese Falle existiert derzeit nicht. Daher soll in
dieser Arbeit eine neue Konzept-basierte Methode getestet werden, um
stereokomplementare Enreduktase-katalysierte Reaktionen moglich zu machen.

2) Erweiterung des Substratspektrums von YqjM

Die Kristallstruktur des Enzym YqjM zeigt, dass das aktive Zentrum im Vergleich zu vielen
anderen Vertretern der OYEs vergleichsweise weit gedffnet ist.?! Daher liegt die Vermutung
nahe, dass das Substratspektrum Erweiterungen zuldsst. In der Literatur wurde fiir YqjM
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bisher regelmaBig eine Reihe von Standard-Substraten getestet. Hier soll an ausgewahlten
Beispielen eine Erweiterung des Substratspektrums getestet werden.

3) synthetische Nutzung von Enreduktasen in Enzymkaskaden

Ein Vorteil enzymatischer Synthesen ist die in vielen Fallen gegebene Kompatibilitat
mehrerer Enzyme in einer Eintopf- oder Kaskadenreaktion. Diese Synthesestrategie soll fir
Enreduktasen in Kombination mit Alkoholdehydrogenasen und Laccasen getestet werden.
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6. Kenntnisstand

6.1 Enreduktasen aus der Old Yellow Enzyme-Familie
6.1.1 Systematische und historische Einordnung

Old Yellow Enzymes (OYEs) sind NAD(P)H-abhéngige, Flavin-haltige Enzyme aus der Klasse
der Oxidoreduktasen (EC 1.6.99.1), welche die Reduktion von aktivierten C=C-
Doppelbindungen katalysieren kdnnen. Sie sind die meistgenutzte Gruppe von Enzymen zur
biokatalytischen nun-:é:ﬂ::m:w_ und mechanistisch  abzugrenzen von den
Enoatreduktasen (EC H.w.p.wt\:ﬁ einer Gruppe von Flavoproteinen, die einen Eisen-
Schwefel-Cluster enthalten, sowie von den Flavin-unabhdangigen NADPH-abhadngigen mittel-
und kurzkettigen Dehydrogenase/Reduktase-Enzymfamilien :/\_Ux:m_ (EC H.w.H.-v:g bzw.
SDR*”! (EC 1.1.1.207-208)]. In dieser Arbeit werden nur Enzyme aus der Gruppe der OYEs
behandelt.

Ihre erste Erwahnung fanden OYEs schon im Jahre 1932 durch Warburg und Christian. Sie
isolierten ein sogenanntes ,gelbes Ferment” (heute: OYE 1) aus untergariger Brauhefe
(Saccharomyces pastorianus, friher: Saccharomyces carlsbergensis) und konnten seine
Sauerstoff-reduzierende Wirkung in Gegenwart eines Coferments zeigen (Schema 1).1*8l
Dieses Enzym wurde nach Isolierung eines weiteren gelben Ferments zur Abgrenzung als Old
Yellow Enzyme (OYE) bezeichnet. Der Begriff OYE ist heute fiir die gesamte Gruppe dieser
Enreduktasen allgemein gebrduchlich. In dieser Arbeit werden die Begriffe Enreduktase und
OYE synonym verwendet.

enzymatische Oxidation

Glucose-6-phosphat /v 6-Phosphogluconolacton
CofermentOx CofermentRed
(NADP™) (NADPH)

H>0, / O,

Gelbes Ferment
(Old Yellow Enzyme)

Schema 1: Wirkungsweise des gelben Ferments nach Warburg und Christian von 1932.”® pamals noch nicht

identifizierte Reaktionspartner sind in Klammern genannt.

Die Herkunft der gelben Farbe der OYEs konnte im Jahr 1935 von Theorell identifiziert
werden.!”! Er charakterisierte den nicht proteinogenen, gelben Farbstoff, der sich vom
inaktiven apo-Enzym abtrennen lieB, als Flavinmononukleotid (FMN, 1), also den 5'-
Phosphatester des Riboflavins (Vitamin B12). Dieser liegt in jedem aktiven Zentrum eines
aktiven OYE vor und kann durch einen Nikotinamidcofaktor reduziert werden. Bei diesem —
nach Warburg und Christian als Coferment betitelten — Cofaktor kann es sich je nach Enzym
bevorzugt um das Nikotinamidadenindinucleotid [NADH (2)/NAD" (3)] als auch um das
entsprechende Phosphat [NADPH (4)/NADP" (5)] handeln.?® Die vollstandigen
Strukturformeln der beiden bendtigten Cofaktoren von Enreduktasen in ihrer oxidierten
Form sind in Schema 2 dargestellt. Ein Nikotinamidcofaktor gilt auch als das physiologisch
genutzte Reduktionsmittel von OYEs. Das von Warburg beobachtete Oxidationsmittel, der
molekulare Sauerstoff, entspricht vermutlich jedoch nicht dem physiologisch umgesetzten
Substrat, da diese Umsetzung besonders im Vergleich mit anderen Oxidasen verhaltnismaRig
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ineffektiv verlduft (OYE 1: vpyay = 2400 _<_|Hm|w Glukoseoxidase aus Aspergillus niger: Vmax =
16x10”° M%s™).121! stattdessen ist in der Literatur eine groRe Bandbreite von Substraten
beschrieben, die von vielen OYEs reduziert werden kénnen (Schema 3).

0
| X" NH,
2 o ) M\
c
m NS NH N -0 ©
b NS \f c m _I_O\ |
E ol g Mo T
@ WOH s s E o=p_ ORMT
8z ) OH 2
X
\OH
HO” ™" o o N
L N Z\L _ +
FMN (1) 0 H R=H NAD" (3)
HO-P=0 HO o R =PO(OH), NADP* (5)
OH R

Schema 2: Vollstandige strukturelle Darstellung von Flavinmononukleotid (FMN, 1) sowie der moglichen
Varianten des Nikotinamid-Cofaktors (NAD®, 3 oder NADP®, 5), jeweils in der oxidierten Form. FMN und
NAD(P)* sind am Mechanismus von OYE-katalysierten Reaktionen essentiell beteiligt.

R’ R’
A Ewe xm_/*ﬂmsa
EWG = CHO, C(O)R, R —_— \
COOH, COOR, CN, NO, R3 R
6 7
O,N-0O 0-NO, O,N-0O OH
owzuovm?zoN NO, oNzuovm?zoM
PETN 8

9
O,N NO,
©
O,N NO,
NO,
1
NO,
10 O,N NH,
NO,

12

(@)
“ %ﬁ
14

[22]

13

Schema 3: Substratspektrum von OYEs.
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Gemeinsames Strukturmotiv ist in den meisten Fallen die C=C-Doppelbindung in Konjugation
zu einer elektronenziehenden Gruppe (EWG), wie in Verbindung 6 gezeigt. So kénnen a,f-
ungesattigte Carbonyle (Enale und Enone), Carbonsauren und Carbonsaurederivate (Ester,
cyclische Imide, Nitrile, Lactone) sowie Nitroalkene zu den jeweiligen gesattigten
Verbindungen 7 umgesetzt werden.””?? Diese Bioreduktionen sind synthetisch interessant,
da je nach Substitutionsgrad der Doppelbindung bis zu zwei Stereozentren auf einmal
aufgebaut werden konnen. AulRerdem ist bekannt, dass Nitratester wie z.B. Pentaerythritol-
tetranitrat (PETN, 8) von manchen OYEs reduktiv zu den entsprechenden Alkoholen 9
gespalten werden kénnen.??* 231 5o kann der Nitroaromat 2,4,6-Trinitrotoluen (TNT, 10) zum
Hydrid-Meisenheimer-Addukt 11 und zu dem entsprechenden Amin 12 umgesetzt
werden.”* Nitratester sind explosive Substanzen, die somit durch Umsetzung mit OYEs
unschadlich gemacht werden kénnen.?% zusatzlich ist (fiir XenA, OPR 3, PETNR und MR) die
Reduktion aliphatischer Nitroverbindungen analog der Nef-Reaktion bekannt und auch die
Reduktion eines aktivierten Alkins [2-Phenylbutinon, 13] zum (E)-Olefin 14 durch OYEs wurde
mmNmmm#E_ Welches jeweils die physiologisch relevante Reduktionsreaktion ist, ist je nach
Enreduktase unterschiedlich und nicht in allen Fallen bekannt. So sind einige bakterielle
OYEs beispielsweise Teil der oxidativen Stressantwort (OYEs aus Bacillus subtilis,
Corynebacterium glutamicum, Shewanella o:mEmsm\.&:m_ Andere sind an spezifischen
Stoffwechselprozessen, wie beispielsweise der Biosynthese von Hormonen beteiligt [z.B. der
Jasminsdure, OYE aus Tomate (Solanum lycopersicum) oder des Prostaglandins F2a, OYE aus
Trypanosoma  cruzi].”® Wieder andere OYEs sind Teil der Biosynthese von
Sekundarmetaboliten, wie z.B. der des Ergotalkaloids (OYE aus >mtm6:\:m\QEGQE&._N:

Die Oxidation von Substraten aufer NAD(P)H ist nur in besonderen Fallen moglich. So kann
bei Abwesenheit von reduziertem Nikotinamid-Cofaktor ein und dasselbe Substrat oxidiert
und reduziert werden. Dies konnte zuerst anhand der Disproportionierung von 2-
Cyclohexenon (15) zu Cyclohexanon (16) und Phenol (17) durch OYE 1 gezeigt werden
(Schema B.Ez Als primadres Oxidationsprodukt entsteht dabei 18, das dann zum
thermodynamisch stark begilinstigten Aromaten Phenol (17) tautomerisiert. Die Oxidation
von Cyclohexanon ist auBerdem vom thermophilen OYE aus Geobacillus klaustophilus

bekannt.?®!
0 Q o OH
& OYE 1 @ Tautomerisierung
2 . . -

15 16 18 17

Schema 4: OYE-katalysierte Umsetzung von 2-Cyclohexenon (15) in Abwesenheit von NAD(P)H.

Ein gut detektierbares, historisch oft genutztes Merkmal zur Einordnung von OYEs ist die
Bildung von charakteristisch gefarbten Charge-Transfer-Komplexen des oxidierten Enzyms
mit phenolischen Substanzen, wie z.B. p-Chlorophenol (19, Abbildung 1).
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OYE 1

19

Charge-Transfer-

OYE 1-Phenol = %

§\-

Komplex %0 400 by

~—
800

Abbildung 1: Titration von OYE 1 mit p-Chlorophenol (19). Kurve 1: OYE 1, 25 uM in 0.1 M Phosphatpuffer, pH
6.5, 25 °C, Kurve 2—7: 21.4-700 uM p-Chlorophenol wurden Ncmmmm_om:.:g (Verwendung der Abbildung mit
Erlaubnis der American Society for Biochemistry and Molecular Biology.)

Diese werden als Inhibitoren ins aktive Zentrum eingelagert und bewirken charakteristische
Absorptionsbanden im langen Wellenlingenbereich (500-800 nm).2% Derzeit erfolgt die
Einordnung meist aufgrund struktureller und mechanistischer Merkmale.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche weitere Vertreter der OYE-Familie charakterisiert.
Einige synthetisch relevante Vertreter sind in Tabelle 1 inklusive ihres Herkunftsorganismus
aufgelistet. Im Folgenden werden gemeinsame strukturelle und mechanistische Merkmale
genauer erklart sowie interessante Enzyme und Umsetzungen aus stereochemischer Sicht

naher erlautert.

Tabelle 1: Herkunft einiger synthetisch relevanter OYEs (adaptiert aus Winkler et al.

131]
).

# Taxonomische Name (Organismus) Abkiirzung
Einordnung
1 OVYEs aus Pilzen Old Yellow Enzyme 1 (Saccharomyces bnﬁo:d::&mu OYE 1
Old Yellow Enzyme 2 und 3 (Saccharomyces OYE 2,
nmwms.&.mmvﬁ_p 33 OYE 3
Estrogen Binding Protein 1 (Candida QERQ:&E_ EBP 1
Kluyveromyces lactis yellow enzyme 1 (Kluyveromyces KYE 1
\Qn:.&mm_
0Old Yellow Enzyme 2.6 (Pichia stipitis)©®! OYE 2.6
2 OYEsaus Pentaerythritoltetranitrat-Reduktase (Enterobacter PETNR
Bakterien cloacae hmmv_w:
YqjM (Bacillus subtilis)*> YgjM
NAD(P)H-abhangige 2-Cyclohexen-1-on-Reduktase NCRzum
(zymomonas mobilis)**®
TOYE (Thermoanaerobacter pseudoethanolicus E TOYE
Wmvﬁww_
Morphinon Reduktase (Pseudomonas putida M10)"° MR
Xenobiotika Reduktase A (Pseudomonas b::QSE: Xen A
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3 OYEs aus Pflanzen 12-Oxophytodienoatreduktasen 1-3 [Solanum OPR 1-3
lycopersicum, vorher: Lycopersicum esculentum
A._.OBmﬁm:EN_
12-Oxophytodienoatreduktasen 1-3 (Arabidopsis AtOPR 1-3
335:8_&_

6.1.2  Struktur von OYEs

Die erste Kristallstruktur eines OYE, namlich von OYE 1, konnte im Jahr 1994 von Fox und
Karplus erhalten und aufgeklart werden und ist seitdem in der Protein Data Bank (PDB)
dffentlich zuginglich.*? Seitdem wurden viele weitere OYEs kristallographisch untersucht. Es
zeigte sich, dass die OYEs, die nativ sowohl in Bakterien als auch in Hefen und Pflanzen
vorkommen, auch strukturell Diversitat zeigen. So sind Monomere, Dimere, Tetramere und
sogar Quartarstrukturen hoherer Ordnung bekannt. Es kann eine Einordnung in zwei
Unterklassen vorgenommen werden: die klassischen OYEs (z.B. OYE 1, OPR 1-3) und die
thermophil-dhnlichen (z.B. YgjM, ._.O<mv.wo_ Hier sollen zuerst die Gemeinsamkeiten der OYE-
Superfamilie dargestellt werden. Die Unterschiede der Unterklassen werden in Kapitel 6.1.4
anhand von YqjM genauer erlautert.

Bei einem strukturellen Alignment der Kristallstrukturen von OYEs zeigt sich, dass die
Tertidrstruktur der Monomere in allen Féllen ein sogenanntes TIM-Barrel [(o,[)s-Faltung]
beinhaltet. Dieses Struktur-Motiv besteht aus acht a-Helices und acht parallelen f-
Faltblattern, die entlang des Peptidriickgrates alternieren. Die B-Faltblatter bilden dabei ein
sogenanntes @-_ummm._ﬁ_ Zusatzlich sind in OYEs jeweils andere Sekundarstrukturelemente
vorhanden. Grof3e Unterschiede finden sich vor allem in oberflaichennahen Loop-Regionen,
die oft eine Rolle in der Interaktion zwischen Monomeren m_omm_m:._wo_ Die homologe TIM-
Barrell-Struktur sowie die Abweichungen in den Loop-Regionen sind beispielhaft anhand des
strukturellen Alignments der Enreduktasen OYE 1, YqjM aus Bacillus subtilis™ und OYE 2.6

aus Pichia m:nimmg in Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2:Strukturelles Alignment der Monomere von drei verschiedenen OYEs: YgjM (PDB: 1242, braun),
OYE 1 (PDB: 3TX9, blau) und OYE 2.6 (PDB: 3TJL, violett). Abbildung jeweils inklusive des Cofaktors FMN A: Sicht
vom oberen C-terminalen Ende in den Hohlraum der TIM-Barrell-Faltung auf die parallelen p-Faltblatter, B:
Blick auf die a-Helices an der Seite der TIM Barrell-Struktur sowie die Loop-Regionen. (Grafik erstellt mit UCSF
Chimera 1.10, RMSD: 1.422 A).
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Das aktive Zentrum befindet sich jeweils am C-terminalen erweiterten Ende der TIM-Barrel-
Struktur und ist somit im Abbildungsteil B im oberen, stark mit Loop-Regionen versehenen
Bereich zu finden. Ein hoher Konservierungsgrad innerhalb der Primar- und Tertidrstruktur
findet sich in den Regionen von OYEs, welche an der Katalyse direkt beteiligt sind und zum
Beispiel zur Substrat- oder FMN-Bindung Umfmmm:.no_ So ist FMN (1), das in jedem aktiven
Monomer nicht kovalent gebunden vorliegt, an der (re)-Seite seines Isoalloxazinrings Uber
Wasserstoffbriicken fixiert. Diejenigen Aminosauren, welche lber ihre Seitenketten mit dem
Isoalloxazin interagieren, sind hoch konserviert.®® Auf der (si)-Seite des Isoalloxazinrings, die
zum Losungsmittel hin gedffnet ist, befindet sich die Substratbindestelle. Es sind insgesamt
drei hoch konservierte Aminosauren vorhanden, die an der Katalyse aktiv beteiligt sind: zwei
Wasserstoffbriicken-Donoren (H/H oder H/N) und ein Tyrosinrest. lhre Position im aktiven
Zentrum ist in Abbildung 3 am Beispiel des aktiven Zentrums der Enreduktase OYE 1
dargestellt.

OH O

20

y

Abbildung 3: Das aktive Zentrum von OYE 1 mit dem eingelagerten Substrat 2-(Hydroxymethyl)cyclopent-2-
enon (20) (PDB: 3TX9). Neben dem Proteinriickgrat (beige) sind explizit die katalytisch aktiven Aminosduren
H191, N194 und Y196 sowie der Cofaktor FMN dargestellt (dunkelblau). Weitere Farben: Stickstoff (hellblau),

Sauerstoff (rot), Phosphor (orange). Gelbe Linien stellen Wasserstoffbriickenbindungen dar.

Um ihre relative Lage zu verdeutlichen, sind FMN und das im Proteinkristall enthaltene
Substrat  2-Hydroxymethylcyclopent-2-enon (20) ebenfalls abgebildet. Die beiden
Wasserstoffbriicken-Donoren sind so positioniert, dass sie Bindungen zur gleichen
funktionellen Gruppe ausbilden koénnen. Sie fixieren sowohl die Substrate als auch
Inhibitoren oder den Nikotinamid-Cofaktor iber dem Isoalloxazinring. Zusatzlich richten sie
die reaktive Doppelbindung von Substraten in glinstiger Position (Abstand, Winkel) zum
Flavin-Cofaktor aus.”?*”
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6.1.3 Reaktionsmechanismus von OYEs und Cofaktorrecycling

In Schema 5 ist der Reaktionsablauf von OYE-katalysierten Reduktionen inklusive der
beteiligten strukturellen Elemente des aktiven Zentrums schematisch dargestellt. Als Beispiel
dient die Reduktion von 2-Cyclohexenon (15) zu Cyclohexanon (16). Ein Hydrid vom N-5-
Atom des reduzierten Flavins (FMNH,, 21) wird (analog dem nukleophilen Angriff in der
Michael-Reaktion) auf Cg des Substrats Ubertragen. Die Wasserstoffbriicken des
Carbonylsauerstoffs zu zwei Histidin- oder Asparaginresten bewirken eine Fixierung des
Substrats und zusatzlich eine Polarisierung der C=0-Doppelbindung. Dies beglinstigt die
Hydridibertragung durch Stabilisierung des dabei entstehenden Enolats, wie durch
QM/MM-Berechnungen bestatigt werden konnte.*™! zum Ladungsausgleich erfolgt die
Ubertragung eines Protons auf C,. Dieses stammt meist von einem Tyrosinrest (alternativ
auch von Cystein, MR). Da FMN und Tyrosin auf unterschiedlichen Seiten der Substratebene
liegen, ist die Gesamtreaktion stereoselektiv und entspricht einer anti-Addition von Hydrid
und Proton.?'® 3% %81 Alternativ kann das Proton direkt vom Losungsmittel Ubertragen
werden, wodurch die Reaktion am Cyi,-Atom unselektiv wird. Um das FMN im aktiven
Zentrum in seine bendtigte reduzierte Form zu Uberfihren, wird das NAD(P)H (2/4) in
gleicher Weise wie das Substrat im aktiven Zentrum gebunden und vom Biokatalysator zu
NAD(P)" (3/5) oxidiert.

H/N H/N H* von Y oder
o (k aus dem Losemittel e}
Enreduktase, KP;
16

FMNH N °
\ 2 FMN o HAZ —N
N
21 a 1
HH O
NAD(P NAD(P)H _ _ NH,
@\ //\ J_
R 2/4
_N Cofaktorrecycling

Schema 5: Mechanistischer Ablauf einer Enreduktase-katalysierten Reduktion des Referenzsubstrats 2-
Cyclohexenon (15). Angegebene Strukturen, die Teil des aktiven Zentrums des Enzyms sind, sind in grauer

Farbe dargestellt.

Aufgrund der Tatsache, dass somit nacheinander zwei verschiedene Substrate im aktiven
Zentrum binden und jeweils eine bimolekulare Reaktion eingehen, wird der Mechanismus
als ,,ping-pong-bi-bi“-Mechanismus bezeichnet.™ Durch Untersuchungen des kinetischen
Isotopeneffekts der Hydridlbertragung in den OYEs PETNR und MR konnten von Basran
etal. Hinweise auf einen bedeutenden Beitrag eines quantenmechanischen
Tunnelmechanismus zur Gesamtreaktion gefunden werden. Flr andere OYEs sind dazu

derzeit keine Untersuchungen vorhanden."”! Die Rickgewinnung von NAD(P)H (2/4) erfolgt
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innerhalb der lebenden Zelle im Rahmen des Gesamtmetabolismus. Da andere in der Zelle
vorhandene Enzyme, wie Alkoholdehydrogenasen oder konkurrierende Enreduktasen, bei
vielen OYE-Substraten zu Nebenreaktionen fiihren konnen, werden OYE-katalysierte
Reaktionen meist mit aufgereinigtem Enzym in vitro durchgefiihrt. Dabei werden
grundsatzlich stochiometrische Mengen des sehr teuren reduzierten Nikotinamid-Cofaktors
NAD(P)H (2/4) bendtigt. Um dies zu umgehen, kann zum Beispiel ein sogenanntes
Cofaktorrecyclingsystem verwendet werden. Am besten etabliert ist das enzymatische, in
situ-Recycling von z>_uAEI.:m_ Alternativ kdnnen als Reduktionsmittel statt NAD(P)H (2/4)
kostenglinstigere, synthetische Nikotinamidvarianten (z.B. N-Benzyl- und N-n-Butyl-
Nikotinamid) eingesetzt werden.* zusatzlich sind in der Literatur elektrochemische™®® und
photochemische® Verfahren zur direkten Reduktion des enzymgebundenen Flavins
bekannt. Da in dieser Arbeit mit enzymatischem NAD(P)H-Recycling gearbeitet wurde, wird
nur dieses Verfahren an dieser Stelle genauer beschrieben. Enzymatisches Cofaktorrecycling
kann Enzym- oder Substrat-gekoppelt durchgefiihrt werden. Enzym-gekoppelte Verfahren
nutzen dabei ein weiteres Enzym sowie ein zusatzliches Co-Substrat, um den Nikotinamid-
Cofaktor zu reduzieren. Im Substrat-gekoppelten Verfahren katalysiert das verwendete
Enzym zum einen die angestrebte Reaktion, zum anderen auch die analoge Reduktion eines
im Uberschuss vorhandenen Co-Substrates. Insgesamt wird also nur ein Enzym benétigt,
jedoch zwei Substrate. Wichtig ist bei beiden Verfahren eine optimale Gleichgewichtslage
der Recyclingreaktion. Die enzymatischen Methoden des Cofaktorrecyclings sind mit
konkreten Beispielen in Schema 6 dargestellt.

Enzym 1
Substrat 104 Substrat 1geq
NADPH + H* NADP*
A Enzym-gekoppeltes Cofaktorrecycling B Substrat-gekoppeltes Cofaktorrecycling
NADPH + H* NADP* NADPH + H* NADP™*
Substrat 2, Substrat 2geq Substrat 2o, Substrat 2geq
Enzym 2 Enzym 1
Beispiele:
OH OH
GDH 1) ADH OH
HO O HO 0
23 22 27 26
» FDH o
CO, -
S)
I\__/O
25 24

Schema 6: Methoden zum enzymatischen Cofaktorrecycling von NAD(P)H. A: Enzym-gekoppeltes Verfahren,
wobei ein Hilfsenzym mit eigenem Substrat zum Einsatz kommt. Beispiele sind die Oxidationen von Glukose
(22) durch Glukosedehydrogenase (GDH) und von Formiat (24) durch Formiatdehydrogenase (FDH) B: Substrat-
gekoppeltes Verfahren, bei dem zwei verschiedene Substrate von nur einem Enzym umgesetzt werden. Als

Beispiel ist hier die Oxidation von Isopropanol (26) durch Alkoholdehydrogenase (ADH) gezeigt.
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Haufig genutzte Enzym-gekoppelte Systeme, die auch fiir Enreduktase-katalysierte
Bioreduktionen zum Einsatz kommen, sind die Glukosedehydrogenase (GDH)-katalysierte
Oxidation von Glukose (22) zu Gluconolacton (23) und die Formiatdehydrogenase (FDH)-
katalysierte Oxidation von Formiat (24) zu Kohlenstoffdioxid (25, CO;). Die
Gleichgewichtslage auf Produktseite wird im ersten Fall durch Hydrolyse des Lactonrings
gewadhrleistet, in der FDH-katalysierten Reaktion durch die Bildung des gasférmigen
Kohlenstoffdioxids, das aus dem Reaktionsgemisch entweichen kann. Substrat-gekoppelte
Verfahren kommen haufig bei Alkoholdehydrogenase (ADH)-katalysierten Umsetzungen zum
Einsatz, da diese sowohl Oxidation als auch Reduktion katalysieren. Als Co-Substrat kann
dort zum Beispiel Isopropanol (26) dienen, das zu Aceton (27) oxidiert wird. 148!

6.1.4 Die Enreduktase YqjMm

Das gelb gefarbte Enzym YqjM aus dem grampositiven Bodenbakterium Bacillus subtilis
wurde zuerst im Jahr 2003 von T. B. Fitzpatrick, N. Amrhein und P. Macheroux charakterisiert
und als erstes Mitglied einer neuen Unterklasse (spatere Benennung als thermophil-dhnliche
O<mmv_§ der OYE-Superfamilie identifiziert. Die Bezeichnung YqjM stammt von der
Benennung des exprimierten Gens als <S.§._m~_ Zu OYE 1 zeigt YqjM 33 % Sequenzidentitat
sowie 50 % Sequenzdhnlichkeit. Es hat eine GroRe von 37.4 kDa und spielt invivo
wahrscheinlich eine Rolle bei Entgiftungsprozessen und in der oxidativen Stressantwort.
Hinweise darauf ergaben sich aus der erhohten YgjM-Produktion in Bacillus subtilis bei
Zugabe des giftigen xenobiotischen Stoffes Trinitrotoluol (10) sowie des Oxidationsmittels
Wasserstoffperoxid.'*?

Die heterologe Uberexpression gelang in E. coli mit hoher Enzymausbeute von bis zu
161mg/ 1L E. coli-Kultur.”* YgjM enthdlt, wie fir OYEs charakteristisch, nicht kovalent
gebundenes FMN im aktiven Zentrum jedes Monomers. Die Sattigung mit FMN ist jedoch
nach Uberexpression in E. coli nicht vollstindig und kann durch Inkubation mit FMN
gesteigert werden. Dies konnte von Fitzpatrick et al. durch Veranderungen im UV/Vis-
Spektrum und erhéhte Aktivitat [1.6-fache Aktivitdt bei Umsetzung von N-Ethylmaleinimid
(28)] nach Inkubation mit FMN gezeigt werden.'”® Diese Aktivitatssteigerung konnte im
Rahmen einer Studie von T. Classen optimiert werden. So konnte fiir eine YqjM-LOosung der
Konzentration 2.5 mg/mL durch Inkubation mit 1 mM FMN die Aktivitat bei Umsetzung von
2-Cyclohexenon (15) um mehr als das 7-fache auf >3.5 U/mg gesteigert werden. Durch
Extrapolation mittels der Methode der kleinsten Fehlerquadrate ergab sich, dass 95 % der
Maximalaktivitdt — und somit 95 % Sattigung mit FMN — durch Inkubation mit 5 mM FMN
erhalten werden koénnen. Zusatzlich wurde die Korrelation zwischen erreichter
Maximalaktivitdat und der Absorption bei 280, 432 und 458 nm bestimmt. So konnte der in
Gleichung 1 dargestellte proportionale Zusammenhang zwischen der FMN-Sattigung S und
den Quotienten (Assgnm/A280nm) Sowie (As32 nm/Azgonm) €rhalten werden, der eine schnelle

und einfache Messung der FMIN-Sattigung moglich macht.?!
A A
S =1339-. 458nm — 453 - 432nm
\—Nwozﬁ: \—Nmozﬁ

Gleichung 1: Formel zur Bestimmung der FMN-Sattigung aus Absorptionsmessungen.
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Holo-YqjM akzeptiert sowohl NADH als auch NADPH als Reduktionsmittel, zeigt jedoch eine
Praferenz fir NADPH [1.4-fach hohere Aktivitdt ohne Substratzugabe, 7-fache Aktivitat in
Gegenwart des Substrats N-Ethylmaleinimid ﬁm:.nmm_ Wie bei OYE 1 ist Sauerstoff ein
mogliches Oxidationsmittel. YqjM weist Enreduktase-Aktivitdt gegenliber einer grofien
Anzahl literaturbekannter OYE-Substrate auf (a,B-ungesattigte Aldehyde, a-prochirale
acyclische und cyclische a,B-ungesattigte Ketone, verschieden substituierte Maleimide,
Nitroalkene, Carbonsdureester und Carbonsduren). AuBerdem ist Nitroreduktase- und
Nitratreduktase-Aktivitit zu beobachten.®® % 34 Fitzpatrick etal. bestimmten die
kinetischen Parameter gegenliber der Substrate 2-Cyclohexenon (15), N-Ethylmaleinimid
(28), trans-Hex-2-enal (29), Trinitrotoluen (10) und Nitroglycerin (30) und konnten zeigen,
dass die katalytische Effizienz fir N-Ethylmaleinimid (28) mit einem Wert von >8 pM~'s * am
héchsten ist (Schema 7).%?

o)
o)
_NO, O,N NO,
o)
D S
2 ¥>NO,
o NO,

28 30 15 10 29
Keat!Kn:  >8.07 >> 0.034 > 0.015 > 0.0045 > 0.0018 yM~'s™"

Schema 7: Ausgewadhlte Substrate der Enreduktase YgjM in Reihenfolge absteigender katalytischer Effizienz. >

Assaybedingungen: 25 °C, 100 mM NADPH, 20 mM Glukose und 10 U Glukose-Oxidase enthalten in 1 ml
100 mM Tris, pH 7.4.

Seit 2005 ist auch die Kristallstruktur des Enzyms in oxidierter und reduzierter Form mit und
ohne gebundenem Inhibitor [PDB: 1742, p-Hydroxybenzaldehyd (31, pHB) bzw. PDB: 1744, p-
Nitrophenol (32)] in der PDB Z:Hm:mmﬁ:u

OH OH

31 32

/O NO,
Schema 8: Struktur der beiden Inhibitoren p-Hydroxybenzaldehyd (31) und p-Nitrophenol (32), die in den

Rontgenkristallstrukturen von YgjM mit abgebildet werden konnten.

Das YgjM-Monomer-zeigt demnach die fiir OYEs typische TIM-Barrel Struktur und im aktiven
Zentrum die fur OYEs katalytisch essentiellen Aminosaurereste: ein Wasserstoffbriicken-
ausbildendes H/H-Motiv (H164/H167) sowie einen Tyrosin-Rest (Y169), der vermutlich die
Protonierung bewirkt. Anders als beispielsweise OYE 1 liegt es jedoch als Homotetramer vor
(Abbildung 4 A). Dieses Homotetramer besteht aus zwei katalytisch abhdngigen Dimer-
Einheiten. Innerhalb dieser funktionalen Dimere ragt jeweils ein C-terminaler
Aminosaurerest (N336) des benachbarten Monomers in die beiden aktiven Zentren. Dies ist
ein Charakteristikum der thermophil-dhnlichen OYE-Unterklasse®® und fiihrt dazu, dass die
Einflhrung eines His-Tags in die Proteinstruktur zur Proteinreinigung nur am N-terminalen
Ende zu aktivem Protein fiihrt.®* ! zusstzlich zur Abweichung der Quartéarstruktur von
klassischen OYEs zeigte ein Sequenzalignment die Zugehorigkeit von YqjM zu dieser
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Unterklasse. Kitzing et al. konnten so besonders im Bereich der Substratbindetasche weitere
charakteristische Unterschiede finden."*® So sind C26 und Y28 im aktiven Zentrum von YgjM
innerhalb der Unterklasse hochkonserviert. Klassische OYEs enthalten an Stelle von C26

einen Threonin-Rest im aktiven Zentrum (T37 in OYE 1), der Einfluss auf das Redoxpotenzial
des FMN-Cofaktors hat.*** ! Eine Y28-aquivalente Aminosaure liegt in klassischen OYEs
nicht vor. Die Kristallstrukturen zeigen aulRerdem, dass der Inhibitor p-Hydroxybenzaldehyd
(31) im aktiven Zentrum von YqjM Uber die Phenolatgruppe an die beiden Histidinreste
gebunden wird (Abbildung 4B). In OYE 1 findet die Bindung von 31 Uber den Aldehyd-

Carbonylsauerstoff statt. Die Lage des aromatischen Rings des Inhibitors stimmt in beiden
[56]

Enzymen Uberein.

Abbildung 4: A:Quartarstruktur des Enzyms YgjM (PDB: 1Z42) als Homotetramer inklusive expliziter Darstellung
der vier aktiven Zentren. Die beiden funktionalen Dimere sind in rot und blau dargestellt. B: Aktives Zentrum

von YgjM komplexiert mit dem Inhibitor p-Hydroxybenzaldehyd (31).

Insgesamt ist das aktive Zentrum von YgjM im Vergleich zu anderen OYEs weit geotffnet,
leicht erreichbar und hydrophob, was auf ein recht breites Substratspektrum hindeutet.®®
Entsprechend konnte gezeigt werden, dass auch bicyclische Verbindungen wie Vitamin K (33,
Menadion) im aktiven Zentrum von YgjM Platz finden und umgesetzt werden.™®

0]

33

Schema 9: Menadion (Vitamin K, 33).

YgjM ist — anders als seine strukturelle Einordnung vermuten lasst — nicht thermophil,

verliert ab ca. 50 °C seine Faltung und zeigt ab einer Temperatur von 60 °C keine Aktivitat
[28]

mehr.
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6.2 Stereoselektivitat in OYEs
6.2.1 Stereokomplementdre OYE-katalysierte Bioreduktionen

Da Biokatalysatoren nur in einer enantiomeren Form erhdltlich sind, ist die Katalyse
stereokomplementéarer, enzymatischer Reaktionen allgemein nicht trivial. Grundsatzlich
werden zwei verschiedene Herangehensweisen verfolgt: Enzym- oder Substrat-basierte
Stereokontrolle. Erstere beruht darauf, dass zwei Enzyme mit unterschiedlicher
Aminosauresequenz verwendet werden. Die Substrat-basierte Herangehensweise nutzt die
Variabilitdt des Bindungsmodus eng verwandter Substrate innerhalb ein und desselben
m:N<3m.am_ Im Folgenden werden ausgewadhlte Literaturbeispiele stereokomplementarer
OYE-katalysierter Bioreduktionen, geordnet nach dieser Einteilung, vorgestellt.

Enzym-basierte Stereokontrolle kann durch zwei unterschiedliche native Enzyme oder durch
Veranderung der Aminosauresequenz des gleichen nativen Enzyms erreicht werden. Fir
beides gibt es in der Literatur bezlglich OYEs Beispiele (Schema 10).

ﬁ) OPR 3 OPR 1 QJ
NO, NO, SN

(S)-3593 % ee (E)-34 (R)-35 98 % ee
0 OYE 2.6 oder o OVE 1
OYE 1 W116Q \/¥ﬁ
£ - —_—
HO ﬁ_u HO A_u -
(S)-37 >98 % ee 36 (R)-37 >99 % ee
(@) O (0}
OYE 1 W116l OYE 1
(2S, 5S)-39 88 % de @-wm (2R, 5S)-39 93 % de
(@] (0]
YqjM YqjM
C26G/A6B0V OM@D\>‘_OA_H R = Me
R “R
(S)-41 97 % ee 40 (R)-41 97% ee

Schema 10: Enzymkontrolle der Stereoselektivitdt durch Einsatz verschiedener nativer Enzyme oder

Enzymvarianten.

So konnte fiir die beiden eng verwandten OYEs OPR 1 und OPR 3 stereokomplementares
katalytisches Verhalten beziglich der Reduktion von (E)-1-Nitro-2-phenylpropen (34) zu 1-
Nitro-2-phenylpropan (35) gezeigt werden.® Ein weiteres Beispiel fir Enzym-kontrollierte
Substratkontrolle ist die Bioreduktion von 2-(Hydroxymethyl)-acrylsduremethylester (36).
Diese ergibt bei Katalyse durch OYE 1-3, YgjM und XenA das (R)-Enantiomer des 3-Hydroxy-
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2-methylpropionsauremethylesters (37, mo%m-mmﬁm;.ag Lange war kein OYE zur Katalyse der
(S)-selektiven Reaktion bekannt. So wurden eine Reihe von OYE 1-Varianten mit
Aminosaureaustausch an Position 116 (W116X) getestet, die urspriinglich zur Erweiterung
des Substratspektrums beitragen sollten. Eine dieser Varianten (W116l1) hatte schon bei der
Umsetzung von (S)-Carvon (38) zum hydrierten Produkt 39 mit Wildtyp-komplementarer (S)-
Selektivitait am a-Kohlenstoff mmarn._:\ 1 Auch fiir die Bioreduktion von 2-
(Hydroxymethyl)-acrylsduremethylester (36) war der Test dieser OYE 1-Bibliothek ein Erfolg;
OYE 1-W116Q und OYE-W116H zeigten komplementares Verhalten zum OYE 1-Wildtyp. Mit
diesem Wissen wurde daher erneut ein natives Enzym gesucht, das in der analogen Position
zu W116 eine Veranderung enthalt. So wurde das einzige heute bekannte native Enzym
gefunden, das zum (S)-Enantiomer von 37 fiihrt: OYE 2.6 aus Pichia stipitis.®® Fur keines
dieser Enzympaare konnte jedoch komplementdare Selektivitat fiir ein breiteres
Substratspektrum festgestellt werden. > ¢!

Ein weiterer Fall, in dem die Verdnderung der Aminosaduresequenz zu
stereokomplementaren Enzymen fiihrte, ist eine Studie von Bougioukou et al. aus dem Jahr
2009. Darin wurden durch gerichtete Evolution Varianten der Enreduktase YqjM gesucht, die
stereokomplementare Selektivitat bezliglich der Umsetzung von 3-Methyl-2-cyclohexenon
(40, R = Me) zu 3-Methylcyclohexanon (41, R =Me) aufweisen. Das hier verwendete Substrat
40 wird vom YqgjM-Wildtyp nicht umgesetzt. Durch Mutagenese konnte in dieser Studie
schlieBlich sowohl die Aktivitdit erhoht als auch die Selektivitdt definiert werden. Die
erhaltenen besten Varianten sind YgjM C26G/A60V zur Synthese des (S)-Enantiomers von 41
und YqjM C26D/A104F zur Synthese des (R)-Enantiomers (Schema 10). Diese Varianten
zeigten auch fir 3-substituierte 2-Cyclohexenone 40 mit groBeren Substituenten (R = Et, iPr,
nBu, CO,Me) teils anndhernd gleichbleibende Selektivitdt.'® Fir Substrate mit anderen
strukturellen Abweichungen wurden die Enzymvarianten bisher nicht getestet.

Eine Methode zur Vorhersage der Stereoselektivitit monomerer Enreduktasen auf
Grundlage der Aminosauresequenz wurde im Jahr 2011 von Oberdorfer et al. vorgeschlagen.
Durch Analyse der Proteinstrukturen von zwolf OYEs unter Beachtung ihrer bekannten
Selektivitdt bezlglich der Reduktion von (E)-1-Nitro-2-phenylpropen (34) wurden
strukturelle Determinanten der Stereoselektivitdt gefunden. Diese spiegeln sich in Position 3
der fir monomere OYEs konservierten Aminosduresequenz G-[FYW]-X(3)-P-G-[ILV]-[FHYW]
wider: bei langen, polaren oder geladenen Aminosduren an Position 3 liegt (R)-Selektivitat
vor, bei Prolin in dieser Position (S)-Selektivitat. Daher postulierten die Forscher, dass somit
die Vorhersage der Stereoselektivitat von OYEs auf Grundlage der Primdrsequenz maglich
sei.’® Classen etal. Uberpruften diese Hypothese anhand eines unbekannten nativen
Enzyms (NCRp_aus Photorhabdus luminescens) mit vorhergesagter (R)-Selektivitat sowie
durch Sattigungsmutagenese des nativ (S)-selektiven Enzyms NCRzy an der entsprechenden
Position (P67). Diese Tests flihrten nicht zu den jeweils vorhergesagten Selektivitdten. Die
von Oberdorfer etal. gefundene Aminosaureposition ist somit nicht die alleinige
Stereoselektivititsdeterminante von OYEs bei der Umsetzung von 34.°!

Substrat-basierte Stereokontrolle kann in OYEs entweder durch Veranderung der (E)-/(2)-
Konfiguration der zu reduzierenden Doppelbindung oder durch Variation der hydrophoben,
sterischen und elektronischen Eigenschaften von Substratsubstituenten erreicht werden.*%
Beispiele fiir ersteres sind in Schema 11 und Schema 12 dargestellt. Durch Veranderung der
(E)-/(Z)-Konfiguration wird theoretisch nur die Position der beiden [B-Substituenten im
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aktiven Zentrum getauscht und an Cg wird somit das komplementdre Stereozentrum
gebildet. Dies konnte beispielsweise fiir die OYE 3-katalysierte Reduktion von (E)- bzw. (2)-
Citral (42) zu Citronellal (43) sowie fiir die Bioreduktion von (E)-/(Z)-3-Methyl-4-oxopent-2-
ensdureethylester (44) zum entsprechenden gesattigten Ester (45) gezeigt werden (Schema
n_.n:._w@ 66]

(E) ~o (2) X0
OYE 3 OYE 3
| |
R)-43 79 % ee (E)/(2)-42 (S)-43 73 % ee
(E) (2)
YqjM YqjM \/\@/
mﬁomo\/xf mﬁomo)x/ Et0,C” ™
(S)-45 >99 % ee (E)/(Z)-44 (R)-45 >99 % ee

Schema 11: Beispiele fiir Substrat-basierte Stereokontrolle des B-Stereozentrums via (E)/(Z)-Konfiguration des
(38, 66]

Substrates.
Zusatzlich nimmt die (E)-/(2)-Konfiguration auch in manchen Fillen Einfluss auf das a-
Stereozentrum (Schema 12). Ein Beispiel dafiir ist die YgjM-katalysierte Reduktion von (E)-
und (2)-2-Chloropentensduremethylester (46) zu den stereokomplementaren Produkten (R)-
und 5-5._3_ Diese Selektivitat ist laut Docking-Experimenten von Oberdorfer et al.
vermutlich auf bevorzugte Bindungsmodi zuriickzufiihren, die sich bezlglich der Rotation
des Substrats um seine [C,-(C=0)]-0-Bindung (s-cis/s-trans-Isomerie) unterscheiden. Die
Esterfunktion wird jeweils in gleicher Weise im aktiven Zentrum gebunden. Die Rotation
fihrt somit zur Vertauschung der Substituenten in a-Position und komplementarer
Selektivitat.

(E) OM_._m (2)
MeOC.Cl YoM \:/ﬁQ YaiM _,\_mowo/*ﬁo_
CoHs CzHs CzHs
(R)-47 93 % ee (E)-46 s-cis-Konformer  (Z)-46 s-trans-Konformer (S)-47 98 % ee

Schema 12: Substrat-basierte Stereokontrolle des a-Stereozentrums via (E)/(Z)-Konfiguration der Substrate
sowie bevorzugte Konformationsisomere (s-cis/s-trans) von (E)- bzw. (2)-2-Chloropentensduremethylester (46)
im produktiven Bindungsmodus. (Dockingergebnis von Oberdorfer et Q\.vmmm_

Die Nutzung von (E)- und (2)-konfigurierten Substraten fiihrt jedoch nicht immer zum Ziel.
Beispiele dafir sind in Schema 13 gezeigt. So ist zum Beispiel bei biokatalytischer Hydrierung
von 2-Methyl-4-oxopent-2-ensdureethylester (48) mittels YgjM oder OYE 1 unabhéangig vom
eingesetzten Diastereomer nur das (R)-Enantiomer von 49 zuganglich. Bei Bioreduktion des
2,3-Dimethyl-4-oxopent-2-ensadureethylesters (50) mittels YqjM zeigt nur das (E)-
Diastereomer (E)-50 Umsatz zum entsprechenden gesattigten Ester (R)-51. Das (Z)-Isomer

von 50 wird nicht cBWmmmﬁNﬁ._me
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E) (2)
o) (E
YqjM Q YqjM Q
o o — o
(0] = o) 0 =
(R)-49, >99 % ee (E)-1(2)-48 (R)-49, >99 % ee
o (E) o] (2)
YqjM YqjM
. O\/ < O\/ ——

o = o

(2R,35)-51, >99 % ee (E)-1(Z)-50

Schema 13: Beispiele fur Reaktionen, in denen die Kontrolle der Stereoselektivitat via E/Z Isomerie nicht
[66]

gelingt.
Dass auch  Veranderungen der  Substituenten  durch  Schutzgruppen zu
stereokomplementaren enzymatischen Reaktionen fiihren kénnen, konnten Winkler et al.
2010 anhand der Bioreduktion von O-geschiitzten Acyloinvarianten zeigen (Tabelle 2).

Tabelle 2: Einfluss verschiedener Hydroxyl-Schutzgruppen auf die Stereoselektivitdat von OYEs bei Umsetzung

von >n<_o_:am1<mﬁm3._mm_

O O
\m\_ . \_N\_
O o
R': Me, Bn
52 (S)-55
O (0]
O/mw y O/mw
—_—
R2: s. Tabelle
53 54

OYE1l NCRzy YqjM XenA

ee [%] ee[%] ee[%] ee[%]

1 Me  97(R) 77(R) 24(R) 47(9)

2 Ayl 97 (S) 64(S) 91(S)
3 Propyl - 96 (S) 62(S) 92(S)
4 Benzyl 87(S) 93(S) 71(S) 85(S)
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Es wurden zwei Varianten 2-substituierter 2-Cyclopentenone 52 (R =Me, Bn) und vier
Substratvarianten 2-substituierter 2-Cyclohexenone 53 (R =Me, Allyl, Propyl, Benzyl) in
Kombination mit elf verschiedenen OYEs getestet, darunter unter anderem OYE 1-3, OPR 1
und 3, NCRzy, Xen A sowie YqjM. Dabei konnten mit fast allen Enreduktasen beide
Enantiomere der substituierten Cyclohexanone 54 erreicht werden. Nur Xen A und OPR 1
zeigten fur alle Substratvarianten (S)-Selektivitdt. Eine besonders ausgepragte
Selektivitatsanderung wurde fiir OYE 1 gefunden. Es ergab fir das Methyl-substituierte
Substrat 53 einen Enantiomereniliberschuss von 97 % (R) und bei Benzyl-Substitution
stattdessen 87 % ee (S). NCRzy ergibt bei Methylsubstitution nur 77 % ee (R)-, fir die
Cyclohexenone 53 mit den drei anderen Substituenten jedoch gute (S)-Selektivitat (93-97 %
ee). Die Nutzung von YqgjM fiihrt ebenfalls zu einer Anderung des bevorzugten Produkts von
(R)-54 (R = Me) zu (S)-54 (R = Allyl, Propyl, Benzyl), jedoch maximal moderate Selektivitaten
von 24 % ee (R) und 62-71 % ee (S). Die Bioreduktion des Methyl- oder Benzylsubstituierten
2-Cyclopentenons 52 liefert unabhangig vom Substituenten und dem genutzten OYE (S)-
konfigurierte Produkte 55.181 Auch diese Methode zur Durchflihrung stereokomplementarer
OYE-katalysierter Reduktionen ist also auf bestimmte Substrate beschrankt.

Insgesamt sind also viele verschiedene Methoden bekannt, mittels derer komplementare
Enreduktase-katalysierte Reaktion realisiert werden konnen. Welche jeweils zum Ziel fiihrt,
ist jedoch meist nicht vorhersehbar. Einzig die Veranderung von Enzymen durch gerichtete
Evolution ist relativ universell anwendbar. Dabei werden durch gezielte oder willkiirliche
Mutagenese und anschlieRende Expression eine grolRe Anzahl verdnderter Proteine erhalten,
die dann in Hochdurchsatzscreenings auf ihre Selektivitdt getestet werden. Die jeweils
besten Varianten werden als Grundlage fiir folgende Mutageneserunden verwendet und
somit wird das Protein nach und nach auf die gewiinschte Selektivitat hin optimiert. Dieses
Vorgehen bedeutet jedoch trotz vieler Weiterentwicklungen immer noch einen enormen
Mutagenese- und mnﬂmm:m:mmiémsa._%_ Eine Vorhersage der Stereoselektivitdit von
Enreduktasen ist zudem ebenfalls nicht moglich. Die jeweiligen strukturellen Griinde fir die
komplementare Selektivitdat von Enreduktase-katalysierten Reduktionen sind sehr
verschieden und missen entsprechend fiir jede Enzym-Substrat-Kombination individuell
analysiert werden.®®!

6.2.2  Vorarbeiten zur Beeinflussung der Stereoselektivitat von YqjM

In unserer Arbeitsgruppe wurden bereits einige Vorarbeiten zu Synthesen mittels der
Enreduktase YqjM geleistet. So wurde die Anzucht des entsprechenden E. coli-Stammes und
die Aufreinigung von YqgjM Uber Ni-NTA in der Dissertation von T. Classen etabliert.”¥ In der
Dissertation von M. Scholzel gelang die prdparative Synthese von Profen-Derivaten 56 aus
den entsprechenden a-Aryl-substituierten Acrylsdauremethylestern 57 mittels des
aufgereinigten Enzyms YqjM (Schema 14).

R=H .
p-Tolyl R <£_.<_ R HO
p-Isobutyl-CgH,4 o] und Varianten 0 o
S\TWTOOIA _ " _ . _
p-Br-CeH, o o F 0
m-FCgH
3-F-4-OH-CgHs S7 56 58 12 % ee (S)

Schema 14: Biokatalytische Synthese von Profenen 56 mittels des Enzyms YqjM und dessen Varianten."””
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Zusatzlich wurden in dieser Arbeit bereits eine Reihe von YqjM-Varianten erstellt und ihr
Einfluss auf die Stereoselektivitat bezliglich der Synthese verschiedener Aryl-substituierter
Profene 56 mmﬁmmﬁmﬁ.zo_ Die vor Beginn dieser Arbeit in unserer Arbeitsgruppe vorhandenen
YgjM-Varianten sind in Tabelle 3 aufgeflihrt. Acht Einzelmutationen an fiinf Aminosdure-
Positionen und eine Doppelmutation waren bereits hinsichtlich ihres Einflusses auf die
Stereoselektivitdat bei Umsetzungen zu Profenen getestet worden und zeigten wenig bis
keinen Einfluss auf die erhaltenen Enantiomereniberschisse. Einzig der Austausch der
protischen Aminosdure Y169 flihrte zu stark veranderter Selektivitat mit einer maximalen
ent-WT-(S)-Selektivitdt von 12% ee bei Synthese des 2-(3-Fluoro-4-hydroxyphenyl)-
propansduremethylesters (58). Diese Enzym-Varianten (Y169A/F) sollten zeigen, ob der
Aminosaurerest Y169 wirklich an der stereoselektiven Protonierung des a-C-Atoms im
aktiven Zentrum von YqgjM beteiligt ist. Die Tendenz zu geringerer Selektivitat in den
Umsetzungen bestatigt diese Theorie.

Tabelle 3: Uberblick iiber Varianten von YqgjM, die vor Beginn dieser Arbeit in unserer Arbeitsgruppe vorhanden

waren, und die dabei erhaltene Stereoselektivitat bzgl. der biokatalytischen Synthese von Profenen 56.7%

ee
# YgjM-Variante
[%]

1 Wildtyp (Referenz) >99 (R)

2 AGOH >99 (R)

3 AG6OH/H167A k.U.

4 C26G"® >99 (R)

5 169A! >99 (R)

6 169y >99 (R)

7 Y28F >99 (R)

8 Y28A >99 (R)

9 Y169F >99 (R)-12 (S)
10 Y169A >99 (R)-72 (R)

Die Bioreduktion einer leicht abgewandelten Form dieser Substrate zeigte jedoch starkere
Selektivitatsanderungen. Bei Umsetzung von 2-(Hydroxymethyl)-acrylsduremethylester (36)
mit den YqgjM-Varianten 169A bzw. I169Y wurde Produkt 37 mit bis zu 75 % ee ent-Wildtyp-(S)-
Selektivitat erhalten (Schema 15). Die Profen-Derivate 56, die statt des in 37 enthaltenen o-
Hydroxymethylensubstituenten Aryl-Substituenten enthalten, zeigten bei Synthese mittels
dieser YgjM-Varianten keine verdanderten Enantiomereniiberschisse.
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YqjM
O und Varianten o WT: 99 % (R)
_ * - : o ee
HO o HO o I69A: 45 % ee (S)
169Y: 75 % ee (S)
36 37

Schema 15: Kombinationen von Substrat und YgjM-Varianten, die laut den Vorarbeiten die grofSten
Selektivitatsdanderungen in der YgjM-katalysierten Bioreduktion von Acrylester 36 hervorrufen.



Kenntnisstand 35

6.3 Chirale Synthesebausteine

Eine Moglichkeit, um komplexe enantiomerenreine Substanzen zu erhalten, ist die Synthese
unter Nutzung chiraler Synthesebausteine. Diese enthalten eines oder mehrere stabile
Stereozentren und sollten moglichst vielseitig funktionalisierbar sein. Viele solcher
Synthesebausteine natirlichen Ursprungs, wie die Aminosduren Threonin und Serin,
Glyceraldehyd, Apfelsdure oder Weinsaure enthalten lineare Kohlenstoffketten. Um chirale
Substanzen mit tertidren oder quartiaren Kohlenstoffzentren zu erhalten, werden
synthetische chirale Synthesebausteine mit verzweigten Kohlenstoffketten mm:cﬁﬁ:: Zwei
solche Bausteine mit zentralem C4- bzw. Cs-Baustein werden im Folgenden vorgestellt.

6.3.1  Roche-Ester

3-Hydroxy-2-methylpropionsduremethylester (37, Schema 16) ist einer der meist genutzten
chiralen Synthesebausteine in der Totalsynthese diverser Naturstoffe.”) Er besteht aus
einem zentralen Cs-Baustein flankiert von zwei Oxyfunktionen in verschiedenen
Oxidationsstufen, einem Ester, sowie einem primaren Alkohol.

(0]

~o OH

37

Schema 16: Struktur des Roche-Esters (37).

Ein Methylsubstituent generiert ein Stereozentrum in o-Stellung zur Esterfunktion. Dieses
hat eine hohe Stabilitdt und da zusatzlich die beiden Oxyfunktionen synthetisch leicht
unterschiedlich funktionalisierbar sind, wurde dieser sogenannte Roche-Ester (37) in
unzahligen Synthesen stereogener Verbindungen eingesetzt, darunter unter anderem in der
Synthese des Antibiotikums Rapamycin (59), Vitamin E (o-Tocopherol, 60) und des
bioaktiven marinen Polyketids Discodermolid (61, Schema Hd._E

HO,,

AN O_._w Discodermolid 61

~---7  (marines Polyketid)

Rapamycin (Antibiotikum) 59 a-Tocopherol (Vitamin E) 60

Schema 17: Zielmolekiile literaturbekannter Roche-Ester (37)-basierter Totalsynthesen.
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Beide Enantiomere sind zu ahnlichen Preisen kommerziell erhaltlich. Sie werden industriell
auf mikrobiellem Weg durch B-Hydroxylierung von Isobuttersdaure (62) und anschlieender
Veresterung hergestellt. Das mikrobielle Produkt, die enantiomerenreine 3-Hydroxy-2-
methylpropiondure (63), wird zur Erhéhung der Stabilitdt verestert. 1981 wurden von
Hasegawa et al. zwei verschiedene Varianten des Bakteriums Candida Rugosa entwickelt,
durch die beide Enantiomere zuganglich sind.”®! Das (S)-Enantiomer kann zuséatzlich mittels
Pseudomonas Putida erhalten werden (Schema pmv.:ﬁ 74

Pseudomonas Putida

) Candida Rugosa oder Candida Rugosa (@)
IFO 0750 IFO 1542
Io\/kﬁo_L_ /ﬁoomz HO OH
= 98 % ee bis zu 98 % ee
(R)-63 62 (S)-63
(0]
Gluconobacter Roseus
_._o\/.kﬁo_._ Io%ox
83 % ee

64

Backerhefe

60-90 % ee

oder

Candida Humicola O
98 % ee

T
O
[REEN Ym [REN)
o 4
(@)
\
A
(@)
\
—0O

(R)-37 65
Schema 18: Mogliche mikrobielle Herstellungsprozesse des (R)- und (S)-Roche-Esters (37) bzw. der

entsprechenden Sdure 63, die im Anschluss zur Stabilisierung verestert wird."!

Andere bekannte Moglichkeiten zur mikrobiellen Synthese des (R)-Roche-Esters sind die
Oxidation von 2-Methyl-1,3-propandiol (64) mittels Gluconobacter Roseus und die reduktive
Racematspaltung des Aldehyds 65 mittels Backerhefe (Saccharomyces cerevisiae) oder
Candida Humicola. Zusatzlich konnten Stueckler et al. 2010 im analytischen MaRstab zeigen,
dass der (R)-Roche-Ester [(R)-37] via Enreduktase-katalysierter Reduktion aus der exo-
Methylen-Verbindung 36 erhalten werden kann.'®® Wie schon in Schema 10 gezeigt, ist hier
sowohl das (R)- als auch das (S)-Stereozentrum zuganglich. Die (R)-selektive Reaktion wird
von funf verschiedenen Wildtyp-Enzymen katalysiert und fiihrt zu Produkt mit 60-99 % ee
bei 5-28 % Umsatz (Schema 19).

Umsatz ee
[%] [%]

(@] (@]
Enreduktase \éﬁ OYE 1 7 >99
NAD* H OYE 3 5 >09
’ YqjM 18 94
GDH/Glucose
36 (R)-37 Xen A 28 60

Schema 19: Reaktionsschema der Enreduktase-katalysierten Bioreduktion zum (R)-Roche-Ester :E-wd.ao_
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Der (S)-Roche-Ester (37) konnte von Walton et al. 2011 mittels OYE 2.6 oder OYE 1 W116Q in
Enantiomereniiberschiissen von >98 % und >98 % Umsatz erhalten werden (Schema 20).15?
Isolierte Ausbeuten wurden auf diesem Syntheseweg bisher nicht beschrieben.

(@] (o) Umsatz ee
Enreduktase . [%] [%]

HO o ———> Ho o
NAD*, OYE 2.6 >08 >08

36 GDH/Glucose (S)-37 OYE1wW116Q 78 >98

Schema 20: Reaktionsschema der Enreduktase-katalysierten Bioreduktion zum (S)-Roche-Ester :mv-wd._mm_
Klassische chemische Synthesen des Roche-Esters sind zum Beispiel die enantioselektive
Aldol-Addition eines Propionsaureesters mit Formaldehyd mittels chiraler Auxiliare”® oder
die Ubergangsmetall-katalysierte Reduktion von Acrylsidureestern analog zu Roche-Ester-
Vorldufer 36 mittels Rhodium- oder Ruthenium-Komplexen. Durch Ubergangsmetall-
katalysierte Hydrierung konnen beide Enantiomere in guten bis sehr guten Selektivitaten im
5 g-MaRstab erhalten werden: das Katalysatorsystem Ru-Synphos ergibt das t-Butyl-Ester
Derivat des Roche-Esters in bis zu 94 % ee (R) oder (S) und 98 % Ausbeute bei 20 °C und 5 bar
_._N-_uEn_o.:m_ Rh-Indolphos ergibt den Roche-Ester (37) bei —40 °C und 20 bar H,-Druck mit bis
zu 98 % ee (S) und 87 % Ausbeute.”” Fiir einen tabellarischen Uberblick zur Vielfalt der
moglichen Reaktionen auf Grundlage des Roche-Esters sei auf den Ubersichtsartikel von
Banfi et al. verwiesen.”"

6.3.2 2-Methylbutan-1,3-diol

Ein weiterer viel genutzter, chiraler Synthesebaustein ist der in Schema 21 gezeigte Cs-
Baustein 2-Methylbutan-1,3-diol (66). Dieser enthéalt zwei Stereozentren und bildet somit
vier verschiedene Stereoisomere. AuBerdem enthdlt er wiederum zwei synthetisch
differenzierbare Oxyfunktionen. Die Unterscheidbarkeit ist in diesem Fall auf die
unterschiedlichen sterischen und elektronischen Eigenschaften von primadren und
sekundaren Alkoholen zurickzufihren.

OH OH
anti-66 IO§ H O\/*j*/

2R,3S 2S.3R
OH OH
syn-66 HO™ > HO x
2R 3R 25,38

Schema 21: 2-Methylbutan-1,3-diol (66) in seinen vier sterecisomeren Formen.

Auch dieser Baustein ist in Totalsynthesen vieler chiraler Natur- und Wirkstoffe zu finden. So
konnten zum Beispiel die Antibiotikavorstufe Moninsdure C (67), das Macrolid-Antibiotikum
Bafilomycin Al (68), der antifungale Wirkstoff Amphotericin B (69) sowie der HIV-Wirkstoff
(+)-Calanolid A (70) unter Verwendung von 66 hergestellt werden (Schema NNV._E
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Bafilomycin A1 68

Schema 22: Chirale Substanzen, deren Totalsynthese auf Grundlage des Diols 66 durchgefiihrt wurde, inklusive
(79]

Markierung des jeweils aus 66 stammenden Molekiilbereichs.
Kommerziell ist Diol 66 nicht erhaltlich. Gangige Synthesen werden im Folgenden an einigen
Beispielen naher erlautert. Schon 1988 berichteten White et al. liber einen Syntheseweg zur
Moninsaure C (67), der als Zwischenstufe das anti-2-Methylbutan-1,3-diol (66) enthilt.!”8
Moninsaure C (67) ist ein Synthesevorlaufer der Pseudomoninsauren A und C (Bestandteile
des Medikaments Mupirocin), die beide antimikrobielle Wirkung gegen grampositive
Bakterien [inkl. des in Krankenhdusern verbreiteten Bakteriums Multiresistenter
Staphylococcus Aureus (MRSA)] sowie Wirkung gegen Mykoplasma-Pathogene zeigen.
Mupirocin steht auf der Liste der essentiellen Medikamente der
Weltgesundheitsorganisation A<<_._ov.$9 Die Pseudomoninsduren wirken als selektive,
kompetitive Inhibitoren der Isoleucyl-tRNA-Synthetase von Bakterien.® Das Diol 66 wurde
hier zweistufig, ausgehend von (E)-2-Buten-1-ol (71) erhalten (Schema 23).

Sharpless- o . OH
oy Epoxidierung WH Me,(CN)CulLi : \_/\/
NN — OH > \/_\/ OH ¥ OH
58 % H 92 % 1:1 OH
7 72 anti-66 74
95 % ee

Schema 23: Synthetischer Zugang zu den Diolen anti-66 und 74 nach White et al. Die Mischung ist erst in
[78a]

spateren Syntheseschritten trennbar.
Im ersten Schritt erfolgte eine Sharpless-Epoxidierung zu 72 und anschlieRend die
nukleophile Ringdffnung mittels eines Cyanocuprates.”®™ Der zweite Schritt verliuft dabei
diastereoselektiv zum anti-Produkt 73, allerdings ohne Regioselektivitat. Es entstehen zwei
Konstitutionsisomere, die chromatographisch nicht trennbar sind: das angestrebte 2-
Methylbutan-1,3-diol (66) und 3-Methylbutan-1,2-diol (74). Das syn-Diol 66 kann auf diese
Weise nicht erhalten werden.
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Eine Strategie, wie das syn-Diol 66 hergestellt werden kann, ist die Evans-Aldol-Reaktion. [82]

M. Ogan beschreibt in ihrer Bachelorarbeit die dreistufige Synthese von 3-Hydroxy-2-
methylbutansduremethylester (75) nach Cozzi, Helmboldt und Trotter.®¥ Diese Synthese
geht von Propansaurechlorid (76) aus, das nach Umwandlung in das jeweilige chirale Evans-
Addukt (R)- oder (S)-77 per Aldolreaktion jeweils zum syn-Enantiomer von 78 umgesetzt
werden kann. Durch Veresterung mit Natrium-Methanolat entsteht der syn-3-Hydroxy-2-
methylbutansduremethylester (75). Die Ausbeute Uber drei Stufen betrdgt 46 %. Alternativ
kann die Abspaltung des Auxiliars reduktiv mittels LiBH4 durchgefiihrt werden, sodass statt
des Esters in drei Stufen das 2-Methylbutan-1,3-diol (66) erhalten wird.[”?!

(@)
. LM H4CHO oH o Mm NaOMe, MeoH P ©
Clgno 5 . N g . o~
86 % m: Yo [0) 67 %
DV >95:5, >99 % ee
76 (R)- oder (S)-77 syn-78 syn-75

Schema 24: Evans-Aldol-Synthese von syn-75 nach der Bachelorarbeit von Melanie Omm:._g

Ein anderer dreistufiger Zugang zu 2-Methylbutan-1,3-diol (66) geht von Ethylacetoacetat
(79) aus (Schema 25). Zuerst wird die Ketogruppe von Ethylacetoacetat (79) enzymatisch
mittels Bickerhefe enantioselektiv zu (S)-3-Hydroxybutansiureethylester (80) reduziert.
Das (R)-Enantiomer von 80 ist z.B. durch Depolymerisierung von Poly-B-hydroxybuttersaure
mit >99 % ee Ncmm:m:n:._me AnschlieBende diastereoselektive Frater—Seebach-Alkylierung

(20:1, anti zu syn) und Reduktion des erhaltenen Esters 81 ergibt das Diol anti-66 in 38 %

Ausbeute iiber drei Stufen.l’® 87!
O O S. cerevisiae OH O Mel, LDA OH O LiAIH, OH
I T S o g T
O\/ 50-69 Qo O\/ 67 % e} 82 o\o \/—\/O_l_
70-99 % ee (S) DV 20:1
79 80 anti-81 anti-66
Mitsunobu-
Inversion 70 %
OR O LiBH, OH
R = ZONO@IAOO \/ ——
_I_
o 82 % ©
syn-81 syn-66

Schema 25: Syntheseweg zu syn- und anti-2-Methylbutan-1,3-diol (66) in 38 % bzw. 27 % Gesamtausbeute.

Diese Methode birgt zudem die Moglichkeit, vor dem letzten Reduktionsschritt den
sekundaren Alkohol zu schiitzen und so die Differenzierung zwischen den beiden Hydroxy-
Funktionen zu erleichtern. Um nach dieser Methode das syn-Diol 66 zu erhalten, kann durch
Mitsunobu-Inversion die Konfiguration des Hydroxyl-Stereozentrums von 81 umgekehrt
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werden. Nach anschlieBender Reduktion mit LiBH, wird das Diol syn-66 in 27 % Ausbeute
Gber vier Schritte erhalten.”*®”!

Ein weiterer Zugang zum Diol 66 wurde im Zusammenhang mit &-Lactonstrukturen 82 als
Vorstufe fir Macrolid-Naturstoffe von Chandrasekhar et al. vorgestellt (Schema va._ww_ Dort
wird das (2S,35)-Diol 66 vierstufig aus (2S)-Hydroxybernsteinsdure (83) hergestellt
(Gesamtausbeute 60 %). Veresterung, diastereoselektive o-Methylierung, Tosylierung und
Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid fiihrten so schliefSlich zum gewiinschten Diol 66. Da
im letzten Schritt eine Inversion des Stereozentrums erfolgt, ist das Diol 66 als syn-(2S,3S)-
Diastereomer zuganglich. Das urspringlich eingesetzte Stereozentrum wurde umgekehrt. Ein
Nachteil solcher ex chiral-pool Synthesen ist, dass meist nur das natiirlich vorkommende
Startmaterial kostenglnstig erhaltlich ist. In diesem Fall ist das verwendete Startmaterial mit
L(—)-Konfiguration (83) etwa 4x glinstiger als das andere Enantiomer (100 g, 40 USD Alfa
Aesar, bzw. 176 USD, noBEU_On_GV._%_

60 %

OH O 4 Stufen

HO
OH

|N
§9

(25)-83 syn-(2S,35)-66 82

Schema 26: Herangehensweise von Chandrasekhar et al. zur Synthese des trisubstituierten 6-Lactons 82 aus 2-
Methylbutan-1,3-diol (66).

In einem Patent aus dem Jahr 2000 wurde ein solches &-Lacton aus dem anti-Diol 66
aufgebaut und diente dann als Vorstufe zur Herstellung von (+)-Calanolid A (70, Schema 22).
Calanolid A ist ein Naturstoff aus dem malaysischen Baum Calophyllum lanigerum und wurde
von den National Institutes of Health (NIH) als Reverse Transkiptase-Inhibitor des HIV-1 Virus
sowie verschiedener Medikamenten-resistenter Varianten (G9106 und A17) eingestuft. Es
gilt somit als potenzieller neuer Wirkstoff gegen HIv-1.78d]
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7. Eigene Ergebnisse

7.1 Methoden und Optimierungen zur Arbeit mit dem Enzym YqgjM

Zentrales Enzym aller in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente ist die Enreduktase YqjM,
fir die, wie im Kenntnisstand dargestellt, auch schon Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe
durchgefihrt wurden. So konnten das Plasmid mit N-terminalem Histidin-Tag aktiv
exprimiert und Expressionsbedingungen etabliert werden. Die dabei erreichte
Proteinausbeute lag bei bis zu 161 mg pro Liter Fermentation. AuBerdem wurde die
Enzymreinigung von YgjM mittels Affinitatschromatographie tber Ni%*-NTA Agarose-Sadulen
(IMAC) und eine Methode zur Steigerung des FMN-Gehalts im aktiven Zentrum etabliert.
Diese Verfahren wurden in dieser Arbeit zunachst, wie bereits beschrieben, ibernommen.
Im Laufe der Arbeit wurden einige weitere Optimierungen zur Isolierung und Aufbereitung
von YqjM vorgenommen. Diese wurden teils im Zusammenhang mit den anderen beiden
Themenblécken begonnen, haben aber fiir alle Arbeiten mit YgjM in dieser Arbeit
Bedeutung und werden daher vorangestellt.

7.1.1 Etablierung eines modifizierten Aktivitatstests fiir Enreduktasen

Zur einfachen und schnellen Messung der Aktivitdt von Enreduktasen wurde in unserer
Arbeitsgruppe bereits ein photometrischer Aktivitatstest — im Folgenden Aktivitatstest 1
genannt — etabliert, der im Experimentalteil (Kapitel 9.2.6.1) naher erldutert wird. Dieser ist
bei hoher spezifischer Aktivitdt des Enzyms (ab ca. 1 U/mg) gut nutzbar. In dieser Arbeit
wurden jedoch haufig Aktivitats-Messungen von weniger aktiven Enzym-Substrat-
Kombinationen bendtigt. Daher wurde die Etablierung eines optimierten Assays angestrebt
(Aktivitatstest 2). Dieser beruht, wie auch Aktivitatstest 1, auf der Messung des Verbrauchs
von NADPH im Assay anhand der Absorption bei 340 nm. Testreaktion ist weiterhin die
Reduktion von Cyclohexenon.

Im Unterschied zu bisher soll der NADPH-Verbrauch von Enreduktasen bei fehlender
Substratzugabe — die sogenannte Hintergrundaktivitdit — genauer analysiert und ein
modifizierter Aktivitatstest mit unterdricktem Hintergrund etabliert werden. Hierfir wurden
zuerst einige Uberlegungen zu méglichen Urspriingen der Hintergrundaktivitit angestellt.
Folgende grundsatzlich moglichen Erklarungen wurden in Betracht gezogen:

1) In der Enzyml6sung liegt ungebundenes FMN vor, das unabhdngig vom Enzym durch
NADPH reduziert werden kann.

2) Der Hintergrund entspricht der Gesamtstoffmenge an Enzym, das einmalig durch
NADPH reduziert werden muss, bevor eine substratabhangige Reaktion beginnt.

3) Das FMN im aktiven Zentrum von YgjM kann auch substratunabhangig durch
Luftsauerstoff reoxidiert werden und verbraucht so entkoppelt von der
Substratumsetzung NADPH.!*®!

Ersteres konnte durch einen Aktivitditstest mit FMN-LOsung statt Enzymldsung
ausgeschlossen werden. Dieser zeigte keinerlei NADPH-Verbrauch an. Ungebunden
vorliegendes FMN stort den Aktivitatstest also nicht. Um zu evaluieren, ob der
Hintergrundumsatz auf einmalige Reduktion der Gesamtstoffmenge des zugegebenen
Enzyms zurlickzufiihren ist, wurde exemplarisch ein Aktivitdatstest samt Hintergrundmessung
und Enzymkonzentrationsbestimmung durchgefihrt. Der Hintergrundumsatz war dabei mit
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0.66 umol/mL sehr viel hoher als die im gleichen Volumen enthaltene Menge YgjM von
0.05 pumol. Eine Erklarung der gesamten Hintergrundaktivitat ist auf diese Weise also nicht
moglich. Um nun die dritte Erklarung naher zu betrachten, wurde zunachst der Aktivitatstest
einer Probe YgjM vergleichend mit entgastem und nicht entgastem KP;-Puffer ausgefiihrt
(Tabelle 4).

Tabelle 4: Vergleichende Bestimmung der Volumenaktivitat einer Probe YgjM-WT nach Aktivitatstest 1 mit

entgastem sowie nicht entgastem KP; -Puffer.

# Aktivitat mit nicht entgastem KP; Aktivitat mit entgastem KP;
[U/mL] [U/mL]

1 Aktivitatstest 1 10.4+£0.9 9.5+1.0

2 Hintergrund 3.2+0.3 22116

3  korrigierter Wert 7.2+1.2 733122

4 Anteil Hintergrund* 31% 23 %

*Anteil der Hintergrundaktivitat am Messwert nach Aktivitatstest 1.

Wie erwartet sank der Anteil der Hintergrundmessung an der Gesamtmessung bei Nutzung
entgasten Puffers; allerdings nur in geringem AusmaR von 31 % auf 23 % (Zeile 4). Dies
deutet auf einen Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die Hintergrundaktivitdt hin. Der
Hintergrund lasst sich jedoch nicht eliminieren und auch die Reproduzierbarkeit wird nicht
besser. Stattdessen wird die Schwankungsbreite bei Messungen mit entgastem Puffer sogar
bedeutend grolRer, weswegen diese Tests teils 6-fach durchgeflihrt wurden. Die groRere
Schwankungsbreite konnte mit dem groReren Einfluss des Pipettier- und Mischvorgangs auf
die Messung zusammen hangen, da unterschiedlich viel Sauerstoff in die entgaste L6sung
eingebracht wird. Die erhaltenen Mittelwerte von Messungen mit entgastem und nicht
entgastem Puffer sind im Rahmen der Fehlerbereiche vereinbar.

Ein Einfluss des Sauerstoffgehalts auf die Hintergrundaktivitat ist also wahrscheinlich, der
Erfolg der Messung mit entgasten Puffern war aber sehr begrenzt. Daher wurde nach einer
zuverlassigeren Methode gesucht, den Sauerstoffgehalt innerhalb des Aktivitatstests zu
verringern. Dazu sollte ein enzymatisches Sauerstoff verbrauchendes System eingefiihrt
werden. Dafilir erschienen zwei verschiedene Oxidase-basierte Systeme denkbar.

1) Oxidation eines Alkohols mittels Laccase (EC 1.10.3.3) und 2,2,6,6-
Tetramethylpiperidinyloxyl (TEMPO, 84)
2) Oxidation von Glukose (22) durch Glukose-Oxidase (EC 1.1.3.4)

Da Laccasen in unserem Labor vorhanden waren, wurde zuerst die Moglichkeit Gberprift,
mit Laccase ein Sauerstoff verbrauchendes System zu etablieren. Dabei wurde die in Schema
27 gezeigte TEMPO-vermittelte Alkohol-Oxidation angestrebt. Eigentliches Oxidationsmittel
ist das Oxoniumkation 85, das Laccase-katalysiert aus dem eingesetzten stabilisierten Radikal
TEMPO (84) entsteht. Durch nukleophilen Angriff des Alkohols 86 am positiv geladenen
Stickstoffatom des Oxoniumkations 85 entsteht das Intermediat 87, und durch
basenvermittelte Abspaltung des oxidierten Produkts 88 wird das Oxidationsmittel
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schlieflich zum Hydroxylamin 89 reduziert. Dieses wird Laccase-katalysiert unter Reduktion
von Sauerstoff zu Wasser wieder zu TEMPO (84) reoxidiert.®®

w TR o:le Qﬁ% RS0
5OH
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85 X 89 88
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Schema 27: Méglicher Mechanismus der TEMPO-vermittelten Oxidation von Alkoholen mittels Laccase.””
Da die sehr aktiven aromatischen Alkohole durch ihre mdégliche inhibierende Wirkung auf
Enreduktasen unglinstig erschienen, wurde der aliphatische Alkohol Ethanol als Substrat des
Sauerstoff-verbrauchenden Systems getestet. Das Vorgehen wird in Tabelle 36 im
Experimentalteil beschrieben. Es wurde die Laccase aus Agaricus bisporus verwendet und die
Substrat- und Laccasemenge im Vergleich zu Fabbrini et al. verdoppelt. Es wurde jedoch
keinerlei Verminderung des Hintergrundes beobachtet. Ein Screening von anderen
Alkoholen als Substrate der TEMPO-vermittelten Oxidation wurde zu Gunsten eines Tests
der zweiten Oxidase nicht durchgefiihrt.

Die dabei verwendete Reaktion, die Glukose-Oxidase katalysierte Oxidation von Glukose (22)
zu Gluconolacton (23) und Wasserstoffperoxid, ist in Schema 28 dargestellt.

CH,OH CH,OH
Q_coomm-Ox_ammm 0
/ ImO
OH O
H,O,
22 23

Schema 28: Sauerstoff-verbrauchendes System aus Glukose-Oxidase und Glukose.

Bei dieser kann das native Substrat der Glukose-Oxidase Glukose (22) verwendet werden, da
es auch in hohen Konzentrationen keinen negativen Einfluss auf die Aktivitdt von
Enreduktasen zeigt. Die Nutzung des nativen Substrats ist von Vorteil, da das genutzte
Enzym somit optimale katalytische Effizienz zeigt. In der Literatur wurden Beispiele solcher
Tests mit Glukose-Oxidase als Sauerstoff verbrauchendem System mmﬁcsams.nmp 31 zur
besseren Vergleichbarkeit mit Aktivitdtstest 1 wurde dieser abgewandelt. Statt TRIS-Puffer
pH 7 wurde weiterhin KP; pH 6.5 genutzt und auch Substrat- und NADPH-Konzentration
wurden aus Aktivitatstest 1 beibehalten. Glukose wurde in einer Konzentration von 20 mM
eingesetzt und von der Glukoseoxidase wurden nach Optimierung 20 U/mL Assay eingesetzt.
SchlieBlich wurde so das in Tabelle 37 im Experimentalteil beschriebene Protokoll etabliert
und im Vergleich mit Aktivitatstest 1 getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt. Es
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wird ersichtlich, dass der Hintergrund von 31 % bis auf 1 % der gemessenen Gesamtaktivitat
gesenkt werden kann. Der Anteil des Hintergrundes an der Gesamtmessung bei Messung
ohne Sauerstoff-verbrauchendes System liegt dhnlich wie bei der anfanglichen Messung bei
31 % (Tabelle 4). Das Ziel, den Hintergrund zu unterdriicken, konnte also erreicht werden.
AuBerdem ist die Reproduzierbarkeit nun mit einer Standardabweichung von + 0.24 (ca. 4 %
des Messwertes) stark verbessert. Der Aktivitatstest 1 zeigt bei Messung mit der gleichen
Probe YgjM eine Standardabweichung von *0.64 U/mL (11 %). Diese Verbesserung ist
dadurch zu erkliren, dass kleine Anderungen in der Durchfiihrung, die Einfluss auf die
Sauerstoffkonzentration in Losung haben (z.B. Pipettieren, Durchmischung der Losungen),
nun nicht mehr zu veranderten Messwerten fiihren. Sie werden durch das Sauerstoff-
verbrauchende System Uiberkompensiert. Somit wurde auch die Genauigkeit der Messung
stark gesteigert. Die erhaltenen korrigierten Aktivitdtswerte der zwei verschiedenen
Aktivitatstests sind jedoch nicht vereinbar. Ohne Glukose-Oxidase wurde eine korrigierte
Aktivitat von 3.95 + 0.64 U/mL erhalten, bei Messung mit dem neuen Aktivitatstest ein
hoherer Wert von 5.54 +0.23 U/mL.

Tabelle 5: Vergleich der Aktivitatsmessungen mit und ohne Glukoseoxidase anhand derselben Probe YqgjMm

Wildtyp.

# Aktivitat Aktivitat
(Aktivitatstest 1) (Aktivitatstest 2)

[U/mL] [U/mL]

1 gemessene Aktivitat 5.75 £ 0.64 5.6+0.24

2 Hintergrundmessung 1.8 0.062 £ 0.01

3 korrigierter Wert 3.95+0.64 5.54 £0.23

4 Anteil Hintergrund* [%] 31 1

*Anteil des Hintergrundes an der gemessenen Aktivitat.

Um diese Abweichungen noch einmal genauer zu untersuchen, wurde vergleichend die
gleiche Michaelis-Menten-Kinetik sowohl mittels des Aktivitatstests 1 (mit entgastem Puffer)
als auch mittels des neu etablierten Tests (Aktivitatstest 2) gemessen. Als Testreaktion
diente wiederum die Umsetzung von Cyclohexenon (15) zu Cyclohexanon (16, Schema 55),
katalysiert von YqjM WT. Die resultierenden Kurven sind in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Vergleich der Prazision der Messwerte und der Fitkurven aus den Michaelis-Menten-Kinetiken der
YqjM WT-katalysierten Umsetzung von 2-Cyclohexenon (15) mittels A: des bisher genutzten Aktivitatstests
(Aktivitatstest 1) mit entgastem Puffer und B: des neu etablierten Aktivitatstests (Aktivitatstest 2), der

zusatzlich ein Sauerstoff-verbrauchendes System enthalt.

Anhand der BestimmtheitsmaRe (R?) der Kurvenfits wird ersichtlich, dass die Genauigkeit der
Messungen fir den Assay mit Glukose/Glukoseoxidase als Sauerstoff-verbrauchendem
System (Aktivitatstest 2) hoher ist. Es liegt fur Aktivitatstest 1 bei 0.75, flr Aktivitatstest 2 bei
0.99. Die erhaltenen kinetischen Parameter sind in Tabelle 6 gemeinsam mit den
Literaturwerten aufgelistet.

Tabelle 6: Vergleich der Michaelis-Menten-Kinetik von YqjM WT mit 2-Cyclohexenon (15) unter Verwendung

verschiedener Assays.

# Aktivitatstest 1 mit Aktivitatstest 2 mit . [63]
] Literatur
entgastem KP; Glukoseoxidase
1 Km [mM] 0.25 +£0.06 0.21 £0.01 0.28 £0.026
2 Keat Hmlp_* 1.97+0.11 2.62+0.03 2.2 +£0.070
3 _Anmﬁ\_A_,\_**:B_,\_*mvup_ 7.95+1.78 12.23 £ 0.64 7.86 £0.77

*MW (YqjM) = 38 kDa, c(YqjM) = 1.7 mg/mL = 0.09 umol/mL
** statistische Fehlerberechnung mittels GaulR'scher Fehlerfortpflanzung.

Mittels des Aktivitatstests 1 wird eine Michaelis-Menten-Konstante (Ky) von 0.25 mM, eine
Wechselzahl (keat) von 1.97 st und eine daraus resultierende katalytische Effizienz (kcat/Kwm)
von 7.95 mM's 'erhalten. Diese Daten sind im Rahmen der Fehler mit den Literaturwerten
vereinbar.'®® Aktivititstest 2 zeigt eine etwas niedrigere Michaelis-Menten-Konstante von
0.21 mM und eine héhere Umsatzrate von 2.62 s, wodurch die katalytische Effizienz mit
12.23mM™ s fast das 1.5-fache erreicht. Dies kénnte dadurch begrindet sein, dass
weniger Enzymaktivitat fur die unproduktive Nebenreaktion mit Sauerstoff belegt wird.
Insgesamt ist der neue Aktivitatstest gut nutzbar, um kinetische Daten hoher Genauigkeit zu
erhalten. Eine direkte Vergleichbarkeit der Daten mit denjenigen aus Tests ohne Sauerstoff-
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verbrauchendes System ist nicht gegeben. Soweit nicht anders angegeben wurden im
Folgenden alle Angaben der YgjM-Aktivitat mittels des Aktivitatstests 2 ermittelt.
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7.1.2 Lagerung

In Abbildung 6 sind die Auswirkungen verschiedener Lagermethoden auf die spezifische
Aktivitat von via IMAC (ber Ni-NTA gereinigtem und mit FMN rekuperiertem Enzym YgjM
WT nach 24 h im Vergleich zur Anfangsaktivitat (3.3 U/mg) direkt nach der Reinigung
dargestellt. Dabei zeigt sich die hochste Aktivitdt von 4.4 U/mg nach ,Schock-Gefrieren” in
flissigem Stickstoff und Lagerung bei -20°C. So wurde sogar eine hohere spezifische
Aktivitat als direkt nach der Reinigung detektiert. Daher erfolgte die Lagerung von YqjM
meist aliquotiert auf diese Weise. Teils wurde das Enzym auch als Lyophilisat gelagert, da das
Enzym so auch ohne vorheriges Aliquotieren in Teilmengen entnehmbar ist und fir
Lyophilisate hohe Langzeitstabilitdat erwartet werden kann. Zusatzlich ist der Effekt der
Aufkonzentrierung durch Lyophilisation in den in Kapitel 7.2.4 vorgestellten praparativen
Umsetzungen mit wenig aktiven Enzymvarianten wichtig.
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Abbildung 6: Anderung der spezifischen Aktivitdt des gereinigten Biokatalysators YqjM Wildtyp nach 24 h
Lagerung in unterschiedlicher Weise.
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7.1.3  Optimierung zur Sattigung von YqjM mit dem Cofaktor FMN

Um YgjM moglichst effizient als Biokatalysator in der Synthese einsetzen zu kénnen, ist der
Einsatz von Enzymldsungen moglichst hoher spezifischer Aktivitat von Vorteil. Daher wurde
meist mit via Metallchelatchromatographie (IMAC) gereinigtem Enzym gearbeitet. Da nur
holo-YqjM, das den Cofaktor FMN enthalt, katalytische Aktivitat zeigt, wurde zusatzlich eine
Sattigung der gesamten eingesetzten Enzymmenge mit dem Cofaktor FMN angestrebt.

Aus der Literatur ist bekannt, dass YgjM zunachst nicht vollstandig gesattigt mit dem FMN-
Cofaktor <oﬂ=mmﬁnmm_ Daher wurde die reine Enzymlosung standardmalig nach jeder Ni-NTA-
Reinigung im Imidazol-Elutionspuffer mit 5 mM FMN inkubiert, bevor schlieBlich durch
GroRenausschluss-Chromatographie sowohl Imidazol als auch Gberschiissiges FMN wieder
entfernt wurde. Dadurch kann eine erhohte spezifische Aktivitdt von YqjM erreicht werden.
Der Wert von 5 mM FMN zur Erreichung von 95 % der maximal moglichen spezifischen
Aktivitat des Enzyms wurde von Dr. T. Classen durch Extrapolation der Ergebnisse fiir 0—
1 mM FMN und eine YgjM-Losung der Konzentration 2.5 mg/mL bestimmt.®® Da die erzielte
FMN-Sattigung der YqjM-Losungen (photometrische Messung: Kapitel 6.1.4) auf diese Weise
jedoch nur bei 50-84 % lag, wurde eine weitere Optimierung des Protokolls zur FMN-
Sattigung angestrebt. Eine Fragestellung sollte dabei sein, inwiefern die in dieser Arbeit weit
erhohten YqjM-Konzentrationen eine Veranderung des Inkubationsprotokolls notwendig
machen. Die eingesetzte FMN-Konzentration sollte dabei moglichst gering sein, da die
chromatographische Abtrennung von FMN bei solch hohen Konzentrationen mehrfach
durchgefiihrt werden muss, somit aufwendig ist und aulerdem zu einer Verdlinnung der
Losung flihrt. Zusatzlich sollte die Zeitabhangigkeit der FMIN-Sattigung untersucht werden.
Fir alle Versuche wurde Zellpellet aus derselben Hochzelldichtefermentation (Kapitel 9.2.2)
verwendet. Der experimentelle Ablauf der Optimierungsversuche ist in Abbildung 7
dargestellt.

YgiM  FMN

Vv

Inkubationszeit

Messung:

YqjM
Abs 432 nm v Abs 458 nm
Abs 280 nm Abs 280 nm

Abbildung 7: Experimenteller Ablauf der Optimierung zur FMN-Sattigung von YqjM: 1) Herstellung der
Mischung von YgjM und FMN in Puffer, 2) GréRenausschlusschromatographie zur Abtrennung von
Uberschissigem FMN, 3) Messung der Absorptionen bei 280, 432 und 458 nm.

Zunachst wurde via IMAC gereinigtes Enzym mit FMN zusammengegeben und fiir einen
definierten Zeitraum inkubiert. Im Anschluss wurde (berschiissiges FMN durch
GroRenausschluss-Chromatographie entfernt und Uber die Absorption bei 280, 432 und
458 nm die Sattigung gemald Gleichung 1 bestimmt. Die spezifische Aktivitat wurde wegen
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des hohen experimentellen Aufwands im Vergleich zur photometrischen Messung nur zu
Beginn und am Ende der Optimierung bestimmt.

Als Startpunkt wurde eine Losung von YgjM WT der Konzentration 2.5 mg/mL mit FMN der
Konzentrationen 0.1-0.8 mM inkubiert. Das FMN wurde sofort wieder entfernt und neben
der photometrischen Bestimmung der FMN-Sattigung wurde auch die spezifische Aktivitat
gemessen (Abbildung 8). Beide Datenreihen wurden zundchst mittels der Methode der
kleinsten Fehlerquadrate angendhert.
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Abbildung 8: Spezifische Aktivitdt und FMN-Sattigung einer YgjM WT-Losung der Konzentration 2.5 mg/mL
nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen FMN. Regression erfolgte auf Basis der Michaelis-Menten-
Gleichung. Die Sattigung der Probe bei 0.2 mM FMN wurde aufgrund der starken Abweichung als unplausibel

angesehen und aus der Regression herausgenommen.
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Die spezifische Aktivitat (Abbildung 8 A) konnte nach Inkubation mit 0.8 mM FMN von 2.99
auf 4.75 U/mg (Aktivitatstest 2) gesteigert werden. 95 % der Maximalaktivitat (4.82 U/mg)
sind entsprechend der Fit-Kurve schon nach Inkubation mit 0.3 mM FMN erreicht. Dies
weicht stark von der zuvor bestimmten notwendigen FMN-Konzentration von 5 mM ab.
Durch die weit hohere Anfangsaktivitat des YgjM WT-Enzyms dieser Arbeit (2.99 U/mg) im
Vergleich zu dem in der eingangs erwdhnten Optimierung verwendeten Enzym (0.5 U/mg) ist
dies jedoch erklarbar. Die hohere Ausgangsaktivitdt des hier genutzten YqjM WT-Enzyms
kommt vermutlich durch eine erhéhte Sattigung mit FMN bei Herstellung entsprechend des
Hochzelldichtefermentationsprotokolls statt im Schiittelkolben zu Stande. In Abbildung 8 B
ist die photometrisch bestimmte FMN-Sattigung der YgjM WT-Losung in Abhangigkeit von
der FMN-Konzentration dargestellt. Auch die Regression dieser Messdaten ergibt schon bei
einer FMN-Konzentration von 0.3 mM eine Sattigung von 95 % des Maximalwerts. Der
maximal mogliche Wert der Sattigung liegt entsprechend dieser Daten bei 77 %. Fir weitere
Experimente wurde die Sattigung einer YqjM WT-Losung der Konzentration 2.5 mg/mL nach
Inkubation mit 0.4 mM FMN als angestrebter Referenzwert gesetzt.

Um die Optimierung der FMIN-Sattigung bezliglich der Parameter Enzymkonzentration, FMN-
Konzentration und Zeit moglichst effizient durchzufihren, wurde ein Vorgehen mittels
statistischer Versuchsplanung (engl.: Design of Experiment, DoE) angestrebt. In Kooperation
mit L. Freier aus dem Institut fiir Bio- und Geowissenschaften (IBG-1, FZ Jilich) sollte dabei
die Kriging-basierte Erweiterung von DoE, die dort als Softwaretoolbox entwickelt wird,
angewendet werden.! Kriging ist eine mathematische Methode zur Abschatzung
funktioneller Zusammenhange zwischen Einstellparametern und MessgrofRen auf Grundlage
bekannter Messwerte. Die geschatzten funktionellen Zusammenhadnge werden - anders als
bei klassischem DoE - nicht durch Regression mittels eines Polynoms, sondern durch
Linearkombination benachbarter, durch einen Koeffizienten gewichteter Daten erhalten.
Dieses Vorgehen bietet den Vorteil, dass Interpolationen flexibler sind als polynome
Regressionen und somit auch komplexe nicht lineare Prozesse abgebildet werden kénnen.
AuBerdem bietet Kriging neben der Modellvorhersage auch eine statistische Abschatzung
der Modellunsicherheit in Form eines Konfidenzintervalls.? Die theoretischen Hintergrinde
und die genaue Methodik der hier genutzten Kriging-basierten Versuchsplanung und
Auswertung sind in der angegebenen Literaturstelle bei Freier et al. ausfiihrlich
dargestellt.™?

Um Experimente auszuwdhlen wurden zundchst Randparameter gesetzt, fliir die der
untersuchte Zusammenhang von Interesse ist. Dies war wichtig, da die Modellvorhersage
durch Kriging innerhalb des gegebenen Messbereichs sicherer ist. Es sollte eine YgjM-
Konzentration zwischen 2.5 und 25 mg/mL (also 63—630 uM YqgjM-Monomer) und eine FMN-
Konzentration von einem Zehntel der minimalen YqjM-Konzentration bis zur 8-fachen
maximalen YqjM-Konzentration (0.006—-5 mM FMN) verwendet werden. Die Inkubationszeit
wurde zwischen 0 und 8 h variiert. Wahrend der ersten Runde wurden, wie bei DoE
allgemein Ublich, Extremfille getestet, d.h. Kombinationen der minimalen und maximalen
Eingangsparameter. Weitere Experimente wurden moglichst raumaufspannend verteilt, um
die Ubergangseffekte zu untersuchen. Zusatzlich wurden einige Messpunkte nahe der
bereits vorhandenen gesetzt, um die Verdnderung der ZielgroBen (ber verschiedene
Skalenbereiche betrachten zu kénnen.”® Darauf beruhend wurden in einer ersten
Experimentrunde zwanzig Experimente, inklusive des zuvor definierten Referenzpunktes,
ausgewahlt. Der Referenzpunkt dient dazu mogliche Abweichungen verschiedener



Eigene Ergebnisse 51

Experimentrunden auszumitteln und so die Vergleichbarkeit aller Experimente zu
gewadhrleisten. Dieser Punkt wurde in jeder der Experimentrunden 3-fach bestimmt und alle
Ergebnisse wurden durch Division durch den Mittelwert auf diesen Punkt normiert. Nach
Auswertung der Ergebnisse von Runde eins wurden sodann in einer zweiten Runde weitere
zwanzig Experimente durchgefiihrt, um die Rdume mit groBer Verdnderung der Sattigung
gef. mit mehr Daten zu fillen. So wird am Ende der gesamte Parameterraum ausgefllt und
eine sinnvolle Interpolation fiir alle Parameterkombinationen moglich.

Die Inkubationszeit wurde nur in der ersten Runde von Messungen beriicksichtigt, da sich fur
keine der Proben eine zeitliche Verdanderung der Sattigung ergab. In Abbildung 9 ist der
zeitliche Verlauf beispielhaft fir die niedrigste YqjM-Konzentration von 2.5 mg/mL und
0.4 mM FMN und fir die hochste YqjM Konzentration von 25 mg/mL und 0.1 mM FMN
dargestellt.
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Abbildung 9: Zeitabhangigkeit der FMN-Sattigung bei unterschiedlichen Enzymkonzentrationen und der jeweils

niedrigsten getesteten FMN-Konzentration. Viereck: 2.5 mg/mL YqjM, 0.4 mM FMN, Kreis: 25 mg/mL, 0.1 mM
FMN.

In Abbildung 10 sind die Ergebnisse aus beiden Experimentrunden nach 0 h Inkubationszeit
graphisch dargestellt. Es wird ersichtlich, dass die durchgefiihrten Experimente aus Runde 1
(Abbildung 10 A) lber den gesamten Parameterraum verteilt liegen. Es konnte gezeigt
werden, dass der Bereich des groRten Sattigungsanstiegs flr Enzymlésungen zwischen 200
und 600 uM YqjM (12-25 mg/mL) im Bereich bis zu 2.5 mM FMN liegt und dass dieser kaum
Daten enthalt. Dies ist in Abbildung 11 noch einmal im Detail dargestellt. Um den
Parameterraum in diesem Bereich nun weiter auszufiillen, wurden die Messungen von
Runde 2 (Abbildung 10 B) hauptsachlich in diesem Bereich angesiedelt. Die groRte
Sattigungssteigerung verschiebt sich dadurch zu niedrigeren FMN-Konzentrationen.
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der Ergebnisse der durch DoE vorgeschlagenen Experimente und der
erhaltenen Kriging-basierten Interpolation. Auf der Y-Achse ist jeweils die normierte Sattigung aufgetragen. A:
Runde 1, B: Runde 1 und 2; (Grafiken erstellt mit KriKit: www.github.com/modsim/KriKit).
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Abbildung 11: Messwerte der FMN-Sattigung nach 0 h Inkubationszeit in Abhangigkeit von der FMN-
Konzentration fir verschieden konzentrierte Enzymlosungen aus Runde 1. Der Bereich der groRten

Sattigungsvariation bei YqjM Konzentrationen zwischen 12 und 25 mg/mL ist markiert.

Um den so erhaltenen Datensatz in Ubersichtlicher Weise auszuwerten, wurde in Abbildung
12 die FMN-Sattigung in 2D, in Abhangigkeit des FMN/YqjM-Monomer-Verhiltnisses
dargestellt. Der Maximalwert scheint bei visueller Analyse ab einem 10-fachen FMN-
Uberschuss mit Sicherheit erreicht zu sein. Zusatzlich ist das Konfidenzintervall angegeben,
das eine genauere statistische Analyse der Daten moglich macht.
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Abbildung 12: Darstellung der ermittelten FMN-Sattigungswerte in Abhadngigkeit des FMN/YgjM-Verhaltnisses

inklusive des Konfidenzintervalls (Grafik erstellt mit KriKit: www.github.com/modsim/KriKit).

Durch einen statistischen Hypothesentest konnen zwei ausgewadhlte Variablen verglichen
werden und Uber signifikante Abweichung voneinander entschieden werden. Hier wurde der
Z-Test verwendet, um zu analysieren, welche Messwerte mit einer Sicherheit von 95 % vom
Plateau abweichen.”* Es zeigte sich, dass demnach nur bis zu einem FMN/YgjM-Verhaltnis
von 1.0 eine Abgrenzung vom Plateau méglich ist. Alle Messungen mit gréRerem Uberschuss
FMN sind nicht mit hoher Wahrscheinlichkeit vom Plateau abgrenzbar (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Z-Test zur Abgrenzung von Sattigungswerten vom Plateau (95 % Sicherheit), (Grafik erstellt mit
KriKit: www.github.com/modsim/KriKit).

Um abschlieBend zu klaren, ob diese Ergebnisse auch bei Messung der spezifischen Aktivitat
glltig bleiben, wurde fir vier verschiedene Enzymproben, die laut Kriging-Analyse nicht vom
Plateau abzugrenzen sind, die spezifische Aktivitdt bestimmt. Die ausgewdhlten Proben
besitzen ein FMN/YqgjM-Verhaltnis von 2.5-71 und YgjM-Konzentrationen von 70.0—-640 uM.
Die vier Proben haben eine Aktivitdt von 4.3—4.6 U/mg (89-95 % der Maximalaktivitat laut
Regression in Abbildung 8) und sind im Rahmen des Messfehlers nicht voneinander
abgrenzbar. Die Tatsache, dass alle vier die gleiche Aktivitat zeigen, belegt, dass Zugabe von
mehr als 2.5-fachem Uberschuss FMN nicht zu signifikant groRBerer Sattigung und somit
Aktivitatsteigerung fihrt.
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Abbildung 14: Korrelation der FMIN-Sattigung und der spezifischen Aktivitat mit der Menge an FMN pro YgjM.
Das FMN/YgjM-Verhiltnis liegt zwischen 2.5 und 71.

Insgesamt wurde im Rahmen der Optimierung also deutlich, dass keine Zeitabhangigkeit der
FMN-Einlagerung ins aktive Zentrum von YgjM WT besteht. Zusatzlich wurde gezeigt, dass
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auch fur hochkonzentrierte YgjM-Losungen von 25 mg/mL in unserem Fall keine Inkubation
mit 5 mM FMN (8-facher Uberschuss FMN) notwendig ist. Nach unserer Optimierung reicht
stattdessen ein 1.0-2.5-facher FMN-Uberschuss aus, um Sattigungen und spezifische
Aktivitdten zu erhalten, die nicht mehr mit hoher Wahrscheinlichkeit vom Maximalwert
unterschiedlich sind. Die aufwendige Abtrennung von FMN in hoher Konzentration durch
mehrmalige GroRenausschluss-Chromatographie kann also in Zukunft vermieden werden.
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7.1.4  Tests zur Nutzung des Rohextrakts und Ammoniumsulfatfallung

Damit Umsetzungen in praparativem MaRstab, fir die groBe Mengen Enzym bendtigt
werden, effizient durchgefiihrt werden kénnen, ist es notwendig mit moglichst geringem
Aufwand moglichst viel nutzbares Enzym generieren zu kénnen. Um sicher sein zu kénnen,
dass Stereoselektivititen und Umsetzungen auf den genutzten Biokatalysator
zurlickzufihren sind, wurde in dieser Arbeit zunadchst jeweils mit IMAC-gereinigten YqgjM-
Enzymen gearbeitet. Auf diese Weise konnen andere |6sliche Zellbestandteile und Proteine
fast vollstandig abgetrennt werden. Alternativ dazu besteht zum Beispiel die Méglichkeit das
Enzym als Rohlysat oder nach Fallung mittels Ammoniumsulfat (s. Experimentalteil Kapitel
9.2.5.2) einzusetzen. Die Herstellung des Rohlysats ist mit wenig Aufwand verbunden und es
wird keinerlei Aktivitat durch Reinigungsschritte verloren. AulRerdem bietet es den Vorteil,
dass Enzyme in lhrer urspriinglichen Umgebung im Allgemeinen héhere Stabilitat zeigen als
isoliert im Puffer. Durch die fehlende Reinigung werden neben dem gewlinschten
Biokatalysator jedoch viele anderen I6sliche Zellbestandteile in die Reaktion eingebracht und
es besteht die Gefahr, dass diese Nebenreaktionen auslosen. Die Ammoniumsulfatfallung ist
eine Moglichkeit zur Reinigung von Protein in grolem MaRstab. Durch Zugabe des
kosmotropen Salzes Ammoniumsulfat zur Proteinlésung werden hydrophobe
Wechselwirkungen innerhalb der Proteinstruktur gestarkt und es kommt zur Proteinfallung
durch sogenanntes Aussalzen. Die zum Aussalzen benétigte Ammoniumsulfatkonzentration
ist flir jedes Protein charakteristisch, wodurch bei gezielter Konzentrationseinstellung ein
Reinigungseffekt erzielt werden kann. Sowohl Rohlysat als auch gefalltes Protein sollte im
Folgenden hergestellt und anhand der Bioreduktion von 2-
(Hydroxymethyl)acrylsauremethylester (36) auf den Einsatz in Bioreduktionen hin getestet
werden.

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse eines Vortests zur Bioreduktion von 2-(Hydroxymethyl)-
acrylsdauremethylester (36) mittels YgjM WT in verschiedenen Formen gezeigt. Es wurden
jeweils 0.3 U Enzym eingesetzt. YqjM WT wurde in IMAC-gereinigter Form, als Rohlysat und
als 85 %ig durch Ammoniumsulfat gefalltes Enzym eingesetzt. Bei Nutzung der beiden nicht
vollstandig aufgereinigten Enzymlosungen wurde ein um ein Drittel hoherer Umsatz von 20-
22 % statt 14 % erhalten. Dies deutet darauf hin, dass YgjM in nicht bzw. wenig gereinigter
Form tatsachlich stabiler ist und somit langer die Reaktion katalysieren kann.

Tabelle 7: Umsatze im Testansatz mit 0.3 U YgjM WT in verschiedenen Enzymzubereitungen. Inkubation
erfolgte mit 4 mM FMN, 1 % (v/v) THF als Cosolvens, 24 h.

0 0.3 U YqiM WT

S -

T
o
O
g
\

HO (@)
36 37
# YqiM WT Umsatz [%]
1 Rein (IMAC) 14
2 Rohextrakt 22

3 Pellet 85 % (NH4),SO;4 20
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Da die Arbeit mit Rohlysat aufgrund des Vorhandenseins von anderen Enzymen wie z.B.
ADHs im Zelllysat fir viele Reaktionen nicht empfehlenswert ist und auch bei alleiniger
85 %iger Fallung kein signifikanter Reinigungseffekt zu erwarten ist, wurde eine Optimierung
der Ammoniumsulfatfallung angestrebt. Bei fraktionierter Fallung von YgjM WT mit 40-80 %
Ammoniumsulfat und Messung von Aktivitdt und Enzymkonzentration der resuspendierten
Pellets wurde jeweils im 60 %-Proteinpellet der hochste Wert erhalten (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Etablierung einer Reinigung von YgjM WT durch Ammoniumsulfatfillung. Alle Werte beziehen

sich auf das Ausgangsvolumen der Fallung. Das Rohextrakt wurde als Referenz ebenfalls bei 4 °C gelagert. Eine

Probe wurde mit 0.1 mM PMSF, 5 mM EDTA versetzt, um Zersetzung durch Proteasen zu verhindern und ADH-
Aktivitat zu inhibieren.

Insgesamt konnten in diesem Pellet 30% der Ursprungsaktivitit und 35 % der
Ursprungskonzentration (c A280) gefunden werden. Insgesamt lag die Rickgewinnung bei
42 % der Ursprungsaktivitat und 83 % der Ursprungskonzentration (c Azsgnm)-

Das SDS-Gel dieser Fallung sowie einer zweiten Fallung mit bei 60-90 % Ammoniumsulfat
erhaltenen Proteinpellets ergab, dass YqjM bei 50-70 % Ammoniumsulfat als
Hauptbestandteil enthalten ist (Abbildung 17). Daher wurde zur fraktionierten Fallung in
weiteren Versuchen ein Vorgehen durch Zugabe von zuerst 40% und dann 70 %
Ammoniumsulfat festgelegt. In einer ersten Ausfiihrung der Fallung nach diesem Protokoll
wurden im 70 %-Pellet 78 % der Aktivitat und 30 % des Proteins (c Azgonm) im Vergleich zum
Rohlysat zuriickgewonnen (Abbildung 17). Gleichzeitig wurde das Enzym aufkonzentriert, ein
Reinigungseffekt erzielt (Faktor 2.6 —0.16 U/mg im 70 %-Pellet statt 0.06 U/mg im Rohlysat)
und das Enzym in eine gut lagerbare Form Uberfihrt.
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Abbildung 16: SDS-Gel der einzelnen Proteinpellets (P) und des jew. letzten Uberstandes (US) nach Féllung von
YqjM WT durch verschiedene Konzentrationen Ammoniumsulfat. (o/n: Inkubation in der
Ammoniumsulfatlésung bei 4 °C Gber Nacht.) Diejenigen Fraktionen, die in zukinftigen Versuchen gleichzeitig

geféllt werden sollen, sind mit einem schwarzen Kasten umrandet.
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Abbildung 17: Aktivitaten der einzelnen Fraktionen bei Durchfiihrung der Ammoniumsulfatfallung
entsprechend des zuvor ermittelten Protokolls durch fraktionierte Zugabe von 40 % und 70 %

Ammoniumsulfat. Alle Proben wurden im Ursprungsvolumen von 10 mL gemessen.
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7.2 Studien zur Selektivitatsanderung der Enreduktase YqjM

Im Kenntnisstand sind verschiedene Moglichkeiten beschrieben, wie stereokomplementére
Enreduktase-katalysierte Reaktionen erhalten werden kénnen. In dieser Arbeit soll eine
Konzept-basierte Methode zum spiegelbildlichen Umbau des aktiven Zentrums von
Enreduktasen getestet werden. Dazu soll neben dem Enzym auch das Substrat in glinstiger
Weise gewahlt und variiert werden. Glinstige Substrate sind dabei solche, die zu synthetisch
wertvollen Produkten flhren, in ihrer Lage im aktiven Zentrum veranderbar sind und
trotzdem moglichst hohe Selektivitat und hohen Umsatz zeigen. Im folgenden Kapitel (7.2.1)
wird die Auswahl geeigneter Screeningsubstrate beschrieben. Im Anschluss (Kapitel 7.2.2)
wird auf die Methode und die Ergebnisse zum Design eines stereokomplementaren
Biokatalysators eingegangen. Alle Enzymumsetzungen in diesem Kapitel wurden mit IMAC-
gereinigtem Enzym (Protokoll in Kapitel 9.2.5.1) durchgefiihrt. Die in diesem Kapitel

beschriebenen Ergebnisse wurden zu groRen Teilen bereits veréffentlicht.!

7.2.1  Substratdesign

Wie im Kenntnisstand (Kapitel 6.2.1) dargestellt, ist die Einflussnahme auf den
Bindungsmodus von 2-(Hydroxymethyl)-acrylsauremethylester (36) durch gezielte
Punktmutationen im aktiven Zentrum im Vergleich zu den Profen-Substraten 57 erleichtert.
Daher wurde 36 als Modellsubstrat fiir ein Screening nach stereokomplementaren
Enzymvarianten in Betracht gezogen. Zusatzlich wird in der Bioreduktion von 36 als Produkt
der sogenannte Roche-Ester (37) gebildet. Dieser ist ein breit einsetzbarer chiraler
Synthesebaustein mit hoher industrieller wmamcﬁc:m.a@ "1 stueckler et al. konnten in einer
wegweisenden Studie zeigen, dass fiinf verschiedene Enreduktasen die Umsetzung von
Substrat 36 zum (R)-Enantiomer von 37 katalysieren.®® zur Katalyse der (S)-selektiven
Reaktion ist jedoch nur ein Wildtyp-Enzym [OYE 2.6, >98 % ee (S)] bekannt.'®” Die Bandbreite
an (S)-selektiven Enzymen zu erweitern ist also von besonderem Interesse. Die niedrig
substituierte terminale Doppelbindung schien auflerdem flr eine Analyse der
Stereoselektivitat-beeinflussenden Wechselwirkungen gut geeignet. Somit wurde die
Reduktion des Roche-Ester-Vorlaufers 36 mit Enzym-gekoppeltem Cofaktorrecycling durch
Glukosedehydrogenase (GDH) (Schema 29) als Modellreaktion fiir weitere Studien zur
Enantioselektivitat von YgjM-katalysierten Bioreduktionen ausgewahilt.

YqjM WT oder

Variante, KPi
HO
z>o_u1 z>u_u+ - oder (S
Glukonolacton H/\ Glukose
GDH

Schema 29: Modellreaktion zur Untersuchung der Stereoselektivitdt von YgjM-Varianten

Die Synthese des Substrats erfolgte mittels Morita—Baylis—Hillman-Reaktion aus den
kostengiinstigen Startmaterialien Acrylsduremethylester (90) und Formaldehyd (91) mit
einer Ausbeute von 58 % (Schema 30).
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(@] CH,0 (91)
DABCO
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Dioxan/Wasser
RT
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Schema 30: Reaktionsschema zur Synthese des YgjM-Substrats 2-(Hydroxymethyl)-acrylsduremethylester (36)
durch Morita—Baylis—Hillman-Reaktion.

Eine unglnstige Eigenschaft des gewahlten Modellsubstrats 36 zeigte sich bereits in den
ersten Testansdatzen im 1 mL-Mal3stab. Unter den gewahlten Reaktionsbedingungen (Tabelle
8, Eintrag 1) wurden nur sehr geringe Umsdtze von bis zu 7 % erreicht. Dies entspricht
ungefahr dem erreichten Wert aus den Vorarbeiten (8 %, Tabelle 8, Eintrag 6), bei denen
abweichend bei pH 7 statt 6.5 und mit hdherer NADP*-Konzentration gearbeitet wurde. Der
in dieser Arbeit zunachst gewdhlte pH-Wert von 6.5 entspricht dem Stabilitatsoptimum von
YgjM. Somit sollte eine langere Halbwertszeit des Enzyms in der Reaktion erreicht werden.
Es wurde eine niedrige NADP'-Konzentration getestet, da in der Dissertation von T. Fischer
von einem inhibierenden Effekt des Cofaktors NADP* auf ADHs berichtet worden war.!*®
Dieser Effekt sollte hier in Bezug auf die Enreduktase YqjM untersucht werden. Keine der
Herangehensweisen fiihrte jedoch zu einer Erhéhung des Umsatzes im Vergleich zu den
Vorarbeiten.

Um fir die weiteren Screeningversuche unter optimalen Assay-Bedingungen zu arbeiten,
wurden aufRerdem folgende Reaktionsbedingungen variiert: die Temperatur, die Menge des
Cofaktor-regenerierenden Enzyms GDH und der pH-Wert (Tabelle 8).

Tabelle 8: Standard-Assay zur Optimierung des Umsatzes bei Bioreduktion des Roche-Ester Vorlaufers mit
YqjM WT. Reaktionsbedingungen: 5 mM Substrat 36, 0.3 U YgjM WT, 20 uM NADP®, 20 mM Glukose, 1 % (v/v)
MeTHF in 20 mM KP;, Inkubation fiir 24 h, 300 upm.

# Temperatur GDH pH-Wert Umsatz

[°C] (V] [%]
1 25 1 6.5 7
2 25 5 6.5 8
3 25 10 6.5 6
4 25 10 7.5 14
5 30 10 6.5 7
6* 30 0.5 7.0 8

* Ergebnis aus der Dissertation von M. Schélzel, Verwendung von 200 uM NADP".

Die Variation der Menge an GDH zwischen 1 U und 5 U und die Temperaturerhhung von
25 °C auf 30 °C zeigten keinen signifikanten Einfluss auf den Umsatz. Bei Erhéhung des pH-
Wertes von 6.5 auf 7.5 wurde jedoch eine Verdopplung des Umsatzes auf 14 % beobachtet
(Eintrag 5). Dies war schon fir eine andere Umsetzung mit hydroxyl-substitutierten
Reaktanden [Produkt: 2-(3-Fluor-4-hydroxyphenyl)acrylsauremethylesters (58)] beobachtet
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worden und kdnnte mit einer erhéhten Loslichkeit dieser Substrate in schwach basischem
Losemittel  zusammenhingen.’”  Fiir  weitere  Versuche wurden daher als
Standardbedingungen der pH-Wert 7.5, 1 U GDH und 30 °C gewaéhlt. Durch Erhéhung der
Enzymmenge konnte der Umsatz weiter gesteigert werden (0.6 U YqjM WT, 34 % Umsatz).
Die Screening-Bedingungen konnten also optimiert werden. Allgemein ist der Roche-Ester-
Vorlaufer 36 jedoch kein optimales Substrat fiir Bioreduktionen mittels YqjM, da die
Umsdtze auch nach Optimierung der Reaktionsbedingungen gering bleiben und somit
wahrscheinlich eine niedrige katalytische Effizienz der Enzym-Substrat-Kombination besteht
(genauere Analyse dazu siehe Tabelle 12, Abbildung 20).

Aufgrund dessen sowie der Tatsache, dass Stereokomplementaritdt grundsatzlich nicht nur
Enzym-, sondern auch Substrat-basiert erreicht werden _Ams?abz wurde das
Substratspektrum erweitert. Die zusatzlichen Substratvarianten sollten die Nutzbarkeit der
Produkte als vielfdltige Synthesebausteine nicht einschranken, jedoch hinsichtlich ihrer
sterischen und elektronischen Eigenschaften Variationen aufweisen. Zusatzlich wurde bei
jeder Substratvariante eine Erhéhung der katalytischen Effizienz in Kombination mit dem
YgjM-Wildtyp-Enzym angestrebt. Eine Maoglichkeit zur Erhéhung des Umsatzes durch
Substrat-Engineering wird in der bereits erwdahnten Studie zur OYE-katalysierten Synthese
des Roche-Esters von Stueckler et al. beschrieben.®® So fiihrte die Schiitzung der polaren
Hydroxylgruppe mit Benzyl- bzw. Allyl-Substituenten dort zum 3- bzw. 4-fachen Umsatz in
der YqjM-katalysierten Reduktion. Die Benzyl- und Allyl-geschiitzten Substratvarianten, 2-
(Benzyloxymethyl)acrylsauremethylester (92) bzw. 2-(Allyloxymethyl)acrylsduremethylester
(93), wurden entsprechend in dieser Studie als verwandte Screening-Substrate hergestellt.
Die Synthese erfolgte in zwei Stufen ausgehend vom Roche-Ester-Vorldufer 36 Uber die
Zwischenstufe des 2-(Bromomethyl)acrylsduremethylesters (94) und anschlieBende
nukleophile Substitution mit Benzylalkohol bzw. Allylalkohol (Schema 58). So wurde die
Benzyl-geschiitzte Variante 92 in einer Gesamtausbeute von 53 % erhalten. Das Allyl-
geschitzte Substrat 93 konnte in 63 % Ausbeute aus 36 erhalten werden. Fir die
Benzylschiitzung wurde auch eine einstufige, Palladium-katalysierte Variante der Schiitzung
von 36 getestet, die jedoch mit 28 % Ausbeute keinen Vorteil brachte.

O

0 0
PBr, ROH
Io\/ﬁFo\ — 9\/:&#0\ — RO o~

36 94 R =Bn 92/ R = Allyl 93

Schema 31: Allgemeines Schema der Herstellung geschiitzter Derivate von 36.

Die Ergebnisse der Testumsetzungen von 92 und 93 mittels YqjM entsprechend Schema 32
sind in Tabelle 9 gezeigt.

0 YqjM WT, KP, ©

RO OMe RO OMe R =Bn,Allyl

92/93 (R)-oder (S)- 95/96

Schema 32: Testreaktionen der geschiitzten Substratvarianten 92 und 93 mittels YqjM WT.
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Beide Substrate zeigten im Standard-Assay mit 0.6 U Enzym fast 90 % Umsatz zum Produkt
und sowohl der 3-Benzyloxy-2-methylpropansdauremethylester (95) als auch der 3-Allyloxy-2-
methylpropansauremethylester (96) wurden mit >99 % ee (R)-Selektivitdt erhalten. Diese
Bioreduktionen zeigen also auch bei hohen Umsatzen stabile Selektivitatswerte. Dies ist flr
die Umsetzung des ungeschiitzten Substrats 36 nicht in gleichem Malie gegeben. Der
erhaltene Roche-Ester 37 ergab bei 34 % Umsatz nur noch 96 % ee (R)-Selektivitdt (Tabelle 9,
Eintrag 1).

Tabelle 9: Ergebnisse der Testreaktionen der geschiitzten Substratvarianten 92 und 93 (Schema 32) mittels
YgjM WT im Vergleich zum Roche-Ester-Vorlaufer 36. Reaktionsbedingungen: Substrat (5-10 mM), YgjM WT,
NADP" (200 uM), Glukose (20 mM), GDH (1 U), 1 % (v/v) MeTHF in KP; (20 mM, pH 7.5), Inkubation fiir 24 h,

300 upm, 30 °C. Abschatzung des Umsatzes via GC an chiraler stationdrer Phase mittels Referenzsubstanzen.

# R 03U 0.6 U ee
(Edukt/Produkt) Umsatz [%] Umsatz [%] [%]

1 H (36/37) 14 34 99 bzw. 96 (R)

2 Bn(92/95) 65 89 99 (R)

3 Allyl (93/96) 80 88 99 (R)

Um eine grofRere Vielfalt an Substraten hoher Reaktivitat fiir das Stereoselektivitatsscreening
zur Verfigung zu haben, wurde eine weitere Moglichkeit zur Umsatzsteigerung in OYE-
katalysierten Umsetzungen getestet. So wurde von Tasnadi et al. eine Umsatzsteigerung in
der YqgjM-katalysierten Reduktion verwandter Acrylsdureestersubstrate bei Variation der
Estergruppen beschrieben. Dort konnte der Umsatz von 27 % auf 91 % gesteigert werden,
indem statt des Acrylsduremethylesters (97), der Ethyl- (98), n-Butyl- (99) oder t-Butyl-Ester
(100) verwendet wurde.'®” Daher wurde dieser Effekt fiir die entsprechenden Estervarianten
des Modellsubstrats 36 untersucht. Die Ergebnisse wurden per GC/MS analysiert und die
Umsatze anhand dessen abgeschatzt (Tabelle 10). Dabei zeigte sich ein starker Riickgang des
Umsatzes auf 0.3 % flir den Ethylester 101, eine geringe Steigerung auf 1.5 % fiir den n-
Butylester 102 und keinerlei Reaktion fir die tert-Butyl-Variante des Roche-Esters 103. Der
literaturbekannte hohe Umsatz fir den Acrylsdaure-n-Butylester (99) konnte im gleichen
Ansatz mit 80 % reproduziert werden. Vermutlich wird der Bindungsmodus des
Modellsubstrats 36 im Vergleich zu den Acrylsdureestern 104-105 durch die zusatzliche
Hydroxymethylengruppe stark verandert.
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Tabelle 10: Testansitze zur Uberpriifung der Hypothese, dass Ester mit lingeren Alkylketten R erhéhten
Umsatz in YgjM WT-katalysierten Bioreduktionen von Acrylsdureester-Derivaten liefern, und Vergleichswerte
aus der Literatur. Reaktionsbedingungen: Substrat (5 mM), YgjM WT (0.3 U), NADP" (200 uM), Glukose

(20 mM), GDH (1 U), 1 % (v/v) MeTHF in KP; (20 mM, pH 7.5), Inkubation fur 24 h, 300 upm, 30 °C. Abschatzung
des Umsatzes via GC/MS.

O (0]
HO O\_NA _ O\_NN
# R Umsatz [%] R? Umsatz [%] Umsatz (Lit.)* [%]
1 Me (36) 14.0 Me (90) nd. 27
2 Et(101) 0.3 Et (98) n.d. 42
3 nBu (102) 1.5 nBu (99) 80 91
4 tBu (103) 0 tBu (100) 0 1

*Ergebnisse von Tasnadi et Q\._ﬂ_\ Assay-Bedingungen: Substrat (10 mM), NADH (15 mM) in Tris-HCI Puffer
(50 mM, pH 7.5), 30 °C, 24 h.

Durch Docking-Experimente sollten weitere Informationen Uber den Bindungsmodus des
Roche-Ester-Vorlaufers 36 im aktiven Zentrum von YqjM WT gefunden werden. Demnach ist
im produktiven (R)-selektiven Bindungsmodus des Roche-Ester-Vorldufers 36 der sterisch
offenere Bereich des aktiven Zentrums (vorderer Bereich in Abbildung 18) durch die
Hydroxymethylengruppe besetzt.

kaum Hohlraume
\
o (@)

HO

sterisch offener Bereich

Abbildung 18: Docking-Experiment zur Simulation des Bindungsmodus des Modellsubstrats 36 im aktiven
Zentrum von YgjM WT (zur Verfligung gestellt von Dr. T. Classen) und graphische 2D-Darstellung der sterischen
Gegebenheiten.

Die Esterfunktion befindet sich im hinteren Bereich, der kaum Hohlrdume fir groRe
Substituenten bietet. Die gute Stereoselektivitdat der Reaktion von 36 zu 37 von >95 % ee
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zeigt, dass ein alternativer geflippter Bindungsmodus unter , Austausch” von Ester und
Hydroxymethylengruppe kaum moglich ist. Die Acrylsdureester 90-99 konnen im Gegensatz
dazu auch mit der Estergruppe in Richtung des offenen Raums gebunden werden und
ergaben somit auch mit R = nBu hohen Umsatz. Die bessere Umsetzung des Acrylsaure-n-
Butylesters im Vergleich zum Ethylester kann vermutlich durch den grofReren hydrophoben
Anteil des Molekils erklart werden. Dies erleichtert die Wechselwirkung mit dem stark
hydrophoben aktiven Zentrum von YgjM. Da die Erhéhung der katalytischen Effizienz
beziglich des Wildtyp-Enzyms durch Einfihrung langerkettiger Ester somit nicht gelungen
war, wurden die Substrate 101-103 nicht fir weitere Testansatze verwendet. Stattdessen
wurden Varianten von 36 in Betracht gezogen, die statt der Estergruppen starker
elektronenziehende funktionelle Gruppen konjugiert zur C=C-Doppelbindung enthalten.
Somit ist die Polarisation der C=C-Doppelbindung erhéht und die Ubertragung des Hydrids
elektronisch erleichtert. Dies kdnnte zu erhéhter katalytischer Effizienz fiihren (niedrigerer
Kv-Wert, erhdhter ke,t). Demnach wirde die zu 36 analoge Keto-Verbindung 106 hohere und
die Aldehyd-Variante 107 die hochsten Umsétze in der Bioreduktion zeigen (Abbildung 19).

(@,
Ester O{O\
H

36
Keton
(@]

Seknung von K ?
Steigerung des k.,:?

_I_
@)
_I_
106
@)
H

Polarisation der C-C-Doppelbindung

Aldehyd
o\/zyﬁ

- 107 -

Abbildung 19: Testsubstrate mit steigender Polarisation der C=C-Doppelbindung und somit mdglicherweise
erniedrigter Michaels-Menten-Konstante (Ky) bzw. erhéhter maximaler Wechselzahl (k.,:) bei Umsetzung durch
OVYEs.

Da die Synthese des Aldehyds 107 zunachst nicht gelang (Syntheseversuche siehe Kapitel
9.3.2.3) und im Rahmen von Kapitel 7.3.1 Substratinhibition von YqjM bei Umsetzung eines
sehr ahnlichen Aldehydsubstrats festgestellt wurde, wurde nur der Umsatz des
Methylketons 106 im Standard-Assay bestimmt (Tabelle 11). Diese Bioreduktion verlief mit
0.6 U YqjM WT vollstandig zum 4-Hydroxy-3-methylbutan-2-on (108, Eintrag 2). Zusatzlich
wurde das Ethylketon 109 synthetisiert und getestet. Dieses war aufgrund seiner sterisch
groReren Ahnlichkeit zum Methylester 36 von Interesse und zeigte ebenfalls vollstindigen
Umsatz zum jeweiligen Produkt, dem 1-Hydroxy-2-methylpentan-3-on (110, Eintrag 3). Um
die Steigerung der katalytischen Effizienz des Methylketons 106 im Vergleich zum Ester 36
quantifizieren zu kénnen, wurde die Michaelis-Menten-Kinetik beider Substrate mit Yqjm
WT aufgenommen. Dazu wurde der in Kapitel 9.2.6.1 beschriebene Aktivitdtstest 2 mit
Sauerstoff-verbrauchendem System durch Glukoseoxidase verwendet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 12 und als Graphen in Abbildung 20 dargestellt. Zusatzlich erfolgte auf die gleiche
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Weise die Messung der Kinetik des sehr aktiven Substrats 2-Cyclohexenon (15) mit YgjM WT,
um mit diesen Referenzwerten vergleichen zu kénnen.

Tabelle 11: Umsatz und Enantiomereniberschuss bei YqjM WT-katalysierter Umsetzung der Substratvarianten
106 und 109 im Vergleich zum Roche-Ester-Vorlaufer 36. Reaktionsbedingungen: Substrat (5-10 mM), YqjM WT
(0.6 U), NADP" (200 pM), Glukose (20 mM), GDH (1 U), 1 % (v/v) MeTHF in KP; (20 mM, pH 7.5), Inkubation fiir
24 h, 300 upm, 30 °C. Abschatzung des Umsatzes via GC an chiraler stationarer Phase mittels
Referenzsubstanzen.

YqiM WT ;

HO R HO R

# R (Edukt/ Produkt) Umsatz [%] ee [%]

1 OMe (36/37) 34 96 (R)
2 Me (106/108) >99 98 (R)
3 Et(109/110) >99 59 (R)

Tabelle 12: Michaelis-Menten-Kinetik der YgjM WT-katalysierten Bioreduktion verschiedener Substrate. Die
Daten von 2-Cyclohexenon (15) dienen als Referenz fiir eine YgjM-katalysierte Reaktion sehr hoher
katalytischer Effizienz.

o o o
# Substrat ~o OH OH

36 106 15
1 Km[mM] 91.80+6.46  0.52+0.12 0.21+0.01
2 Keae[sH* 0.67 +0.02 251+0.18 2.62+0.03

3 Keat/Km[mM™s7Y]** 0.0073+0.0006 4.83+1.17 12.23+0.64

*Molekulargewicht von YgjM: 38 kDa, **Fehler durch statistische Fehlerfortpflanzung nach GauR.

2-Cyclohexenon (15) wird mit einer maximalen Wechselzahl (kct) von 2.62 st und einem Ky-
Wert von 0.21 mM umgesetzt. Somit kann flir 15 eine katalytische Effizienz von
12.23 mMs? errechnet werden. Fiir das Estersubstrat 36 wurden, wie erwartet, jeweils
schlechtere Werte erhalten. So stieg die Michaelis-Menten Konstante im Vergleich zu
Cyclohexenon (15) um das 460-fache auf 91.8 mM an und auch die maximal mogliche
Wechselzahl sank auf 0.76 s, was insgesamt einer katalytischen Effizienz von 0.007 mM™s™
entspricht. Fiir das Keton 106 zeigten sich wiederum bessere katalytische Eigenschaften. Der
Km-Wert lag mit 0.52 mM in der gleichen GroRenordnung wie jener fiir 2-Cyclohexenon (15).
Beziglich der Wechselzahl zeigen diese beiden Substrate keinen Unterschied. Die
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katalytische Effizienz des Ketons 106 betrigt 4.83 mM s ™. Somit konnte durch den Wechsel
vom Estersubstrat 36 zum Methylketon 106 eine um das 680-fach erhdhte katalytische
Effizienz erreicht werden. Die Hypothese, dass YgjM-katalysierte Reaktionen von Ketonen
bessere katalytische Eigenschaften zeigen als die von Estern, konnte fiir diesen Fall bestatigt
werden.
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Abbildung 20: Graphen der Michaelis-Menten-Kinetiken von Ester 36 und Methylketon 106 mit YgjM WT. Die
X-Achse im linken Graph zeigt den 30-fachen Bereich im Vergleich zu derjenigen im rechten Graph.

Somit wurden insgesamt flnf vielversprechende Screeningsubstrate identifiziert, die im
Folgenden fir Bioreduktionen mit Enzymvarianten getestet werden sollen (Schema 33).

(@) (@)
/O O\/\ /O%O\/@
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/O OH 93 92

(0]
36 0
OH OH
106 109

Schema 33: Uberblick tiber die identifizierten Screeningsubstrate, die im Folgenden in praparativen

Bioreduktionen zum Einsatz kommen.

Dies sind neben dem Roche-Ester Vorlaufer 36 vier Derivate, die beziiglich ihres sterischen
und elektronischen Aufbaus variieren. Alle vier Derivate zeigen aullerdem im Vergleich zu
Substrat 36 bessere katalytische Eigenschaften, wodurch die praparative Nutzbarkeit der
Bioreduktionen mittels YqjM WT oder YgjM-Varianten wahrscheinlicher wird.

Wie im Kenntnisstand (Kapitel 6.2.1) beschrieben, sind nur fir Substrat 36
stereokomplementdre Bioreduktionen bekannt. Die prdparative Nutzbarkeit in OYE-
katalysierten Bioreduktionen wurde noch fiir keines der Substrate nachgewiesen. Da durch
die Bioreduktionen der vorgestellten Substrate (Schema 33) interessante chirale
Synthesebausteine erhalten werden konnen,” 8 9 ol im Folgenden neben der Analyse
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der Stereoselektivitdt der enzymatischen Umsetzungen mit YgjM WT und YgjM-Varianten
auch die Durchfiihrung in praparativem MaRstab erfolgen.

7.2.2 Enzymdesign

Um stereokomplementdre Enzyme und Enzymvarianten zu finden, gibt es, wie in Kapitel
6.2.1 beschrieben, verschiedene Wege. Fir Enreduktasen ist das Vorhandensein von nativen
stereokomplementaren Enzymen nicht selbstverstandlich und die Stereoselektivitdt kann
schon durch kleine Veranderungen der Substratstruktur stark verandert werden - sie ist also
fir jedes Enzym sehr variabel.™ Daher haben Methoden zur Generierung von
komplementdaren Enzymvarianten durch Mutagenese einen hohen Stellenwert. Die am
breitesten anwendbare Methode zur Generierung stereokomplementarer Enzymvarianten
ist derzeit die gerichtete m<o_c:o?_$_ die jedoch, wie im Kenntnisstand beschrieben, einen
enormen Mutagenese- und Screening-Aufwand bedeutet. Hier sollte eine rationale,
konzeptbasierte Strategie zur Generierung von stereokomplementdaren Enreduktase-
Varianten getestet werden, mittels derer nur eine sehr begrenzte Anzahl von
Enzymvarianten erstellt und getestet werden muss. Die Enreduktase YqjM schien hierfir
geeignet zu sein, da sowohl die Kristallstruktur als auch die Position der mechanistisch
unmittelbar beteiligten Aminosiurereste (His164, His167, Tyrl69) bekannt waren.”® Die
angewandte Strategie beruht auf einer grundlegenden Umgestaltung des aktiven Zentrums,
wobei statt einer bloRen Veranderung der sterischen Umgebung des Substrats der
mechanistisch essentielle Aminosaurerest Histidin 167 verandert werden sollte. Ein solcher
Eingriff war in bisherigen Studien zur Stereoselektivitat von Enreduktasen entweder ganz
vermieden worden ?n_._/\;_mw_ flihrte nicht zu Varianten mit verbesserter Selektivitat (OYE
N.mv‘am_ oder die erhaltenen Varianten zeigten verstarkte statt komplementare Selektivitat
:um.ﬂz-xmacxﬁmwmv.ag

Als Grundlage des hier angewandten Konzepts diente das Dockingergebnis des
Modellsubstrats 36 im aktiven Zentrum von YqjM WT. Der daraus resultierende, produktive
Bindungsmodus ist in Abbildung 21A dargestellt. Dieser wird als produktiv angesehen, da
zwei durch den Reaktionsmechanismus festgelegte Voraussetzungen erfillt sind: 1) Die
Position des Carbonylsauerstoffs liegt im Abstand und Winkel einer Wasserstoffbriicke zu
den beiden Histidinresten H164 und H167, sodass das Substrat elektronisch aktiviert wird.
Das Vorliegen von Wasserstoffbricken wurde mittels der Software UCSF Chimera
m:m_<mmm2.:8_ Diese nutzt die geometrischen Kriterien nach Mills et al. mit zusatzlichen
Toleranzbereichen, um fehlende Genauigkeiten in den Kristallstrukturen und im
Dockingergebnis zu Uman_@n::mm:.:og 2) Der Kohlenstoff der Doppelbindung in B-Stellung
zur Carbonylgruppe (Cg) muss aullerdem in enger Nachbarschaft (ca. 3-4 A) zu N-5 des im
aktiven Zentrum verankerten FMNs liegen, sodass das Hydrid Gbertragen werden kann. Bei
Betrachtung der molekularen Oberflaiche des Proteins, wie schon in Abbildung 18
dargestellt, wird ersichtlich, dass das aktive Zentrum im vorderen Teil der Abbildung sehr
offen ist und im hinteren Teil relativ wenig Raum fir Substituenten bietet. Das
Modellsubstrat 36  wird  entsprechend des  Dockingergebnisses mit  der
Hydroxymethylengruppe in Richtung des offenen Raums gebunden.
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Abbildung 21: A: Darstellung des Proteinriickgrates und der mechanistisch wichtigen Aminosdurereste im
aktiven Zentrum von YqjM-Wildtyp (PDB: 1242) inklusive des gebundenen Cofaktors FMN und des postulierten
Bindungsmodus des Roche-Ester-Vorldufers 36 (eigenes Dockingergebnis), B: Schematische Darstellung
verschiedener moglicher Strategien zur Generierung stereokomplementarer, produktiver Bindungsmodi in
Enreduktasen am Beispiel des aktiven Zentrums von YqjM; links: Statischer Flip, rechts: Rotierter Flip. Feste
Positionen innerhalb des aktiven Zentrums sind mit gelben Spharen hinterlegt, der Wildtyp-Bindungsmodus ist
in grauer Farbe dargestellt.
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Um nun einen Bindungsmodus komplementarer Selektivitdt zu erhalten, muss eine 180°
Rotation des Substrats um die Achse entlang des Carbonylsauerstoffs und Cg [(C=0)-Cg]
bewirkt werden (,Flip“). Dazu werden in der Literatur meist nur die mechanistisch nicht
direkt beteiligten Aminosduren verdndert, und somit wird die Position dieser Achse
beibehalten (Abbildung 21B, links csﬁmi.:: Dieses Vorgehen wird fortan als ,statischer
Flip“ bezeichnet. In dieser Arbeit sollen strategisch zwei Punktmutationen ins aktive Zentrum
eingebracht werden, um das zweischrittige, in Abbildung 21B rechts schematisch
dargestellte Konzept des ,rotierten Flips“ zu realisieren. Darin wird der 180° Flip durch eine
Rotation des Substrats um Cg bewirkt. Durch die erste Mutation, H167A, wird der
Wasserstoffbricken-bindende, mechanistisch essentielle Aminosdurerest Histidin 167
entfernt und so die Bindung des Substrats in seiner urspriinglichen Position gelockert. Um
das Substrat zu reaktivieren und in geflippter Weise neu zu fixieren, wird als zweites ein
Histidin- oder Asparaginrest in Position 26 installiert (C26H bzw. C26N). Somit wird der
Freiheitsgrad der Rotation rund um Cg geschaffen, durch den die Substratsubstituenten in
sterisch starker beanspruchte Bereiche des aktiven Zentrums gelangen. Dies soll schlielich
den 180°-Flip um die Achse (C=0)-Cg auslésen. Das aktive Zentrum wird somit grundlegend
umgestaltet.

In Abbildung 21 ist das Substrat 36 in s-trans Konformation dargestellt. Alternativ kann das
Substrat auch als s-cis-Rotamer im aktiven Zentrum des Wildtyp-Enzyms und der
Enzymvariante gebunden werden. Dies verandert die generelle Argumentation jedoch nicht.
Nur eine Anderung der Substratkonformation vom Wildtyp zur Enzymvariante wiirde
vermutlich die Ubertragung von Hydrid und Proton aus gleichbleibender Richtung bewirken.
Die Carbonylfunktion wiirde ihre neue Position allein durch die intramolekulare Rotation
einnehmen, die die s-cis/s-trans—Isomerie bewirkt. Dass beide Konformationen grundsatzlich
moglich sind, wurde bereits im Kenntnisstand beschrieben. %!

7.2.3 Bioreduktionen im analytischen MafBstab

Das Screening der Enzymvarianten bezliglich Umsatz und Stereoselektivitat bei Umsetzung
der beschriebenen Substratvarianten erfolgte mittels IMAC-gereinigtem Enzym anhand der
zuvor beschriebenen Substrate (Kapitel 7.2.1). Als Assay wurde das ebenfalls in diesem
Kapitel beschriebene optimierte Protokoll (pH=7.5) verwendet. Die jeweils erreichte
Stereoselektivitiat der Enzym-Varianten ist in Abbildung 22 als Siulendiagramm im Uberblick
dargestellt. In Tabelle 13 sind die Enantiomereniberschisse und Umsatze zusatzlich als
Zahlenwerte aufgefiihrt. Die Einzelmutation H167A, durch die die native Bindung im aktiven
Zentrum gelockert wird, beeinflusst den Bindungsmodus in fast allen Fallen. Die einzige
Ausnahme bildet der allylgeschiitzte Ester 96, der wie vom Wildtyp auch mit >99 % (R)-
Selektivitdt gebildet wird. Die C26N/H Einzelmutation, die einen alternativen
Bindungsmodus des Substrats moglich machen soll, zeigt weniger Einfluss auf die
Enantioselektivitat der drei Ester-Substrate und des Methylketons 106, wie in Gegenwart der
intakten Bindungsstelle aus H164 und H167 zu erwarten ist. Eine Ausnahme bildet die
Umsetzung zum  Ethylketon 110 mittels YgjM C26H. Dort wird komplett
stereokomplementéres Verhalten im Vergleich zum Wildtyp [WT: 60 % ee (R)-; C26H: 60 %
ee (S)-Selektivitat] bei >99 % Umsatz erreicht. Dieser Effekt verringert sich durch
Kombination mit der Mutation H167A auf eine Selektivitdt von nur noch 20 % ee (R). Das
Konzept des ,rotierten Flips“, das einen additiven Effekt der beiden Mutationen vorhersagen
wirde, ist fur diesen Fall nicht anwendbar. Die Enzymvariante C26N zeigte insgesamt kaum
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Aktivitat und ergab auch bei erhohter Enzymmenge nur fir drei von finf Substraten
geringen Umsatz von 2-8 %.

100
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-100 -

YgjM WT H167A C26N C26H C26N/H167A C26H/H167A
@ Roche-Ester 37 HMethylketon 108 PEthylketon 110 [OBenzyl-Produkt 95 HBAllyl-Produkt 96

Abbildung 22: Ubersicht Giber die erreichten Enantiomereniiberschiisse bei Umsetzung der Substratbibliothek

mittels YQjM WT und der ersten Reihe von Enzymvarianten.

Tabelle 13: Umsatz und Enantiomereniberschiisse bei Umsetzung der ausgewdhlten exo-Methylen-Substrate
mittels YgjM WT und Varianten. Assay siehe S. 138. Die Analytik erfolgte mittels GC an chiraler stationarer
Phase anhand von Referenzsubstanzen.

o YqjM WT und e}
Varianten . .
R'O R2 R'O R2
KPi, pH 7.5

. C26N/ C26H/

# | YgM WT H167A C26H C26N
a H167A | H167A
_»H\mw US ee |US ee | US ee | US ee | US ee | US ee

(Edukat/Produkt) | 1og) 96] | 1961 191 | 1961 (%] | 1%) %1 | (%] [5%] | (%] [%]

1 |H/OMe(36/37) | 34 9 | 5 18 | 5 73| 2 99|10 86 |12 27
(R) (5) (R) (R) (5) (R)

2 | H/Me >99 98|97 78|99 87 |5 99 |>99 89 |20 67
(106/108) (R) (R) (R) (R) (R) (R)
3 | H/Et(109/110) |>99 59 (89 7 |>99 60| O - | 94 30 |54 20
(R) (R) (5) (R) (R)

4 | Bn/OMe 89 99|42 8|64 99/ 0 - |6 66| 7 30
(92/95) (R) (R) (R) (R) (R)
5 | Allyl/OMe 88 99|80 99|74 99| 8 99|46 99 |26 99
(93/96) (R) (R) (R) (R) (R) (R)

US: Umsatz
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Um die Wildtyp-komplementaren Selektivitdten von C26H bezliglich Produkt 110 und der
Variante C26N/H167A bezlglich des Roche-Esters 37 ndher zu analysieren, wurden in einer
Kooperation mit T. Classen in-silico-Docking-Studien und Kristallisationsversuche mit
C26N/H167A durchgefiuhrt. Nur die Dockingstudien fihrten zum Erfolg und es wurden
anhand der in Kapitel 7.2.2 dargestellten Kriterien die in Abbildung 23A dargestellten
vermutlichen Bindungsmodi gefunden. Das Ethylketon-Substrat 109 bildet demnach
innerhalb des aktiven Zentrums von YgjM C26H durch den sterischen Anspruch des
zusatzlichen Histidins eine intramolekulare Wasserstoffbriicke aus. Der resultierende
Sechsring wechselwirkt via Wasserstoffbriicken so mit den Histidinresten 164 und 167, dass
die Aktivierung im geflippten Bindungsmodus erfolgt, und somit invers konfigurierte
Produkte entstehen. Ein derart geflippter Bindungsmodus wurde nicht mehr als Docking-
Ergebnis beobachtet, wenn die Mutation Histidin 167 zu Alanin zusatzlich besteht. Bei
Reduktion des Methylesters 36 kann im Gegensatz dazu eine Verstarkung des Effekts der
H167A Mutation durch Kombination mit C26N beobachtet werden. Bei Katalyse mittels
H167A zeigt sich ein Enantiomereniberschuss von 18 % ee (S), bei Katalyse mittels
C26N/H167A wird mit 86 % ee sogar hohe Wildtyp-komplementare (S)-Selektivitat erreicht.
Dies entspricht dem angestrebten Konzept des ,rotierten Flips“. Durch Docking konnte der

in Abbildung 23B gezeigte, vermutliche Bindungsmodus von 36 in YgjM C26N/H167A
gefunden werden.

A

Abbildung 23: Darstellung der durch In-silico-Docking identifizierten méglichen Bindungsmodi von A:
Ethylketon 109 im aktiven Zentrum von YqjM C26H und B: Methylester 36 im aktiven Zentrum von YgjM
C26N/H167A.

Der eingeflihrte Asparaginrest und der Verlust der Wasserstoffbriicke zu H167 fihren darin
zu einem geflippten Bindungsmodus, der eine zusatzliche Rotation sowie eine neue
Wasserstoffbriickenbindung enthdlt. Diese neue Bindung erfolgt jedoch anders als
angestrebt nicht (ber die Carbonyl-, sondern Uber die Hydroxyl-Funktion. Eine neue
Wasserstoffbriickenbindung am Carbonylsauerstoff hatte zu der angestrebten Reaktivierung
geflihrt, die dem erhaltenen Biokatalysator nun fehlt. Somit wurde ein Biokatalysator hoher
komplementdrer Selektivitat erhalten, die Aktivitat ist jedoch flr praparative Zwecke zu
gering. Der Bindungsmodus des allylgeschiitzten Estersubstrats 93 konnte durch keine der
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Mutationen beeinflusst werden. Der Enantiomerentiberschuss betragt gleichbleibend >99%
ee (R). Die Reduktion des benzylgeschiitzten Esters 92 zeigt bei Katalyse mittels YgjM
C26H/H167A signifikant weniger (R)-Produkt [30 % ee (R)]. Diese Ergebnisse waren
vielversprechend, aber nicht fir Umsetzungen im grofReren Malistab anwendbar, da die
vielversprechendste Enzym-Substrat-Kombination (YgjM C26N/H167A — Roche-Ester-
Vorlaufer 36) trotz Erhohung der Enzymmenge nur bis zu 10 % Umsatz zeigte. Daher wurden
zwei Strategien verfolgt. Zum einen wurde nochmals das Substrat variiert. Zum anderen
wurde die Identifikation anderer moglicherweise stereoselektivitatsbeeinflussender
Mutationen angestrebt.

Da sich der benzylgeschiitzte Ester 92 bezlglich seines Bindungsmodus als veranderbar
gezeigt hatte, wurde die Benzylschutzgruppe im Rahmen einer Bachelorarbeit von L. Ohler
sterisch und elektronisch variiert.’® Es wurden die p-Methoxybenzyl-geschiitzte Variante
111, die o-Nitrobenzyl-geschitzte 112 und die 3,4,5-Trimethoxybenzyl-geschiitzte Variante
113 synthetisiert und getestet (Schema 34).

0 NO, 0 0
o G e
o eop
111 112 Ol 113

Schema 34: Verwandte Screeningsubstrate mit unterschiedlichen Benzylschutzgruppen.

Dabei zeigte sich, dass keines der Substrate erhohte ent-WT-Selektivitdt bei Umsetzung mit
YqgjM Wildtyp oder Varianten aufwies. Zur Identifikation anderer selektivitatsbeeinflussender
Mutationen wurden zunachst die aus den Vorarbeiten vorhandenen YgjM-Varianten C26G,
Y28F, Y28A, A60H, A60H/H167A"" erneut getestet. Dabei konnte der hohe Einfluss der
Mutationen 169A und 169Y auf die Stereoselektivitat bei Umsetzung des Methylesters 36
reproduziert werden [I69A: 40 % ee (S), 169Y: 69 % ee (S)]. 169A war eingefiihrt worden, um
mehr Raum im aktiven Zentrum zu schaffen. 169Y sollte durch eine zusatzliche protische
Funktion Uiber dem Substrat eine selektive Protonierung nach verandertem Bindungsmodus
durch eine zweite Mutation sicherstellen. Die anderen getesteten Varianten zeigten Wildtyp-
analoge Selektivitdt (C26G, Y28F, Y28A) oder keinen Umsatz (A60H, A60H/H167A)
(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Umsatz und Enantiomereniberschuss der Bioreduktion von Roche-Ester-Vorlaufer 36 zum

Roche-Ester (37), katalysiert durch YgjM WT und sieben YgjM-Varianten aus den Vorarbeiten.

Daher wurden die Mutationen fir 169A und 169Y im Folgenden mit den bereits erstellten
erwiesenermalien selektivitatsbeeinflussenden Einfach-Varianten C26N, C26H und H167A
kombiniert. Somit wurden fiinf neue YqjM-Varianten erhalten: C26H/I69A, C26H/169Y,
H167A/169A, H167A/69Y und C26N/I69A. Das Plasmid mit der Mutation fir C26N/I69Y
konnte trotz Nutzung unterschiedlicher Mutagenesemethoden nicht erstellt werden. Die
finf neuen YgjM-Varianten sowie I69A und 169Y wurden mit den bekannten flinf
Screeningsubstraten (Schema 33) im optimierten Standard-Assay bei pH 7.5 analysiert.
Selektivitat und Umsatz der Bioreduktionen zum Roche-Ester 37, zu den hydroxylgeschiitzten
Methylestern 95 und 96 und zu den beiden Keto-Verbindungen 108 und 110 sind in
Abbildung 25 jeweils in einem Sdulendiagramm dargestellt. Die Daten dazu sind in Tabelle
41 und Tabelle 42 im Experimentalteil enthalten.

Bei Umsetzung der optimierten Substrate 106, 109 und 92 zu den Reduktionsprodukten 108,
110 und 95 mittels I69A und 169Y wurde, wie zuvor im Fall des Roche Esters 37, ein Einfluss
auf die Selektivitat festgestellt. So wurde verringerte (R)-Selektivitat fiir das fir das 4-
Hydroxy-3-methylbutan-2-on (108) und den reduzierten Benzylester 95 gefunden, das
Ethylketon 110 ergab sogar moderate (S)-Selektivitat. Nur bei der Bioreduktion des
allylgeschiitzten Esters 93 zu 96 zeigte sich fast vollstandig erhaltene Wildtyp-Selektivitat mit
einem Enantiomereniberschuss von 94-9Tab % (R). Zusatzlich wurde fir die beiden 169-
Varianten in allen Fallen erh6hte Aktivitat im Vergleich zur ersten Reihe von Enzymvarianten
festgestellt. Mittels der erstellten Zweifach-Varianten konnten fiir drei Substrate, namlich
den ungeschiitzten Methylester 36, die Benzyl-geschitzte Variante 92 und das Ethylketon
109 Reaktionen mit 290 % Enantiomereniberschuss komplementar zum Wildtyp erreicht
werden. Fir ersteres erfillten sogar drei verschiedene Doppelmutanten dieses Kriterium
(C26N/169A, H167A/169Y and H167A/I69A) und fast alle kombinierten Einzelmutationen
zeigten additives oder mehr als additives Verhalten."®! Fir das Methylketon 106 zeigte nur
eine dieser Varianten (C26N/169A) moderate (S)-Selektivitit von 68 % ee. Die gleiche
Mutante zeigte mit 94 % ee (S) auch das beste Screening-Ergebnis fiir die Umsetzung zum
Ethylketon 110. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der neue Bindungsmodus in diesem Fall



Eigene Ergebnisse 75

durch van der Waals-Wechselwirkungen mit dem neu eingefiihrten unpolaren Alkylrest zu
Stande kommt.

Im Gegensatz dazu haben fir die Hydroxyl-geschiitzten Ester-Substrate 92 und 93 die
Enzymvarianten H167A/169A und H167A/169Y den groRten Einfluss auf die Stereochemie.
Diese Varianten ergaben fir das allylische Substrat 93 racemisches Produkt bzw. 11 % ee (S)-
96, bei Umsetzung des Benzyl-substituierten Substrats 92 konnte mit beiden Enzymen sehr
hohe komplementdre Selektivitdt von 90 % ee (S) erreicht werden. Durch Docking-Studien
konnte gezeigt werden, dass sich durch den Austausch von Isoleucin 69 ein Hohlraum bildet,
der dann durch die Allyl- und bevorzugt die Benzylgruppe eingenommen werden kann
(Abbildung 26).
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Abbildung 25: Umsatz und Enantiomereniiberschuss bei Bioreduktion der Screening-Substrate zu den
Produkten 37, 95 und 96, 108 und 110 mittels YqjM WT und 169-YgjM-Varianten.
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Abbildung 26: Darstellung der durch In-silico-Docking identifizierten méglichen Bindungsmodi des Benzyl-
substituierten Methylester-Substrats 92 A: im aktiven Zentrum von YgjM 169A/H167A und B: im aktiven
Zentrum von YgjM 169Y/H167A.

Der zusatzliche Verlust einer Wasserstoffbriicke zu H167 macht einen geflippten
Bindungsmodus in der Nahe des Hohlraums moglich. Zudem wird Bindungsenergie durch
hydrophobe Interaktionen gewonnen. Dieser Sachverhalt ist fiir die im Vergleich zu Alanin
sehr groBe Aminosaure Tyrosin trotzdem analog, da das Tyrosin in YqjM 169Y/H167A eine
abgewinkelte Konformation einnimmt (Abbildung 26 B). Da H167A/I69A und H167A/169Y fir
alle Substrate einen dhnlichen Effekt auf die Stereoselektivitdt haben, ist diese Erklarung
eher wahrscheinlich als die urspriinglich angenommene Funktion von [69Y, einen
beschleunigenden und selektivitatsfordernden Effekt auf die Protonierung zu haben.

Insgesamt konnten durch die zweite Reihe von Mutanten fiir drei von flnf Substraten YqjM
Varianten mit 290 % ee Wildtyp-komplementarer Selektivitdt gefunden werden. Diese zeigen
alle besseren Umsatz als die zuerst gefundene komplementire Variante C26N/H167A
(C26N/169A - 36: 25 %, C26N/169A - 109: 94 % und H167A/169A - 92: 78 % statt 10 % Umsatz
fur 36 - C26N/H167A) und wurden daher im Folgenden auf ihre Nutzbarkeit in praparativen
Umsetzungen getestet.

7.2.4 Praparative Bioreduktionen mit YqjM-Wildtyp und Varianten

Um die synthetische Anwendbarkeit der erhaltenen Enzym-Substrat-Kombinationen zu
zeigen, wurden prdparative Umsetzungen mit den besten Paarungen durchgefiihrt. Fir den
Roche-Ester-Vorlaufer 36 wurden YgjM Wildtyp [96-99 % ee (R) im Screening] und die
aktivste Enzymvariante mit >90 % ee (S)-Selektivitat (C26N/169A) ausgesucht. Im Fall des
Allylesters 93 sowie der Ketosubstrate 106 und 109 war jeweils nur eine Kombination aus
dem Screening vielversprechend (WT - 93; WT - 106; C26N/I69A - 109). Praparative
Bioreduktionen des benzylischen Substrats 92 wurden mittels der beiden gleichermaRen
hoch (S)-selektiven Varianten H167A/169A und H167A/169Y durchgefiihrt. Es wurde jeweils
1 mmol Substrat in 10 oder 20 mL KP; umgesetzt. Im Unterschied zu den analytischen
Umsetzungen wurde der pH-Wert mittels eines pH-Staten konstant gehalten (Abbildung 27).
Dies ist notwendig, da durch das Cofaktorrecyclingsystem Glukose/GDH im Verlauf der
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Reaktion Glukonsdure gebildet wird und somit der pH ohne Gegensteuerung absinken
wirde.

Abbildung 27: Versuchsaufbau fir praparative YgjM-katalysierte Bioreduktionen mittels pH-Stat.

Zusatzlich wurden die Kolben mit Argon liberschichtet und mit einem Argon gefiillten Ballon
versehen, da Sauerstoff die Enzyme substratunabhangig reoxidieren kann.

Die Ergebnisse der prdparativen Umsetzungen sind in Tabelle 14 dargestellt. Fir den
ungeschitzten Ester 36 wurde mit einer Selektivitdat von 90 % ee das (R)- (YgjM WT) und mit
85 % ee das (S)-Produkt (C26N/I69A) isoliert. Die Ausbeuten waren fiir die Umsetzungen mit
Wildtyp und Enzymvariante dhnlich (47 % und 44 %). Die geschitzten Ester-Substrate
ergaben die Produkte in Selektivitaiten von >99 % ee (R) (Allyl 93 - WT) bzw. 77 % ee (S)-
Selektivitat (Benzyl 92 - H167A/169A) bei 50 % bzw. 10 % Ausbeute. Die niedrige Ausbeute
bei Umsetzung der Benzylverbindung ist auf entstandenes unbekanntes Nebenprodukt
zurilickzufihren. Da die Selektivitat dieser Reaktion mit 77 % ee (S) ebenfalls geringer war als
erwartet, wurden keine weiteren Optimierungen durchgefiihrt. Die praparative Umsetzung
mittels YqjM H167A/169Y ergab eine noch geringere Selektivitdt von 55 % ee (S) bei einem
Umsatz von 60 % und wurde daher ebenfalls nicht weiter verfolgt. Die Keto-Derivate
lieferten beide Stereoisomere in 93 % ee und in hohen Ausbeuten von 86 % (Methylketon
106 - WT) und 95 % (Ethylketon 109 - C26N/169A). Es wurde je nach Substrat eine Menge
von 3-30 mg des Wildtyp-Biokatalysators und 40-160 mg der Enzymvarianten eingesetzt,
wobei die Enzymzugabe sukzessive in mehreren Portionen erfolgte. Demnach setzte YqjM
Wildtyp die Substrate mit einer Wechselzahl (Turnover Number, TON) zwischen 1300 und
13900 in allen Fallen vollstandig um. Die mit Abstand hochste Zahl wurde dabei fiir das
allylische Substrat 93 erreicht, fir das eine Stereoselektivitats-Beeinflussung durch die
eingefligten Veranderungen fast nicht moglich war. Die in den Kinetiken gezeigte grolRe
Steigerung der katalytischen Effizienz der YqjM WT-Umsetzung vom Ester 36 hin zum
Methylketon 106 spiegelt sich auch in der 5-fach hoheren Wechselzahl wieder (Eintrag 1 und
3). Fir die verdanderten Enzyme sind die Wechselzahlen, wie erwartet, jeweils geringer als fir
den Wildtyp und liegen zwischen 248 und 878. Auch mittels der Enzymvarianten konnten
jedoch hohe Umsatze von 85-100 % erreicht werden.
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Tabelle 14: Praparative Bioreduktionen von Substraten 36, 106, 109, 92 und 93 mittels der im Screening

ermittelten jeweils vielversprechendsten Biokatalysatoren.

#  Substrat® YqjMm- ee” Ausbeute® Verhiltnis? Biokata- TON®?
Variante [%] [%] Produkt: lysator
Substrat [mg]

1 36 WT 90 (R) 47 100:0 30 1336

3 106 WT 93 (R) 86 100:0 6 6941

5 93 WT >99 (R) 50 100:0 3 13895

2" 36 C26N/I69A 85 (S) 44 85:15 160 248

4 109 C26N/I69A 93 (S) 95 100:0 40 878

6 92 H167A/I69A 77 (S) 10 95:58) 100 400

a) Umsetzung von jeweils 1 mmol Substrat.

b) Bestimmt via GC mittels Referenzmaterialien. Der Stereodeskriptor des bevorzugt gebildeten
Enantiomers ist in Klammern angegeben.

c) Bei unvollstandigem Umsatz sind die Ausbeuten auf das Gemisch aus Produkt und verbliebenem
Startmaterial bezogen, das jew. in der Spalte Verhaltnis angegeben ist.

d) Bestimmt via "H-NMR.

e) Molekulargewicht von YgjM: 39.7 kg mol ™.

f) Reaktion durchgefiihrt bei pH 6.5 statt 7.5 und in nur 10 mL Puffer.

g) Zusatzlich entstand ein unbekanntes Nebenprodukt.

Bei Betrachtung der erreichten Selektivitaten fallt auf, dass die Stereoselektivitdten aus den
Reaktionen im analytischen Malstab teils nicht vollstéandig reproduziert werden konnten. So
konnte zum Beispiel fir den ungeschiitzten Roche-Ester 37 nur 90 % ee (R) (WT) und 85 % ee
(S)-Selektivitat (C26N/I69A) erreicht werden statt jeweils Gber 90 % ee, wie zuvor im Assay.
Erklarungsansatze fir diesen Unterschied sind die im praparativen MaBstab hohere
Substratkonzentration (6—20 mg mL™" statt 1 mg mL™") und der nicht kontrollierte pH-Wert
im kleinen Mafstab. Dass kleine Verdanderungen im Cofaktorrecycling einen Einfluss auf die
Stereoselektivitdat haben kénnen, wurde schon in verschiedenen Studien mmNmmmﬁ.Em, Pl Eur
das Methylketon konnte durch Inkubation des Produkts unter Assaybedingungen (pH 7.5)
ohne Enzym gezeigt werden, dass der ee-Wert dabei von 93 % ee (R) auf 88 % ee (R) sinkt.
Eine zu lange Reaktionsdauer ist also in Hinsicht auf einen hohen Enantiomereniiberschuss
nicht zu empfehlen. Insgesamt konnten jedoch sowohl die Ester- als auch die Keto-
Verbindungen in beiden Konfigurationen in guter bis exzellenter Selektivitdt erhalten
werden.

7.2.5 Erweiterung des Substratspektrums

Um die Bandbreite der Nutzbarkeit der vielversprechendsten YgjM-Varianten (C26N/H167A,
C26N/169A, C26H/169A, C26H/169Y, H167A/169A, H167A/169Y) zu testen, wurden vier
weitere o,B-ungesattigte Ester hinsichtlich eines Einflusses der Mutationen auf ihre
Stereopraferenz untersucht: Das phenylsubstituierte Acrylsdurederivat 57 (R = H), drei
verschiedene Ethylester mit dreifach- bzw. vierfach-substituierter Doppelbindung [2-Methyl-
4-oxopent-2-ensaureethylester (48), 3-Methyl-2-oxopentensaureethylester (44) und der 2,3-
Methyl-4-oxopent-2-ensaureethylester (50)]. Zusatzlich wurde das strukturell stark
abweichende Nitro-aktivierte Olefin (E)-1-Nitro-2-phenylpropen getestet (34, Abbildung 28).
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Abbildung 28: Strukturen der Substrate, anhand derer die Generalisierbarkeit der Selektivitats-beeinflussenden

Wirkung der YgjM-Varianten getestet wurde.

Alle funf sind bekannte YqjM-Substrate, fir die, wie im Kenntnisstand beschrieben, schon
Studien zur YgjM-Selektivitat durchgefiihrt worden sind.[% 70 zyr Herstellung der (S)-
konfigurierten Produkte aus 57 und 48 ist derzeit keine OYE-katalysierte Bioreduktion
bekannt. Aus (E)-50 kann mittels YqjM WT das (2R, 3S)-Produkt erhalten werden. Die
stereoisomeren Reduktionsprodukte aus 44 sind durch Nutzung der E/Z-isomeren Formen
des Substrats erhaltlich. (E)-34 wird von OPR1 und OPR3 zu den enantiomeren C=C-
Reduktionsprodukten (R)- bzw. (S)-35 umgesetzt.

Die Ergebnisse des Screenings der ersten drei Estersubstrate mit den YgjM Varianten sind in
Abbildung 29 aufgefiihrt. Auf den Bindungsmodus des phenyl-substituierten
Acrylsdureesters 57 konnte kein Einfluss festgestellt werden. Alle Katalysatorvarianten
bewirkten eine Bildung der Produkte in nahezu vollstandiger (96 — >99 %) WT-(R)-
Selektivitat. Die dreifach substituierten Olefine 44 und 48 zeigen — obwohl in stark
verringertem Ausmall — ein dhnliches Verhalten wie Methylester 36. Die gleichen drei
Enzymvarianten (C26N/I169A, H167A/I69A und H167A/169Y), die dort den gréRten Einfluss
zeigten, ergaben auch hier Reduktionsprodukte mit signifikant verdandertem
Enantiomereniberschuss.
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Abbildung 29: Stereoselektivitat der Bioreduktionen von Substraten 57, 48 und 44 mittels YgjM und den zuvor
erfolgreich getesteten YgjM-Varianten.

Die Ergebnisse der Umsetzungen des (E)-konfigurierten vierfach olefinisch substituierten
Esters 50 sind in Abbildung 30 dargestellt. Hier kdnnen vier Diastereomere entstehen. Bei
Katalyse mittels YqjM WT konnte die von Classen et al. gezeigte Bildung des anti-(2R, 3S)-
Diastereomers 51 reproduziert werden.® Bei Nutzung der Katalysatorvarianten entsteht
zusatzlich in geringem Ausmald eines der syn-Diastereomere, ein Stereozentrum bleibt in
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allen Fallen unverdndert. Der Enantiomereniiberschuss liegt somit fir beide
Enantiomerenpaare bei >99 %, der Diastereomereniiberschuss (de) variiert zwischen 69 und
99 % anti-(2R, 3S). Insgesamt ist der Einfluss auf den Bindungsmodus hier geringer als fir 44
und 48.
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Abbildung 30: Umsatz und Stereoselektivitat der Bioreduktion von 50 mittels YgjM und den zuvor erfolgreich
getesteten (S)-selektiven YgjM-Varianten.

Der Einfluss auf nur eines von zwei Stereozentren ist interessant, da dies nicht durch einen
vollstandig geflippten Bindungsmodus des Substrats im aktiven Zentrum hervorgerufen
werden kann. Eine weniger selektive Protonierung oder eine E/Z-lsomerisierung des
diastereomerenreinen Substrats (E)-50 hatten zum Beispiel diesen Effekt. Auf letzteres gibt
es einen Hinweis: Fiir die Umsetzungen mittels der Enzymvarianten wird — anders als bei der
Bioreduktion mit dem Wildtypenzym — jeweils eine geringe Menge (0.3—1 %) des (Z)-Isomers
im Chromatogramm detektiert.

Ein Einfluss auf die Selektivitdt bei Bioreduktion des strukturell stark von allen anderen
Substraten abweichenden B-disubstituierten Nitroolefins (E)-34 war nicht moglich. Es zeigte
sich gleichbleibend hohe (S)-Selektivitat (>99 % ee), bei Bildung vieler Nebenprodukte.
Verbessert werden konnte durch die Nutzung der Enzymvarianten jedoch die
Chemoselektivitat der Reaktion. YqjM WT bildet nur zu einem Anteil von 5 % das postulierte
C=C-Reduktionsprodukt 35. Das stattdessen gebildete Hauptprodukt verschwindet bei
Umsetzung mit den Enzymvarianten ganz. Der Anteil von 35 am gesamten gebildeten
Produkt wird von 5 % (WT) auf bis zu 47 % (C26H/169Y) gesteigert. Die Nebenprodukte bei
der YgjM-katalysierten Umsetzung von (E)-34 sind vermutlich auf Nitroreduktase-Aktivitat
oder der Nef-Reaktion analoge Aktivitat von YqjM zuriickzufiihren. Fir andere Enreduktasen
wurde, wie im Kenntnisstand beschreiben, beides schon berichtet.
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Abbildung 31: Umsatz und Stereoselektivitdt der Bioreduktion von (E)-34 mittels YqjM und den zuvor

erfolgreich getesteten (S)-selektiven YgjM-Varianten.

Nach analytischen Tests zur Bioreduktion von sechs weiteren Substraten mittels der
vielversprechendsten Enzymvarianten wurde also in zwei Fallen [(E)-48, (E)-44] ein
signifikanter Einfluss auf die Stereoselektivitat festgestellt. Beide Substrate enthalten eine
Esterfunktion und drei olefinische Substituenten. Obwohl keine komplementéare Selektivitat
im Vergleich zum Wildtyp erreicht werden konnte, kann diese Verdanderung ein
fortgeschrittener Startpunkt fiir eine weitere Optimierung sein.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass es sinnvoll ist die gefundenen
Mutationen zu testen, wenn enantiokomplementéare Bioreduktionen strukturell verwandter
Substrate benoétigt werden. Kleinste Veranderungen im Substrat konnen jedoch, wie schon
von Jon Stewart dﬂmmﬁmmmﬁm__ﬁ:: den Einfluss der neu eingefiihrten Wechselwirkungen
komplett zu Nichte machen. Dies wird besonders fiir den Profenvorlaufer 57 oder den
allylgeschiitzten Roche-Ester-Vorlaufer 93 im Vergleich zum Benzylsubstrat 92 deutlich.
Auffallig ist, dass diese Substrate im Vergleich zu den anderen bei gleicher eingesetzter
Enzymmenge hoheren Umsatz zeigen, und somit scheinbar mit erhohter Bindungsaffinitat
die Moglichkeit die Selektivitat zu andern schwieriger wird. In welcher Weise sich strukturell
entferntere Substrate, wie cyclische Strukturen oder Olefine mit Aldehyd- oder Nitrilgruppen
zur Aktivierung und ahnlichem Substitutionsmuster verhalten, muss noch untersucht
werden.

7.2.6  Vergleich mit anderen Mutagenesestudien zur Stereoselektivitdt von OYEs

Um Einblick zu erhalten, ob die in dieser Studie erfolgreich fiir YgjM angewandten
Mutationen generell zur Stereoselektivitatsanderung in OYEs genutzt werden kdénnen, sind
noch weitere Untersuchungen notwendig. Zur Analyse der vorhandenen Daten sind in
Tabelle 15 die Mutagenesepositionen aus dieser Arbeit (H167, 169 und C26 in YqjM) mit den
veranderten Aminosdaurepositionen aus vorhergehenden Mutagenesestudien in Bezug
gesetzt. In diesen Studien wurden stereokomplementdare Enzymvarianten von OYE 2.6,5¢!
OYE 1,!*+ ¢ <£._<__$_ bzw. PETN-Reduktase erhalten.”®”
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Tabelle 15: Uberblick zu Aminosdurepositionen, die in Enreduktasen die Stereoselektivitit der Bioreduktion
von 36 (fett gedruckt) oder anderer Substrate beeinflussen, und analoge Positionen in homologen Enzymen.
Die flr das Alignment genutzten Proteinstrukturen stammen aus der PDB: YgjM ﬁNhNV\_mm_ OYE1 Aw._.xmv::
OYE 2.6 (3TJL),"® PETN Reduktase (1H50), die genutzte Software ist UCSF Chimera.

Enzym Spezifische Mutation?-Substrat
# YqjM OYE 1 OYE 2.6 PETNR Literatur diese Studie
1 169 v82" v78”  veg® Y78W-36,1% 169T-40° I69A/Y
2 C26 T37 T35 T26 C26D/G-40,%® T265-(E)- C26N/H
34%
3 H167 N194 H191 H184 - H67A
4  A104 W116 1113 W102 | W116H/Q-36,"** W116I-(S)- -
38, 1113v/C-36"
5 - F250 F247 F240 F247A/H-36" -
6 A60 G72 A68 A58 A60V-40'%3! -

a) Mutation, die (allein oder in Kombination) die Stereoinversion fiir das gezeigte Substrat bewirkt.

b) Alignment anhand der 3D-Struktur anstatt der Primarsequenz.

Diese Gegenuberstellung zeigt, dass Mutationen an Positionen analog zu 169 und C26 bereits
OYE-Varianten komplementarer Selektivitat bezlglich der Bioreduktion von 3-substituierten
Cyclohexenonen (40), (S)-Carvon (38), (E)-2-Phenyl-1-nitropropen (34) und auch Roche-Ester-
Vorldaufer 36 ergeben haben. |hre Nutzbarkeit wurde nun unter Einfihrung anderer
spezifischer Aminosauren auch fir die Bioreduktionen der hier vorgestellten Baylis-Hillman-
Addukte demonstriert. Die H167-Mutationsstelle wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal
erfolgreich zur Stereoinversion einer Enreduktase aus der OYE-Familie angewandt.

7.2.7 Zusammenfassung und Fazit

Insgesamt wurden mittels der verfolgten rationalen Mutagenese-Strategie erfolgreich
synthetisch nutzbare YqjM-Varianten mit hoher dem Wildtyp entgegengesetzter
Stereopraferenz in der Bioreduktion der untersuchten Morita—Baylis—Hillman-Addukte
erhalten. Durch das innovative Konzept-basierte Vorgehen — inklusive der teilweisen
Beschadigung des aktiven Zentrums durch Mutation der Aminosaure H167 — wurde der
Mutagenese-Aufwand im Vergleich zur Sattigungsmutagenese (19 Varianten pro
Aminosaureposition) und gerichteter Evolution (>1000 30:3:2_ bedeutend reduziert. Nur
17 Einzel- und Doppel-Varianten mussten generiert und bezlglich ihrer Stereopraferenz
untersucht werden, um fiir drei von funf strukturell verwandten Substraten (36, 109 und 92)
Enzyme mit komplementdrer Stereoselektivitdit (90-99 % ee) zum WT zu finden. Die
vorgeschlagenen strategischen Einzelmutationen beeinflussten die Stereoselektivitat in funf
von neun Fallen (C26N/H, H167A, 169A/Y). Zwei der drei selektivsten stereokomplementaren
YgjM-Varianten aus dem Screening (C26N/I69A, H167A/169A und H167A/169Y) enthalten die
Mutation H167. Durch in silico Docking konnten plausible Bindungsmodi gefunden werden,
die den — entsprechend dem Konzept des ,rotierten Flips“ postulierten — zuséatzlichen
Rotationsfreiheitsgrad enthalten, der eine grundsatzlich neue Orientierung des Substrats im
aktiven Zentrum moglich macht. Ein Vergleich der drei erfolgreich verdnderten
Aminosdurepositionen mit denen aus vorhergehenden Studien zu OYEs zeigte, dass
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Mutationen an Positionen 169 und C26 schon zuvor Enzymvarianten mit WT-
entgegengesetzter Selektivitat fur 3-substituierte Cyclohexenone 40 und Roche-Ester-
Vorldufer 36 ergaben. Diese Positionen haben nun ihre Anwendbarkeit im Kontext
bestimmter hier genutzter Morita—Baylis—Hillman-Addukte gezeigt, was die Bandbreite an
generell hilfreichen Mutationsstellen bei der Selektivitdtsanderung von OYEs erweitert.

Ein Screening eines breiteren Substratspektrums mit den besten Enzym-Varianten ergab
keine weiteren Bioreduktionen mit Wildtyp-entgegengesetzter Stereoselektivitdt, jedoch
dhnliche Trends der Enantiomereniberschiisse bei Umsetzung der dreifach-substituierten
strukturell verwandten Substrate (£)-44 und (E)-48.

AuBerdem konnte die synthetische Nutzbarkeit der vielversprechendsten Bioreduktionen
aus dem Screening fir das gezeigte Substratspektrum aus geschiitzten und ungeschitzten
Morita—Baylis—Hillman-Addukten (36, 106, 109, 92 und 93) mit YqjM WT und Varianten im
praparativem Malistab gezeigt werden. Es konnten alle finf strukturell verwandten
Produkte mit (R)- oder (S)- konfiguriertem Stereozentrum in 77-99 % ee und bis zu 95 %
Ausbeute erhalten werden. Alle erhaltenen Produkte sind weit verbreitet chirale
synthetische Intermediate und kénnen mit dem vorgestellten chemoenzymatischen Ansatz
in zwei (37, 108, 110) oder vier (96, 95) Reaktionsschritten aus einfachen nicht-chiralen
Startmaterialien hergestellt werden.
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7.3 Enzymkaskaden

Um multifunktionalisierte, asymmetrische Strukturen aufzubauen, sind entsprechend der
klassischen organischen Synthese oft viele einzelne Syntheseschritte, inklusive Schiitzungs-
und Entschitzungsmethodik, notwendig. Insbesondere Aufarbeitung und Reinigung der
Zwischenstufen flihren dabei zu einem groRen Zeit- und Ressourcenaufwand. Schaut man
sich im Vergleich dazu die Biosynthese komplexer Naturstoffe an, findet man in vielen Fallen
sequentielle Transformationen zum Aufbau komplexer Strukturen. Eine sequentielle
Transformation ist nach Tietze et al. eine Abfolge von Reaktionsschritten, bei der ohne
Isolierung der Intermediate mehrere Bindungen geknlipft oder gebrochen werden. %!
Beispiele dafiir sind die Biosynthesen von Alkaloiden, Terpenen und Steroiden.™® Dabei
kommen jeweils mehrere Biokatalysatoren unter denselben Bedingungen zum Einsatz und
diese katalysieren mehrere Umwandlungsschritte ohne Isolierung einer Zwischenstufe.
Solche auch als Enzymkaskaden bezeichneten Transformationen, werden in der chemischen
Synthese in sogenannten Eintopf-Reaktionen realisiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Kombinationen von Enzymen in einer
Enzymkaskade getestet. Zum einen sollte, aufbauend auf Substrat 106 aus Kapitel 4.2,
mittels Enreduktase und ADH ein effizienter stereoselektiver Zugang zu 2-Methylbutan-1,3-
diol (66) gefunden werden (Kapitel 7.3.1). Als nachstes sollte eine Enreduktase-katalysierte
Reduktion mit einer Laccase-katalysierten oxidativen Arylierung in einer Eintopf-Reaktion
kombiniert werden (Kapitel 7.3.2).

7.3.1  Strategien zur asymmetrischen Synthese von 2-Methylbutan-1,3-diol (66)

Nachdem im Projekt zur Stereoselektivitdt der Enreduktase YqjM beide Stereoisomere des
C4-Synthesebausteins 37 (Roche-Ester) zuganglich gemacht werden konnten, sollte im
Folgenden ein stereoselektiver Zugang zum chiralen Cs-Baustein 2-Methylbutan-1,3-diol (66)
gefunden werden (Schema 21). Dieser kommt, wie im Kenntnisstand (Kapitel 6.3.2)
beschrieben, in vielen Synthesen von Natur- und Wirkstoffen zum Einsatz. Die derzeit
genutzten Synthesewege sind 2- bis 4-stufig, wobei insbesondere fiir die syn-Diastereomere
derzeit nur 3 oder 4-stufige Synthesen bekannt sind. Zudem werden teils chirale
Startmaterialien oder chirale Auxiliare, also Stereozentren in stochiometrischer Menge,
verwendet. Chirale Chemikalien sind meist teurer als achirale oder stehen nur in der nativ
vorkommenden enantiomeren Form kostenglinstig zur Verfliigung [3-Hydroxybernsteinsaure
(83) 25 g, p-(+): 151.80 €/ L-(-): 21.60 €, Acros; 4-Benzyl-3-propionyl-2-oxazolidinone (77)
5g, (R): 170 €/ (S): 164 €, Sigma-Aldrich, 20.07.2016]. OYEs und ADHs sind grundsatzlich zum
selektiven Aufbau der in 66 enthaltenen Stereozentren aus einem achiralen Substrat
befdhigt. Beide wurden auRerdem schon im Rahmen von Eintopfsynthesen, gemeinsam
unter denselben Reaktionsbedingungen mm:mmmmﬁﬁ.a@ 197 baher erschien ein Vorgehen unter
Nutzung dieser beiden Biokatalysatoren in einer Enzymkaskade sinnig. Im Rahmen dieser
Arbeit sollen zwei mogliche Synthesewege zur Herstellung von 66 mittels einer solchen
Eintopfreaktion getestet werden. Besonderes Augenmerk wurde bei der Versuchsplanung
zunachst auf den stereoselektiven Aufbau des C-2-Stereozentrums gelegt.

Die erste Strategie (Schema 35) beruht auf der aus Kapitel 7.2.4 bekannten Umsetzung von
3-Hydroxymethyl-3-buten-2-on (106) zu 4-Hydroxy-3-methylbutan-2-on (108) mittels YqjM
WT, die dort im prdparativen MaRstab mit 86 % Ausbeute und 93 % ee (R)-selektiv realisiert
wurde. 108 sollte nun in einem weiteren Reduktionsschritt durch eine
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Alkoholdehydrogenase zu 66 umgesetzt werden. Bei Durchfiihrung der Enzymreaktionen im
Eintopf konnten so beide Stereozentren in einem einzigen Syntheseschritt aufgebaut
werden. Die Synthese von YgjM-Substrat 106 erfolgte einstufig aus den achiralen,
kostengiinstigen Edukten 3-Buten-2-on (114, 1 L, 184.70 €, Acros) und Formaldehyd (1151 L,
37.60 € Sigma-Aldrich, 20.07.2016). Insgesamt kann dieser Syntheseweg also in zwei Stufen
zum Diol 66 fihren.

0 DABCO O OH O OH OH OH
CH0 (116) OYE . ADH? .
34 %
114 106 108 66

Schema 35: Angestrebter chemoenzymatischer Syntheseweg zum chiralen Synthesebaustein 66. Beide
biokatalytischen Schritte sollen im Eintopfverfahren durchgefiihrt werden.

Dieses grundsatzliche Konzept sollte zunachst erprobt werden. Daher wurden Testansatze
durchgefiihrt, um eine Alkoholdehydrogenase zu finden, die die Reduktion des
Bioreduktions-Produkts (R)-108 zum Diol 66 katalysiert (Tabelle 16). In einem Test von flinf
verschiedenen Alkoholdehydrogenasen konnten mit ADH gz, ADH,x und ADHgog drei aktive
Enzyme gefunden werden. ADH i zeigte mit 16 % den hochsten Umsatz und wurde daher fir
einen praparativen Versuch der Eintopfreaktion ausgewahlt.

Tabelle 16: Testansdtze um eine Alkoholdehydrogenase zu finden, die die Reaktion von (R)-108 zu 66
katalysiert. Bedingungen: KP; 100 mM, pH 7 (1 mM MgCl,), 9 % (v/v) i-PrOH, 1 pL Substrat 108, 0.1 mM NADP",
1 U ADH. ADHy: und ADH; ergaben keinen Umsatz. Analytik erfolgte mittels GC/MS. Edukt (R)-108 wurde aus
der Bioreduktion von 106 mittels der Enreduktase YgjM WT mit 93 % ee erhalten (siehe Kapitel 7.2.4).

# Enzym Umsatz [%]

1 ADHg 8
2 ADH 16
3 ADHoos 2

Die prdparative Umsetzung von 106 wurde mittels YgjM WT und ADH konsekutiv als
Eintopf durchgefiihrt und 66 wurde in einer Ausbeute von 50 % (128 mg) erhalten (Schema
36). Das Diastereomerenverhéltnis betrug laut 'H-NMR 7:1. Das im Uberschuss vorhandene
Diastereomer ist das syn-Diastereomer. Somit konnte gezeigt werden, dass eine
Eintopfsynthese gemall Schema 35 moglich ist. Eine hohere Stereoselektivitat ware jedoch
erstrebenswert. Das erhaltene Diastereomerenverhaltnis von 7:1 kann nicht allein auf die
unvollstéandige Enantioselektivitat der YqjM WT-Reduktion [93 % ee (R) also 28:1 (R):(S) nach
Aufarbeitung] zurlckgefihrt werden. Stattdessen kdnnen dazu zwei weitere Faktoren
beitragen. Zum einen eine Racemisierung von Intermediat 108 im Verlauf der Reaktion, zum
anderen eine unvollstiandige Stereoselektivitat der ADH .
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O OH YqiM WT O OH ADH, « O*_._ OH
3 * *
50 %
7:1 (syn:anti, NMR)
106 (R)-108 (2R)-66

Schema 36: Eintopfreaktion mittels YgjM WT und ADH LK zur Herstellung von (2R)-6

Um zu klaren, welcher der Effekte eine Rolle spielt, sollte der Enantiomereniiberschusss
beider Diastereomere ermittelt werden. Dazu wurde im Rahmen der Bachelorarbeit von L.
Fischer eine Produktreferenz aller vier Stereoisomere von 66 :mﬂmmmﬁm_:.zom_ Das Vorgehen
dazu ist in Schema 37 abgebildet.

o CH3CHO (116)

O OH
DABCO _Hy PA/C. LA, _ &/W
~o SNoT N
THF/H,0 yﬁ:\ﬁ THF THF
54 % 75 % 92 %

DV 2:1 (anti:syn, NMR) DV 2.3:1 (NMR)
90 117 75 66

Schema 37: Vorgehen zur Synthese der racemischen Referenzsubstanz aller vier Stereoisomere von 2-
Methylbutan-1,3-diol (66).

In einer Morita—Baylis—Hillman-Reaktion wurde aus Acrylsduremethylester (90) und
Acetaldehyd (116) in 54 % Ausbeute der 3-Hydroxy-2-methylenbutansduremethylester (117)
hergestellt. Die C=C-Doppelbindung wurde im Durchfluss unter Palladium-Katalyse hydriert
und der in 75% Ausbeute erhaltene 3-Hydroxy-2-methylbutansdauremethylester (75)
schlieRlich mit Lithiumaluminiumhydrid reduziert (Ausbeute 92 %). Somit konnte das Diol 66
in 37 % Ausbeute Uber drei Stufen erhalten werden. Fir dieses Stereoisomerengemisch
wurde versucht eine Enantiomerenanalytik mittels GC zu erstellen. Dies gelang mit den in
unserer Arbeitsgruppe vorhandenen Saulenmaterialien nicht. Daher wurden zunachst Belege
flir eine Racemisierung des Intermediats 108 im Reaktionsverlauf gesucht. Fiir dieses war
eine GC-Enantiomerenanalytik vorhanden. Bei einem Inkubationsexperiment von 108 unter
den Reaktionsbedingungen (KP; 20 mM pH 7.5, 0.5 M Glukose, 5 mM NADP*, 1 U GDH)
konnte festgestellt werden, dass eine langsame Racemisierung von 108 wahrend der
Enzymumsetzung stattfindet. Nach 24 h betrug der Enantiomereniiberschusss des
eingesetzten Bioreduktionsprodukts 108 statt 93 % nur noch 88 % ee (R). Es wurde
vermutet, dass ein neutraler pH-Wert die Racemisierung verlangsamen kénnte und daher
wurde in einer folgenden prdparativen Umsetzung von 106 zu 108 mittels YqjM WT bei pH 7
gearbeitet und auch bei der Aufarbeitung darauf geachtet den pH-Wert konstant zu halten.
Dazu wurde in der Aufarbeitung die Nutzung des sauren Salzes Ammoniumsulfat zur
Proteinfallung vermieden. Stattdessen wurde Natriumchlorid verwendet. Auf diese Weise
konnte Intermediat 108 mit 97 % ee nach Aufarbeitung erhalten werden. Somit konnte
gezeigt werden, dass 2-Methylbutan-1,3-diol (66) in einer Eintopfreaktion ausgehend vom
Methylketon 106 mit hoher (R)-Selektivitdt bezlglich des C2-Stereozentrums hergestellt
werden kann.
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pH 7
92 %
97 % ee
106 (R)-108

Schema 38: Praparative Umsetzung von 106 zu 108 unter optimierten Reaktions- und Aufarbeitungs-

Bedingungen.

Um auch die (2S)-Stereoisomere von 66 auf diesem Syntheseweg zu erhalten, wird ein OYE
mit komplementdrer Stereoselektivitat bendtigt. Die Stereoselektivitaiten der zu diesem
Zeitpunkt in unserem Labor vorhandenen OYEs bezlglich der Umsetzung von 106 zu 108
sind in Abbildung 32 im Uberblick dargestellt.

0 100 -~

OH 60 -
(R) 40 -

106 20 - j
ee[%] O — |
OYE -20 1 L] _I_ _I_

(5) -40 -

OH -100 -
108 A

Abbildung 32: Enantiomereniiberschuss des Reaktionsprodukts 108 bei Bioreduktion von 106 mittels
verschiedener OYEs.

YgjiM WT und auch die Wildtyp-Enreduktasen OPR1, OPR3 und OYE1l wiesen
Ubereinstimmend (R)-Selektivitat auf. Die getesteten Punktmutationen im aktiven Zentrum
von YqgjM zeigten, wie in Kapitel 7.2.3 gezeigt, einen Einfluss auf die Stereoselektivitat. Es
konnte jedoch nur eine maximale ent-Wildtyp-Selektivitdat von 68 % ee (S) erhalten werden.
Dies ist fiir den Einsatz in Naturstoffsynthesen nicht ausreichend. Daher wurde zur Synthese
von 2-Methylbutan-1,3-diol (66) mit (2S5)-Stereozentrum eine zweite Synthesestrategie
vorgeschlagen (Schema 39). Diese beruhte im Gegensatz zu dem in Kapitel 7.2 gewahlten
Weg zur Generierung stereokomplementdrer Enreduktase-katalysierter Bioreduktionen
nicht auf gezielter Veranderung des Enzyms, sondern des Substrats. Statt 3-Hydroxymethyl-
3-buten-2-on (106) sollte 3-Hydroxy-2-methylenbutanal (118) als OYE-Substrat eingesetzt
werden. Durch Bioreduktion entsteht daraus Intermediat 119, das im nachfolgenden Schritt
mittels einer ADH zum Diol 66 reduziert werden kann.
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O vgMwT Loﬁ\m/ ADH Lo@:
HO - H T . g . -
118 (2R)-119 (2S)-66

Schema 39: Alternative Strategie zur chemoenzymatischen Synthese von (25)-66.

Bei Katalyse des ersten Schritts mittels YqjM WT ist statt der (2R)- nun die (2S)-Konfiguration
im finalen Produkt 66 zu erwarten. In Abbildung 33 sind die Uberlegungen zur
Stereoselektivitat der YqjM WT-katalysierten Bioreduktion von 118 im Vergleich zu
derjenigen von 106 nochmals im Uberblick dargestellt. Der Aldehyd 118 besitzt zwar das
gleiche Kohlenstoffgrundgeriist wie das OYE-Substrat 106, das katalytische Motiv, die a,B-
ungesattigte Carbonylstruktur, ist jedoch in spiegelbildlicher Form enthalten. Die Fixierung
und Aktivierung des Substrats in der Enreduktase erfolgt also auf der entgegengesetzten
Seite des Kohlenstoffgeriists und somit sollte bei Nutzung der gleichen Enreduktase die
gegensatzliche Enantioselektivitat bezlglich des C-2-Stereozentrums im Diol 66 erhalten
werden.

R
Tyrosin O

R
o Tyrosin
H

YqiM WT

J
OH OH OH O O OH OH OH
(2R)-66 (R)-108 (2R)-119 (2S)-66

Abbildung 33: Vergleichende Darstellung der beiden grundsatzlichen Synthesestrategien zur Herstellung von
66 und Veranschaulichung der Stereoselektivitat in der YqjM WT-katalysierten Bioreduktion von 106 bzw. 118.
(gelb: Wasserstoff, blau: Stickstoff, rot: Sauerstoff, grau: Kohlenstoff).

Zur Uberpriifung dieser Vorhersage wurden im Rahmen der Bachelorarbeit von L. Fischer
einige Experimente unternommen.’®! So wurde zunéchst der Aldehyd 118 mittels Morita—
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Baylis—Hillman Reaktion hergestellt und nach Optimierung bezliglich des Losemittels in 81 %
Ausbeute erhalten. In Testansatzen zur Bioreduktion von 118 mittels YgjM WT wurden
jedoch eine Vielzahl von Nebenprodukten detektiert und es wurden Hinweise auf
Substratinhibition von YqjM WT durch 118 gefunden. Daher wurde als Alternative zum
Aldehyd 118 der entsprechende Methylester 117 synthetisiert (Synthese wie in Schema 37
gezeigt) und auf Umsetzung mittels YgjM WT getestet. Das dabei entstehende Produkt der
3-Hydroxy-2-methylbutansauremethylester (75) kann ebenfalls zum Diol 66 reduziert
werden und die in Abbildung 33 dargestellten Uberlegungen zur Stereoselektivitat der OYE-
Reaktion gelten analog. Es wurde also zunidchst angestrebt die vorhergesagte
Stereoselektivitat in der YgjM WT-katalysierten Umsetzung von 117 zu 75 zu bestatigen.
Dazu wurde die Reaktion im pradparativen Malistab durchgefiihrt und das Produkt in 85 %
Ausbeute mit einem Diastereomerenverhaltnis von 1:1 erhalten. Dies deutet angesichts des
eingesetzten racemischen Substrats 117 auf eine vollstdndige Stereoselektivitdt von
YgjM WT fur diese Umsetzung hin.

0 Ygmwt  OH O
- y -
HO™ ™~ o~ Y0
117 (2R)-75, 85 %, DV 1:1

Schema 40: Prdparative Bioreduktion von Methylester 117 mittels YqjM WT.

Zur Bestatigung dessen und zur Bestimmung der Konfiguration der Produkte wurde fiir das
Stereoisomerengemisch von 75, das aus der Synthese der Referenz 66 vorhanden war, eine
GC-Enantiomerenanalytik erstellt. In Abbildung 34 sind die GC-Chromatogramme der
Referenzen sowie der Enzymumsetzung vergleichend dargestellt.

75

. (2S, 3R)-75

7

\ \

Produkt 75 YqjM WT

t [min]

Abbildung 34: GC-Chromatogramme der racemischen Referenz des 3-Hydroxy-2-
methylbutansauremethylesters (75), der Referenzsubstanz mit (25, 3R)-Konfiguration und des Produkts aus der
Bioreduktion mittels YqjM WT.
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Die Zuordnung der GC-Signale zu syn- bzw. anti-Diastereomeren konnte entsprechend des
aus dem 'H-NMR bekannten Diastereomerenverhiltnisses von 2:1 erfolgen. Die syn-
Diastereomere untereinander konnten mittels einer Referenzsubstanz von 75 mit (25, 3R)-
Konfiguration exakt zugeordnet werden. Diese war von M. Ogan und Dr. R. Vahabi im
Rahmen eines anderen Projekts per Evans-Aldol-Reaktion hergestellt worden und wurde von
ihr zur Verfligung gestellt. Somit konnte die absolute Konfiguration eines der Produkte aus
der Bioreduktion als (2R, 3S) bestimmt werden. Da fir das zweite Stereoisomer aus der
Bioreduktion sowohl bekannt ist, dass das C-3-Stereozentrum entgegengesetzt, also 3R-
konfiguriert ist, als auch, dass es sich um ein anti-Diastereomer handelt, konnte es eindeutig
als (2R, 3R)-75 identifiziert werden. Die vollstandige Stereoselektivitat der Bioreduktion von
117 zu (2R)-75 mittels YgjM WT konnte also bestdtigt werden. Somit kann nun durch
Reduktion der Carboxylgruppe zum Alkohol das (2S)-Diol 66 erhalten werden. Als
Reduktionsmethode kann jedoch, anders als fir den Aldehyd 118, keine
Alkoholdehydrogenase zum Einsatz kommen. Biokatalysatoren zur Reduktion der
Carboxylgruppe existieren zwar, waren jedoch in der Arbeitsgruppe Pietruszka zu diesem
Zeitpunkt nicht vorhanden. Wie schon zuvor in der Synthese der Referenzsubstanz 66
gezeigt (Schema 37) ist jedoch die chemische Reduktion von 75 mittels
Lithiumaluminiumhydrid moglich.

Da nun Wege zur Herstellung beider C-2-Stereozentren gefunden waren, beschaftigten wird
uns im Folgenden mit der selektiven Generierung des C-3-Stereozentrums von 2-
Methylbutan-1,3-diol (66). Insbesondere fiir den zweiten Syntheseweg, der diesbeziiglich
noch vollkommen unselektiv verlief war ein stereoselektiver Zugang zu C-3 noch offen.
Grundsatzlich ist eine Morita—Baylis—Hillman-Reaktion analog der Synthese von rac-117
(Schema 37) unter Nutzung eines chiralen Katalysators auch zur Synthese der
enantiomerenreinen Substanz denkbar. Dies zeigte sich jedoch schon in der
Literaturrecherche als schwierig, da asymmetrische Katalysatoren bisher nur fir
Verbindungen mit grofReren Substituenten als Methyl auf Seite des Acrylsdureesters oder
des Aldehyds hohe Enantiomereniberschisse liefern.*® Bei Nutzung eines Hydrazids als
chirales Auxiliar kann nach Yang et al. bis zu 94 % ee erreicht werden. (110 pies bedeutet
jedoch zwei weitere Syntheseschritte zum Einbau und Entfernung des chiralen Auxiliars und
zusatzlich die Synthese des chiralen Auxiliars selbst. Daher wurde nach einer anderen
Moglichkeit zur Darstellung von 117 in enantiomerenreiner Form gesucht. Zunachst wurde
Uberlegt vom 2-Methylen-3-oxobutansdauremethylester (120) auszugehen und von dort
mittels ADH-Reduktion enantioselektiv zu 117 zu gelangen (Schema 41). Die Synthese von
120 aus 3-Oxybutansauremethylester (121) nach de Fusco et al. gelang jedoch nicht, da die
Produktsubstanz 120 unter den Reaktionsbedingungen sofort polymerisierte (siehe

Bachelorarbeit L. Fischer).[*% 111!
—
O\ U {O U O\
117 120 121

Schema 41: Retrosynthetische Vorgehensweise zur Herstellung des enantiomerenreinen Methylesters 117.

Stattdessen wurde daher angestrebt sich diesen Polymerisationseffekt zu Nutze zu machen
und eine kinetische Racematspaltung von rac-117 unter Nutzung einer ADH durchzufihren.
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Bei Oxidation von 117 mittels einer ADH wiirde 120 entstehen, das bei Polymerisation
unmittelbar aus dem Reaktionsgemisch verschwunden ware. Somit bliebe bei selektiver
Reaktion der ADH nur eines der beiden Enantiomere von 117 zurick (Schema 42).

OH O ADH
_ NAD(P)* Oh._ Q
rac-117 117
O O
O\ E—— Polymer
120

Schema 42: Vorgehen zur kinetischen Racematspaltung von rac-117 durch stereoselektive ADH-katalysierte

Oxidation zu 120, welches als Polymer aus dem Reaktionsgemisch verschwindet.

Um dazu eine selektive ADH zu finden wurden elf Enzyme in Testreaktionen auf ihre
Selektivitdt in der Oxidation von rac-117 getestet. Dabei entstand, wie erwartet, in keinem
Fall ein per GC detektierbares Produkt. Da zur Bestimmung der Enantioselektivitat (E) eines
Katalysators nach Gleichung 2 neben dem Produkt-Enantiomereniiberschuss auch der
Reaktionsumsatz benétigt wird, wurde letzterer durch Normierung der detektierten Signale
auf einen im Extraktionslosemittel enthaltenen internen Standard bestimmt.

_ In((1-US)- (1 — eey))

E= In((1 —-US) - (1+ ees))

Gleichung 2: Gleichung zur Bestimmung der Enantioselektivitat (E) eines Katalysators aus dem Substrat-

Enantiomereniberschuss (ees) bei einem bestimmten Umsatz (US).

Die Ergebnisse der Testansatze sind in Abbildung 35 dargestellt. Die beiden selektivsten
Enzyme ADH ¢ (S) und ADH evo 1.1.030 (R) zeigten Enantioselektivitaiten von 6 bzw. 8. Dies
reicht fir eine effiziente Racematspaltung nicht aus, da somit nur eine Isolierung von ca.
20 % enantiomerenreinem Substrat mittels ADH evo 1.1.030 (E = 8) moglich ware. Das
vorgeschlagene Reaktionsprinzip erscheint jedoch weiterhin praktikabel und kdonnte mit
einer anderen, selektiveren ADH entsprechend mit hoherer Ausbeute zu
enantiomerenreinem OYE-Substrat 117 fihren.
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Abbildung 35: Umsatz und Enantiomereniberschuss von 117 nach Umsetzung von rac-117 mittels elf
verschiedener Alkoholdehydrogenasen. Daraus ergeben sich folgende Enantioselektivitaten der drei
selektivsten ADHs: ADH LK: E =6, ADH LB: E =2, ADH evo 1.1.030: E = 8.

Insgesamt wurden somit zwei verschiedene Reaktionswege zur chemoenzymatischen
Darstellung von (2R)- bzw. (25)-2-Methylbutan-1,3-diol (66) etabliert.

In einem zweistufigen Prozess aus Morita—Baylis—Hillman-Reaktion und einer konsekutiven
Eintopf-Reaktion mittels YgjM WT und ADHk konnte das (2R)-Diol 66 erhalten werden. Das
Diastereomerenverhaltnis war mit 7:1 (syn: anti) moderat, das (2R)-Stereozentrum aus der
YgjM WT-Reaktion kann jedoch mit bis zu 97 % in sehr gutem Enantiomereniberschuss
erhalten werden. Die Ausbeute betrug 34 % in der Morita—Baylis—Hillman-Reaktion und 50 %
in der Enzymkaskade. Durch eine Optimierung des Isolierungsprotokolls des sehr polaren
Produkts 66 aus der Pufferlésung kann moglicherweise noch eine Ausbeuteverbesserung im
zweiten Schritt erreicht werden. Wie angestrebt, konnte somit gezeigt werden, dass eine
Enzymkaskade aus einer ADH und einem OYE zur Synthese von 66 moglich ist. Dies schafft,
basierend auf achiralen, kostenglinstigen Edukten, auch erstmals einen zweistufigen Zugang
zum syn-(2R, 3S)-Diol 66.

Zur Synthese von (25)-66 konnte ebenfalls eine Synthesestrategie unter OYE-Katalyse
etabliert werden, obwohl alle zur Verfiigung stehenden OYEs gleichermallen (R)-
Enantioselektivitat beziglich der Umsetzung von 106 zur Diol-Vorstufe 108 zeigten. Durch
gezieltes Design eines alternativen Substrats, des 3-Hydroxy-2-
methylenbutansauremethylesters (117), war unter Nutzung von ein und demselben OYE wie
in der ersten Strategie, der Aufbau des entgegengesetzten C-2-Stereozentrums in 66
moglich. Die Enantiomerenreinheit des intermediar erhaltenen (2R)-75 betrug >99 % ee (R).
Wie fir die racemische Referenz gezeigt werden konnte, kann 75 durch Reduktion mittels
LiAlH4 in 92 % Ausbeute zu 66 reduziert werden. Insgesamt kann also (25)-66 auf diesem
Weg mit exzellenter Stereoselektivitat bezlglich des C-2-Stereozentrums erhalten werden.
Die Ausbeute Uber drei Stufen betragt 42 %. Eine praktikable Synthese des
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enantiomerenreinen Substrats 117 war auf dem hier getesteten Weg einer kinetischen
Racematspaltung von 117 mittels ADH nicht moglich. Im Anschluss an diese Arbeit, im
Rahmen der Masterarbeit von M. Mantel, wurde jedoch ein Zugang zu enantiomerenreinem
OYE-Substrat 117 etabliert.!**?
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7.3.2  Substratscreening zur Verwirklichung einer Kaskade aus YqjM und Laccase

Um eine Kaskadenreaktion aus OYE-katalysierter C=C-Reduktion und anschlieRender
Laccase-katalysierter oxidativer Arylierung gemall Schema 43 zu realisieren, wurden
verschiedene cyclische a,B-ungesattigte-B-Dicarbonylverbindungen hinsichtlich einer
Umsetzung mittels Enreduktasen getestet.

O (@] O (@] o O
OYE Laccase R’
m\ _— m\ j
R A R ( _NA Ar
n=1,2 n=1,2 Oz 2Hy0 n=1,2

Schema 43: Alligemeines Schema der angestrebten OYE- und Laccase-katalysierten Kaskadenreaktion.

Zundachst wurde die Synthese des Laccase-Substrats 2-Cyclopentanoncarbonsadure-
methylester (122) aus 2-(2-Cyclopentenon)carbonsdauremethylester (126) mittels YqjM oder
OYE 1 angestrebt (Schema 44).

0O 0O
O OYE 1 oder YqjM @)
@) O
/ /
126 122

Schema 44: Bioreduktion des 2-(2-Cyclopentenon)carbonsduremethylesters (126) zum 2-Cyclopentanon-
carbonsduremethylester (122).

126 wurde von Dr. M. Bielitza fiir Tests bereitgestellt. Die Produktreferenz ist kommerziell
erhaltlich. Im analytischen Ansatz lieferte YqjM bis zu 73 % Umsatz und OYE 1 bis zu 67 %
Umsatz (Tabelle 17, Eintrag 2 und 4). Im prdparativen Ansatz mit YqjM WT wurde jedoch die
Produktion von Nebenprodukten beobachtet und auch bei weiterer YgjM- und
Cofaktorzugabe ein maximaler Umsatz zu Produkt 122 von 35 %. Die Arbeit mit diesem
System wurde daraufhin eingestellt.

Tabelle 17: Enzymscreening fiir die Umsetzung von 2-(Cyclopentenon)carbonsduremethylester (126).
Bedingungen: KP; 20 mM, 1 % (v/v) THF, 0.3 U Enreduktase.

# Enzym pH Umsatz [%]

1 YgM 6.5 57
2 YgM 7.5 73
3 OYE1l 6.5 53
4 OYE1 75 67

Stattdessen wurde eine Erweiterung des Substratspektrums von YgjM bezliglich bicyclischer
Substanzen angestrebt. Da YqjM WT, wie im Kenntnisstand beschrieben, ein im Vergleich zu
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anderen Enreduktasen offenes aktives Zentrum besitzt und zum Beispiel das bicyclische
Molekil Vitamin K (33) umsetzt, war die Umsetzung dieser Substanzen mittels YqjM zu
erwarten. Zwei Substanzklassen — Cumarine und Chromone — wurden hinsichtlich einer
Umsetzung mit YqjM WT getestet. Verschiedene Vertreter beider Substanzklassen sind in
ihrer C=C-reduzierten Form schon als Substrate fir Laccase-katalysierte oxidative
Arylierungen zum Einsatz mm_AOBBm:.:Q

Die erste Reihe von Substanzen sind der pflanzliche Sekunddrmetabolit Cumarin (R* = H, R? =
H, 123a) und verschiedene seiner Derivate 123b-d (Tabelle 18). Durch Reduktion der
aktivierten C=C-Doppelbindung von 123a-d entstehen die 3,4-Dihydrocumarine 124a-d.
Unsubstituiertes 3,4-Dihydrocumarin (124a) ist ein divers genutzter Aromastoffl*** und
seine Derivate besitzen vielerlei biologische Aktivitat."™! Die Analytik der Testansatze
erfolgte mittels GC/MS und die Retentionszeiten und El-Fragmentierungen von Edukten und
Produkten erfolgreicher Umsetzungen sind im Experimentalteil in Tabelle 49 dargestellt.
Soweit nicht anders angegeben sind die Substrate kommerziell erhaltlich.

Tabelle 18: Uberblick der durchgefiihrten analytischen Bioreduktionen von Cumarin-Derivaten (123) zu 3,4-
Dihydrocumarinen (124). Reaktionsbedingungen: 5 mM Substrat, 0.3 U Enreduktase, 200 uM NADP", 20 mM
Glukose, 1 U GDH, 1 % (v/v) THF in 20 mM KP;, pH 7, Inkubation fiir 24 h, 300 upm, 30 °C.

2 2
OO = m
—-
R o~ o R’ o~ o

123 a-d 124 a-d
# R R? Umsatz [%]
1 H H a <1
2 OH H b 11
3 H COCH; ¢ 53

4 H CO,CGHs d ca. 95

Da unsubstituiertes Cumarin (123a) schlechte Loslichkeit in Puffer besitzt, wurde THF als
Cosolvens eingesetzt und zusatzlich das besser wasserlosliche 7-Hydroxycumarin
(Umbelliferon, 123b) getestet. Fliir Cumarin (123a) konnte fast kein Umsatz (<1 %), fir 123b
nur 11 % Umsatz in der GC/MS detektiert werden (Eintrag 1 und 2). Daher wurden im
Anschluss zwei Cumarin-Derivate mit elektronenziehendem Substituenten in 3-Position
untersucht: 3-Acetylcumarin (123c) und 3-Cumarincarbonsaureethylester (123d). Beide
Substrate zeigten in THF gute Loslichkeit und konnten im Assay mit 1 % THF mittels beider
Enzyme zu >50 % (GC/MS) umgesetzt werden (siehe Eintrag 3 und 4). Der Ester 123d wurde
starker umgesetzt als das Keton 123c. Beide Substrate zeigten jedoch nur in sehr geringem
Male das erwartete Produkt 124. Stattdessen wurde fiir Keton 123c ein Nebenprodukt (tg:
9.4 min), fur den Ester 123d zwei Nebenprodukte detektiert. Da fiir das Produkt 124d die
Referenzsubstanz aus einem Laccase-Projekt unserer Arbeitsgruppe vorhanden war, wurde
diese Bioreduktion genauer untersucht. Wie in Abbildung 36 gezeigt, ergab sich fiir diese
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Reaktion in der GC/MS ein Hauptprodukt bei 8.7 min und zwei Nebenprodukte bei 10.0 und
10.7 min. Die Produktreferenz 124d zeigte unter den gleichen Bedingungen in der GC/MS
nur ein Signal bei 10.7 Minuten. Somit sind die anderen beiden Signale keine reinen
Artefakte durch die harschen Bedingungen der GC, sondern entstehen wahrend der
Biokatalyse.

124a

OH
125

I\ A "

™t LB o P B S o e (65 EL L e L ELC L O O (LS ) SO O DL 6 50 R 0 N L 0 SR L R 0 SRS

mrom_mu @_8 m__.E u_mo 940 960 980 1000 1020 1040 1060 1080 11.00 11.20 11.40 11.60

Abbildung 36: Ausschnitt des GC/MS-Chromatogramms der Umsetzung von 3-Cumarincarbonsaureethylester
(123d) mittels YqjM WT bei pH 7.

Nach Inkubation von 124d unter den Reaktionsbedingungen (pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5) ergab sich
jedoch auch ohne Enzymzugabe das gezeigte Produktspektrum. Da das Substrat 123d nach
Inkubation unter den Reaktionsbedingungen stabil bleibt, sind die Produkte bei 8.7 min und
10.0 min somit aus dem Enreduktaseprodukt 124d entstanden. Der vermutliche
Reaktionsmechanismus ist in Schema 45 dargestellt. Die gefundenen El-Fragmentierungen,
anhand derer die Strukturen der beiden unbekannten Produkte identifiziert wurden, sind in
Tabelle 19 aufgefiihrt.
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Schema 45: Anhand der GC/MS identifizierte Folgereaktionen des Bioreduktionsprodukts124d.

Die Fragmentierung des hauptsachlich entstandenen Produkts bei einer Retentionszeit von
8.7 min (Eintrag 1) entspricht derjenigen des 3,4-Dihydrocumarins (124a). Dieses kann durch
Verseifung der Ethylestergruppe von 124d und anschlieBende Decarboxylierung entstehen.
Alternativ kann zuerst eine Ringo6ffnung und Decarboxylierung stattfinden und nachfolgend
unter Abspaltung von Ethanol zur Entstehung von 124a fiihren. Dabei entsteht als
Zwischenprodukt, das in geringerem Malle detektierte Produkt der vermutlichen Struktur
125 (Tabelle 19, Eintrag 2).

Tabelle 19: Fragmentierungen der beiden in der GC/MS detektierten Nebenprodukte bei Umsetzung von 3-
Cumarincarbonsaureethylester (123d) mittels YqjM oder OYE 1.

# Substanz tg[min] Fragmentierung m/z (relative Intensitat)

148 (50) [(M)*], 120 (80) [(M-CO)*], 106 (5) [(C;He0)"], 91
(100) [(C7H7)"], 78 (75) [(C;HO-CO)], 63 (30) [(C7H7-CoHa)'l,

P 57 s (33) [(C4Hs)]. (Daten sind in Ubereinstimmung mit der
Literatur.)!"®
2 125 100 194 (25) [(M)], 148 (60) [(M-CoHeO)'], 120 (100) [(M- CoHg0-

C0)], 107 (30) [(C;H,0)"], 91 (48) [(C7H7)"], 77 (27) [(CeHs)'].

In den bekannten Laccase-katalysierten Arylierungen wurde kein solcher Zerfall des dortigen
Edukts 124d beobachtet (Bedingungen: 200 mM KP;, pH 6, 33 % (v/v) CH3CN oder THF, 22 °C,
18-48 E.Ewm_ Dies kann zum Beispiel auf die im Vergleich zur YgjM-Reaktion niedrigere
Temperatur in dieser Reaktion (22 °C statt 30 °C) zurickzufiihren sein. Denn auch in der von
Sulji¢ et al. durchgefiihrten Hydrierung von 123d mittels des Pearlman-Katalysators in
Methanol spielte die Temperatur eine wichtige Rolle fiir eine selektive Umsetzung.***?
Zudem kann die geringe Bildung der Folgeprodukte von 124d im Reaktionsmedium der
Laccaseumsetzung mit der Nutzung einer stark erhohten Menge Cosolvens in
Zusammenhang stehen. Fiir die OYE-katalysierte Reaktion kann die Cosolvensmenge nicht
entsprechend erhoht werden, da sowohl in eigenen Experimenten als auch in der
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Dissertation von Dr. M. Scholzel gezeigt werden konnte, dass eine solch hohe Menge
Cosolvens mit den hier genutzten Enreduktasen OYE 1 und YqjM nicht kompatibel ist. [YgjM
zeigt bei 10 % (v/v) MeTHF 13 %, bei 1 % (v/v) 98 % Umsatz von 56 (R = H),"”% OYE 1 mit
1% (v/v) CH:CN 74 % Umsatz von 2-(Cyclopentenon)carbonsduremethylester (126), bei
33 % (v/v) CHsCN nur noch 9 %)].

Da diese Folgereaktionen des Produkts eine Weiterflihrung der Bioreduktion von 123d als
Kaskade problematisch erscheinen lieR, wurden zusatzlich 1-Benzopyran-4-on (Chromon;
R'= H, R®= H: 127a) und die Chromon-Derivate 128b—e auf ihre Umsetzung zu den 4-
Chromanonen 129a—-e mittels Enreduktasen hin untersucht (Tabelle 20). Verschieden
substituierte Derivate von 4-Chromanon (129a) konnen gemaR eines Patentes der Bayer AG
zum Beispiel als Wachstumsforderer in der Tierzucht eingesetzt werden."*”! Die Analytik der
Testansatze erfolgte wiederum mittels GC/MS und die Retentionszeiten und El-
Fragmentierungen von Edukten und Produkten sind im Experimentalteil in Tabelle 50
dargestellt. Unsubstituiertes Chromanon 130a zeigte im GC/MS-Chromatogramm <1 %
Umsatz zum gewiinschten Produkt 129a (Eintrag 1). Dies kann zum Beispiel auf die geringe
Loslichkeit im Reaktionsmedium zurlickzufihren sein. Da die Einfihrung eines
Carbonsaureesters schon bei den Cumarinen zu erhéhtem Umsatz gefiihrt hatte, wurde hier
wiederum diese Strategie verfolgt. Der Effekt des Carbonsaureesters sollte diesmal sowohl in
2- als auch in 3-Position getestet werden. Die beiden Estersubstrate 127b und 127c¢ mussten
aus der entsprechenden Saure synthetisiert werden und wurden in hohen Ausbeuten (127b:
89 %; 127c: 94 %) erhalten.

Tabelle 20: Uberblick der durchgefiihrten analytischen Bioreduktionen von Chromon-Derivaten 127a—e zu den
4-Chromanonen 129a—e. Reaktionsbedingungen: 5 mM Substrat, 0.3 U Enreduktase, 200 uM NADP®, 20 mM
Glukose, 1 U GDH, 1 % (v/v) THF oder MeTHF in 20 mM KP;, pH 7, Inkubation fiir 24 h, 300 upm, 30 °C.

O O
« R YqiM WT R?
¢ _u R? 0~ "R?
127 a-e 129 a-e

# R R? Umsatz [%]

1 H H a <1

2 H CO,CH; b <1

3 CO,CH3 H c 80

4 CHO H d >90

5 CO,CH; CHs e 0

Die Loslichkeit beider Substanzen (127b und c) in THF war im Vergleich zu 127a stark
verbessert. Enzymtests im analytischen MaRstab ergaben nur Spuren des Produkts 129b
(Eintrag 2), jedoch 80 % Umsatz von 127c zu 129c (Eintrag 3). Der bessere Umsatz des 3-
Chromoncarbonsauremethylesters (127c) ist vermutlich auf die dort verstarkte positive
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Polarisierung von Cg zuriickzufiihren, die zum erleichterten Angriff des Hydrids aus YqjM
fihrt. In der Struktur 127b wird die urspriingliche Polarisierung der Doppelbindung
stattdessen durch die neue Esterfunktion abgeschwiécht.

Da der zum 3-Chromoncarbonsduremethylester (127c) analoge Aldehyd, 3-Formylchromon
(127d), durch den starkeren elektronenziehenden Effekt eine bessere elektronische
Aktivierung der Doppelbindung besitzt, wurde dieser ebenfalls als Substrat getestet. Wie
vermutet, konnte im Vergleich zu 127c ein erhohter, selektiver Umsatz von >90 % detektiert
werden. Das El-Fragmentierungsmuster zeigte nicht den Molekulpeak von 129d (m/z = 176)
und stattdessen einen hochsten Massenpeak von m/z=160. Dieser wirde eine
Massendifferenz von -16 und somit die eher ungewodhnliche Abspaltung eines
Sauerstoffradikals aus der B-Dicarbonylverbindung 129d bedeuten. (Dies wurde fiir das El-
MS-Spektrum der analogen zusatzlich EtO-Aryl-substituierten Verbindung nicht
_umo_omn:ﬁmﬁ.v_:m_ Daher wurde vermutlich nicht das erwartete Produkt 129d gebildet.
Stattdessen wurde der in Schema 46 dargestellte Reaktionsweg postuliert, der durch C=C-
Reduktion der Enol-Form von 129d zum zweifach reduzierten 3-Hydroxymethylchromanon
(131) bzw. dem analog entstandenen 4-Hydroxychroman-3-carbaldehyd (132) fiihrt. Aus
beiden kann durch Abspaltung von Wasser das Fragment mit m/z = 160 erhalten werden.

0O O O O O OH OH O
o YqiM WT @WJL#I @WJ\ﬁz X OH
o) o 0 0
127d 129d
O OH OH O
YqiM WT? H 4 H
0 0
131 132

Schema 46: Postulierter Reaktionsweg des 3-Formylchromons (127d) in der Bioreduktion mittels YqjM WT.

Mit Substrat 127c konnte also schon ein vielversprechendes Substrat fir eine Enreduktase-
Laccase-Reaktionskaskade gefunden werden. Alle bisher getesteten Substrate ergaben
jedoch trotz der Fahigkeit von OYEs zu stereoselektiven Umsetzungen ein Racemat als
Produkt. Grund daflr ist die in Schema 46 fiir 129d gezeigte Tautomerisierung. Um nun ein
zweites, stabiles Stereozentrum mittels der Enreduktase generieren zu kénnen, wurde in
Position zwei des Substrats 127c zusatzlich ein Methylsubstituent eingebracht. Ein
Stereozentrum in dieser Position fiihrt nach Experimenten in unserer Arbeitsgruppe
auBerdem zu vollstandiger relativer Stereoselektivitat flir das anti-Diastereomer bei
anschlieRender Laccase-katalysierter Arylierung in 3-Position.!****! Normalerweise verlaufen
Laccase-katalysierte Reaktionen ohne Stereoselektivitdt. Das somit interessante 2-
methylierte Chromon 127e wurde entsprechend der Literatur durch zweifache nukleophile
Substitution von Halogenen durch Enolate mit einer Ausbeute von 38 % aus 2-
Fluorobenzoesaurechlorid (133) hergestellt (Schema 47). Der Versuch zur Herstellung der
Referenz entsprechend der Literaturvorschrift gelang nur im Gemisch mit einem groRen
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Uberschuss eines unbekannten chmsvﬂoacxa.:mz Das Signal im GC/MS-Chromatogramm

mit dem plausiblen Fragmentierungsschema von 129e konnte jedoch identifiziert werden
und auf dieser Grundlage wurden Testansatze durchgefiihrt.

o) O O
NaH
F Toluol (0]
38 %
133 127e

Schema 47: Synthese von 3-(2-Methylchromon)carbonsduremethylester (127e).

Bei Katalyse durch YqjM WT, YqjM C26G, OYE 1, OPR3 und NCRzy oder NCRp, wurde jedoch
kein Umsatz detektiert (Schema 48). Bei Umsetzung mittels OPR1 entstanden mehrere
Produkte. Keines davon entsprach dem erwarteten Produkt 129e.

YgiM WT/ YqjM C26G/

O (@] OYE 1/ OPR 1/ OPR 3/ o) o)
NCRz/ NCRp,
I - ?
O o)
127e 129e

Schema 48: Testreaktionen zur Umsetzung von 127e mittels verschiedener Enreduktasen und Varianten.

Da die Ergebnisse zur Umsetzung von 127c zu 129c mittels YgjM WT somit am
vielversprechendsten waren, wurde im Folgenden anhand dieser Reaktion eine Kaskade von
YgjM WT in Kombination mit einer Laccase angestrebt. Die geplante Kaskade ist in Schema
49 dargestellt.

OH
OH
134
(@] (@) (@] (@] R
YqiM WT Laccase
e — 7
_
(e O
127¢c 129c 135

Schema 49: Geplante Kaskadenumsetzung von 3-Chromoncarbonsdauremethylester (127c) mittels YgjM WT und
einer Laccase zum 3-arylierten Produkt 135.

Zunachst sollte die Enreduktase-Reaktion einzeln im praparativen Malistab durchgefiihrt
werden, wobei die Reaktionsbedingungen so weit wie moglich an diejenigen der Laccase-
katalysierten Umsetzung angendhert sein sollten. Die Laccase-katalysierte Umsetzung von
127c mit 3-Methylcatechol (134, R = Me) zum 3-arylierten Produkt 135 wurde in unserem
Labor von Dr. S. Sulji¢ bereits mit zwei verschiedenen Laccasen durchgefiihrt. Dabei wurde
mit der Laccase aus Streptomyces sviceus (Ssl 1) bei pH 9 in einem Gemisch aus Puffer und
33 % (v/v) Acetonitril eine Ausbeute von 89 % erhalten. Die oxidative Arylierung von 129c
mit der kommerziell erhéltlichen Laccase aus Agaricus bisporus ist dort ebenfalls
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beschrieben und ergab ohne Optimierung, bei pH 6, wiederum im Gemisch von Puffer mit
33 % (v/v) Acetonitril eine Ausbeute von 62 %.113%] pa YgjM, wie die meisten Enreduktasen,
nur bei pH-Werten nahe 7 stabil ist und fiir letztere Laccase in der Arbeitsgruppe Pietruszka
bereits eine Durchfiihrung bei neutralen Bedingungen erfolgreich getestet worden war,
wurde trotz der geringeren Ausbeute die Laccase aus Agaricus bisporus fur die Kaskade
ausgewadhlt. Als Cosolvens wurde in Vortests im analytischen MaRstab zunachst 1% (v/v)
Methyltetrahydrofuran (MeTHF) eingesetzt. Dabei ergab sich mit 1 U YgjM WT bei pH 6.5
(KP;, 20 mM) nach 14 h ein Umsatz von 61 %. Da mit Acetonitril nach Sulji¢ et al. in der
Laccase-Umsetzung im Vergleich zu THF hohere Umsatze generiert wurden, wurde auch
dieses als Cosolvens mmﬁmﬁmﬁ.:mz Zusatzlich zeigt Acetonitril eine hohere Loslichkeit des
Substrats 127c. (Eine 1 M Losung ist moglich; in MeTHF ist 500 mM unmdglich.) Bei Nutzung
von 1% (v/v) Acetonitril konnte im Vergleich zu MeTHF ein hoherer Umsatz von 78 %
erreicht werden. Bei Steigerung des Volumenanteils von Acetonitril auf bis zu 5% (v/v)
nimmt der Umsatz kontinuierlich auf bis zu 45 % ab (Abbildung 37 A). Daher wurde ein
moglichst niedriger Cosolvensanteil von maximal 3 % (v/v) als sinnvoll flr eine praparative
Umsetzung angesehen. Zusatzlich zeigten sich in den Testansatzen teils Nebenprodukte.
Diese konnten durch einen moglichst niedrigen pH Wert (pH 6-6.5) und eine kurze
Reaktionszeit ggf. verringert werden. AuRerdem wurden mit 2% (v/v) Acetonitril als
Cosolvens verschiedene pH-Werte getestet. Der hochste Umsatz (16 %) wurde bei pH 6.5
erhalten. Ein Entgasen des Puffers mit Argon brachte im Assay keinen Vorteil (Abbildung 37
B). Zugabe einer weiteren Portion von YqjM, GDH und NADP® zum Assay mit 2 % (v/v)
Acetonitril nach 12 h brachte keine Steigerung des Umsatzes.
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Abbildung 37: Testansatze zur Optimierung der Cosolvenszugabe und des pH-Werts bei Umsetzung von 3-
Chromoncarbonsauremethylester (127c) mittels YqjM WT. Bedingungen: 1 U GDH, 20 mM Glukose, 0.2 mM
NADP®, 5 mM Substrat, KP; 20 mM. A: pH 6.5, 1 U YqjM, B: 2 % (v/v) Acetonitril, 0.3 U YgjM.

Daher wurde die Umsetzung im praparativen Malstab bei pH 6.5 mit 2 % (v/v) Acetonitril
und einer hohen Enzymmenge (1 U YgjM WT pro 1 mg Substrat) durchgefiihrt und zeigte
innerhalb von ca. 2 h 80 % Umsatz (GC/MS) zum gewdinschten Produkt (Schema 50). Der
zeitliche Reaktionsverlauf ist in Abbildung 38 als Graph dargestellt.
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YqiM WT
O O GDH, Glukose, o O
2 % (v/v) CH;CN
o "
o 80 % Umsatz o
127c¢c 129¢c

Schema 50: Praparative Bioreduktion von 3-Chromoncarbonsauremethylester (127c) mittels YgqjM WT.

Nach Aufarbeitung konnte das Rohprodukt in hoher Ausbeute und moderater Reinheit
(NMR) gewonnen werden. Eine chromatographische Reinigung wurde nicht durchgefiihrt, da
im Anschluss die eigentlich angestrebte Kaskade durchgefiihrt werden sollte.

100 180
90 ° 160
80 R2 = 0,99 X 140
_— 120 —~
X 60 3
p 100 =
bunu 50 ) o
8 10 ° 80 3
=8 >
30 60
10 20
0 +o 0
0 20 40 60 80 100 120 140
Zeit [min]

X Umsatz (GC/MS) o NaOH-Verbrauch

Abbildung 38: Reaktionsfortschritt der praparativen Umsetzung von 127c¢ via GC/MS bzw. anhand des NaOH
Verbrauchs zur pH-Titration.

In einem Test der Kaskade im analytischen MaRBstab wurde zu einem Ansatz mit 5 mM
Substrat [2 % (v/v) Acetonitril, KP; 20 mM pH 6.5] nach 80 % Umsatz (HPLC, 67 % GC/MS) 1 U
Laccase und 6 mM 3-Methoxycatechol (134, R = OMe) zugegeben. Dabei konnten die in
Abbildung 39 dargestellten HPLC-Chromatogramme erhalten werden. Demnach ist bis
zuletzt das YgjM-Substrat 127c¢ im Reaktionsgemisch enthalten. Der weitere Umsatz mittels
YgjM kann zum Beispiel durch Inhibition der Enreduktase durch das Catechol 134 verhindert
worden sein. Das Enreduktaseprodukt 129c ist nicht mehr im Chromatogramm zu sehen. Es
wurde vollstandig zum Racemat 135 umgesetzt. Bezogen auf 127c wurde 135 mit einem
Umsatz von 89 % gebildet. Weitere Assays zur Eintopfreaktion in 100 mM Puffer bei pH 6.0
und 6.5 ergaben dhnlichen Umsatz zu 135 nach 3 h (83 bzw. 86 %, HPLC). Der pH-Wert von
6.5 kann also wahrend der Reaktion beibehalten werden. Die Cosolvensmenge von 2 % (v/v)
erwies sich bei der genutzten Substratkonzentration von 5 mM als praktikabel flr beide
Stufen. Bei héheren Substratkonzentrationen ist vermutlich eine héhere Cosolvensmenge
empfehlenswert.
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Abbildung 39: Ausschnitte aus den HPLC-Chromatogrammen der YgjM-Laccase-Eintopfumsetzung gemafR
Schema 49 (250 nm). Oben: Umsatz von 127c¢ mittels 1 U YqjM WT zu 129¢, 16 h, 30 °C, Umsatz 80 %. Unten:
Chromatogramm nach Zugabe von 1 U Laccase und 6 mM 3-Methoxycatechol (134) und 3 h Inkubation bei

25 °C, 89 % Umsatz zu 135.



Eigene Ergebnisse 105

Insgesamt konnte somit gezeigt werden, dass die Enreduktase-katalysierte Bioreduktion von
127c¢ zu 129c im prdparativen Malistab moglich ist. Im analytischen MaRstab wurde
aulerdem gezeigt, dass die Eintopfreaktion aus Reduktion mittels Enreduktase und Laccase-
katalysierter Arylierung funktioniert. Die Durchfiihrung der Eintopfreaktion im praparativen
MalRstab muss in Zukunft noch durchgefiihrt werden, um die Praktikabilitdat zu ermitteln.
AuBerdem ware, wie schon erwahnt, die Durchfihrung der analogen Reaktionsfolge mit
127e als Substrat wiinschenswert, da dann zwei definierte stabile Stereozentren durch die
Reaktionsfolge gebildet werden kdénnten. Daher wurden Uberlegungen angestellt, mit
welchem OYE diese Umsetzung moglich sein konnte. Fiir die zu 127e strukturell ahnlichen
monocyclischen 3-substituierten Cyclohexenone (40, R= Me/ Et/ iPr/ nBu/ CO,Me), die
ebenfalls von nativen Enreduktasen nicht umgesetzt werden, wurden in einer Studie aus der
Arbeitsgruppe Reetz per gerichteter Evolution aktive YqjM-Varianten entwickelt.®®! Um
diese Enzymvarianten mit dem interessanten Substrat 127e testen zu kdnnen, wurde eine
Kooperation angestrebt. Dabei wurden vier (S)- und sechs (R)-selektive Enzymvarianten als
interessant angesehen (Tabelle 21).

Tabelle 21: Enzymvarianten von YqjM, die bezliglich der Umsetzung von 127e getestet werden sollen

(Kooperation mit S. Hobenreich, Universitat _,\_chcﬂmv._a_

0] (0]
YqjM-Variante

40 R 41 R
# YqjM- Variante ee (40 - 41) [%] R
1 C26G >90 (S) CO,Me
2 C26G/A60C* >90 (S) CO,Me
3 C26G/A60V* >90 (S) Me/ Et
4 C26G/A60I >90 (S) Me
5 C26D/169T Me/Et/ iPr/
R
>90 (R) nBu/ CO,Me
6 C26D/169V >80 (R) Me
7 C26D/A104Y >90 (R) Me
8 C26D/A104F* Me/Et/ nBu/
R
>90 (R) CO,Me
9 C26D/A104H >80 (R) Me
10 C26D/169T Me/Et/ iPr/
> R
0 A v :wC\ OON_/\_m

* praparativ genutzte Variante
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Die Plasmide der Enzymvarianten liegen nun in unserer Arbeitsgruppe vor und konnen
hinsichtlich Aktivitat und Stereoselektivitat in der Bioreduktion von 127e getestet werden.
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8. Zusammenfassung und Ausblick

Durch den steigenden Bedarf an optisch reinen Substanzen in groBen Teilen der Industrie
(Arzneimittel, Nahrungsmittel, Pflanzenschutz) besteht ein groRes Interesse an effizienten,
hochselektiven Methoden zur asymmetrischen m<3§mmm._£ Enzyme als Biokatalysatoren sind
dabei von besonderem Interesse, da sie oft exquisite Enantio-, Regio- und Chemoselektivitat
zeigen. Daneben gelten biokatalytische Prozesse im Vergleich zu klassisch-chemischen
Verfahren als besonders umweltfreundlich, da sie bei moderater Temperatur und
Atmospharendruck in Wasser durchgefiihrt werden kénnen. Somit wurde die Biokatalyse im
Verlauf der letzten zehn Jahre zu einer immer haufiger genutzten Methode zur Synthese von
optisch aktiven Substanzen in Labor- und Industrie-Anwendungen.™?!

Eine Klasse von Enzymen, die fir die organische Synthese von besonderem Interesse sind,
sind die Enreduktasen aus der Old Yellow Enzyme-Familie (OYEs). Diese reduzieren C=C-
Doppelbindungen und produzieren dabei bis zu zwei neue Stereozentren in einem
Reaktionsschritt."*® Chemische asymmetrische Hydrierungen von C=C-Doppelbindungen
folgen dabei meist einem cis-Hydrierungsmechanismus, bei dem beide Wasserstoffe von
derselben Seite Ubertragen werden."?! Die enzymatische Reduktion mittels OYEs erfolgt
hingegen durch trans-Ubertragung der Atome, also von entgegengesetzten Seiten der
Doppelbindungsebene (Schema mt.:s_ Da auBerdem das Substratspektrum von OYEs eine
breite Palette aktivierter Alkene umfasst, sind vielfdltige Anwendungen in der
asymmetrischen Synthese 3@@:0:._8_ Trotzdem ist der industrielle Einsatz von Enreduktasen
im Vergleich zu anderen Enzymen derzeit noch relativ begrenzt. Daher sollten in dieser
Arbeit Enreduktasen flir den Einsatz in der asymmetrischen organischen Synthese
weiterentwickelt werden. Ziel war es, praparativ nutzbare Zugiange zu chiralen
Intermediaten fiir die Synthese von Natur- und Wirkstoffen zu erhalten. Im Mittelpunkt
dieser Arbeit standen dabei das sogenannte ,Problem des anderen Enantiomers” in der
Biokatalyse sowie die Entwicklung neuer Enzymkaskaden unter Nutzung von Enreduktasen.

I@mcm FMNH,
\\\IIII IIIIIIIIIIII \I\q m\_
p R2 7 R v Enreduktase H SEWG
SR YEWG R2IX
AR S .\ R® H
®
H aus Tyr

Schema 51: Stereochemischer Ablauf der Enreduktase-katalysierten Hydrierung von aktivierten Alkenen. (EWG:

Elektronen-ziehende funktionelle Gruppe).

Das ,Problem des anderen Enantiomers” in der Biokatalyse besagt, dass der enzymatische
Zugang zu beiden Produkt-Enantiomeren auf biokatalytischem Weg nicht, wie bei klassisch-
chemischer Katalyse, durch Nutzung der enantiomeren Katalysatoren moglich ist. Da in der
Natur nur L-Aminosauren existieren, ist mittels Mikroorganismen jeweils nur ein Enantiomer
des Biokatalysators zuganglich. Stattdessen miissen in der Biokatalyse alternative Wege zum
anderen Produkt-Enantiomer gefunden werden. In dieser Arbeit wurden hierfir zwei
rationale Herangehensweisen beschrieben und erfolgreich zur  Synthese
stereokomplementérer chiraler Intermediate mittels der Enreduktase YqjM angewandt. Fir
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das erste Verfahren (Kapitel 7.2) wurden durch Mutagenese gezielte Veranderungen im
Enzym vorgenommen. Die zweite Vorgehensweise beruht auf strategischer Nutzung zweier
verschiedener Substrate in der Bioreduktion mittels YqjM WT, wodurch sich nach einem
weiteren Reaktionsschritt zwei verschiedene Stereozentren im selben Produkt ergaben.
Diese Vorgehensweise wird wegen der jeweils angestrebten Enzymkaskade im Kapitel 7.3
behandelt.

Studien zur Selektivitatsanderung der Enreduktase YqjM

Um stereokomplementdre YqjM-Varianten zu erhalten, wurde in Kapitel 7.2 eine
Mutagenese-Strategie vorgeschlagen, die durch gezielte Punktmutationen im aktiven
Zentrum von YgjM WT einen 180°-geflippten Substrat-Bindungsmodus bewirken sollte. Als
Modell-Substrat diente zunadchst der Methylester 36, der durch OYE-katalysierte
Bioreduktion in das viel genutzte chirale Intermediat 37 (Roche-Ester) umgewandelt werden
kann. Der theoretische Hintergrund zu den gewahlten Mutationen, der sogenannte ,rotierte
Flip“, ist in Abbildung 40 dargestellt.

H167, -~ S 6L .
. _..H164 .T:E\A\U fiie4 -
H o ! o\o
“ o &
HO o~ o 72+ c26N/H HO 7~ """ C26N/H
_— —_—
v > o— R (
: Rotation ! 180° Flip ’
. um Cg HO
Wildtyp- "rotierter Flip"
Bindungsmodus (eine feste Position)

Abbildung 40: Angestrebte Verdnderung des Bindungsmodus von Substrat 36 im aktiven Zentrum von YgjM WT
unter Beibehaltung einer festen Position (gelbe Markierung).

So wurde durch die Mutation H167A die Ausléschung einer Bindungs- und Aktivierungsstelle
des Substrats und somit eine Lockerung der urspriinglichen Bindungsposition angestrebt.
Dies hatte bisher noch in keiner Mutagenese-Studie zu OYEs erfolgreich zu
stereokomplementdren Varianten gefiihrt. Der gleichzeitige Einbau einer neuen
Bindungsstelle an Position 26 (C26N/H), auf der gegenuberliegenden Seite, sollte schlieRlich
zur Reaktivierung des Substrats fiihren und eine Rotation um Cg bewirken. Diese Rotation
sollte dann, gemall der Vorhersage, eine 180°-Drehung (,Flip“) des Substrats um die
Carbonyl-Sauerstoff Cg-Achse auslésen, da der Hydroxymethylen-Rest nur so geniigend
Raum im aktiven Zentrum von YgjM findet. Im geflippten Bindungsmodus werden Hydrid
und Proton jeweils von der dem Wildtyp entgegengesetzten Seite Ubertragen und es
entsteht das enantiomere (spiegelbildliche) Produkt.

Die nach diesem Konzept erhaltenen YqjM-Varianten (C26N/H167A, C26H/H167A, C26N,
C26H und H167A) wurden anhand der in Schema 33 gezeigten Bioreduktionen bezlglich
ihrer Stereoselektivitdt charakterisiert. Neben dem Roche-Ester-Vorlaufer 36 kamen vier
weitere Morita—Baylis—Hillman-Addukte als Substrate zum Einsatz. Die weiteren Substrate
wurden nach zwei Gesichtspunkten ausgewahlt. Zum einen sollten die erhaltenen Produkte
eine moglichst hohe synthetische Relevanz als chirale Intermediate besitzen, zum anderen
sollten sie moglichst hohen Umsatz im Standard-Assay mit YgjM WT zeigen. So wurde
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mittels YqjM WT aus 36 der Roche-Ester 37 mit 34 % Umsatz erhalten. Substrat 92 und 93
wurden mit jeweils knapp 90 % Umsatz zu den Hydroxyl-geschiitzen, analog nutzbaren
Roche-Ester Derivaten 95 und 96 umgesetzt und aus 106 und 109 wurden die Keto-
Verbindungen 108 und 110 mit >99 % Umsatz erhalten. Alle Umsetzungen mit YgjM WT
zeigten (R)-Selektivitat.

0 o}
~o OH ~o OH
36 YqiM WT 37
O und 12 YqjM Varianten O
\_ — *
R" = Benzyl, /o O_N‘_ /O om\_
Allyl
92/93 95/96
o} 0
R? = Me, ) A
Et R OH R OH
106/109 108/110

Schema 52: Uberblick Giber die Bioreduktionen, fiir die die Stereoselektivitat von YqjM WT und der rational
erstellten YgjM-Varianten getestet wurde.

Bei Umsetzung der Screening-Substrate mittels der ersten fiinf YqjM-Varianten wurde
bereits ein Biokatalysator mit hoher WT-entgegengesetzter (S)-Selektivitat identifiziert. Der
(S)-Roche-Ester 37 kann mittels YgjM C26N/H167A mit 86 % ee erhalten werden. Durch
Docking wurde sowohl die postulierte Rotation um Cg als auch die Ausbildung einer neuen
Wasserstoffbriickenbindung bestatigt. Diese Wasserstoffbriickenbindung tragt jedoch,
anders als beabsichtigt, nicht zur Reaktivierung des Substrats bei. Die erhaltene YqjM-
Variante zeigt also die gewilinschte Stereoselektivitat, ist aber wegen ihrer geringen
spezifischen Aktivitat praparativ unbrauchbar. Daher wurden zusatzliche Punktmutationen
gesucht, die eine Veranderung der Stereoselektivitdit von YqjM bewirken. In der
vorangegangenen Arbeit zur rationalen Mutagenese von YqjM von Dr. M. Schoélzel waren,
nach Tests von sieben Punktmutationen, zwei als selektivitdtsbeeinflussend identifiziert
worden: I169A und I69Y. Diese beiden wurden daher mit den Punktmutationen dieser Arbeit
kombiniert und es wurden finf neue Zweifach-Varianten erstellt. In Abbildung 41 sind die
Enantioselektivitaten der finf Einfach- und sieben Zweifach-Varianten, die somit in dieser
Arbeit beziiglich der Bioreduktion der fiinf Screeningsubstrate getestet wurden, im Uberblick
dargestellt.

Es wird deutlich, dass durch Kombination der Einzelmutationen C26N, C26H und H167A mit
I69A und 169Y weitere stereokomplementdre YgjM-Varianten in der Bioreduktion von
Morita—Baylis—Hillman-Addukten erzeugt werden konnten. Neben dem Roche-Ester 37
wurden nun auch die Benzyl-geschiitzte Ester-Variante 95 und das Ethylketon 110 mit 290 %
ee ent-Wildtyp-(S)-Selektivitat erhalten. Die besten Ergebnisse im Screening wurden mit
YgjM H167/169A, H167A/169Y und C26N/I69A erhalten. Zwei der drei selektivsten
stereokomplementdren YgjM-Varianten aus dem Screening enthalten also die Mutation
H167. Durch in silico Docking konnten plausible Bindungsmodi gefunden werden, die
wiederum den — entsprechend dem Konzept des , rotierten Flips” postulierten — zusatzlichen
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Rotationsfreiheitsgrad um Cg enthalten, der eine grundsatzlich neue Orientierung des
Substrats im aktiven Zentrum moglich macht.
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Abbildung 41: Ubersicht zur Enantioselektivitdt von YgjM WT und den erstellten YgjM-Varianten bei
Bioreduktion der Substratbibliothek.

Insgesamt wurde durch das innovative Konzept-basierte Vorgehen — inklusive der teilweisen
Beschadigung des aktiven Zentrums durch Mutation der Aminosdaure H167 - der
Mutagenese-Aufwand zur Erstellung stereokomplementarer Enzym-Varianten im Vergleich
zur Sattigungsmutagenese (19 Varianten pro Aminosaureposition) und gerichteter Evolution
(>1000 Klone) bedeutend reduziert.'® Nur 17 Einzel- und Doppel-Varianten mussten
insgesamt generiert und bezlglich ihrer Stereopraferenz untersucht werden, um fir drei von
finf strukturell verwandten Substraten (36, 109 und 92) Enzyme mit komplementarer
Stereoselektivitat (90—99 % ee) zum WT zu finden.

Ein Vergleich der drei erfolgreich verdanderten Aminosadurepositionen mit denen aus
vorhergehenden Studien zu OYEs zeigte, dass Mutationen an Positionen 169 und C26 schon
zuvor Enzymvarianten mit WT-entgegengesetzter Selektivitat flir 3-substituierte
Cyclohexenone 40 und Roche-Ester-Vorlaufer 36 ergaben. Diese Positionen haben nun ihre
zusatzliche Anwendbarkeit im Kontext bestimmter hier genutzter Morita—Baylis—Hillman-
Addukte gezeigt. Dies erweitert die Bandbreite an generell hilfreichen Mutationsstellen bei
der Selektivitatsanderung von OYEs. Ein Screening eines breiteren Substratspektrums mit
den besten Enzym-Varianten ergab keine weiteren Bioreduktionen mit Wildtyp-
entgegengesetzter Stereoselektivitdt, jedoch dhnliche Trends der Enantiomereniiberschiisse
bei Umsetzung der dreifach-substituierten strukturell verwandten Substrate (E)-3-Methyl-4-
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oxopent-2-ensaureethylester [(E)-44] und (E)-2-Methyl-4-oxopent-2-ensdureethylester (E)-
48.

AuBerdem konnte die synthetische Nutzbarkeit der vielversprechendsten Bioreduktionen
aus dem Screening fir das gezeigte Substratspektrum aus geschitzten und ungeschitzten
Morita—Baylis—Hillman-Addukten (36, 106, 109, 92 und 93) mit YqjM WT und Varianten im
praparativem Malstab gezeigt werden (Schema 53). Es konnten alle finf strukturell
verwandten Produkte mit (R)- oder (S)- konfiguriertem Stereozentrum mit 77-99 % ee und
bis zu 95 % Ausbeute erhalten werden. Alle erhaltenen Produkte sind weit verbreitete
chirale synthetische Intermediate und kénnen mit dem vorgestellten chemoenzymatischen
Ansatz in zwei (37, 108, 110) oder vier (96, 95) Reaktionsschritten aus einfachen nicht-
chiralen Startmaterialien hergestellt werden. Diese Syntheseansatze kénnen nun in Natur-
und Wirkstoffsynthesen zum Einsatz kommen, wobei besonders eine Nutzung im Eintopf mit
weiteren Biokatalysatoren eine aussichtsreiche Strategie darstellt. Hinsichtlich der
Mutagenesestrategie nach dem Konzept des ,rotierten Flips”“ waren Tests mit weiteren
Enreduktasen aus der OYE-Familie interessant, um zu sehen, ob auch deren
Stereoselektivitat sich auf diese Weise beeinflussen lasst.

o)
\/&w/ YqiM WT 0 YqjM C26N/I69A
HO o~

~
HO o~
(R)-37, 90 % ee 36 (S)-37, 85 % ee

47 % 44 % HO °

o)
W O YqiM WT Q YqiM H167A/IB9A
O\éﬁO\ _N/O o~ @) o
: 50 % 10 %
R = Allyl, Benzyl
(R)-96, >99 % ee 93/92 (S)-95, 77 % ee
o)
\/\m/ YqiM WT Q YqjM C26N/I69A
HO
HO™ ™ 86-92% O R 95 %
R = Me, Et
(R)-108, 97 % ee 106/109 (S)-110, 93 % ee

Schema 53: In praparativem Malstab durchgefiihrte stereokomplementéare Bioreduktionen mittels YqjM WT

und in dieser Arbeit erstellter YgjM-Varianten.
Strategien zur asymmetrischen Synthese von 2-Methylbutan-1,3-diol (66)

Im ersten Teil von Kapitel 7.3 wurden zwei verschiedene Reaktionswege zur
chemoenzymatischen Darstellung des chiralen Synthesebausteins (2R)- bzw. (25)-2-
Methylbutan-1,3-diol (66) etabliert, wobei ebenfalls eine Strategie zur Erstellung
komplementédrer Stereozentren mittels YqjM erfolgreich erprobt wurde. Diesmal kam ein
und dasselbe Enzym, YqjM WT, zur Erstellung des (R)- und des (S)-Stereozentrums an C-2-
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Position in 66 zum Einsatz. Die Selektivitdts-Umkehr wurde durch eine Verdnderung im
genutzten Substrat bewirkt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 42 im Uberblick dargestellt.

So konnte das (2R)-Diol 66 in einem zweistufigen Prozess aus Morita—Baylis—Hillman-
Reaktion und einer konsekutiven Eintopf-Reaktion mittels YqjM WT und ADH erhalten
werden. Das Diastereomerenverhaltnis des Produkts 66 war mit 7:1 (syn: anti) moderat. Das
(2R)-Stereozentrum aus der YgjM WT-katalysierten Reaktion wurde jedoch mit bis zu 97 % in
sehr gutem Enantiomerentiberschuss erhalten.

Die Ausbeute betrug 34 % in der Morita—Baylis—Hillman-Reaktion und 50 % in der
Enzymkaskade. Durch eine Optimierung des Isolierungsprotokolls des sehr polaren Produkts
66 aus der Pufferlosung kann moglicherweise noch eine Ausbeuteverbesserung im zweiten
Schritt erreicht werden. Die Diastereoselektividat in der Kaskadenreaktion kann
moglicherweise durch eine Durchfihrung bei neutralem pH Wert verbessert werden. Um
neben dem (2R,3R)- auch das (2R,3S)-Isomer in hoher Reinheit zu erhalten, kann die
Durchfiihrung der Kaskade mittels YgjM und anderen ADHs getestet werden.

O H,CO, DABCO m CH,CO, DABCO 9
—_— . O\
THF/H,0 m THF/H,0
34 % ! 54 %
114 106 17 90
e YqiM WT 85 %
O OH LoMLw/
* “ O\
(R)-108 (2R)-75 DV:1:1,>99 % ee
50 % A
. 92 %
ADH.k LIAHs  for Referenz
75
OH OH GI
\_ (2R)-66 (2S)-66

DV 7:1 (syn:anti)

Abbildung 42: Uberblick zu den in dieser Arbeit etablierten Strategien zur chemoenzymatischen Synthese von
(2R)- bzw. (25)-66.

Wie angestrebt, konnte somit gezeigt werden, dass eine Enzymkaskade aus einer ADH und
einem OYE zur Synthese von 66 moglich ist. Dies schafft, basierend auf achiralen,
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kostengiinstigen Edukten, auch erstmals einen zweistufigen Zugang zum syn-(2R, 3R)-Diol
66.

Zur Synthese von (2S)-66 konnte ebenfalls eine Synthesestrategie unter OYE-Katalyse
etabliert werden, obwohl alle zur Verfigung stehenden OYEs gleichermaBen (R)-
Enantioselektivitat bezuglich der Umsetzung von 106 zur Diol-Vorstufe 108 zeigten. Durch
gezieltes Design eines alternativen Substrats, des 3-Hydroxy-2-
methylenbutansdauremethylesters (117), war unter erneuter Nutzung von YgjM WT der
Aufbau des entgegengesetzten C-2-Stereozentrums in 66 moglich. Die Enantiomerenreinheit
des intermediar aus 117 erhaltenen Produkts (2R)-75 betrug >99 % ee. Wie fir die
Referenzsubstanz gezeigt werden konnte, kann 75 durch Reduktion mittels LiAlH4 in 92 %
Ausbeute zu 66 reduziert werden. Insgesamt kann also (25)-66 auf diesem Weg mit
exzellenter Stereoselektivitdt bezlglich des C-2-Stereozentrums erhalten werden. Die
Ausbeute Uber drei Stufen betragt 42 %. Eine praktikable Synthese des enantiomerenreinen
Substrats 117 war auf dem hier getesteten Weg einer kinetischen Racematspaltung von 117
mittels ADH nicht moglich. Im Anschluss an diese Arbeit, im Rahmen der Masterarbeit von
M. Mantel, wurde jedoch ein Zugang zum enantiomerenreinen OYE-Substrat 117
etabliert.**? Somit sind neben dem (2R,3R)-Diastereomer von 66 auch (25,3R und (2S5,35)-66
auf chemoenzymatischem Weg zugdnglich. Dieser synthetische Zugang kann nun in der
Synthese von Natur- und Wirkstoffen, wie der Antibiotikavorstufe Moninsdure C (67), des
Macrolid-Antibiotikums Bafilomycin A1 (68), des antifungalen Wirkstoffs Amphotericin B (69)
oder des HIV-Wirkstoffs (+)-Calanolid A (70) zum Einsatz kommen.

Substratscreening zur Verwirklichung einer Kaskadenreaktion von YgjM und einer Laccase

Zur Verwirklichung einer Enzymkaskade aus Enreduktase und Laccase wurde im zweiten Teil
von Kapitel 7.3 zundchst die Moglichkeit der OYE-katalysierten Synthese von bekannten
Laccase-Substraten bzw. glinstiger Derivate getestet. Die getesteten Substanzen stammen
aus den Familien der Cyclopentenone, der Cumarine und der Chromone. Nach Umsatztests
von zehn Substraten mittels YgjM WT wurde der 3-Chromoncarbonsauremethylester (127c),
mit 80 % glattem Umsatz zum gewinschten Produkt, als am geeignetsten fiir eine
Kaskadenumsetzung ausgewahlt. Es wurde gezeigt, dass die YgjM WT-katalysierte
Bioreduktion von 127c zu 129c im prdparativen Malistab moglich ist. Im analytischen
Malistab wurde auflerdem gezeigt, dass die Eintopfreaktion aus Reduktion mittels
Enreduktase und Laccase-katalysierter Arylierung funktioniert (Schema 49). Der mittels HPLC
ermittelte Umsatz zum racemischen Produkt 135 betrug 89 %.

OH
OH
134
~
O (@] (@] (@] (e}
YqiM WT Laccase A. bisp.
_ 0 ql n_u P
_
(@] (@]
127¢c 129¢c 135

89 % Umsatz

Schema 54: Kaskadenumsetzung von 3-Chromoncarbonsauremethylester (127c) mittels YgjM WT und der

Laccase aus Agaricus bisporus zum 3-arylierten Produkt 135.
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Die Eintopfreaktion im praparativen MaRstab muss in Zukunft noch durchgefiihrt werden,
um die Praktikabilitat zu ermitteln. Wenn das Laccase-Substrat einer solchen Reaktionsfolge
ein definiertes Stereozentrum in C-2-Position enthailt, ist der selektive Erhalt eines einzelnen
Produktstereoisomers B@W_Hn:.:m_ Daher wurde auch 127e als OYE-Substrat getestet. Dieses
konnte mittels der OYEs, die wahrend dieser Arbeit zur Verfliigung standen, nicht umgesetzt
werden. Durch eine Kooperation sind nun jedoch YgjM-Varianten in unserer Arbeitsgruppe
vorhanden, die eine solche stereoselektive Enzymkaskade mdoglich machen kdnnten.

Insgesamt konnten im Verlauf dieser Arbeit also zwei Strategien zur Generierung
stereokomplementarer OYE-katalysierter Reaktionen entwickelt und fir YqjM erfolgreich
erprobt werden. Ob die gleichen Vorgehensweisen auch fir andere OYEs moglich sind, muss
im Anschluss an diese Arbeit untersucht werden. Aullerdem wurden zwei Enzymkaskaden
unter Verwendung des OYEs YgjM WT etabliert, mittels derer der chirale Synthesebaustein
(2R)-2-Methylbutan-1,3-diol (66) sowie das arylierte Chromanon 135 in effizienter Weise
hergestellt werden kénnen.



9. Experimenteller Teil

Aufgeteilt in einen molekularbiologischen, einen proteinchemischen und einen chemischen
Teil werden in diesem Kapitel die experimentellen Details ndher erldautert, sowie alle
genutzten Materialien und Gerite aufgefiihrt. In Tabelle 22 ist eine Ubersicht iiber alle
genutzten Gerdte gegeben. Alle anderen Materialien sind an der jeweiligen Stelle bei den
Protokollen aufgelistet.

Tabelle 22: Ubersicht (iber die in dieser Arbeit genutzten Gerite.

# Gerdte Fabrikat, Hersteller
1  FPLC-System AKTA Purifier, Amersham Bioscience / GE
Healthcare
2 Saulen:
Ni**-Nitrilotriessigsaure (Ni**-NTA) Qiagen, Hilden
PD-10 Desalting Column GE Healthcare (Minchen)
3 Mechanisches FRENCH® Press, Thermo Electron Oberhausen
Hochdruckzellaufschlussgerat GmbH
4  Lyophille Lyovac GT2, Steris;
Alpha 2—-4, Martin Christ
5 pH-Elektrode pH Elektrode 1J44, Nordantec GmbH;
Solvotrode, Metrohm
6 pH-Meter pH Meter 766 Calimatic, Knick;
pH Meter 691, Metrohm
7  Pipetten Eppendorf
8 Titrator Titrino 744 oder 848, Metrohm
9 Rotoren JA-20, Beckmann;
SS 34, Thermo Scientific
10 Schittler Incubator 1000, Heidolph
11 SDS-Stromgerat 1000 / 500 Power supply, BioRad; Power Pac
300, BioRad
12 Sonotroden SD14, Dr. Hielscher GmbH
13 Sterilfiltrierer Sartorius
14 Thermomixer Eppendorf
15 Ultraschallprozessor UP 200S, Dr. Hielscher GmbH
16 UV-Vis Spektrophotometer NanoDrop 2000c, Thermo Scientific
17 Vortexer Reax 2000, Heidolph;
Genie 2, Vortex
18 Zentrifugen Mini mvm:@‘ Eppendorf
Heraeus Biofuge pico
Hettich Rotina 35R
Beckmann Coulter GS15-R
Dupont Sorvall RC-5B / RC-5B plus
19 PCR-Thermocycler VWR Doppio
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9.1 Material und Methoden — molekularbiologischer Teil

Zur Klonierung wurden Restriktionsenzyme von Fermentas (St. Leon-Roth, Deutschland)
verwendet. Die Vektoren wurden bei Merck (Darmstadt, Deutschland) gekauft und
Oligonukleotide wurden als entsalzte Lyophilisate bei Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland) erworben. Plasmidpraparationen erfolgten mit dem ‘innuPrep Plasmid Mini
Kit" von Analytik Jena. Als Langenstandard fiir DNA-Agarosegele wurde Roti®-Mark 10-150
von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) verwendet.

9.1.1 Die Enreduktase YqjM

Der zentrale Biokatalysator dieser Arbeit ist die Enreduktase YqjM aus Bacillus subtilis.
Dieser wurde aus dem in Abbildung 43 gezeigten Plasmid pHT::ygjM hergestellt. Das Gen
von YgjM wurde in unserer Arbeitsgruppe entsprechend einer Beschreibung aus der
Literatur erhalten.'®® Der Vektor pHT benennt die HisTEVCassette in pET22b und enthalt
neben dem T7-Promotor und dem lac-Operon zur Regulation der Uberexpression von ygjM
eine Ampicillin-Resistenz als Selektionsmarker. Die HisTEVCassette ist N-terminal mit der
Gensequenz von YqjM verbunden. Zur Expression wird der Vektor in das Bakterium E. coli
BL21 (DE3) transformiert, das genomisch verankert, lac-reguliert die T7-RNA-Polymerase
produziert. Somit kann durch Induktion mit IPTG das Protein YqjM produziert werden.

Asel
bla\(Ap)\sequence

- e
lac\operator 1000

—.o PHT:2YQjm
6438 bps

2000
~

Asel

Abbildung 43: Vektorkarte des Plasmids pHT::yqjM, das in dieser Arbeit zur Produktion des Enzyms YqjM
genutzt wurde.

Das aus pHT::ygjM erhaltene Protein YqjM hat ein Molgewicht von 39.8 kDa und besteht aus
356 Aminosaduren. Die Aminosauresequenz ist nachfolgend aufgefiihrt:

MHHHHHHAMTENLYFQGAMARKLFTPITIKDMTLKNRIVMSPMCMYSSHEKDGKLTPFHMAHYISRAI
GQVGLIIVEASAVNPQGRITDQDLGIWSDEHIEGFAKLTEQVKEQGSKIGIQLAHAGRKAELEGDIFAPSAI
AFDEQSATPVEMSAEKVKETVQEFKQAAARAKEAGFDVIEIHAAHGYLIHEFLSPLSNHRTDEYGGSPEN
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RYRFLREIIDEVKQVWDGPLFVRVSASDYTDKGLDIADHIGFAKWMKEQGVDLIDCSSGALVHADINVFP
GYQVSFAEKIREQADMATGAVGMITDGSMAEEILQNGRADLIFIGRELLRDPFFARTAAKQLNTEIPAPV
QYERGW.

9.1.2 Transformation von E. coli

Zur Transformation von E. coli mit dem jeweiligen Plasmid wurden jeweils 100 uL chemisch
kompetenter Zellen verwendet, die aliquotiert vobereitet und bei -80 °C gelagert wurden.
Dazu wurden 0.4-1 pL (ca. 100 ng) Plasmid-DNA gegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert.
Sodann wurde fir 90 s bei 42 °C erhitzt, 1 mL LB-Medium zugegeben und fir 1 h bei 37 °Cim
Rotor inkubiert. Die erhaltene Kultur wurde bei 200 rcf flir 2 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bis auf ca. 50 — 100 pL abdekantiert, das Pellet im verbliebenen LB
resuspendiert und auf Agarplatten mit Antibiotikum ausplattiert. Inkubation erfolgte bei
37 °C Uber Nacht. Es wurden die E. coli-Stamme BL21 (DE3) zur Proteinproduktion und Dh5a
zur Plasmidpradparation und Sequenzierung verwendet.

9.1.3  Erstellung der Plasmide durch Mutagenese

Die Vorgehensweise zur Erstellung der veranderten Plasmide ist in Abbildung 44 als
Flussdiagramm dargestellt.

Templat-DNA @ @
V.4
QuikChange®-PCR @ @ @

© O

Dpnil-Verdau

Transformation wvon E. coli DhSa,

Ausplattieren, Anzucht einzelner .~
Kolonien, Plasmidreinigung E I-_

N\

sequenzierung und Uberpriifung der Gensequenz

Gen won Interesse

a Butation

Abbildung 44: Vorgehensweise zur Erstellung der Plasmide mit den angestrebten, spezifischen Mutationen.

Auf Grundlage des vorhandenen Plasmids pHT::iygjM (Vektorkarte siehe Abbildung 43)
wurden per QuikChange®-PCR (Stratagene, Lalolla, CA) jeweils Einfachmutationen eingefiigt.
Die dafiir verwendeten Oligonukleotide sind in Tabelle 23 aufgelistet.
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Zur Einfihrung von Doppelmutationen wurden zwei konsekutive PCRs durchgefihrt. In
schwierigen Fallen (C26N, C26H) fiihrte teilweise die Nutzung langerer Oligonukleotide oder
die Anwendung einer anderen PCR-Methode wie Overlap-Extension-PCR zum Erfolg. Das
erhaltene Gemisch aus Templat- und Ziel-DNA wurde mit dem Restriktionsenzym Dpnl
verdaut, in E. coli DH5a mit dem Plasmid transformiert, ausplattiert und kultiviert. Einzelne
Kolonien wurden durch Anzucht vervielfiltigt, die Plasmid-DNA wurde gereinigt und der
Erfolg der Mutation durch Sequenzierung mittels T7 oder pBR3-Primern Uberprift.
AnschlieRend wurde der Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3) mit dem Plasmid transformiert
und im 1 L-Malstab das fiir YqjM codierende Gen exprimiert. Die verwendeten Primer und
die Protokolle der PCR-Methoden sind in Kapitel 9.1.3 aufgefiihrt. In Abbildung 45 ist
beispielhaft das DNA-Agarosegel der erfolgreichen QuikChange®-PCR zur Erstellung des
Plasmids pHT::ygjM_H167A aufgefiihrt.

AT55 - 65 °C [bp]
Zielfragment H Nw h,‘ ‘m = qm

ca. 6500 bp “

& 10000

1500
1000

eingesetzte e S : S . wmw

“

100

Oligonukiectide L 1k e o
< p ,

Abbildung 45: Beispielhaftes Agarosegel einer erfolgreichen QuikChange®-PCR anhand des Plasmids
pHT::yqjM_H167A. Die erwartete Gensequenz hat eine GrofRe von 6438 Basenpaaren. Die acht PCR-Proben
wurden einem Gradienten von Annealingtemperaturen zwischen 55 und 65 °C ausgesetzt. Der Marker (1kb

Ladder, Fermentas) ist als M markiert und beschriftet.
9.1.3.1 QuikChange®-PCR

Primer-Design:

Zum Primerdesign wurden folgende Richtlinien angewandt: Beide Primer sollten in der Mitte
die Mutation enthalten und zueinander komplementar sein. Es wurde eine Grofle von 25-45
Basen angestrebt, wobei davon 15-20 im Gen enthalten sein sollten. Der Schmelzpunkt laut
O:monm_n:k_ sollte bei etwa 60 °C liegen und der GC-Gehalt mindestens 40 % betragen. Am
Ende der Primersequenz soll moéglichst ein Guanin oder Cytosin liegen.

Durchfihrung:

Die Oligonukleotide wurden bei Lieferung entsprechend der Herstellerangaben auf 100 uM
Konzentration verdlinnt. Vor Pipettieren der PCR wurden jeweils Losungen mit 10 uM
Konzentration erstellt. Die QuikChange®-PCRs wurden nach dem in Tabelle 24
beschriebenen Schema zusammen pipettiert, wobei ein Mastermix aller Bestandteile mit
Ausnahme der Polymerase erstellt wurde, dieser auf acht PCR-Tubes verteilt und schliefRlich
kurz vor Beginn der PCR mit der Polymerase vermischt wurde. In
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Tabelle 25 ist das Temperaturprogramm zur Durchfiihrung der PCR dargestellt. Nach Ende
des Temperaturprogramms wurden jeweils 2.5 puL aus jedem PCR-Vial auf ein Agarosegel
aufgetragen und mittels Gelelektrophorese analysiert (siehe Abbildung 45). Anschlieend
wurde mit Dpnl verdaut, in E. coli Dh5a transformiert, ausplattiert und einzelne Klone im
Garrohrchen angezogen, prapariert und sequenziert.

Tabelle 23: Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide, die als forward-Primer fiir

QuikChange®-Mutagenese eingesetzt wurden. Der zweite Primer hat jeweils die komplementdre Gensequenz.

# Name Sequenz 5 — 3’

1 C26N_fw TGTCATGTCGCCAATGAACATGTATTCTTCTCATG

2 C26H_fw  TGTCATGTCGCCAATGCAATGTATTCTTCTCATG

3 169Y_fw CCTCAAGGACGATATACTGACCAAGACTTA
4 169A_fw CCTCAAGGACGAGCGACTGACCAAGAC

5 H167A_fw AAATTCATGCGGCGGCGGGATATTTAAT

Tabelle 24: Pipettierschema und Protokoll zur Durchfiihrung einer QuikChange-PCR mit Pfu-Polymerase.

PCR x-fach 1x 8x

Cstamm Cfinal Vv Vv

[mM] [mM] (ut]  [uL]

10x Pfu Puffer 2 16
dNTPS 40 0.8 0.4 3.2
Templat (5-50 ng fiir 160 L) - 0.1 1
Primer fw 0.01 0.0005 1 8
Primer rv 0.01 0.0005 1 8
Pfu Polymerase - - 1 8
Aqua dest. - 14.5 116

Vees. 20 160
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Tabelle 25: Temperaturprogramm zur Mutagenese mittels QuikChange®-PCR bei Nutzung der Pfu-Polymerase.

T[°C] t[min]

Vorheizen des Deckels 110

Initiales Denaturieren 95 0.5
Cyclen 16x

Denaturieren 95 0.5
Annealen (T-Gradient) Ty*t5 1

Elongation 68 6

Finale Elongation 68 10
Kiihlen 4 o0

*Twm, Schmelztemperatur der jeweils genutzten Oligonukleotide, ermittelt mittels des Onlinetools o__monm_n:E

9.1.3.2 Overlap Extension-PCR

Zur Mutagenese mittels Overlap-Extension-PCR wurden zusatzlich zu den QuikChange®
Primern kommerziell erhaltliche T7 Primer verwendet. Es wurden zwei PCRs analog dem
Protokoll in Tabelle 24 durchgefiihrt, wobei jedoch einmal der forward-Primer mit der
Mutation und der reverse-T7-Primer, und bei der anderen der reverse-Primer mit der
Mutation und der forward-T7-Primer zum Einsatz kam. Die im Agarosegel Uberpriften
Amplifikate wurden sodann mit dpnl verdaut und in einer dritten PCR beide als Templat
zusammen mit den beiden T7-Primern eingesetzt. Das Protokoll fiir die dritte PCR ist in
Tabelle 26 aufgefiihrt.

Das Temperaturprogramm unterscheidet sich nur in der Elongationszeit, die wegen der
kleineren Amplifikate nur 1 min bendtigt, und der Cyclenzahl, die wegen der exponentiellen
Amplifikation erniedrigt werden kann. Das Amplifikat der dritten PCR wurde mit den
Restriktionsenzymen NcOl und Xhol verdaut, mit gereinigtem ebenfalls auf diese Weise
verdautem, linearisiertem Vektor pHT ligiert und schlieBlich transformiert.
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Tabelle 26: Pipettier-Protokoll fiir die PCR 3 bei Vorgehen entsprechend der Overlap-Extension-PCR.

PCR x-fach 1x 8x

Cstamm Cfinal \Y \%

[mM]  [mM]  [ul]  [ul]

10x Pfu Puffer 2 16
dNTPS 40 0.8 04 3.2
Templat (PCR1+PCR2) - 2x1 2x8
T7-Primer fw 0.01 0.0005 1 8
T7-Primer rv 0.01 0.0005 1 8
Pfu Polymerase - - 1 8
Aqua dest. - 12.6 101

V ges. 20 160




122 Experimenteller Teil

9.2 Material und Methoden — Proteinchemischer Teil

Chromatographische Saulen und Materialien wurden von GE Healthcare (Minchen) und
Qiagen (Hilden) erworben. Die Elution von Protein wurde auf einem AKTA-HPLC-
Pumpensystem (Amersham Bioscience / GE Healthcare) durchgefiihrt. Fiir den Zellaufschluss
wurde eine Druckzelle von Thermo Fisher Scientific (Schwert) genutzt. NADP* und NADPH
wurde freundlicherweise von Codexis (Redwood City, USA) zur Verfligung gestellt.

9.2.1 Verwendete Enzyme
Die verwendeten Enzyme sind inklusive Ihres nativen Organismus in Tabelle 27 dargestellt.

Tabelle 27: Verwendete Enzyme inklusive Ihres nativen Herkunftsorganismus und Beschaffungsmaoglichkeit.

# Enzymbezeichnung nativer Organismus Quelle

1 YqgM Bacillus subtilis PCR

2 OYE1l Saccharomyces cerevisiae Plasmid(**”!

3 OPR1 Solanum lycopersicum, vorher: Plasmid!*®!

Lycopersicum esculentum (Tomate)
4 OPR3 Solanum lycopersicum, vorher: Plasmid*?”!
Lycopersicum esculentum (Tomate)

5 NCRZIM Zymomonas mobilis Plasmid!®*

6 NCRPL Photorhabdus luminescens Plasmid>®

7 ADHHL Equus caballus Plasmid von M. Pohl zur
Verfligung gestellt

8 ADHLB Lactobacillus brevis Plasmid

9 ADHLK Lactobacillus kefir Plasmid

10 ADH-T Thermoanaerobacter species Plasmid

11 ADHEvo 1.1.011 - evoxx, Monheim

12 ADH Evo 1.1.031 - evoxx, Monheim

13 ADH Evo 1.1.041 - evoxx, Monheim

14 ADH Evo 1.1.191 - evoxx, Monheim

15 ADH Evo 1.1.201 - evoxx, Monheim

16 ADH Evo 1.1.211 - evoxx, Monheim

17 ADH Evo 1.1.221 - evoxx, Monheim

18 GDH - Zellpellet von AG
Hummel

19 Glukose-Oxidase Aspergillus niger Lyophilisat Sigma-
Aldrich

20 Laccase Agaricus bisporus Lyophilisat Sigma-
Aldrich

9.2.2 Fermentation

Alle Nahrmedien wurden vor der Nutzung autoklaviert. Antibiotikum wurde kurz vor
Nutzung zugegeben. Es wurden jeweils am Abend vorher 5mL Vorkultur in einem
Kulturréohrchen in LB-Medium mit Antibiotikum (0.1 mg/mL Ampicillin) angeimpft und bei
37 °Cim Inkubationsrotor inkubiert.
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Ndhrmedien:

LB-Medium:

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, auffiillen auf 1000 ml mit destilliertem Wasser.
TB-Medium:

Es wurden zwei Komponenten getrennt angesetzt und autoklaviert. Erst kurz vor der
Nutzung wurden beide gemischt.

Komponente 1: 12 g Trypton, 24 g Hefeextrakt, 4 mL Glycerol, auf 900 mL mit
destilliertem Wasser auffillen.

Komponente 2: 2.31 g KH,PO4, 12.54 g K,HPO4, auf 100 mL mit destilliertem Wasser
auffillen.

Fermentation im Schittelkolben

In einem 2.5 L-Fernbachkolben wurde 1L TB-Medium vorgelegt und mit 0.1 mg/mL
Ampicillin versehen. Es wurden 10 mL Vorkultur zugegeben, der Kolben mit Alufolie
verschlossen und im Schuttler bei 120 rpm und 25 °C inkubiert. Bei einer optischen Dichte
(OD, 600 nm) von ca. 0.7 wurde zur Induktion 0.1 mM IPTG zugegeben und lber Nacht bei
20 °C unter Schitteln weiter inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die Zellen bei
maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert, das Medium verworfen und das Nassgewicht
des Zellpellets ermittelt. Es wurde zwischen 8 und 13 g Zellpellet erhalten.

Hochzelldichte-Fermentation

Die Hochzelldichtefermentation erfolgte in Zusammenarbeit mit H. Gieren (IMET, HHU
Disseldorf). Um im 15 L-Malstab E. coli-Zellen im Fed-Batch-Verfahren zu fermentieren,
wurden 10 L Batch-Medium und 5 L Feed-Losung bendtigt. Um diese herzustellen, wurden
zuerst folgende Stammlosungen hergestellt.

Flir eine Fermentation wurden 1500 mL der Stammlésung HZD-Batch nach dem Protokoll in
Tabelle 28 hergestellt. Die HZD-Feed-Losung wurde aus 500 mL HZD-Batch und 75 g
Hefeextrakt hergestellt. Diese beiden Losungen wurden gemeinsam mit einer
Magnesiumsulfat-Lésung (MgSO.* 7 H,O, 200g L™) und zwei verschiedenen Glukose-
Lésungen (50 mL, 400 g L' bzw. 4180 mL, 718 g L) autoklaviert. Zusatzlich wurden eine
Vitaminlésung (Tabelle 29, links), eine Ampicillin- (200 g L) und eine IPTG-Stammlésung
(233 g L'Y) in destilliertem Wasser hergestellt und sterilfiltriert. Die nach dem Protokoll in
Tabelle 29, rechts hergestellte Spurenelementlosung wurde in 5 M Salzsaure statt Wasser
hergestellt. Aus den Stammldsungen wurden entsprechend dem Protokoll in Tabelle 30 10 L
Batch-Medium und 5 L Feed-Lésung hergestellt.
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Tabelle 28: Protokoll zur Herstellung der Stammlésung HZD-Batch in destilliertem Wasser.

# HZD-Batch

gLt

1 Ammoniumchlorid
2 Ammoniumsulfat
3 KH;PO,4

4 Ky;HPO,

5 NaH,PO4*H,0

6 Hefeextrakt

2

20

130

100

Die Fermentation wurde in einem 40 L-Fermenter des Modells Techfors (Infors HT
Bottmingen, Schweiz) bei 30—-40 % Sauerstoffpartialdruck, pH 7 und 30 °C durchgefihrt. Zum
Ausgleich des pH-Werts wurden eine 25 %ige Ammoniaklésung und eine 85 %ige
Phosphorlosung verwendet. Es wurde mit 100 mL Vorkultur (ODggg 0.7—0.8) in LB-Medium

angeimpft und 2mM mit IPTG induziert.

Es wurden jeweils ca.

2 kg Pellet von

E. coli BL21(DE3)_pHT_yqgjM und E. coli BL21(DE3)_pHT_yqjM C26N/H167A erhalten.

Tabelle 29: Protokoll zur Herstellung der Vitamin-Losung in destilliertem Wasser und der Spurenelementldsung

in 5 M Salzsaure.

Vitaminlésung

gLt

Riboflavin (Vitaming,)
Thiamin-HCI (Vitaming,)
Nicotinsdure
Pyridoxin-HCI
Ca-Phantotenat

Biotin

Folsdaure

Cyanocobalamin (Vitamingg,)

0.1

10

0.5

0.5

0.5

0.001

0.002

0.01

Spurenelementlésung gL*

CaCl,*2 H,0
ZnSO,4 * 7 H,0
CuCl; * 2 H,0
MnSO,4 * H,0
CoCl; * 6 H,0
H3BO;

AICl; * 6 H,0O
Na,Mo0Q,; * 2 H,0

FeSO4 *7 H,0

10

0.5

0.25

2.5

1.75

0.125

2.5

0.5

10




Tabelle 30: Protokolle zur Herstellung von Batch-Medium und Feed-Losung aus den Stammldsungen bei

Hochzelldichtefermentation.

Batch-Medium mL

HZD-Batch 1000 Feed-L6sung mL
Antischaum AF 289 3 HZD-Feed 500
Glukose-Lésung (400 g L) 50 Glukose-Losung (718 g L) 4180
MgSO.-Lésung (200 g L'Y) 50 MgSO,-Lésung (200 g L'Y) 250
Vitaminlésung 50 Vitaminlésung 25
Spurenelementlosung 40 Spurenelementlosung 20
Inokulum 100 Antischaum AF289 2
destilliertes Wasser 8700

9.2.3 Zellaufschluss

Ultraschall:

Das Zellmaterial der Hochzelldichte-(HZD)-Fermentation wurde durch Ultraschallbehandlung
aufgeschlossen. Dafuir wurden 20 % (w/v) der Zellen in ca. 200 mL KP;-Puffer (20 mM, pH 6.5
fiir YgjM pH 7 fiir sonstige Enzyme) resuspendiert, in einer Schottflasche auf Eis gestellt und
kontinuierlich in eine gekihlte Glasapparatur mit Sonotrode gepumpt und dort fiir 1 h
beschallt (Abbildung 46, Ultraschallprozessor UP 200S und Sonotrode SD14, Dr. Hielscher
GmbH, Telthof, Deutschland). Die Einstellung des Ultraschall-Desintegrators erfolgte auf
70 % der Maximalamplitude und einem Zyklus von 0.5. Im weiteren Verlauf wurden die
unléslichen Zellbestandteile abzentrifugiert (40 min, max. Geschwindigkeit, AQQ.:NW_ Der
Uberstand, der die Iéslichen Zellbestandteile und das rekombinante Enzym beinhaltet,
wurde direkt als Rohextrakt fiir Enzymreaktionen eingesetzt oder wie beschrieben
aufgereinigt.

®
French-Press

Der Zellaufschluss erfolgte alternativ zur Ultraschallbehandlung durch
Hochdruckhomogenisation mittels French-Press . Dafiir wurden 20 % (w/v) der Zellen in
20 mM KP;-Puffer resuspendiert und dreifach in einer French-Press -Druckzelle (40 K Zelle,
Volumen 30 mL) bei einem Druck von max. 1000 psi aufgeschlossen. Nach dem Aufschluss
der Zellen erfolgte die Gewinnung des Rohextraktes durch Abzentrifugieren der
Zellbruchstiicke fiir 20 min bei 18.000 g und 4 °C. Der Uberstand wurde direkt weiter fiir die
Enzymreaktionen eingesetzt oder wie beschrieben aufgereinigt.
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Sonotrode

Schottflasche mit
Zellsuspension (auf Eis)

Abbildung 46: Gekiihlte Glasapparatur zur kontinuierlichen Ultraschallbehandlung von Zellsuspensionen.

9.2.4 SDS-PAGE

Zur Analyse der Proteinreinheit wurde Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) mit
Natriumdodecylsulfat (SDS)-gebundenen Proteinen durchgefiihrt. Die Proteine werden bei
der Probenvorbereitung denaturiert und linearisiert und von dem anionischen Tensid SDS
umgeben. Somit wird die Eigenladung der Proteine maskiert und die einheitlich negativ
geladenen Proteine kdnnen mittels Gelelektrophorese in einem Polacrylamidgel nach ihrem
Molekulargewicht getrennt werden. Als Lingenstandard wurde der ‘Page Ruler™ Plus
Prestained Protein ladder’ von Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland) verwendet. Zur
Gelvorbereitung und zur Elektrophorese wurde das Mini-PROTEAN 3®-System von Bio-Rad
(CA, USA) genutzt. Zur Probenvorbereitung wurde ein Teil des 5-fach Probenpuffers
(Protokoll, Tabelle 31) und vier Teile einer proteinhaltigen Losung zusammengegeben und
far 20 min bei 99 °C erhitzt.

Tabelle 31: Protokoll zu Herstellung des SDS-Probenpuffers (5-fach konzentriert).

Komponente Konzentratio
n

Tris, pH 6.8 500 mM

Saccharose 30 % (v/v)

SDS 4% (w/v)

DDT 50 mM

Bromphenolblau 0.1 % (w/v)
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Die Proteinlosung wurde so verdiinnt, dass bei aufgereinigten Proben ca. 20 pg Protein in
75 plL Probe enthalten sind.

Die Gele wurden selbst gegossen. Dazu wurde zuerst ein Trenngel (15 % Polyacrylamid)) in
die Gel-Form eingefiillt und, nach 30—-60 min Trockenzeit, das Sammelgel. In das Sammelgel
wurde sofort ein Kamm eingefligt, um Probentaschen zu generieren. Sodann wurde das Gel
wiederum trocknen gelassen und entweder sofort genutzt oder bei 4 °C in feuchte Ticher
gewickelt gelagert. Die Herstellung von Trenn- und Sammelgel erfolgte jeweils aus einer
Stamml6sung aus Tris/HCl-Puffer, SDS und ggf. Glycerin. Die vorbereiteten Stamml&sungen
wurden dann mit Acylamid/Bisacrylamid als Monomer, Tetramethylethylendiamin (TEMED)
als Polymerisationskatalysator und Ammoniumpersulfat (APS) als Polymerisationsinitiator
vermischt und dadurch polymerisisert. Die Protokolle zur Herstellung von Trenn- und
Sammelgel sowie der jeweiligen Stammldsungen sind in Tabelle 32 und Tabelle 33
aufgefihrt.

Tabelle 32: Vorgehen zur Herstellung des Trenngels.

Trenngel-Stammlésung [mL] Trenngel [nL]
Glycerin 1149 Acrylamid/Bisacrylamid 1500
1.5 M Tris/HCl pH 8.8 81.76 Trenngel-Stammldsung 2250
SDS [10 % (w/w)] 331 TEMED 1.875
APS 18.75

Tabelle 33: Vorgehen zur Herstellung des Sammelgels.

Sammelgel- [mL] Sammelgel [pL]
Stammlosung

Acrylamid/Bisacrylamid 300

Aqgua dest. 125.5

Sammelgel-Stammlosung 1710
0.5 M Tris/HCl pH 6.8 52.6

TEMED 1.875
SDS [10 % (w/w)] 21.9

APS 18.75

Das fertige Gel wurde in SDS-Laufpuffer [25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 0.1 % (w/w) SDS, pH
8.8] mit Proben und dem Marker beladen und bei 100V ins Trenngel einlaufen gelassen.
SchlieBlich wurde bei 200V innerhalb von ca. 30—45 min die Trennung durchgefiihrt. Die
Gele wurden sofort unter Schiitteln Gber Nacht mit kolloidalem Coomassie (Protokoll:
Tabelle 34) eingefarbt.
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Tabelle 34: Protokoll zur Herstellung von kolloidalem Coomassie.

Coomassie Konzentration
Phosphorsdure 2% (w/v)
Ethanol 10 % (v/v)

Aluminiumsulfat (Aly(SO4) 3x 6 H,O 5 % (w/v)

Coomassie Brilliant Blau G-250 0,02 % (w/v)

9.2.5 Proteinreinigung

9.2.5.1 Immobilisierte Metallionen-Affinitatschromatographie (IMAC)

Zur Reinigung von YgjM WT und Varianten mittels des in der Proteinsequenz enthaltenen
His-Tags wurde entsprechend der von T. Classen etablierten Methode <oﬂmmmm3mm:._$_
Mittels einer Spritzenpumpe wurde zuerst die Ni-NTA-Saule (V 5 mL) mit 10 Saulenvolumina
des eingesetzten Puffers aquilibriert. Sodann wurden maximal 30 mL Rohextrakt im
kontinuierlichen Fluss innerhalb von 20 min auf die Sdule geladen und kurz mit reinem Puffer
nachgespilt. Im Anschluss wurde die mit YqjM beladene, gelb gefarbte Saule im
Pumpensystem AKTA installiert und mit Imidazol-haltigem Puffer der Konzentrationen 20
mM und 250 mM in zwei Stufen eluiert. Die Elutionslésung der zweiten Konzentrationsstufe
wurde in 5 mL-Fraktionen gesammelt und es wurden anhand der Absorption bei 280 nm die
Proteinkonzentration abgeschatzt und 20 mL der Proteinldsung gesammelt. Der gesamte
Vorgang wurde mit dem gleichen Rohextrakt noch einmal wiederholt und die erhaltenen
Proteinlésungen wurden ggf. mit FMN versetzt. In Vivaspin-Konzentratoren (MWCO 10 kDa)
wurde die Losung entsprechend des Zentrifugationsprotokolls aufkonzentriert und durch
GroRenauschlusschromatographie wurden Imidazol und Uberschiissiges FMN entfernt. Bei
Zugabe von >ImM FMN wurde vor Konzentrationsbestimmung eine zweite
GroRenausschluss-chromatographie durchgefiihrt.

Es wurden im Allgemeinen ca. 15-20 mg YgjM pro Gramm Zellpellet erhalten.
9.2.5.2 Ammoniumsulfat-Fallung

Zur Fallung von YgjM WT mittels Ammoniumsulfat wurde Rohextrakt aus einer Fermentation
im Schittelkolben auf eine Aktivitat von 5-6 U/mL bzw. eine Enzymkonzentration (A280 nm)
von 90-100 mg/mL eingestellt. Sodann wurde das Rohextrakt (V = mindestens 10 mL) bei
4 °C unter kraftigem RiUhren mittels eines Magnetrihrers vorsichtig bis zur 40 %igen
Sattigung mit Ammoniumsulfat versetzt (226 mg/mL). Die Losung wurde fiir 1 h bei 4°C
gerithrt und bei 10000g fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
abdekantiert und unter Rihren bei 4 °C wurde die Losung bis zur 70 %igen Sattigung mit
Ammoniumsulfat versetzt. Wiederum wurde fir 1 h unter Riihren inkubiert, abzentrifugiert
und abdekantiert. Das erhaltene Pellet der 70 %igen Fallung wurde entweder im
Ausgangsvolumen Wasser (dest.) resuspendiert und sofort in Enzymreaktionen eingesetzt
oder bei Nutzung kleinerer Volumina zusatzlich entsalzt.
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9.2.6  Aktivitatstests

Die Enzymaktivitat wird in der Einheit Unit (U) angegeben, wobei 1 U derjenigen Stoffmenge
Substrat in umol entspricht, die pro Minute umgesetzt wird. Es handelt sich nicht um eine SI-
Einheit, aber um die in der Proteinchemie normalerweise genutzte GrolRe. Es ist zu beachten,
dass die Angabe der Aktivitat fir ein Enzym immer nur exakt fiir die genutzten Bedingungen
glltig ist, und somit neben der Aktivitat eines Enzyms immer auch der zugehodrige Test
angegeben werden muss.

Die Enzymaktivitat wurde photometrisch durch zeitabhangige Messung der Absorption bei
340 nm bestimmt (Messwert: AA min~%). Dies entspricht einer indirekten Messung des
Substratumsatzes anhand von Verbrauch oder Produktion von NAD(P)H (4), da bei 340 nm
selektiv nur die reduzierte Form des Nikotinamidcofaktors absorbiert. Diese besitzt einen
Extinktionskoeffizient bei 340 nm von 6.22 mM “cm ™. Die Messzeit betrug zwischen 30 und
60 s, die Konzentration der eingesetzten Enzymldsung wurde jeweils so angepasst, dass im
Messzeitraum nur die konstante Anfangsreaktionsgeschwindigkeit gemessen wurde (linearer
Kurvenverlauf A—t). Der Zusammenhang zwischen NADPH-Konzentration und Absorption
wird durch das Lambert-Beer’sche Gesetz (Gleichung 3)hergestellt.

A= S@vnmﬁo.&.n
A Absorption
I/1, Intensitat/ Intensitat beic=0
d Schichtdicke der Kiivette =1 cm
Gleichung 3: Lambert-Beer’sche Gleichung.

Die Umrechnung der gemessenen Absorptionsidnderung pro Minute in die Enzymaktivitat
erfolgt dann nach Gleichung 4.

R N AA |4 AA
Aktivitat —|_ = —- = — Ky
mL min &40 v-d min
Vv Testvolumen (1000 ul)
v Probenvolumen der Enzymldsung (10 pl)

K¢  Kivettenfaktor (16.08 mmol L™

Gleichung 4: Zusammenhang zwischen Aktivitat und dem Messwert, Absorption pro Minute.

Diese stellt mittels Lambert-Beer lUber den sogenannten Kivettenfaktor den proportionalen
Zusammenhang zwischen Aktivitat und Absorption pro Minute her. Der Kivettenfaktor ist
eine Konstante, die sich aus dem molaren Extinktionskoeffizienten von NAD(P)H, der
Schichtdicke der Kiivette und einer Assay-spezifischen Volumenkorrektur zusammensetzt.

Um Messgenauigkeit und die Giiltigkeit des Lambert-Beer’schen Gesetzes (Gleichung 3) zu
gewadhrleisten, wurden nur Messungen innerhalb des Absorptionsbereich von 0.2-1
berlicksichtigt. Die Giiltigkeit von Lambert-Beer im gewahlten Messbereich wurde durch
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Messung einer Eichkurve gezeigt (Abbildung 47). Es wird ersichtlich, dass eine lineare
Regression der gemessenen Absorptionswerte nur bei niedrigen Konzentrationen NADPH
moglich ist. Der im Assay genutzte Messbereich bis 0.15 mM NADPH ist noch einmal
vergroBert dargestellt und durch eine lineare Regression angendhert. Es wird in diesem
Bereich ein hohes BestimmtheitsmaR (R?) von 0.99 erreicht. In diesem Messbereich kénnen
also Aktivitatstests durchgefiihrt werden.

H A
45 -
E08 -
4 - & o
o % ® 0,6 -
g IS S 5
€ 3 | £ 04 -
s ® 5
:_n.- 2,5 - m 02 - <Hm~u_.mwwx
S ek R2 = 0,998
= ) -
5 0
[=] T T T 1
2 15 4
2 ¢ 0 005 01 015 02
1 ® ¢ NADPH [mM]
05 H
O T T T 1
0 0,5 1 1,5 2

¢ NADPH [mM]

Abbildung 47: Bestimmung der Korrelation von Absorption bei 340 nm und NADPH-Konzentration zwischen
0 mM und 2 mM NADPH und lineare Regression zwischen 0 und 0.15 mM zur Bestimmung des linearen

Bereichs.

Jede Messung wurde dreifach durchgefiihrt und arithmetisch gemittelt. Als Reaktionsgefalie
dienten 1 mL-Glaskiivetten oder UV-durchldssige Plastik-Kiivetten. Die verwendete
Messtemperatur ist 30 °C. Die Zusammensetzungen der Tests fir die verschiedenen Enzyme
inklusive Pipettierschema werden im Folgenden dargestellt. Die Bestandteile wurden jeweils
in der genannten Reihenfolge zusammengegeben.

9.2.6.1 Enreduktasen

Die Testreaktion, auf die sich alle angegebenen Aktivitatswerte von Enreduktasen beziehen,
ist die Bioreduktion von 2-Cyclohexenon (15) zu Cyclohexanon (16) (Schema 55). Zusatzlich
zum angegebenen Assay erfolgte jeweils auch eine Dreifachbestimmung des Hintergrundes
der gleichen Mischung ohne Substratzugabe. Es wurden zwei verschiedene Tests verwendet.
Eine Zuordnung ist daher bei jeder Aktivitaitsangabe vermerkt. Der erste Test, der sich
besonders fiir Enzym-Substrat Kombinationen hoher spezifischer Aktivitat eignet, ist in
Tabelle 35 beschrieben. Gegebenenfalls wurde der verwendete Puffer direkt vor dem Test
2h in einer Flasche mit Vakuumaufsatz unter Riihren entgast. Zusatzlich wurden zur
Etablierung eines Sauerstoff-verbrauchenden Systems die in Tabelle 36 und Tabelle 37
dargestellten, modifizierten Aktivitatstests fir Enreduktasen getestet.
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Enreduktase, KP;, pH 6.5

15 — 16

FMNH,(21) FM1)

e

NAD(P)H (4) NAD(P)* (5)

Schema 55: Darstellung der Bioreduktion von 2-Cyclohexenon (15), die als Standardreaktion im bereits
etablierten Aktivitatstest fir Enreduktasen verwendet wird. Bedingungen: KP; 20 mM, pH 6.5, 1.5 mM NADPH,
1 mM Substrat, 10 puL Enzymldsung.

Tabelle 35: Aktivitatstest 1 zur Bestimmung der Volumenaktivitat von Enreduktasen.

Cstammlésung \' CEnde
[mM] ] [mM]
KP;, pH 6.5 20 790
Substrat in KP; 10 100 1
NADPH in H,0 1.5 100 0.15
Enreduktase in KP; 20 mM, pH 6.5 - 10 -

Tabelle 36: Vorgehen zum Test eines moglichen Aktivitatstests mit Laccase/TEMPO/EtOH als Sauerstoff-
verbrauchendes System.

nmﬁmBB_mm::m Vv Cende
[mM] [pi] [mM]
KP;, pH 6.5 (entgast) 20 790
2-Cyclohexenon (15) in KP; 10 100 1
NADPH in H.0 1.5 100 0.15
EtOH ) 2 35
[U/mL] [mL] [U/mL]
Enreduktase in KP; 20 mM, pH 6.5 ) 10 )

Laccase (Agaricus bisporus) 30 62 5
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Tabelle 37: Aktivitatstest 2 zur Bestimmung der Volumenaktivitdt von Enreduktasen mit
Glukose/Glukoseoxidase als Sauerstoff-verbrauchendes System.

Cstammlésung Vv Cende
[mM] 118 [mM]

KP;, pH 6.5 20 370"
Substrat in KP; 10 50" 1
Glukose in KP; 1000 10" 100
Glukose- 10”  20U/mL
Oxidase®
NADPH in H,0 1.5 50 0.15
Enreduktase in - 10
KP; 20 mM, pH
6.5

b

mvmﬁmBB_am::m mit 3.5 mg/mL, 267 U/mg Lyophilisat wmmw wurde ein Mastermix aus den markierten

Bestandteilen hergestellt.

Der Aktivitatstest 2 wurde mit 500 puL Gesamtvolumen und 10 pL Enzymlésung durchgefiihrt,
wodurch die nach Gleichung 4 errechnete Aktivitat mit dem Faktor 0.5 korrigiert werden
muss.

9.2.6.2 Alkoholdehydrogenasen

Fiir Aktivitat-Assays von Alkoholdehydrogenasen wurde Acetophenon (ADH.s, ADHt) oder
Benzaldehyd (ADHy, ) verwendet. Das Protokoll ist in Tabelle 38 dargestellt.

Tabelle 38: Aktivitatstest zur Bestimmung der Volumenaktivitdt von Alkoholdehydrogenasen.

Cstammlbsung [mMM] Volumen _”_.h._.”_ Cende [MM]

KP;, pH 7, 1 mM MgCl, 100 0 -
Substrat in KP; 11 970 11
NAD(P)H in H,0 10 20 0.2

ADH in KP; pH 7 - 10 -
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9.2.6.2.1 Glukosedehydrogenase

Tabelle 39: Aktivitatstest zur Bestimmung der Volumenaktivitdat von Glukosedehydrogenase.

nm~m33_mm==m _”_3_<_“_ Volumen _“—‘_._-“_ CEnde _“3_<_”_

KP;, pH 7 100 790 -
Substratin KP; 10 100 1
NAD(P)"in H,0 10 100 1
GDH in KP; - 10 -

9.2.7 Michaelis-Menten-Kinetik

Zur Messung der Kinetik wurden die in Kapitel 9.2.6 beschriebenen Aktivitatstests
verwendet. Statt der angegebenen Substratlésung wurde jedoch jeweils eine
Konzentrationsreihe hergestellt und nacheinander mit der gleichen Menge Enzym
vermessen.

Die erhaltenen Messwerte wurden mittels der Enzymkonzentration in spezifische Aktivitaten
umgewandelt und mit Hilfe der Software Origin 9.1 nach dem Modell einer Michaelis-
Menten-Funktion (Gleichung 5) angenahert.

_ Umax X
1) = Ky + x

Gleichung 5: Michaelis-Menten-Funktion.

Aus der Kurve ergeben sich somit Werte fiir die Michaelis-Menten-Konstante Ky, und die
maximale Umsatzgeschwindigkeit vy Aus letzterer wurde mittels des Molekulargewichts
von YqgjM (38 kg/mol) die Wechselzahl k¢, _m-: und schlieBlich nach ke / Ky die katalytische
Effizienz errechnet.

9.2.8 Bestimmung des FMN-Gehalts von YqjM

Die Sattigung von YgjM mit FMN kann anhand von Gleichung 6 ermittelt werden. Diese
beruht auf der experimentellen Korrelation der spezifischen Aktivitat mit der FMIN-Sattigung,
wobei die extrapolierte maximale Aktivitat einer Sattigung von 1, also 100 % entspricht.
Diese betrug in dieser Messung mittels des Aktivitatstests 1 fiir YGjM WT ca. 4 U mg™. Durch
Inkubation mit 5mM FMN kann 95 %ige Sattigung einer YgjM-Losung mit 2.5 mg mL™"
Proteingehalt erreicht werden.

x:mm:*: \:wmzi

§=339-——=453-
\—Nwo=§ \—Nmozg

Gleichung 6: Formel zur Bestimmung der FMN-Sattigung von YgjM anhand von Absorptionsmessungen.
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9.2.9 Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteinkonzentrationen wurden, entweder mittels Bradford-Assay oder ndherungsweise
anhand der Absorption bei 280 nm bestimmt.

Zur Bestimmung der Enzymkonzentration von YqjM via der Absorption bei 280 nm wurden
bereits eingehende Untersuchungen Qcﬂn:mmajn.ag Dabei konnte fir YgjM ein spezifischer
von der FMN-Sattigung S abhangiger Extinktionskoeffizient bestimmt werden. (Gleichung 7)

mL

€280 nm — 1.015-S + 0.8 ~§|§

Gleichung 7: Spezifischer Extinktionskoeffizient von YqjM bei 280 nm.

Fiir einige Sattigung von 1 besteht daher ein Extinktionskoeffizient von 1.815. Nach
Inkubation mit 5mM FMN wurde falls nicht weitere Angaben gemacht sind zur
Vereinfachung der Extinktionskoeffizient als 2 angenommen.
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9.3 Material und Methoden — chemischer Teil
Glasgerdte und Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, wenn nicht selbst synthetisiert, von
den Firmen Alfa Aesar, Sigma-Aldrich Co., VWR International / Merck KGaA, Acros Organics
(Thermo Fisher Scientifics Inc.) oder TCl Europe bezogen. Die verwendeten Losungsmittel
waren entweder in reiner Form kommerziell erhadltlich oder wurden nach bekannten
Methoden!** weitgehend von Wasser und Verunreinigungen befreit. Dichlormethan,
Toluol, THF und Diethylether wurden mittels des Losungsmitteltrocknungssystems der Firma
MBraun (MB SPS-800) getrocknet. Fir Reaktionen unter Schutzgasatmosphare (Stickstoff-
oder Argonatmosphdre) wurden Glasgerdate verwendet, die lGber Nacht bei 110 °C im
Trockenschrank gelagert wurden. Die entsprechenden Reaktionen wurden nach Ublicher
Methode unter Anwendung der Schlenk-Technik QcS:mmE:_&:wo_

Produktaufarbeitung

Falls es nicht anders bei den jeweiligen Versuchen angegeben ist, wurden die verschiedenen
Losungsmittel am Rotationsverdampfer destillativ entfernt. Das Wasserbad wurde hierfir
auf eine Temperatur von ca. 40 °C (bei leicht fliichtigen Substanzen auf 30 °C) eingestellt.
Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck entfernt, wobei dieser je nach
Lésungsmittel variierte. Das Trocknen der Substanzen erfolgte im Vakuum bei ca. 10~ mbar,
um vorhandene Losungsmittelspuren zu entfernen.

Chromatographie

Diinnschichtchromatographie

Fir die Dilnnschichtchromatographie wurden Fertigfolien der Firma Macherey-Nagel,
POLYGRAM"® SIL G/ UV,ys4 mit Fluoreszenz-Indikator verwendet. Die Detektion erfolgte
entweder Uber UV-Absorption, mittels einer wassrigen Kaliumpermanganat-Losung oder
mittels einer Cer-Molybdat-Losung [10 g Ce(SO4),-4 H,0, 25 g Molybdatophosphorsaure,
60 mL konz. H,S0O4, 940 mL H,0], und anschlieBender Entwicklung mit einem HeilSluftfon.

Sdulenchromatographie

Flr die chromatographische Trennung mittels Saulenchromatographie wurde Kieselgel 60 M
der Firma Macherey-Nagel (40-63 um, 230-400 mesh) verwendet. Die jeweils bendtigten
Losungsmittel enthielten Gemische aus tiefsiedendem Petrolether (Sdp. 40-60 °C) und
Essigsaureethylester oder n-Pentan, Diethylether und Dichlormethan.

HPLC

Die Enantiomerenanalytik der chiralen Verbindungen wurde mit einem Gerat der Firma
Dionex/Thermofischer (UltiMate 3000) durchgefihrt. Es wurden folgende chirale Sdulen der
Firma Daicel verwendet: Chiralpak IC (¢=0.46 cm, Lange=25cm), Chiracel OD-H
(¢ =0.46 cm, Lange = 25 cm) und Chiralpak IA (¢ = 0.46 cm, Lange = 25 cm). Als mobile Phase
dienten Gemische aus n-Heptan und Isopropanol, die jeweils vor den Messungen im
Ultraschall-Bad (Firma Branson Modell 1210 und 1510) entgast wurden. Die verwendeten
Wellenldangen, die Retentionszeiten, die stationdren Phasen sowie die jeweiligen Flussraten
(mL*min’") sind im Experimentalteil angegeben.
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Kernresonanzspektroskopie

Die Messungen der NMR-Spektren erfolgten an folgenden Geréten:
'H-NMR-Spektren: Bruker Avance/DRX 600 (Messfrequenz: 600 MHz)
13C_.NMR-Spektren: Bruker Avance/DRX 600 (Messfrequenz: 151 MHz)

Samtliche NMR-Messungen wurden in deuterierten Losungsmitteln aufgenommen. Die
Spektren wurden auf die charakteristischen Losungsmittelsignale kalibriert. Die chemische
Verschiebung wurde in ppm und die GrolRe der Kopplungskonstante J in Hz angegeben. Bei
der Beschreibung der Multiplizititen der einzelnen Signale wurde auf die folgenden
gangigen Abkilrzungen zuriickgegriffen: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), g (Quartett), m
(Multiplett) und br (verbreitetes Signal). Die Zuordnung der Signale erfolgte anhand der
Kopplungskonstanten, Multiplizitaten, DEPT-, COSY-, HSQC- und HMBC-Spektren.

Massenspektrometrie/Gaschromatographie

Die Massenspektren wurden entweder am Institut fiir Bioorganische Chemie der Heinrich-
Heine-Universitat Diisseldorf oder am Zentralinstitut fiir Engineering Elektronik und Analytik
(ZEA) des Forschungszentrums Jilich angefertigt. Im Institut fir Bioorganische Chemie wurde
fur MS-Messungen ein GC-MS mit ElektronenstoRBionisation (EI und
Quadrupolmassenanalysator der Firma Hewlett Packard, Modell HP6890 mit der
Kapillarsaule HP5MS  genutzt. Hier wurde in allen Messungen dasselbe
Standardtemperaturprogramm verwendet. Die Angabe der El-Fragmente erfolgte
typischerweise relativ zu dem Hauptfragmentpeak (100 %).

Fiir die Gaschromatographie wurde aullerdem ein Gerat mit Flammenionisationsdetektor
(FID) der Firma Thermofischer (Modell: Trace GC) verwendet. Hier standen vier verschiedene
chirale Sdulenmaterialien der Firma Macherey-Nagel zu Verfiigung: FS Lipodex G, FS Lipodex
E, Hydrodex BTBDAc und Hydrodex B3P. Die verwendete Sdule und das zugehorige
Programm sind jeweils bei der analysierten Substanz mit angegeben.

Drehwerte

Die Drehwerte der optisch aktiven Substanzen wurden mittels Polarimeter der Firma
PerkinElmer des Typs 341 bei 589 nm (Natrium-D-Linie) gemessen. Die Messungen erfolgten
in einer temperierten zylindrischen Messzelle mit der Pfadlange 1 dm. Die verwendete
Konzentration, Temperatur und das Losungsmittel sind beim jeweiligen Versuch aufgefiihrt.
Durch mindestens zwei unabhangige — arithmetisch gemittelte — Messungen wurden die
Drehwerte nach Gleichung 8 berechnet.
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a .
20 — HOO . Gerat
[a]p c-d

OGerit gemessener Wert [°]

20.0

[alp spezifischer Drehwert der Verbindung bei der Wellenlange der

Natriumlampe und 20.0 °C [ mL / cg dm].
c Konzentration der vermessenen Lésung [cg/mL].

d Lange der vermessenen Flissigkeitssaule [dm].

Gleichung 8: Gleichung zur Berechnung des spezifischen Drehwerts aus den Messdaten.
Infrarotspektren

Die Infrarotspektren wurden an einem PerkinElmer SpectrumOne IR-Spetrometer
aufgenommen. Hierbei wurden die Proben im ATR-Verfahren (abgeschwachte
Totalreflexion) als Film vermessen. Die Lage der Absorptionsbanden im Spektrum wurde in
Wellenzahlen 5 [cm™] angegeben und die Zuordnung auf charakteristische Banden
reduziert.

Schmelzpunkte

Mit einem Messgerdt der Firma Blchi (Melting Point B-540) wurden die Schmelzpunkte
gemessen und nicht korrigiert. In den Fallen, bei denen kein exakter Schmelzpunkt ermittelt
werden konnte, sind die Schmelzbereiche angegeben.
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9.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

9.3.1.1 Bioreduktionen im analytischen MaRstab

Alle Bioreduktionen im analytischen MaBstab wurden in 1.5 mL Eppendorf-Tubes
durchgefiihrt und soweit nicht anders angegeben mit IMAC-gereinigtem Enzym
durchgefiihrt. Unter Umsatz wird, soweit nicht anders angegeben, der per GC oder HPLC
detektierte Umsatz zu Produkt(en) verstanden. Eventuell nicht sichtbare Nebenprodukte
wurden dabei, falls nicht anders angegeben, nicht bericksichtigt. Die Testreaktionen wurden
entsprechend der in Tabelle 40 angegebenen Reihenfolge zusammenpipettiert und im
temperierten Schittler bei 30 °C und 250 upm fir 24 h inkubiert. Der jeweils anfangs
eingestellte Anfangs-pH-Wert ist bei jedem Experiment angegeben.

Tabelle 40: Protokoll des Standard-Testansatzes fiir Enreduktaseumsetzungen im 1 mL-Mafstab.

Substanz Cstammissung  V Cende [MM] /
[mM] (ui] Gehalt
KP; 20 auf 1 mL Auffillen
Glukose in KP; 1000 20 20
NADP*inKP; 5 40 0.2
Substrat Reinstoff 1 -
500 10 5
Cosolvens - 10 1% (v/v)
GDH - - ca.1U
Enreduktase - - 0.3-1U

Zur Aufarbeitung wurde die Reaktion nach der Inkubationzeit mit 450 uL Methyl-tert-
butylether (MTBE) oder Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde abgenommen
und sofort per GC an chiralen Saulenmaterialien, GC/MS oder HPLC analysiert. Als
Positivkontrolle wurde jeweils das Substrat Cyclohexenon mit der gleichen Enzymmenge
umgesetzt. Bei Einsatz von 0.3 U YqjM WT wird Cyclohexenon zu 100 % umgesetzt. Bei
unbekannten Substraten wurden Negativkontrollen ohne Enzymzugabe vermessen um das
Verhalten des Substrats unter den Reaktionsbedingungen zu untersuchen.
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9.3.1.2 Bioreduktion im praparativen MaRstab mittels YqjM

Das Substrat (ca. 1 mmol) wurde unter Argon in einem Zweihalskolben vorgelegt und
nacheinander mit KP; (100 mM, pH 7.5 entgast), NADP" (0.3 mM), Glukose (250 mM), 2-
Methyltetrahydrofuran [1 % (v/v)] and GDH (ca. 2.5 U in KP;-Puffer, pH 7) versetzt und
mittels eines Teflonmagnetrihrstdbchens geriihrt. Sodann wurde eine pH-Elektrode und
eine Blrette mit automatischem Titriersystem installiert um den pH-Wert korrekt
einzustellen und wahrend der Reaktion konstant zu halten. Zuletzt wurde eine geeignete
Enreduktase zugegeben. Das Gesamtvolumen des Reaktionsgemisches betrug 20 mL
(Substratkonzentration 50 mM). Nach 24 h wurde der Reaktionsfortschritt kontrolliert und
gef. eine weitere Menge Enzym, NADP® und GDH zugegeben um méglichst vollstindigen
Umsatz zu erreichen.

Zur Aufarbeitung wurde die Reaktion durch Zugabe von Ammoniumsulfat Ao.mmB_.-J
gequencht und fiir mindestens 1 h gertihrt. Dann wurde das Gemisch (iber Celite gefiltert,
die wassrige Phase mit MTBE oder EE extrahiert, getrocknet und das Losungsmittel bei
vermindertem Druck entfernt. Ggf. folgte eine Aufreinigung. Die Produkte wurden soweit
nicht anders angegeben per 'H-NMR, GC (chirale stationdre Phase) und Polarimetrie
analysiert und mit den Referenzsubstanzen verglichen.

9.3.1.3 Reduktion mittels H-Cube™

Das Substrat wurde als 50 mM Losung in den H-Cube™ eingetragen und uber die
Katalysatorkartusche geleitet. Nach abgeschlossener Reaktion wurde der H-Cube™ mit THF
(10 mL/mmol) gespiilt. Die Uberprifung des Umsatzes erfolgte mittels GC oder *H-NMR. Bei
unvollstindigem Umsatz wurde die Reaktionslésung erneut in den H-Cube™ eingetragen.
Nach Erreichung des vollstindigen Umsatzes wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt.

9.3.1.4 Benzylische Schiitzung mittels Trichloroacetimidat

NH
: CF4SOsH
R _R 39U3 .
2 ox__/oo_w . o R
/ CH,Cl, R
0 °C bis RT

Schema 56: Allgemeines Schema der Benzylschiitzungen von Alkoholen mittels Trichloracetimidat.

Unter N,-Atmosphire wurde der Alkohol (1 Aq.) in Dichlormethan (3.5 mL/mmol Alkohol)
vorgelegt und auf 0 °C gekihlt. Dazu wurde das Benzyl-Trichloroacetimidat-Reagenz (136,
1.5 Aq.) und Trifluormethansulfonsiure (11 pL/mmol Alkohol) gegeben. AnschlieRend wurde
die Kuhlung entfernt und die Reaktion fiir 20 h bei Raumtemperatur gerihrt. Zur
Aufarbeitung wurde der Reaktionsansatz liber Celite filtriert, mit Dichlormethan gewaschen
und das Produkt mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen. Die wassrige
Losung wurde nochmals mit Dichlormethan ausgeschiittelt. Die vereinigten, organischen
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Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem
Druck entfernt.

9.3.1.5 Reduktion mittels LiAlH,4

Lithiumaluminiumhydrid (1.25 Aq.) in THF (1 mL/mmol) wurde unter Inertgas-Atmosphéare
(N2) auf -10 °C gekihlt. Das Substrat wurde in THF (1 mL/mmol) geldst und Uber 1 h unter
Rihren der Reaktionslosung zugetropft. Danach wurde Uber 1 h bei =5 °C und 2 h bei RT
weitergerihrt und die Temperatur danach auf 0 °C eingestellt. Es erfolgte die Zugabe von
Wasser (47 uL/mmol), NaOH (47 uL/mmol) und erneut Wasser (141 uL/mmol). Das gefillte
Aluminiumhydroxid wurde abfiltriert und das Filtrat mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen.
Die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat extrahiert und mit Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Einengen der organischen Phase erfolgte am Rotationsverdampfer unter vermindertem
Druck.

9.3.2 Synthesevorschriften und Analytik zum Kapitel 7.2 Studien zur
Selektivitatsanderung der Enreduktase YqjM

9.3.2.1 Substratsynthesen mittels der Morita—Baylis—Hillman-Reaktion

Einen  direkten  Zugang zu  2-Hydroxymethyl-substituierten,  a,B-ungesattigten
Carbonylverbindungen bietet die in Schema 57 dargestellte Morita—Baylis—Hillman-Reaktion.
Diese wurde daher soweit moglich zur Herstellung derartiger Substrate genutzt. Es wurden
die Ester 36, 102, 103, 101, 117, die Ketone 106 und 109 sowie der Aldehyd 118 auf diese
Weise hergestellt und ihre Synthesevorschriften sind im Folgenden dargestellt. Die
Herstellung des Aldehyden 107 via Morita—Baylis—Hillman-Reaktion (Kapitel 9.3.2.3) war
nicht erfolgreich kénnte aber mit den Erkenntnissen aus der Syntheseoptimierung von 118
vermutlich ebenso erfolgen.

R o R" 0O
\L + Katalysator
R? ~  HO R?
Losungsmittel

Schema 57: Allgemeines Schema der Morita—Baylis—Hillman-Reaktion.

Morita—Baylis—Hillman-Reaktion - Variante A

Die ungesattigte Carbonylverbindung wurde in einem Lésungsmittelgemisch aus 1,4-Dioxan
oder THF und Wasser (1:1, v/v) vorgelegt. Dazu wurde der Aldehyd (wdssrige Lsg.) getropft
und anschlieBend der Aminkatalysator zugegeben. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur
gerihrt bis per 'H-NMR keines der Edukte mehr detektiert wurde. Zur Aufarbeitung wurde
angesduert (pH 3-4), mit Ethylacetat extrahiert, mit gesattigter Natriumchloridlésung
gewaschen, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und bei vermindertem Druck das
Losungsmittel entfernt.
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Morita—Baylis—Hillman-Reaktion - Variante B

In Anlehnung an eine Vorschrift von Nicolaou et al.™®" wurde in einem Schlenk-Kolben unter

Stickstoff die ungesattigte Carbonylverbindung in 2/3 des Gesamtvolumens THF vorgelegt.
Dazu wurde bei 0°C Formaldehyd gegeben, der Katalysator im Ubrigen THF gel6ést und
ebenfalls bei 0 °C zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde langsam auf RT aufgewarmt und
weiter geriihrt bis die Reaktionskontrolle per DC oder'H-NMR zeigte, dass die
Nebenprodukte  bedeutend zunahmen. Zur  Aufarbeitung wurde  gesattigte
Ammoniumchlorid-Losung zugegeben, die Phasen getrennt und die wassrige Phase
extrahiert. Die organischen Phasen wurden (iber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel bei vermindertem Druck entfernt.
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9.3.2.1.1 2-(Hydroxymethyl)-acrylsduremethylester (36)

(@] CH,O
DABCO
-
| 0 . HO o~
Dioxan/Wasser
RT

91 36

Optimierte Versuchsvorschrift:

Die Verbindung wurde nach der Vorschrift A flr Morita—Baylis—Hillman-Reaktionen
dargestellt. Es wurden 4.10 mL Acrylsduremethylester (90) (1.5 Ag., 45 mmol), 3.0 mL
Formaldehyd (37 %ig, 1 Ag., 30 mmol) und 5.1 g 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (1.5 Aq., 45.0
mmol) in 45 mL Dioxan-Wasser-Gemisch eingesetzt. Das Produkt 36 wurde als schwach
gelbes Ol in ca. 90 % Reinheit (NMR) erhalten und fiir weitere chemische Umsetzungen in
dieser Form eingesetzt.

Ausbeute (36) (116.12 g/mol): 2.03 g (17.5 mmol, 58 %).

Um flr Enzymassays eine optimale Reinheit zu erhalten wurden 1.24 g (10.7 mmol) des
Rohprodukts weiter aufgereinigt. Durch Vakuumdestillation (0.15 mbar, 30°C
Ubergangstemperatur) nach Zugabe des Polymerisationsinhibitors Phenothiazin (35 mg,
0.18 mmol) wurde das Produkt als farbloses Ol, ohne groRe Ausbeuteverluste im Vergleich
zum Rohprodukt erhalten.

Ausbeute (36) (116.12 g/mol): 1.21 g (10.4 mmol).

DC R¢ = 0.4 (PE/EE, 50:50).

Farbung erfolgte mittels schwefelsaurer Cerammoniummolybat-Lésung.

36
'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] =6.27 (dt, “sa35=0.9Hz, “s,1-= 0.8 Hz, 1H, 3-H.), 5.85 (dt, “Jsp1 = 1.4 Hz,
?Jap,32 = 0.9 Hz, 1 H, 3-Hy), 4.34 (ddd,”J1- on = 6.6 Hz, *J1-3p = 1.4 Hz,%); 3, = 0.8 Hz, 2H, 1"-H),
3.80 (s, 3H, OCHs), 2.24 (br, 1H, OH).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 166.9 (C-1), 139.4 (C-3), 126.1 (C-2), 62.8 (C-1'), 52.1 (OCHs).
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IR (ATR, Film):

7 [em™] = 3660-3010 (O-H v, br), 2955 (C-H v, aliph.), 1719 (C=0 v), 1635 (C=C v), 1438, 1216
(C-O v), 1155, 1054.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 115 (3) [(M-H)'], 87 (100), 85 (72) [(M-CH30)"], 84 (73) [(C4H.0,)'], 55 (70)
[C3H50)].

tr (GC/MS): 4.2 min
Nach langerer Lagerung zeigte sich ein Abbauprodukt: m/z (%) = 115, 99, 83, 69, 55.

tr (GC/MS): 4.0 min.

Siedepunkt:
30 °C (0.15 mbar)

entspricht ca. 230 °C (1 atm)

GC:

Saule: Lipodex G

Temperaturprogramm: 50 °C (40'is0), 5 °C/min auf 120 °C (5' iso).
tr: 42.3 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[*%

9.3.2.1.2 2-(Hydroxymethyl)-acrylsaureethylester (101)

0 CH,0 o
DABCO
o> HO o™
_ Dioxan/Wasser
RT
98 101

Die Verbindung wurde nach der allgemeinen Vorschrift fiir Morita—Baylis—Hillman-
Reaktionen A durchgefiihrt. Es wurden 740 pL Formaldehyd (37 %ig, 1 Ag., 10 mmol), 3.25
mL Acrylsidureethylester (3 Ag., 30 mmol) und 3.8 g DABCO (3 Ag., 30 mmol) in 10 mL
Dioxan-Wasser-Gemisch eingesetzt. Das Produkt wurde nach 6 Tagen Rihren in einer
Rohausbeute von 1.16 g erhalten. Aufreinigung durch Sdulenchromatographie (PE/EE, 70:30)
ergab das Produkt als farbloses Ol.
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Ausbeute (101, 130.14 g/ mol): 586 mg (4.5 mmol, 45 %)

DC
Rf=0.37 (PE/EE, 70:30)
Farbung erfolgte mittels einer wassrigen Kaliumpermanganatldsung.

OH O
1 2 ] O\/N

101
'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

5 [ppm] =6.26 (dt, *Js53p=1.3 Hz, *J5,1-=0.8 Hz, 1H, 3-H.), 5.83 (dt, “J3p1 = 1.4 Hz,
?J3p3a = 1.3 Hz, 1H, 3-Hy), 4.33 (ddd, *J1 o4 = 6.6 Hz, /3 35 = 1.4, *J1-3, = 0.8 Hz, 2H, 1°-H), 4.25
(q, *J1 5+ = 7.1 Hz, 2H, 17-H), 2.30 (t, br,*Joy, 1 = 6.6 Hz, 1H, OH), 1.32 (t, *J5 1~ = 7.1 Hz, 3H,
2°"-H).

3C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 166.5 (C-1), 139.7 (C-2), 125.8 (C-3), 62.9 (C-1'), 61.1 (C-1""), 14.3 (C-2").

IR (ATR, Film):

v [cm™] =3430 (O-H v, br), 2984 (C-H v, aliph.), 1709 (C=0 v), 1638 (C=C v), 1449, 1388,
1155, 1055, 949.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 129 (2) :_/\_-IE‘ 113 (8) :_/\_-OIE\ 101 (61) 2_<_-ONImVJ‘ 85 (100) :_/\_-ONImOVJ‘ 73
(41) [(M- C5Hs0)"], 55 (52) [(C3H30)"].
tr (GC/MS): 4.9 min

NMR- und IR-Daten stimmen mit der Literatur Giberein.™**
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9.3.2.1.3 2-(Hydroxymethyl)acrylsiure-tert-butylester (103)

CH,0

0] (0]
LA Aminkatalysator LA
o ~  HO o
_ RT-60 °C
103

100

Diese Morita—Baylis—Hillman-Reaktion wurde nach der allgemeinen Vorschrift A
durchgefiihrt. Es wurden 74.5 uL Formaldehyd-Lésung (37 %ig, 1 Aq., 1 mmol), 439.4 uL
Acrylsdure-tert-butylester (100) (3 Ag., 3 mmol) und 379 g DABCO (3 Aqg., 3 mmol) in 1 mL
Dioxan-Wasser-Gemisch eingesetzt. Das Gemisch wurde nach 24 h Rihren bei
Raumtemperatur, das kaum zu Umsatz fiihrte, fiir 6 h auf 60 °C erhitzt. Nachdem per 'H-
NMR vollstandiger Umsatz detektiert wurde, wurde aufgearbeitet und das Rohprodukt als
gelbliches Ol erhalten.

Rohausbeute (103, 158.20 g/ mol): 30 mg (0.19 mmol, 19 %).

Alternative Vorgehensweise:

In Anlehnung an eine Vorschrift von Zhang et al.*% wurden 744 puL Formaldehyd-Lésung

(37 %ig, 1 Ag., 10 mmol), 952 uL Acrylsdure-tert-butylester (100) (0.65 Aq., 6.5 mmol) und
82 mg DABCO (0.07 Ag., 0.65 mmol) in 2.5 mL THF-Wasser-Gemisch (v/v 1:1) bei 55 °C
geriihrt bis per 'H-NMR vollstindiger Umsatz detektiert wurde (ca. 7 Tage). Nach
Aufarbeitung wurde via Sdulenchromatographie (PE/EE, 70:30) aufgereinigt und das Produkt
als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (103, 158.20 g/ mol): 464 mg (2.93 mmol, 29 %).

DC
R¢ = 0.4 (PE/EE, 70:30)

Farbung erfolgte mittels einer wassrigen Kaliumpermanganatldsung.

'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

8 [ppm] = 6.15 (dt, *J35,35 = 1.5 Hz, *J351 = 0.8 Hz, 1H, 3-H.), 5.74 (dt, *J3p,30= 1.5 Hz, *J31 = 1.4
Hz, 1H, 3-Hp), 4.28 (dd, *J1 3o = 1.4 Hz, *J1- 3, = 0.8 Hz, 2H, 1°-H), 1.51 (s, 9H, 2""-H).

3C-.NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 165.9 (C-1), 140.9 (C-2), 125.0 (C-3), 81.6 (C-1"'), 63.0 (C-1°), 28.2 (C-2"").
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IR (ATR, Film):

7 [em™] = 3462 (v O-H, br), 2979, 2934 (v C-H, aliph.), 1706 (v C=0), 1638 (v C=C), 1369, 1148
(v C-O-C), 1054 (v CH,-OH), 847.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 143 (1) [(M-CHs)*], 103 (9), 85 (43) [(M-C4Hs0)*],73 (8) [(C4HsO)'], 57 (100)
[(CsH50)'], 56 (76).

tz (GC/MS): 5.6 min
Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten Daten iiberein.!**

9.3.2.1.4 2-(Hydroxymethyl)acrylsdure-n-butylester (102)

o CH,0 o
DABCO
o> HO o>
_ RT-60°C
99 102

Die Verbindung wurde nach der allgemeinen Vorschrift fir Morita—Baylis—Hillman-
Reaktionen A durchgefiihrt. Es wurden 75 plL Formaldehyd (37 %ig, 1 Aq., 1 mmol), 430 pL n-
Butylacrylat (99) (3 Aqg., 3 mmol) und 379 mg DABCO (3 Aq., 3 mmol) in 2 mL Lésungsmittel-
Wasser-Gemisch eingesetzt.

Dioxan-Wasser: Rohausbeute (102, 158.19 g/ mol): 92 mg (0.58 mmol, 58 %)
THF-Wasser. Rohausbeute (102, 158.19 g/ mol): 97 mg (0.61 mmol, 61 %)

Im 10 mmol MaRstab wurde mit 10 mL Dioxan-Wasser-Gemisch gearbeitet, da hier etwas
weniger Nebenprodukte gebildet wurden. Das Produkt wurde nach 7 Tagen Riihren in einer
Rohausbeute von 1.54 g erhalten. Aufreinigung durch Saulenchromatographie (PE/EE, 70:30)
ergab das Produkt als farbloses Ol.

Ausbeute (102, 158.19 g/mol): 1.03 g (6.5 mmol, 65 %)
DC

Rf = 0.5 (PE/EE, 70:30).
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102

'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 6.25 (dt, *J3230 = 1.3 Hz, *J3,1- = 0.7 Hz, 1H, 3-H,) 5.82 (dt, *J3p3. = 1.3 Hz,*J3,1- = 1.3
Hz, 1H, 3-Hp), 4.33 (ddd, *J1 o1 = 6.6 Hz, *J1 35 = 1.3 Hz, *J1- 3, = 0.7 Hz, 2H, 1"-H), 4.19 (t, *J1- o~
= 6.6 Hz, 2H, 17"-H), 2.24 (t, *Jon1 = 6.6 Hz, 1H, OH), 1.67 (tt, )y~ 3~ = 7.5 Hz, /-1~ = 6.6 Hz,
2H, 2°"-H), 1.42 (tq, *J3~ = 7.5 Hz, *J3- 4 = 7.4 Hz, 2H, 3""-H), 0.95 (t, *J4~ 3 = 7.4 Hz, 3H, 4'-
H).

3C-NMR (CDCl3, 151 MHz):
& [ppm] = 166.4 (C-1), 139.5 (C-2), 125.6 (C-3), 64.8 (C-1""), 62.7 (C-1’), 30.6 (C-2"), 19.2 (C-
37), 13.7 (C-47).

IR (ATR, Film):

v [em™] = 3429 (v O-H, br), 2961, 2935, 2875 (v C-H, aliph.), 1710 (v C=0), 1635 (v C=C), 1158
(v C-0-C), 1052 (v CH,-OH), 946, 818.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 129 (3) [(M-C;Hs)"], 102 (11) [(M-C4Hs)'], 85 (100) [(C4HsO2)'], 73 (30) [(CaHs0)'],
57 (51) [(CsHsO)], 56 (52) [(C3H40)"], 55 (34) [(C3H30)"].

tz (GC/MS): 6.9 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten Daten iberein.!**

9.3.2.1.5 2-(Hydroxmethyl)pent-1-en-3-on (109)

CH,0
DABCO

@)
X

HO
THF

0°C - RT
137 109

Diese Morita—Baylis—Hillman-Reaktion wurde nach der allgemeinen Vorschrift B
durchgefiihrt. Es wurden 410 plL Ethylvinylketon (137; 1 Aq., 4 mmol), 447 uL Formaldehyd
(37 %ige Losung, 1.5 Ag., 6 mmol) und 50.5 mg DABCO (0.1 Aq., 0.4 mmol) verwendet. Die
Gesamtmenge THF betrug 3 mL und die Reaktion wurde nach 3 h Riihren aufgearbeitet. Die
Extraktion erfolgte mit Diethylether. Das Produkt wurde moglichst sofort per
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Vakuumdestillation aufgereinigt (0.072 mbar, Ubergangstemperatur 40-45°C). Das
Reinprodukt 109 wurde als oranges Ol erhalten.

Ausbeute (109, 114 g/mol): 73 % (334 mg, 2.93 mmol)

DC
Rf=0.33 (PE/EE = 80:20).
Rf = 0.46 (PE/EE = 50:50), Farbung erfolgte jeweils mit Kaliumpermanganat-Losung.

OH O

'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

Slppm] =6.11 (dt, “J3.1=0.7Hz, “J3.3=0.4Hz, 1H, 3-H,), 5.99 (dt, /31 =1.3 Hz,
*J3,3a = 0.4 Hz, 1H, 3-Hy), 4.32 (dd, “J3 3p = 1.3 Hz,%/3 3, = 0.7 Hz, 1H, 1°-H), 2.75 (q, *)1- 2~ = 7.3
Hz, 2H, 1-H), 2.36 (s, br, 1H, OH), 1.11 (t, *Jo~ 1+ = 7.3 Hz, 3H, 2""-H).

3C_NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 203.2 (C-1), 146.8 (C-2), 125.0 (C-3), 62.9 (C-1'), 31.2 (C-17'), 8.2 (C-2").

IR (ATR, Film):

v [cm™] = 3413 (O-H v, br), 2980, 2940 (C-H v, aliph.), 1666 (C=0 v), 1378, 1066, 1019, 978,
946.

MS (El, positive lonen, 70 eV):
m/z (%) = 113 (2) [(M-H)™], 85 (100) [M-C,Hs)™], 57 (35) [(M-C3Hs0)].

tz (GC/MS): 4.8 min

Siedepunkt:
40-45 °C (0.072 mbar)

entspricht ca. 220 °C (1 atm)
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GC:

Saule: FS-Lipodex E

Temperaturprogramm: 60 °C (5'iso), 5 °C/min auf 150 °C (5' iso).
tr: 17.5 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten Daten iiberein.!*3®

9.3.2.1.6 3-(Hydroxymethyl)but-3-en-2-on (106)

o CH,0

DABCO
S oo

THF
0 °C-RT

114 106

Diese Morita—Baylis—Hillman-Reaktion wurde nach der allgemeinen Vorschrift B
durchgefiihrt. Es wurden 21.7 mL Methylvinylketon (114, 1 Aqg., 20 mmol), 3.8 mL
Formaldehyd (37 %ige Losung, 2.5 Aqg., 50 mmol) und 2.53 g DABCO (1 Ag., 20 mmol)
verwendet. Die Gesamtmenge THF betrug 27 mL und die Extraktion erfolgte nach 24 h
Reaktionszeit ~mit  Ethylacetat. = Nach  Aufreinigung des  Rohprodukts  per
Saulenchromatographie (PE/EE, 50:50) wurde das Produkt als hellgelbes Ol spektroskopisch
rein erhalten.

Ausbeute (106, 100 g/mol): 34 % (681 mg, 6.8 mmol).
Literaturausbeute: 30 % 13U

Nach zusitzlicher Vakuumdestillation bei 0.12 mbar (Ubergangstemperatur 40 °C) kann das
Produkt als farbloses Ol erhalten werden.

DC
R¢ = 0.3 (PE/EE = 50:50).

Farbung erfolgte mittels schwefelsaurer Cerammoniummolybdatlésung.
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106
'H-NMR (CDCl3, 600 MHz):

S [ppm] = 6.13 (s, 1H, 3-H,), 6.05 (dt, *J3p1- = 1.3 Hz, “J3p3. = 1.3 Hz, 1H, 3-Hy), 4.32 (ddd,
*J1on = 6.5Hz, *Jy 3= 1.3 Hz, *Jy- 3p= 0.7 Hz, 2H, 1°-H), 2.38 (s, 3H, 17"-H), 2.35 (t, *Jou, 1 =
6.5 Hz, 1H, OH).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

§ [ppm] = 200.5 (C-1), 147.3 (C-2), 126.3 (C-3), 62.6 (C-1°), 26.1 (C-17").

IR (ATR, Film):

v [em™] =3409 (O-H v, br), 2927 (C-H v, aliph.), 1666 (C=0 v), 1367, 1303, 1220, 1135, 1052
(C-0v), 1030, 973.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 99 (2) [(M-H)"], 85 (100) [M-CH3)"], 57 (8) [C3Hs0)"], 55 (9) [(C3H30)"].
tr (GC/MS): 3.8 min

Siedepunkt:

ca. 40 °C (0.12 mbar)

entspricht ca. 240 °C bei Atmospharendruck (1.013 mbar = 1 atm).

Lit.: 55 °C (0.7-1 Torr) entsprechen 230 °C (1 atm).

GC:

Saule: Lipodex E

Temperaturprogramm: 60 °C (5'iso), 5 °C/min auf 150 °C (5' iso).
tr: 14.6 min

oder

Saule: FS-Lipodex G

Temperaturprogramm: 50 °C (40'is0), 15 °C/min auf 150 °C (5' iso).

tr: 32.6 min
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Die gemessenen NMR und IR-Daten stimmen mit der Literatur iiberein. (361371

9.3.2.2 Synthese der Hydroxyl-geschiitzten Roche-Ester-Vorlaufer

Die Hydroxyl-geschitzten Varianten des Roche-Ester-Vorlaufers 36, wurden zweistufig aus
diesem Uber die Zwischenstufe des 2-(Bromomethyl)acrylsduremethylester (138) und
anschlieRende nukleophile Substitution mit den verschiedenen Benzylalkoholen bzw.
Allylalkohol hergestellt (Schema 58). So wurde die Benzyl-geschiitzte Variante 92 in einer
Gesamtausbeute von 53 % erhalten. Das Allyl-geschiitzte Substrat konnte in 63 % Ausbeute
aus 36 erhalten werden. AuBerdem wurden die benzylgeschiitzten Varianten 111, 113 und
112 so erhalten.
O

O @)
IO{*/O\ wﬂ%ﬁO\ - RO O\

36 94 92/93/111/113/112

Schema 58: Allgemeines Schema der Herstellung geschiitzter Derivate von 36.

Fir die Benzylschiitzung wurde auch eine einstufige, Palladium-katalysierte Variante der
Schitzung getestet, die jedoch mit 28 % Ausbeute keinen Vorteil brachte.

9.3.2.2.1 2-(Bromomethyl)acrylsduremethylester (94)

o) o)
_ _Um—.w
HO o) ———  Br o~
Et,0
-5 °C-RT

36 94

In Anlehnung an eine Vorschrift von Villieras et al.**® wurde in einem Schlenk-Rohr unter

Inertgasbedingungen 2-(Hydroxymethyl)-2-propensiduremethylester (36, 1 Aq., 4.5g, 39
mmol) in trockenem Diethylether (225 mL) vorgelegt. Dazu wurde vorsichtig bei -5 °C
Phosphortribromid (0.54 Aq., 2mL, 21 mmol) zugetropft und unter Erwdrmen auf
Raumtemperatur ca. 2 h weitergerihrt, bis DC und 'H-NMR vollstandigen Umsatz anzeigten.

Zum Quenchen erfolgte Zugabe von Wasser bei 0 °C. Es wurde mit Diethylether extrahiert,
mit gesattigter Natriumchloridlésung gewaschen und nach Trocknung (iber Magnesiumsulfat
wurde unter vermindertem Druck das Losemittel entfernt. Das Produkt wurde nach
sidulenchromatographischer Reinigung (Eluent: Dichlormethan) als schwach gelbes Ol
erhalten.

Ausbeute (94, 179 g/mol): 72 % (5 g, 27.9 mmol).
DC

R¢ = 0.7 (CH,Cl,). Farbung mit wassriger Kaliumpermanganat-Losung.
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94
'H-NMR (CDCl3, 600 MHz):

S [ppm] = 6.34 (d, *J35,3o = 0.7 Hz, 1H, 3-H,), 5.96 (dt, *J3p1 = 0.9 Hz, *J3p,3, = 0.7 Hz, 1H, 3-Hy),
4.18 (d, “J1- 3p = 0.9 Hz, 2H, 1'-H), 3.82 (s, 3H, OCHs).

3C.NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 165.5 (C-1), 137.5 (C-2), 129.4 (C-3), 52.5 (OCH3), 29.4 (C-1°).
IR (ATR, Film):

v [em™] = 2950 (C-H v, aliph.), 1731 (C=0 v), 1459 (C-H-6), 1174.

MS (EIl, positive lonen, 70 eV): 15-08-2012

m/z (%) = 180 (19) [M*(Br®))] , 178 (19) [M*(Br’®)], 149 (29) [(C4H4Br?'0)*], 147 (39)
[(C4H4Br’°0)*], 121 (22) [(C5H4Br®Y)*], 119 (23) [(C3H4Br’®)*], 99 (100) [(M-Br)'].

tr (GC/MS): 5.0 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.!**!

9.3.2.2.2 2-(Benzyloxymethyl)acrylsauremethylester (92)

Q PhCH,OH, PdCl, Q
HO o~ g 0 o
Dimethoxyethan,
50 °C, 24 h
36 92

In Anlehnung an eine Vorschrift von Hosokawa et al. wurde in einem sekurierten Schlenk-
Kolben der Roche-Ester-Vorldufer 36 (1 Ag., 1 mmol, 116 mg) in 2 mL Dimethoxyethan
vorgelegt. Bei Raumtemperatur wurden Palladium(ll)chlorid (3 mol%, 0.03 mmol, 5.2 mg)
und Benzylalkohol (5 Aq., 5 mmol, 541 mg) zugegeben und das Reaktionsgemisch bei 50 °C
flir 24 h gerihrt. Zur Aufarbeitung wurden die Feststoffe lber Celite abfilitriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Sodann wurde das Rohprodukt mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und sdulenchromatographisch (Eluent:
Dichlormethan) aufgereinigt, wobei das Produkt 92 als farbloses Ol erhalten wurde.

Ausbeute (92, 206 g/mol): 28 % (58 mg, 0.3 mmol).

Literaturausbeute: 52 % *® oder 62 % 147!
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Alternative Synthesevorschrift:

0 PhCH,OH 0]

_ DABCO _

Br O
THF,
80°C, 24 h

94 92

In einem Schlenk-Kolben unter Stickstoff wurden 2-(Bromomethyl)acrylsduremethylester
(94) (1 Aqg., 13.97 mmol, 2.5 g) und Benzylalkohol (1.85 Aq. 25.84 mmol, 2.67 mL) in THF
(11 mL) vorgelegt. Sodann wurde DABCO (1.4 Aq., 19.55 mmol, 2.19 g) in 12 mL THF
zugetropft. Die entstandene Suspension wurde fir 24 h auf 80°C erhitzt und der
Reaktionsfortschritt per DC beobachtet. Nachdem vollstandiger Umsatz erreicht war, wurde
der entstandene Feststoff Uber Celite abfiltriert. Das Filtrat wurde eingeengt, mit
Diethylether versetzt und mit 1 %iger HCl- sowie gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung gewaschen. Nach Trocknen Uber Magnesiumsulfat und Entfernung des Losemittels
unter vermindertem Druck ergab sich ein gelbes Ol, das mittels Flashchromatographie
(Eluent: Dichlormethan) aufgereinigt wurde. Das Produkt 92 wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (92) (206 g/mol): 73 % (2.1 g, 10.2 mmol). Literaturausbeute: 80 %.**"

DC
_“w,n =0.5 AOINO_NV

Farbung erfolgte mittels schwefelsaurer Cerammoniummolybat-Lésung.

5

92
'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 7.35 (d,*J5- 4 = 4.4 Hz, 4H, 3"-H und 4""-H), 7.27-7.32 (m, 1H, 5-H), 6.33 (dt,
*J3a3p = 1.7 Hz, “J351- = 1.3 Hz, 1H, 3-H.), 5.94 (dt, “Jap32 = 1.7 Hz, “J3p1- = 1.7 Hz, 1H, 3-Hy),
4.59 (s, 2H, 1”"-H), 4.24 (dd, “J1 32 = 1.3 Hz, *J3 3, = 1.7 Hz, 2H, 1°-H), 3.77 (s, 3H, OCHs).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

8 [ppm] = 166.5 (C-1), 138.2 (C-2"), 137.3 (C-2), 128.6 (C.), 127.9 (Car), 127.8 (Car), 126.2 (C-
3),72.9 (C-17), 68.5 (C-1'), 52.0 (OCHs).
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IR (ATR, Film):
3 [em™] = 1720 (C=0 v), 1637 (C=C v), 1099.
MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 107 (61) [(C;H;0)"], 100 (43) [(CsHgO,)], 91 (100) [(C/H-)'], 79 (24), 69 (27), 65
(25).

tr (GC/MS): 10.0 min
Siedepunkt:

103.6 °C (7 mbar), dies entspricht 250 °C (1 atm).

HPLC:

Eluent: Heptan/2-Propanol (99.8:0.2)
Saule: Chiracel OD-H

Flussrate: 0.75 mL/min

tr*(UV205 nm): 18.9-20.9 min, 15 °C

*Durch den hohen Anteil unpolaren, sehr flichtigen Laufmittels koénnen sich
Retentionszeiten verschieben.

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iberein.!**!

9.3.2.2.3 2-(Allyloxymethyl)acrylsduremethylester (93)

O NEt;, CH,=CHCH,OH 0

_CH,4 HoCoo ~CHs
Br o CHaCl, 0 o

12 h, 70 °C
94 93

In  Anlehnung an eine Vorschrift von Thompson etal™  wurden 2-

(Bromomethyl)acrylsdure-methylester (94) (1 Aq., 2.5 g, 14.0 mmol) und Allylalkohol (2 Aq.,
1.90 mL, 27.9 mmol) in 25 mL Dichlormethan vorgelegt. Sodann wurde unter Rihren im
Eisbad langsam Triethylamin (1.1 Aqg., 2.14ml, 15.4mmol) zugetropft. Das
Reaktionsgemisch wurde (iber Nacht bei RT geriihrt und am nachsten Tag am Rickfluss
erhitzt bis per 'H-NMR vollstandiger Umsatz nachgewiesen werden konnte (ca. 24 h). Zur
Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch mit 1 %iger Salzsdure extrahiert, die wassrige
Phase nochmals rlickextrahiert, die organischen Phasen schlieRlich tiber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt 93 wurde in
reiner Form als leicht rétliches Ol erhalten.
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Ausbeute (93, 156.18 g/mol): 88 % (1.93 g, 12.4 mmol).

93
'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

8 [ppm] = 6.31 (dt, *J3230 = 1.5 Hz, “J3,1 = 1.3 Hz, 1H, 3-H,), 5.93 (ddt, >/, 35 = 17.3 Hz, *J5~
35 = 10.4 Hz, *J3+ 1-=5.5Hz, 1H, 2"-H ), 5.90 (dt, *J3p1- = 1.9 Hz, *J3p3a = 1.5 Hz, 1H, 3-Hy),
5.30 (dq, *J3a2" = 17.3 Hz, 521+ = 1.7 Hz, *J3-2 375 = 1.7 Hz, 1H, 3""-H,), 5.20 (ddt, *J3-p - =
10.4 Hz, *J3p,37a = 1.7 Hz, *J3p1~ = 1.3 Hz, 1H, 3"'-Hy), 4.20 (dd, */1 35 = 1.9 Hz, */1- 3, = 1.3 Hz,
2H, 1'-H), 4.05 (ddd, *J1- >~ = 5.5 Hz, *J3~ 372 = 1.7 Hz, “Jy- 3y = 1.3 Hz, 2H, 17-H), 3.77 (s, 3H,
OCH;).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

8 [ppm] = 166.5 (C-1), 137.3 (C-3), 134.6 (C-3""), 126.0 (C-2), 117.3 (C-2"'), 71.8 (C-1'), 68.3
(C-17), 52.0 (OCHs).

IR (ATR, Film):

7 [em™] = 3030 (Cunges-H V), 2861 (Cges-H V), 1720 (C=0 v), 1637 (C=C v), 1099 (C-O-C v), 738,
699.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 125 (15) [(M-CH30)"], 115 (100) [(M-C3Hs)'], 100 (78) [(CsHs0,)], 83 (99)
[(C4H302)'], 69 (78), 59 (50) [(CzH30,)"], 55 (46).

tr (GC/MS): 5.75 min

GC:

Saule: FS-Lipodex E

Temperaturprogramm: 60 °C (5'is0), 5 °C/min auf 150 °C (5' iso).
tr: 11.4 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten NMR-Daten iberein.%
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9.3.2.2.4 2-(p-Methoxybenzylmethyl)acrylsauremethylester (111)

(p-MeO)CgH,CH,OH

Br (@) DABCO (@] O
~ 0
h_U THF _ h_u
0-80 °C, 21 h
94 111

Unter N,-Atmosphire wurden 2-(Bromomethyl)acrylsduremethylester (94) (1 Aqg., 0.24 mL, 2
mmol) und p-Methoxybenzylalkohol (1.20 Aq., 0.30 mL, 2.40 mmol) in trockenem THF (1.5
mL) vorgelegt und auf 0 °C abgekuhlt. Anschliefend wurde das in THF (1 mL) geléste DABCO
(1.5 Aq., 0.34 g, 3 mmol,) dazu getropft. Nachdem die Suspension fiir 21 h auf 80 °C erhitzt
wurde, wurde sie mit Salzsdure-Losung (3.5 %, 1 M, 2 mL) versetzt. Die organische Phase
wurde mit MTBE (5 mL) verdiinnt. Das Produkt wurde mit Essigsdureethylester extrahiert.
Die gesammelte organische Phase wurde mit gesattigter Ammoniumchlorid-Losung und
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen und mit Magnesiumsulfat
getrocknet. Die Losemittel wurden unter vermindertem Druck destillativ entfernt. Es erfolgte
eine chromatographische Aufreinigung an Kieselgel (PE/EE, 90:10).

Ausbeute (111, 236.26 g/mol): 317 mg (1.3 mmol, 67 %)

Alternativer Syntheseweg:

Abl_/\_movOQIAOIMOI

Br O NaH (@] (0]
~ 0
n_V Et,O _ A_u
0-75°C, 8h
94 111

Unter N,-Atmosphire wurde Natriumhydrid (1.7 Ag., 40 mg, 1.7 mmol) in Diethylether (1.5
mL) suspendiert. Nachdem die Suspension auf 0 °C abgekihlt war, wurde p-
Methoxybenzylalkohol (1.2 Ag., 0.15 mL, 1.2 mmol) dazugegeben und die Suspension fiir 30
min bei Raumtemperatur gerihrt. Anschliefend wurde der Ether entfernt und 2-
(Brommethyl)acrylsduremethylester (94) (1Aq., 0.12 mL, 1 mmol) in THF (1 mL)
dazugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fir 7.5 h bei 75 °C gerihrt, anschlieRend mit
gesattigter Ammoniumchlorid-Losung (3.5 mL) und MTBE (5 mL) versetzt. Die weitere
Aufarbeitung erfolgte analog der vorherigen Versuchsdurchfiihrung.

Ausbeute (111, 236.26 g/mol): 181 mg (0.77 mmol, 77 %).

Da die DC und das *H-NMR-Spektrum des ersten Syntheseweges dieses Produktes sauberer
waren, wurde die Analytik des ersten Syntheseweges ausgewertet.

DC

R¢ = 0.84 (PE/EE, 50:50).
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111

'H-NMR (CDCI3, 600 MHz):

8 [ppm] = 7.28 (d, *Js 5 = 8.5 Hz, 2H, 4°-H), 6.88 (d, 2H, *J5 4 = 8.5 Hz, 5'-H), 6.31 (dt, *J3p 3, =
1.5 Hz, *Jp, 1 = 1.5 Hz, 1H, 3-Hy),. 5.92 (dt, “J3,1 = 1.8 Hz, *J3,3, = 1.5 Hz, 1H, 3-H,), 4.51 (s, 2H,
2°-H), 4.21 (dd, *J1- 3, = 1.8 Hz, *J1- 35 = 1.5 Hz, 2H, 1"-H), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.81 (s, 3H, 7°-H).

3C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

8[ppm] = 52.2 (OMe), 55.6 (C-7°), 68.4 (C-1°), 72.8 (C-2°), 114.2 (C-5°), 126.4 (C-3), 129.7 (C-
4'),130.5 (C-3"), 137.5 (C-2), 159.4 (C-67), 166.7 (C-1).

IR (ATR, Film):

v [em™] = 2953 (CH5-v), 2860 (C-H-v), 1718 (C=0-v), 1637 (C=C-v), 1612 (C=C-v, arom.), 1513,
1245 (C-0-C-v), 1082, 815.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 236 (1) [M'], 137 (90) [(CsHs0,)*], 121 (100) [(CsHs0)™], 109 (20), 91 (19) [(C/H;)™],
77 (41) [(CeHs)'], 65 (11) [(CsHs)'1, 59 (11) [(C2H30,)7], 55 (21).

HPLC:

Saule: Chiracel OD-H
Flussgeschwindigkeit: 0.5 mL/ min
Eluent: Heptan/Propan-2-ol (99:1)
Temperatur: RT

tz (UV225 nm): 22.7 min, 23.6 min
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9.3.2.2.5 2-[(3,4,5-Trimethoxybenzyl)oxymethyl]acrylsauremethylester (113)

3,4,5-(Me0)4CgH2CH,OH
B O ( _/Wm_vm.ﬁm 3CH2 _0 o o
3
o}
A_U THF S n_u
0 °C-RT, 18 h ~
94 113

Unter N,-Atmosphire wurde zunidchst 2-(Bromomethyl)acrylsduremethylester (94) (1 Aq.,
0.12 mL, 1 mmol,) in THF (1 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekihlt. Tropfenweise wurde 3,4,5-
Trimethoxybenzylalkohol (1.5 Aq., 0.24 mL, 1.5 mmol) dazugegeben. Frisch destilliertes
Triethylamin (2.2 Ag., 0.30 mL, 2.2 mmol) wurde ebenfalls langsam zugetropft und der
Reaktionsansatz fiir 18 h bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wurde dieser mit Salzsaure-
Losung (3.5%, 1 M, 2 mL) und MTBE versetzt. Das Produkt wurde mit Essigsaureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter Ammoniumchlorid-
Losung und mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-LOsung gewaschen, bevor sie mit
Magnesiumsulfat getrocknet wurden. Das Losemittel wurde unter verminderten Druck
entfernt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch mit PE/EE im Verhaltnis 70:30
gereinigt.

Ausbeute (113, 296.32 g/mol): 207 mg (0.7 mmol, 70 %).
DC

R¢ = 0.27 (PE/EE, 70:30).

'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 3.77 (s, 3H, COOCHs), 3.84 (s, 3H, 7°-H), 3.87 (s, 6H, 8'-H), 4.24 (dd, *J1- 3, = 1.7 Hz,
*J13p = 1.3 Hz, 2H, 1°-H), 4.52 (s, 2H, 2°-H), 5.93 (dt, *J5,1- = 1.7 Hz, *J3235 = 1.5 Hz, 1H, 3-H,),
6.34 (dt, *J3p3a = 1.5 Hz, *J3, 1-= 1.3 Hz, 1H, 3-Hy), 6.58 (s, 2H, 4'-H).

3C.NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 51.8 (OCH3), 56.1 (C-8°), 60.8 (C-7), 68.3 (C-1'), 72.8 (C-2°), 104.5 (C-4°), 126.1 (C-
3), 133.6 (C-4°), 137.1 (C-6"), 137.4 (C-2), 153.2 (C-5'), 166.3 (C-1).

IR (ATR, Film):

¥ [em™] = 2942 (CH; v), 1721 (C=0 v), 1636 (C=C v), 1591 (C=C v, arom.), 1125 (C-O-C v), 1099
(C-O-Cv), 818.
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MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 296 (26) [M?], 197 (35) [(C10H1304)"], 181 (100) [(C10H1305)"], 167 (27) [(CsH1105)"],
151 (40) [(CsH,05)], 138 (18) [(C/He05)'], 125 (8), 110 (7), 95 (12), 83 (11), 69 (11), 59 (10)
[(C2H30,)"], 55 (10).

HPLC:

Saule: Chiralpak IA
Flussgeschwindigkeit: 0.5 mL/ min

Eluent: Heptan/Propan-2-ol (90:10)
Temperatur: RT

tz (UV200 nm): 20.5 min

9.3.2.2.6 2-(o-Nitrobenzyloxymethyl)acrylsauremethylester (112)

NO,
AO|ZONVOQIN—OIMOI
Br O NEt, @) O
h_u THF n_u
0 °C-RT, 21 h
94 112

Unter N,-Atmosphire wurde o-Nitrobenzylalkohol (0.23 g, 1.3 mmol, 1.3 Aq.) in THF (1 mL)
vorgelegt und auf 0°C gekihlt. Danach erfolgte die Zugabe von 2-
(Bromomethyl)acrylsduremethylester (94) (0.12 mL, 1.0 mmol, 1.0 Ag.) und von Triethylamin
(300 uL, 2.2 mmol, 2.2 Aq.). Die Kiihlung wurde entfernt und die Reaktion fir 21 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Zum Aufarbeiten wurde Salzsdure-Losung (3.5 %, 1 M, 2 mL) und
Diethylether (5 mL) dazugegeben. Das Produkt wurde mit Essigsdureethylester (3 x 15 mL)
extrahiert. Die organische Phase wurde mit gesattigter Ammoniumchlorid-Lésung (1 x 10
und 2 x 5 mL) und mit gesattigter Natriumhydrogen-carbonat-Lésung (3 x 5 mL) gewaschen.
Nach dem Trocknen mit Magnesiumsulfat wurde das Losemittel unter verminderten Druck
abgezogen und das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie mit PE/EE im Verhaltnis
80:20 aufgereinigt. Das Produkt bildet einen gelblich amorphen Feststoff.

Ausbeute (112, 251.24 g/mol): 227 mg (0.9 mmol, 90 %).

DC:

R¢ = 0.60 (PE/EE 80:20).
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112

'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 3.78 (s, 3H, OCHs), 4.34 (dd, 2H, “J1- 3, = 1.7 Hz, “J1 3y = 1.3 Hz, 1"-H), 4.97 (s, 2H,
2°-H), 5.96 (dt, 1H, “J3a3p= 1.8 Hz, “J3,1- = 1.7 Hz, 3-H.), 6.36 (dt, 1H, *J3p3. = 1.8 Hz, *J3p1 =
1.3 Hz, 3-Hp), 7.45 (ddd, 1H, “Jg,s = 8.2 Hz, *J ¢ 77 = 7.5 Hz, *Jg- g = 1.3 Hz, 6'-H), 7.66 (td, 1H,
%)y g =7.8Hz, “Jy 6 =7.5Hz, °Jy 5= 1.2 Hz, 7°-H), 7.82 (dd, 1H, Jg 7 = 7.8 Hz, *Jg - = 1.3 Hz,
8'-H), 8.08 (dd, 1H, *Js ¢ = 8.2 Hz, *J5- - = 1.2 Hz, 5'-H).

3C.NMR (CDCl3, 151 MHz):

8 [ppm] = 52.1 (OCH3), 69.5 (C-17), 69.5 (C-2), 100.1 (C-3), 124.9 (C-6'), 126.6 (C-5'), 128.2
(C-8°), 128.7 (C-7°), 133.8 (C-3"), 135.0 (C-2), 136.9 (C-4'), 166.3 (C-1).

IR (ATR, Film):

¥ [em™] = 2954 (CH; v), 1721 (C=0 v), 1637 (C=C v), 1525 (NO, v), 1439 (C-H &), 1341 (NO, v),
1105 (C-O-C v), 730.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 220 (1) [(M —OMe)], 135 (69) [(C;HsNO,)*], 120 (62) [(C;HsNO)'], 104 (42), 89 (53),
78 (100) [(CeHe)'1, 69 (39), 59 (38) [C,H50,"], 51 (40).

Schmelzbereich: 45-55 °C.

9.3.2.3 Versuche zur Herstellung von 2-(Hydroxymethyl)acrylaldehyd (107)

Reduktion des Esters mittels in situ gebildetem AlH3

O LiAIH, o)
n-Butylbromid
HO o~ d ~ HO H
THF, -78 °C bis RT
36 107
In Anlehnung an eine Vorschrift von Byun et al.**3 wurde in einem Schlenk-Kolben unter N,

LiAlH; (54 mg, 1.42 mmol, 1.4 Aq.) in THF (2.5 mL) vorgelegt, bei 0 °C langsam n-Butylbromid
(151 mg, 1.1 mmol, 1.1 Aq.) zugetropft und 2.25 h im Eisbad geriihrt. Im Anschluss wurde
das  Reaktionsgemisch auf -78°C  gekihlt und eine Loésung von  2-
(Hydroxymethyl)acrylsduremethylester (36, 116 mg, 1 mmol, 1.0 Aq.) in THF (0.5 mL)
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zugetropft. Nach ca. 1 h wurde die Reaktion auf RT aufgetaut und nach insgesamt 3 h mit
1 mL Wasser gequencht und ber 45 h bei RT unter N, riihren gelassen. SchlielSlich wurde
das Reaktionsgemisch durch Silica filtriert und mit Chloroform/Methanol 9:1 gewaschen, die
entstandene Losung Uber Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck das
Losemittel entfernt.

Mroh = 94 Mg

Im 'H-NMR zeigte sich ein Edukt zu Produkt Verhiltnis von 5:1. Zusatzlich wurden
Nebenprodukte gebildet. Aufgrund des geringen Produktgehalts wurde die Reaktion
verworfen. In der Literatur ist der Aldehyd nur als in situ gebildete Zwischenstufe angegeben
und wurde nicht isoliert.

Reduktion des ungeschitzten oder Allyl-geschiitzten Esters mittels DIBAI-H zu 2-
(Allyloxymethyl)acrolein (139)

@) o)
DIBAI-H
/\/O o X /\/O H
Et,O
-78 °C
93 139

155mg (1 mmol, 1Aq.) Allyl-geschiitzter Ester 93 wurden in Diethylether (abs.,
4.6 mL/mmol) in einem Schlenk-Kolben vorgelegt und bei =78 °C DIBAI-H langsam innerhalb
von 20 Minuten zugetropft (1.2 mL, 1 M in Hexan, 1.2 Aq). Die Lésung wurde bei —78 °C
gerihrt und nach 20, 40 und 60 Minuten wurde der Reaktionsfortschritt mittels
Dinnschichtchromatographie tberprift. Da nach 60 min ein Produktspot entstanden war
und die Nebenprodukte zunahmen, wurde gequencht.

DC:
R¢ = 0.38 (PE/EE, 70:30)
Farbung erfolgte mittels schwefelsaurer Cerammoniummolybdatlésung.

Zur Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch in eine gesattigte Losung von Rochelle’s-Salz
(Natriumtartrat-Hexahydrat, 2 mL pro mmol DIBAL-H) geschittet und fir 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt bis die Emulsion sich in zwei Phasen teilte. Die wassrige Phase
wurde mit Diethylether extrahiert und die organischen Phasen schlieRlich mit gesattigter
NaCl-Lésung gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck
aufkonzentriert (30 °C Badtemperatur).

Im 'H-NMR zeigte sich 50 % Umsatz, jedoch kaum Aldehyd. Stattdessen bildete sich
vermutlich der Alkohol.

Dess-Martin-Oxidation

OH OH DMP O

CH,Cl, HO H

140 107
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In Anlehnung an eine Vorschrift von Thongsornkleeb et al.™ wurde 2-Methylen-1,3-
propandiol (140, 88 mg 1 mmol, 1 Aq.) in Dichlormethan vorgelegt (6 mL/mmol) und auf 0 °C
gekiihlt. Dess-Martin-Periodinan (DMP, 441 mg, 1.1 mmol, 1.1 Aq.) wurde zugegeben und
fur 1.5 h geriihrt. Die Reaktionskontrolle per 'H-NMR zeigte zu diesem Zeitpunkt ca. 50 %
Umsatz zu Produkt.

Zur Aufarbeitung wurde mit n-Pentan verdinnt und eine wassrige Losung von
NaS,03/NaHCO; langsam zugegeben bis pH 7 erreicht war. Es wurde mit Pentan und
Ethylacetat extrahiert, iber MgSQ,, getrocknet, filtriert und eingeengt.

Nach Aufarbeitung wurde kein Produkt 107 isoliert.

Morita—Baylis—Hillman-Reaktion

o o DABCO oder Et;N, Q
+ -
0 °C bis RT
91 141 107

Die Reaktion wurde zweimal, einmal mit DABCO, einmal mit Triethylamin als Katalysator
durchgefiihrt. In Anlehnung an Nicolaou et al'™®! wurde eine wissrige Lésung von
Formaldehyd (186 pL, 37 %ig, 2.5 mmol, 2.5 Aq.) in THF (1 mL) in einem Schlenk-Kolben
unter N, vorgelegt. Es wurde Acrolein (141, 67 L, 1 mmol, 1 Aq.) dazugegeben und auf 0 °C
(NaCl-Eisbad!) gekiihlt. Sodann wurde eine Lésung von DABCO (126 mg, 1 mmol, 1 Aq.) bzw.
Triethylamin (158 pL, 1 mmol, 1 Aq.) in 0.5 mL THF zugegeben. Es wurde langsam unter
Rihren auf Raumtemperatur aufgewarmt und bei RT fir max. 64 h geriihrt. Der
Reaktionsfortschritt wurde per DC und GC/MS Uberpriift.

Es wurde laut *H-NMR kein Produkt 107 erhalten.
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9.3.2.4 Synthesevorschriften und Analytik der Produkte
9.3.2.4.1 3-Hydroxy-2-methylpropionsauremethylester (Roche-Ester, 37)

Referenzverbindung

(R)-37 (5)-37

Enantiomerenreine Produktreferenzen wurden in (R)- und (S)-Konfiguration bei Sigma-
Aldrich kauflich erworben.

Drehwert:
(R): [a]?® =-15.7 (c 1.69, CHCl3), >99 % ee.
(S):  [a]3’ = +16.3 (c 3.02, CHCl3), >99 % ee.

Der literaturbekannte Drehwert fiir das (S)-Enantiomer betragt [a]3° = +15.4 [c 3.1, CHCI3,
98 % ee (5)].1""!

Bioreduktion zu (R)-3-Hydroxy-2-methylpropionsdauremethylester [(R)-Roche-Ester, (R)-37]

O O

YqiM WT

36 37

Die Reaktion wurde im 1 mmol-Malstab entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift in
Kapitel 9.3.1.2 durchgefihrt. Es wurden 104 U (ca. 30 mg) aufgereinigtes Enzym YgjM WT
verwendet. Das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (37, 118 g/mol): 55 mg (0.47 mmol, 47 %).
[a]3® =—-13.5(c 0.96, CHCl3), 90 % ee (R).

Turnover Number (TON): 1336
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37
'H-NMR (CDCls3, 600 MHz):
8 [ppm] = 3.72 (s, 3H, OCHs), 3.68-3.77 (m, 2H, 3-H), 2.69 (ddq, *J51 = 7.2 Hz, *Jo 3, = 7.3 Hz,
*J13a = 4.6 Hz, 1H, 2-H), 2.30 (brs, OH), 1.19 (d, *J1, = 7.2 Hz, 3H, 1"-H).

Das *H-NMR stimmt mit den publizierten NMR-Daten sowie den Referenzdaten tiberein.!””!

Zur Analyse des Enantiomereniiberschusses wurden je nach Uberschussenantiomer verschiedene
GC-Methoden verwendet, die sich in der Reihenfolge der Elution der beiden Enantiomere
unterscheiden. Durch Elution des im Uberschuss vorhandenen Enantiomers zuletzt konnte jeweils
eine Basislinientrennung erreicht werden.

GC (Methode 1)

Saule: FS-Lipodex E
Temperaturprogramm: 60 °C (5'iso), 5 °C/min auf 65 °C (30' iso), 20 °C/min auf 150 °C
(5'iso).
tr: (5):31.1 min
(R): 32.4 min

Bioreduktion zu (S)-3-Hydroxy-2-methylpropionsduremethylester [(S)-Roche-Ester, (5)-37]

Q YqjM C26N/I69A Q

HO ol HO o

36 37

Die Reaktion wurde im 1 mmol-Mal3stab entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift in
Kapitel 9.3.1.2 durchgefihrt. Es wurden 160 mg des Biokatalysators YqjM C26N/I69A
eingesetzt. Das Produkt wurde als gelbes Ol ohne Aufreinigung in spektroskopisch reiner
Form erhalten.

Ausbeute (37, 118 g/mol): 52 mg (0.44 mmol, 44 %).

[]2° = +10.4 (c 0.79, CHCl3), 85 % ee (S)

Turnover Number (TON): 248

Das "H-NMR entspricht der Literatur sowie der Produktreferenz.””]
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GC (Methode 2):

Saule: FS-Lipodex G

Temperaturprogramm: 50 °C (40'is0), 20 °C/ min auf 150 °C (5'iso)
tr: (R):  24.3-25.3 min

(S):  27.4-27.8 min

9.3.2.4.2 (R)- bzw. (5)-3-(p-Methoxybenzyl)-2-methylpropansdauremethylester (142)

Synthese der Referenzsubstanz

O (p-MeO)CgH,CH,OC(NH)CCl5 o
" CF3SO3H :
HO o~ o) o~
CH,CI, ~0
0 °C bis RT
37 142

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Vorschrift fir Schiitzungen mittels
Trichloroacetimidat (Kapitel 9.3.1.4) durchgefiihrt. Es wurden 94 uL Roche-Ester (37) (1 Aq.,
0.85 mmol) und 246 pL p-Methoxybenzyl-2,2,2-trichloroacetimidat (1.5 Aq., 1.27 mmol) und
Trifluormethansulfonsaure (9 uL) verwendet. Das Rohprodukt wurde
sidulenchromatographisch (PE/EE, 90:10) aufgereinigt und als Ol erhalten.

Ausbeute (142, 238.28 g/mol):

(R):  90.0 mg (0.38 mmol, 45 %).

[a]3° = —8.5 (c 1, CHCl3), >99 % ee (HPLC, Saule). Lit.:[a]3° = —-8.6° (c 1.96, CHCI3).[**"]
(S): 97.3 mg (0.41 mmol, 48 %),

[a]3° = +8.2 (c 1, CHCl3), >99 % ee (HPLC, Sule). Lit.: []2’ = +8.3 (c 1.57, CHCl5)."*

142

'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 1.17 (d, *J1~ , = 7.1 Hz, 3H, 1"-H), 2.77 (ddq, *J5 1= 7.3 Hz, *Jo,1~ = 7.1 Hz, )5 3. =
5.9 Hz, 1H, 2-H), 3.46 (dd, *J3, 3p = 9.2 Hz, *J3, 2 = 5.9 Hz, 1H, 3-H,), 3.63 (dd, *J3p 3, = 9.2 Hz,



166 Experimenteller Teil

7.3 Hz, 1H, 3-Hp), 3.69 (s, 3 H, COOCH;), 3.80 (s, 3H, 6'-H), 4.45 (s, 2H, 1"-H), 6.87 (d,
8.6 Hz, 2H, 4°-H), 7.24 (d, *J5 4 = 8.6 Hz, 2H, 3'-H).

3
J3p, 2
3

Ja 3

’

3C-.NMR (CDCl3, 151 MHz):

8 [ppm] = 14.4 (C-17"), 40.5 (C-2), 52.1 (OCHs), 55.6 (C-67), 72.0 (C-3), 73.1 (C-1'), 114.1 (C-4'),
129.6 (C-3"), 130.6 (C-2"), 159.5 (C-5'), 175.7 (C-1).

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 238 (8) [M'], 137 (91) [CgHs0,], 121 (100) [CsHsO"], 109 (12), 91 (9), 77 (21)
[CeHs™, 59 (9) [CoH30,"].

IR (ATR, Film):
7 [em™] = 2952 (C-H v), 1737 (C=0 v), 1612 (C=C v), 1513, 1250, 1174, 1088, 1035, 820.

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten Daten iiberein.!**®!

HPLC:

Sdule: Chiracel OD-H
Flussgeschwindigkeit: 0.5 mL/min

Eluent: Heptan/Propan-2-ol (99:1)
Temperatur: RT

tg (UV 225 nm):* (R): 21.8-22.6 min

(S): 25.9-26.8 min

*Durch den hohen Anteil unpolaren, sehr flichtigen Laufmittels konnen sich
Retentionszeiten verschieben. Die Identifizierung der Signale wurde mittels Coinjektion der
Referenzsubstanzen sichergestellt.

9.3.2.4.3 3-(Allyloxy)-2-methylpropansiauremethylester (96)

CH,CHCH,Br,
i A920 HoC CH
HO o CHs Lo o CHs
PE
0 °C bis RT

37 96

In Anlehnung an eine Vorschrift von Quintard et al.™ wurde in einem mit Aluminiumfolie

umwickelten Schlenk-Kolben, unter Inertbedingungen (N;) eine Suspension von
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Magnesiumsulfat (1 Ag., 107 mg, 0.90 mmol) und Ag,0 (1.33 Ag., 270 mg, 1.2 mmol) in
Petrolether (4 mL) vorgelegt und der enantiomerenreine Roche-Ester (37, 1 Aqg., 100 pL,
0.90 mmol) zugegeben. Die Mischung wurde fiir 1 h bei RT gerihrt, dann auf 0 °C abgekihlt
und das Allylbromid (1.5 Aq., 117 puL, 1.35 mmol) langsam zugetropft. Nach 30 min wurde
eine weitere Portion Ag,O zugegeben und das Gemisch Uber Nacht bei RT geriihrt. Zur
Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch (ber Celite filtriert, Gber Magnesiumsulfat
getrocknet und eingeengt. Nach Aufreinigung via Flashchromatographie (PE/EE, 90:10)
wurde das Produkt als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (96, 158.20 g/mol): (R): 85 mg(0.54 mmol, 60 %).

[a]3? =-17.0 (c 1.03, CHCl3), >99 % ee (GC, Saule).

(S): 97 mg (0.61 mmol, 68 %), >99 % ee (GC, Saule).
[147)

Literatur: (S)-Enantiomer, [a]3= +13.0 (c 1.7, CHCl3), ee nicht angegeben.

@)
3

o
2 /M\/O 2 1 O\O_l_w
96
'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

8 [ppm] = 5.88 (ddt, /3 3b= 17.2 Hz, *J5~ 37,= 10.5 Hz, >/, 1= 5.5 Hz, 1H, 2""-H), 5.26 (ddlt,
*Jybp = 17.2 Hz, *J3p37a = 1.7 Hz, “J3p1~ = 1.6 Hz, 1H, 3""-Hp), 5.17 (ddt, */3-,,~ = 10.5 Hz,
%J37azp= 1.7 Hz, *J3-51-= 1.3 Hz, 1H, 3"-H,), 3.98 (ddd, *J15-= 5.5 Hz, “J1- 3, = 1.6 Hz,
*J1- 3a= 1.3 Hz, 2H, 1”'-H), 3.70 (s, 3H, OCHs), 3.63 (dd, %J3535 = 9.2 Hz, *J3,, = 7.2 Hz, 1H, 3-
Ha), 3.46 (dd, *Jsp3a = 9.2 Hz, *J3p, = 5.9 Hz, 1H, 3-Hy), 2.76 (ddq, *Jo1- = 7.2 Hz, *J53, = 7.2 Hz,
*J3p = 5.9 Hz, 1H, 2-H), 1.18 (d, *J1-» = 7.2 Hz, 3H, 1"-H).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

S [ppm] =175.5 (C-1), 134.8 (C-2""), 117.1 (C-3""), 72.2 (C-17")*, 72.1 (C-3)*, 51.9 (OCHs), 40.3
(C-2), 14.1 (C-1).
*gof. vertauschbar

IR (ATR, Film):

v [em™ = 2953, 2857, 1737, 1647, 1436, 1364, 1199, 1088, 992, 925.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 127 (37) [(M-CH30)"], 117 (68) [(M-C3Hs)*], 101 (98) [(CsHs0,)'], 85 (63), 73 (34), 69
(45), 59 (100) [(C;H30,)*1, 57 (77) [(CsHs0)*], 55 (24).

tr (GC/MS): 5.3 min
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GC:

Saule: FS-Lipodex E

Temperaturprogramm: 60 °C (5'iso), 5 °C/ min auf 150 °C (5' iso).
tr: (R) 9.6 min

(5) 9.9 min

Die NMR-Spektren stimmen mit denjenigen aus der Literatur iberein.!®”

Bioreduktion zu (R)-3-(Allyloxy)-2-methylpropansduremethylester [(R)-96]

A N A N
o 0 YqjM WT o 0O
S — O\

O

93 96

Die Reaktion wurde im 1 mmol-Mal3stab entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift in
Kapitel 9.3.1.2 durchgefiihrt. Es wurden 10 U (ca. 3 mg) aufgereinigtes Enzym YqjM WT
verwendet. Das Produkt wurde als gelbes Ol erhalten.

Ausbeute (96, 158.20 g/mol): 79 mg (0.5 mmol, 50 %).
[a]3® =-14.8 (c 1.06, CHCl3), >99 % ee (R) (GC).

Turnover Number (TON): 13895

Das "H-NMR entspricht der Literatur sowie der Produktreferenz.!®”

9.3.2.4.4 2-(Benzyloxymethyl)propansauremethylester (95)

Synthese der Referenzsubstanz

o Cl;CCNHOBR o

HO ol o) o~

CH,Cl,
0 °C bis RT

37 95

Die Reaktion wurde nach der allgemeinen Vorschrift fir Schitzungen mittels
Trichloroacetimidat (Kapitel 9.3.1.4) durchgefiihrt. Es wurden 94 uL enantiomerenreiner
Roche-Ester (37) (1 Aqg., 0.85 mmol) und 246 pL p-Methoxybenzyl-2,2,2-trichloroacetimidat
(1.5 Ag., 1.27 mmol) und Trifluormethansulfonsidure (9 pL) verwendet. Reaktionskontrolle
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erfolgte per 'H-NMR. Nach 18h wurde nochmals 10 uL Trifluormethansulfonsiure
zugegeben und weitere 20 h geriihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch
(PE/EE, 80:20) aufgereinigt und als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (95, 208.26 g/mol): 10 mg (0.05 mmol, 6 %).

Alternative Synthesevorschrift:

0 0
BnBr, Ag,O
_CH  AG0 _CH
HO o CH,Cl, O o
0 °C bis RT
37 95

In einem weiteren Ansatz wurde analog der  Synthese von 2-
(Allyloxymethyl)propansdauremethylester  (96) vorgegangen. Es wurden 110 mg
enantiomerenreiner Roche-Ester (37, 1 Aq., 0.93 mmol), 175 mg Benzylbromid (1.1 Aq.,
1.02 mmol), 323 mg Silberoxid (1.5Aq., 1.4 mmol) und 118 mg Natriumsulfat (0.9 Aq,
0.84 mmol) verwendet. Als Losemittel dienten 2 mL Dichlormethan. Reaktionskontrolle
erfolgte per GC-MS.

Da nach 48 h das Benzylbromid vollstandig umgesetzt war, jedoch noch Roche-Ester (37)
vorhanden war, wurden nochmals 180 mg Benzylbromid zugegeben. Nach 36 h Riihren bei
RT war die Reaktion beendet und das Reaktionsgemisch wurde wie bei 96 beschrieben
aufgearbeitet. Aufreinigung erfolgte mittels Flashchromatographie (PE/Et,0, 20:1 bis 10:1)
und das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (95) (208.26 g/mol):
(R): 125 mg (0.6 mmol, 65 %).
[a]2® = =12.5 (c 1.17, CHCl3), Lit.: [a]3® = —12.5 (c 2.4, CHCl3)™*®!
(S): 272 mg (1.3 mmol, 67 %).
[a]2® = +12.0 (c 1.27, CHCl3), Lit.: [a]3° = +12.1 (c 10, CHCI5)!**°!
DC:
R¢ = 0.55 (PE/EE, 80:20).
R¢ = 0.33 (PE/Et,0, 10:1)

Farbung mittels Molydip oder UV-Detektion moglich
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95
'H-NMR (CDCl3, 600 MHz):

8 [ppm] = 7.39-7.25 (m, 5H, Ha,), 4.52 (d, *J1~3- = 2.6 Hz, 2H, 1"-H), 3.70 (s, 3H, OCHs), 3.66
(dd, *J3a3p = 9.1 Hz, *J35 = 7.2 Hz, 1H, 3-Ha), 3.50 (dd, *J3p.32 = 9.1 Hz, *J3,, = 6.0 Hz, 1H, 3-Hy),
2.79 (ddq, *Jo1- = 7.1 Hz, /13, = 6.0 Hz, *Jo3, = 7.2 Hz, 1H, 2-H), 1.18 (d, /1, = 7.1 Hz, 3H, 1"-
H).

3C.NMR (CDCl3, 151 MHz):

§ [ppm] = 175.5 (C-1), 138.3 (C-2"), 128.5 (Car), 127.8 (Car), 127.7 (Car), 73.3 (C-17), 72.1 (C-
3), 51.9 (OCHs), 40.4 (C-2), 14.2 (C-1").

IR (ATR, Film):

v [em™] = 2950 (C-H v), 1737 (C=0 v), 1660 (C=C v), 1451, 1363, 1202 (C-O v), 1094, 835, 742.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 208 (3) [M'], 121 (42) [(CsHs0)™], 107 (93) [(C;H;0)'], 102 (61), 91 (100) [(C;H;)™],
87 (72), 79 (33), 65 (39) [(CsHs)*1, 59 (14) [(C,H30,)].

tz (GC/MS): 9.7 min

HPLC:

Eluent: Heptan/2-Propanol (99.8:0.2)
Saule: Chiracel OD-H

Detektion: UV 205 nm

Methode 1: Flussrate: 0.5 mL/ min, RT

te*: (R): 23.5-28.3 min
(5): 28.5-36.1 min

Methode 2: Flussrate 0.75 mL/min, 5 pL Einspritzvolumen, 20 °C
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tr*: (R): 18.2-18.9 min
(S): 23.2-25.6 min

*Durch den hohen Anteil unpolaren, sehr flichtigen Laufmittels koénnen sich
Retentionszeiten verschieben. Die Identifizierung der Signale wurde mittels Coinjektion der
Referenzsubstanzen sichergestellt.

NMR- und IR-Spektren stimmen mit den publizierten Daten iberein.!**!

Bioreduktion zu (5)-2-(Benzyloxymethyl)propansauremethylester [(S)-95]

o 9 YqjM H167A/I69A o 0

o~ g o

92 95

Die Reaktion wurde im 1 mmol-Mal3stab entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift in
Kapitel 9.3.1.2 durchgefihrt. Es wurden 100 mg aufgereinigtes Enzym YqjM H167A/I69A
verwendet. Das Produkt wurde als gelbes Ol erhalten.

Ausbeute (95) (208.26 g/mol): 20 mg (0.1 mmol, 10 %).

77 % ee (S) (HPLC, Saule).

Turnover Number (TON): 400
HPLC (Methode 1): tg*: (R): 28.3 min
(5): 36.1 min

Das "H-NMR entspricht der Literatur sowie der Produktreferenz.**®!
9.3.2.5 Synthese der Keto-Referenzsubstanzen 4-Hydroxy-3-methylbutan-2-on (108) und
1-Hydroxy-2-methyl-3-pentanon (110)

Die Synthese der enantiomerenreinen Referenzsubstanzen 4-Hydroxy-3-methylbutan-2-on
(108) und 1-Hydroxy-2-methylpentan-3-on (110) erfolgte zweistufig auf Grundlage des
Roche-Esters (37), der in enantiomerenreiner Form kommerziell erhaltlich ist. 37 wurde Gber
die Zwischenstufe des Weinreb-Amids 143 per Grignard-Reagenzien in Ketone umgewandelt.

OH O OH O OH 9 Rome
{ﬁo\ - F*j:/_ﬁ_\ — {ﬁm Et
O.

37 143 108/ 110

Schema 59: Syntheseplan zur Herstellung der enantiomerenreinen Referenzsubstanzen 108 und 110 aus dem
Roche-Ester (37).
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9.3.2.5.1 N,O-Dimethyl-3-hydroxy-2-methyl-propanhydroxamsaure (143)

HoNMeOMeCl
_I_
OH O AlMe; QR0
O\ [ — . J_\
CH,Cl,, 40 °C
2Ll O/
37 143

Optimierte Reaktionsvorschrift

In Anlehnung an eine Vorschrift von Basha et al.* wurde das N,0O-Dimethylhydroxylamin-

hydrochlorid (2.1 Ag., 400 mg, 4.1 mmol )in Dichlormethan (6 mL) unter N, vorgelegt, das
Trimethylaluminium (2 M Lésung in Hexan, 2.1 Aq., 2.1 mL, 4.1 mmol) langsam zugetropft
und mindestens 15 min bei RT geriihrt. Dann wurde der enantiomerenreine Roche-Ester (37,
1 Aqg., 236 mg, 2.0 mmol) in 2 mL Dichlormethan zugegeben und das Reaktionsgemisch iiber
Nacht bei RT gertihrt. Im Anschluss wurde bei 40 °C geriihrt bis die Reaktion beendet war
(ca. 5-6 h). Reaktionskontrolle erfolgte per GC/MS.

Die Hydrolyse erfolgte mit wassriger Ammoniumchlorid-Losung (20 %ig, w/v) bei 0 °C. Nach
Erwarmen der Suspension auf Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von Diethylether und
Wasser. Die klaren Phasen wurden getrennt und die wadssrige Phase mehrmals mit
Ethylacetat und Dichlormethan extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, Gber
Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt, wobei das Rohprodukt fast rein erhalten wurde. Das Produkt wurde teils so im
ndchsten Reaktionsschritt eingesetzt.

Gegebenenfalls erfolgte Aufreinigung per Flashchromatographie (Et,O/EE, 3:1 dann
MeOH/CH,Cl,, 1:15) und das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (143, 147.17 g/mol): (5): 210 mg (1.4 mmol, 71 %), 80 % ee (GC, Saule)
[a]2° = +44.4 (c 0.85, CHCl5)

(R): ohne Aufreinigung 230 mg (ca. 1.6 mmol, 78 %).

DC:
Rf=0.2 (Et,0/EE, 3:1),

R¢=0.46 (CH,Cl,/MeOH, 15:1), Farbung erfolgte mit einer wassrigen
Kaliumpermanganatlésung und Erhitzen.
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143
'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

& [ppm] = 3.77-3.67 (m, 2H, 3-H), 3.72 (s, 3H, OCHs), 3.21 (s, 3H, NCHs), 3.11-3.01 (m, 1H, 2-
H), 2.65 (t, br, *Jon 3 = 6.5 Hz, 1H, OH), 1.16 (d, *J1, = 7.1 Hz, 3H, 1"-H).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

§ [ppm] = 177.1 (C-1), 65.0 (C-3), 61.7 (OCHs), 37.7 (C-2), 32.1 (NCHs), 13.8 (C-1").

IR (ATR, Film):

7 [em™] = 3420 (0-H v), 2937, 2939, 2878, 1631 (C=0 v), 1463, 1388, 1320, 1180, 1025, 991.

MS (El, positive lonen, 70 eV):
m/z (%) = 147 (1) [(M)"], 117 (8) [(M-CH0)"], 87 (35) [(C4H05)"], 61 (100), 59 (78) [(CsH;0)].

tz (GC/MS): 6.5 min

GC:

Saule: FS-Lipodex E

Temperaturprogramm: 60 °C (5'iso), 5 °C/min auf 150 °C (5' iso).
tr: (R): 21.0 min

(5): 20.5 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten NMR-Daten iberein.!*!

9.3.2.5.2 4-Hydroxy-3-methylbutan-2-on (108)

Synthese der Referenzsubstanz

MeMgBr,

HO N HO
_ THF, -5 °C bis RT

143 108
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In Anlehnung an eine Vorschrift von Luke et al. ™Y wurde das Weinreb-Amid (143, 1 Aq.,
200 mg, 1.36 mmol) unter Schutzgas in 3mL THF vorgelegt. Sodann wurde das
Methylmagnesiumbromid (3 M in Et,0, 2.16 mmol, 0.719 mL) langsam bei unter -5 °C
mittels Spritzenpumpe zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 2 h bei =5 °C geriihrt,
langsam aufgetaut und bei RT geriihrt bis die Reaktionskontrolle vollstdndigen Umsatz
anzeigte.

Dann wurde die Reaktion durch die Zugabe von 1 N HCI bei 0 °C gestoppt und fiir 30 min auf
30-35 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurden die Phasen getrennt. Die wassrige Phase
wurde 3x mit Ethylacetat extrahiert, liber MgSO, getrocknet und nach Entfernung des
Lésungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Produkt als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (108, 102.13 g/mol):
(5): 53 mg (0.52 mmol, 38 %), 88 % ee (GC, Saule).
[a]3® = —24.0 (c 0.50, CHCl3).
(R): 31 mg (0.3 mmol, 35.3 %), 96 % ee (GC, Saule).
DC

R¢ = 0.35 (Et,0/PE, 75:25), Farbung KMnO,.

108
'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

S [ppm] =3.72 (ddd, *Jsa30= 11.2 Hz, *J3,5 = 7.3 Hz, *J3501 = 6.0 Hz, 1H, 3-H,), 3.67 (ddd,
*Jap3a= 11.2 Hz, *Jspon = 6.8 Hz, *J3p2 = 4.2 Hz, 1H, 3-Hy), 2.74 (ddq, *Ja3.= 7.3 Hz, *Jr1 =
7.3 Hz, *Jy3p = 4.2 Hz, 1H, 2-H), 2.20 (s, 3H, 1"'-H), 2.17 (dd, *J3p,0n = 6.8 Hz, /3501 = 6.0 Hz,
1H, OH), 1.14 (d, *J1 » = 7.3 Hz, 3H, 1°-H).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 213.0 (C-1), 64.3 (C-3), 48.9 (C-2), 29.0 (C-17"), 13.3 (C-1").

IR (ATR, Film):

v [em™] = 3550-3050 (O-H v, br), 2935 (C-H v), 2880 (C-H v), 1702 (C=0 v), 1359, 1031 (C-O-C
v), 732.
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MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 102 (4) [M'], 87 (5) [(M-CHs)], 84 (33) [(M-H,0)’], 72 (20) [(M-CH,0)"], 69 (34)
[(C4Hs0,)*], 61 (100), 59 (15), 57 (41) [(CsHs0)*], 55 (13) [(C3H30)*].

tz (GC/MS): 3.5 min

GC:
Saule: FS-Lipodex E
Temperaturprogramm: 60 °C (5'is0), 5 °C/min auf 150 °C (5' iso).
tr: (R): 15.8 min
(5): 15.5 min
Oder alternativ:
Temperaturprogramm: 50 °C (40 is0), 20 °C/min 150 °C (5"iso)
tr: (R): 20.2-21.0 min

(S): 21.8-22.3 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten Daten iberein.!*?

Bioreduktion zu (R)- 4-Hydroxy-3-methylbutan-2-on [(R)-108]

O O

YaiM WT
HO g _._o\/ﬁg/

106 108

Die Reaktion wurde im 1 mmol-Mal3stab entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift in
Kapitel 9.3.1.2 durchgefiihrt. Es wurden 20U (6 mg) aufgereinigtes Enzym YgjM WT
verwendet. Das Produkt wurde als gelbes Ol erhalten. Die Enantiomerenanalytik per GC
wurde nach Methode 1 durchgefiihrt.

Ausbeute (108) (208.26 g/mol): 88 mg (0.86 mmol, 86 %),
[a]3® = +24.1 (c 1.05, CHCl3), 93 % ee (R) (GC, Saule).
Turnover Number (TON): 6941

NMR und MS-Daten stimmen mit der Literatur sowie den Produktreferenzen iiberein.!*>?



176 Experimenteller Teil

R)/(S)-Mix
10000 M=)

.- /.‘-\ = YoM WT

g (R)-Referenz
50000
40000 ] |- (S)-Referenz
30000
20000

| (

y ]

15,0 15,5 16,0 16,5
Zeit [Min]

Abbildung 48: Vergleich der Gas-Chromatogramme der Produktreferenz und des Bioreduktionsprodukts von 4-
Hydroxy-3-methylbutan-2-on (108).

9.3.2.5.3 1-Hydroxy-2-methyl-3-pentanon (110)

Synthese der Referenzsubstanz:

EtMgBr,

HO N© -
| THF,-5°CbisRT

HO

143 110

Die Synthese erfolgte analog der Vorschrift flir 4-Hydroxy-3-methylbutan-2-on (108). Es
wurden 91mg des Weinreb-Amids 143 (1Aq., 0.62mmol) und 0.51mL
Ethylmagnesiumbromid (2.5 Aq., 1.55 mmol) in 2 mL THF verwendet. Die Aufreinigung
erfolgte via Flashchromatographie (Et,O/EE, 3:1) und das Produkt wurde als farbloses Ol
erhalten.

Ausbeute (110, 116.16 g/mol): (5): 23 mg (0.20 mmol, 32 %), 79 % ee (GC, Saule)
[a]3® =—13.4 (c 0.98, CHCl3).

Literatur: [a]3° = —22 (c 0.85, CHCls), ee nicht angegeben.!**"
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DC:

Rf=0.62 (Et,O/EE, 3:1), Farbung mittels KMnQO,.

'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

& [ppm] = 3.77-3.62 (m, 2H, CH,OH), 2.76 (ddq, *J21 = 7.3 Hz, %5, 1= 4.3 Hz, *J51, = 4.3 Hz,
1H, CHCH3), 2.57 (dq, *Jap4a = 17.9 Hz, *Jap 5 = 7.3 Hz, 1H, CH,CH3), 2.47 (dq, *Jaas0 = 17.9 Hz,
*Jaas = 7.3 Hz, 1H, CH,CH3), 2.23 (s, 1H, OH), 1.13 (d, */1-5 = 7.3 Hz, 3H, CHCHs), 1.06 (t, *Js4 =
7.3 Hz, 3H, CH,CHs).

3C.NMR (CDCl3, 151 MHz):
8 [ppm] = 215.7 (Cquartar), 64.6 (CH,), 47.8 (CH), 35.0 (COCH,), 13.5 (CHCH3), 7.7 (CH,CHs).

IR (ATR, Film):

7 [em™] =3412 (O-H v, br), 2939 (C-H v), 2881 (C-H v), 1700 (C=0 v), 1459, 1410, 1377, 1224,
1108, 1043 (C-O-C v), 976, 803.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 116 (1) [M*], 98 (9) [(M-H,0)'], 87 (8) [(M-C3Hs)'], 75 (68) [(M-H,0)'], 69 (24), 59
(41), 57 (100) [(C3HsO)'], 55 (15).

tr (GC/MS): 4.5 min.

GC:

Saule: FS-Lipodex E

Temperaturprogramm: 60 °C (5'iso), 5 °C/min auf 150 °C (5' iso).
tr: (R): 16.6 min

(5): 16.3 min

Bioreduktion zu (S)-1-Hydroxy-2-methyl-3-pentanon [(S)- 110]

Q YqjM C26N/I69A Q

HO HO

109 110
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Die Reaktion wurde im 1 mmol-Mafstab entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift in
Kapitel 9.3.1.2 durchgefihrt. Es wurden 40 mg aufgereinigtes Enzym YgjM C26N/169A
verwendet. Das Produkt wurde als gelbes Ol erhalten.

Ausbeute (103, 208.26 g/mol): 98 mg (0.84 mmol, 95 %),
[a]2® = -15.31 (c 1.20, CHCl3), 93 % ee (S) (GC, Saule).

NMR- und MS-Daten stimmen mit der Literatur sowie den Produktreferenzen iiberein.!**!

Referenz

YqjM C26N/I6SA

16,0 16,2 16,4 16,6 16,8 17,0
Zeit [Min]

Abbildung 49: Vergleich der Gas-Chromatogramme der Produktreferenz und des Bioreduktionsprodukts von 1-
Hydroxy-2-methylpentan-3-on (110).

9.3.2.6 Bioreduktionen im analytischen MaBstab zum Kapitel ‘Studien zur
Selektivitatsanderung der Enreduktase YqjM’

Im Folgenden sind die Ergebnisse der analytischen Umsetzungen aus dem Kapitel 7.2
“Studien zur Selektivitatsanderung der Enreduktase YqjM’ in Tabellen zusammengefasst. Alle
Umsdtze und Enantiomereniberschisse wurden mittels GC an chiraler stationarer Phase
abgeschatzt. Die genutzten GC-Programme und Saulenmaterialien sind fiir die Ergebnisse in
Tabelle 41 und Tabelle 42 bei der jeweiligen Synthesevorschrift des
Produktreferenzmaterials in Kapitel 9.3.2.4 zu finden.
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Tabelle 41: Ergebnisse der Testansatze, die zur Bestimmung der Stereoselektivitdt von YqjM WT und Varianten

bezlglich der Umsetzung des Roche-Ester-Vorlaufers 36 und der beiden Keton-Varianten 106 und 109 dienten.

Umsdtze mit 0.6 U YgjM WT oder jew. geeigneter Menge Enzymvariante und bei pH 7.5. Abschatzung des

Umsatzes und Bestimmung des Enantiomereniiberschusses mittels GC an chiraler stationadrer Phase.

o YqiM-WT und o
Varianten
HO R HO R

R = OMe (36/37) R=Me (106/108) R =Et(109/110)

# <M”_%m_<_=mm Umsatz ee Umsatz ee Umsatz ee
[%] [%] [%] [%] [%] [%]

1 Wildtyp 34 96 (R) 100 98 (R) 100 58 (R)
2 C26N 2 99 (R) 5 99 (R) 0 -
3 C26H 54 76 (R) 99 87 (R) 100 60 (S)
4 H167A 5 18 (S) 97 78 (R) 89 7 (R)
5 C26N/H167A 10 86 (S) 100 89 (R) 94 30 (R)
6 C26H/H167A 11 27 (R) 20 67 (R) 54 20 (R)
7 I69A 9 40 (S) 100 35(R) 100 53 (S)
8 169Y 17 69 (S) 96 3 (R) 100 41 (S)
9 C26G 3 99 (R) n.d. n.d. n.d. n.d.
10 Y28F 9 99 (R) n.d. n.d. n.d. n.d.
11 Y28A 5 99 (R) n.d. n.d. n.d. n.d.
12 A60H 0 - n.d. n.d. n.d. n.d.
13 A60H/H167A 0 - n.d. n.d. n.d. n.d.
14 C26N/I69A 25 93 (S) 85 68 (S) 94 94 (S)
15 C26H/I69A 5 80 (S) 76 20(S) 93 78 (S)
16 C26H/169Y 14 88 (S) 86 26 (S) 94 72 (S)
17 H167A/169A 11 99 (S) 87 11 (S) 90 44 (S)
18 H167A/169Y 6 99 (S) 89 24 (S) 91 25(S)

Die Edukte und Produkte der in Tabelle 43 und Tabelle 45 gezeigten Bioreduktionen wurden

in anderen Arbeiten der Arbeitsgruppe Pietruszka bereits verwendet,

vollstandig
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charakterisiert und eine GC-Analytik etabliert. Die Synthese erfolgte wie dort beschrieben.
Die Literaturangaben der Synthesevorschriften und Analytik und die hier verwendeten GC-
Programme sind in Tabelle 44 aufgefihrt.

Tabelle 42: Ergebnisse der Testansatze, zur Bestimmung der Stereoselektivitdt von YqjM WT und Varianten

beziiglich der Umsetzung der geschitzten Varianten des Roche-Ester-Vorldufers 92 und 93. Umséatze mit 0.6 U

WT oder einer geeigneten Menge der YgjM-Varianten und bei pH 7.5. Abschatzung des Umsatzes und

Bestimmung des Enantiomereniberschusses mittels GC an chiraler stationarer Phase.

o YgiM-WT und o
Varianten
RO o~ RO o~
R =Bn (92/95) R = Allyl (93/ 96)

# <Hmm_.m§:~.8 Umsatz ee Umsatz ee

[%] [%] [%] [%]
1 Wildtyp 89 99 (R) 88 99 (R)
2 C26N 0 - 8 99 (R)
3 C26H 64 99 (R) 74 99 (R)
4 H167A 42 83(R) 80 99 (R)
5 C26N/H167A 0 - 46 99 (R)
6 C26H/H167A 7 30 (R) 26 99 (R)
7 I69A 74 54 (R) 55 94 (R)
8 169Y 54 28 (R) 52 95 (R)
9 C26N/169A 24 49 (R) 33 76 (R)
10 C26H/169A 58 88 (R) 13 80 (R)
11 C26H/169Y 84 68 (R) 15 71 (R)
12 H167A/I69A 78 90 (S) 12 0
13 H167A/169Y 51 90 (S) 12 11 (S)
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Tabelle 43: Ubersicht zu Umsatz und Stereoselektivitit der analytischen Bioreduktion von 2-
Phenylacrylsduremethylester (57, R = H) zu Profen 56 (R = H) sowie der beiden Methyl-substituierten 4-
Oxopentensauren 48 und 44 zu 49 und 45 mittels der vielversprechendsten ent-WT-selektiven YgjM-Varianten
(pH 7.5 und 0.6 U YgjM WT oder geeignete Menge der YgjM-Varianten).

0 0 0
o \__/\roommﬁ CO,Et
4  YagjM-Variante 56 (R=H) 49 45
Umsatz ee Umsatz ee Umsat ee
[%] (%] [%] [%] T
[%]
1 Wildtyp 45 100 (R) 100 99 (R) 100 96 (R)
2 C26N/H167A 6 100 (R) 7 99 (R) 100 78 (R)
3 C26N/I69A 38 99 (R) 100 32 (R) 100 13 (R)
4 C26H/169A 72 98 (R) 100 84 (R) 100 79 (R)
5 C26H/169Y 75 98 (R) 100 88 (R) 100 89 (R)
6 H167A/I69A 78 96 (R) 94 70 (R) 100 41 (R)
7 H167A/169Y 88 97 (R) 94 26 (R) 100 28 (R)

Tabelle 44: GC-Temperaturprogramme, chirale Sdulenmaterialien und Retentionszeiten von Substraten und
Produkten aus Kapitel 6.2, deren Enantiomerenanalytik in vorhergehenden Arbeiten in der Arbeitsgruppe
Pietruszka etabliert wurde.

# Bioreduktion Saule Temperaturprogramm tr tr (Produkt)
(Edukt)  (R)-/(S)
[min] [min]
1 57 > 56 (R = Hydrodex 110 °C (5' iso), 2 °C/min auf 13.7 10.2/9.9
H)l7o B3P 135 °C (0' iso), 10 °C/min auf
150 °C (3'iso).
2 48> 529 LipodexG 60 °C (5' iso), 5 °C/min auf 13.1 11.6/11.9
150 °C (5' iso).
3 44> 451 Hydrodex B 85°C (4 iso), 1°C/min auf 23.2 23.4/24.4
TBDAC 115 °C, (1" iso)
4 34> 35 Lipodex E 120 °C (1" iso), 10 °C/min auf 8-8.9 6.3/6.2
150 °C, (5" iso).
5 50> 51 Hydrodex 70°C (57iso) 1°C/min auf 36.1 25.4/26.31
B3P 110 °C, 20 °C/min auf 150 °C, syn
(1" is0). 27.4 (2R/3S)

27.8 (25/3R)
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Tabelle 45: Ubersicht zu Umsatz und Stereoselektivitit der analytischen Bioreduktion der Nitroverbindung 34

zu 35 sowie des Ethylesters 50 zu 51 mittels der vielversprechendsten ent-WT-selektiven YgjM-Varianten

(Ansatze bei pH 7.5, 0.6 U YqjM WT oder geeignete Menge der YgjM-Varianten).

O
“No, e CO,Et
# YqjM-Variante 35 >1
Umsatz Umsatz ee | Umsatz ee de
zum Produkt (2R,3R)/ (2R,3S) (2R,3S)
[%] (%] (%] | [%] [%] [%]
1 Wildtyp 96 5 99 26 99/99 98
2 C26N/H167A 79 4 99 0 - -
3 C26N/169A 90 18 99 57 99/99 99
4 C26H/169A 92 21 99 22 99/99 96
5 C26H/169Y 88 47 99 24 99/99 96
6 H167A/169A 93 42 99 6 99/99 87
7 H167A/169Y 89 33 99 8 99/99 91
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9.3.3 Synthesevorschriften und Analytik zu Kapitel 7.3.1 ‘Strategien zur
asymmetrischen Synthese von 2-Methylbutan-1,3-diol”

Aufbauend auf den Ergebnissen aus Kapitel 7.2 sollte eine multienzymatische
Eintopfsynthese zur Synthese von 2-Methylbutan-1,3-diol (66) etabliert werden. Die beiden
hierzu getesteten Synthesestrategien sind in Schema 60 im Uberblick dargestellt.

0 O OH O @)
} — \k{ HO R~ R
_ R = H/ OMe
114 106 118/117 141/90
OYE
Strategie 1 \ Strategie 2
O OH OH O

I||--: *
Py

(3R)-108 (25)-118/ (25)-75

ADH/
chemische Reduktion

\
OH OH OH OH

- ------

X

(2R)-66 (25)-66

Schema 60: Ubersicht zu Synthesestrategien fiir 2-Methylbutan-1,3-diol (66). In diesem Kapitel neu zu
etablierende Schritte sind durch gestrichelte Pfeile gekennzeichnet.

9.3.3.1 Substratsynthesen
9.3.3.1.1 3-(Hydroxymethyl)but-3-en-2-on (106)

Die Vorschrift zur Synthese von Substrat 106 sowie die Analytik sind in Kapitel 9.3.2.1.6 zu
finden.

9.3.3.1.2 3-Hydroxy-2-methylenbutanal (118)

0] CH3CHO OH O
DABCO
_ H 0°C H

141 rac-118
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Losungsmittel-Screening

Es wurde DABCO (1 Aq., 51 mg, 0.4 mmol) in einem Schlenk-Kolben in Lésungsmittel (2 mL)
vorgelegt und unter Inertgasatmosphare (N,) Acetaldehyd (2.5 Aqg., 44 mg, 1 mmol) und
zuletzt Acrolein (1 Aqg., 22 mg, 0.4 mmol) zugegeben. Der Ansatz wurde 24 h bei 0 °C bis RT
gerithrt und der Umsatz zum Produkt per "H-NMR bestimmt. Die Umsétze sind in Tabelle 46
dargestellt.

Tabelle 46: L6sungsmittel-Screening zur Optimierung des Umsatzes in der Morita—Baylis—Hillman-Reaktion zu
3-Hydroxy-2-methylenbutanal (118).

# Losungsmittel Verhaltnis Umsatzin %

1 THF/H,0 10:1 82
2 THF/H,0 1:1 36
3  Dioxan/H;0 10:1 45
4  Dioxan/H,0 11 42
5 H,0 - 5
6 THF - 0

Optimierte Synthesevorschrift:

In einem Schlenk-Kolben wurde unter Inertgas-Atmosphire DABCO (1 Aqg., 1g 8 mmol)
vorgelegt und ein THF-Wasser-Gemisch (44 mL, 10:1) zugegeben. Es wurde Acetaldehyd (2.5
Aqg., 0.88 g, 20 mmol) und nach Temperatureinstellung auf 0 °C Acrolein (1 Aq., 0.45 g, 8.0
mmol) zugegeben und bei 0 °C bis RT bis zum vollstdndigen Umsatz geriihrt. Der Umsatz
wurde mittels "H-NMR bestimmt und vollstandiger Umsatz der Edukte war nach 3 h erreicht.
Das Reaktionsgemisch wurde mit gesattigter Ammoniumchlorid-L6sung gewaschen, die
wassrige Phase mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase (iber Magnesiumsulfat
getrocknet. AnschlieRend wurde am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck
aufkonzentriert und das Produkt nach fraktionierter Vakuumdestillation als leicht gelbliches
Ol erhalten.

Ausbeute (118, 100.12 g/mol): 645 mg (6.44 mmol, 81 %).

Literaturausbeute: 65 %, 240 h.115]
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118
'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 9.59 (s, 1H, 1-H), 6.48 (dd, 1H, *J1-3 = 1.4 Hz, *J1-a1p = 0.4 Hz, 1-H,), 6.07 (dd, 1H,
*J1p, 3= 0.7 Hz, %Jyp, 1a= 0.4 Hz , 1’-Hy), 4.68 (dddq, *J5 4= 6.4 Hz, *J5, on = 5.2 Hz, )3 1=
1.4 Hz, *J3 15 = 0.7 Hz, 1H, 3-H), 1.39 (d, J4 3 = 6.4 Hz, 3H, 4-H).

3C.NMR (CDCl3, 151 MHz):

8 [ppm] = 194.5 (C-1), 133.2 (C-17), 124.6 (C-2), 65.3 (C-3), 21.9 (C-4).

GC/MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 100 (6) [M"], 85 (100) [(C4HsO2)], 71 (26) [(CsH;0)"], 55 (37) [(C3H30)"].

IR (ATR, Film):

7 [em™] = 3395 (O-H v, br), 2977, 2936 (CH; v.), 1683, 1447, 1412, 1372, 1259 (C-H 8).

GC:

Saule: FS-Lipodex E

Temperaturprogramm: 60 °C (5'iso), 5 °C/min auf 150 °C (5' iso).
tr: 13.0 min, 14.9 min.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.!*>¥

9.3.3.1.3 3-Hydroxy-2-methylenbutansdauremethylester (117)

o) CH3CHO OH O
_ DABCO
(@) O\
_ 0°C
90 rac-117

In einem Schlenk-Kolben unter Inertgas-Atmosphéare (N,) wurde DABCO (1 Ag., 1 g, 8 mmol)
in einem Losungsmittel-Wasser-Gemisch (44 mL, 10:1) bei RT vorgelegt und Acetaldehyd (2.5
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Aq., 0.88 g, 20 mmol) und Acrylsduremethylester (90, 1 Aqg., 0.69 g, 8 mmol) zugegeben. Die
Reaktion wurde parallel einmal mit THF und einmal mit Dioxan als L&sungsmittel
durchgefiihrt. Nach 24 h konnte mittels *H-NMR bei beiden Reaktionsansitzen vollstandiger
Umsatz festgestellt werden und daher wurden die Ansatze zusammen aufgearbeitet.
Aufreinigung erfolgte per Vakuumdestillation (0.1 mbar, Ubergangstemperatur: 50 °C) und
das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (117, 130.14 g/mol): 1.13 g (8.65 mmol, 54 %)

117
'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 6.22 (s, 1H, 1’-H,), 5.83 (dd,’J3 4= 0.7 Hz, 0.4 Hz, 1H, 1’-Hy), 4.62 (dq, *J3 4 = 6.5Hz,
%J3 on = 6.1 Hz, 1H, 3-H), 3.79 (s, 3H, OCHs), 2.61 (d, *Jon3 = 6.1 Hz, 1H, OH), 1.39 (d, >/, 5= 6.5
Hz, 3H, 4-H).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):
& [ppm] = 167.2 (C-1), 143.5 (C-2), 124.3 (C-1'), 67.3 (C-3), 52.1 (OCH3), 22.2 (C-4).
MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 130 (6) [M*], 115 (100) [(CsH;03)*], 98 (93) [(CsHe02)], 85 (100) [(C4Hs50,)*], 55
(100) [(CaH)"].

IR (ATR, Film):

v [em™] = 3425 (0-H v), 2977 (CHs-v), 1712 (C=0 v), 1630 (C=C v), 1439, 1401, 1367 (C-H &).

Siedepunkt: 50 °C, 0.1 mbar, (ca. 250 °C, 1 atm)

GC:

Saule: Lipodex E

Temperaturprogramm: 60 °C (5'is0), 5 °C/min auf 150 °C (5" iso).
tr: 13.47 min, 13.9 min

Die NMR-Daten stimmen mit den Literaturdaten tiberein.!*>!
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9.3.3.2 Produktsynthesen
9.3.3.2.1 4-Hydroxy-3-methylbutan-2-on (108)

0]

Io\/¥_/

108

Samtliche Analytik, die Vorschrift zur Synthese der Referenzsubstanz 108 sowie eine
Synthesevorschrift zur Bioreduktion von 106 zu 108 mittels YgqjM WT sind im
Experimentalteil Kapitel 9.3.2.5.2 behandelt.

Alternative Vorschrift zur Synthese via Bioreduktion mittels YajM WT

o] YqiM WT o)

HO _._O\/\:/

106 108

Es wurden 108 mg Substrat (106, 1.08 mmol, 1Aq) entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift in Kapitel 9.3.1.2 umgesetzt. Anders als dort beschrieben wurde bei pH 7
und 25 °C gearbeitet und es wurde 0.5 mM NADP* zugegeben. Das Enzym YqjM WT wurde
als resuspendiertes Pellet aus einer Ammoniumsulfat-Fallung (40/70 %) eingesetzt (A = 16.2
U/mL). Insgesamt wurden 58 U YgjM WT in zwei Portionen zugegeben. Nach 24 h war
entsprechend des GC-Chromatogramms vollstandiger Umsatz erreicht und die Reaktion
wurde aufgearbeitet. Dazu wurde die Reaktionslosung mit Natriumchlorid gesattigt und tber

Nacht geriihrt. Nach einer Filtration (iber Celite wurde mit MTBE extrahiert. Das Produkt
wurde als leicht griinliches Ol erhalten.

Ausbeute (108, 102.13 g/mol): 100 mg (0.99 mmol, 92 %), 97 % ee (R),GC.

15,769

a I,xw _w_otcs_i_?tc :.uﬁ _z.cﬁ

Abbildung 50: GC-Chromatogramm des Bioreduktionsprodukts 108.
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9.3.3.2.2 3-Hydroxy-2-methylbutansauremethylester (75)

Synthese der Referenzverbindung

OH O Ho OH O

_ Pd/C _
O 0]

RT

117 75

Entsprechend der allgemeinen Vorschrift fiir Hydrierungen (Kapitel 9.3.1.3) wurde 3-
Hydroxy-2-methylenbutansauremethylester (117, 200 mg, 1.53 mmol) in THF (50 mL)
umgesetzt. Die Reaktionstemperatur betrug 30 °C und als Katalysator diente Palladium auf
Kohle (10 % Pd/C, 30 mm). Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung als farblose
FlUssigkeit erhalten.

Ausbeute (75, 132 g/mol): 153 mg (1.16 mmol, 75 %)

anti-Diastereomer:

'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

8 [ppm] = 3.89 (ddq, *J35 = 7.1 Hz, /34 = 6.3 Hz, *J5,04 = 5.8 Hz, 1H, 3-H), 3.72 (s, 3H, OCHs),
2.61 (d, *Jous = 5.8 Hz, 1H, OH), 2.46 (dq, *Ja1 = 7.3 Hz, /33 = 7.1 Hz, 1H, 2-H), 1.22 (d, *Js3 =
6.3 Hz, 3H, 4-H), 1.20 (d, *J1-, = 7.3 Hz, 3H, 1’-H).

3C.NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 69.6 (OCH3), 51.9 (C-3), 47.0 (C-2), 20.9 (C-4), 14.1 (C-1').

syn-Diastereomer:

'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

5 [ppm] =4.07 (dq, /34 = 6.4 Hz, *J504 = 4.3 Hz, *J32 = 3.8 Hz, 1H, 3-H), 3.72 (s, 3H, OCHs),
3.49 (d, *Jous = 4.3 Hz, 1H, OH), 2.51 (dq, *J1- = 7.2 Hz, *Jo3 = 3.8 Hz, 1H, 2-H), 1.19 (d, */s5 =
6.4 Hz, 3H, 4-H), 1.18 (d, *J1-, = 7.2 Hz, 3H, 1’-H).

13C.NMR (CDCl3, 151 MHz):

S [ppm] = 68.1 (OCH3), 51.9 (C-3), 45.5 (C-2), 19.9 (C-4), 11.1 (C-1’).
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MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 117 (15) [(M-CH)"], 88 (100) [(CaHgO,)"], 57 (90) [(C3Hs0)'].

IR (ATR, Film):

7 [em™] =3421 (0-H v), 2977 (CH3 v), 1716 (C=0 v), 1456, 1436, 1378 (C-H &).

GC:
Saule: Lipodex E
Temperaturprogramm: 60 °C (1'iso), 15 °C/min auf 185 °C, 120 °C/min auf 280 °C,
(5%is0).
tr: (anti): 12.2 min (2S,3S) und 12.3 min (2R,3R).

(syn): 12.6 min (2R,3S) und 13.2 min (2S,3R).
Diastereomerenverhiltnis (GC/ *H-NMR) 2:1 (syn: anti)

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein. &3¢ %]

Bioreduktion mit YqjM WT zu (2R)-3-Hydroxy-2-methylbutansduremethylester (75)

OH O YgiM WT OH O

S —

)

:

117 (2R)-75

Es wurden 50 mg (0.38 mmol, 1 Aq) 3-Hydroxy-2-methylenbutansduremethylester (117)
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift in Kapitel 9.3.1.2 umgesetzt. Anders als dort
beschrieben wurde bei pH 7 und 25 °C gearbeitet und es wurden 10 mL KP; eingesetzt
(Substratkonzentration 38 mM). Das Enzym YqjM WT wurde als lyophilisiertes mit FMN
rekuperiertes Rohextrakt eingesetzt. Insgesamt wurden 105 mg Lyophilisat (0.3 U/mg, 32 U)
in drei 35 mg-Portionen (nach 0 h, 1 h, 18 h) zugegeben. Nach 44 h war entsprechend des
GC/MS-Chromatogramms  vollstandiger Umsatz erreicht und die Reaktion wurde
entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift aufgearbeitet. Die Extraktion erfolgte mit
MTBE. Das Produkt wurde als gelbes Ol erhalten und enthielt laut *H-NMR noch etwa 2 %
Edukt. Eine chromatographische Aufreinigung (Et,O/EE, 3:1) war nicht moglich.

Ausbeute (75, 132.18 g/mol): 39 mg (0.29 mmol, 78 %).
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Im Rahmen der Bachelorarbeit von L. Fischer wurden zuvor je 150 mg (1.15 mmol, 1 Aq.)
Substrat 117 in GefdBen aus drei verschiedenen Materialien (Glas, Polyethylen und
Polystyrol) bei etwas abgewandelten Bedingungen c3mmmmﬂ¢:§ Wie zuvor wurde bei einer
Substratkonzentration von 38 mM, also in 30 mL KP; (100 mM, pH 7) gearbeitet. Es wurde
jedoch nicht unter Argon gearbeitet und auRerdem wurde die NADP*-Konzentration stark
erhéht auf 2mM NADP'. Es wurden 55U Glukose-Dehydrogenase und 60U IMAC-
gereinigtes Enzym YqjM eingesetzt und fiir 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Abschdtzung des Umsatzes erfolgte mittels GC an chiraler stationarer Phase. Die
Aufarbeitung erfolgte fir alle drei Ansatze gemeinsam, da das GefaR keinen Einfluss auf den
Umsatz in der Reaktion hatte. Es wurde gemdlR der allgemeinen Arbeitsvorschrift
vorgegangen. Die Extraktion erfolgte mit Ethylacetat. Es wurde ein farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (75, 132.18 g/mol): 387 mg (2.9 mmol, 85 %),

NMR- und MS-Daten stimmen mit der Literatur sowie den Produktreferenzen iberein.®*®

156]

Diastereomerenverhiltnis (GC/ *H-NMR) 1:1 (syn: anti)
Enantiomereniiberschuss: syn: >99 % (2R,3R)

anti: >99 % (2R,3S)

9.3.3.3 Vorschriften zur Synthese von 2-Methylbutan-1,3-diol (66)

Synthese der Referenzsubstanz (alle 4 Diastereomere)

OH O LiAlH, OH OH
o~ .
-10 °C bis RT,
4 h
75 66

Entsprechend der allgemeinen Vorschrift zur Reduktion mittels LiAIH; (Kapitel 9.3.1.5)
wurde in einem Schlenk-Kolben unter Inertgas-Atmosphdre (N,) Lithiumaluminiumhydrid
(55.5 mg, 1.46 mmol, 1.25 Aq.) in THF (1.5 mL) vorgelegt und auf —10 °C gekiihlt. Es wurde
ein Stereoisomerengemisch von 3-Hydroxy-2-methylbutansduremethylester (75, 2:1 syn:
anti, 155 mg, 1.17 mmol, 1 Aq.) in THF (1 mL) Giber 1 h zugetropft. Nach vollstindiger Zugabe
wurde 1 h bei =5 °C geriihrt und das Gemisch dann auf RT aufgewarmt und nochmal 2 h bei
RT gerihrt. Danach erfolgte die Aufarbeitung entsprechend der allgemeinen
Arbeitsvorschrift. Das Produkt wurde als farblose Flussigkeit erhalten und bedurfte keiner
weiteren Aufreinigung.

Ausbeute (66, 104.15 g/mol): 111 mg (1.07 mmol, 92 %)
DC:

R¢ = 0.15 (PE/EE, 50:50).
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Farbung mittels wassriger Kaliumpermanganatlosung und Erhitzen.

OH OH
* MWM

4 *

1

66

syn-Diastereomer:

'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 4.03 (qd, *J54 = 6.5 Hz, *J3, = 3.1 Hz, 1H, 3-H), 3.71 (dd, *J141 = 10.7, *J15 = 6.9 Hz,
1H, 1-Ha), 3.67 (dd, “1p1a = 10.7 Hz, *J1p, = 4.5 Hz, 1H, 1-Hb), 2.67 (s, 2H, OH), 1.81 (dddg,
*Jy1-= 7.1 Hz, %31, = 6.9 Hz, *J51p = 4.5 Hz, *Jo 3 = 3.1 Hz, 1H, 2-H), 1.19 (d, *J4 5 = 6.5 Hz, 3H, 4-
H), 0.89 (d, *Jy, = 7.1 Hz, 3H, 1"-H).

3C.NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 70.9 (C-3), 66.7 (C-1), 40.3 (C-2), 19.7 (C-4), 10.9 (C-1).

anti-Diastereomer:

'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

8 [ppm] = 3.75-3.57 (m, 3H, 1-H und 2-H), 1.69-1.60 (m, 1H, 3-H), 1.22 (d, *J43 = 6.2 Hz, 3H,
4-H), 0.84 (d, *J1-, = 7.0 Hz, 3H, 1"-H).

3C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

S [ppm] = 73.8 (C-3), 68.3 (C-1), 41.9 (C-2), 22.1 (C-4), 13.8 (C-1).

MS (El, positive lonen, 70 eV):
m/z (%) = 89 (22) [(M-CHs)’], 71 (100) [(M-CHs-H,0)"], 56 (83) [(C4Hs)"].

tr: 4.2 min

IR (ATR, Film):

v [em™] = 3325 (O-H v), 2969, 2929, 2882 (CH; v), 1454, 1375 (C-H &).

Diastereomerenverhiltnis (*H-NMR):

DV = ca. 2.3:1 (syn:anti)
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Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein./”

Synthese ausgehend vom Produkt der Bioreduktion

Entsprechend der allgemeinen Vorschrift zur Reduktion mittels LiAlH; (Kapitel 9.3.1.5)
wurde in einem Schlenk-Kolben unter Inertgas-Atmosphare (N,) Lithiumaluminiumhydrid
(27 mg, 0.71 mmol, 1.25 Aq.) in THF (0.75 mL) vorgelegt und auf —10 °C gekiihlt. Es wurde
(2R)-3-Hydroxy-2-methylbutansdauremethylester (75, 75 mg, 0.75 mmol) in THF (0.5 mL) Gber
1 h zugetropft. Nach vollstandiger Zugabe wurde 1 h bei —5°C und 2 h bei RT gerihrt.
Danach erfolgte die Aufarbeitung nach Vorschrift. Im 'H-NMR waren deutliche
Verunreinigungen zu sehen. Die sdulenchromatographische Auftrennung war nicht moglich.

Synthese als Kaskadenumsetzung von YgjM WT und ADH,k

O OH ygmwr O OH| apy, OH OH

* *
_

106 108 66

In einem 100 mL-Zweihalskolben wurden 100 mL KP;-Puffer (100 mM, pH 7.5) vorgelegt und
Cofaktor (NADP®, 77.8 mg), 3-(Hydroxymethyl)but-3-en-2-on (106, 500.6 mg) und Glukose
(9.9 g) zugegeben. Mittels Titrator wurde der pH-Wert gemessen und bei 7.5 konstant
gehalten. Nach dem Einstellen des Titrators wurden die Enzyme YgjM (1. Zugabe 1 mL, 2.
Zugabe 1.1 mL nach 3 h, 3. Zugabe 0.4 mL nach 26 h, A= 11 U/mL) und GDH (0.25 mL, A =
104 U/mL) zugegeben und die Reaktion gestartet.

Nach vollstandigem Umsatz (DC-Kontrolle) wurden zur Halfte der Losung 250 uL ADH
zugegeben und zwei Stunden weitergeriihrt (GC-Kontrolle). Die Reaktion wurde mangels
vollstandigen Umsatzes lUbers Wochenende weiter geriihrt und nach 67 h wurden weitere
250 pL ADHx und Cofaktor (NADP®, 77.8 mg) zugegeben. Es wurde fiir 2 h weitergeriihrt und
sodann durch Zugabe von 40g Ammoniumsulfat das Enzym ausgefallt. Die Extraktion
erfolgte mit MTBE und nach Trocknung tiber Na,SO4 wurde das Losemittel bei vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (PE/EE, 50:50)
und das Produkt wurde als farbloses Ol erhalten.

Ausbeute (66, 104.15 g/mol): 128 mg (1.23 mmol, 50 %)
Diastereomerenverhiltnis (‘*H-NMR) DV =7:1 (syn:anti)

NMR und MS-Daten stimmen mit der Literatur sowie der Produktreferenz iiberein.!””
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9.3.4 Synthesevorschriften und Analytik zu Kapitel 7.3.2 “Substratscreening zur
Verwirklichung einer Kaskade aus YqjM und Laccase’

9.3.4.1 Substrate
9.3.4.1.1 2-(Cyclopentenon)carbonsduremethylester (126)

Die Substanz wurde von Dr. M. Bielitza im Rahmen einer Kooperation bereitgestellt.

126
'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 8.43 (t, *J5 4 = 2.8 Hz, 1H, 5-H), 3.84 (s, 3H, OCH3), 2.75 (td, 2H, *J43= 6.9 Hz, /35 =
2.8 Hz, 4-H), 2.58-2.56 (m, 2H, 3-H).

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 140 (17) [(M)*], 110 (46), 80 (34), 53 (100).

tr (GC/MS): 7.8 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten Daten iberein.*>”!

9.3.4.1.2 Chromon-2-carbonsauremethylester (127b)

o) o)
SOCl,, MeOH

OH RT

144 127b

Zu einer riihrenden Lésung von Chromon-2-carbonsiure (144, 190 mg, 1.00 mmol, 1.0 Aq.)
in einem Gemisch aus 2 mL Methanol und 2 mL THF wurde unter Kihlung bei 0°C
Thionylchlorid (179 mg, 1.50 mmol, 1.5 Aq.) zugetropft und bei Raumtemperatur fiir 20 h
gerihrt bis laut 'H-NMR vollstandiger Umsatz erreicht war. Sodann wurde das
Reaktionsgemisch eingeengt, mit Wasser verdinnt, mit Ethylacetat extrahiert und mit
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die organischen Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Produkt wurde ohne Aufreinigung als weiRes Pulver erhalten.

Ausbeute (127b, 204.18 g/mol): 180 mg (0.88 mmol, 88 %).
DC:

R¢ = 0.26 (PE/EE 80:20).
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'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

8 [ppm] = 8.20 (dd, *Js 6 = 8.0 Hz, */s; = 1.7 Hz, 1H, 5-H),  7.74 (ddd, 3J;5= 8.7Hz, *Jz¢=
7.2 Hz, *Jeg = 1.7 Hz, 1H, 7-H), 7.61 (dd, *Jg; = 8.7 Hz, “Jg6 = 1.1 Hz, 1H, 8-H), 7.45 (ddd, 1H,
*Jo5 = 8.0 Hz, *Jg7 = 7.2 Hz, *J75 = 1.1 Hz, 6-H), 7.12 (s, 1H, 3-H), 4.02 (s, 3H, OCHs).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

8 [ppm] = 178.5 (C-4), 161.2 (CO,CHs), 156.1 (C-4a), 152.1 (C-2), 134.9 (C-7), 126.1 (C-6) ,
125.9 (C-5), 124.6 (C-8a), 118.9 (C-8), 115.1 (C-3), 53.7 (CO,CHs).

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 204 [(M)*] tg (GC/MS): 11.0 min

IR (ATR, Film):

7 [cm™] = 1741 (C=0 v), 1660 (C=0 v), 1622 (C=C v arom.), 1465 (C=C v arom.), 1394, 1302,
1260, 1240, 1128, 1094, 771.

Die angegebenen NMR-Daten stimmen mit den publizierten Daten iberein.!**®

9.3.4.1.3 Chromon-3-carbonsdauremethylester (127c)

O O O O
_ on SOCl,, MeOH _ o
o RT,22h o
145 127c
In Anlehnung an eine Vorschrift von Sulji¢ et al.3% wurden in einem Schlenk-Kolben unter

Stickstoff 120 mL MeOH vorgelegt, bei 0 °C langsam Thionylchlorid (24.0 mL, 330 mmol,
38 Aq.) zugetropft und fir 1.5 h unter Aufwirmen auf Raumtemperatur geriihrt. Sodann
wurde die Chromon-3-carbonsdure (145, 1.66g, 8.70 mmol, 1.0 Ag.) zugegeben und fiir
weitere 17 h bei Raumtemperatur gerihrt bis die Saure vollstandig abreagiert hatte. Zur
Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch aufkonzentriert und per Flashchromatographie
gereinigt (PE/EE, 75:25). Das Produkt wurde als gelblich-weiRer Feststoff erhalten.

Ausbeute (127c, 204.18 g/mol): 1.68 g (8.20 mmol, 94 %).
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DC:

R¢ = 0.18 (PE/EE, 70:30).

127c

'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

8 [ppm] = 8.69 (s, 1H, 2-H), 8.30 (dd, */s¢ = 8.0 Hz, *Js; = 1.7 Hz, 1H, 5-H), 7.71 (ddd, )75 =
8.6 Hz, *J;6= 7.2 Hz, *J75= 1.7 Hz, 1H, 7-H), 7.50 (dd, *J5; = 8.6 Hz, “Jg6 = 1.0 Hz, 1H, 8-H),
7.47 (ddd, *Js,5 = 8.0 Hz, *Js,7 = 7.2 Hz, *Js 5 = 1.0 Hz, 1H, 6-H), 3.94 (s, 3H, OCHs).

3C.NMR (CDCl3, 151 MHz):

& [ppm] = 173.4 (C-4), 164.1 (CO,CHs), 162.0 (C-2), 155.6 (C-8a), 134.2 (C-5), 126.6 (C-7),
126.3 (C-8), 125.2 (C-4a), 118.1 (C-6), 116.1 (C-3), 52.4 (CHs3).

IR (ATR, Film):

v [em™] =1745 (C=0 v), 1709 (C=0 v), 1660, 1617, 1570, 1464, 1437, 1394, 1343, 1312,
1120, 1094, 768.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 204 (22) [(M)], 173 (81) [(M-CH30)"], 146 (100) [(CsHeO,)'], 121 (63), 104 (14)
[(C;H40)"], 92 (23) [(CeH40)™1, 89 (31), 63 (35), 53 (39).

tz (GC/MS): 11.0 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten NMR-Daten iberein.!*>

9.3.4.1.4 2-Methylchromon-3-carbonsdauremethylester (127e)

0 o o
0] e} NaH P
Ccl| + — O
io\ Toluen, 24 h _
F o
133 146 127e

In Anlehnung an eine Vorschrift von Sulji¢ et al.™* wurde eine Mischung von 293 mg

(2.50 mmol, 1.0 Aq.) Methylacetessigester (146, trocken) und 13 mL Toluen in einem
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Schlenk-Kolben unter N, vorgelegt und nach Zugabe von Natriumhydrid (61.0 mg,
2.50 mmol, 1.0 Aq.) fiir 12 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt. Sodann wurde eine Lésung
von 2-Fluorbenzoylchlorid (400 mg, 2.50 mmol, 1.0 Aq.) in 6 mL Toluen innerhalb einer
Minute dazugegeben und flr 24 h unter Rlckfluss erhitzt. Es wurde mit 25 mL Wasser
gequencht und 2x mit Diethylether extrahiert. Die organischen Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel entfernt. Die Reinigung erfolgte durch
Flashchromatographie (Eluent: PE/EE, 80:20). Das Produkt wurde als weiRer Feststoff
erhalten.

Ausbeute (127e, 218.2 g/mol): 208 mg (0.95 mmol, 40 %).
DC

R¢ = 0.22 (PE/EE, 80:20).

127e

'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

8 [ppm] = 8.21 (dd, *J5 6= 8.0 Hz, *J5; = 1.7 Hz, *Js s = 0.5 Hz, 1H, 5-H), 7.67 (ddd, *J; 5 = 8.5 Hz,
*J;6=7.2 Hz, *J;5 = 1.7 Hz, 1H, 7-H), 7.43 (ddd, *J5 7 = 8.5 Hz, “Jg6 = 1.0 Hz, *Jg 5 = 0.5 Hz, 1H, 8-
H), 7.41 (ddd, Jes = 8.0 Hz, *Jg7 = 7.2 Hz, “Jss = 1.0 Hz, 1H, 6-H), 3.94 (s, 3H, OCHs), 2.53 (s,
3H, CHs).

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 218 (34) [(M)"], 203 (13) [(M-CH3)], 187 (100) [(M-OCHs)*], 160 (55), 121 (38), 92
(19), 67 (29).

tr=11.2 min

Schmelzpunkt: 119 °C

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten NMR-Daten iiberein.!***"!

9.3.4.2 Produktreferenzen
9.3.4.2.1 3,4-Dihydrocumarin-3-carbonsaureethylester (124d)

Dieser Ester wurde im Rahmen der Kooperation von Dr. S. Sulji¢ als Produktreferenz erhalten
und von diesem vollstandig charakterisiert."**” Die Bioreduktionen dazu sind in Kapitel
9.3.4.3.2 behandelt.
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124d

'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

8 [ppm] = 7.28 (ddd, *J76 = 8.2 Hz, *J;5 = 7.4 Hz, *J;5 = 1.6 Hz, 1H, 7-H), 7.21 (dd, *Js 6 = 7.5 Hz,
*Js7=1.6 Hz, 1H, 5-H), 7.12 (ddd, *Js7 = 8.6 Hz, *Jg5 = 7.5 Hz, *Js s = 1.2 Hz, 1H, 6-H), 7.07 (dd,
*Jg7=8.2 Hz, “Jg = 1.2 Hz, 1H, 8-H), 4.23 (dq, “J1a1b = 10.8 Hz, *J3 - = 7.1 Hz, 1H, 1°-H,), 4.18
(dq, Y1b1a = 10.8 Hz, *J3- 5 = 7.1 Hz, 1H, 1"-Hy), 3.76 (dd, /54 = 8.6 Hz, *J34 = 6.0 Hz, 1H, 3-H),
3.42 (dd, *Jss = 16.0 Hz, *Js5 = 8.6 Hz, 1H, 4-H), 3.18 (dd, *Js4 = 16.0 Hz, */35 = 6.0 Hz, 1H, 4-
H), 1.21 (t, *Jo 1 = 7.1 Hz, 3H, 2-H).

13C-NMR (CDCl3, 151 MHz):

8 [ppm] = 167.7 (CO,Et), 165.0 (C-2), 151.6 (C-8a), 128.9 (C-7), 128.4 (C-5), 125.0 (C-6), 120.9
(C-4a), 117.0 (C-8), 62.3 (C-1'), 46.5 (C-3), 27.5 (C-4), 14.1 (C-2").

IR (ATR, Film):

v [cm™] = 1745 (C=0 v), 1709 (C=0 v), 1660, 1617, 1464, 1437, 1394, 1343, 1212, 1120,
1094, 768.

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) =220 (5) [(M)*], 173 (25), 147 (100) [(M-C3Hs0,)"], 118 (28), 106 (27) [(C;Hs0)'], 91
(23) [(C7H7)"], 78 (20) [(CeHe)'], 65 (15) [(CsHs)'].

tr (GC/MS): 10.7 min.

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten NMR-Daten iiberein.!1130!

9.3.4.2.2 3-(2-Methyl-4-chromanon)carbonsduremethylester (129¢)

O O H, O O
0,
_ o~ 20% Pd(OH),/C o
o THF o
127e 129e

Es wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift 9.3.1.3 vorgegangen, wobei bei
20 °C, 7 bar, 60 % Wasserstoff und einem Fluss von 0.3 mL/min gearbeitet wurde.!13? Eg
wurden 50.0mg (0.23 mmol) 3-(2-Methylchromon)carbonsduremethylester (127e)
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eingesetzt. Nach Entfernung des Losungsmittels wurden 39.4 mg eines klaren, leicht pinken
Ols erhalten, das entsprechend des GC/MS-Chromatogramms kein Edukt und zwei Produkte
enthielt (tg: 9.7 und 9.8 min). Eine Isolierung des gewiinschten Produkts per
Saulenchromatographie war nicht moglich.

DC: R¢=0.48-0.76 (PE/EE, 70:30).
MS (El, positive lonen, 70 eV):
m/z (%) =220 (26) [(M)'], 205 (100) [(M-CHs)*].

tz (GC/MS): 9.7 min.

9.3.4.3 Bioreduktionen
9.3.4.3.1 Bioreduktionen von 2-(Cyclopentenon)carbonsduremethylester (126)

O O
0 YqjM WT / OYE 1 O

o) )
/ /

126 122

Schema 61: Bioreduktion von 2-(Cyclopentenon)carbonsdauremethylester (126) mittels Enreduktasen.

Die angestrebte Bioreduktion von 2-(Cyclopentenon)carbonsdauremethylester (126) mittels
einer Enreduktase ist in Schema 61 dargestellt. Es wurde entsprechend der allgemeinen
Vorschrift fir Bioreduktionen im analytischen MaRstab (Kapitel 9.3.1) vorgegangen. Das
Edukt 126 wurde von Dr. M. Bielitza zur Verfligung gestellt. Das Produkt war kommerziell
erhaltlich. Der Umsatz wurde mittels GC/MS bestimmt. Die analytischen Daten zu dieser
Umsetzung sind in Tabelle 47 gezeigt.

Tabelle 47: EI-MS Fragmentierungen von Edukt und Produkt der Bioreduktion aus Schema 61.

# Substanz tg [min] El-Fragmentierung m/z
1 126 7.8 140 (17) [(M)*], 110 (46), 80 (34), 53 (100).
2 122 6.2 142 (3)[(M)"], 114 (36), 87 (35), 55 (100).

Zunachst wurde eine Versuchsreihe mit YqjM WT und OYE 1 bei verschiedenen pH-Werten
und mit THF als Cosolvens durchgefiihrt. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 17 dargestellt. In
einer weiteren Versuchsreihe (Tabelle 48) wurde zusatzlich der Einsatz von 1 % (v/v) oder
33 % (v/v) Acetonitril als Cosolvens getestet (Eintrag 3 und 4) und der Einsatz von 200 mM
KP; bei pH 6 (Eintrag 2), um die Reaktionsbedingungen an die Laccase-katalysierte Reaktion
anzupassen.
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Tabelle 48: Screening zur Bioreduktion von 2-(Cyclopentenon)carbonsauremethylester (126). Bedingungen:
0.3 U Enzym, 30 °C, 300 rpm, 24 h, KP; 20 mM, 1 % (v/v) Cosolvens, wenn nicht anders angegeben.

# Enzym pH Cosolvens Umsatz [%]
1 OYE1l 65 THF 68
2 OYEl 6.0° THF 73
3 OYE1l 6.5 CH3CN 74
4 OYE1l 6.5 CHsCN” 9

2KP; 200 mM, 133 % (v/v)

Bioreduktion des 2-(Cyclopentenon)carbonsduremethylesters (126) im praparativen
MaRstab

0O O
0 YqjM WT O
@) Kp;, 200 mM, pH 6 O
/ Pi p /
126 122

In einem 25 mL-Zweihalskolben wurden 10mL KP; (100 mM, pH6.0) vorgelegt und
nacheinander 85 mg Substrat (1 Ag., 0.6 mmol, ¢ 50 mM), 100 pL THF (1 %, v/v), 360 mg
Glukose (c 250 mM), 100 uL NADP* (100 mM Lésung, 0.02 Ag.), 10 U GDH und 10 U YgjM
zugegeben und bei 30 °C und unter Konstanthaltung des pH-Wert gertihrt. Nach 18 h waren
laut GC/MS 35% Umsatz erreicht. Nach weiterer Enzym- und Cofaktorzugabe und
Reaktionskontrolle nach 24 h war ein groRerer Anteil Nebenprodukte und keine Vermehrung
des Produkts zu beobachten. Daher wurde die Reaktion durch Zugabe von HCI (37 %ig) bis
pH 2 gequencht und anschlieBend mit Ethylacetat extrahiert. Eine Aufreinigung mittels
Saulenchromatographie (PE/EE, 70:30) war nicht moglich.

Rohausbeute (122, 142.15 g/mol ): 69 mg

O
5 Am (@]
4 3 \O
122

'H-NMR (CDCls, 600 MHz):

6 [ppm] = 3.75 (s, 3H, OCH3), 3.17 (t, wgwwu 9.0 Hz, 1H, 2-H), 2.38-2.23 (m, 4H, 4-H/ 5-H),
2.17-2.09 (m, 1H, 3-H,), 1.94-1.83 (m, 1H, 3-Hy).

MS (El, positive lonen, 70 eV):

m/z (%) = 142 (3) [(M)], 114 (36), 87 (35), 55 (100).



200 Experimenteller Teil

tz (GC/MS): 6.2 min

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten Daten iberein. 6%
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9.3.4.3.2 Bioreduktionen von Cumarinen

Die Ergebnisse der Bioreduktionen von Cumarinen sind in Kapitel 7.3, Tabelle 18 dargestellt.
In Tabelle 49 sind die jeweils gefundenen El-Fragmentierungen und Retentionszeiten von
Edukten und angestrebten Produkten im Uberblick dargestellt. Die El-Fragmentierungen
entstandener Nebenprodukte bei Umsetzung von 123d sind in Kapitel 7.3, Tabelle 19
dargestellt und werden dort diskutiert.

Tabelle 49: Fragmentierungen der in der GC/MS detektierten Edukte und Produkte bei Umsetzung der

verschieden substituierten Cumarine (123b-d).

# Substanz tr [min] El-Fragmentierung m/z
AN
162 (70) [(M)"], 134 (100) [(M-CO)], 105 (27)
toro O 0 2 (GHs0), 78 (32) [(CeHo)'), 63 (17), 51 (25) [(CaHa)'].
123b
164 (100) [(M)"], 136 (50) [(M-CO)], 122 (25)
2 o oo 10.7  [(C;HgO,)"], 107 (23) [(C/H,0)*], 94 (25) [(CeHeO)'1, 79
124b (15), 66 (20) [(CcHgO-CO)*], 51 (15) [(CaH3)"].
(@]
3 - 105 188 (45) [(M)*], 173 (100) [(M-CHs)"], 145 (15) [(M-
o o . C,H;0)"], 118 (24), 89 (50) [(CsHs)'], 63 (35).
123c
(@]
4 10.4 190 [(M)"], 173, 147 [(M-C,H30)"], 120 [(CsHsO)'], 91
o Yo (breit)  [(C7H;)"], 78 [(CsHe)'], 63, 51 [(C4H3)'].
124c
(@]
X o 218 (23) [(M)'], 173 (80) [(M-C,Hs0)*], 146 (100) [(M-
5 11.4  C,H.,-CO,)"], 118 (32), 101 (18) [(CsHs)'], 89 (60)
o0 [(C/Hs)'], 63 (34), 51 (9) [(CaH3)'].
123d
o)
o~ 220 (5) [(M)1], 173 (25), 147 (100) [(M-C3Hs0,)"], 118
6 o 10.7  (28), 106 (27) [(C/HeO)'], 91 (23) [(C/H7)T], 78 (20)

124d

[(CeHe)"], 65 (15) [(CsHs)"].
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9.3.4.3.3 Bioreduktionen von Chromonen

Die Ergebnisse der Bioreduktionen von Chromonen sind in Kapitel 7.3, Tabelle 20
dargestellt. In Tabelle 50 sind die jeweils gefundenen El-Fragmentierungen und
Retentionszeiten von Edukten und Produkten im Uberblick dargestellt.

Tabelle 50: EI-MS-Fragmentierungen der detektierten Edukte und Produkte bei Testreaktionen von Chromonen

mit Enreduktasen.

tr

# Substanz )
[min]

El-Fragmentierung m/z

O (0]
o 204 (22) [(M)'], 173 (81) [(M-CH;0)'], 146 (100)
1 _ 11.0  [(GHe0,)'], 121 (63), 104 (14) [(C;H.0)T], 92 (23)
0 [(CeH40)'1, 89 (31), 63 (35), 53 (39).

127¢
(0] (@)
) %0\ g, 148 (54) [(CoHgO,)], 120 (86) [(C/H40,)7], 92 (100)
o . [(CeH40)'], 64 (29), 63 (30).
129c
(@) (@]
’ 174 (1) [(M)'], 146 (100) [(M-CO)*], 120 (39) [(C;H.0,)"],
3 _ 10.3 104 (45) [(CsH40)'T, 92 (39) [(CeH40)'], 89 (28), 63 (32), 53
o (24).
127d
O OH
160 (95) [(M-H,0)"], 131 (93), 120 (31) [(C;H40,)*], 104
4 o 9.4  (28) [(C;H40)'], 92 (100) [(CeH40)], 77 (36) [(CeHs)'], 64
(40), 63 (53), 51 (21) [(C4H3)*].
131
O o
s %0\ 11, 218 (34) [(M)'], 203 (13) [(M-CHs)'], 187 (100) [(M-
o “ OCH,)", 160 (55), 121 (38), 92 (19), 67 (29).
127e

O (@]
O\
6 o 9.7 220 (25) [(M)*], 205 (100) [(M-CHs)"].
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Bioreduktion von 3-Chromoncarbonsduremethylester (127¢) zu 3-(4-
Chromanon)carbonsidure-methylester (129c) im praparativen Maf3stab

O O O O
YqjM

I — o~

O (6]
127c 129c

In einem 50 mL-Zweihalskolben unter Argon wurden 20 mL KP; (100 mM, pH 6.5) vorgelegt
und nacheinander 27mg des 3-Chromoncarbonsduremethylesters (127¢, 1.0Aq.,
0.13 mmol), Cofaktor NADP* (0.1 Aqg., 10.1 mg, 0.01 mol), 400 pL Acetonitril (2 %, v/v) und
446 mg Glukose (4.55 mmol, 225 mM) zugegeben. Sodann wurde mittels des Titrators der
pH-Wert Uberprift und gegebenfalls exakt eingestellt. Im Anschluss daran wurde der
Titrator neu gestartet und die Enzyme (5 U GDH, 27 U YgjM WT) wurden zugegeben. Die
Umsatzbestimmung erfolgte mittels GC/MS sowie anhand des NaOH Verbrauchs. (Kontrolle
erfolgte alle 30 min. Nach 125 min zeigte die Reaktion einen Umsatz von ca. 80 % (GC/MS)
und wurde Uber Nacht bei =20 °C gelagert.

Zur Aufarbeitung wurde die Reaktion am nachsten Morgen auf Raumtemperatur aufgetaut
und Ammoniumsulfat zugegeben bis Sattigung erreicht war (ca. 0.8 g/mL). Sodann wurde die
Suspension fur 2 h gerihrt um die Enzyme auszufdllen. Dann erfolgte eine Filtration des
Gemischs Uber Celite und die wassrige Phase wurde mit Ethylacetat extrahiert. Die
organische Phase wurde nach Trocknung tGber MgSO4 eingeengt und das Produkt wurde als
Ol erhalten.

Rohausbeute (129): 27 mg (100 %)

Laut 'H-NMR ist das Produkt als Hauptbestandteil vorhanden. Eduktgehalt ca. 20 % (‘H-
NMR).

'H-NMR (CDCl;, 600 MHz):

5 [ppm] = 11.93 (br s, 1H, OH)*, 7.92 (dd, *Js¢ = 8.0 Hz, “Js7 = 1.7 Hz, 1H, 5-H,,), 7.65 (dd,
*Js6=7.7 Hz, *Js 7= 1.7 Hz, 1H, 5-H,,)*, 7.59 (ddd, /s 5 = 8.4 Hz, >}, 5= 7.2 Hz, *J;5 = 1.7 Hz, 1H,
7-Har), 7.34-7.29 (m, 1H, 7-H,,)*, 7.05 (ddd, *Je5= 8.0 Hz, *Js; = 7.2 Hz, *Jgs = 1.0 Hz, 1H, 6-
Har), 7.00 (ddd, *Js5 = 7.7 Hz, *J67 = 6.4 Hz, “Jos = 1.0 Hz, 1H, 6-H,,)*, 6.98 (dd, *Jg; = 8.4 Hz,
*Jsg = 1.0 Hz, 1H, 8-H.,), 6.86 (dd, /g7 = 8.2 Hz, “Jg6 = 1.0 Hz, 1H, 8-Ha,)*, 4.95 (s, 2H, 2-H)*,
4.80 (dd, *Jya2p = 11.6 Hz, */503 = 8.2 Hz, 1H, 2-H,), 4.62 (dd, *Jyp2. = 11.6 Hz, >3 = 4.5 Hz,
1H, 2-Hy), 3.82 (s, 1H, OCHs)*, 3.78 (s, 3H, OCHs), 3.75 (dd, */3,. = 8.2 Hz, /3,5 = 4.5 Hz, 1H,
3-H).*Enol-Form des Produkts.
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MS (El, positive lonen, 70 eV):
m/z (%) =148 (54) [(CsHg0,)'], 120 (86) [(C7H40,)'], 92 (100) [(CeH40)'], 64 (29), 63 (30).

tz (GC/MS): 8.2 min.

Die angegebenen analytischen Daten stimmen mit den publizierten NMR-Daten iiberein.!**3"!

9.3.4.3.4 Eintopfreaktion von 3-Chromanoncarbonsiauremethylester (127c¢) im
analytischen MaRstab

OH
OH
O O O O o~
YqgjM WT 134
o qal o
_ | _ Laccase aus
() (@) A. bisporus
127c 129c 135

Zur Durchfihrung der Eintopfreaktion wurde zundchst entsprechend dem allgemeinen
Protokoll fiir Bioreduktionen im analytischen Mal3stab gearbeitet. Es wurden 1.1 mg Substrat
127c¢ (1 Aq., 5pumol), KP; des pH-Werts 6.5 (20 mM), 1 U YgjM und abweichend vom
Standardprotokoll 2 %, v/v) Acetonitril als Cosolvens verwendet. Es wurde bei 30 °C und 300
rom inkubiert und nach 14 h konnten 70 % Umsatz (GC/MS) erreicht werden. Zu diesem
Zeitpunkt wurden 10 pL Laccase (Agaricus bisporus, 1 U) 20 uL einer 300 mM L&sung von 3-
Methoxycatechol (134, 6 mM) in Puffer zugegeben und fiir weitere 3 h bei 25 °C und 300
rpm inkubiert. Die Aufarbeitung erfolgte durch Extraktion mit 450 pL Ethylacetat oder MTBE.
Zur Phasenbildung wurde gegebenfalls zentrifugiert. Das HPLC-Chromatogramm der
Umsetzung ist in Abbildung 39 gezeigt.

Die Referenzsubstanz wurde von Dr. S. Sulji¢ in einer Kooperation erstellt und die Reaktion
wurde mittels der darauf beruhenden HPLC-Methode analysiert.

HPLC

Saule: Chiralpak IC, 250x46 mm, Fa. Daicel
Eluent: Heptan/2- Propanol (50:50)
FluRrate: 0.5 mL/min

Detektion: 215 und 250 nm

Temperatur: 25°C

Einspritzvolumen: 20 plL
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tr (127c): 49.4 min
tr (134): 13.8 min
tr (135): 34.9 und 65.8 min

tr (129c): 11.3 und 11.8 min
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9.4 In silico-Docking

Zum Zweck der lllustration wurden in Zusammenarbeit mit T. Classen Docking-Studien
durchgefiihrt und diese konnen als Erklarungshilfe fir die erhaltenen praktischen
Versuchsergebnisse dienen. Diese Docking-Ergebnisse sind jedoch nicht zum Beweis
bestimmter Bindungsmodi gedacht. Die Wildtyp-Struktur und die Varianten wurden in silico
mittels der Software UCSF Chimera 1.8 generiert, wobei von der YqjM WT-Struktur pdb:
12425 ausgegangen wurde, die p-Hydroxybenzaldehyd (31) als Inhibitor enthélt. Alle Atome
von Nicht-Aminosauren aufler FMN wurden gel6scht, um ein moglichst offenes aktives
Zentrum zu erhalten. Mutationen wurden entsprechend der Dunbrack Rotamer-
Bibliothek™Y mit Riicksicht auf sterische Uberlappungen eingefiigt. Wenn sterische
Uberlappungen auftraten, wurde eine Struktur-Minimierung durchgefiihrt. Nach
Protonierung wurde die Vorbereitung der Strukturen fiir das Docking in AutoDock Tools
4.2 in PMV finalisiert. Docking-Algorithmen wurden nach lhrer Fahigkeit, den
Bindungsmodus des Inhibitors aus der pdb-Struktur 1z42 zu reproduzieren, ausgewahlt.
Daher wurde der genetische Algorithmus in AutoDock 4.2 yerwendet. Notwendige
Ubersichtskarten fiir den zu durchsuchenden Raum mit FMN und einem Sulfat als Zentrum
[(x, vy, z)=(17.314, 54.744, 26.091)] und einer Seitenlinge von 22.5 A (Rasterabstand
0.375 A) wurden generiert. Die Daten der Karten-Generierung und des Dockings befinden
sich weiter unten in diesem Abschnitt.

Die Liganden wurden mittels der Softwarepakete Chem 3D v12.0 3D von CambridgeSoft und
ADT 4.2 vorbereitet. Aufgrund empirischer Ergebnisse wurde die Bindung zwischen der exo-
Methylengruppe und der Carbonylgruppe als nicht-rotationsfahig in der s-trans-
Konformation festgesetzt. Ein Rotationsfreiheitsgrad ergab keine produktiven Bindungsmodi.
Das virtuelle Screening wurde mittels der Software Raccoon'*®¥ durchgefihrt.

Grid File:

npts 60 60 60 # num.grid points in xyz

gridfld YqjM_wt.maps.fld # grid_data_file

spacing 0.375 # spacing(A)

receptor_types ACH HD N NA OA P S SA # receptor atom types
ligand_types C OA # ligand atom types

receptor YgjM_wt.pdbqt # macromolecule

gridcenter 17.314 54.744 26.091  # xyz-coordinates or auto
smooth 0.5 # store minimum energy w/in rad(A)
map YqjM_wt.C.map # atom-specific affinity map
map YqjM_wt.OA.map # atom-specific affinity map
elecmap YgjM_wt.e.map # electrostatic potential map
dsolvmap YgjM_wt.d.map # desolvation potential map
dielectric -0.1465 # <0, AD4 distance-dep.diel;>0, constant

Docking Parameter File:
autodock_parameter_version 4.2  # used by autodock to validate parameter set

outlev 1 # diagnostic output level

intelec # calculate internal electrostatics
seed pid time # seeds for random generator
ligand_types A C OA # atoms types in ligand

fld YqjM_C26H.maps.fld # grid_data_file
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map YqjM_C26H.A.map # atom-specific affinity map

map YqjM_C26H.C.map # atom-specific affinity map

map YqjM_C26H.0A.map # atom-specific affinity map

elecmap YgjM_C26H.e.map # electrostatics map

desolvmap YqjM_C26H.d.map # desolvation map

move ER_MekEsterBn.pdbqt # small molecule

about 6.0818 0.1251 -0.5733 # small molecule center

tran0 random # initial coordinates/A or random
guaternionO random # initial orientation

dihe0 random # initial dihedrals (relative) or random
torsdof 6 # torsional degrees of freedom

rmstol 2.0 # cluster_tolerance/A

extnrg 1000.0 # external grid energy

eOmax 0.0 10000 # max initial energy; max number of retries
ga_pop_size 150 # number of individuals in population
ga_num_evals 2500000 # maximum number of energy evaluations
ga_num_generations 27000 # maximum number of generations
ga_elitism 1 # number of top individuals to survive to next generation
ga_mutation_rate 0.02 # rate of gene mutation
ga_crossover_rate 0.8 # rate of crossover

ga_window_size 10 #

ga_cauchy_alpha 0.0 # Alpha parameter of Cauchy distribution
ga_cauchy_beta 1.0 # Beta parameter Cauchy distribution
set_ga # set the above parameters for GA or LGA
unbound_model bound # state of unbound ligand
do_global_only 50 # do this many GA runs

analysis # perform a ranked cluster analysis
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10. Formelregister

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Verbindungen synthetisiert:

# Strukturformel Nummer Versuchsnummer
(diese (Laborbuch)*
Arbeit)
1 Substrate O 36 ER-4
Io{ﬁo\
2 OH O 101 ER-42
{ﬁO\/
3 OH O LA 103 ER-46
{ro
4 O 102 ER-45
5 nﬁinw/\ 109 ER-88-3/ LDC-5
6 OJ_._XJU/ 106 ER-67
7 o) 94 ER-19
wﬁ%ﬁO\
8 O 92 ER-21
@\/O\Jﬁ:/o\
9 O 93 ER-20-3
/\/O{ﬁo\
10 LO-32

\®>o o 111
o {ﬁ
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11 _0O o o 113 LO-33
O _
12 NO, o) 112 LO-27
O\/:&ﬁo
|
13 O OH 118 LF1 rein
14 OH O 117 LDC3
L/ﬂﬁo\
15 0O 126 mb759
9%
O
/
16 O 127b ER-29
@&%
O ~N
(0]
17 o O 127c ER-47/ LDC-16
@&%o\
_
(@]
18 o0 O 127e LDC-6
% o
_
O
19 Produkte o 37 Biokatalyse: ER-113 (R), ER-
IO\/j:/O\ 104 Amv
20 ) 142 Referenz: LO35a/b (R)/(S)
O\/Xg/ﬁu\
o
21 96 Referenz: ER-25

Biokatalyse: ER-39-4 (R)
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

OH O 143
{f_‘\
O
O 108
@) 110
Io\/K(
OH O 75
{ﬁO\
O 124d
Crre™
(@) (@]
0] 122
8
(@]
/
O O 129c
@G% o
O

Referenz: ER-123, ER-26

Biokatalyse: ER-118

ER-80

Referenz: ER-81-4

Biokatalyse: KL-7, ER-126

Referenz: ER-101

Biokatalyse: LDC-20

Referenz: LF Ersatz HCubeRed

Biokatalyse: ER-108

KL-7a

mb739

ER-37-2

ER-106-3

*Abkirzungen verweisen auf folgende Laborblicher: ER, Elisabeth Rithlein; KL, Kiril
Lutsenko; LO, Laura Ohler; LF, Lukas Fischer; mb, Max Bielitzka; LDC, Lina Dobnikar.
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