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1 Kurzeinleitung 

1.1 Biokatalyse 

Enzyme werden seit über 100 Jahren erfolgreich in der Synthesechemie und im Rahmen von 

fermentativen Prozessen sogar seit Jahrtausenden von der Menschheit eingesetzt.[1] In der Biokatalyse 

unterscheidet man grundsätzlich zwischen dem Einsatz lebender, sich teilender Zellen und toter Zellen 

bzw. dem Einsatz von isolierten Enzymen aus diesen toten Zellen. Bei ersterem Prozess werden 

mikrobielle Zellen dazu verwendet aus dem zur Verfügung gestellten Nährmedium sowohl die 

notwendigen Katalysatoren zu produzieren und zu regenerieren als auch das Substrat umzusetzen. 

Dieses ist ebenfalls Bestandteil des Nährmediums, oder wurde diesem hinzugefügt. Geschieht dieser 

Prozess im Rahmen des Primär- oder Sekundärmetabolismus des Organismus spricht man von de novo 

Fermentation, werden dagegen dem Organismus fremde Substrate umgesetzt spricht man von precursor 

Fermentation.[2] Bei der Verwendung toter Zellen unterscheidet man dagegen den Einsatz ganzer Zellen 

mit dem Einsatz aus den Zellen isolierter Enzyme (Abbildung 1). 

 

Abbildung 1: Grundsätzliche biokatalytische Prozesse in Anlehnung an Sheldon et al.[2] 

Die weit verbreitete Nutzung dieser natürlichen Katalysatoren, außerhalb fermentativer Prozesse, 

erfolgte im letzten Jahrhundert z.B. in Form von Waschmittelzusatz, der Umwandlung von Glucose zu 

süßerer Fructose in der Lebensmittelindustrie, oder in der Semisynthese von Antibiotika in der 

pharmazeutischen Chemie.[3] Da Enzyme als Biokatalysatoren häufig ein sehr spezifisches 

Substratspektrum aufweisen, bedingt durch das Anforderungsprofil der natürlichen Umgebung, war ihr 

Einsatz in der Synthese und Feinchemie zunächst eingeschränkt. Dies änderte sich jedoch mit dem 

Aufkommen des „Protein Engineerings“ in den 1980er bis 1990er Jahren. Es konnte gezeigt werden, 

dass Enzyme gezielt verändert und ihre Eigenschaften optimiert werden können, um neue Reaktionen 

zu ermöglichen und Einsatzgebiete zu erschließen.[4, 5] Der gezielte Austausch einzelner Aminosäuren 

für die Generierung neuer und verbesserter Varianten an Biokatalysatoren, basierend auf Strukturdaten, 

auch „rational protein design“ genannt, führte daher zu einem rapiden Anstieg der Nutzbarkeit von 
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Enzymen und wurde dementsprechend von Bornscheuer et al. als zweite Welle der Biokatalyse 

beschrieben.[3] 

Die Basis für einen weiteren Meilenstein in der Biokatalyse wurde Anfang der 90er Jahre des letzten 

Jahrhunderts gelegt. So optimierten Chen und Arnold et al. das Enzym Subtilisin nicht durch gezielten 

Austausch von Aminosäuren, sondern durch künstliche Evolution unter Laborbedingungen.[6] Dabei 

wurden nach dem Zufallsprinzip viele Varianten des Enzyms generiert und auf verbesserte 

Eigenschaften untersucht. Varianten, welche verbesserte Eigenschaften aufwiesen, konnten im 

Anschluss einem weiteren Zyklus von zufälliger Änderung und anschließender Untersuchung 

(„Screening“) unterworfen werden (Abbildung 2).[7] 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Prozesses von „directed evolution“ in Anlehnung an Zeymer et al.[8] 

Dieses neue Prinzip der „directed evolution“ von Enzymen eröffnete völlig neue Möglichkeiten in der 

Biokatalyse und führte nach Bornscheuer et al. zu einer dritten Welle der Biokatalyse.[3, 9-12] Die enorme 

Signifikanz dieser neuen Methode äußerte sich 2018 in der Verleihung des Nobelpreises für Prof. 

Frances Arnold. Diese Ehrung zeugt davon wie die Biokatalyse erfolgreich Einzug in die moderne 

Chemie gehalten hat. Nichtsdestotrotz gelten auch heute noch dieselben Einschränkungen für den 

Einsatz von Enzymen in der Chemie, welche bereits zu Beginn einer breiten Anwendung von Enzymen 

im Wege standen. Sie weisen eine geringe Thermostabilität auf, besitzen häufig ein enges 

Substratfenster, oder eine geringe oder ungewünschte Stereo- und Regioselektivität.[13] Inzwischen 

stehen jedoch zahlreiche Werkzeuge zur Verfügung, mit denen diese Nachteile minimiert oder gar 

beseitigt werden können. Der Wunsch von Gesellschaften, Staaten und der Industrie nach neuen 

bioökonomischeren Herstellungsverfahren führt dabei zwangsläufig auch zu vermehrtem Einsatz 

biokatalytischer Verfahren. Der rapide Fortschritt in der Bioinformatik, der Gensequenzierung und der 
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Gensynthese, dem Zugriff auf Strukturdaten von Enzymen und Hochdurchsatzscreenings hat schon 

heute die Anzahl potenziell nutzbarer Enzyme für die Industrie exponentiell gesteigert.[14] Darüber 

hinaus konnten Coelho et al. vor kurzem Reaktionen mit Enzymen realisieren, welche in der Natur 

überhaupt nicht durchgeführt werden und bis dato auf die klassische Chemie beschränkt waren, wie 

Cyclopropanierungen.[15] Diese und weitere Entwicklungen, auch in verwandten Feldern wie dem 

„metabolic engineering“, sind Indikatoren eines weiteren Quantensprungs in der Biokatalyse und lassen 

darauf schließen, dass diese in der Industrie der Zukunft eine wichtige Rolle einnehmen wird.[16] 

1.2 Oxidoreduktasen 

Oxidoreduktasen katalysieren Redoxreaktionen und stellen die erste Gruppe von Enzymen nach EC-

Klassifikation dar.[17] Sie katalysieren allgemein die Reaktion A- + B  A + B-.[18] Demnach findet bei 

jeder Oxidationsreaktion auch ein Reduktionsschritt statt und bei jeder Reduktionsreaktion eine 

gleichzeitige Oxidation. Die weitere Unterteilung der Oxidoreduktasen in ihre Klassen wird durch die 

funktionelle Gruppe bedingt, welche als Elektronendonor bzw. Elektronenakzeptor fungiert. Es gibt 

dementsprechend 22 übergeordnete Klassen von Oxidoreduktasen, die sich jeweils in weitere 

Unterklassen aufspalten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei dieser Unterklassen näher untersucht, 

die Alkoholdehydrogenasen (EC 1.1.1), die Laccasen (EC 1.10.3.2) und die Monooxygenasen 

(EC 1.13.12, EC 1.14.13-18). 

Damit Oxidoreduktasen ihre jeweilige Reaktion katalysieren können tragen diese meist einen oder 

mehrere Cofaktoren z.B. ein Flavin, Häm, Nicotinamid oder ein Metallion, in manchen Fällen sogar 

eine Kombination dieser Cofaktoren.[19] Der allgemeine Mechanismus von Oxidoreduktasen lässt sich 

aber in nur zwei Hauptgruppen unterteilen, den Dehydrogenierungen und den 

Oxyfunktionalisierungen.[20] Zu den dehydrogenierenden Oxidoreduktasen zählen beispielsweise die 

Alkoholdehydrogenasen (EC 1.1.1), die Flavin-abhängigen Oxidasen (EC 1.1.3), die Kupfer-

abhängigen Oxidasen (EC 1.1.3) und die Laccasen (EC 1.10.3.2). Ihnen ist gemein, dass sie ein Hydrid 

von einem heteroatom-substituierten Kohlenstoff abstrahieren und meist auf einen Cofaktor wie Flavin 

und Nicotinamid übertragen (Abbildung 3).[20] 
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Abbildung 3: A) Beispiele dehydrogenierender Oxidoreduktasen nach Dong et al.[20] B) Gängige Cofaktoren in 
dehydrogenierenden Oxidoreduktasen. 

Der zweite Mechanismus, die Oxyfunktionalisierung, beruht dagegen auf der reduktiven Aktivierung 

von molekularem Sauerstoff, oder bereits reduziertem Wasserstoffperoxid, gefolgt von einer 

elektrophilen Insertion der aktivierten Spezies in das entsprechende Substrat. Die reduktive Aktivierung 

des molekularen Sauerstoffs nutzen sowohl Mono- als auch Dioxygenasen (Monooxygenasen: 

EC 1.13.12, EC 1.14.13-18; Diooxygenasen: EC 1.13.11, EC 1.14.11, EC 1.14.12), während bereits 

reduziertes Wasserstoffperoxid von den Peroxygenasen genutzt wird (EC 1.11.2.1) (Abbildung 4).[19, 20] 

 

Abbildung 4: Ausgewählte Beispiele von Oxidoreduktasen welche die reduktive Aktivierung von Sauerstoff oder 
Wasserstoffperoxid nutzen, in Anlehnung an Dong et al.[20] 
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Bei den genannten Beispielen handelt es sich um prominente Oxidoreduktasen, welche heute bereits in 

der Industrie eingesetzt werden, deren Potential aber noch bei weitem nicht ausgeschöpft ist. Ihre 

Einsatzgebiete sind dabei sehr divers und reichen von selektiven Syntheseschritten in der chemischen 

und pharmazeutischen Industrie, über Lebensmittelzusatzstoffe und Aromen in der Lebensmittelchemie, 

bis hin zur Bereitstellung von Biodiesel als Alternative zu fossilen Brennstoffen.[19, 21] Die 

Anforderungen an das Enzym variieren dementsprechend stark mit dem Anwendungsgebiet. Die hohen 

Anforderungen der Industrie sind auch ein Grund dafür, dass es Enzyme bis heute noch nicht aus der 

Nische der Spezialanwendungen in die breite Massenanwendung geschafft haben. Fehlende oder 

ungewünschte Selektivitäten, fehlende kommerzielle Verfügbarkeit und Inkompatibilität mit den 

harschen Produktionsbedingungen, wie hohe Substratkonzentrationen, hohe Temperaturen und Einsatz 

von Lösungsmitteln, stehen einer breiten Anwendung häufig noch im Weg.[21] Zudem führt der Einsatz 

von Enzymen, nicht wie häufig angenommen, zwangsläufig zu einem nachhaltigeren oder saubereren 

Prozess.[22] Für eine „grüne“ Chemie muss ein großes Repertoire an Bedingungen abgedeckt werden.[23, 

24] Die hohe Erzeugung von Schmutzwasser, geringe Produkttiter und notwendige Extraktionen der 

Produkte mit einer großen Menge Lösungsmittel werden beim Einsatz von Enzymen jedoch oftmals 

vernachlässigt.[22] Dennoch finden Enzyme als Biokatalysatoren immer häufiger den Weg in die 

Industrie und werden als Option in neuen Synthesestrategien berücksichtigt, speziell für Synthesen in 

denen stereo-, regio-, oder chemoselektive Umsetzungen stattfinden sollen.[25] Dies gilt auch für 

Oxidoreduktasen, welche den Zugang zu neuen retrosynthetischen Schnitten ermöglichen, welche mit 

klassischen chemischen Methoden nicht, oder nur umständlich realisierbar sind. Einige dieser 

Möglichkeiten sind beispielsweise die selektive C-H-Oxidation und late-stage Funktionalisierungen 

komplexer Moleküle.[26, 27] Mit der Suche nach Oxidoreduktasen mit neuen oder verbesserten 

Eigenschaften, der Optimierung bekannter Oxidoreduktasen mittels Mutagenese und Screening, bis hin 

zum finalen Einsatz dieser Enzyme in der Naturstoffsynthese, wird das Spektrum für den Einsatz in der 

Chemie stetig erweitert. Diese Optimierungsansätze wurden an drei unterschiedlichen Oxidoreduktasen 

durchgeführt, mit dem Ziel, neue oder bessere Katalysatoren für die Chemie bereitzustellen. 
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2.1 Einleitung 

Der erste Ansatz zur Bereitstellung neuer oder besserer Katalysatoren in der Chemie ist das Auffinden 

neuer Enzyme mit interessanten Eigenschaften. Das Ziel des ersten Projektes dieser Arbeit war die 

heterologe Expression und anschließende Charakterisierung einer kürzlich beschriebenen, putativen 

Laccase aus dem Pilz Rhizoctonia solani VKM F-895.[28] 

2.1.1 Laccasen 

Laccasen (EC 1.10.3.2) sind Multi-Kupfer Oxidasen, welche die Oxidation von phenolischen und nicht-

phenolischen Substraten unter Reduktion von Sauerstoff zu Wasser katalysieren.[29] Ursprünglich 

wurden diese Enzyme nur in Eukaryoten gefunden, doch inzwischen ist bekannt, dass sie ubiquitär 

verbreitet sind und ebenfalls in zahlreichen Bakterien vorkommen.[30] Sie sind involviert in der 

Pathogenität, der Immunabwehr, der Morphogenese von Organismen, als auch der Umsetzung 

komplexer organischer Substrate wie Lignin und Cellulose.[31] In den letzten Jahren wurden Laccasen 

vermehrt in der Industrie eingesetzt, bevorzugt in der Textilindustrie, der Stoff- und Papierindustrie und 

der Lebensmittelindustrie. Neuartige Anwendungsgebiete sind dagegen die Verwendung in 

Biosensoren, in der medizinischen Diagnostik und dem biologischen Abbau von umweltschädlichen 

Substanzen, wie Herbiziden und Pestiziden.[32, 33] Nicht zuletzt sind Laccasen auch für die synthetische 

und nachhaltige Chemie von besonderem Interesse, da sie selektiv phenolische und nicht-phenolische 

Substrate oxidieren können und als Nebenprodukt lediglich Wasser erzeugen.[34-37] 

2.1.1.1 Struktur und Mechanismus von Laccasen 

Laccasen gehören zur Superfamilie der Cupredoxine und beinhalten das strukturelle Grundmotiv dieser 

Enzyme, die Cupredoxin-Falte. Diese besteht aus β-Faltblättern, die in einem so genannten „Greek-key 

barrel“ angeordnet sind (Abbildung 5, A). Zur Ausbildung einer geschlossenen Fass-Struktur, ordnen 

sich dafür β-Faltblätter, welche in ihrer Aminosäuresequenz weit auseinander liegen, in räumlicher Nähe 

an. Das klassische „Greek-key barrel“ formiert sich aus vier antiparallel ausgerichteten β-Faltblättern. 

Die ersten drei β-Faltblätter sind durch Haarnadel-Strukturen miteinander verbunden, woraufhin eine 

längere Verbindung zum vierten β-Faltblatt folgt. Dieses befindet sich trotz der längeren Verbindung 

wiederum in räumlicher Nachbarschaft zum ersten β-Faltblatt (Abbildung 5, A).[38] Oftmals besitzen 

Laccasen nicht das klassische „Greek-key barrel“, sondern eine Cupredoxin-Falte aus mehr als vier β-

Faltblättern. Das Grundprinzip der antiparallelen Anordnung der Faltblätter zu einer dreidimensionalen 

Fassstruktur bleibt jedoch erhalten (vgl. Abbildung 5, B). 



Charakterisierung und heterologe Expression einer neuen Pilz-Laccase 
Einleitung 

15 

 

Abbildung 5: A) Klassische Anordnung von β-Faltblättern im „Greek-key barrel“ in Anlehnung an Hakulinen et al.[38] 
B) Dreidimensionale Darstellung einer klassischen drei-Domänen Laccase aus Trametes versicolor (PDB-Eintrag: 
1GYC) Die Cupredoxin-Falten wurden blau hervorgehoben.[39] C) Dreidimensionale Darstellung eines Homotrimers 
einer kleinen zwei-Domänen Laccase aus Streptomyces sviceus (PDB-Eintrag: 4M3H).[40] 

Die Cupredoxin-Falte wurde in dieser Form zuerst in Kupferproteinen gefunden, die aus nur einer 

Cupredoxin-Domäne bestehen, wie Plastocyanin und Azurin.[41, 42] Gewöhnliche Laccasen enthalten 

dagegen drei gleichartige Cupredoxin-Domänen und gehören somit zu den Multi-Domänen 

Cupredoxinen (Abbildung 5, B). Sie sind folglich verwandt mit der Nitritreduktase, der Ascorbat-

Oxidase, der Bilirubin-Oxidase und Ceruloplasmin, welche ebenfalls mehrere Cupredoxin-Domänen 

enthalten.[38] Vor einem Jahrzehnt wurden neben den üblichen drei-Domänen Laccasen auch Laccasen 

gefunden welche aus nur zwei Cupredoxin Domänen bestehen.[43] Diese speziellen Laccasen wurden 

zwei-Domänen Laccasen bzw. kleine Laccasen getauft, sind strukturelle Homotrimere und stammen 

allesamt aus Bakterien (Abbildung 5, C).[43-46] 

Laccasen besitzen zwei separate Kupferbindestellen, eine Monokupferbindestelle (beinhaltet das T1 

Kupferion) und eine Trikupferbindestelle (beinhaltet das T2, T3 und T3´ Kupferion), welche sich in 

einem ungefähren Abstand von 12 Å von der Monokupferbindestelle entfernt befindet.[38] In den 

klassischen drei-Domänen Laccasen befindet sich die Monokupferbindestelle in der dritten Domäne, 

wohingegen die Trikupferbindestelle zwischen Domäne eins und Domäne drei lokalisiert ist (Abbildung 

5, B) Die kleineren zwei-Domänen Laccasen werden nach der jeweiligen Anordnung der vier 

Kupferatome in weitere Untergruppen unterteilt. So repräsentieren die kleinen Laccasen aus 

Streptomyces coelicolor und Streptomyces sviceus die Untergruppe B, in denen das T1 Kupfer jeweils 

in Domäne zwei lokalisiert ist und die Trikupferbindestellen jeweils zwischen Domäne eins und zwei, 

in den Schnittstellen des strukturellen Trimers zu finden sind (Abbildung 5, C).[43] In den kleinen 

Laccasen der Untergruppe C befindet sich das T1 Kupfer wiederum in Domäne eins.[44] Bei der 

Untergruppe A handelt es sich wiederum um einen vorhergesagten evolutionären Vorläufer der zwei-

Domänen Laccasen, welcher in beiden Domänen eine Bindestelle für das T1 Kupfer enthält.[47] 

Unabhängig von der Anordnung der Kupferbindestellen in den jeweiligen Domänen ist die allgemeine 

Geometrie der Kupferatome in Laccasen hochkonserviert. Die Trikupferbindestelle besteht 

üblicherweise aus insgesamt acht Histidinen. Die T3 Kupfer der Trikupferbindestelle werden von 
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jeweils drei Histidinen koordiniert, während das T2 Kupfer von zwei weiteren Histidinen koordiniert 

wird. Das T1 Kupfer wird von weiteren zwei Histidinen und einem Cystein koordiniert (Abbildung 6, 

A).[38] Die bakteriellen Laccasen CotA und SLAC sowie mgLAC haben zusätzlich noch ein Methionin, 

welches das T1 Kupfer koordiniert, wohingegen pilzliche Laccasen an dieser Stelle ein nicht 

koordinierendes Leucin oder Phenylalanin besitzen (Abbildung 6, B, C).[38, 48] Zusätzlich befindet sich 

auf der gegenüberliegenden Seite von Met/Leu/Phe ein Isoleucin, welches den konservierten Teil der 

hydrophoben Region rund um das T1 Kupfer komplettiert. 

 

Abbildung 6: A) Schematische Darstellung der Kupferbindestelle in Laccasen in Anlehnung an Cannatelli et al.[37] 
Das Methionin am T1-Kupfer kommt nur in den kleinen zwei-Domänen Laccasen vor und ist deshalb in Klammern 
gesetzt. B) Dreidimensionale Struktur der Kupferbindestelle aus einer klassischen drei-Domänen Laccase aus 
Trametes versicolor (PDB-Eintrag 1GYC).[39] C) Dreidimensionale Struktur der Kupferbindestelle aus einer kleinen 
zwei-Domänen Laccase aus Streptomyces sviceus (PDB-Eintrag: 4M3H).[40] 

Im Gegensatz zur tetraedischen Anordnung des T1 Kupfers anderer Multikupfer Oxidasen ist das T1 

Kupfer in Pilz-Laccasen trigonal planar zwischen dem Schwefelatom des Cysteins und den δ1 

Stickstoffatomen der zwei Histidine koordiniert.[37] Der Ladungstransferübergang des Cysteinschwefels 

und des Cu(II)-Atoms ist dabei für die intensive Absorptionsbande bei ca 600 nm verantwortlich, welche 

die tiefblaue Färbung dieser Enzyme zur Folge hat.[49] Vereinzelt gibt es auch Laccasen die das 

charakteristische Absorptionsspektrum des T1 Kupfers nicht aufweisen. Diese „gelben“ oder auch 

„weißen“ Laccasen oxidieren eine ähnliche Bandbreite von Substraten, werden aber nicht von allen 

Wissenschaftlern als „echte“ Laccasen anerkannt.[29] Trotzdem gilt das T1 Kupfer aller Laccasen als 

primärer Elektronenakzeptor. An dieser Stelle finden vier Ein-Elektronen Oxidationen von vier 

Substraten statt, welche im Anschluss über das hochkonservierte Tripeptid aus His/Cys/His auf das 

Trikupfercluster übertragen werden. Dort wiederum findet die Reduktion von gebundenem Sauerstoff 

zu Wasser statt. Die Reduktion des T1 Kupfers ist dabei vermutlich der geschwindigkeitsbestimmende 

Schritt dieser Reaktion, welcher wiederum von der Differenz des Standardpotentials des T1 Kupfers 

und dem des zu reduzierenden Substrates abhängt.[50] Das Standardpotential des T1 Kupfers wurde 

deshalb für zahlreiche Laccasen ermittelt und schwankt teilweise erheblich zwischen 400 mV für 

pflanzliche Laccasen und 790 mV für Laccasen pilzlichen Ursprungs.[50] Die Abstinenz eines vierten 
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koordinierenden Rests in Pilz-Laccasen, im Vergleich zu den tetraedisch koordinierten T1 Kupfern 

anderer Multikupfer Oxidasen, scheint für die hohen Standardpotentiale dieser Laccasen dabei eine 

wichtige Rolle zu spielen.[51] 

Untersuchungen mittels Röntgenkristallografie zeigen, dass das zu reduzierende Substrat in allen Drei-

Domänen Laccasen ähnlich gebunden wird. Dieses scheint dabei nicht direkt mit dem T1 Kupfer zu 

interagieren, sondern interagiert stattdessen über eine Wasserstoffbrückenbindung mit einem der 

Histidine, welche wiederum das T1 Kupfer koordinieren.[38] Dieses Histidin ist demnach vermutlich der 

eigentliche, primäre Elektronenakzeptor. Das Histidin der Monokupferbindestelle liegt dabei frei in der 

Substratbindetasche, welche bei den Laccasen eher eine an der Oberfläche befindliche, relativ breite 

Einkerbung ist.[52] Der geringe sterische Anspruch der Substratbindetasche bedingt auch die 

verhältnismäßig hohe Bandbreite an Substraten, welche durch die Laccase oxidiert werden können.  

Ausgehend vom vollständig reduzierten Kupfercluster kann Sauerstoff gebunden werden und es bildet 

sich die sogenannte Peroxyzwischenstufe (Abbildung 7). Die Reaktion mit Sauerstoff erfolgt 

anschließend in zwei Zwei-Elektronen Schritten, von denen der zweite jedoch so schnell ist, dass es sich 

formal um eine Vier-Elektronen Reaktion handelt. Die hohe Geschwindigkeit des zweiten Schrittes 

ergibt sich dabei aus der hohen Triebkraft der Zwei-Elektronen Reduktion des Peroxyintermediats in 

Kombination mit der triangularen Anordnung der drei Kupferatome der Trikupferbindestelle.[53] Aus 

dieser Reaktion folgt die katalytisch relevante, voll oxidierte Form des Enzyms, die natürliche 

Zwischenstufe. Unter Aufnahme von vier Elektronen über das T1 Kupfer, aus vier Substraten, kann so 

unter Freisetzung von zwei Wassermolekülen wieder in die vollständig reduzierte Form übergegangen 

werden. Alternativ kann nach Aufnahme von zwei Protonen nur ein einzelnes Wassermolekül freigesetzt 

werden und in die ruhende, oxidierte Zwischenstufe übergegangen werden. Auch aus dieser 

Zwischenstufe kann die Aufnahme von vier Elektronen unter Freisetzung eines zweiten Wassermoleküls 

erfolgen. Dieser Prozess ist allerdings langsam und daher nicht Teil des eigentlichen katalytischen 

Zyklus (Abbildung 7). Bei der Oxidationsreaktion mittels Laccasen entstehen somit insgesamt vier, 

typischerweise instabile, freie Radikale aus den Substraten. Diese können in einem Folgeschritt einer 

weiteren Oxidation unterliegen, oder aber disproportionieren oder polymerisieren.[29] Damit ergibt sich 

folgende Gesamtgleichung für die Laccasereaktion (Formel 1).[53] 

Formel 1: Allgemeine Reaktionsgleichung von Laccasen. 

4 H   4 Substrate  O   2 H O  4 Substrate  
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Abbildung 7: Katalysezyklus von Laccasen in Anlehnung an Solomon et al.[53] Dunkelgraue Pfeile = 
Katalysezyklus. 

2.1.2 Lignane, Lignansynthese und das BioLiSy-Projekt 

Ein prominentes Beispiel einer typischen Laccase-katalysierten Reaktion ist die oxidative 

Dimerisierung von zwei Phenylpropanoiden. Mit Hilfe von Laccasen erhält man somit Zugriff auf eine 

ganze Reihe komplexer Biomoleküle. Ein bekanntes Beispiel ist die oxidative Kupplung des 

Phenylpropanoids Ferulasäure (1) zu einer Reihe unterschiedlicher Dimerisierungsprodukte 2-4 

(Abbildung 8).[54] Bei diesen Dimerisierungsprodukten aus zwei Phenylpropanoiden kann es sich um 

sogenannte Lignane handeln, dimere C6C3-Körper welche über das mittlere β-C-Atom (bzw. C-8-Atom) 

miteinander verknüpft sind. 
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Abbildung 8: Darstellung einiger möglicher Produkte aus der Kopplung von zwei Molekülen Ferulasäure (1), in 
einer Laccase katalysierten Reaktion, in Anlehnung an Carunchio et al.[54] 

Lignane sind in Pflanzen weit verbreitete Sekundärmetabolite die sowohl in Wurzeln, Rhizomen, 

Stämmen und Blättern als auch in deren Samen und Früchten vorkommen.[55] Letzteres trägt dazu bei, 

dass Menschen und Tiere ein großes Repertoire dieser Biomoleküle über die Nahrung aufnehmen.[56] 

Obwohl ihr molekulares Grundgerüst aus relativ simplen Einzeleinheiten besteht, weisen sie eine 

gewaltige strukturelle Vielfalt auf. Diese Vielfalt basiert auf der Möglichkeit die Phenylpropan-

Untereinheiten auf unterschiedliche Art und Weise miteinander zu verknüpfen, sowie auf Grund von 

Folgeoxidation und Polymerisation.[57] Klassischerweise werden Lignane in zwei Untergruppen 

kategorisiert, die klassischen Lignane und die Neolignane.[58] Die klassischen Lignane sind β-β´ (8-8´) 

miteinander verknüpft (Abbildung 8, 4), wohingegen die Neolignane anderweitig miteinander verknüpft 

sind (Abbildung 8, 2-3).[55] Die biologische Aktivität von Lignanen wurde bereits in der Vergangenheit 

beschrieben und zusammengefasst. Neue Anwendungsgebiete in der Krebstherapie und weiterer 

pharmakologischer Aspekte und die inzwischen bessere Zugänglichkeit, haben das Interesse allerdings 

neu entfacht.[59, 60] Lignane besitzen antioxidative, antitumorale, antimikrobielle und 

immunosuppressive Eigenschaften. Deshalb werden Lignane auf ihren Nutzen in 

Nahrungsergänzungsmitteln und Krebstherapien intensiv untersucht.[56, 60] Diese Vielzahl an 

Eigenschaften hat folgerichtig auch zu gestiegener Aufmerksamkeit in der Synthese von natürlichen und 

modifizierten Lignanen geführt.[55] Dabei konkurrieren klassische Synthesen mit der Isolation aus der 

natürlichen Ressource und der Bereitstellung durch biotechnologische Verfahren.[61-63] Das Beispiel von 

Pinoresinol (5) zeigt dabei eindrucksvoll, wie biotechnologische Verfahren den Zugang zu solch 
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komplexen Naturstoffen, als Alternative zur reinen klassischen Synthese, ermöglichen können.[64, 65] 

Dafür wurde in einer Ein-Topf-Kaskade erst Eugenol (6) mit Hilfe einer Vanillylalkohol-Oxidase aus 

Penicillium simplicissimum (PsVAO) zu Coniferylalkohol (7) umgesetzt und im Folgeschritt mit einer 

bakteriellen Laccase zu Pinoresinol (7) dimerisiert (Abbildung 9). Dabei ist jedoch anzumerken, dass 

die letzte Reaktion nicht selektiv erfolgt und das Pinoresinol (5) in einem Produktgemisch vorliegt, aus 

dem es vorerst isoliert werden muss. 

 

Abbildung 9: Biokatalytische Ein-Topf-Kaskade zur Synthese von Pinoresinol (5), ausgehend von Eugenol (6) 
nach Ricklefs et al.[65] 

Das BioLiSy-Projekt wurde ins Leben gerufen, um einen neuen bioökonomischen Zugang zu solchen 

Lignanen zu erhalten. Der Produktionsprozess sollte dabei vollständig in Bakterien erfolgen. Dafür 

wurde das Projekt in vier übergeordnete Projekte eingeteilt. Das erste Projekt enthält die Suche nach 

neuen Laccasen mit einem neutralen bis alkalischen Aktivitätsprofil, aus der russischen 

Stammsammlung, durch die Mitarbeiter der Russian Acadamy of Sciences, unter Leitung von Frau 

Prof.  Dr. Golovleva. Durch Screenings und initiale Charakterisierung sollen so neue und geeignete 

Laccasen für die zukünftige Lignansynthese gefunden werden. Ein neutrales bis alkalisches 

Aktivitätsprofil der Laccase ist dabei notwendig, da die Kupplung der phenolischen Substrate der 

Lignansynthese bevorzugt im neutralen bis alkalischen pH stattfindet.[66] Der Grund dafür ist eine 

erhöhte Dissoziation des phenolischen Protons bei höheren pH-Werten. Diese geht einher mit einem 

sinkenden Standardpotentials des Substrates und damit einem Anstieg des Redoxpotentials in der 

Laccase-Reaktion. Dementgegen wirkt jedoch eine Inhibierung der Laccase durch Hydroxidionen bei 

höheren pH-Werten.[66] Aus diesem Grund sind Laccasen welche eine erhöhte Aktivität und Stabilität 

im alkalischen Milieu aufweisen von besonderem Interesse (siehe Kapitel 2.1.2.1). 

Das zweite Arbeitspaket unter der Leitung von Dr. Thomas Classen (Forschungszentrum Jülich, IBG-1) 

beschäftigt sich mit dirigierenden Proteinen. Diese Pflanzenproteine vermitteln Selektivität, in der 

ursprünglich unselektiven Polymerisation der freien Radikale aus Laccase-Reaktionen.[67] Das Ziel ist 

es, diese Enzyme erstmalig löslich und funktional in Bakterien zu exprimieren, zu charakterisieren und 

im Anschluss in der Laccase katalysierten Reaktion einzusetzen. Diese erlauben anschließend eine 

enantioselektive Kupplung der phenolischen Substrate zu wertvollen Lignanen. 
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Das Ziel des dritten Arbeitspaketes von Prof. Dr. Jörg Pietruszka (Forschungszentrum Jülich, 

IBG-1/IBOC) ist die Synthese unnatürlicher Aminosäuren und die Bereitstellung von Lignol- und 

Lignanreferenzen. Dadurch soll nicht nur die Möglichkeit bestehen natürliche Lignane zu synthetisieren, 

sondern auch Derivate dieser bioaktiven Moleküle. Die Lignol- und Lignanreferenzen dienen wiederum 

der Analytik. 

Die unnatürlichen Aminosäuren werden im letzten Arbeitspaket unter Anleitung von Prof. Dr. Jan 

Marienhagen eingesetzt. Dieses Arbeitspaket beschäftigt sich mit der Stammentwicklung und 

Implementation des Phenylpropanoid Metabolismus in E. coli, mit dem Ziel der Mutasynthese, bis hin 

zur Lignansynthese (Abbildung 10).[68] In diesem letzten Arbeitspaket sollen schlussendlich neue 

Laccasen, dirigierende Proteine und synthetisierte Aminosäuren und Lignolderivate zusammenlaufen, 

um eine biologische Lignansynthese in E. coli zu ermöglichen. 

 

Abbildung 10: Schematische Übersicht über das BioLiSy-Projekt. 

Im Rahmen dieser Arbeit wird sich nur auf jenen Bereich konzentriert, welcher zwischen Arbeitspaket 

eins und zwei liegt. Die im ersten Arbeitspaket identifizierten Laccasen sollen nach anfänglicher 

Charakterisierung auf ihre Exprimierbarkeit im Zielorganismus E. coli hin untersucht und wenn möglich 

näher charakterisiert werden. Für den Fall einer erfolgreichen Expression in E. coli werden diese dann 

dem zweiten und vierten Arbeitspaket zur Verfügung gestellt. 
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2.1.2.1 Suche nach Pilz-Laccasen mit neutralem bis basischem Aktivitätsprofil 

Um auch schwer oxidierbare, Lignin-basierte Substrate oxidieren zu können, besitzen Pilz-Laccasen aus 

einigen Basidiomyceten ein ausgesprochen hohes Redoxpotential von 730-790 mV gegenüber einer 

Standardelektrode. Dahingegen können Laccasen aus Ascomyceten und anderen Basidiomyceten 

Redoxpotentiale von 410-710 mV aufweisen und jene aus Bakterien und Pflanzen sogar nur 340-

490 mV.[69] Ein höheres Standardpotential erlaubt eine höhere Bandbreite an möglichen Substraten, 

weshalb Laccasen mit höherem Standardpotential von größerer biotechnologischer Bedeutung sind. 

Eine weitere wichtige Eigenschaft für den biotechnologischen Einsatz ist die Temperatur und 

pH-Stabilität von Laccasen, da ihr Einsatz in der industriellen Umgebung häufig mit höheren 

Temperaturen, oder einem aziden oder alkalischen pH einhergeht.[70, 71] Das Aktivitätsprofil von Pilz-

Laccasen liegt allerdings zumeist im aziden Bereich. Dies macht Laccasen mit einer Kombination aus 

hohem Standardpotential und neutralem bis alkalischem Aktivitätsprofil selten.[31] Daraus bedingt 

wurden zahlreiche Versuche unternommen um alkalophile Laccasen zu identifizieren, zu exprimieren, 

oder bereits bekannte Laccasen alkalistabil zu modifizieren.[46, 72-80] Vor diesem Hintergrund wurde im 

Rahmen des BioLiSy-Projektes von den Kollegen der Russian Academy of Sciences eine Plattform für 

die schnelle Identifizierung von Pilz-Laccasen mit neutralem bis alkalischen Aktivitätsprofil 

entwickelt.[28] Die Untersuchung der russischen Stammsammlung offenbarte einige interessante 

Laccase-Aktivitäten, unter anderem für den Basidiomyceten Rhizoctonia solani VKM F-895 (R. solani 

F-895). 

2.1.2.2 Laccasen aus Rhizoctonia solani 

Rhizoctonia solani (auch Rhizoctonia praticola) ist ein im Boden vorkommender, filamentöser 

Basidiomyzet, der nahezu alle Nutzpflanzen befallen kann. Er ist verantwortlich für Ernteverluste beim 

Anbau von Reis, Soja, Kartoffel, Mais und Zuckerrübe.[81-84] Er wird in 14 unterschiedliche 

Anastomosegruppen (AG) eingeteilt. Innerhalb dieser Gruppen ist der Pilz in der Lage seine Hyphen 

miteinander zu verschmelzen (Anastomose). Alle 14 AGs und ihre Untergruppen sind genetisch isoliert 

und repräsentieren abweichende evolutionäre Stränge.[84] Neben Untersuchungen zur Pathogenität lag 

ein Hauptaugenmerk der Forschung auf der außergewöhnlichen, alkalischen Laccaseaktivität dieser 

Pilze. Vereinzelte Erkenntnisse deuten sogar auf einen direkten Zusammenhang zwischen der 

Laccaseaktivität und der Pathogenität des Organismus hin.[85, 86] Bereits Ende des letzten Jahrhunderts 

wurden mehrere Varianten von Laccasen aus R. solani entdeckt und anschließend isoliert und genauer 

beschrieben.[87-89] Eine der charakterisierten Laccasen von Wahleithner et al. zeigten bereits das 

gewünschte Aktivitätsprofil der Laccasen von pH 6.5-7.5 gegenüber phenolischen Substraten. Jede der 

insgesamt vier gefundenen Laccasen (lcc1-4) wurden auf einem separaten Gen kodiert, es handelt sich 

demnach nicht um posttranslational modifizierte Isoenzyme. Anhand ihrer Größe, der Organisation von 

Introns/Exons und der Transkriptionskontrolle, wurden sie in zwei Gruppen eingeteilt. Dabei wurden 

lcc1-3 der ersten Gruppe zugeordnet und lcc4 der zweiten Gruppe. Zwei rekombinante Varianten und 

eine natürliche Variante wurden in Aspergillus oryzae exprimiert, aufgereinigt und charakterisiert. Die 
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rekombinante Laccase lcc1 besaß ein Molekulargewicht von 50-100 kDa, während lcc4 ein Homodimer 

aus zwei Monomeren mit einem Molekulargewicht von 66 kDa darstellt. Die Laccase lcc1 wies ein pH-

Optimum von pH 7 für die Oxidation von phenolischen Substraten aus, wohingegen lcc4 ein pH-

Optimum von pH 6 aufwies.[89] In einem ähnlichen pH-Bereich konnte im Rahmen des BioLiSy-

Projektes Laccase-Aktivität im Kulturüberstand des R. solani Stammes VKM F-895 detektiert 

werden.[28] Dieser zeigte eine Aktivität gegenüber 2,2´-Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsäure) 

(ABTS) (8) bei einem pH ≤5, was entsprechend dem beschriebenen Oxidationsmechanismus des 

Substrates, unter Bildung eines Kationradikals, den Erwartungen entspricht.[90] Zusätzlich wurde die 

Laccaseaktivität gegenüber 2,6-Dimethoxyphenol (2,6-DMP) (9) und Syringaldazin (10) getestet und 

ein Optimum von pH 7-8 detektiert (Abbildung 11).[28] 

 

Abbildung 11: Klassische Substrate für die Detektion von Laccaseaktivität. Die oxidierten Formen von ABTS (8), 
2,6-DMP (9) und Syringaldazin (10) besitzen ein Absorptionsmaximum bei 436 nm (dunkelgrün), 470 nm (orange) 
und 525 nm (rot) und können photometrisch nachgewiesen werden. 

Damit liegt die Aktivität gegenüber phenolischen Substraten wie 2,6-DMP (9) und Syringaldazin (10) 

in einem ähnlichen Bereich wie zuvor von Wahleithner et al. beschrieben.[89] Da die von Wahleithner et 

al. beschriebene R. solani Laccase zusätzlich ein hohes Standardpotential von +710 mV gegenüber einer 

Standardelektrode aufwies, handelt es sich hierbei um Enzyme mit potentiell interessanten 

Eigenschaften für die biotechnologische Anwendung.[66, 69] Dementsprechend wurde im Rahmen der 

Kooperation sowohl der Organismus, als auch eine vorab aufgereinigte Probe des Enzyms von 

Kolomytseva et al. für die weitere Untersuchung bereitgestellt. Ziel war es die Sequenz dieser Laccase 

zu entschlüsseln und wenn möglich löslich und funktional in E. coli zu exprimieren und zu 

charakterisieren. 
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2.2 Ergebnisse und Diskussion 

2.2.1 Charakterisierung und Expression von Laccasen aus R. solani in E. coli 

Um das für die Laccaseaktivität verantwortliche Enzym näher zu charakterisieren sollte die von 

Kolomytseva et al. zur Verfügung gestellte, bereits gereinigte Proteinprobe mittels SDS-

Gelelektrophorese und MALDI-TOF Analyse untersucht werden. Zusätzlich wurde sie vorab mit der 

Peptid-N-Glycosidase (PNGase) behandelt um das Protein zu deglykosylieren.a Diese Behandlung sollte 

dazu dienen, Aufschluss über den Glykosylierungsgrad des Enzyms zu erhalten, da das 

Molekulargewicht sekretierter Laccasen häufig bis zu 25 % durch Glykosylierungen bedingt ist.[91] Sie 

haben meist 3-10 Glykosylierungsstellen, welche typischerweise die Aminosäureabfolge Asn-X-

Thr/Ser beinhalten.[92] Die Untersuchung mittels SDS-Gelelektrophorese offenbarte, dass es sich bei der 

putativen Laccase aus Rhizoctonia solani F-895 (RSL F-895) um ein ca. 60 kDa großes Protein handelt, 

welches natürlicherweise ebenfalls stark glykosyliert ist. Mit Glykosylierung weist die natürlich 

sekretierte Laccase ein Gesamtmolekulargewicht von etwa 80 kDa auf (Abbildung 12). 

 

Abbildung 12: Vergleich der deglykosylierten und nicht deglykosilierten Proben der aufgereinigten R. solani F-895 
Laccase (bereitgestellt von Golovlevla et al., Russian Academy of Sciences) mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese. 
Die Laccaseprobe ohne PNGase F wurde ebenso behandelt wie die Probe mit PNGase F, aber ohne Zugabe des 
Enzyms. Marker = Roti-Mark 10-150. Experiment und Gel wurden bereitgestellt von Jamila Rosengarten (IBG-1, 
Forschungszentrum Jülich). 

Damit besitzt RSL F-895 ein ähnliches Molekulargewicht, wie die bereits beschriebenen Laccasen aus 

anderen R. solani Stämmen.[89] Es ist mit ca. 25 % des Gesamtmolekulargewichtes jedoch etwas stärker 

 
a Die Deglykosylierung, SDS-Gelelektrophorese und MALDI-TOF Untersuchung wurden von Jamila Rosengarten 
(FZ Jülich, IBG-1/IBOC), Jennifer Aschenbrenner und Tino Polen (beide FZ Jülich, IBG-1) durchgeführt. 
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glykosyliert.[89] Zur weiteren Untersuchung wurde eine betreffende Proteinbande aus dem SDS-Gel 

ausgeschnitten und tryptisch verdaut, um mit Hilfe einer MALDI-TOF Analyse Sequenzinformationen 

zu erlangen. Für die Untersuchung wurden die Daten, mit Hilfe der BLAST-Funktion des National 

Center of Biotechnology der Vereinigten Staaten von Amerika (NCBI), mit denen aus vorangegangenen 

Genomsequenzierungen verwandter R. solani Stämme verglichen, da für R. solani F-895 keine 

Sequenzdaten zur Verfügung stehen.[93] Auf diese Weise konnten vier unterschiedliche Peptide von RSL 

F-895 identifiziert werden, welche mit einer putativen Oxidoreduktase (NCBI-Eintrag: RSOL_189940) 

aus dem bereits sequenzierten Stamm R. solani AG-3 Rhs1AP übereinstimmen (Abbildung 13).[93] 

 

 

Abbildung 13: Aminosäuresequenz einer putativen Laccase aus Rhizoctonia solani AG-3 Rhs1AP (NCBI-Eintrag: 
RSOL_189940). Die vier in der MALDI-TOF Analyse der aufgereinigten Laccase aus Rhizoctonia solani F-895 
gefundenen Peptide wurden hervorgehoben. Die Auswertung der MALDI-TOF Ergebnisse wurde von Tino Polen 
(IBG-1, Forschungszentrum Jülich) durchgeführt. 

Die aus dem Sequenzabgleich resultierende Laccase (RSL) wäre demnach 561 Aminosäuren lang und 

hätte ein Molekulargewicht von ca. 61 kDa. Gemäß den Erkenntnissen aus der SDS-Gelelektrophorese 

entspricht dies dem der unglykosylierten Laccase aus R. solani F-895. 

Daraufhin wurde ein Expressionsvektor für Escherichia coli designed, welcher das synthetische, 

codonoptimierte Gen (basierend auf GenBank Accession Number: 01000322.1), der Laccase aus AG-3 

Rhs1AP enthält. Zusätzlich befindet sich vor dem Gen eine TAT-Sekretionssequenz welche eine 

Sekretion korrekt gefalteter Proteine aus E. coli ermöglicht.[94] Der für die Expression ausgewählte 

Vektor pColA besitzt zwei „multiple-cloning sites“ (MCS) und wurde ausgewählt, um im Falle einer 

erfolgreichen Expression des Laccase-Gens in E. coli, parallel eines der Gene der dirigierenden Proteine 

aus dem Arbeitspaket 2 unkompliziert in die zweite MCS klonieren zu können. Auf diese Weise wäre 

eine einfache Coexpression einer Laccase und eines dirigierenden Proteins in E. coli durchführbar. Zu 

Beginn sollten jedoch vorerst nur Versuche mit der Expression des neuen, synthetischen Laccase-Gens 

erfolgen. Dafür wurden E. coli vom Typ DH5α und BL21(DE3) durch das Einbringen des neuen 

Vektors, mit der putativen Laccase aus Rhizoctonia solani AG-3 Rhs1AP (RSL), transformiert. Ein 

initialer Versuch der heterologen Expression wurde im Anschluss in BL21(DE3) durchgeführt. 

Nach der Kultivierung in Anlehnung an eine Vorschrift von Gunne et al.[46] und dem anschließenden 

Zellaufschluss der E. coli Zellen, wurden jeweils Proben für die Untersuchung mittels SDS-

Aminosäuresequenz für die Laccase aus AG-3 Rhs1AP: 561 AS 
 
MRTAQEPFKRNELIVRSLHRRSALFHPALTFNMHSRIALLSLLAAVSQPAFAAVRNYGLVIKNVKVAPDGFERSI
VSVNGQLPGTLITANKGDTLHINVTNQLTDPTMRRATTIHWHGLFQATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPL
HDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDPNDPHKALYDVDDKDTVVMLEDWYHTPAPVLEHQMFSVDNTALLSP
VPDSGLINGKGRYVGGPQVPRSVINVTRGKRYRLRVINASAIGSFTFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSFQIY
AGQRYSVIVETNQTAANYWIRAPMTVAGAGTNANLDPTNVFAVLHYNGAPNAEPTTEQGTAIGTALVEENLHALI
NPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRFTFNNIKYEAPSLPTLLKILANNASTNADFGTNEHTLVLPHNKVIE
LNITGGADHPIHLHGHVFDVVKSLGGTPNYVNPPRRDVVRVGGTGVVLRFKTDNPGPWFVHCHIDWHLEAGLALV
FAEAPSEVRQGTQSVQPNQAWEQLCPKYQALPTDLQ 
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Gelelektrophorese vorbereitet und das Zelllysat und der Kulturüberstand zusätzlich auf Laccase-

Aktivität gegenüber ABTS (8) und 2,6-DMP (9) bei pH 5, 7.5 und 9 überprüft. Auf dem SDS-Gel konnte 

jedoch keine Bande bei einem Molekulargewicht von ca. 60 kDa identifiziert werden, welche nicht auch 

in der Leervektorprobe vorhanden war (Abbildung 14). Zusätzlich konnte keine Laccase-Aktivität im 

Zelllysat oder Kulturüberstand der E. coli-Zellen detektiert werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Daher 

kann angenommen werden, dass die lösliche und funktionale Expression des synthetischen Laccase-

Gens in E. coli nicht erfolgreich war, da sowohl im SDS-Gel als auch in der Aktivitätsmessung keine 

Hinweise auf eine erfolgreiche Expression der Laccase gefunden werden konnten. 

 

Abbildung 14: SDS-Gelelektrophorese des Zelllysats, nach heterologer Expression des synthetischen Gens aus 
R. solani AG-3 Rhs1AP (RSL), in E. coli BL21(DE3). LV = Leervektorkontrolle, M = Marker Roti-Mark 10-150. Es 
wurden jeweils 20 µL des behandelten Zelllysats aufgetragen, inklusive einer jeweils 1:5 verdünnten Probe. 

Dass der initiale Versuch der Expression einer ursprünglich sekretierten Laccase pilzlichen Ursprunges 

in E. coli misslingt ist nicht untypisch. Die in E. coli zumeist erfolgreich heterolog exprimierten 

Laccasen stammen hauptsächlich aus anderen Bakterien wie Streptomyces und Bacillus.[95] Erst 2008 

konnte erstmals eine Laccase aus einem ligninolytischem Pilz erfolgreich in Bakterien wie E. coli 

exprimiert werden.[96] Das die Expression ligninolytischer Enzyme in E. coli eine große 

Herausforderung darstellt, ist bekannt. Zumeist führt die heterologe Expression dieser Enzyme in E. coli 

zu einer Aggregation inaktiver, fehlgefalteter Proteine, sogenannter „inclusion-bodies“.[97] Gründe dafür 

sind wahrscheinlich das hochreduktive Umfeld im Cytoplasma der Bakterien, im Vergleich zum 

oxidativen Umfeld in Eukaryoten, als auch die fehlende Möglichkeit post-translationale Modifikationen 

wie Glykosylierungen, durchzuführen.[98] Im Jahr 2012 konnte erstmals eine rekombinante Pilz-Laccase 

aus Meripilus giganteus in E. coli exprimiert werden, deren Aktivität im Anschluss mittels ABTS-

Aktivitätsassay nachgewiesen werden konnte.[99] Auch in diesem Fall war die anschließende Aktivität 

jedoch gering und lag weit unter dem Niveau der Laccase-Aktivität aus dem Ursprungsorganismus. Eine 

weitere erfolgreiche heterologe Expression einer Pilzlaccase in E. coli gelang mit der Laccase aus 
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Rigidoporus lignosus. Diese Laccase zeigte ebenfalls nur eine sehr geringe Aktivität und eine 

Reaktionszeit von einer Stunde war notwendig, um eine messbare Umsetzung von Syringaldazin 

beobachten zu können.[100] Ein erst kürzlich publiziertes Beispiel einer erfolgreichen heterologen 

Expression einer Pilz-Laccase in E. coli ist die Laccase aus Setosphaeria turcica. In diesem Fall konnte 

die Expression der Laccase mit einer Aktivität von ca. 128 U/mg Protein realisiert werden. Eine 

Quantifizierung der Menge heterolog produzierter Laccase fand jedoch nicht statt.[101] Trotz 

ausführlicher Recherche konnten keine weiteren Beispiele für die erfolgreiche heterologe Expressionen 

von Pilz-Laccasen in E. coli gefunden werden. 

2.2.2 Ermittlung der Originalsequenz der R. solani F-895 Laccase 

Da die Expression des synthetischen Laccase-Gens aus Rhizoctonia solani AG-3 Rhs1AP initial nicht 

erfolgreich verlief, wurde das Augenmerk vorerst auf die Ermittlung der Originalsequenz aus R. solani 

F-895 fokussiert. Zu diesem Zeitpunkt konnte noch nicht ausgeschlossen werden, dass ausschließlich 

das Gen der putativen Laccase aus R. solani AG-3 Rhs1AP nicht in E. coli exprimierbar war. Selbiges 

muss aber nicht notwendigerweise für die Originalsequenz des Laccase-Gens aus R. solani F-895 gelten. 

Mittels MALDI-TOF Analyse konnten bereits vier Peptidsequenzen der mutmaßlichen Laccase aus 

F895 identifiziert werden (Abbildung 13). Anhand des Proteinabgleichs mit der Datenbank konnten die 

Peptide der putativen Laccase aus AG-3 Rhs1AP zugeordnet werden. Für die weiteren Experimente 

wurde jedoch die vollständige und spezifische Proteinsequenz der F895-Laccase benötigt. Um diese zu 

identifizieren sollte zunächst die genomische DNA aus dem Pilzmycel gewonnen werden. 

Um diese zu ermitteln wurde R. solani F-895 erneut kultiviert. Bei dieser Gelegenheit wurde die 

Anzucht des Organismus in Kartoffel-Glukose Medium mit der Anzucht in Glycerol-Medium 

verglichen. Zusätzlich wurde einer der Kolben mit einer Metallspirale versehen, da der Pilz stets als 

festes, gallertartiges Mycel wuchs, was den folgenden Zellaufschluss für die DNA-Isolation erschwerte. 

Durch die Metallspirale sollte der Pilz homogen im Medium verteilt vorliegen, statt als feste Struktur 

am Gefäßrand, knapp über der Flüssigkeitsschicht. Die Auswertung der Trockenmasse zeigte allerdings, 

dass R. solani F-895 in dem Kolben mit Metallspirale ein sehr viel geringeres Wachstum aufwies als in 

der vergleichbaren Probe ohne Metallspirale. Aus dem Kolben mit Metallspirale konnten nur 160 mg 

Trockenmasse geerntet werden. Demgegenüber konnten 750 mg Trockenmasse aus der Kultivierung 

ohne Metallspirale geerntet werden. Anstatt homogen im Medium verteilt vorzuliegen wuchs R. solani 

F-895 in der Probe mit Metallspirale nur lokal konzentriert und an der Metallspirale selbst angeheftet. 

Da R. solani F-895 stets außerhalb des Flüssigmediums, am Gefäßrand wuchs, kann davon ausgegangen 

werden, dass zu starke Bewegung den Pilz an schnellem Wachstum hindert. Am besten wuchs R. solani 

F-895 in Kartoffel-Glukose Medium, in dem es eine Trockenmasse von 1.6 g nach sechs Tagen aufwies. 

Das lyophiliserte Zellpellet des in Kartoffel-Glukose Medium angewachsenen Pilzes wurde 

anschließend für die Isolation der genomischen DNA verwendet (Abbildung 15).  
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Abbildung 15: Agarose-Gelelektrophorese der Isolation genomischer DNA aus R. solani F-895, mit Hilfe des 
DNeasy® Plant Mini-Kits von Qiagen. M = Marker 1kb DNA-Ladder (Thermo Fisher). 

Das vereinigte Eluat der genomischen DNA wurde im Anschluss von Polen et al. (FZ Jülich, IBG-1) 

für die Genomsequenzierung eingesetzt. Es wurde das gesamte Genom des Organismus sequenziert, da 

eine Großzahl der Gene und codierten Proteine der unterschiedlichen R. solani Anastomosegruppen 

einzigartig für die jeweilige Gruppe sind.[83] Eine Genom- und Transkriptomsequenzierung von 

R. solani F-895 könnte demnach eine Vielzahl neuer Gene und sekretierter Proteine offenbaren, welche 

einen Mehrwert für biotechnologische Anwendungen und Untersuchungen der Pathogenität dieser Pilze 

haben könnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sich jedoch nur auf die für das Projekt relevanten 

Informationen im Zusammengang mit der R. solani F-895 Laccase beschränkt. 

Mit den Daten aus der Sequenzierung wurde sowohl ein „de novo Assembly“ durchgeführt, als auch 

eine Abbildung der Daten gegen einer Referenzsequenz („mapping“) durchgeführt.ab Als 

Referenzgenom diente das Genom von R. solani AG-3 Rhs1AP, auf dessen Basis auch das synthetische 

Gen der RSL bestellt wurde.[93] Die aus den beiden unterschiedlichen Ansätzen erhaltenen Sequenzen 

für die R. solani F-895 Laccase wurden anschließend verglichen. Dabei wurden diverse Unterschiede 

festgestellt, die unter anderem zu einer Verschiebung des Leserasters führen würden. Die 

wahrscheinlichste Erklärung dafür ist eine unterschiedliche Vorhersage der Intron- und Exonsequenzen 

des betroffenen Gens im „de novo Assembly“ und „mapping“ Ansatz. Weiterhin wurde im „de novo 

Assembly" direkt zu Beginn der kodierenden Gensequenz ein Stop-Codon identifiziert, welches zu 

einem Abbruch der Translation führen würde (Abbildung 16). Daraus resultiert, dass die Laccase aus 

R. solani F-895 im Vergleich zur Laccase aus AG-3 Rhs1AP am N-Terminus um insgesamt 32 

Aminosäuren verkürzt wäre. 

 

Abbildung 16: Sequenzabgleich der ersten 120 Nukleotide der DNA-Sequenz der Laccase aus R. solani AG-3 
Rhs1AP (GenBank Accession Number: 01000322.1) mit der Sequenz aus dem „de novo Assembly“ des Genoms 
aus R. solani F-895. Das entdeckte Stop-Codon im Leseraster der Sequenz aus R. solani F-895 wurde rot 
hervorgehoben. Die Start-Codons für die jeweiligen Laccasegene wurden hellblau markiert und im Falle der 
R. solani F-895 Laccase angepasst. 

 
b Das „Assembly“ und „mapping“ der Genomdaten wurde von Tino Polen (IBG-1, FZ Jülich) durchgeführt. 

AG-3       ATGCGCACCGCTCAAGAGCCATTTAAAAGGAACGAGCTGATTGTGCGGTCTCTTCATCGG 60 
F-895      ATGCGTAGGGCTTGAGAACCATTTAAAAGGGATGAGTCGATTGTGCGGTCTCTCCATCGG 60 
           ***** *  ***  *** ************ * ***  *************** ****** 
 
AG-3       CGGTCTGCTCTGTTCCATCCAGCACTCACCTTCAATATGCACTCCCGCATTGCTCTTTTA 120 
F-895      CGGTCTGCTCTGTTCCATCCAGCACTCACCTCCAATATGCTCTCTCACATCAGTCTTCTC 120 
           ******************************* ******** *** * ***   **** *  
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Eine weitere Auffälligkeit ist, dass sich nach dem „de novo Assembly“ des R. solani F-895 Genoms das 

Stop-Codon zum Ende der Gensequenz nicht mehr im Leseraster des vorhergesagten R. solani F-895 

Laccasegens befindet. Dies lässt darauf schlussfolgern, dass die Intron- und Exonsequenzen des Gens 

neu überprüft werden müssen. Dafür wurde vorerst ein Needleman-Wunsch „global Alignement“ der 

neuen Sequenz aus dem „de novo Assembly“, mit dem Referenzgen aus R. solani AG-3 Rhs1AP 

durchgeführt (siehe Anhang).[102] Innerhalb dieses „Alignements“ wurden die voraussichtlich 

codierenden Bereiche (Exons) markiert welche am Ende für die putative 561 Aminosäuren lange 

Laccase aus R. solani AG-3 Rhs1AP (NCBI-Eintrag: RSOL_189940) codieren. Im Anschluss wurden 

die dazu komplementären Bereiche der Sequenz des „de novo Assembly“ markiert, welche 

dementsprechend für die putative Laccase aus R. solani F-895 codieren würden. Dabei galt die 

Annahme, dass die Exons und Introns für beide Gene gleich organisiert sind. Aus dem daraus 

resultierenden, codierenden Bereich, ergab sich eine neue mögliche Gensequenz für RSL F-895, welche 

für eine 529 Aminosäuren lange Laccase codieren würde (Abbildung 17). 

 

Abbildung 17: Codierende Gensequenz für die Laccase aus R. solani F-895 (RSL F-895) und daraus resultierende 
Aminosäuresequenz des Proteins, inklusive übereinstimmender Sequenzen aus der MALDI-TOF Analyse der 
gereinigten Proteinprobe. Die Vorhersage des codierenden Teils (Exon) der Gensequenz basiert auf dem 
„Alignement“ der Gensequenz aus dem „Assembly“ der Genomsequenzierung von R. solani F-895 mit der 
Gensequenz der putativen Laccase aus R. solani AG-3 Rhs1AP (GenBank Accession Number: 01000322.1) und 
anschließender Markierung der komplementären Bereiche (siehe Anhang). Zuvor identifizierte Peptide aus der 
MALDI-TOF Analyse sind gelb markiert. Auf Basis der Originalsequenz neu identifizierten Peptide sind grün 
unterlegt. Eine mit Hilfe der Phobius signale peptide Software vorhergesagte Signalsequenz wurde hellblau 
markiert. 

Gensequenz:  1557 bp    
 
ATGCTCTCTCACATCAGTCTTCTCTCTTTGCTTGCTGCGGTCTCACAGCCCGCCTTTGCTGCCGTCCGCGACTACCAGTTCAT
CATCAAGAACGTCAATACCGCTCCCGATGGCTTTGAGCGATCTATTGTCTCCGTCAATGGCCAGGTTCCTGGGACGTTAATCA
CGGCTAACAAGGGTGATACGTTGCATGTGAATGTCACAAATCTTCTCACTGATCCAACGATGCGTCGTGCTACAACAATTCAT
TGGCACGGATTGTTCCAAGCTACTACTGCTGATGAGGATGGTCCTGCCTTTGTCACGCAATGTCCCATTGCACAGAATTTGTC
TTATACATACGAGATCCCACTGCACGACCAAACGGGAACTATGTGGTATCACGCCCATCTTGCAAGTCAATATGTGGATGGAT
TGCGGGGACCTTTGGTCATATATGACCCCAATGATCCACACAAGTCACTCTACGATGTGGACGATGCTAGCACCGTGGTTATG
CTCGAAGACTGGTATCACACTCCGGCACCCACTCTAGAACACCAAATGTTCTCGACTAGCAATACCGCCTTACTCTCTCCGGT
TCCGGACTCGGGTCTTATCAATGGAAAAGGTCGCTACGTGGGCGGACCCCAAGTCCCCCGGTCGGTAATCAACGTGACTCGCG
GGAAACGATATCGCTTGCGCGTGATCAATGCTTCTGCCATTGGTTCATTCACTTTTTCGATCGAGGGACATCGCTTGACTGTC
ATTGAGGCCGATGGAATTCCACATGAGCCTTTGGTCGTCGATAGTTTCCAGATCTATGCCGGTCAACGCTATTCTGTCATTGT
CGAAGCCAACCAGACCGCTGCTAACTACTGGGTACGCGCTCCAATGACAGTCGCAGGGGCTGGTACCAATGCCAACCTTGACC
CCACTAATGTCTTTGCCGTGCTGCATTACGAAGGAGCGCCCAGCGGCGAGCCTACGACTGAGCAAGGTACTGCGATTGGTACT
GCGTTGGTCGAAGAAAACCTGCATGCGCTGATAAACCCCGGTGCTCCGGGCGGTTCTGCCCCAGCAGACGTTAGCCTTAACCT
CGCGATAGGACGTTCTACTGTCGACGGAATTCTTAGGTTTACCTTCAACAATATCAAGTATGAGGCTCCATCGCTTCCAACGC
TTCTTAAGATCCTATCTAACGGAGCTTCTAATAATGCTGATTTTGACGCAAGTGAACACACTATCGTACTGCCCCATAATAAA
GTTATTGAACTCAACATTACTGGAGGTGCAGATCACCCTATTCATCTCCACGGCCACGTATTTGACGTCGTCAAGTCCCTCGG
TGGTACCCCGAACTATGTGAACCCTCCTCGCAGGGATGTCGTTCGTGTGGGAGGCACGGGTGTCGTCCTTCGTTTCAAGACCG
ATAACCCTGGTCCCTGGTTCGTTCACTGCCACATTGACTGGCACTTGGAAGCCGGACTTGCGTTAGTCTTTGCCGAAGCTCCT
GACGAGGTTCGCCAGGGGTCCCAGTCTGTTCAGCCCAGTGGTTCCTGGAACCAACTCTGCCCCAAGTATGCGGCTCTCCCTGC
CGAGTTGCAGTAA 
 
Aminosäuresequenz: 529 AS 
 
MLSHISLLSLLAAVSQPAFAAVRDYQFIIKNVNTAPDGFERSIVSVNGQVPGTLITANKGDTLHVNVTNLLTDPT
MRRATTIHWHGLFQATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPLHDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDPND
PHKSLYDVDDASTVVMLEDWYHTPAPTLEHQMFSTSNTALLSPVPDSGLINGKGRYVGGPQVPRSVINVTRGKRY
RLRVINASAIGSFTFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSFQIYAGQRYSVIVEANQTAANYWVRAPMTVAGAGTN
ANLDPTNVFAVLHYEGAPSGEPTTEQGTAIGTALVEENLHALINPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRFTF
NNIKYEAPSLPTLLKILSNGASNNADFDASEHTIVLPHNKVIELNITGGADHPIHLHGHVFDVVKSLGGTPNYVN
PPRRDVVRVGGTGVVLRFKTDNPGPWFVHCHIDWHLEAGLALVFAEAPDEVRQGSQSVQPSGSWNQLCPKYAALP
AELQ 



 Charakterisierung und heterologe Expression einer neuen Pilz-Laccase 
 Ergebnisse und Diskussion 

30 

Im Anschluss wurde diese neu vorausgesagte Sequenz in eine Aminosäuresequenz übersetzt und mit 

der Aminosäuresequenz der putativen Laccase aus R. Solani AG-3 Rhs1AP verglichen (siehe Anhang). 

Anhand der neuen Aminosäuresequenz konnten zusätzliche drei Peptide aus der MALDI-TOF Analyse 

identifiziert werden, welche einzigartig für RSL F-895 sind und nicht in der Laccase aus R. solani AG-3 

Rhs1AP vorkommen (Abbildung 17). Dies kann als starkes Indiz dafür gewertet werden, dass die neue 

Sequenz der gesuchten Originalsequenz entspricht. Die neue Sequenz entspricht jedoch noch immer der 

Annahme, dass die Exons und Introns der Laccasen aus R. solani AG-3 Rhs1AP und F-895 gleich 

organisiert vorliegen. Um dies zu verifizieren wurde zusätzlich das Transkriptom von R. solani F-895 

untersucht. Dafür wurde der Pilz in Glycerol-Medium und in Erbsen-Medium kultiviert. Während im 

ersten Medium keine Laccaseaktivität im Kulturüberstand gemessen werden konnte, konnte für die 

Expression in Erbsen-Medium Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) und 2,6-DMP (9) gemessen 

werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Es ist daher davon auszugehen, dass der Pilz die extrazellulären 

Laccasen nur dann produziert und sekretiert, wenn er für das Wachstum ausschließlich Lignin-haltige 

Nährstoffe zur Verfügung stehen hat.[103, 104] Im Anschluss an die Kultivierung wurde die RNA isoliert 

und die erhaltenen RNA-Proben jeweils für die Untersuchung des Transkriptoms an die Arbeitsgruppe 

von Prof. Björn Usadel (FZ Jülich, IBG-2) übergeben. Die folgende Untersuchung des Transkriptoms 

von R. solani F-895 bestätigte die zuvor erhaltenen Ergebnisse aus der Genomsequenzierung. So 

konnten keine RNA-Daten erhalten werden, welche der N-terminalen Sequenz von RSL entspricht. Dies 

stützt die zuvor in der Genomsequenzierung erhaltenen Daten, wobei es sich bei RSL F-895 um eine 

verkürzte Variante handeln könnte. Die Analyse der neu generierten Daten mit Hilfe des Phobius signale 

peptide Programms zeigte zusätzlich, dass die neue Sequenz vermutlich ein 20 Aminosäuren langes, N-

terminales Sekretionssignal enthält (Abbildung 17). Für diesen Bereich konnten jedoch keine Peptide in 

der MALDI-TOF Analyse gefunden werden. Es ist möglich, dass die Signalsequenz beim Export des 

Proteins aus R. solani F-895 entfernt wird. 

2.2.3 Expressionsversuche der R. solani F-895 Laccase in E. coli 

Auf Basis der Genomdaten, der Transkriptomdaten und den Daten der MALDI-TOF Analyse wurde ein 

weiteres synthetisches Gen, ohne Sequenz für das vorhergesagte Signalpeptid, geordert. Dieses wurde 

für die entsprechende Klonierung in den pColA Vektor so designed, dass es an beiden Enden NcoI-

Restriktionsschnittstellen besitzt. Das synthetische Gen wurde folglich mit dem NcoI-

Restriktionsenzym geschnitten und in den Zielvektor kloniert. Die korrekte Ausrichtung des Gens wurde 

anschließend mittels Sequenzierung des betreffenden Bereiches des Vektors verifiziert. Nach der 

erfolgreichen Sequenzierung wurden drei unterschiedliche E. coli-Stämme durch das Einbringen des 

Vektors transformiert. Bei den unterschiedlichen Stämmen handelte es sich um die Stämme BL21(DE3), 

Rosetta (DE3) und Arctic Express (DE3). Der erste Stamm repräsentiert dabei den standardmäßigen 

Expressionsstamm, wohingegen Rosetta (DE3) und Arctic Express (DE3) speziell für die heterologe 

Expression von schwierig zu exprimierenden Genen entwickelt wurden. Rosetta (DE3) enthält im 

Gegensatz zu BL21(DE3) seltene tRNAs für die Codons AGG, AGA, AUA, CUA, CCC und GGA. Da 
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diese Codons in E. coli ansonsten nur sehr limitiert vorkommen, kann die Supplementierung die 

Expression von eukaryotischen Genen in E. coli ermöglichen oder verbessern.[105] Der Stamm Arctic 

Express (DE3) wurde dagegen für die Expression unter niedrigen Temperaturen (10-13 °C) optimiert, 

da bei diesen Temperaturen die Zellen mehr Zeit haben das Protein korrekt zu prozessieren.[106] Der 

E. coli eigene Chaperonin-Komplex aus GroEL/ES weist bei dieser Temperatur nur eine geringe 

Aktivität auf. Daher exprimiert Arctic Express (DE3) zusätzlich die kälteadaptierten Chaperonine aus 

dem psychrophilen Bakterium Oleispira antarctica. Diese besitzen eine hohe Aktivität bei 4–12 °C und 

können das Wachstum von E. coli bei geringen Temperaturen, sowie die lösliche Expression heterologer 

Proteine weiter verbessern.[107]  

Die drei unterschiedlichen Stämme wurden im Anschluss auf eine mögliche Produktion löslicher und 

aktiver Laccase getestet. Als Kontrolle dienten jeweils Kulturen, welche nur den Leervektor enthielten. 

Nach der Kultivierung wurde die optische Dichte der Kulturen bestimmt, um zu kontrollieren, ob die 

heterologe Expression von RSL F-895 zu einem verringerten Wachstum der Zellen führt. Ein 

verringertes Wachstum kann bei der heterologen Expression auftreten, wenn das wirtsfremde Gen für 

den Organismus beispielsweise eine hohe Belastung des Metabolismus zur Folge hat.[108] 

Interessanterweise wuchsen alle Kulturen in denen die putative Laccase aus R. solani F-895 (RSL 

F-895) exprimiert wurde besser als die Kontrollkulturen, welche nur den Leervektor (LV) enthielten 

(Tabelle 1). 

Tabelle 1: Einfluss der Expression von RSL F-895 auf das Wachstum unterschiedlicher E. coli-Stämme. Die 
Kulturen wurden jeweils auf eine optische Dichte bei 600 nm von 0.1 inokuliert und für ca. drei Stunden bis auf eine 
optische Dichte von ~0.6 angezogen, bevor die Expression durch Zugabe von IPTG induziert wurde. Die Kulturen 
wurden für 20 Stunden bei einer Temperatur von 25 °C (BL21 (DE3), Rosetta (DE3)) bzw. 13 °C (Arctic Express 
(DE3)) und 130 rpm inkubiert. Als Kontrolle diente der jeweilige Stamm mit Leervektor (LV). 

 
LV 

[OD600 nm] 

RSL F-895 

[OD600 nm] 

BL21 (DE3) 7.57 9.41 

Rosetta (DE3) 5.24 6.94 

Arctic Express (DE3) 1.29 1.92 

 

Es ist zwar bekannt, dass die heterologe Expression zu erhöhten Wachstumsraten führen kann, diese 

beruhen aber meist auf positive Eigenschaften der heterolog exprimierten Proteine auf den 

Organismus.[107, 109] Ein solch positiver Nebeneffekt ist bei der bekanntermaßen schwierigen Expression 

von ligninolytischen Proteinen aus Pilzen in E. coli nicht zu erwarten. Es ist aber auf der anderen Seite 

wichtig, dass die Expression nicht zu einer Verminderung des Wachstums führt. 
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Nach der Zellernte wurden die jeweiligen Kulturen zur besseren Vergleichbarkeit mit 

Kaliumphosphatpuffer auf dieselbe optische Dichte (OD600 = 10) eingestellt, mit Ultraschall 

aufgeschlossen und das Zelllysat (lösliche Fraktion) mittels Zentrifugation vom Zellpellet (unlösliche 

Fraktion) getrennt. Die im Zellpellet enthaltenen unlöslichen Proteine und die im Lysat enthaltenen 

löslichen Proteine, wurden anschließend mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese nach ihrer Größe 

aufgetrennt und untersucht. Dabei zeigte sich, dass in keiner löslichen Fraktion eine Bande bei dem 

erwarteten Molekulargewicht von 57 kDa sichtbar war (Abbildung 18). Im Falle der Expression in 

Arctic Express (DE3) handelt es sich bei der intensiven Bande bei 60 kDa um ein Chaperonin (Cpn60), 

ersichtlich aus der Betrachtung der Leervektorkontrolle.[110] Stattdessen konnte allerdings eine schmale 

Bande bei ~60 kDa in der unlöslichen Fraktion von BL21 (DE3) und Rosetta (DE3) detektiert werden, 

welche sich in der entsprechenden Höhe befindet und in den Leervektorkontrollen nicht vorhanden ist 

(Abbildung 18). Nichtsdestotrotz ist es in keinem der verwendeten Stämme gelungen die Laccase löslich 

zu exprimieren (Abbildung 18). 

 

Abbildung 18: SDS-Gelelektrophoretische Untersuchung der Expression von RSL F-895 in unterschiedlichen 
E. coli Stämmen. Aufgetragen wurde sowohl die lösliche als auch die unlösliche Fraktion, nach Lyse der Zellen mit 
Hilfe von Ultraschall. M = Roti-Mark 10-150, LV = Leervektorkontrolle, RSL = RSL F-895, AE = Arctic Express. Die 
erwartete Bandenhöhe bei ~57 kDa wurde mit einem Pfeil markiert. 

Dies führt zu der Annahme, dass das Gen zwar erfolgreich exprimiert wurde, das Protein aber nicht 

korrekt gefaltet vorlag. Als solches kann es bekanntermaßen in sogenannten „inclusion bodies“ 

aggregieren und eingeschlossen sein.[111] Die Proteinbanden bei ~57 kDa in den unlöslichen Fraktionen 

von BL21 (DE3) und Rosetta (DE3) sind für eine stark induzierte Expression zusätzlich von geringer 

Intensität. Daher ist es zudem möglich, dass Probleme bei der Translation vorlagen oder das fehlgefaltete 

Protein teilweise proteolytisch abgebaut wurde. Andererseits könnten geringe Mengen lösliches und 

funktionales Protein vorgelegen haben, diese jedoch auf Grund ihrer geringen Konzentration auf dem 
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SDS-Gel nicht ersichtlich sein. Aus diesem Grund wurden zusätzliche Aktivitätstests gegenüber den 

Substraten ABTS (8) und 2,6-DMP (9) durchgeführt. Es konnte jedoch für keine der Proben Laccase-

Aktivität detektiert werden. Da es vorkommen kann, dass die Proteinaggregate in den „inclusion bodies“ 

ebenfalls noch Aktivität aufweisen können, wurden an dieser Stelle auch die unlöslichen Fraktionen 

untersucht.[112-114] Auch diese Untersuchungen blieben jedoch ohne Erfolg. 

In einem Prozess von Entfaltung und Refaltung können Enzyme aus „inclusion bodies“ manchmal in 

eine lösliche und aktive Form überführt werden. Dieser Prozess wurde zuvor an zahlreichen Beispielen 

erfolgreich durchgeführt.[115-117] Er ist jedoch mit verhältnismäßig großem Aufwand verbunden und 

garantiert ebenfalls nicht den Erhalt von löslichem und aktivem Protein. In Anbetracht der geringen 

produzierten Menge und dem Ziel das Protein biotechnologisch zu verwenden wurde dieser Ansatz nicht 

verfolgt. 

Stattdessen wurde eine weitere Möglichkeit getestet ein zuvor unlösliches Protein, löslich in E. coli zu 

exprimieren. Dies geschieht indem man es mit einem sogenannten „Löslichkeitstag“ fusioniert. Bei 

diesem handelt es sich um ein nachweislich gut exprimierbares Peptid oder Protein.[118-120] Eines der 

prominentesten Beispiele für einen Löslichkeitsvermittler ist das Maltose-Bindeprotein (MBP) aus 

E. coli.[121-123] Es kann nicht nur eine erhöhte Löslichkeit des fusionierten Proteins in E. coli 

ermöglichen, sondern auch die korrekte Faltung in seiner aktiven Form vermitteln.[123] Der zugrunde 

liegende Mechanismus, welcher zur erhöhten Löslichkeit fusionierter Enzyme führt ist jedoch noch 

nicht vollständig entschlüsselt worden. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass MBP eine eher passive 

Rolle einnimmt und nicht direkt als Chaperon mit dem fusionierten Enzym interagiert und auch keine 

Chaperone aktiv rekrutiert.[124] Stattdessen wurde ein Modell als „Holdase“ vorgeschlagen.[125] In diesem 

Modell fungiert MBP als Fusionsprotein, welches die Aggregation des ungefalteten Fusionspeptides 

solange verhindert, bis ein Chaperonkomplex die korrekte Faltung ermöglicht. Erst kürzlich konnte mit 

Hilfe des MBP die heterologe Expression einer L-amino Oxidase aus R. solani in E. coli realisiert 

werden.[126]  

Dementsprechend sollte das synthetische Gen für RSL F-895 in den kommerziellen Vektor pMal-c5x 

eingebracht werden. Bei dem Vektor pMal-c5x handelt es sich um einen kommerziellen Vektor, auf 

dem sich bereits das malE Gen für das Maltose-Bindeprotein aus E. coli befindet. Dieses ist über einen 

Linker N-Terminal mit dem zu fusionierenden Gen verbunden. In dieser Linkersequenz befindet sich 

außerdem eine zusätzliche Protease-Schnittstelle, an der sich nach erfolgreicher Expression das 

Zielprotein von dem Maltose-Bindeprotein trennen lässt. Dies ist notwendig, da die Aktivität oder 

Substratspezifität des Zielproteins durch die Fusion an das MBP beeinflusst werden kann.[127] Weiterhin 

ermöglicht die Fusion an das MBP die Aufreinigung des Fusionsproteins mit Hilfe einer Amylose 

basierten Affinitätschromatographie.[128, 129]. Für die Klonierung wurde das neue Laccasegen erneut mit 

dem NcoI-Restriktionsenzym aus dem Vektor pColA ausgeschnitten und in den Vektor pMal-c5x 

transferiert. Die erfolgreiche Klonierung wurde erneut durch Sequenzierung des betreffenden 
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Genabschnitts verifiziert. Im Anschluss an die erfolgreiche Klonierung wurde E. coli BL21 (DE3) mit 

dem neuen Vektor transformiert und die Expression des Fusionsproteins getestet. Gemäß dem 

vorherigen Protokoll wurden erneut die löslichen von den unlöslichen Bestandteilen, mit Hilfe von 

Ultraschall und Zentrifugation, getrennt und diese anschließend über SDS-Gelelektrophorese 

untersucht. Während das MBP in der Leervektorprobe in hohem Maße löslich exprimiert wurde, ließ 

sich jedoch keine vergleichbare Expression eines löslichen Fusionsproteins erkennen (Abbildung 19). 

Das Maltosebindeprotein war demnach nicht in der Lage die lösliche Expression von RSL F-895 in 

E. coli zu vermitteln. 

 

Abbildung 19: SDS-Gelelektrophoretische Untersuchung der Expression eines Fusionsproteins des 
Maltosebindeproteins aus E. coli und RSL F-895, in E. coli BL21 (DE3). Aufgetragen wurde sowohl die lösliche als 
auch die unlösliche Fraktion, nach Lyse der Zellen mit Hilfe von Ultraschall. M = Roti-Mark 10-150, LV = 
Leervektorkontrolle, RSL = MalE RSL F-895. Die Bande für MBP bei ~42 kDa wurde mit einem grauen Pfeil und 
die erwartete Bande für das Fusionsprotein bei ~100 kDa mit einem schwarzen Pfeil markiert. 

In der unlöslichen Fraktion ist jedoch eine schwache Bande des möglichen Fusionsproteins bei 

ca. 100 kDa erkennbar, welche in der Leervektorkontrolle nicht vorhanden ist. Daher ist zu vermuten, 

dass eine schwache Expression des Fusionsproteins vorgelegen haben könnte, dieses aber in seiner 

Gesamtheit unlöslich war. Es besteht ebenfalls die Möglichkeit, dass das MBP zwar korrekt gefaltet 

war, der Fusionspartner aber nicht.[122] Dies muss nicht zwangsläufig zur Unlöslichkeit des gesamten 

Fusionsproteins führen. Die Kombination von korrekt gefaltetem MBP und unkorrekt gefaltetem 

Fusionspartner führte bei Sachdev et al. zu einem insgesamt löslichen Komplex, in dem der 

Fusionspartner allerdings keine Aktivität aufwies.[122] Es bestand demnach die Möglichkeit, dass nur ein 

bestimmter Anteil des Fusionsproteins unlöslich vorlag und zusätzlich eine geringe Konzentration 

lösliches Fusionsprotein vorhanden war. Daher wurde erneut ein Aktivitätstest mit den löslichen Proben 

durchgeführt. Es konnte jedoch erneut keine Laccase-Aktivität detektiert werden. Die Fusionsproteine 
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lagen demnach entweder vollständig unlöslich und inaktiv vor, oder es gab einen Anteil fusionierter und 

löslicher Laccase, der aber trotzdem keine Aktivität zeigte, da er nicht korrekt gefaltet war. 

2.2.4 Expressionsversuche der R. solani F-895 Laccase in S. cerevisiae 

Da die Expression von RSL F-895 als Fusionsprotein mit dem MBP in E. coli ebenfalls nicht erfolgreich 

verlief wurde alternativ ein eukaryotisches Expressionssystem ausprobiert. Der große Vorteil eines 

eukaryotischen Expressionssystems liegt in der Fähigkeit das Zielprotein post-translational modifizieren 

zu können. Da RSL F-895 in seiner ursprünglichen Form stark glykosyliert vorliegt, kann dies ein Grund 

dafür sein, dass sie sich nicht löslich in E. coli exprimieren ließ. Die Glykosylierung ist oftmals wichtig 

für die Löslichkeit dieser Proteine, als auch häufig mitverantwortlich für deren adhäsive Eigenschaften. 

Beide Aspekte können für sekretierte, ligninolytische Laccasen von großer Bedeutung sein.[130] 

Als neuer Hostorganismus wurde Saccharomyces cerevisiae ausgewählt, da für diesen Organismus 

bereits ein Expressionsstamm und entsprechende „Shuttle“-Plasmide, die als Vektor zwischen E. coli 

und S. cerevisiae fungieren können, vorlagen. Als Stamm diente S. cerevisiae BY4741 (Y00000). Dieser 

ist prototroph für den „Mating Factor α“ (MFα) und weist vier Auxotrophien für die Aminosäuren 

Histidin, Leucin, Methionin und für die Nukleinbase Uracil auf.[131] Komplementiert wird das System 

von einem Plasmid, welches das Ura3-Gen enthält, wodurch die Hefe nach Aufnahme des Plasmides in 

der Lage ist Uracil zu produzieren. Das entsprechende Medium wird mit den notwendigen Aminosäuren 

(His, Leu, Met) supplementiert, enthält aber für die Suche nach erfolgreich transformierten S. cerevisiae 

Klonen kein Uracil. Erfolgreich transformierte Klone können somit auf Agarplatten unter Abwesenheit 

von Uracil identifiziert werden, da nur diese in der Lage sind zu wachsen. Das MFα-Gen wiederum 

erlaubt die Sekretion von Proteinen in das Medium, im Anschluss an ihre Expression. Dafür wird das 

Gen des Zielproteins auf dem Plasmid (z.B. Rsl F-895) mit der Gensequenz für das Präpro-Segment des 

α-Faktor Paarungspheromon der Hefen (MFα) fusioniert. Auf diese Weise wird ein Fusionsprotein aus 

dem Zielprotein und der Präpro-Sequenz erhalten, welches durch die Hefe über membranständige 

Transporter sekretiert werden kann. In diesem Prozess wird die Präpro-Sequenz wiederum von der 

Dipeptidyl Aminopeptidase A abgespalten.[132, 133] Die Sekretion von Proteinen in das Medium kann 

dabei einen großen Vorteil gegenüber der Expression in den Zellen darstellen. Sie vereinfacht im 

Anschluss an die Fermentation die weitere Prozessierung, da sich im Kulturüberstand wenig Proteine 

befinden. Dadurch wird die Aufreinigung des Zielproteins erheblich erleichtert.[134] Weiterhin erlaubt 

die Sekretion eine kontinuierliche Fermentation, da durch Austausch des Mediums das Protein erhalten 

werden kann ohne die Zellen zerstören zu müssen.[135] Da noch keinerlei Informationen über die 

heterologe Expression der Laccase aus R. solani F-895 in S. cerevisiae bekannt sind, wurde sowohl ein 

Konstrukt mit entsprechendem Sekretionssignal konstruiert, als auch ein Konstrukt ohne 

Sekretionssignal. Diese Variante erlaubt es auszuschließen, dass die Präpro-Sequenz einen Einfluss auf 

die Faltung und Aktivität des Enzyms hat. 
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Um diesen Plan zu realisieren wurde der Vektor pIE3_RFP („red fluorescent protein“) genutzt, welcher 

auf der Basis des Vektors pIE3_YFP („yellow fluorescent protein“) basiert.[136, 137] Der Vektor enthält 

sowohl das Ura3-Gen, als auch die Gensequenz für das Präpro-Segment (MFα), für die Sekretion über 

den „Mating Factor α“-Apparat. Das Gen steht wiederum unter der Kontrolle des starken Gal1-

Promotors.[138] Für die zwei unterschiedlichen Klonierungen wurde das Gen für RSL F-895 mit Hilfe 

einer Polymerasekettenreaktion („polymerase chain reaction“ = PCR) aus dem pColA-Vektor 

amplifiziert und gleichzeitig mit einer XhoI-Schnittstelle versehen. Auf diese Weise konnte das 

Laccasegen auf zwei unterschiedliche Arten in den Zielvektor integriert werden. Im ersten Ansatz ersetzt 

das Laccasegen die vorherige Gensequenz des rot fluoreszierenden Proteins. Damit entsteht ein 

Konstrukt für RSL F-895 mit Sekretionssignal (MFα RSL F-895). Für das zweite Konstrukt wurden 

sowohl das Sekretionssignal als auch das Rfp-Gen durch das Laccasegen ersetzt, wodurch eine Variante 

der Laccase ohne Sekretionssignal (RSL F-895) exprimiert wird (Abbildung 20). 

 

Abbildung 20: Klonierungsstrategie für die Generierung der zwei Plasmide für die Expression der R. solani F-895 
Laccase, mit und ohne Sekretionssignal, in S. cerevisiae. 

Der Erfolg der PCR und der Restriktionen wurde mittels Agarosegelelektrophorese überprüft und die 

jeweiligen DNA-Fragmente aufgereinigt. Diese wurden anschließend aus dem Gel eluiert und die 

entstandenen Enden über einen Ligationsschritt miteinander verbunden. Durch dieses Vorgehen wurden 

beide Vektoren erhalten und die korrekte Sequenz des betreffenden Genabschnitt über eine 

Sequenzierung verifiziert. Infolgedessen wurde S. cerevisiae durch das jeweilige Einbringen der 

Vektoren transformiert und die erfolgreiche Transformation durch eine erneute Sequenzierung des 

relevanten Genabschnittes bestätigt. 

Die neu generierten S. cerevisiae Stämme wurden in Hefe-Pepton-Medium mit Galaktose kultiviert. 

Nach der Zellernte durch Zentrifugation wurde der Kulturüberstand abdekantiert und das Zellpellet mit 
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Ultraschall aufgeschlossen. Sowohl das erhaltene Zelllysat als auch der Kulturüberstand wurden auf 

Laccaseaktivität untersucht. Parallel wurden Proben für die Untersuchung mittels SDS-

Gelelektophorese vorbereitet. Im Falle einer erfolgreichen Expression würde Laccaseaktivität im 

Zelllysat des Konstruktes ohne Sekretionssequenz erwartet, wohingegen die Laccaseaktivität des 

Konstruktes mit Sekretionssignal zum überwiegenden Teil im Kulturüberstand erwartet würde. Es 

konnte jedoch weder im Zelllysat, noch im Kulturüberstand beider Varianten Laccaseaktivität detektiert 

werden. Weiterhin war keine Proteinbande auf dem SDS-Gel erkennbar, welche nicht ebenfalls in der 

Negativkontrolle vorhanden war (siehe Anhang, Abbildung 126). Die initiale Expression in S. cerevisiae 

war demzufolge nicht erfolgreich. 

Ein möglicher Grund kann dabei die Anwesenheit von Glukose aus der Vorkultur gewesen sein. In 

Anwesenheit von Glukose wird die Expression von Genen unter der Kontrolle des Gal1-Promotors über 

zwei unterschiedliche Systeme unterdrückt. Solange Glukose im Medium existiert werden diese Gene 

nicht abgelesen und eine Expression findet nicht statt.[138, 139] Wird die restliche Glukose verbraucht 

benötigt das System trotzdem mehrere Stunden bis die Gene unter der Kontrolle des Gal1-Promotors 

wieder normal abgelesen werden. In Folge dessen wurde die Glukose-Konzentration in der Vorkultur 

auf 0.1 % (w/v) reduziert und der Rest durch Raffinose ersetzt. Zusätzlich wurde erprobt, ob die Zugabe 

von Kupfer einen Einfluss auf die erfolgreiche Expression der Laccase in S. cerevisiae hat. Oftmals 

besteht ein Zusammenhang zwischen der Zugabe von Kupfer und der heterologen Expression aktiver 

Laccase.[140, 141] Weder die Verringerung der Glukose-Konzentration in der Vorkultur, noch die Zugabe 

von Kupfer führten jedoch zur Detektion von Laccaseaktivität oder zu einer sichtbaren Proteinbande auf 

dem SDS-Gel, welche nicht in den Negativkontrollen ersichtlich war (siehe Anhang, Abbildung 127). 

Aufgrund dessen wurde die Expressionstemperatur auf 20 °C herabgesetzt, da die erfolgreiche 

heterologe Expression von Laccasen in S. cerevisiae von der Temperatur abhängen kann und niedrigere 

Temperaturen diese begünstigen können.[142] Um ein ausreichendes Wachstum der Hefe zu 

gewährleisten wurde die Expressionszeit auf 44 Stunden erhöht. Im Anschluss wurde der 

Kulturüberstand erneut auf Laccaseaktivität untersucht. Dieses Mal konnte eine geringe Laccaseaktivität 

im Kulturüberstand der Variante detektiert werden, welche das Sekretionssignal enthielt (Abbildung 

21). 
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Abbildung 21: Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C, im Kulturüberstand der 
heterologen Expression von RSL und MFα RSL aus R. solani F-895 in S. cerevisiae, nach 44 Stunden Kultivierung 
in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPGal-Medium. Gemessen wurde die Aktivität jeweils 
in 20 mM Natrium-Acetat Puffer bei pH 5 und in 50 mM KPi-Puffer bei pH 7.2 in Anlehnung an Kolomytseva et al.[28] 
LV = Leervektorkontrolle. Alle Proben wurden drei Mal gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive 
Standardabweichung abgebildet. 

In der Leervektorkontrolle (LV) sowie der Expression der Variante ohne Sekretionssignal (RSL F-895) 

konnte dagegen erwartungsgemäß keine Laccaseaktivität im Kulturüberstand detektiert werden. Um zu 

testen ob auch eine aktive Form von RSL F-895 und MFα RSL F-895 innerhalb der Zellen von 

S. cerevisiae vorliegt, wurden diese erneut mit Ultraschall aufgeschlossen und die Zelllysate auf 

Laccaseaktivität überprüft. Überraschenderweise wurde jedoch in keinem Zelllysat Laccaseaktivität 

festgestellt (Ergebnisse nicht gezeigt). Auch das Zelllysat von MFα RSL F-895 wies keine Aktivität auf, 

obwohl sich Laccaseaktivität im Kulturüberstand befand. Diese Beobachtungen können 

unterschiedliche Gründe haben. Es kann sein, dass eine vorgeschaltete Sequenz für die korrekte Faltung 

des Enzyms notwendig ist, da auch die natürliche Laccase eine Sekretionssequenz besitzt. 

Möglicherweise liegt die Laccase erst durch die extrazelluläre Sekretion in aktiver Form vor und 

aggregiert intrazellulär, analog zu Prozessen in E. coli, in „inclusion bodies“.[143] Probleme bei der 

korrekten Faltung des Enzyms sind dabei eines der Hauptengpässe in der heterologen Expression von 

Proteinen in Hefe.[144] Erst die Anwesenheit einer Sekretionsequenz kann manchmal zu einer korrekten 

Translokation des Enzyms vom Endoplasmatischen Retikulum (ER), zum Golgi-Apparat und der 

Plasmamembran führen. Auf diesem Weg befinden sich zudem zahlreiche Kontrollsysteme der Hefe. 

Einer dieser Systeme ist das „unfolded protein response“ (UPR). Dieses wird durch das zu lange Binden 

von Chaperonen an teilweise fehlgefaltete Proteine aktiviert und stimuliert die Proteolyse. Zusätzlich 

wird die Transkription und Translokation des betreffenden Proteins inhibiert.[134] Es ist außerdem 

möglich, dass die korrekte Glykosylierung für die Aktivität des Proteins essenziell ist.[145] Weiterhin 

haben Smith et al. bei der heterologen Expression von Prochymosin aus dem Kalb, in S. cerevisiae, 

festgestellt, dass der Großteil des intrazellulär vorkommenden Fusionsproteins nicht vollständig 

glykosyliert vorlag, sondern nur die im Endoplasmatischen Retikulum angehängten basalen 
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Oligosaccharide vorhanden waren.[135] Sie kamen zu dem Schluss, dass jene Proteine, welche im Golgi-

Apparat vollständig glykosyliert wurden, rapide aus der Zelle transportiert worden und deshalb nicht 

aufzufinden waren. Anhand der Ergebnisse ist zu vermuten, dass eine solche vollständige 

Glykosylierung für die Löslichkeit und Aktivität der Laccase aus R. solani F-895 ebenfalls essenziell 

ist. Dies wäre eine Erklärung für die beobachtete Laccaseaktivität im Kulturüberstand bei gleichzeitiger 

Abwesenheit von Laccaseaktivität im Zelllysat. Es ist jedoch auch möglich, dass ein anderer der vielen 

möglichen Engpässe ein Problem für die heterologe Expression von RSL F-895 in S. cerevisiae darstellt 

(Abbildung 22). 

 

Abbildung 22: Schematische Darstellung der möglichen Engpässe bei der heterologen Expression sekretierter 
Proteine in S. cerevisiae in Anlehnung an Idiris et al.[134] 

Zusätzlich zu den Aktivitätstests wurden erneut Proben des Lysats und des Kulturüberstandes mittels 

SDS-Gelelektrophorese untersucht. Um die geringe Konzentration an Proteinen im Kulturüberstand zu 

erhöhen, wurde dieser mit Hilfe einer Filtermembran, mit einer Ausschlussgröße von 30 kDa, 

aufkonzentriert. Auf diese Weise könnten auch geringe Mengen der sekretierten Laccase auf dem 

SDS-Gel sichtbar werden. Beim Vergleich der Gelbanden konnte jedoch keine Proteinbande im 

Kulturüberstand von MFα RSL F-895 erkannt werden, welche nicht ebenfalls in der 

Leervektorkontrolle, oder in RSL F-895 ohne Sekretionssequenz, vorhanden war (Abbildung 23). 
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Abbildung 23: SDS-Gelelektrophoretische Untersuchung der heterologen Expression von RSL F-895 und MFα 
RSL F-895 in S. cerevisiae. Die Proben wurden im Anschluss an eine 44 stündige Kultivierung bei 20 °C, nach der 
Zellernte mittels Zentrifugation, entnommen. Der Kulturüberstand wurde mit Hilfe von Vivaspin 500 Filtern (Cutoff 
30 kDa, Sartorius) 10-fach aufkonzentriert. Die geernteten Zellen wurden mit Ultraschall aufgeschlossen. Zur 
besseren Vergleichbarkeit der Lysate wurden die unterschiedlichen Kulturen vorab auf dieselbe OD600 von 100 
eingestellt. M= Roti-Mark 10-150, LV = Leervektorkontrolle, RSL = RSL F-895, MFα = MFα RSL F-895. 

Im Zelllysat derselben Kulturen konnte anhand des SDS-Gels ebenfalls keine starke Expression der 

Laccase festgestellt werden. Da sich trotz dieser Ergebnisse Laccaseaktivität im Kulturüberstand von 

S. cerevisiae MFα RSL F-895 detektieren ließ, erfolgte im nächsten Schritt eine nähere 

Charakterisierung des verantwortlichen Enzyms. Dafür wurde die Aktivität in Abhängigkeit vom pH 

ermittelt, um zu überprüfen ob das Aktivitätsprofil vergleichbar mit jenem der Laccase aus dem 

Ursprungsorganismus ist.[28] Dafür wurde die Expression unter gleichen Bedingungen wiederholt und 

Proben des Kulturüberstandes anschließend bei unterschiedlichem pH, in Britton-Robinson Puffer, auf 

Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) und 2,6-DMP (9) untersucht. Die Wiederholung des Experiments 

zeigte, dass sich das Aktivitätsprofil rekonstruieren ließ (Abbildung 24). 
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Abbildung 24: Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C, im Kulturüberstand der 
heterologen Expression von RSL und MFα RSL aus R. solani F-895 in S. cerevisiae, nach 44 Stunden Kultivierung 
in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPGal-Medium. LV = Leervektorkontrolle. Alle Proben 
wurden drei Mal in Britton-Robinson Puffer pH 3-9 gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive 
Standardabweichung abgebildet. 

Die Laccaseaktivität im Kulturüberstand zeigte ein Optimum gegenüber ABTS (8) im Bereich pH 3-5 

und gegenüber dem phenolischen Substrat 2,6-DMP (9) im neutralen bis alkalischen Bereich von pH 6 

bis 8. Erneut konnte keine Laccaseaktivität in den Kulturüberständen der Leervektorprobe, oder der 

Laccase ohne Sekretionssequenz detektiert werden. Auffällig ist dagegen, dass die Aktivität in diesem 

Versuch deutlich geringer war als im vorherigen Versuch (Abbildung 21). Dies ist teilweise darauf 

zurückzuführen, dass das Wachstum der Hefe ebenfalls geringer ausfiel und nur eine optische Dichte 

bei 600 nm von 60, statt 111 erreicht wurde. Im Nachhinein stellte sich heraus, dass die höhere optische 

Dichte der vorangegangenen Kultivierung auf eine erhöhte Konzentration an Galaktose im Medium 

zurückzuführen war (4 % statt 2 % w/v). Da Galaktose gleichzeitig als Kohlenstoffquelle und Induktor 

für die Expression der Laccase dient, kann die geringere Konzentration sowohl zum verringerten 

Wachstum als auch zur verringerten Produktion der Laccase geführt haben. Diese beiden Effekte wurden 

kürzlich von Iimura et al. bei der heterologen Expression einer Laccase aus Trametes versicolor in 

S. cerevisiae beschrieben.[146] Gemäß dem ersten Experiment und den Erkenntnissen von Iimura et al. 

wurde die Galaktosekonzentration in zukünftigen Expressionen stets auf 4 % (w/v) eingestellt.[146] 

Die Anpassung der Galaktosekonzentration führte zu einem erneuten Anstieg der optischen Dichte bei 

600 nm auf ca. 100, nach 44 Stunden Inkubation der Kulturen. Zusätzlich gab es auch wieder einen 

Anstieg der Aktivitäten auf bis zu 15 U/L gegenüber ABTS (8), in Britton-Robinson Puffer bei pH 4 

und 25 °C und bis zu 6 U/L gegenüber 2,6-DMP (9), in Britton-Robinson Puffer bei pH 7 und 25 °C 

(Abbildung 25). Das Aktivitätsprofil war dabei identisch zu den vorherigen Versuchen und entspricht 

der Beschreibung von Kolomytseva et al.[28] Da in den Proben ohne Laccase keine Aktivität zu 
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verzeichnen war, ist davon auszugehen, dass die Aktivität auf der erfolgreichen heterologen Expression 

der RSL F-895 in S. cerevisiae beruht.  

Um die Laccase näher zu charakterisieren wurde zusätzlich die pH-Stabilität der Laccase und die 

Aktivität in Abhängigkeit von der Temperatur untersucht. Dazu wurden Proben des Kulturüberstandes 

von S. cerevisiae MFα RSL F-895 bis zu 120 Minuten in Britton-Robinson Puffer mit einem pH von 

3-9 inkubiert und in definierten Zeitabständen Aktivitätsmessungen durchgeführt. Es zeigte sich, dass 

die Laccase über den Zeitraum von 120 Minuten in pH 4-5 stabil geblieben ist, während sich die 

Aktivität bei pH 3 innerhalb von 30 min halbierte und nach 60 min verschwand. 

 

Abbildung 25: Verlauf der Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C, nach Inkubation in 
Britton-Robinson-Puffer bei pH 3-9. Als Probe diente der Kulturüberstand der heterologen Expression von MFα 
RSL in S. cerevisiae, nach 44 Stunden Kultivierung in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in 
YPGal-Medium. Alle Proben wurden drei Mal gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive 
Standardabweichung abgebildet. 

Die Aktivität gegenüber 2,6-DMP (9) im neutralen bis alkalischen Bereich nahm dagegen initial zu 

(Abbildung 25). Dies ist eventuell auf eine Trübung der Proben zurückzuführen, welche im Rahmen 

längerer Inkubationszeiten im alkalischen pH-Bereich zu beobachten war. Dies führte auch zu einer 

erhöhten Schwankung der Messwerte in diesem Bereich. Vermutlich denaturieren die Enzyme im 

Kulturüberstand bei längerer Inkubation im alkalischen Milieu und verfälschen damit die Messwerte.[147] 

Für die Untersuchung der Laccaseaktivität in Abhängigkeit von der Reaktionstemperatur wurden die 

Aktivitätsmessung gegenüber ABTS (8) bei pH 4 näher betrachtet, da dies in allen vorangegangenen 

Experimenten der Bereich der höchsten Laccaseaktivität war. Es zeigte sich, dass die Aktivität im 

Kulturüberstand bis zu einer Temperatur von 55 °C um 5 U/L zunahm, bei 65 °C jedoch abrupt endete 
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(Abbildung 26). Es ist daher anzunehmen, dass die Laccase bei einer Temperatur zwischen 55 °C und 

65 °C denaturiert. 

 

Abbildung 26: Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) bei 25 °C bis 65 °C in Britton-Robinson-Puffer, bei pH 4. Als 
Probe diente der Kulturüberstand der heterologen Expression von MFα RSL in S. cerevisiae, nach 44 Stunden 
Kultivierung in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPGal-Medium. Alle Proben wurden drei 
Mal in Britton-Robinson Puffer pH 4 gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung 
abgebildet. 

2.2.5 Versuche zur Optimierung der heterologen Expression der R. solani F-895 Laccase 

in S. cerevisiae 

Die Gesamtaktivität im Kulturüberstand nach 44 Stunden Expression blieb nach mehreren 

Kultivierungen auf einem Niveau von 10-15 U/L. Damit ist sie etwas niedriger als bei vergleichbaren 

heterologen Expressionen von Laccasen pilzlichen Ursprunges in S. cerevisiae. So konnten Iimura et al. 

45 U/L im Kulturüberstand der Expression der Trametes versicolor Laccase in S. cerevisiae 

erreichen.[146] Bulter et al. konnten eine initial schwache Expression der Myceliophthora thermophila 

Laccase von 0,6 U/L mit Hilfe von „directed evolution“ um das etwa 170-fache steigern.[148] Bleve et al. 

erreichten eine maximale Aktivität von 77 U/L bei der heterologen Expression der Laccase aus 

Pleurotus eryngii.[149] Oftmals mussten für diese gemessenen Aktivitäten jedoch entweder das Enzym, 

oder die Kultivierungsbedingungen optimiert werden. Um im Fall der heterologen Expression von RSL 

F-895 die Aktivität im Kulturüberstand zu erhöhen wurde daher versucht die Sekretion der Laccase zu 

optimieren, da nur Aktivität im Kulturüberstand detektiert werden konnte, nicht aber im Zelllysat. Eine 

Erhöhung der Sekretionseffizienz könnte demnach zu einem Anstieg aktiver Laccase im Überstand 

führen. 

Das MFα-Präpro-Peptid besteht aus zwei Regionen, dem Prä-Peptid, welches aus 19 Aminosäuren und 

dem Pro-Peptid, welches aus 67 Aminosäuren besteht. Die Prozessierung des MFα-Signals geschieht in 

drei Schritten. Zuerst wird das Prä-Peptid von einer Signalpeptidase im Endoplasmatischen Retikulum 
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abgespalten. Im Golgi-Apparat wird anschließend die Pro-Peptidsequenz zwischen einem terminalen 

Arginin und Lysin abgespalten. Zum Schluss entfernt das Ste13-Protein die Glu-Ala-

Wiederholungssequenz am Ende des Sekretionspeptides.[150] Von der Prä-Sequenz wird vermutet, dass 

sie die Translokation in das ER vermittelt, während das Pro-Peptid eventuell die Translation verlangsamt 

und so die korrekte Faltung des darauffolgenden Enzyms vereinfacht und als Chaperonin für das zu 

sekretierende Protein wirkt.[151, 152] In beiden Fällen ist die Glykosylierung der Arginine der Präpro-

Sequenz von zentraler Bedeutung, da sowohl die N-, als auch die C-terminalen Aminosäuren der 

Sequenz für den Sekretionsapparat zugänglich sein müssen. In dem bis zu diesem Zeitpunkt genutzten 

Konstrukt fehlten jedoch die in den Ursprungsorganismen üblichen C-terminalen Glu-Ala-

Wiederholungssequenzen am Ende der MFα-Sekretionssequenz. Stattdessen besaß das verwendete 

Konstrukt nur eine RAAD-Linkersequenz. Bitter et al. beobachteten, dass sekretierte Fusionsproteine 

vermehrt noch Glu-Ala-Wiederholungssequenzen am aminoterminalen Ende des prozessierten Proteins 

besaßen und vermuteten daher, dass die Ste13-Protease einen limitierenden Faktor in der Sekretion des 

Fusionsprotein darstellt.[132] Aus diesem Grund wurde mit Hilfe einer PCR ein Konstrukt erstellt, 

welches zwei Glu-Ala-Wiederholungssequenzen vor dem N-Terminus der Laccase und hinter den 

basischen Aminosäuren Arginin und Lysin des Sekretionspeptides, besitzt (MFα RSL F-895 Linker) 

(Abbildung 27). 

 

Abbildung 27: Struktur und Anordnung des Präpro-Peptids des α-Pheromonfaktors aus Hefe, in Anlehnung an 
Lin-Cereghino et al. Relevante Aminosäuren für die finale Abspaltung der Präpro-Sequenz wurden hervorgehoben. 
Bekannte α-helikale Strukturen des Signalpeptids wurden in Form von Walzen eingezeichnet. KR: Lysin, Arginin; 
EAEA: Glu-Ala-Wiederholungssequenz.[150, 153]. 

S. cerevisiae wurde analog zu vorherigen Versuchen mit dem neuen Konstrukt transformiert und die 

Expression des neuen Fusionsproteins untersucht, um zu testen, ob eine vermehrte Sekretion in das 

Kulturmedium stattfindet. Zum Vergleich wurde erneut eine Leervektorkontrolle, als auch die vorherige 

Variante mit fehlender Glu-Ala-Wiederholungssequenz, unter denselben Bedingungen kultiviert. Die 

Untersuchung der Aktivität des Kulturüberstandes der drei Proben zeigte dasselbe Aktivitätsprofil wie 

bereits zuvor. Die abgeänderte Linkersequenz hatte dementsprechend keinen Einfluss auf die 

pH-abhängige Aktivität der Laccase (Abbildung 28). Das Aktivitätsniveau für das ursprüngliche 

Konstrukt war dieses mal etwas höher als bei den zuvor untersuchten Expressionen, mit einem Optimum 

von ca. 20 U/L bei pH 4 gegenüber ABTS (8) und ca. 6 U/L bei pH 7 gegenüber 2,6-DMP (9). Die 

Aktivität im Kulturüberstand der neuen Variante, mit der optimierten Sekretionssequenz war dagegen 

mit jeweils ca. 18 U/L und ca. 5 U/L minimal geringer. Die leicht geringere Aktivität könnte auf die 

ebenfalls geringere optische Dichte nach 44 h zurückzuführen sein (Abbildung 28). So wies die Kultur 

mit der ursprünglichen Variante des Fusionsenzyms eine OD600 von 100 auf, während die Kultur mit 

der neuen Linker-Variante nur eine OD600 von 83 aufwies. Zu diesem Zeitpunkt kann noch keine 
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Aussage darüber getroffen werden, ob die Sekretion mit der neuen Linkersequenz verbessert worden ist, 

da keine Möglichkeit besteht das Protein aufzureinigen und damit unabhängig vom Wachstum der Hefen 

zu quantifizieren. Zusätzlich waren die Aktivitätsunterschiede zu gering, um ohne vorherige 

Aufreinigung des Enzyms, der neuen Linkersequenz einen signifikanten Einfluss beizumessen. 

 

Abbildung 28: Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C, im Kulturüberstand der 
heterologen Expression von MFα RSL F-895 und MFα RSL F-895 Linker in S. cerevisiae, nach 44 Stunden 
Kultivierung in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPGal-Medium. LV = Leervektorkontrolle. 
Alle Proben wurden drei Mal in Britton-Robinson-Puffer pH 3-9 gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive 
Standardabweichung abgebildet. 

Um die Menge sekretierter Laccase und deren spezifische Aktivität bestimmen zu können sollte im 

nächsten Schritt ein Affinitätstag an das Enzym angebracht werden. Bedingt durch die geringen Mengen 

Laccase im Kulturüberstand, wurde sich für einen Strep-Tag entschieden, da dieser eine vergleichsweise 

hohe Spezifizität aufweist. Dadurch ist eine Isolation des Zielproteins, trotz geringer Konzentration, in 

hoher Reinheit möglich.[154] Der Strep-Tag ist ein acht Aminosäuren langes Peptid (Trp-Ser-His-Pro-

Gln-Phe-Glu-Lys), welches eine intrinsische Affinität zu Streptavidin aufweist.[155, 156] Es kann an 

rekombinante Enzyme fusioniert werden, um deren Isolation aus einem komplexen Gemisch aus 

Proteinen zu ermöglichen. Dazu wird eine optimierte Variante des Streptavidin (Strep-Tactin) an einer 

Matrix immobilisiert, über die das komplexe Proteingemisch geleitet werden kann. Rekombinantes 

Protein interagiert in Folge dessen mit Streptavidin und verbleibt auf der Matrix. In einem Folgeschritt 

kann das rekombinante Protein mit Hilfe von Biotin, oder Analoga wie Desthiobiotin, von der Säule 

verdrängt werden, um das reine Zielprotein zu erhalten (Abbildung 29). Ein weiterer großer Vorteil des 

Strep-Tags ist, dass er sowohl die Proteinfaltung, als auch die Sekretion und Funktion des Zielproteins 

zumeist nicht negativ beeinflusst und dabei weitestgehend resistent gegenüber zellulären Proteasen 

ist.[157] 
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Aufreinigung eines rekombinanten Proteins mit Strep-Tag, mit Hilfe 
des Strep-Tactin Systems, in Anlehnung an Schmidt et al.[157] 1-2. Eine Proteinlösung, welche das rekombinante 
Protein mit Strep-Tag enthält, wird auf die Säule mit immobilisiertem Strep-Tactin gegeben. 3. Hostproteine werden 
von der Säule gewaschen. 4. Das Fusionsprotein wird von Desthiobiotin kompetitiv verdrängt wodurch das 
aufgereinigte Protein von der Säule eluiert. 5. Desthiobiotinelution wird durch Zugabe einer 
2'-(4-Hydroxyphenylazo)-benzoesäure (HABA) haltigen Lösung beschleunigt, was einen roten Farbumschlag der 
Säule zur Folge hat. 6. HABA wird durch mehrmaliges Waschen mit Puffer entfernt wodurch die Säule wieder 
regeneriert und erneut eingesetzt werden kann. 

Da sich am N-Terminus der Laccase bereits das Sekretionssignal befindet, wurde der Strep-Tag mittels 

PCR am C-Terminus der Laccase angebracht. Das Einbringen des Strep-Tags mit Hilfe von PCR hatte 

jedoch zwei Deletionen im Gen zur Folge. Diese konnten allerdings in einer nachfolgenden 

QuikChange® PCR wieder rückgängig gemacht werden. Im Anschluss an die erfolgreiche Erzeugung 

des neuen Konstruktes (MFα RSL F-895 LinkStrep) und der Verifizierung mittels Sequenzierung, 

wurde S. cerevisiae erneut transformiert. Die Expression der Laccase wurde anschließend unter den 

bereits zuvor getesteten Bedingungen durchgeführt. Die Laccaseaktivität des Kulturüberstandes wurde 

in Britton-Robinson Puffer pH 3-9 untersucht, um sicherzustellen, dass der Affinitätstag keinen 

negativen Einfluss auf die Aktivität oder die Sekretion des Enzyms hat. 
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Abbildung 30: Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C, im Kulturüberstand der 
heterologen Expression von MFα RSL F-895 LinkStrep in S. cerevisiae, nach 44 Stunden Kultivierung in 
Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPGal-Medium. LV = Leervektorkontrolle. Alle Proben 
wurden drei Mal in Britton-Robinson-Puffer pH 3-9 gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive 
Standardabweichung abgebildet. 

Das Aktivitätsprofil von MFα RSL F-895 LinkStrep wurde in Anbetracht der Daten nicht von der 

Anwesenheit des C-terminalen Strep-Tags beeinflusst. Erneut wurden Aktivitäten von ca. 15 U/L 

gegenüber ABTS (8) bei 25 °C in Britton-Robinson Puffer bei pH 4 und ca. 5 U/L gegenüber 2,6-DMP 

(9) bei pH 7 detektiert (Abbildung 30). Im Anschluss an die Aktivitätstests wurde versucht die Laccase 

mit Hilfe des Strep-Tactin Systems aus dem Kulturüberstand zu isolieren. Dafür wurde es vorab mit 

einer Avidin enthaltenden Blockerlösung behandelt, da die Kulturüberstände von Hefekulturen 

natürlicherweise Biotin enthalten können. Avidin bindet Biotin mit hoher Affinität und entfernt es so 

aus dem System.[158] Die Anwesenheit von Biotin würde dazu führen, dass dieses irreversibel an das 

Strep-Tactin bindet und die Bindung des Fusionsproteins verhindern würde. Im Anschluss an die 

Behandlung mit der Blockerlösung wurde der Kulturüberstand über eine Strep-Tactin Säule gegeben 

und nach Herstellerangaben gewaschen. Das Zielprotein wurde eluiert und die Säule anschließend 

regeneriert. Nach jedem Behandlungsschritt wurde eine Probe entnommen, um zu kontrollieren, in 

welcher der Fraktionen Laccaseaktivität vorhanden ist. Es zeigte sich, dass bereits die Behandlung mit 

der Avidin-Blockerlösung zu einem vollständigen Verlust der Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) in 

Britton-Robinson Puffer bei pH 4 führte (Abbildung 31). Dies kann eventuell daran gelegen haben, dass 

dieser Schritt bei pH 8 durchgeführt werden musste, da nur in leicht alkalischem Milieu eine 

vollständige Bindung des Biotins an Avidin stattfindet. Möglicherweise war deshalb der pH-Wert in der 

Aktivitätsmessung nicht pH 4, sondern höher, weshalb keine Aktivität gegenüber ABTS (8) festgestellt 

werden konnte. Dies ist deshalb wahrscheinlich, da parallel Aktivität derselben Probe gegenüber 2,6-

DMP (9) bei pH 7 detektiert werden konnte, obwohl auch in diesem Fall die Behandlung mit der 
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Blockerlösung zu einer verringerten Aktivität führte (Abbildung 31). Die Untersuchung der folgenden 

Fraktionen zeigte jedoch, dass das Fusionsprotein vermutlich nicht an die Strep-Tactin Säule gebunden 

hat, da sich die gesamte Laccaseaktivität die gegenüber 2,6-DMP (9) detektiert werden konnte, im 

Durchfluss wiederfinden ließ. Dementsprechend wurde in keine der folgenden Fraktionen 

Laccaseaktivität detektiert. Es ist davon auszugehen, dass die Aufreinigung der Laccase mittels Strep-

Tactin System initial nicht erfolgreich gewesen ist. Dieses Ergebnis wurde zusätzlich durch eine 

Untersuchung mittels SDS-Gelelektrophorese und anschließendem Western-Blot bestätigt, auf denen 

keine Bande für das Fusionsprotein zu finden war (Ergebnisse nicht gezeigt). 

 

Abbildung 31: Laccaseaktivität gegenüber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C im Verlauf der Aufreinigung von 
MFα RSL F-895 LinkStrep aus dem Kulturüberstand der heterologen Expression in S. cerevisiae, nach 44 Stunden 
Kultivierung der Hefe in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPGal-Medium. LV = 
Leervektorkontrolle. Alle Proben wurden drei Mal in Britton-Robinson-Puffer pH 4 (ABTS) oder pH 7 (2,6-DMP) 
gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung abgebildet. KU = Kulturüberstand, KU+AV 
= Kulturüberstand nach Behandlung mit Avidin-Blockerlösung, DF = Durchfluss, W = Waschfraktion, E 1-3 = 
Elutionsfraktionen 1-3. 

Das Fehlschlagen der Aufreinigung mittels Strep-Tactin System kann unterschiedliche Gründe haben. 

So ist es möglich, dass der Strep-Tag intramolekular mit der Laccase interagiert, wodurch das Peptid 

nicht für eine Interaktion mit Strep-Tactin zur Verfügung steht.[159] Außerdem ist es möglich, dass die 

Laccase nicht nur am N-Terminus prozessiert wird, sondern auch am C-Terminus.[160] Dies könnte eine 

Abspaltung des Strep-Tags zur Folge haben, wodurch die Laccase nicht mehr an die Säule binden kann. 

Diese C-Terminalen Anhänge wurden jedoch in Laccasen aus Ascomyceten statt Basidiomyceten 

beobachtet und diese Laccasen besaßen ein konserviertes Peptid aus Asp-Ser-Gly-Leu/Val/Ile am 

C-Terminus. Beides trifft nicht auf die Laccase aus R. solani F-895 zu. 

Obwohl die Aufreinigung der Laccase nicht erfolgreich verlief konnten drei unterschiedliche Varianten 

von RSL F-895 in S. cerevisiae exprimiert und sekretiert werden. Dabei konnten in Abhängigkeit von 
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der optischen Dichte der Kulturen Aktivitäten von 12-20 U/L gegenüber ABTS (8) im Kulturüberstand, 

nach 48 h Kultivierung erreicht werden (Abbildung 28, Abbildung 30, Abbildung 31). Damit ist die 

Aktivität im Kulturüberstand in der heterologen Expression deutlich geringer als jene, welche im 

Kulturüberstand des Ursprungsorganismus ermittelt wurde.[28] Diese betrug 218 U/mL gegenüber ABTS 

(8) nach drei Tagen Anzucht in einem Medium aus sieben unterschiedlichen Gräsern.[28] Das 

Aktivitätsmaximum gegenüber dem phenolischen Substrat 2,6-DMP (9) lag in allen Untersuchungen 

bei pH 7-8 und spiegelt damit ebenfalls das Ergebnis der Aktivitätsuntersuchung im Überstand des 

Ursprungsorganismus wieder. Dieses wurde bei einem pH von 7.3 ermittelt.[28] Die Aktivität des 

Ursprungsorganismus konnte zwar nicht erreicht werden, es stehen nun aber zahlreiche 

molekularbiologische Werkzeuge zur Verfügung um die Ausbeute an Laccase in S. cerevisiae noch zu 

erhöhen. 

Eine Gesamtübersicht über den Prozess von der Bereitstellung der aufgereinigten Proteinprobe aus dem 

Ursprungsorganismus bis zur Optimierung der heterologen Expression in S. cerevisiae liefert Abbildung 

32. 

 

Abbildung 32: Ablauf von der initialen Untersuchung der bereitgestellten Proteinprobe aus R. solani F-895 bis zur 
heterologen Expression und Sekretion der putativen Laccase in S. cerevisiae. 
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2.3 Kurzzusammenfassung 

Nachdem von den Kooperationspartnern eine aufgereinigte Proteinprobe mit Laccaseaktivität im 

alkalischen Milieu und der dazugehörige Hostorganismus zur Verfügung gestellt wurde, gelang es 

sowohl den Organismus in unterschiedlichen Medien zu kultivieren als auch das Protein näher zu 

charakterisieren. Es wurde festgestellt, dass das sekretierte Protein stark glykosyliert vorliegt und eine 

erste Untersuchung mit MALDI-TOF erlaubte die Zuordnung zu einem verwandten Gen einer putativen 

Laccase aus R. solani AG-3 Rhs1AP.c Der initiale Versuch diese putative Laccase heterolog in E. coli 

zu exprimieren schlug jedoch fehl. 

An dieser Stelle war jedoch nicht auszuschließen, dass die originale Laccase aus R. solani F-895 in 

E. coli exprimierbar ist. Daher wurden Anstrengungen unternommen die Originalsequenz der Laccase 

zu ermitteln. Da zusätzlich noch keinerlei genetische Information über den Wirtsorganismus vorlag, 

wurde beschlossen das gesamte Genom zu entschlüsseln, da die Genome und Transkriptome von 

R. solani-Stämmen große Unterschiede voneinander aufweisen können.[83] Die somit neu gewonnen 

Daten wären nicht redundant und besäßen auch außerhalb des Projektes eine hohe Relevanz für 

zukünftige biotechnologische Untersuchungen. Das Genom von R. solani F-895 wurde erfolgreich 

isoliert und sequenziert, woraufhin weitere MALDI-Peptide aus der ursprünglichen Analyse zugeordnet 

werden konnten. Zu diesem Zeitpunkt konnten die Intron- und Exon-Strukturen des Gens jedoch nur 

mit Hilfe von „in-silico“-Methoden vorhergesagt werden, weshalb das vollständige Gen noch nicht mit 

absoluter Sicherheit zugeordnet werden konnte. Zusätzlich fehlten Informationen über den N-Terminus 

des Gens, der noch nicht aufgeklärt werden konnte. Aus diesem Grund wurde zusätzlich auch das 

Transkriptom des Organismus untersucht. Dieses konnte in Folgeexperimenten ebenfalls isoliert und 

sequenziert werden. Die Sequenzdaten bestätigten die vorhergesagte Sequenz aus der Genomisolation 

und die weitere Untersuchung zeigte, dass das Ursprungsprotein mit hoher Wahrscheinlichkeit ein 

Sekretionssignal vor dem N-Terminus besitzt. Dieses Ergebnis deckt sich mit den beobachteten 

Laccaseaktivitäten in Kulturüberständen von R. solani F-895. Anhand der Gesamtdaten wurde ein neues 

synthetisches Gen, mit der Originalsequenz aus R. solani F-895, in E. coli BL21 (DE3), Rosetta (DE3) 

und Arctic Express (DE3) exprimiert. Es konnte jedoch in keinem der unterschiedlichen E. coli-Stämme 

lösliches und funktionales Protein nachgewiesen werden. In einem weiteren Versuch wurde das Protein 

mit einem Löslichkeitsvermittler, dem Maltosebindeprotein aus E. coli, fusioniert. Dieses Protein ist 

häufig in der Lage eine lösliche Expression, von zuvor unlöslich exprimierten Proteinen, zu 

ermöglichen.[123, 129] Auch dieser Versuch blieb jedoch erfolglos. 

Auf Grund der erfolglosen heterologen Expression der Laccase im prokaryotischen Organismus E. coli, 

wurde das Protein im eukaryotischen Organismus S. cerevisiae produziert. Dieser Organismus ist im 

Gegensatz zu E. coli in der Lage das Protein post-translational zu modifizieren. Da die Laccase vom 

 
c Die Deglykosylierung, SDS-Gelelektrophorese und MALDI-TOF Analyse wurden von Jamila Rosengarten (FZ 
Jülich, IBOC), Jennifer Aschenbrenner und Tino Polen (FZ Jülich, IBG-1) durchgeführt. 
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Ursprungsorganismus sekretiert wird, wurde neben einer Variante ohne Sekretionssignal, eine weitere 

Variante mit einer N-terminalen Sekretionssequenz aus S. cerevisiae versehen. Beide Varianten wurden 

in S. cerevisiae exprimiert und für die Variante mit Sekretionssignal konnte Laccaseaktivität im 

Überstand detektiert werden. Diese war zwar sehr gering, zeigte jedoch die gleiche pH-Abhängigkeit 

wie die Aktivität im Überstand des Ursprungsorganismus.[28] Es konnte keine Aktivität für die Variante 

ohne Sekretionssignal im Überstand festgestellt werden und keine Aktivität in den jeweiligen 

Zelllysaten beider Varianten. 

Um die scheinbar obligatorische Sekretion zu verbessern wurde versucht die Linkersequenz zwischen 

Sekretionssignal und Protein zu optimieren. Dies führte jedoch nicht wie gewünscht zu erhöhter 

Laccaseaktivität im Überstand. Um das Protein dennoch zu charakterisieren, wurde es zusätzlich mit 

einem C-terminalen Strep-Tag versehen, damit die Möglichkeit zur Aufreinigung des Proteins besteht. 

Der initiale Versuch das Enzym aufzureinigen blieb jedoch erfolglos. Dennoch konnten drei 

unterschiedliche Varianten des Enzyms erstmalig heterolog in S. cerevisiae exprimiert werden. Die 

höchsten erhaltenen Aktivitäten in den Kulturüberständen waren mit 20 U/L jedoch deutlich geringer 

als jene im Kulturüberstand des Ursprungsorganismus mit 218 U/mL. Es existiert nun zusätzlich eine 

Plattform für molekularbiologische Arbeiten zur Verbesserung der Laccaseproduktion und Sekretion. 

Die mögliche Anwendung des Proteins im Rahmen des ursprünglichen Projekts, zur Lignansynthese in 

E. coli, ist dagegen aufgrund der fehlenden Exprimierbarkeit in E. coli vorerst nicht durchführbar 

gewesen. 
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2.4 Short Summary 

The cooperation partners of the BioLiSy-project from Russia provided a purified laccase sample and its 

original host R. solani VKM F-895. The purified laccase-sample was deglycosylated and analysed via 

SDS-gelelectrophoresis. In addition, a MALDI-TOF analysis was performed. The investigation via 

gelelectrophoresis showed that the secreted protein is heavily glycosylated by its host organism. It 

showed a molecular weight of ~80 kDa in its glycosylated form and a molecular weight of 60 kDa in its 

unglycosylated form. The MALDI-TOF analysis revealed four peptides which align to the sequence of 

a putative Laccase from another R. solani strain, the strain AG-3 Rhs1Ap.d 

A synthetic gene of the putative laccase was expressed in E. coli, but no sign of laccase production or 

activity could be detected. To rule out that the failed expression of the putative laccase from R. solani 

AG-3 Rhs1Ap is indicative of a failed expression of the laccase of interest from R. solani VKM F-895, 

investigations towards the original laccase sequence were undertaken. Since there exists no sequence 

information for R. solani F-895, the fungus was cultivated and the genomic DNA isolated. The whole 

genome was sequenced, and the introns and exons predicted with “in-silico” methods.e A comparison 

of the new DNA-sequence and the former MALDI-TOF analysis revealed two more peptides which 

could not be assigned to the laccase before, since they are specific for the laccase from R. solani F-895. 

Additionally, a stop codon was found in the N-terminal region of the protein, revealing the fact, that the 

laccase from R. solani F-895 is shorter. After the analysis of the genomic DNA, the organism was 

cultivated again, and the RNA was isolated to reveal the transcriptome and the mature sequence of the 

laccase.f In addition to the intron-free sequence of the laccase a host-specific signal peptide was 

identified. 

The new laccase without its signal peptide was expressed in E. coli BL21 (DE3), Rosetta (DE3) and 

Arctic Express (DE3) but no soluble and active laccase could be obtained. Therefore, the laccase was 

fused to a known solubility-tag, the MalE-protein from E. coli. Despite the solubility tag, no soluble or 

active laccase could be obtained in E. coli. 

Since the expression of the fungal ligninolytic enzyme was unsuccessful in the prokaryotic organism, 

the expression organism was changed to the eukaryotic organism S. cerevisiae. The eukaryotic organism 

can perform the probably mandatory post-translational transformations of the laccase. Since the laccase 

is secreted in the fungus, two different variants were expressed in S. cerevisiae. The first variant was the 

laccase without a signal peptide, while the second was fused to the signal peptide of the mating factor 

alpha pheromone of S. cerevisiae. A low amount of laccase activity could be detected in the culture 

medium of the second variant, while no activity could be detected in the culture medium of the first 

variant. No laccase activity was observed in the cell lysate of both variants. The pH-dependant activity 

 
d Jamila Rosengarten (FZ Jülich, IBOC), Jennifer Aschenbrenner and Tino Polen (FZ Jülich, IBG-1) performed 
the deglycosylation and initial SDS-gelelectrophoresis and MALDI-TOF analysis. 
e Tino Polen (FZ Jülich, IBG-1) provided the genome sequencing and data analysis. 
f The Usadel AG (FZ Jülich, IBG-4) provided the transcriptome sequencing and data analysis. 
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pattern towards ABTS (8) and 2,6-DMP (9) resembled the activity pattern of the originally secreted 

ligninolytic protein from R. solani F-895. Since the secretion of the enzyme seems to be mandatory, 

efforts were undertaken to increase the amount of secreted protein in S. cerevisiae. To achieve a higher 

amount of secreted laccase the linker-sequence between the signal peptide and the protein was 

optimized. Despite the effort no increased activity could be detected in the culture medium afterwards. 

To further analyze the laccase and measure the amount of secreted protein a C-terminal affinity tag was 

fused to the laccase. Initial efforts to purify the protein were not successful though. Despite these failed 

efforts, all three different variants of the laccase could be heterologously expressed in S. cerevisiae for 

the first time, leading to laccase activities of 15-20 U/L in the culture medium after 48 hours. This is 

severely lower than the reported 218 U/mL in the culture medium of the fungus after three days.[28] In 

addition a platform for further improvements of laccase production and secretion in S. cerevisiae was 

established. Due to the insoluble and inactive expression in the prokaryote E. coli an application in the 

BioLiSy-project was not yet possible. 
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2.5 Ausblick 

Da die Aufreinigung und Charakterisierung des Proteins noch nicht erfolgen konnte, kann zu diesem 

Zeitpunkt auch noch nicht mit absoluter Sicherheit bestimmt werden, ob es sich bei dem für die 

Laccaseaktivität verantwortlichem Enzym um die Laccase aus R. solani F-895 handelt. Obwohl in 

keiner der anderen Proben Laccaseaktivität nachgewiesen werden konnte und auch das Aktivitätsprofil 

übereinstimmt, steht der absolute Beweis in Form einer MALDI-TOF Untersuchung noch aus. Dafür 

könnte der Kulturüberstand, welcher ansonsten nur geringe Konzentrationen an Protein enthält, nach 

Aufkonzentration direkt mittels MALDI-TOF untersucht werden. Alternativ könnten weitere Versuche 

unternommen werden die Laccase aus dem Kulturüberstand zu isolieren. Unabhängig davon für welche 

der beiden Methoden sich entschieden wird, wäre eine Deglykosylierung des Proteins für die 

Untersuchung durch SDS-Gelelektrophorese zu empfehlen. Post-translational modifizierte Proteine 

können ungleichmäßig glykosyliert, in sogenannten Glykoformen vorliegen.[161] Dabei könnte es sich 

um einen der Gründe handeln, dass keine distinkte Proteinbande der Laccase im SDS-Gel erkennbar ist. 

Die Laccase könnte in mehreren Glykoformen vorliegen und das Molekulargewicht würde sich folglich 

über einen breiten Bereich erstrecken. Dies gilt besonders in Anbetracht möglicher Hyper-

Mannosylierung wie sie unter anderem in S. cerevisiae möglich ist.[144, 145, 162, 163] 

Sollte sich für die Aufreinigung des Proteins entschieden werden, müsste verifiziert werden, ob die 

vorhandene Strategie mittels Strep-Tags durchführbar ist. Andererseits müsste eine alternative Methode 

eingesetzt werden.[154, 164] An dieser Stelle wäre eine weitere klassische Variante mit einem Polyhistidin-

Tag denkbar, welcher auch im späteren Verlauf der Arbeit mit anderen Enzymen verwendet wurde. 

Zusätzlich wäre eine Aufreinigung mittels Anionenaustauschchromatografie denkbar, für den Fall, dass 

die C-terminalen Affinitätstags generell nicht zugänglich sind oder zu einer verringerten Expression 

oder Sekretion führen.[165] Da für die Variante mit dem Strep-Tag vergleichbare Aktivität im Überstand 

detektiert werden konnte ist letzteres vermutlich nicht der Grund für die fehlgeschlagene Aufreinigung. 

Sofern die Möglichkeit der Aufreinigung besteht sollte eine Quantifizierung der Menge sekretierter 

Laccase und eine präzise Charakterisierung des Enzyms folgen. Besonders die kinetischen Parameter, 

pH-Aktivität, pH-Stabilität, Temperaturstabilität und das Redoxpotential wären von großer Bedeutung, 

um das Potential der Laccase für biokatalytische Umsetzungen einschätzen zu können.[166] Weiterhin 

könnte eine erfolgreiche Kristallisation des Enzyms Aufschluss darüber geben, weshalb es auch bei 

neutralem bis alkalischem pH aktiv ist und an welchen Stellen eine gezielte Optimierung des Enzyms 

sinnvoll sein könnte.[69] In Anbetracht der vermutlich sehr geringen Mengen an Laccase, welche sich im 

Kulturüberstand von S. cerevisiae befindet, wäre für die biokatalytische Nutzung des Enzyms ein 

Wechsel des Expressionshosts erforderlich. Da die Sekretion der Laccase ein entscheidender Faktor zu 

sein scheint und S. cerevisiae bekanntermaßen ein schlechter Sekretionshost ist, wäre ein Wechsel auf 

einen eukaryotischen Host mit erhöhtem Sekretionspotential wie Pichia pastoris möglicherweise 

sinnvoll.[163, 167, 168] 
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RSL F-895 wird vom Ursprungsorganismus sekretiert und auch in S. cerevisiae war eine Sekretion des 

Proteins notwendig, um Laccaseaktivität zu erhalten. In Anbetracht dieses Zusammenhangs ist ebenfalls 

eine alternative Sekretion zur TAT-Sekretion im ursprünglich angedachten Expressionshost E. coli 

denkbar. Das Cytoplasma von E. coli ist eine reduktive Umgebung mit vielen Proteasen. In dieser 

Umgebung ist eine korrekte Faltung von heterologen Proteinen häufig nicht möglich.[169] Besonders die 

Ausbildung von Disulfidbrücken ist unter diesen Bedingungen erheblich erschwert und kann zu einer 

Fehlfaltung von heterolog exprimierten Proteinen führen.[170] Eine Möglichkeit dieses Problem zu 

umgehen ist die Fusion eines Sekretionssignals an das Zielprotein, welches zu einer Delokalisierung des 

Enzyms aus dem Cytoplasma in das Periplasma oder den Kulturüberstand führt.[171] Eine solche 

Delokalisierung führt oftmals zu korrekt gefalteten Proteinen mit erhöhter Stabilität.[172] Dabei stehen 

unterschiedliche Möglichkeiten zur Auswahl. Die Sekretion kann über den Typ I Sekretionsapparat 

direkt in das Kulturmedium erfolgen, da dieser das gesamte Periplasma, von der inneren bis zur äußeren 

Membran, überspannt. Allerdings ist dieser Apparat in Bezug auf die Größe des Proteins beschränkt, da 

er nur globuläre Proteine mit einer Länge von ca. 200 Aminosäuren exportieren kann.[173] Die übliche 

Variante ist jedoch jene über den komplexerenTyp II Sekretionsapparat. Dieser exportiert Proteine nicht 

in einem Schritt über beide Membranen, sondern über zwei separate Schritte. Dabei erfolgt die Sekretion 

über die innere Membran mit Hilfe des Sec- oder Tat-Apparates.[174] Die Sekretion von rekombinanten 

Proteinen über diesen Apparat ist gut beschrieben und es gibt einige Beispielsysteme, welche sich für 

einen Test mit der RSL F-895 gut eignen würden. Bekannte Signalpeptide sind PelB, von der 

PektatlyaseB aus Erwinia carotovora,[175] OmpA vom „outer membrane protein A“,[176] und PhoA von 

der alkalinen Phosphatase aus E. coli.[170, 177] Die Signalpeptide werden dabei jeweils bei der 

Translokation über die innere Membran von einer Peptidase abgespalten, wodurch das native Protein 

im Periplasma vorliegen würde. Dadurch würde nicht nur die Authentizität des N-Terminus garantiert, 

sondern die Laccase befindet sich in einem weniger reduktiven Umfeld mit einer geringen Anzahl an 

Fremdproteinen und weniger Proteasen.[171] Das Tat-System mit dessen Hilfe die Laccase aus R. solani 

AG-3 Rhs1Ap (RSL) in E. coli exprimiert und sekretiert werden sollte exportiert ausschließlich gefaltete 

Proteine.[178] Dies könnte problematisch für den Fall sein, dass das Zielprotein unkorrekt gefaltet vorliegt 

und in „inclusion bodies“ aggregiert. Als solches kann es das Translokations-System sogar verstopfen 

und toxisch für die Zelle sein.[179] Ein Grund für die Fehlfaltung von RSL und RSL F-895 kann sowohl 

das Fehlen post-translationaler Modifikationen sein, als auch das stark reduktive Milieu des 

Cytoplasmas von E. coli.[97] Ein letzter Ansatz zur funktionellen Expression der Laccasen aus R. solani 

in E. coli könnte demnach eine Sekretion über den Sec-Apparat sein. Dieser exportiert das ungefaltete 

Protein bereits während der Translation.[178] Auf diesem Weg könnten die Laccasen erst im Periplasma 

von E. coli den Faltungsprozess außerhalb des reduktiven Umfelds vollziehen. 

Von diesen Maßnahmen unabhängig ist eine Codonoptimierung der ursprünglichen Gensequenz für die 

bessere heterologe Expression im prokaryotischen Host E. coli und den eukaryotischen Hosts 

S. cerevisiae und Pichia pastoris ratsam.[180, 181] Gene aus Fremdorganismen wie R.. solani beinhalten 
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häufig Codons, welche vom heterologen Host selten genutzt werden oder gar regulatorische Elemente, 

welche die Expression limitieren.[181] Eine Optimierung der Sequenz könnte zu höheren Ausbeuten an 

sekretierter Laccase in S. cerevisiae führen, was die weitere Untersuchung der Laccase deutlich 

vereinfachen könnte.[182] Im Falle der heterologen Expression in E. coli wäre dadurch möglicherweise 

überhaupt erst eine Produktion der Laccase denkbar. Anhand der bisherigen Experimente gab es keine 

Hinweise auf eine erfolgreiche Expression des Gens im prokaryotischen Host, selbst dann nicht, wenn 

mit dem MalE-Gen ein stark exprimiertes Gen C-Terminal an das Laccasegen fusioniert wurde. Die 

unoptimierte Ursprungssequenz könnte demnach zu einem Transkriptionsstop geführt haben. Die 

Codonoptimierung für E. coli könnte demnach zu einer erfolgreichen Translation des Gens führen. Es 

ist jedoch zu beachten, dass dies nicht zu einer erfolgreichen Produktion eines löslichen Proteins führen 

muss, sondern zu einer Aggregation des Proteins in unlöslichen „inclusion bodies“ wie bereits zuvor 

beschrieben. Die Optimierung der Codons führt in diesem Fall nur zu mehr unlöslichem Protein, nicht 

jedoch zu einer funktionalen heterologen Expression im prokaryotischen Host.[183] Um eine erste 

Einschätzung davon zu erhalten, ob eine Codonoptimierung sinnvoll ist, wurde das Rare Codon Analysis 

Tool der Firma Genscript eingesetzt. Dieses ergab einen Codon Adaption Index von 0.63 für die 

Expression in S. cerevisiae, bei einem Idealwert von 0.8 bis 1.0. Der GC-Gehalt stellt mit ~52% kein 

Problem dar. Zusätzlich beinhaltet das Ursprungsgen jedoch doppelt seltene Arginin-Codons, welche 

zu einer Verlangsamung der Translation oder einer vollständigen Dissoziation des Translationsapparates 

führen können.[184] Das identische Bild zeigt sich für die Analyse für E. coli. Demzufolge ist eine Codon-

Optimierung des Gens für eine verbesserte Expression in S. cerevisiae sinnvoll.[185, 186] Diese ließe sich 

zudem kombinieren mit der vorher genannten Möglichkeit unterschiedliche Affinitätstags am N-

Terminus des Laccasegens anzubringen. 
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3.1 Einleitung 

Ein weiterer Ansatz zur Bereitstellung neuer oder besserer Katalysatoren in der Chemie ist die 

Optimierung bereits bekannter Biokatalysatoren. Dieser Prozess ist Inhalt des zweiten Teils dieser 

Arbeit, der Optimierung einer biokatalytisch relevanten P450 Monooxygenase. 

Ein prominentes Beispiel für eine solche biokatalytisch relevante Monooxygenase ist CYP102A1 (bzw. 

P450 BM3), eine P450 Monooxygenase aus Bacillus subtilis. CYP102A1 gehört wie alle 

Monooxygenasen zur Gruppe der Oxygenasen (vgl. Kapitel 1.2) und inseriert ein zuvor aktiviertes 

Sauerstoffatom aus O2 in ein organisches Molekül, während das zweite Sauerstoffatom zu Wasser 

reduziert wird.[187] Die Aktivierung des Sauerstoffs geschieht in Monooxygenasen dabei meist mit Hilfe 

von Kofaktoren, welche als Elektronendonoren dienen. Die Elektronen werden dafür auf den Sauerstoff 

übertragen, bevor dieser im Anschluss in das organische Substrat inseriert werden kann.[188] 

Monooxygenasen sind in der Natur ubiquitär verbreitete Enzyme, welche sowohl in der Biosynthese 

und dem Metabolismus von Steroiden und Lipiden, als auch der Detoxifizierung hydrophober, 

wirtsfremder Moleküle eine tragende Rolle spielen.[189, 190] Ihre Rolle in der Detoxifizierung 

hydrophober Moleküle verdanken sie dabei ihrem hochvariablen aktiven Zentrum, wodurch diese 

Enzyme eine enorme Bandbreite an Substraten oxidieren können.[191] Die hohe Vielfalt an möglichen 

Substraten in Verbindung mit der Möglichkeit Sauerstoffatome gezielt in ein Zielmolekül einbringen zu 

können, ist dabei einer der Gründe weshalb diese Enzyme hochinteressant für biotechnologische 

Anwendungen sind.[192] 

P450 BM3 gehört zu den Cytochrom P450 Monoxygenasen und damit zu den externen, Häm-

abhängigen Monooxygenasen (EC 1.14.13-15.X). Im Gegensatz zu den internen Monooxygenasen 

beziehen diese die für die Reaktion notwendigen Elektronen, nicht aus dem Substrat, sondern von einem 

externen Redoxpartner. Ihren speziellen Namen verdanken diese Enzyme dabei ihren spektralen 

Eigenschaften (P = Pigment), mit einem typischen Absorptionsmaximum des reduzierten CO-

gebundenen Komplexes bei ca. 450 nm.[193] Diese charakteristische Eigenschaft wird bis heute 

ausgenutzt um den Gehalt an aktiver Monooxygenase in einem komplexen Proteingemisch zu 

bestimmen.[194] Die Häm-abhängigen Monooxygenasen werden wiederum weiter in Untergruppen 

unterteilt, in Abhängigkeit von ihrem Redoxpartner. Mitochondriale Monooxygenasen (Klasse I) 

erhalten ihre Elektronen von Ferredoxin (Fdx), einem Eisen-Schwefel Protein, welche diese wiederum 

von einer membranständigen NAD(P)H-abhängigen Ferredoxin-Reduktase (FdR) erhält. Ferredoxin 

dient in diesem System als eine Art „Elektronenshuttle“, welches zwei Elektronen von der Reduktase 

auf das Hämprotein überträgt (Abbildung 33, A). In mikrosomalen Monooxygenasen (Klasse II) 

dagegen werden diese zwei Elektronen direkt von einer FMN und FAD enthaltenden, NAD(P)H-

abhängigen, Cytochrom P450-Reduktase (CPR) auf das Hämprotein übertragen, ohne dass ein 

Shuttleprotein an dem Prozess beteiligt ist (Abbildung 33, B).[195] Beinahe alle bakteriellen 

Monooxygenasen zählen zu den Monooxygenasen der Klasse I, wohingegen eukaryotische 

Monooxygenasen zumeist nach dem Prinzip der Klasse II funktionieren.[196] Bakterielle Monoxygenasen 
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lassen sich im Gegensatz zu ihren eukaryotischen Verwandten dabei meist leichter löslich exprimieren, 

aufreinigen und kristallisieren. 

 

Abbildung 33: Schematischer Vergleich zwischen A) mitochondrialen (Klasse I) und B) mikrosomalen 
Monooxygenasen (Klasse II) und C) P450 BM3 in Anlehnung an Dickmann.[197] 

Die große Besonderheit von P450 BM3 ist, dass es sich bei dieser Monooxygenase um eine bakterielle 

Monooxygenase handelt, welche aber über eine Peptidbrücke mit einer Cytochrom-Reduktase 

verbunden ist. Es handelt sich demnach nicht nur um eine bakterielle Monooxygenase der Klasse II, 

sondern weiterhin um ein autarkes Fusionsprotein, welches zusätzlich in löslicher Form vorliegt, da es 

nicht wie viele andere Monooxygenasen membrangebunden ist (Abbildung 33, C).[193] Überdies ist es 

die Monooxygenase mit der bis heute höchsten, jemals gemessenen katalytischen Aktivität.[198] Diese 

hohe Aktivität beruht dabei vermutlich auf dem vergleichsweise effizienten Elektronentransfer vom 

NADPH-Cofaktor, über die fusionierte Cytochrom-Reduktase Domäne, auf das Häm-Eisen der 

Monooxygenase.[195] Da sich P450 BM3 verhältnismäßig einfach heterolog in E. coli exprimieren lässt, 

gehört es zu den am besten untersuchten Monooxygenasesystemen.[199, 200] 

3.1.1 Struktur von CYP102A1 (P450 BM3) 

Bei der bakteriellen Monooxygenase CYP102A1 aus Bacillus megaterium handelt es sich um ein 

insgesamt 119 kDa großes Fusionsprotein, welches sich aus einer 66 kDa großen Reduktase-Domäne 

und einer 55 kDa großen Monooxygenase-Domäne zusammensetzt.[201] Während die Reduktase-

Domäne auch ohne ihren Fusionspartner in aktiver Form vorliegt, ist die Monooxygenase-Domäne auf 

die Zufuhr von Elektronen aus der Reduktasedomäne angewiesen. Sie zeigte nach Abspaltung der 

Reduktasedomäne, im Anschluss an einen tryptischen Verdau, keinerlei Aktivität gegenüber den 

natürlichen Substraten mehr.[201] In der Reduktasedomäne befinden sich jeweils die Cofaktoren FMN 

und FAD, während die Monooxygenase jeweils ein Häm enthält. Nach der tryptischen Spaltung der 

beiden Domänen zeigten diese im Anschluss keinerlei Affinität mehr füreinander und derselbe Effekt 
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wurde observiert, wenn beide Domänen unabhängig voneinander exprimiert wurden.[202] Es findet 

demnach kaum bis gar kein Elektronentransfer zwischen den beiden Domänen statt, wenn diese nicht 

miteinander verbunden sind. Daher spielt die Linkerregion zwischen den beiden Domänen ebenfalls 

eine entscheidende Rolle für die Aktivität des Flavocytochroms.[203] 

Die Häm-Domäne besitzt einen 8-10 Å langen, hydrophoben Substrattunnel, welcher hauptsächlich aus 

unpolaren, hydrophoben Aminosäuren besteht. Am Eingang des Substrattunnels befinden sich ebenfalls 

hydrophobe Aminosäuren, welche dem Lösungsmittel ausgesetzt sind und von denen vermutet wird, 

dass sie eine Rolle im initialen Kontakt zu den lipophilen Substraten einnehmen.[204] Bis heute wurden 

Kristallstrukturen der substratfreien Häm-Domäne des Wildtyps,[204, 205] von substratgebundenen 

Strukturen,[206, 207] von der Struktur der FAD-Domäne (ohne FMN-Domäne) im Komplex mit der Häm-

Domäne,[208] sowie von Teilstrukturen weiterer Varianten publiziert.[209-211] Es ist jedoch keine Struktur 

des gesamten Fusionsproteins des Wildtyps verfügbar. Ebenso ist keine der substratgebundenen 

Strukturen in einer „aktiven Konformation“, da sich das zu oxidierende Kohlenstoff der Substrate in zu 

großem Abstand zum Häm-Eisen befindet.[210] Einer der Gründe dafür könnte sein, dass P450 BM3 nach 

Bindung des Substrates eine erhebliche Strukturänderung vollzieht, in deren Verlauf der Eingang des 

Subtrattunnels geschlossen wird (Abbildung 34). Diese Konformationsänderung kann möglicherweise 

nicht im Anschluss an die Kristallisation vollzogen werden, wenn das Enzym mit Substrat versetzt wird, 

wodurch es in seiner offenen Konformation verbleibt.[205] 

 

Abbildung 34: Vergleich der substratfreien und substratgebundenen Struktur von P450 BM3. Orange = Häm. 
Sandbraun = prominente Aminosäuren F42, Y51, A74, L75, V78, F87, L181, L188, F261, I263, A264, T268, A328, 
C400. Gelb = FMN, Palmitoleinsäure. Hellgrau = Häm-Domäne. Dunkelgrau = Teil der Reduktasedomäne 
A) Substratfreie P450 BM3, (PDB-Eintrag 1BVY) B) Häm-Domäne von P450 BM3 mit gebundener Palmitoleinsäure 
(PDB-Eintrag 1FAG).[207, 208] 

Dagegen sprechen allerdings Untersuchungen mittels NMR-Spektroskopie. Diese zeigen ebenfalls 

einen Abstand des Substrates von 7.6 Å bis 7.8 Å zum Häm-Eisen, also dem Abstand, der in den 



Versuche zur Regioselektiven Hydroxylierung mit P450 BM3 
Einleitung 

61 

Kristallstrukturen beobachtet wurde. Wurde die Häm-Domäne jedoch mit Dithionit reduziert, bewegte 

sich das Substrat mehrere Angström näher an das Häm-Eisen heran, auf eine vergleichbare Distanz wie 

in verwandten Monooxygenasen.[207] Ein weiterer Effekt, der die Aussagekraft der Kristallstrukturen 

erschwert, ist die Flexibilität des Fusionsproteins über sein Linkerpeptid. Dadurch ist es schwierig vom 

Fusionsprotein eine einheitliche, hochaufgelöste Kristallstruktur zu erhalten. 

Die erhaltenen Kristallstrukturen zeigen, dass sich das Häm am Ende des hydrophoben Tunnels befindet 

und das Häm-Eisen über Cys400 als Thiolat mit dem Enzym verbunden ist. Orthogonal über dem Häm 

befindet sich Phe87, welches sich unter Bindung eines Substrates parallel zum Häm ausrichtet und somit 

den terminalen Rest der natürlichen Substrate (Fettsäuren der Länge C-12 bis C-20) in eine hydrophobe 

Tasche zwingt. Diese Tasche aus den Aminosäuren Leu75, Val78, Ile263, Ala264 und Phe78 ist 

vermutlich einer der Hauptgründe dafür, dass P450 BM3 diese Fettsäuren bevorzugt in ω-1 bis ω-3 

oxidiert, nicht aber in terminaler Position.[207, 212, 213] Im Verlaufe der Zeit wurde eine Vielzahl von 

weiteren prominenten Aminosäurepositionen in der Häm-Domäne identifiziert, welche entscheidenden 

Einfluss auf die Eigenschaften der Monooxygenase haben (Abbildung 35). So ist davon auszugehen, 

dass Arg47 und Tyr51 einen Einfluss auf die Koordination des Carboxylrestes der Fettsäuren haben, 

welche bevorzugt von P450 BM3 oxidiert werden.[207] Thr268 ist dagegen wichtig für die Bindung von 

O2 und den Elektronentransfer.[209] Phe42 befindet sich wiederum am Eingang des Substrattunnels und 

verschließt den Substrateingang vermutlich als eine Art hydrophobe Deckelstruktur, nachdem ein 

Substrat im aktiven Zentrum gebunden wurde.[196] Ala74, Leu181 und Leu188 stehen alle im direkten 

Kontakt mit dem Substrat und Mutationen in diesen Positionen führen häufig zu veränderten 

Produktspektren.[214-218] Auch wenn es sich bei den genannten Beispielen um prominente Positionen 

handelt, gibt es unzählige weitere Positionen, z.B. auch in der FMN-Domäne und abseits vom aktiven 

Zentrum, welche einen erheblichen Einfluss auf die Eigenschaften der P450 BM3 haben können.[200, 219] 

 

Abbildung 35: Darstellung des aktiven, substratgebundenen Zentrums von P450 BM3 mit prominenten 
Aminosäurepositionen (PDB-Eintrag 1FAG).[207] Orange = Häm. Gelb = Palmitoleinsäure. 
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Erst kürzlich wurde zudem herausgefunden, dass CYP102A1 an seiner Reduktase-Domäne dimerisiert 

und dementsprechend als Homodimer vorliegt.[220, 221] Als solches könnten die an der Dimerisierung 

beteiligten Aminosäuren der Reduktasedomäne, wie Cys 773 ebenfalls ein lohnendes Ziel für 

Untersuchungen oder für Immobilisierungsversuche sein. So musste diese Position für die erfolgreiche 

Kristallisierung der Reduktasedomäne beispielsweise durch ein Alanin ersetzt werden.[211] 

3.1.2 Katalysezyklus von P450 BM3 

Der Katalysezyklus von P450 Monooxygenasen hat die Forschung lange vor ein großes Rätsel gestellt, 

bevor es mehreren Arbeitsgruppen gelang die katalytisch aktive, sehr kurzlebige Spezies (Komplex I) 

zu erzeugen und einzufangen.[222, 223] Dafür wurde die P450 Monooxygenase CYP119 aus dem 

thermophilen Organismus Sulfolobus acidocaldarius mit meta-Chlorbenzoesäure behandelt um 

Komplex I zu erzeugen und die wässrige Lösung sofort in flüssiges Ethan (89 K) gesprüht um den 

hochreaktiven Komplex zu „trappen“. Nach dem Entfernen des Ethans bei ~120 K wurden die Proben 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und konnten anschließend spektroskopisch untersucht 

werden.[223] Auf diese Weise konnte die Funktionsweise von P450 Monooxygenasen und damit auch 

P450 BM3 endgültig aufgeklärt werden. Die Oxidation von Substraten findet dabei generell am Häm-

Eisen statt, welches über ein hochkonserviertes Cystein an die Monooxygenase gebunden ist (Abbildung 

35). Bindet ein Substrat unter Verdrängung eines Wassermoleküls, erfolgt eine Ein-Elektronen 

Reduktion des Häm Eisens und die Bindung eines Sauerstoffmoleküls. Diese Verbindung wird im 

Anschluss reduziert und protoniert, wodurch eine Eisen-III-Spezies (Komplex 0) erzeugt wird 

(Abbildung 36). Die Protonierung dieser Spezies hat die heterolytische Spaltung des gebundenen 

Sauerstoffs, unter Abspaltung von Wasser, zur Folge und generiert den erwähnten, kurzlebigen 

Komplex I. Diese hochreaktive Spezies ist nun in der Lage ein Wasserstoff vom gebundenen Substrat 

zu abstrahieren, wodurch eine Eisen-IV-Spezies (Komplex II) im aktiven Zentrum vorliegt. Gleichzeitig 

entsteht ein Substratradikal, welches in einem Folgeschritt von der Monooxygenase hydroxyliert werden 

kann, wodurch der Katalysezyklus vervollständigt wird. Das hydroxylierte Substrat verlässt das aktive 

Zentrum und wird wieder durch ein schwach koordinierendes Wassermolekül ersetzt und der Zyklus 

beginnt von vorne (Abbildung 36).[224, 225] Dieser Ablauf stellt jedoch nur den Idealfall dar. In der 

Realität kann an unterschiedlichen Stellen des Zyklus ein unproduktiver Verbrauch der 

Reduktionsäquivalente eintreten, ohne dass eine Oxidation des Substrates erfolgt. Diese unproduktiven 

Entkopplungsreaktionen, auch Shunt-Reaktionen genannt, generieren dabei schädliche, hochreaktive 

Sauerstoffspezies, welche sowohl das Enzym, als auch den gesamten Organismus schädigen können.[226] 

Die erste der möglichen Entkopplungsreaktionen ist eine Autooxidation nach Bindung von O2 und 

Substrat im aktiven Zentrum. Dabei kommt es zu einer Freisetzung eines reaktiven Sauerstoffradikals. 

Eine zweite Entkopplungsreaktion kann dann im Komplex 0 eintreten, wenn dieser unter Freisetzung 

eines Peroxides hydriert wird. Die im Peroxidase-Shunt freigesetzten Peroxide können dabei ebenfalls 

Schäden am Enzym hervorrufen. Die dritte und letzte Möglichkeit der Entkopplung findet am 

Komplex I statt. Im sogenannten Oxidase-Shunt wird der Eisen-IV-Komplex durch die 
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Reduktasedomäne, unter Freisetzung eines Wassermoleküls, reduziert. Diese Reaktion steht in direkter 

Konkurrenz zur Oxidation des Substrates und ist bevorzugt, wenn sich das Substrat zu weit von der 

aktiven Spezies entfernt befindet.[227, 228] 

 

Abbildung 36: Katalysezyklus von P450 Monooxygenasen mit möglichen Entkopplungsreaktionen, in Anlehnung 
an McQuarters et al. und Denisov et al.[224, 225] 

Ein vollständiger Reaktionszyklus kann demnach durch die nachfolgende Gleichung zusammengefasst 

werden (Formel 2). 

Formel 2: Reaktionsgleichung für einen vollständigen Katalysezyklus von P450 BM3. 

NAD P H  H   O   RH  NAD P   H O  ROH 
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3.2 Ergebnisse und Diskussion 

3.2.1 Allylische Hydroxylierung von Non-1-en-4-ol (11) mit Hilfe von P450 BM3 

Allylische Oxidationen sind in der klassischen Chemie ein hochrelevantes Thema, da es sich bei 

Allylalkoholen um ein in der Natur omnipräsentes Strukturmotiv handelt, welches zusätzlich viele 

weitere Möglichkeiten für Folgesynthesen wie Cyclopropanierungen, Epoxidierungen, 

Dihydroxylierungen und C-C-Verknüpfungen offenbart.[229] Die für allylische Oxidationen notwendigen 

Reagenzien, auf Basis von Selen oder Chrom, sind jedoch häufig toxisch und die Reaktionsbedingungen 

oftmals harsch. Ihr Einsatz in der Naturstoffsynthese ist daher eingeschränkt.[230] Darüber hinaus ist die 

Effizienz und vor allem die fehlende Selektivität der Umsetzung häufig ein Problem, welches den 

Einsatz zusätzlich erschwert. Ein solches Beispiel war in einer vorangegangenen Arbeit die allylische 

Hydroxylierung von (S)-Non-1-en-4-ol [(S)-11] zum gewünschten syn-Diol [(3S,4S)-12] (Abbildung 

37).[197] 

 

Abbildung 37: Retrosynthetischer Ansatz für die chemoenzymatische Synthese von Pinellinsäure (15) nach 
Neufeld und Dickmann.[197, 231] 

Im Rahmen dieser Arbeit, zur Untersuchung der chemoenzymatischen Synthese von Pinellinsäure (15), 

wurde versucht die allylische Hydroxylierung des Homoallylalkohols 11 mit Hilfe von Selendioxid, zu 

optimieren. Die Effizienz der Umsetzung konnte jedoch nicht entscheidend gesteigert werden. Die 

Umsetzung des ungeschützten Homoallylalkohols war unselektiv und das Einbringen von 

Schutzgruppen führte zu einer Verschiebung der Selektivität zum ungewünschten anti-Diol 

[anti-12].[197] Dieser Effekt basierte vermutlich auf dem sterischen Anspruch der Schutzgruppen und 

wurde bereits in vorherigen Naturstoffsynthesen beschrieben.[232] Bereits zuvor wurde gezeigt, dass die 

Mutante P450 BM3 A74G L188Q zur selektiven allylischen Hydroxylierung von Undecensäure (13) 

eingesetzt werden kann.[218] Daher wurden initiale Versuche mit dieser Monooxygenase und dem 
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Homoallylalkohol 11 unternommen. Es zeigte sich, dass die Variante P450 BM3 A74G L188Q ebenfalls 

in der Lage ist das nicht natürliche Substrat 11 in allylischer Position zu hydroxylieren. Zusätzlich 

erfolgte diese Hydroxylierung mit einer bevorzugten Selektivität für das gewünschte syn-Diol [syn-12]. 

Eine fehlende Regioselektivität führte jedoch zur Bildung zahlreicher Nebenprodukte, aus denen das 

gewünschte Produkt nicht isoliert werden konnte. Weiterhin war der Umsatz des Homoallylalkohols 

nicht vollständig, so dass erheblicher Optimierungsbedarf bestand. 

3.2.2 Optimierung der allylischen Hydroxylierung von Non-1-en-4-ol (11) mit Hilfe von 

P450 BM3 

Zu Beginn wurde versucht den Umsatz des Substrates zu erhöhen und parallel die Verteilung von syn- 

[syn-12] und anti-konfiguriertem Diol [anti-12] zu ermitteln. Dazu wurde getestet, ob die Zugabe 

geringer Mengen Kosolvenz, in Form von Dimethylsulfoxid (DMSO), einen positiven Einfluss auf den 

Umsatz des racemischen Homoallylalkohols 11 zum 3,4-Diol 12 hat. Die Zugabe von Kosolvenzien 

kann bekanntermaßen einen positiven Effekt auf die Umsetzung hydrophober Substrate, mit Hilfe der 

P450 BM3, ausüben.[233] Um diesen Effekt zu beobachten, wurden die typischen, terminalen 

Protonensignale der Allylgruppe im NMR beobachtet und deren Verteilung zwischen dem Substrat 11 

und dem 3,4-Diolprodukt 12 miteinander verglichen. Die chemische Verschiebung dieser Signale 

unterscheidet sich im NMR zwischen syn- [syn-12] und anti-Diol [anti-12] und ist darüber hinaus 

einzigartig für das 3,4-konfigurierte Diol 12 (Tabelle 2, Abbildung 38). Die restlichen Regioisomere 

wurden bei dieser ersten Untersuchung nicht näher betrachtet, da deren Signale im Roh-NMR nicht 

voneinander zu unterscheiden waren. Die Ergebnisse zeigten, dass die Zugabe von DMSO keinen 

beträchtlichen Anstieg des Produktsignals, im Vergleich zum Substratsignal, zur Folge hatte. Das 

Verhältnis des Signals vom 3,4-Diol 12 zum Signal des Substrates 11 verblieb in allen Fällen in einem 

Bereich von etwa 30:70. In Anbetracht der Tatsache, dass es zusätzlich weitere Nebenprodukte gibt, ist 

die Menge an gebildetem 3,4-Diol 12 damit verhältnismäßig gering. Das Verhältnis von syn- [syn-12] 

zu anti-Diol [anti-12] blieb in allen untersuchten Proben in einem Bereich von etwa 75:25. Dies deutet 

darauf hin, dass die Stereoselektivität der Hydroxylierung ebenfalls nicht signifikant beeinflusst wird. 
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Tabelle 2: Einfluss von DMSO und Reaktionstemperatur auf das Verhältnis der terminalen, allylischen 
Protonensignale des Homoallylakohols 11 und des 3,4-Diols 12, sowie auf das Verhältnis der Signale von syn- 
[syn-12] und anti-Diol [ anti-12] im Anschluss an eine Umsetzung des Homoallylalkohols 11 mit P450 BM3 A74G 
L188Q. Reaktionsbedingungen: ∑ 3 mL: P450 BM3 Rohextrakt (9 µM Endkonzentration), 30 % (v/v) 
Aktivitätspuffer, 1.8 kU Katalase, GDH-Glukose-NADPH Recycling, 10 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 
20 h. Verglichen wurden nur die Signale von Substrat 11 und 3,4-Diol 12 und miteinander ins Verhältnis gesetzt. 

 

 

Temperatur 

[ °C] 

DMSO- 

Konzentration 

[%] 

Anteil 

11-Signal 

[%] 

Anteil 

12-Signal 

[%] 

Anteil 

[syn-12] 

[%] 

Anteil 

[anti-12] 

[%] 

30 0 75.8 24.2 75 25 

30 1 71.9 28.1 76 24 

30 2 69.9 30.1 75 25 

30 3 69.9 30.1 78 22 

37 0 74.6 25.4 82 18 

37 1 64.5 35.5 72 28 

37 2 76.9 23.1 79 21 

37 3 70.9 29.1 74 26 
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Abbildung 38: Relevante Tieffeldsignale im Protonenspektrum von 12. Oben: [anti-12]; Mitte: Gemisch aus 
[anti-12] und [syn-12]; Unten: [syn-12].[197] 

Um einen besseren Eindruck über die Verhältnisse der unterschiedlichen Produkte zu erhalten wurde 

eine Reaktion im größeren Maßstab durchgeführt und die Produkte anschließend 

säulenchromatografisch voneinander getrennt. Es gelang zwar nicht die Regioisomere vollständig 

voneinander zu trennen, es konnten aber vier Hauptprodukte im Anschluss an eine Untersuchung der 

Produkte mittels NMR und GC/MS identifiziert werden. Es zeigte sich, dass der Homoallylalkohol 11 

von der Monooxygenase bevorzugt in Position 8 hydroxyliert wird, gefolgt von Position 7 (Abbildung 

39). Als dritthäufigstes Produkt entstand demnach das gewünschte 3,4-Diol 12, gefolgt von einer 

geringen Menge an 4,6-Diol. Die Verhältnisse der isolierten Hauptprodukte beliefen sich auf ungefähr 

45:25:20:10. Demnach korreliert das Muster der Hydroxylierung von 11 mit denen der natürlichen 

Substrate der wildtypischen Monooxygenase, welche bevorzugt in ω-1 bis ω-3 Position hydroxyliert 

werden.[212] 
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Abbildung 39: Positionen an denen P450 BM3 A74G L188Q das Substrat 11 bevorzugt hydroxyliert. Die Zahlen 
an den Pfeilen geben die ungefähre Verteilung der isolierten Hauptprodukte an. 

Im Falle des Homoallylalkohols 11 würde demnach die Hydroxylgruppe in Position 4 die Position der 

Carboxylgruppe der natürlichen Substrate einnehmen, welche durch die Aminosäuren Y51 und R47 

koordiniert wird.[207, 209] Die hydrophobe Alkylkette würde analog zu den Fettsäuren ins aktive Zentrum 

ragen (Abbildung 35). Die Hydroxylierung in allylischer Position wäre in Folge einer solchen 

Orientierung des Substrates jedoch nicht zu erwarten. Es muss demnach eine gewisse Flexibilität in der 

Orientierung des Substrates im aktiven Zentrum des Enzyms vorliegen. 

Untersuchungen der Reaktion mittels NMR waren auf Grund der Ähnlichkeit der Produkte an diesem 

Punkt nicht weiter zielführend. Daher wurde versucht sowohl eine Methode für die Unterscheidung der 

unterschiedlichen Regiosisomere mittels GC/MS, als auch der unterschiedlichen Stereoisomere des 

3,4-Diols 12 mittels Gaschromatografie, über chiraler stationärer Phase, zu finden. Für die Zuordnung 

der Signale der Stereoisomere des 3,4-Diols 12, wurde dafür nach einer Vorschrift von Miura et al. das 

(3S,4S)-Non-1-en-3,4-diol [(3S,4S)-12] synthetisiert (Abbildung 40).[234]  

 

Abbildung 40: Synthese von (3S,4S)-Non-1-en-3,4-diol [(3S,4S)-12], ausgehend von (2E)-Ethyloct-2-ensäure 
(16), nach einer Vorschrift von Miura et al.[234] 

Da aus einer vorangegangenen Arbeit sowohl ein Gemisch aller Stereoisomere des 3,4-Diols 12, als 

auch der getrennten syn- [syn-12] und anti-konfigurierten Produkte [anti-12] zur Verfügung stand, 
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konnte so die Entwicklung eines Trennprogrammes und eine anschließende Zuordnung der Signale 

erfolgen.[197] Die erste Auftrennung der Regioisomere mittels GC/MS war dabei nicht erfolgreich, da zu 

viele ähnliche Produkte entstanden, welche sich nicht vollständig voneinander trennen ließen. Die 

Auftrennung der syn- [syn-12] und anti-Stereoisomere [anti-12] des synthetisierten 3,4-Diols 12, mittels 

Gaschromatografie über chiraler stationärer Phase, war dagegen erfolgreich. Die Signale der syn-

Isomere [syn-12] konnten anschließend erfolgreich zugeordnet werden (Abbildung 41). Die 

Untersuchung mehrerer Umsetzungen von Non-1-en-4-ol (11) mit P450 BM3 zeigte jedoch auch in 

diesem Fall, dass die Signale der Regioisomere mit denen des 3,4-Diols 12 überlappen. Somit konnte 

auf Anhieb keine chromatografische Methode zur Auftrennung aller unterschiedlichen Produkte der 

Reaktion gefunden werden. 

 

Abbildung 41: Trennung der syn- [syn-12] und anti-Diastereomere [anti-12] von Non-1-en-3,4-diol (12) mittels 
Gaschromatografie über chiraler stationärer Phase. 

Um das Trennproblem zu lösen müsste eine Vielzahl unterschiedlicher stationärer Phasen und 

Programme ausprobiert werden. Der Mehrwert eines solchen zeitlichen Aufwands war für das Diol-

Produkt 12 allerdings nicht gegeben. Stattdessen wurde die grundsätzliche Fragestellung aufgeworfen, 

ob es eine Möglichkeit gibt P450 BM3 systematisch so zu verändern, dass sie bevorzugt in 

Nachbarschaft zu einer bereits bestehenden Hydroxylgruppe hydroxyliert. Damit würden sich die 

Beobachtungen aus der allylischen Hydroxylierung des Homoallylalkohols 11 eventuell auf weitere 

Substrate übertragen lassen. Für die Untersuchung einer solchen These würde es jedoch vorerst eines 

Screenings bedürfen, welches gezielt nur 1,2-Diole, in Anwesenheit weiterer Diolprodukte, nachweisen 

kann. Mit einem solchen Screening wäre die Untersuchung der Hydroxylierung von 11 ebenfalls 

möglich. 
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3.2.3 Entwicklung eines Screenings für die Detektion von vicinalen Diolen, in P450 BM3 

katalysierten Reaktionen 

Vor der Generierung neuer Enzymvarianten stand damit die Entwicklung einer Plattform, mit der sich 

nicht nur Non-1-en-4-ol (11) auf α-ständige Hydroxylierung zu einer bestehenden Hydroxygruppe 

untersuchen lassen kann. Stattdessen wäre eine Plattform wünschenswert, auf dessen Basis sich eine 

Vielzahl von Substraten untersuchen ließe. Dabei war es besonders wichtig, dass ausschließlich vicinale 

Diole detektiert werden. Weiterhin sollte eine solche Screening-Plattform möglichst sensitiv, schnell, 

kostengünstig und gut reproduzierbar sein. Sie sollte idealerweise in Mikrotiterplatten durchführbar sein 

und einfach handzuhaben. Eine Methode die viele dieser Punkte vereint ist die Detektion von 

Natriumperiodat sensitiven Verbindungen mit Hilfe von Adrenalin (24) (Abbildung 42).[235] Diese 

Methode wurde bereits erfolgreich für hydrolysierende Enzyme wie Epoxid-Hydrolasen durchgeführt 

und ist in der Lage 1,2-Diole, 1,2-Aminoalkohole, 1,2-Diamine, α-Hydroxyketone, Thiole und 

Thioether, mit Hilfe einer chromogenen Folgereaktion zu quantifizieren. Dafür wird zuerst ein 

Natriumperiodat resistentes Substrat mit Hilfe eines Enzyms zu einem Natriumperiodat sensitiven 

Produkt umgewandelt. Dieses kann in einer Folgereaktion mit Natriumperiodat reagieren, wodurch 

dieses verbraucht wird. Im Anschluss wird Adrenalin zu der Reaktion gegeben und durch die 

verbliebene Menge Natriumperiodat zu dem chromogenen Adrenochrom (25) oxidiert, welches eine 

intensive rote Farbe hat und bei einer Wellenlänge von 490 nm photometrisch quantifizierbar ist 

(Abbildung 42). Ein Abschwächen, oder Ausbleiben dieser roten Farbe korreliert demnach mit der 

Menge an gebildetem vicinalem Diol. 

 

Abbildung 42: Prinzip des Adrenalin-Nachweises am Beispiel der Hydroxylierung von Non-1-en-4-ol (11) zu Non-
1-en-3,4-diol (12), in Anlehnung an Fluxa et al.[236] 

Diese Nachweisreaktion ist robust für hydrolytische Enzyme und kann sowohl für 

Hochdurchsatzscreenings, als auch zur Aufnahme von Aktivitätsprofilen dienen, da die Reaktion von 

pH 2 bis 10 konstant abläuft.[236] Im Gegensatz zu den bisher publizierten Systemen handelt es sich bei 

der Monooxygenase-Reaktion jedoch um ein komplexeres System. Da P450 BM3 auf den teuren 

Kofaktor NADPH angewiesen ist, wird dieses im Verlaufe der Reaktion durch ein Kofaktor-

Recylingsystem regeneriert. Dafür wird eine Glucose-Dehydrogenase (GDH) eingesetzt, welche 
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Glucose unter Reduktion von NADP+ zu NADPH zum Gluconolacton oxidiert. Dadurch wird 

sichergestellt, dass trotz des Einsatzes geringer Mengen immer genug Äquivalente an NADPH in der 

Reaktion vorhanden sind. Zusätzlich befindet sich das Enzym Katalase im System, welches dabei hilft, 

die in den Shunt-Reaktionen generierten, reaktiven Peroxyspezies, abzubauen (Abbildung 43). 

 

Abbildung 43: Reaktionssystem von P450 BM3 A74G L188Q mit gekoppeltem Kofaktorrecycling durch die 
Glucose-Dehydrogenase, am Beispiel der Oxidation von Non-1-en-4-ol (11). Für die vereinfachte Darstellung wurde 
nur eines der möglichen Produkte abgebildet.[197] 

In diesem komplexen Reaktionssystem gibt es mehrere potenzielle Störfaktoren, die einen direkten 

Nachweis des Produktes aus dem Reaktionsgemisch, mit Hilfe des Adrenalin-Nachweises, verhindern. 

Zum einen benötigt die Reaktion die Anwesenheit von Kofaktoren wie NADPH, welche wiederum 

selber Natriumperiodat sensitiv sind, da sie Riboseeinheiten enthalten. Zum anderen liegt zusätzlich eine 

sehr hohe Konzentration an Glucose im Reaktionsgemisch vor, welche ebenfalls Natriumperiodat 

sensitiv ist. Die hohe Konzentration and Glucose ist notwendig, um sicherzustellen, dass immer genug 

NADPH in der Reaktion vorliegt, da es sich bei allen Reaktionen jeweils um Gleichgewichtsreaktionen 

handelt. Eine hohe Glucosekonzentration garantiert dadurch einen steten Verbrauch von NADP+ durch 

die GDH. Um die Bildung des Produktes nachweisen zu können müsste es demnach aus dem 

Reaktionsmedium extrahiert werden, um diese Störfaktoren zu entfernen. 

Um eine erste Einschätzung der Sensitivität des Farbnachweises und der Kompatibilität mit dem 

Mustersubstrat Non-1-en-3,4-diol (12) zu erhalten, wurde eine Konzentrationsreihe des Diols in Puffer 

angesetzt und mit Natriumperiodat und Adrenalin (24) versetzt. Es zeigte sich, dass in reinem Puffer 

Produktkonzentrationen von 0,05 mM bereits zu einer messbaren Abschwächung der Absorption 

führen, welche ab einer Konzentration von 1 mM des Diols zum Ausbleiben einer Farbreaktion führt 

(Abbildung 44). 
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Abbildung 44: Nachweis von Non-1-en-3,4-diol (12) mittels Adrenalin (24). In Anlehnung an eine Vorschrift von 
Fluxa et al. wurden 700 µL Substratlösung in KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) mit 100 µL Natriumperiodatlösung 
(10 mM) versetzt und eine Stunde bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 100 µL Adrenalinlösung 
(15 mM) dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm vermessen wurde.[236] 

Um zu überprüfen, ob eine Inkubationszeit des Diols mit dem Natriumperiodat von einer Stunde 

notwendig ist, wurden im nächsten Schritt die Signale nach Inkubationszeiten von 10, 30 und 60 

Minuten miteinander verglichen. Gleichzeitig wurde das Gesamtvolumen der Reaktion auf 90 µL 

reduziert, um mit einem Volumen zu arbeiten, welches in Mikrotiterplatten vermessbar ist. Dabei wurde 

ersichtlich, dass unter den gegebenen Bedingungen eine Reaktionszeit von 10 Minuten zu denselben 

Ergebnissen führte wie eine längere Inkubationszeit von 60 Minuten (Abbildung 45). 
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Abbildung 45: Nachweis von Non-1-en-3,4-diol (12) mittels Adrenalin (24). In Anlehnung an eine Vorschrift von 
Fluxa et al. wurden 70 µL Substratlösung in KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) mit 10 µL Natriumperiodatlösung (10 mM) 
versetzt und 10 bis 60 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 µL Adrenalinlösung (15 mM) 
dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm vermessen wurde. Für jede 
Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung 
abgebildet.[236] 

Im Folgeschritt sollte untersucht werden, ob es möglich ist, Produkt aus dem komplexen 

Reaktionsgemisch der P450 BM3 Reaktion heraus zu extrahieren und im Anschluss mittels Adrenalin-

Nachweis zu untersuchen. Dazu wurden in 15 mL Falcon-Reaktionsgefäßen typische Reaktionsansätze 
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einer P450 Reaktion, mit 9 µM Endkonzentration an P450 BM3 und 5 mM Endkonzentration des 

Homoallylalkohol 11, im 3 mL Maßstab angesetzt und die Reaktion analog zu den vorangegangenen 

Reaktionen bei 30 °C über Nacht durchgeführt. Diese wurden anschließend mit 1 mL Methyl-tert-

Butylether (MTBE) versetzt und 10 Sekunden stark geschüttelt. Es wurden 10 µL bzw. 30 µL der 

organischen Phase abgenommen und auf 70 µL respektive 50 µL KPi-Puffer gegeben. Im Folgeschritt 

wurden die Proben wie zuvor mit Natriumperiodatlösung und Adrenalinlösung behandelt und auf ein 

Gesamtvolumen von 100 µL gebracht. Die Absorption der Proben wurde bei 490 nm verfolgt.  

Um den individuellen Einfluss der Störfaktoren zu untersuchen, wurden zusätzlich Reaktionsansätze in 

einem geringeren Maßstab von 200 µL angesetzt, in denen jeweils einer der Störfaktoren abwesend war. 

Die Verhältnisse der restlichen Komponenten wurden dabei konstant gehalten. Diese Reaktionsansätze 

wurden ebenfalls mit MTBE extrahiert und mit den Proben der P450 Reaktion verglichen. So enthielt 

der erste dieser Testansätze alle Komponenten der P450 Reaktion aber kein Substrat, der zweite Ansatz 

alle Komponenten aber keine Glucose, der dritte Ansatz alle Komponenten außer dem P450 Rohextrakt 

und der vierte und letzte Ansatz weder P450 Rohextrakt noch Glucose (Abbildung 46). Wie bei den 

vollständigen Reaktionsansätzen, wurden auch bei diesen Proben einmal 10 µL und einmal 30 µL der 

organischen Phase abgenommen und mit Natriumperiodat und Adrenalin (24) behandelt. Die Analyse 

der Ergebnisse zeigte, dass die Extraktion der komplexen Reaktionsansätze ausreicht um die möglichen 

Störfaktoren wie Glucose oder Enzym aus dem System zu entfernen. Auch das Substrat zeigt wie 

erwartet keine Sensibilität gegenüber Natriumperiodat. 

 

Abbildung 46: Untersuchung der P450 BM3 GQ katalysierten Oxidation von Non-1-en-3,4-diol (12) mittels 
Adrenalin-Assay und Abgleich mit Testreaktionen in denen kritische Komponenten (Substrat, Enzym, Glucose) 
fehlen. Es wurden 10 bzw. 30 µL der organischen Phase, aus der Extraktion der Reaktionslösungen, in 50 µL bzw 
70 µL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) überführt und mit 10 µL Natriumperiodatlösung (10 mM) versetzt und 10 Minuten 
bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 µL Adrenalinlösung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion 
für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Multitierplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen: 
∑ 3 mL: P450 BM3 A74G L188Q Rohextrakt (9 µM Endkonzentration), 1.8 kU Katalase, GDH-Glucose-NADPH 
Recycling, 5 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Testreaktionen mit fehlenden Komponenten 
besaßen dieselbe Zusammensetzung der Reaktionslösung in kleinerem Maßstab von 200 µL. Für jede 
Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung 
abgebildet. 
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Zusammengefasst wurde in keiner der untersuchten Testreaktionen eine reduzierte Absorption 

festgestellt. Nur in der vollständigen P450 Reaktion, wurde eine solche Abnahme detektiert, was für die 

Anwesenheit einer detektierbaren Menge von vicinalem Diol spricht (Abbildung 46). Für ein stärkeres 

Signal mussten dafür 30 µL der organischen Phase abgenommen werden, was im folgenden Schritt eine 

größere organische Phase in der Adrenalin-Reaktion und der anschließenden Messung zur Folge hat. 

Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob diese Ergebnisse auch unter tatsächlichen 

Screeningbedingungen reproduzierbar sind. Für die Untersuchung von P450 BM3 

Mutantenbibliotheken wurden die unterschiedlichen Varianten der Monooxygenase, in 2 mL 

Multitierplatten, heterolog in E. coli exprimiert. Dafür werden 500 µL Nährmedium mit dem Bakterium 

angezogen und die Zellen im Anschluss an die erfolgreiche Expression durch Zentrifugation geerntet. 

Die erhaltenen Zellpellets werden mit Hilfe von Lysozymlösung aufgeschlossen und das Lysat nach 

Abtrennung der Zelltrümmer in eine neue 2 mL Mikrotiterplatte überführt. In dieser findet in einem 

Volumen von 500 µL die eigentliche Reaktion statt.[231] Die ausreichende Bildung von vicinalem Diol 

und die anschließende Extraktion müssen also auch in diesem Maßstab zu einem messbaren Signal im 

darauffolgenden Adrenalin-Nachweis führen. Unter Screening-Bedingungen kann dabei kein Einfluss 

auf die Konzentration an Monooxygenase genommen werden. Diese beruht auf der Effizienz des 

Aufschlusses und der Effizienz der heterologen Expression der entsprechenden Variante des Enzyms. 

Daher wurde getestet, ob unter den gegebenen Bedingungen eine Konzentration von 3-9 µM 

Monooxygenase ausreicht, um ein ausreichendes Signal zu erhalten. Dazu wurden in einer 2 mL 

Mikrotiterplatte 500 µL Reaktionsansätze mit 3, 6 und 9 µM P450 BM3 A74G L188Q angesetzt und 

diese im Anschluss an die Reaktion extrahiert. Dafür musste zuerst das organische Lösungsmittel von 

MTBE auf Essigsäureethylester gewechselt werden, da MTBE einen zu hohen Dampfdruck besitzt und 

aus der Multikanalpipette tropft. Zusätzlich zu der Konzentration an Monooxygenase wurde eine 

Substratkonzentration von 0, 1, 3 und 5 mM untersucht. Für die Extraktion wurden die 500 µL 

Reaktionsansätze mit 250 µL Essigsäureethylester extrahiert und 10 µL der organischen Phase 

abgenommen und wie im vorherigen Experiment behandelt. Die Ergebnisse zeigten jedoch, dass in 

keiner der Proben unter Screening-Bedingungen ein ausreichendes Signal gemessen werden konnte 

(Abbildung 47). 
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Abbildung 47: Untersuchung des Einflusses von Substrat- und Enzymkonzentration in der P450 BM3 GQ 
katalysierten Oxidation von Non-1-en-4-diol (11) im Screening-Maßstab, mittels Adrenalin-Assay. Es wurden 10 µL 
der organischen Phase, aus der Extraktion der Reaktionslösungen, in 70 µL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) überführt 
und mit 10 µL Natriumperiodatlösung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden 
weitere 10 µL Adrenalinlösung (1 mM) dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 
490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen: ∑ 500 µL: P450 BM3 A74G L188Q 
Rohextrakt, 0.3 kU Katalase, GDH-Glucose-NADPH Recycling, 1-5 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 
30 °C. Für jede Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive 
Standardabweichung abgebildet. 

Da kein Signal für alle angesetzten Proben detektiert werden konnte, war davon auszugehen, dass 

entweder nicht genug vicinales Diol gebildet wurde oder aber das Screening generell nicht sensitiv 

genug ist für die geringen Konzentrationen bzw. Stoffmengen an Produkt, die in der P450 katalysierten 

Reaktion entstehen. Bei den typischen Substraten einer P450 katalysierten Reaktion handelt es sich 

allerdings zumeist um geringfügig lösliche Substanzen. Werden Substratkonzentrationen von 10 mM 

erreicht, entspricht das in einem Reaktionsvolumen von 500 µL einer Stoffmenge von 5 µmol. Um einen 

Eindruck davon zu erhalten in welchem Stoffmengenbereich unter den gegebenen 

Screeningbedingungen ein ausreichendes Signal detektiert werden kann, wurden jeweils 10 µL einer 

Konzentrationsreihe von Non-1-en-3,4-diol (12) direkt mittels Adrenalin-Nachweis behandelt. 

Zusätzlich wurde die Konzentration der Natriumperiodat-Lösung und der Adrenalin-Lösung variiert. 

Das Verhältnis von 1:1,5 zwischen dem Periodat und dem Adrenalin wurde jedoch stets beibehalten. 

Damit wurde überprüft, ob die Sensitivität des Screenings in niedrigen Konzentrationsbereichen 

zunimmt, wenn man die Menge an Oxidationsmittel reduziert. Die Untersuchung zeigte, dass unter den 

gegebenen Bedingungen eine Detektion des vicinalen Diols ab einer Stoffmenge von 0.025 µmol 

möglich ist. Eine Verringerung der Natriumperiodat-Stoffmenge trug allerdings nicht zu erhöhter 

Sensitivität bei. Stattdessen fiel das Nachweisfenster für höhere Stoffmengen an vicinalem Diol geringer 

aus, da die Lösung früher vollständig entfärbt vorliegt (Abbildung 48). 
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Abbildung 48: Direkter Nachweis von Non-1-en-3,4-diol (12) mittels Adrenalin-Nachweis und Einfluss verringerter 
Mengen Natriumperiodat und Adrenalin auf den messbaren Bereich. Es wurden 10 µL Non-1-en-3,4-diol-Lösung in 
70 µL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) überführt und mit 10 µL Natriumperiodatlösung (3-10 mM) versetzt und 
10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 µL Adrenalinlösung (4.5-15 mM) dazugegeben 
und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. 

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde getestet, ob die Extraktion eines 500 µL Reaktionsansatzes, 

mit anschließender Aufkonzentrierung der organischen Phasen ausreicht, um eine solche Stoffmenge an 

Diol bereitzustellen. Dafür wurde ein Konzentrationsbereich von 0.2 mM bis 2 mM des Diols 12 in 

Puffer vorgelegt. Dies würde in der eigentlichen Reaktion einem Umsatz des Homoallyalkohols 11 zum 

Diolprodukt 12 von 4 % bis zu 40 % entsprechen und damit einer Stoffmenge von 0.1-1 µmol. Diese 

Stoffmengen gelten für den Fall, dass eine Substratkonzentration von 5 mM eingesetzt wird und sich 

100 % des Diols 12 extrahieren lassen würden. Weiterhin muss es möglich sein, die gesamte organische 

Phase abzunehmen, bevor man das Lösungsmittel abdampfen lässt. Die Ansätze wurden gemäß dieser 

Annahme extrahiert, aufkonzentriert und ebenfalls mit Hilfe des Adrenalin-Nachweises untersucht. 

In diesem Test wurden die Reaktionsansätze mit 300 µL Essigsäureethylester extrahiert und 200 µL der 

organischen Phase abgenommen und das Lösungsmittel abgedampft. Die erhaltenen Stoffmengen sind 

demnach um 33 % reduziert. Im Anschluss wurden die Proben wie zuvor mit Natriumperiodat und 

Adrenalin behandelt. Dieses Mal wurden jedoch höhere Konzentrationen der beiden Reagenzien 

eingesetzt, um zu überprüfen, ob der Verlauf der Datenpunkte ebenfalls linear bleibt. Das Diol 12 konnte 

tatsächlich auf diese Art erfolgreich extrahiert und detektiert werden und steigende Mengen an 

Natriumperiodat und Adrenalin (24) zeigten keinen Einfluss auf den linearen Zusammenhang der 

Messergebnisse (Abbildung 49). Bereits ein 10 %-iger Umsatz des Homoallylalkohols 11 zum vicinalen 

Diol 12 (0.5 µmol Produkt), wäre anhand dieser Ergebnisse detektierbar. Bei dem Einsatz der 

höherkonzentrierten Lösungen an Adrenalin und Periodat kommt es jedoch erwartungsgemäß auch zu 

einem Anstieg der Absorption, weshalb die Konzentrationen in zukünftigen Untersuchungen nicht zu 

hoch gewählt werden sollten, auch wenn größere Mengen Produkt untersucht werden. 
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Abbildung 49: Nachweis von unterschiedlichen Stoffmengen an Non-1-en-3,4-diol (12) mittels Adrenalin-
Nachweis, im Anschluss an eine Extraktion aus KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) und dem Eindampfen der Proben. Auf 
die aufkonzentrierten Reste wurden 10 µL DMSO gegeben und im Anschluss 70 µL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5). 
Die Mischung wurde mit 10 µL Natriumperiodatlösung (30-45 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im 
Anschluss wurden weitere 10 µL Adrenalinlösung (45-90 mM) dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, 
bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. Für jede Untersuchung wurden drei Proben 
gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung abgebildet. 

Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Extraktion und anschließende Aufkonzentration des 

Diols nicht nur aus einem einfachen Puffersystem realisierbar ist, sondern auch aus dem komplexen 

Reaktionsgemisch der P450 Monooxygenasereaktion. Bereits in den zuvor extrahierten Proben hatte 

sich gezeigt, dass die Extraktion der Monooxygenasereaktion zu der Ausbildung einer erheblichen 

Interphase führt, welche das Abnehmen der organischen Phase erschwert. Im Fall der zuletzt getesteten 

Ansätze wurde, im Gegensatz zu den vorherigen Ansätzen ohne Aufkonzentrierung, eine beträchtliche 

Menge der organischen Phase abgenommen (66 %). Dies erhöhte zwar signifikant die Sensitivität, 

erschwerte jedoch in hohem Maße die Handhabung. Aus diesem Grund war eine Extraktion des 500 µL 

Reaktionsgemisches der P450 Monooxygenase mit 300 µL Essigsäureethylester und anschließender 

Abnahme von 200 µL der organischen Phase nicht möglich, da eine zu große Interphase entstand. 

Bereits eine sehr geringe Menge dieser Interphase führte zu einem vollständigen Ausbleiben der 

anschließenden Farbreaktion, vermutlich da sich auch große Mengen Glucose mit in der Interphase 

befinden. Daher wurde die Menge organisches Lösungsmittel auf 500 µL erhöht und davon nur 60 bzw. 

100 µL abgenommen. Das hat zur Folge, dass vermutlich ein wesentlich geringerer Anteil des Produktes 

tatsächlich detektiert werden kann. Zusätzlich zu den Proben, welche alle Komponenten der P450-

Reaktion enthielten, wurde erneut eine Probe ohne Rohlysat der Monooxygenase und eine Probe ohne 

Glucose extrahiert und gleichermaßen behandelt und vermessen. Dadurch sollte ausgeschlossen werden, 

dass diese beiden Störfaktoren einen negativen Einfluss auf die Extraktion des Produktes haben. Die 

Untersuchung der Proben ergab, dass die Extraktion und anschließende Aufkonzentrierung auch aus 

dem komplexen Gemisch möglich ist und die Anwesenheit von P450 Rohlysat und Glucose nicht zu 
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verminderter Extraktion des Diols 12 führen (Abbildung 50). Trotz der größeren Menge an organischem 

Lösungsmittel war es in Einzelfällen schwierig 100 µL der organischen Phase im Anschluss an die 

Extraktion zu entnehmen, ohne dabei Teile der Interphase mit zu entnehmen. Die schwierigere 

Handhabbarkeit spiegelt sich auch in den größeren Abweichungen nieder. 60 µL der organischen Phase 

ließen sich dagegen verlässlich entnehmen, dafür waren aber geringe Stoffmengen an Diol 12 im 

komplexen Reaktionsansatz nicht mehr detektierbar. Solange eine Extraktion der Proben notwendig ist, 

wäre demnach immer ein Kompromiss zwischen guter Handhabbarkeit und hoher Sensitivität des 

Screenings notwendig. 

 

Abbildung 50: Nachweis von unterschiedlichen Stoffmengen an Non-1-en-3,4-diol (12) mittels Adrenalin-
Nachweis, im Anschluss an eine Extraktion aus einer P450 BM3 GQ Reaktionsmischung und dem Eindampfen 
einer 60 µL bzw. 100 µL Probe der organischen Phase. Auf die aufkonzentrierten Reste wurden 10 µL DMSO 
gegeben und im Anschluss 70 µL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5). Die Mischung wurde mit 10 µL 
Natriumperiodatlösung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 µL 
Adrenalinlösung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in 
Mikrotiterplatten vermessen wurde. Für jede Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten 
Mittelwerte inklusive Standardabweichung abgebildet. 

Mit Hilfe der neuen Erkenntnisse wurden erneut Reaktionsansätze im Screening-Maßstab mit 

unterschiedlicher Konzentration an P450 A74G L188Q und unterschiedlichen Konzentrationen an 

Substrat durchgeführt. Dabei wurde observiert, ob die geringe Menge an vicinalem Diol, welche in 

dieser Reaktion generiert wird, mit dem neuen Protokoll detektierbar ist. Dafür wurden die 500 µL 

Reaktionsansätze mit 500 µL Essigsäureethylester extrahiert und im Anschluss versucht 

60 bzw. 100 µL der organischen Phase abzunehmen. Diese wurden analog zum vorherigen Experiment 

aufkonzentriert und mittels Adrenalin-Nachweis zu untersucht. Als Kontrollen dienten jeweils eine 

Probe, welche eine hohe Konzentration an P450 BM3 A74G L188Q enthielt (9 µM), aber kein Substrat 

und eine Probe, welche eine hohe Menge Substrat enthielt (8 mM), aber kein P450 Rohlysat. 

Die Ergebnisse zeigten, dass die Monooxygenase nicht genug vicinales Diol aus dem Homoallylalkohol 

11 gebildet hatte, um diese Menge mit Hilfe des Adrenalin-Nachweises, unter Einsatz von 60 µL der 

organischen Phase, nachzuweisen. Entnahm man dagegen 100 µL der organischen Phase im Anschluss 

an die Extraktion und verdampfte das Lösungsmittel, konnten für höhere Konzentrationen an 

eingesetzter Monooxygenase ein Signal detektiert werden (Abbildung 51). Dagegen war kein Signal in 
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den Kontrollreaktionen ersichtlich, welche entweder nur Substrat oder nur Monooxygenase enthielten. 

Dieses Ergebnis spricht dafür, dass in der Reaktion genug vicinales Diol gebildet worden ist, um die 

Reaktion mit Hilfe des Adrenalin-Assays untersuchen zu können. Weiterhin zeigte sich, dass erst ab 

einer Monooxygenase-Konzentration von 6 µM ausreichend gewünschtes Produkt gebildet wurde. 

Substratkonzentrationen zwischen 2-6 mM hatten dagegen keinen Einfluss. Bei der Betrachtung dieser 

Ergebnisse ist jedoch zu beachten, dass es sich nur um Endpunktmessungen handelt, es können also 

keine Aussagen über den Verlauf der Reaktion getätigt werden. Eventuell wäre im Verlauf der Reaktion 

ein Einfluss beider Variablen sichtbar. 

 

Abbildung 51: Untersuchung des Einflusses von Substrat- und Enzymkonzentration in der P450 BM3 GQ 
katalysierten Oxidation von Non-1-en-4-diol (11) im Screening-Maßstab, mittels Adrenalin-Assay. Die Überreste 
aus der Extraktion der Reaktionslösungen und anschließenden Abdampfen des Lösungsmittels, wurden in 10 µL 
DMSO aufgenommen und mit 70 µL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) und 10 µL Natriumperiodatlösung (10 mM) versetzt 
und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 µL Adrenalinlösung (15 mM) dazugegeben 
und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. 
Reaktionsbedingungen: ∑ 500 µL: P450 BM3 A74G L188Q Rohextrakt (3-9 µM Endkonzentration), 0.3 kU 
Katalase, GDH-Glucose-NADPH Recycling, 0-8 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Für jede 
Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung 
abgebildet. 

Als nächstes sollte das Screening mit exprimierten P450 BM3 Bibliotheken getestet werden. Wie bereits 

erwähnt werden für die Erstellung und Untersuchung der Bibliotheken Varianten der Monooxygenase 

in 2 mL Mikrotiterplatten exprimiert und die Zellen mittels Zentrifugation geerntet. Im Anschluss 

erfolgt ein Aufschluss dieser Zellen mit Hilfe von Lysozym und dem Abtrennen der Zelltrümmer über 

erneute Zentrifugation, nach dem Vorbild vorhergegangener Screening-Untersuchungen.[231, 237] Es 

wurde dementsprechend überprüft, ob das Screening auch unter diesen Bedingungen funktioniert. In 

einem ersten Test konnte dabei kein ausreichendes Signal für eine der Varianten detektiert werden 

(Abbildung 52). Alle Proben zeigten eine ähnliche Absorption. Diese war im selben Bereich wie die 

Absorption von jenen Proben, in denen E. coli nur einen leeren Vektor enthielt, also keine P450 BM3 

exprimiert wurde. 
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Abbildung 52: Untersuchung einer Monoxygenase-Bibliothek auf die Bildung von vicinalem Diol aus 
Non-1-en-4-ol (11). 500 µL Reaktionsansätze in 1 mL Multiterplatten wurden mit 500 µL Essigsäureethylester 
extrahiert und 150 µL der organischen Phase abgenommen und das Lösungsmittel abdampfen gelassen. Die 
Überreste wurden in 10 µL DMSO aufgenommen und mit 70 µL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) und 10 µL 
Natriumperiodatlösung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 µL 
Adrenalinlösung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in 
Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen: ∑ 500 µL: 200 µL P450 BM3 Rohlysat, 0.3 kU 
Katalase, GDH-Glucose-NADPH Recycling, 6 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Für jede 
Untersuchung wurden mehrere Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung 
abgebildet. WT = Wildtyp, LV = pET28 Leervektor, GVQ = A74G F87V L188Q. 

Da anscheinend nicht genug detektierbares Produkt vorlag, wurde in Anbetracht der vorherigen 

Ergebnisse versucht den Anteil an organischer Phase welches abgenommen wird zu erhöhen. Damit 

einhergehend würde auch ein höherer Anteil der gebildeten Menge an vicinalem Diol isoliert. Zusätzlich 

wurde eine Monooxygenase-Konzentrationsbestimmung von drei Proben des Wildtyps, im Anschluss 

an den Aufschluss mittels Lysozyms durchgeführt. Auf diese Weise sollte ein Eindruck davon gewonnen 

werden, welche Konzentration an Monooxygenase tatsächlich in den Reaktionsansätzen vorliegt. Die 

Konzentrationsbestimmung des Rohlysats ergab für die drei Wildtypproben eine durchschnittliche 

Monooxygenase-Konzentration von etwa 7.3 µM. In Anbetracht dessen, dass das Rohlysat nur 240 µL 

des 500 µL Reaktionsansatzes ausmacht, liegt die tatsächliche Monooxygenase-Konzentration nur bei 

knapp über 3 µM. Dabei ist zu beachten, dass das Expressionslevel und die Stabilität der 

unterschiedlichen Varianten von P450 BM3 sich voneinander unterscheiden kann.[238] Eine Möglichkeit 

diesen Faktor mit in die Daten einfließen zu lassen wurde kürzlich von Santos-Aberturas et al. 

vorgeschlagen und basiert auf der Fusion eines Teilstückes des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) an 

das Zielenzym. Die Zugabe des komplementären Teilstückes des Enzyms rekonstituiert dabei die 

fluoreszierenden Eigenschaften und erlaubt eine Quantifizierung des Expressionsniveaus der einzelnen 

Varianten.[239] Dieser Faktor kann jedoch im Rahmen dieser Untersuchungen nicht mit einbezogen 
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werden, da die vorliegende Plattform dazu bisher keine Möglichkeit bietet. Nichtsdestotrotz wurde das 

Screening in einem weiteren Versuch mit höherem Anteil an abgenommener, organischer Phase 

wiederholt. Dieses Mal ergab sich tatsächlich ein klares Muster im Adrenalin basierten Nachweis von 

vicinalem Diol, welches der Anordnung der P450 BM3 Varianten auf der Mikrotiterplatte entsprach 

(Abbildung 53). 

 

Abbildung 53: Vergleich der Anordnung einer P450 BM3 Bibliothek mit dem Muster der Farbreaktion des Adrenalin 
basierten Nachweises von vicinalem Diol, im Anschluss an die Oxidation von Non-1-en-4-ol (11), mit 
unterschiedlichen Varianten von P450 BM3. WT = Wildtyp, LV = Leervektor, GQ = A74G L188Q, GVQ = A74G 
F87V L188Q. P450 BM3 Varianten in denen die rote Färbung signifikant schwächer war wurden hervorgehoben. 

 

Abbildung 54: Untersuchung einer Monoxygenase-Bibliothek auf die Bildung von vicinalem Diol aus 
Non-1-en-4-ol (11). 500 µL Reaktionsansätze in 1 mL Multiterplatten wurden mit 500 µL Essigsäureethylester 
extrahiert und 300 µL der organischen Phase abgenommen und das Lösungsmittel abdampfen gelassen. Die 
Überreste wurden in 10 µL DMSO aufgenommen und mit 70 µL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) und 10 µL 
Natriumperiodatlösung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 µL 
Adrenalinlösung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in 
Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen: ∑ 500 µL: 200 µL P450 BM3 Rohlysat, 0.3 kU 
Katalase, GDH-Glucose-NADPH Recycling, 6 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Für jede 
Untersuchung wurden jeweils drei gleichartige Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive 
Standardabweichung abgebildet. WT = Wildtyp, LV = pET28 Leervektor, GQ = A74G L188Q, GVQ = A74G F87V 
L188Q. 
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Auch die Auswertung der Daten zeigte einen klaren Zusammenhang zwischen dem Ausbleiben der roten 

Färbung in Anwesenheit von vicinalem Diol und der Anordnung der Varianten der Monooxygenase 

(Abbildung 54). Jene Varianten, welche dabei nach diesem Screeningsergebnis die höchste Menge an 

vicinalem Diol erzeugten, waren der Wildtyp und die bereits zuvor eingesetzte Variante A74G L188Q. 

Trotz intensiver Bemühungen konnte dieses Ergebnis in anderen Bibliotheken nicht reproduziert 

werden. Zumeist war das Abnehmen einer solchen Menge des organischen Lösungsmittels nicht 

möglich, ohne gleichzeitig Interphase mit in die Multipipette zu ziehen. Zum anderen wurde in den 

Reaktionen vermutlich nicht genug Diol gebildet, um ein ausreichendes Signal zu erzeugen. 

3.2.3.1 Testen alternativer Kofaktor-Recyclingsysteme für das vicinale Diol-Screening 

Da im Besonderen die Handhabung der Extraktion der Proben eine enorme Hürde darstellte und die 

Reproduzierbarkeit stark beeinträchtigte, wurden Möglichkeiten gesucht dieses Problem zu umgehen. 

Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf das notwendige Cofaktor-Recycling System mit der Glucose-

Dehydrogenase gelegt. Dieses ist der Hauptgrund dafür, dass die Extraktion der Proben überhaupt 

notwendig ist, da die sehr hohe Konzentration an Glucose die direkte Messung von weiteren vicinalen 

Diolen unmöglich macht. Aus diesem Grund wurde versucht das etablierte Cofaktor-Recycling durch 

andere Varianten zu ersetzen. Eine mögliche Alternative stellte dabei die Formiat-Dehydrogenase 

(FDH) aus Candida boidinii dar. Diese Dehydrogenase katalysiert natürlicherweise die Oxidation von 

Formiat zu Kohlenstoffdioxid, unter Reduktion von NAD+ zu NADH. Die Reaktion ist dabei unter 

normalen Bedingungen irreversibel und das entstandene CO2 lässt sich einfach aus dem 

Reaktionsgemisch entfernen und stört nicht bei der weiteren Aufreinigung des Produktes.[240] Auf 

Grunde dessen wurde bereits früh das Potential dieses Enzyms in der enzymkatalysierten chiralen 

Synthese entdeckt.[241, 242] Auf der anderen Seite ist die Geschwindigkeit und die operative Stabilität des 

Enzyms verhältnismäßig gering und alle natürlich vorkommenden Formiat-Dehydrogenasen sind 

ausschließlich in der Lage NADH zu regenerieren, nicht aber NADPH.[240] Daher wurden Bemühungen 

unternommen die Expressionsfähigkeit des Enzyms in E. coli zu verbessern und NADP+ als Cofaktor 

zu akzeptieren.[243, 244] Als solches ist dieses Enzym auch in der Lage das Cofaktor-Recycling in P450 

BM3 katalysierten Reaktionen zu betreiben.[244-246] Eine modifizierte Variante, welche in der Lage ist 

NADP+ zu oxidieren (FDH*), wurde heterolog in E. coli BL21 Zellen exprimiert und im Anschluss über 

ein His-Tag System aufgereinigt.[244] Auf diese Weise konnte aufgereinigtes Enzym mit einer Aktivität 

von 1.8 U/mL im Zielpuffer isoliert werden. Bevor das alternative Cofaktor-Recyclingsystem im 

Rahmen des vicinalen Diol Screenings eingesetzt wurde, erfolgte ein Test auf die direkte Untersuchung 

des komplexen Reaktionssystems, mit Hilfe des Adrenalin-Nachweises. Die Reaktion wurde davor 

vorab nicht wie üblich extrahiert. Dazu wurden definierte Mengen von Non-1-en-3,4-diol (12) in 

unterschiedliche Reaktionsansätze gegeben und diese mit Natriumperiodat und Adrenalin (24) 

behandelt. Da dieses Mal keine Aufkonzentrierung der untersuchten Proben erfolgen konnte, wurden 

100 µL des Reaktionsansatzes direkt untersucht. Auf Grund dessen musste für ein ausreichendes 

Absorptionssignal parallel die Menge an Natriumperiodat und Adrenalin (24) erhöht werden. 
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Schlussendlich konnte das vicinale Diol aber erfolgreich bis zu einer Konzentration von ~0.2 mM 

nachgewiesen werden, was einer Stoffmenge von ~0.1 µmol im typischen Reaktionsansatz von 500 µL 

entspricht (Abbildung 55). 
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Abbildung 55: Nachweis von unterschiedlichen Stoffmengen an Non-1-en-3,4-diol (12) aus einem P450 BM3 
Reaktionsansatz mit FDH* basiertem Cofaktorrecycling, mittels Adrenalin-Nachweis. Es wurden 100 µL aus dem 
Reaktionsansatz entnommen und mit 40 µL Natriumperiodatlösung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C 
inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 40 µL Adrenalinlösung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion für 5 min 
inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsansatz: ∑ 500 µL: 
200 µL P450 BM3 Rohlysat, 0.3 kU Katalase, FDH*-Formiat-NADPH Recycling, 0-2.5 µmol Substrat, KPi-Puffer 
50 mM, pH 7.5, Für jede Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive 
Standardabweichung abgebildet. 

Damit ist es erneut im selben Bereich wie in den ersten Experimenten ohne vorab Extraktion (Abbildung 

45). Die Sensitivität ist demzufolge ebenfalls wieder verringert, aber im Gegenzug muss keine 

Extraktion der Reaktionsansätze mehr erfolgen. 

Analog zu den vorangegangenen Screeningversuchen mit GDH basiertem Cofaktorrecycling System, 

wurden unterschiedliche P450 BM3 Bibliotheken mit dem alternativen Recyclingsystem auf die 

α-ständige Hydroxylierung von Non-1-en-4-ol (11) untersucht. Erneut zeigte sich ein definiertes Muster 

auf der Platte, welches mit der Anordnung der unterschiedlichen Varianten der untersuchten Platte 

übereinstimmte (Abbildung 56). Bei näherer Betrachtung der Daten fiel jedoch auf, dass auch in jenen 

Proben ein Signal für die Entstehung vicinaler Diole detektiert wurde, in denen keine Monooxygenase 

exprimiert wurde. Zusätzlich dazu ergab sich auch kein kohärentes Bild bei der Betrachtung jener 

Varianten, welche mehrfach in der untersuchten Bibliothek vorkamen, wie Variante F87A (Abbildung 

57). Da das Muster der Signale jedoch die Verteilung der Varianten widerspiegelt, ist es nur schwer 

vorstellbar, dass es sich bei den Signalen um Zufallsprodukte handelt. Möglicherweise wurden bereits 

zuvor Fehler in der Anfertigung der Bibliothek begangen, wodurch das Muster der Anordnung nicht 

dem tatsächlichen Muster entsprach. 
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Abbildung 56: Vergleich der Anordnung der P450 BM3 Bibliothek mit dem Muster der Farbreaktion des Adrenalin 
basierten Nachweises von vicinalem Diol, im Anschluss an die Oxidation von Non-1-en-4-ol (11) mit 
unterschiedlichen Varianten von P450 BM3 und FDH* basiertem Cofaktorrecycling. WT = Wildtyp, LV = Leervektor. 
Ansätze mit P450 BM3 Varianten, in denen die rote Färbung signifikant schwächer war, wurden hervorgehoben. 

 

 

Abbildung 57: Untersuchung einer Monoxygenase-Bibliothek auf die Bildung von vicinalem Diol aus 
Non-1-en-4-ol (11). Im Anschluss an die Reaktion wurden 100 µL jeder Probe mit 40 µL Natriumperiodatlösung 
(10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 40 µL Adrenalinlösung (15 mM) 
dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen 
wurde. Reaktionsbedingungen: ∑ 500 µL: 200 µL P450 BM3 Rohlysat, 0.3 kU Katalase, FDH*-Formiat-NADPH 
Recycling, 6 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Für jede Untersuchung wurden jeweils vier 
gleichartige Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung abgebildet. WT = 
Wildtyp, LV = pET28 Leervektor. 
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Für zukünftige Untersuchungen wurde aus diesem Grunde eine neue, vereinfachte Bibliothek 

zusammengestellt, auf der nur wenige ausgewählte Varianten der P450 BM3 vorhanden waren. Mit 

Hilfe dieser stark simplifizierten Bibliothek sollte überprüft werden, ob generell ein Muster bei den 

Umsetzungen mit der P450 BM3 und dem anschließenden Screening zu erwarten sind. Weiterhin kann 

diese Bibliothek dazu dienen vier unterschiedliche Substrate parallel zu untersuchen. Die Auswahl fiel 

neben dem Wildtyp und einer Leervektorkontrolle auf die Varianten F87A, F87V, A74G L188Q, A74G 

F87V L188Q, F87A L188C und A328V (Abbildung 58). 

 

Abbildung 58: Neu angeordnete P450 BM3 Bibliothek mit prominenten Varianten für die weitergehende 
Untersuchung der Screeningbedingungen und der Möglichkeit der initialen Untersuchung unterschiedlicher 
Substrate. 

Die F87 Varianten wurden ausgewählt, da es sich um eine Schlüsselposition direkt über dem Häm-Eisen 

handelt, welche besonders für die Regioselektivität und Umsetzung sterisch anspruchsvoller Substrate 

wie Steroiden, Alkaloiden und Opiaten, eine bedeutende Rolle spielt.[187, 200, 247] Als eine weitere 

Schlüsselposition wurde Position A328 ausgewählt, da auch für diese Position bekannt ist, dass sie 

während der Oxidation mit allen Substraten interagiert und dementsprechend ebenfalls einen großen 

Einfluss auf die Orientierung der Substrate hat.[248] Der Einfluss der Positionen A74 und L188 auf die 

selektive, allylische Oxidation von Fettsäuren, als auch in der unnatürlichen Produktion von Indol, 

wurden ebenfalls beschrieben.[218, 249] Die Kombination von Aminosäureaustauschen an den 

entsprechenden Positionen konnte zudem für die benzylische Hydroxylierung aromatischer Substrate 

genutzt werden, weshalb auch die Variante F87A L188C in die Bibliothek aufgenommen wurde.[237, 250] 

Diese Zusammenstellung erlaubt ein möglichst breites Spektrum an potenziellen Substraten. 

Reaktionsansätze mit der neuen und simplifizierten Bibliothek wurden ebenfalls mit dem FDH*-

basierten Kofaktorrecycling durchgeführt. Dabei konnte jedoch erneut kein signifikanter Unterschied 

zwischen den untersuchten Varianten und einer Leervektorprobe detektiert werden (Abbildung 59). 
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Abbildung 59: Untersuchung einer Monoxygenase-Bibliothek auf die Bildung von vicinalem Diol aus 
Non-1-en-4-ol (11). Im Anschluss an die Reaktion wurden 100 µL jeder Probe mit 40 µL Natriumperiodatlösung 
(10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 40 µL Adrenalinlösung (15 mM) 
dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen 
wurde. Reaktionsbedingungen: ∑ 500 µL: 200 µL P450 BM3 Rohlysat, 0.3 kU Katalase, FDH*-Formiat-NADPH 
Recycling, 6 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Für jede Untersuchung wurden jeweils 12 
gleichartige Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung abgebildet. WT = 
Wildtyp, LV = pET28 Leervektor, GQ = A74G L188Q, GVQ = A74G F87V L188Q. 

Parallel zu den Versuchen mit dem FDH*-basierten Kofaktorrecycling wurde eine weitere Möglichkeit 

der Regeneration von NADPH in Betracht gezogen. Die Phosphit-Dehydrogenase (PTDH) aus 

Pseudomonas stutzeri ist in der Lage, Phosphit in Phosphat umzuwandeln und im Rahmen dieser 

Oxidation NAD+ oder NADP+ zu reduzieren (Abbildung 60). 
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Abbildung 60: Regeneration von NAD(P)H mit Hilfe der Phosphit-Dehydrogenase aus P. stutzeri, unter 
gleichzeitiger Oxidation von Phosphit zu Phosphat. 

Sie kann dieses über ein breites pH-Fenster und besitzt eine niedrige Michaelis-Menten Konstante 

sowohl für Phosphit, als auch für NAD+.[251] Natürlicherweise wird NAD+ von der Phosphit-

Dehydrogenase gegenüber NADP+ bevorzugt, sie besitzt aber dennoch eine 33-fach höhere katalytische 

Effizienz für das Substrat NADP+ als die leistungsstärkste Formiat-Dehydrogenase aus 

Pseudomonas sp., bei vergleichbarer Wechselzahl.[252] Mit Hilfe von „directed evolution“ Experimenten 

konnte die geringe Stabilität dieses Enzyms behoben werden, so dass ein Einsatz in der Biokatalyse 

möglich wurde.[253, 254] Seitdem erfreut sich dieses Enzym steigender Beliebtheit und kürzlich ist es 

Beyer et al. gelungen ein funktionales Fusionsprotein aus PTDH und der P450 BM3 in E. coli zu 

exprimieren.[255] Dieses Fusionsprotein war anschließend deutlich aktiver, als die Kombination nicht-

fusionierter Enzyme. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde ein synthetisches Gen, welches für die 18-fach 

mutierte und damit optimierte Variante der Phosphit-Dehydrogenase kodiert, auf dem pBAD-Vektor 

bereitgestellt. Dieser Vektor wurde bereits zuvor erfolgreich für die Expression des Fusionsproteins 
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eingesetzt.[255] Analog zur Publikation wurde ein C-terminaler His-Tag für die Isolation des Enzyms und 

eine kurze Linkersequenz am N-Terminus des Enzyms angebracht. Anstelle der publizierten SRSAAG-

Sequenz wurde jedoch nur eine kürzere PAAD-Sequenz als Linker vorinstalliert. Diese kann jedoch im 

Rahmen von Klonierungsarbeiten modifiziert werden. Für die Nutzung der PTDH im vicinalen Diol-

Screenings spielt dies keine Rolle, da in diesem Fall die PTDH isoliert von den Varianten der 

Monooxygenase zur Reaktion gegeben wird. Für zukünftige Experimente besteht aber die Möglichkeit 

potente Varianten der P450 BM3, oder anderer NADPH abhängiger Enzyme, an die PTDH zu 

fusionieren (Abbildung 61). 

 

Abbildung 61: Vereinfachte Darstellung der „multiple cloning site“ des pBAD-Vektors für die potenzielle 
Generierung von PTDH-Fusionsproteinen. 

E. coli BL21 (DE3) wurden mit dem pBAD-Vektor transformiert und die Expression durch Zugabe von 

0.02 % (w/v) Arabinose induziert. Das ca. 37 kDa große Protein konnte im Anschluss an die Expression 

erfolgreich über das His-Tag System isoliert werden und die Aktivität gegenüber NADP+ betrug ca. 

1 U/mL bei 25 °C, in KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5, 4 mM Natriumphosphit) (Abbildung 62). 

 

Abbildung 62: SDS-Gelelektrophoretische Untersuchung der Aufreinigung der PTDH, mit Hilfe des His-Tag 
Systems, im Anschluss an die Expression in E. coli BL21 (DE3). M = Marker, DF = Durchfluss, W I = Waschschritt 
1, E I = Elutionsfraktion 1, E II = Elutionsfraktion 2, W II = Waschschritt II. 

Das isolierte Enzym wurde im Anschluss bei 4 °C gelagert und war selbst nach einem Zeitraum von 

2 Monaten noch immer aktiv. Die Aktivität lag mit 1,4 U/mL sogar leicht über dem initial gemessenen 

Wert. Damit war die PTDH zwar außerordentlich lagerstabil, die gezeigte Aktivität war dennoch nicht 

wie erhofft höher als die der FDH*. Die vorangegangen Versuche mit der vereinfachten P450-Bibliothek 

wurden im Anschluss mit dem PTDH basierten Kofaktor-Recycling wiederholt. Auch in diesem Fall 
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waren jedoch die Signalunterschiede zwischen den unterschiedlichen Varianten von P450 BM3 und 

einer Leervektorprobe zu gering. Die Unterschiede in den Signalstärken lagen zumeist im Bereich der 

Standardabweichung (Abbildung 63). Auch in dieser Untersuchung zeigte sich jedoch erneut, dass in 

den Proben des Wildtyps und der Variante A74G L188Q eine leicht verringerte Absorption im Vergleich 

zu den restlichen Proben ersichtlich ist. 

 

Abbildung 63: Untersuchung einer Monoxygenase-Bibliothek auf die Bildung von vicinalem Diol aus Non-1-en-4-ol 
(11). Im Anschluss an die Reaktion wurden 100 µL jeder Probe mit 40 µL Natriumperiodatlösung (10 mM) versetzt 
und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 40 µL Adrenalinlösung (15 mM) dazugegeben 
und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. 
Reaktionsbedingungen: ∑ 500 µL: 200 µL P450 BM3 Rohlysat, 0,3 kU Katalase, PTDH-Phosphit-NADPH 
Recycling, 6 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Für jede Untersuchung wurden jeweils 12 
gleichartige Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung abgebildet. WT = 
Wildtyp, LV = pET28 Leervektor, GQ = A74G L188Q, GVQ = A74G F87V L188Q. 

In Anbetracht der geringfügigen Unterschiede der Absorptionen wurde in einem letzten Test überprüft, 

ob es sich bei den Unterschieden in der Absorption nur um zufällig geringfügige Unterschiede handelt, 

oder aber Trends in der Entwicklung der Absorption ersichtlich sind. Dafür wurden noch einmal 

Reaktionsansätze mit den prominenten P450-Varianten und Formiat-Dehydrogenase basiertem 

Kofaktor-Recycling angesetzt und mit Hilfe des Adrenalin-Assays untersucht. Dieses Mal wurden 

jedoch Proben nach 3, 5 und 20 Stunden entnommen und untersucht. Würden geringe, aber detektierbare 

Mengen vicinales Diol in der Reaktion entstehen, müsste eine ebenfalls geringe Abnahme der 

Absorption bei 490 nm über den Verlauf der Reaktion ersichtlich sein. Tatsächlich wurde eine 

geringfügige Abnahme der Absorption bei 490 nm für die Varianten WT, F87A und A74G L188Q über 

den Verlauf von 20 Stunden beobachtet (Abbildung 64). Diese Abnahme der Absorption war in der 

Leervektorprobe dagegen nicht ersichtlich und korreliert zusätzlich mit den zuvor gemachten 

Beobachtungen der vorangegangenen Untersuchungen. Weiterhin wurde jedoch auch festgestellt, dass 

die generelle Absorption der Proben bereits in einem Bereich schwankt, der diese geringfügigen 

Unterschiede schwer detektierbar macht.  
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Es bleibt damit festzuhalten, dass die direkte Untersuchung der P450-Reaktionsansätze, auf die Bildung 

von vicinalen Diolen mit Hilfe des Adrenalin-Nachweises möglich ist, wenn man das Kofaktor-

Recycling mit der FDH* oder der PTDH betreibt. Die geringe Sensitivität des Nachweises, in 

Kombination mit den geringen Mengen an erzeugtem vicinalen Diol, bei Verwendung des 

Mustersubstrates Non-1-en-4-ol (11), führt jedoch dazu, dass die praktische Anwendbarkeit des 

Screenings für die Untersuchung von Mutantenbibliotheken noch nicht gegeben ist. 

 

Abbildung 64: Untersuchung einer Monoxygenase-Bibliothek auf die Bildung von vicinalem Diol aus 
Non-1-en-4-ol (11). Nach jeweils 3, 5 und 20 Stunden wurden 100 µL der Reaktionsansätze entnommen und jede 
Probe mit 10 µL Natriumperiodatlösung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden 
weitere 10 µL Adrenalinlösung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion für 5 min inkubiert, bevor die Absorption 
bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen: ∑ 500 µL: 200 µL P450 BM3 Rohlysat, 
0.3 kU Katalase, FDH*-Formiat-NADPH Recycling, 6 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 30 °C. Für jede 
Untersuchung wurden jeweils 12 gleichartige Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive 
Standardabweichung abgebildet. WT = Wildtyp, LV = pET28 Leervektor, GQ = A74G L188Q, GVQ = A74G F87V 
L188Q. 

3.2.4 Generierung einer Mutantenbibliothek für die bevorzugt α-ständige 

Hydroxylierung von Substraten mit polaren Substituenten 

Parallel zu der Etablierung eines Screenings wurden neue Varianten von P450 BM3 erzeugt, welche 

bevorzugt α-ständig zu einer bereits bestehenden Hydroxygruppe, oder einem anderen polaren 

Substituenten hydroxylieren sollen. Natürlicherweise hydroxyliert P450 BM3, in ω-1 bis ω-3 Position, 

also dem hydrophoben Ende von Fettsäuren der Länge C-12 bis C-20.[212] Dabei wird der polare 

Carboxylrest von den ebenfalls polaren Aminosäuren R47 und Y51 in der Nähe des Substrateinganges 

koordiniert, während die Aminosäuren rund um das Häm hydrophober Natur sind (Abbildung 35). 

Positioniert man in einem Gedankenexperiment das bisherige Mustersubstrat Non-1-en-4-ol (11) im 

aktiven Zentrum, würde man davon ausgehen, dass die Hydroxygruppe ebenfalls bevorzugt am 

hydrophileren Substrateingang koordiniert wird, während der hydrophobe Rest weiter in das aktive 

Zentrum hineinragt, analog zu den natürlichen Substraten (Abbildung 35). Die Verteilung der 

Regioisomere bei der Hydroxylierung von 11 untermauert diese Annahme, da auch hier bevorzugt an 

Position 7 und 8 hydroxyliert wurde (Abbildung 39). Um zu überprüfen, ob sich dieses Prinzip der 
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Koordination ausnutzen lässt, um Moleküle wie Non-1-en-4-ol (11) bevorzugt in Nachbarschaft zur 

bereits existierenden OH-Gruppe zu hydroxylieren, wurden deshalb gezielt unpolare Aminosäuren in 

der Nähe des Häms, durch eine Auswahl an polaren Aminosäuren substituiert. Dies ermöglicht eine 

Koordination der polaren Hydroxygruppe über dem Häm und damit eine Umorientierung des Substrates 

im aktiven Zentrum. Dieser Ansatz wurde bereits erfolgreich für die Akzeptanz kürzerer Fettsäuren der 

Länge C4-C10 durchgeführt.[214] Nach Betrachtung der substratgebundenen Kristallstruktur und Anhand 

der Literaturdaten, wurde sich für die Positionen L75, L181 und I263 entschieden.[204] Diese liegen auf 

der entgegengesetzten Seite des Häm-Eisens und sind teilweise an der Ausbildung der hydrophoben 

Tasche beteiligt. Diese ist vermutlich dafür verantwortlich, dass die natürlichen Fettsäuresubstrate nicht 

terminal hydroxyliert werden, da sich das hydrophobe Ende in der besagten Tasche befindet.[204] Die 

Optimierung des Enzyms war mittels „directed evolution“, oder rationalem Design möglich und es 

wurde sich für das rationale Design entschieden. Die Entscheidung ist darin begründet, dass die 

Optimierung mittels „directed evolution“ automatisch mit einem hohen Screening-Aufwand verbunden 

ist, da eine große Vielzahl von Varianten erstellt wird.[26, 249] Aus arbeitstechnischer Sicht war dieser 

Weg nicht realisierbar, weshalb sich für eine kleine komprimierte Bibliothek entschieden wurde. Dafür 

wurden die drei Aminosäurepositionen L75, L181 und I263 jeweils durch die Aminosäuren K, H, Q, N 

und T ausgetauscht. Dies geschah mit Hilfe von QuikChange™ PCR (Stratagene, La Jolla, Kanada). In 

dieser PCR-basierten Strategie wird der gesamte Vektor mit Hilfe zweier komplementärer Primer 

amplifiziert, welche gleichzeitig die Information für den erwünschten Basenaustausch beinhalten. Im 

Anschluss an die Amplifikation des gesamten Vektors mit Hilfe der DNA-Polymerase wird der 

methyliert vorliegende Parentalstrang mit Hilfe von DpnI verdaut. Dieses Restriktionsenzym schneidet 

spezifisch nur methylierte DNA, wodurch der neu generierte Doppelstrang, mit der enthaltenen 

Punktmutation, unversehrt bleibt. Im Anschluss kann der neue Strang mittels Agarose-

Gelelektrophorese von der restlichen DNA getrennt und in den Zielorganismus transferiert werden 

(Abbildung 65).  

 

Abbildung 65: Darstellung des Grundprinzips der QuikChange™ Methode in Anlehnung an Liu et al.[256] Grau = 
methylierter Parentalstrang, Schwarz = Unmethylierter und modifizierter Strang, ▲= Punktmutation. 

Da bei dieser Methode jeweils eine Lücke in den DNA-Strängen verbleibt, kann der neu generierte 

Doppelstrang nicht mehr als Vorlage für eine weitere Amplifikation dienen. Dadurch ist die 

Amplifikation auf den Parentalstrang beschränkt und verläuft linear statt exponentiell. Dies führt zu 

deutlich verringerten Ausbeuten an Plasmid im Vergleich zu anderen PCR-Methoden. Weiterhin ist es 

möglich, dass die beiden komplementären Primer miteinander interagieren, wodurch ein weiterer 

Effizienzverlust möglich ist.[257, 258] Aus diesem Grund wurde beim Design der Primer darauf geachtet, 
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dass diese kompatibel miteinander sind und ähnliche Schmelztemperaturen aufweisen. Um diese 

generellen Probleme zu vermindern wurde zusätzlich ein Zwei-Stufen Protokoll verwendet, indem beide 

Primer erst getrennt voneinander zu dem Parentalstrang gegeben wurden und nur einer der beiden 

Stränge teilweise amplifiziert wurde. Vor dem zweiten Schritt wurden dann die Ansätze beider Primer 

miteinander vereinigt und die Amplifikation des gesamten Stranges fortgesetzt. 

Anhand der vorherigen Ergebnisse aus den Screening-Versuchen und dem Präparativansatz, sollten die 

drei ausgewählten Positionen L75, L181 und I263 sowohl im Wildtyp, als auch in Variante A74G 

L188Q ausgetauscht werden, da für beide Varianten die Ergebnisse auf die jeweils größte Menge an 

gebildetem 3,4-Diol 12 hindeuteten. Daher wurde das QuikChange™ Protokoll für alle 30 möglichen 

Varianten durchgeführt und es konnten 28 Varianten erfolgreich erzeugt werden. Nur die Variante 

I263Q und die Dreifachmutante A74G L75T L188Q konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht zur 

Verfügung gestellt werden. Für beide Varianten ergaben sich jeweils Probleme in der Amplifikation der 

DNA, welche auf die bekannten Komplikationen der QuikChange™ zurückzuführen sein können. Für 

die Erzeugung der fehlenden Varianten ist demnach ein neues Primerdesign erforderlich. 

An dieser Stelle sollte die Untersuchung der neu generierten P450 BM3 Varianten auf eine bevorzugt 

α-ständige Hydroxylierung erfolgen. Dafür wurde eine Reihe von unterschiedlichen Substraten zur 

Verfügung gestellt, welche theoretisch mit dem neuen Screening untersucht werden können. Dabei 

wurde das Augenmerk sowohl auf eine Reihe einfacher Homoallylalkohole gelegt, welche Ähnlichkeit 

zum bisherigen Mustersubstrat Non-1-en-4-ol (11) aufweisen, als auch anspruchsvollere und 

interessantere Moleküle wie Steroide (Abbildung 66). Eine regioselektive, α-ständige Hydroxylierung 

dieser komplexeren Moleküle wäre ebenfalls mit Hilfe des neuen Screenings detektierbar. Da auch diese 

Substratklassen bereits erfolgreich regioselektiv, mit Hilfe der P450 BM3, hydroxyliert werden konnten, 

sollte eine Untersuchung dieser Moleküle mit dem Adrenalin-Screening ebenfalls möglich sein.[259, 260] 

 

Abbildung 66: Synthetisierte und kommerziell erworbene Substrate, für die Untersuchung α-ständiger 
Hydroxylierungen mit Hilfe des Adrenalin-Screenings. 
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Da die Funktionsfähigkeit des angedachten Screenings bis zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht 

endgültig bewiesen werden konnte, war es jedoch nicht möglich eine Untersuchung der neuen Varianten 

durchzuführen. 

3.3 Kurzzusammenfassung 

Nachdem in vorangegangenen Arbeiten festgestellt wurde, dass P450 BM3 in der Lage ist den 

Homoallylalkohol Non-1-en-4-ol (11) in allylischer Position zu hydroxylieren, wurde die Reaktion 

näher untersucht und ein Eindruck von der Produktverteilung der regioisomeren Produkte gewonnen.[197] 

Der initiale Versuch, ein geeignetes chromatographisches Trennprogramm für die Vielzahl an Regio-, 

und Stereoisomeren zu finden, misslang. Um neben des bereits untersuchten Homoallylalkohols 11 eine 

breite Palette synthetisch interessanter Substrate untersuchen zu können, wurde beschlossen eine 

Screeningplattform für die Bildung vicinaler Diole, in P450 katalysierten Reaktionen, zu etablieren. Die 

Auswahl fiel auf ein bereits publizierten, vicinalen Diol-Nachweis mit Hilfe von Natriumperiodat und 

Adrenalin.[236] Es wurde getestet ob diese Art des Screenings auch auf das komplexe System einer P450 

BM3 katalysierten Reaktion übertragbar ist. Dabei wurde festgestellt, dass der Nachweis von vicinalen 

Diolen auch innerhalb dieser komplexen Systeme möglich ist und in der allylischen Oxidation von 

Non-1-en-4-ol (11) im größeren Maßstab, ausreichende Mengen vicinales Diol generiert werden. Die 

Anwesenheit von Störfaktoren wie Glucose erforderte jedoch eine Extraktion der Reaktionsansätze, was 

zwar zu erhöhter Sensitivität des Diol-Nachweises führt, allerdings eine schwierige Handhabung des 

Screenings zur Folge hat. Der Nachweis von vicinalem Diol konnte ebenfalls in der Untersuchung von 

P450 BM3 Bibliotheken erfolgen. Auf Grund der schwierigen Handhabung waren diese Ergebnisse 

jedoch nicht reproduzierbar. 

Um die Handhabung des Screenings zu vereinfachen wurde das Cofaktor-Recycling System gewechselt, 

da die hohe Konzentration an Glucose die Extraktion der Proben vorher zwingend notwendig machte. 

Sowohl die Formiat-Dehydrogenase, als auch die Phosphit-Dehydrogenase wurden dafür erfolgreich 

eingesetzt. Die folgenden Reaktionsansätze mussten nicht mehr extrahiert werden, die anschließend 

fehlende Aufkonzentrierung führt jedoch auch zu einer geringeren Nachweisgrenze an vicinalem Diol. 

Eine solche Menge wurde unter Screeningbedingungen jedoch nicht zuverlässig in der biokatalytischen 

Umsetzung von Non-1-en-4-ol (11) erzeugt. 

Parallel zur Entwicklung des Screenings wurden 28 neue Mutanten vom Wildtyp und von P450 BM3 

A74G L188Q erzeugt. Diese beiden Varianten wurden ausgewählt, da sie zuvor die größte Menge 

vicinales Diol in der Oxidation des Homoallyalkohols 11 erzeugten. Dafür wurden die hydrophoben 

Aminosäuren L75, L181 und I263 jeweils durch die Aminosäuren K, H, Q, N und T substituiert. Diese 

Aminosäuren sind an der Ausbildung einer hydrophoben Tasche des Enzyms beteiligt. Diese liegt auf 

der gegenüberliegenden Seite des Häms im aktiven Zentrum und spielt eine Rolle in der Ausrichtung 

hydrophober Substrate.[204] Der Austausch dieser hydrophoben Aminosäuren durch Aminosäuren mit 

polaren Substituenten könnte demnach eine Umorientierung von Substraten im aktiven Zentrum zur 
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Folge haben und damit Hydroxylierungen in vicinaler Position zu bereits existierenden Hydroxygruppen 

oder Ketogruppen begünstigen. Eine Verschiebung des Produktspektrums hin zu vicinalen Diolen bzw. 

α-Hydroxyketonen wäre dadurch möglich. Die generierten Mutanten konnten jedoch noch nicht auf 

diesen Effekt hin getestet werden, da das Adrenalin basierte Screening noch keine verlässlichen Daten 

liefert. 

3.4 Short Summary 

Previously carried out experiments showed that P450 BM3 GQ variant can hydroxylate the non-natural 

substrate non-1-en-4-ol (11) in allylic position with a preference for the syn-configured vicinal diol.[197] 

Further experiments were conducted to gain an impression of the distribution of generated regioisomers. 

To quantify the different products a separation of the different regio- and stereoisomers via gas-

chromatography was tested, but not successful. To open the possibility of investigating more potential 

substrates than just the homoallylic alcohol 11, the establishment of a screening-method for the 

generation of vicinal diol products with P450 BM3 was attempted. An already published screening-

method for the detection of diol-products in cofactor-independent enzyme catalyzed reactions was 

chosen as a starting point. This screening utilizes sodium periodate and adrenaline to photometrically 

detect vicinal diols.[235, 236] It was shown that enough vicinal diol was produced in the P450 BM3 

catalyzed oxidation of 11 in bigger scales, to detect it with the adrenaline-assay. The presence of high 

concentrations of glucose and other disruptive factors demanded an extraction of the reaction mixture 

though. The extraction and concentration of the extract led to lower detection limits of the product on 

the one-hand, but significantly increased the difficulty of sample handling on the other hand. Even 

though the generation of vicinal diol products in the oxidation of 11 with different variants of P450 BM3 

could be verified, the difficult sample-handling did not allow to reproduce these results. 

Therefore, alternative cofactor-recycling systems were tested which allow for the direct measurement 

of the samples, without a previous extraction-step. A formiate dehydrogenase and a phosphite 

dehydrogenase were successfully employed in the cofactor recycling and vicinal diols could be directly 

detected without previous extraction of the reaction mixture. The absence of an extraction- and 

concentration-step lowered the detection limit though. This limit was not reliably reached in the 

oxidation of 11 with P450 BM3. 

Parallel to the development of the screening, 28 new mutants of the wildtype of P450 BM3 and P450 

BM3 GQ were successfully generated. The wildtype and P450 BM3 GQ were chosen, because they 

previously produced the highest amounts of vicinal diol in the oxidation of the homoallylic alcohol 11. 

The hydrophobic amino acids L75, L181 and I263 were substituted with the amino acids K, H, Q, N 

and T. L75, L181 and I263 are part of the hydrophobic pocket in the active center of P450 BM3 and 

play a key-role in the orientation of substrates.[204] The substitution of these hydrophobic amino acids 

might therefore lead to a reorientation of substrates and allow for the preferred hydroxylation in vicinal 
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position of alcohols and ketones. These newly generated variants could not be tested yet, since the 

adrenalin-assay did not yield reliable results yet. 

3.5 Ausblick 

Bevor in Bezug auf das Screening und die mögliche α-ständige Hydroxylierung von Alkoholen weitere 

Versuche unternommen werden sollten, müsste eine endgültige Verifizierung der praktischen 

Anwendbarkeit des Screenings erfolgen. In einem „proof of principle“-Ansatz wäre an dieser Stelle die 

Umsetzung eines Alkohols oder Ketons denkbar, welcher bekanntermaßen in ausreichender Menge von 

P450 BM3 α-ständig hydroxyliert wird. Die Umsetzung von Non-1-en-4-ol (11) ist in diesem 

Zusammenhang nicht optimal, da weder der Umsatz des Substrates besonders hoch ist noch die 

regioselektive Hydroxylierung in allylischer Position. Ein Beispiel für eine solche Umsetzung mit einem 

interessanten Substrat ist die selektive Hydroxylierung von Testosteron (33) mit Hilfe unterschiedlicher 

Varianten von P450 BM3 (Abbildung 67).[259, 261] Ein Hindernis könnte jedoch die geringe Löslichkeit 

solcher Substrate in wässrigen Medien darstellen. So wurden nur Endkonzentrationen von 1 mM der 

Steroide im zitierten Screening eingesetzt. An dieser Stelle müsste demnach evaluiert werden, ob eine 

Extraktion und Aufkonzentrierung der Proben eine Notwendigkeit darstellt. 

 

Abbildung 67: P450 BM3 F87A A330W katalysierte, selektive Umsetzung von Testosteron (33) zu einem 
Natriumperiodat sensitiven α-Hydroxyketon 35, welches sich theoretisch mit Hilfe des Adrenalin-Assays 
nachweisen ließe. 

In Folge einer Verifizierung des Screenings könnte eine Untersuchung der neu generierten Varianten 

von P450 BM3 im genannten Kontext erfolgen. Ziel wäre es dabei einen Trend auszumachen, der für 

eine vermehrte Umorientierung von Substraten im aktiven Zentrum spricht, hin zu polaren Gruppen in 

der Proximität des Häm-Eisens. 

Eine weiteres Interessantes Anwendungsgebiet eröffnet sich durch das neue Cofaktor-Recycling System 

mit der Phosphit-Dehydrogenase aus Pseudomonas stutzeri. Die Anordnung des PTDH-Gens auf dem 

pBAD-Vektor erlaubt die einfache Fusion von Cofaktor-abhängigen Enzymen an die Dehydrogenase. 

Nach dem Vorbild von Beyer et al.[255, 262] könnten interessante Varianten der P450 BM3 an die 

Dehydrogenase fusioniert werden und bereits erfolgreich getestete biokatalytischen Umsetzung mit dem 

Fusionsenzym erfolgen. So könnte die selektive Umsetzung von ω-Alkensäuren mit Hilfe der P450 BM3 

GQ als Fusionsprotein mit PTDH durchgeführt werden.[218] Auch die selektive benzoylische 

Hydroxylierung von Benzoesäureestern mit der P450 BM3 F87A L188C wären mit dem Fusionsprotein 
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optimierbar.[237] Dabei ist jedoch darauf zu achten, dass das Fusionsprotein nicht erfolgreich in E. coli 

BL21(DE3) exprimiert werden konnte. Stattdessen musste auf den E. coli Top10-Stamm ausgewichen 

werden.[255] 

Die Fusion der PTDH muss allerdings nicht ausschließlich mit der P450 BM3 erfolgen. Auch weniger 

komplizierte Enzymsysteme, welche ebenfalls auf ein Recycling von NAD(P)H angewiesen sind, 

könnten als Fusionspartner dienen. So wurde kürzlich die Synthese von γ-Butyrolactonen in einer 

sequenziellen Ein-Topf-Synthese mit einer Enreduktase und einer Alkoholdehydrogenase gezeigt.[263] 

Die selektive Reduktion von α,β-ungesättigten γ-Ketoestern mit Hilfe einer Enreduktase ist dabei 

ebenfalls eine interessante Reaktion, in der eine Fusion aus Enreduktase und PTDH Anwendung finden 

könnte, um das bisherige GDH-Recycling zu ersetzen (Abbildung 68). 

 

Abbildung 68: Ein-Topf-Synthese von γ-Butyrolactonen, ausgehend von α,β-ungesättigten γ-Ketoestern, mit Hilfe 
einer Endreduktase und einer Alkoholdehydrogenase.[263] 
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4 Synthese von Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S)-37] 
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4.1 Einleitung 

Putaminoxin (37) ist ein phytotoxisches, 10-gliedriges Makrolakton aus dem Pilz Phoma putaminum. 

Dieser zur Familie der Ascomyceten zählende Pilz ist unter anderem für das Auftreten von Blattfäule, 

auf dem auf Wiesen weit verbreiteten Korbblüter Erigeron anuus (auch Feinstrahl oder weißes 

Berufkraut genannt), verantwortlich. Um herauszufinden welche Substanz für das Auftreten der 

Blattfäule verantwortlich ist, wurden in einer vorangegangenen Untersuchung Flüssigkulturen des Pilzes 

filtriert und das Medium auf Phytotoxizität untersucht. Tatsächlich waren die Filtrate phytotoxisch und 

verursachten die Ausbildung von Necrose, wenn Blätter von E. anuus und anderer Pflanzen damit 

behandelt wurden.[264] Schlussendlich konnte das Makrolakton Putaminoxin (37) aus diesen Filtraten 

isoliert und als phytotoxische Quelle ausgemacht werden. Eine erste spektroskopische Untersuchung 

des Makrolaktons offenbarte, dass es eine Doppelbindung an Position 6 und zwei Hydroxygruppen in 

Position 5 und 9 besaß. Das dadurch vorhandene stereogene Zentrum an Position 5 wurde anhand der 

spektroskopischen Daten als (S)-konfiguriert bestimmt, während die Doppelbindung E-konfiguriert 

vorliegt. Die Konfiguration des stereogenen Zentrums an Position 9 konnte dagegen initial nicht 

bestimmt werden.[264] Auf die Charakterisierung folgten später erste Totalsynthesen der Verbindung in 

dessen Zuge das stereogene Zentrum an Position 9 als (R)-konfiguriert deklariert wurde.[265] Die 

Bestimmung der Konfiguration erfolgte dabei erneut über spektroskopische Methoden in Abgleich mit 

den Daten von Evidente et al.[264] Basierend auf ihrem potentiellen Nutzen als Herbizid, wurden 

Kulturmedien der Gattung Phoma intensiver studiert. In diesen weiteren Untersuchungen gelang die 

Isolation einer ganzen Palette dieser Nonenolide wie Putaminoxine, Stagonolide, Aspinolide und 

Herbarumine.[266-273] Parallel zur Isolation immer neuer phytotoxischer Nonenolide erfolgten weitere 

Totalsynthesen dieser interessanten Verbindungen (Abbildung 69).[265, 274-285] Für die Synthese wurden 

dabei allgemein zwei unterschiedliche Strategien für den Aufbau des Grundgerüstes verfolgt, welche in 

den folgenden Kapiteln näher beleuchtet werden. 

 

Abbildung 69: Ausgewählte Beispiele prominenter Nonenolide, welche im Rahmen von Totalsynthesen 
beschrieben worden sind. 



  

98 

4.1.1 Totalsynthese von Nonenoliden auf Basis von intermolekularen Veresterungen 

und Ringschlussmetathesen 

Der am häufigsten verwendete Ansatz zum Aufbau des Grundgerüstes dieser Nonenolide ist die 

Ringschlussmetathese, im Anschluss an eine intermolekulare Veresterung von zwei Olefinen. Die 

Ringschlussmetathese erlangte große Popularität nachdem Fu und Grubbs 1992 damit neue Ansätze zur 

einfachen Synthese von Monozyklen publizierten.[286] Seit der Vorstellung dieser Highlights erfreut sich 

diese Methode großer Beliebtheit und konnte für die Synthese einer Vielzahl von Monozyklen mit 

unterschiedlichsten Substituenten verwendet werden.[287, 288] In Form einer intramolekularen 

Kreuzmetathese verläuft die Ringschlussmetathese dabei über eine [2+2]-Cycloadditionsreaktion 

zwischen einem Metallalkyliden und einem Olefin, über eine Metallcyclobutan-Zwischenstufe 

(Abbildung 70). Derselbe Mechanismus kann auch in der Reaktion eines Metallalkyliden mit einem 

Olefin erfolgen, die dabei entstehende Metall-Oxo-Spezies ist jedoch stabil, wodurch das Metall nicht 

mehr für eine weitere Reaktion zur Verfügung steht. Dadurch ist in solchen Fällen die Zugabe 

stöchiometrischer Mengen des Katalysators erforderlich.[287] 

 

Abbildung 70: A Mechanismus der [2+2]-Cycloaddition in Metathesereaktionen. B) Schematische Darstellung 
einer Ringschlussmetathese in Anlehnung an Grubbs und Deiters et al.[287, 288] 

Einen solchen Ansatz zur Synthese dieser phytotoxischen Nonenolide wurde beispielsweise von 

Fürstner et al. für die Synthese von Herbarumin I (43) und II (44) verwendet (Abbildung 71). In der 

Ringschlussmetathese entstand jedoch ein Gemisch aus (E)- und (Z)-konfigurierten, zyklischen Olefinen 

und es war noch keine verlässliche Methode verfügbar, die Konfiguration der neu geformten 

Doppelbindung zu beeinflussen.[274] Nichtsdestotrotz gelang die Synthese der gewünschten 

Verbindungen und damit ein Muster zur Synthese weiterer Makrolaktone wie Pinolidoxin (45). Für 

diesen potenten Inhibitor der Phenylalanin-Ammoniak Lyase zeigten sich zu diesem Zeitpunkt bereits 

erste Unstimmigkeiten bezüglich der absoluten Konfiguration der stereogenen Zentren.[274] Ein Problem, 

welches auch in den Folgesynthesen der Putaminoxine auftrat.[285] 
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Abbildung 71: Struktur der totalsynthetisch hergestellten, phytotoxischen Nonenolide Herbarumin I (43) und II (44) 
aus Mycosphaerella lethalis, sowie von Pinolidoxin (45), einem potenten Inhibitor der Phenylalanin-Ammoniak 
Lyase.[274] 

Einen ähnlichen Ansatz zum Aufbau des Grundgerüstes wählten Sabitha et al. für die erste 

Totalsynthese von Putaminoxin (37).[265] In einem ersten Schritt wurden die beiden Hauptbausteine, mit 

jeweils einem stereogenen Zentrum, miteinander verestert und im Anschluss fand eine 

Ringschlussmetathese statt (Abbildung 72). Der erste Baustein (R)-Hept-1-en-4-ol [(R)-26], wurde dafür 

unter Verwendung der Keck-Allylierung aus Butyraldehyd 46 hergestellt,[289] während der zweite 

Baustein, der geschützte Allylalkohol 47, nach einer zuvor beschriebenen Methode aus einem Epoxid 

hervorging.[290] Anhand der NMR-spektroskopischen Untersuchung und des Drehwertes, in 

Kombination mit den Informationen aus der Isolation und ersten Zuordnung der stereogenen Zentren 

nach Evidente et al., wurde Putaminoxin (37) als (5S,6E,9R)-konfiguriert deklariert.[264] 

 

Abbildung 72: Retrosynthetischer Ansatz von Sabitha et al. für die Synthese von Putaminoxin 37 (Sabitha 
2009).[265] PMB = para-Methoxybenzyl. 

Dieses grundsätzliche Schema der Retrosynthese wurde infolgedessen für zahlreiche Synthesen 

verwandter Substanzen wie Stagonolid F (40), Aspinolid A (41) und Hypocreolid A (39) verwendet. 

Diese unterscheiden sich wie zuvor gezeigt nur in der Konfiguration des Homoallyl- bzw, Allylalkohols 

und der Länge der Seitenkette an Position 9 des finalen Makrolaktons. Daher konnte die Abfolge von 

Veresterung zweier Hauptbausteine und anschließender Ringschlussmetathese einfach übertragen 

werden. Die Unterschiede in der Synthese beschränkten sich daher auf die Erzeugung der 

enantiomerenreinen Allyl- und Homoallylalkohole. Perepogu et al. erzeugten den Homoallylalkohol 

indem sie eine kinetische Racematspaltung eines Epoxidvorläufers nach Jacobsen durchführten, 

während der Homoallylalkohol ebenfalls aus einem Epoxidvorläufer mit Hilfe einer asymmetrischen 

Sharpless Epoxidierung hervorging.[276] Auf diesem Wege gelang ihnen die erste Synthese von 

Stagonolid F (40). Einen sehr ähnlichen Ansatz verfolgten später auch Chinnababu et al. und 
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Chowdhury et al. für die Synthese von Stagonolid F (40) und Aspinolid A (41).[275, 283] Weiterhin 

verfolgten Shelke et al. einen organokatalytischen Ansatz zur Bereitstellung des Homoallylalkohols, 

indem sie eine α-Aminooxylierung oder eine Jørgensen Epoxidierung verwendeten. Damit gelang ihnen 

die Synthese sowohl von Aspinolid A (41), als auch von Stagonolid F (40).[281, 284] Kamal et al. dagegen 

nutzten den chiralen Pool für die Synthese von Stagonolid F (40), Aspinolid A (41) und Putaminoxin 

(37), indem sie für die Bereitstellung des Allylalkohol-Bausteins von (R)- oder (S)-Apfelsäure 

ausgingen.[278] Chithaluri et al. kombinierten eine Maruoka-Allylierung für die Synthese des 

Homoallylalkohols und eine Sharpless kinetische Racematspaltung für die Trennung der Enantiomere 

des Allylalkohols, für die Synthese von Putaminoxin E (42). Bei dieser Endsstufe der Synthese handelte 

es sich um Putaminoxin (37) im Anschluss an eine Reduktion der Doppelbindung an Position 6.[280] Alle 

diese Ansätze arbeiteten mit leicht unterschiedlichen Methoden zum Aufbau der beiden Hauptbausteine, 

die anschließende Strategie über die Veresterung und Ringschlussmetathese waren jedoch jeweils gleich 

(Abbildung 73). 

 

Abbildung 73: Übersicht über die verwendeten Reaktionstypen zur Bereitstellung der Hauptbausteine für die 
Synthese von Nonenoliden, anhand der primären Strategie der intermolekularen Veresterung und anschließenden 
Ringschlussmetathese. 

  



Synthese von Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S)-37] 
Einleitung 

101 

4.1.2 Totalsynthese von Nonenoliden auf Basis von Kupplungsreaktionen und 

anschließender Makrolaktonisierung 

Die häufigste Alternative zur intermolekularen Veresterung zweier Hauptbausteine und anschließender 

Ringschlussmetathese, stellt eine einfache Umkehr der letzten beiden Schritte dar. Anstatt die beiden 

Hauptbausteine miteinander zu verestern, werden diese beiden vorerst über eine Kupplungsreaktion 

miteinander verknüpft. Erst im Anschluss findet eine Laktonisierung statt, welche dieses Mal aber 

intramolekular verläuft und somit den Ringschluss vollzieht. Die in der Retrosynthese erdachten 

Schnittstellen am Ester und der Doppelbindung bleiben also erhalten und es findet eine einfache Umkehr 

der Reihenfolge dieser Schnitte statt (Abbildung 74). 

 

Abbildung 74: Darstellung des zweiten, grundlegenden Prinzipes zur Retrosynthese von Nonenoliden. Nach einer 
Kupplungsreaktion zweier Hauptbausteine (hier am Beispiel des typischen Allyl- und Homoallylalkohols), erfolgt 
eine intramolekulare Veresterung zum Makrolakton. 

Erstmals wurde diese Strategie von Götz et al. für die Synthese und Strukturaufklärung von 

Hypocreolid A (39) eingesetzt.[277] Ursprünglich war auch für diese Synthese eine Ringschlussmetathese 

vorgesehen. Diese ergab jedoch unter Verwendung des Grubbs-Katalysators der zweiten Generation ein 

3:2-Gemisch von (Z)- zu (E)-Lakton. Die Ringschlussmetathese erwies sich stark abhängig von der 

Wahl des Katalysators, doch auch die Verwendung alternativer Katalysatoren, wie dem Hoveyda-

Grubbs Katalysator der zweiten Generation, führte nicht primär zum erwünschten Produkt. Teilweise 

wurde sogar ausschließlich eine (Z)-konfigurierte Doppelbindung erhalten. Daher wurde dieser Ansatz 

verworfen und stattdessen eine Kreuzmetathese mit anschließender Yamaguchi-Makrolaktonisierung 

durchgeführt.[277] Die Generierung der stereogenen Zentren erfolgte dieses Mal einerseits über die 

bereits erwähnte Maruoka-Keck Allylierung für den Homoallylbaustein, andererseits aber über eine 

asymmetrische Hydrogenierung eines Ketons nach Noyori.[291, 292] Damit konnte der Allylalkohol-

Baustein selektiv erzeugt werden, welcher im Folgeschritt mit dem Homoallylkohol in der 

Kreuzmetathese verknüpft wurde.[277] 

Einen ähnlichen Ansatz wählten Sabitha et al. und Yadav et al. für die Synthese von Aspinolid A (41) 

und Putaminoxin (37).[279, 282] Auch sie verknüpften erst zwei enantiomerenreine Hauptbausteine, bevor 

sie eine Yamaguchi-Laktonisierung zum Produkt durchführten. Im Gegensatz zu beinahe allen 

vorherigen Synthesen verwendeten sie jedoch nicht die klassischen Allyl- und Homoallylbausteine. 

Stattdessen öffneten sie ein terminales Epoxid 49 regioselektiv mit einem Alkin 50, um einen 
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Homopropargylalkohol 51 zu erhalten (Abbildung 75). Dieser konnte wiederum im Anschluss an eine 

(E)-selektive Birch-Reduktion der Dreifachbindung und einer Oxidation des primären Alkohols, zum 

Produkt 37 laktonisiert werden. Für die Synthese der enantiomerenreinen Hauptbausteine 49 und 50 

wurden nach Yadav et al. erneut eine asymmetrische Epoxidierung von Olefin 52 nach Sharpless, bzw. 

eine kinetische Racematspaltung des terminalen Epoxids 53 nach Jacobsen durchgeführt. Sabitha et al. 

gaben dahingegen keine Auskünfte darüber, mit Hilfe welcher Reaktion sie die stereogenen Zentren an 

Position 5 und 9 des Nonenolids aufgebaut haben. Auch sie setzten allerdings auf zwei Epoxide, was 

die Vermutung nahelegt, dass auch sie erneut eine asymmetrische Epoxidierung nach Sharpless und eine 

kinetische Racematspaltung nach Jacobsen durchführten. 

 

Abbildung 75: Hauptschritte der Synthese von Putaminoxin (37) nach Yadav et al.[282] Bn = Benzyl, TBS = 
Tributylsilyl. 

Erst kürzlich gelangen Bisterfeld und Holec et al. die Synthese der vorgeschlagenen Strukturen von 

Putaminoxin B und D (38).[285] Nach dem Vorbild von Götz et al. waren die Schlüsselschritte die 

Kreuzmetathese eines Allylalkohols mit einem Homoallylalkohol, gefolgt von einer Yamaguchi-

Makrolaktonisierung. Das Besondere an dieser Synthese lag jedoch an der Erzeugung der 

enantiomerenreinen, sekundären Alkohole. Im Gegensatz zu den klassisch chemischen Methoden der 

vorangegangenen Synthesen von Nonenoliden, nutzen Bisterfeld und Holec et al. enzymatische 

Methoden für die Generierung der beiden stereogenen Zentren. Dabei setzten sie sowohl Alkohol-

Dehydrogenasen als auch Monooxygenasen ein (Abbildung 76). Im Falle des Homoallylalkohols 11 
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verglichen sie anschließend die enzymatischen Methoden mit der klassischen Allylierung nach Brown 

oder Leighton.[293, 294] 

Im Rahmen der Synthese stellten sie fest, dass enzymatische Methoden ebenbürtig oder sogar besser als 

klassisch chemische Methoden sein können und deshalb im Rahmen von Retrosynthesen in Betracht 

gezogen werden sollten. Dieser neue Blickwinkel auf die Synthese komplexer Naturstoffe wurde 

ebenfalls erst kürzlich in einigen Reviews ausführlich thematisiert.[25, 295, 296] Bisterfeld und Holec et al. 

gelangen auf diesem Weg nicht nur die Synthese der vorgeschlagenen Struktur von Putaminoxin B und 

D (38) sondern auch der Enantiomere bzw. Diastereomere. 

In der darauffolgenden Strukturanalyse dieser erstmals synthetisierten Verbindungen, fielen Bisterfeld 

und Holec et al. jedoch auf, dass die 13C NMR-Spektren der synthetisierten Verbindungen nicht mit 

denen der zuvor isolierten Verbindungen in Einklang gebracht werden konnten.[266, 267, 285] Daraufhin 

verglichen sie die 13C NMR-Spektren mit denen weiterer Nonelide und stellten weitere 

Unregelmäßigkeiten fest, die allerdings einer gewissen Systematik folgten. Infolgedessen wurde ein 

erster systematischer Vergleich der bis dato bereitgestellten Strukturdaten angestrebt. 

 

Abbildung 76: Von Bisterfeld und Holec et al. genutzte Methoden zur Darstellung des Allylalkohols 59 und des 
Homoallylalkohols 11 im Rahmen der Synthese der vorgeschlagenen Strukturen von Putaminoxin B und D (38).[285] 

4.1.3 Vergleich der Strukturdaten von isolierten und synthetisierten Nonenoliden 

In Folge der aufgedeckten Unregelmäßigkeiten in den 13C NMR-Daten im Anschluss an die 

chemoenzymatische Totalsynthese der vorgeschlagenen Strukturen von Putaminoxin B und D (38), 

erstellten Bisterfeld und Holec et al. eine Übersicht über die bis dato zur Verfügung stehenden Daten.[285] 

Als Vergleiche dienten die Daten jener Nonenolide, welche sich nur in der Konfiguration der 

stereogenen Zentren an Position 5 und 9, sowie der Länge der Alkylkette an Position 9 unterschieden. 

Es erfolgte kein Vergleich zu Strukturdaten von (Z)-konfigurierten Nonenoliden oder solchen mit 

weiteren Substituenten wie Pinolidoxin (45). Weiterhin wurde sich auf den Vergleich der Drehwerte 
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und der 13C NMR-Spektren reduziert, da sich die Signale der 1H NMR-Spektren teilweise überlagern 

und nicht eindeutig aufzulösen sind. 

Aus dem Vergleich der Strukturdaten ergab sich, dass die angegebenen chemischen Verschiebungen im 
13C NMR der isolierten Putaminoxine B und D (38) mit keinem der vier synthetisierten Stereoisomere 

von Bisterfeld und Holec et al. in Einklang gebracht werden konnten (Tabelle 3). 

Tabelle 3: Vergleich der 13C NMR-Daten von synthetisierten und isolierten Verbindungen der vorgeschlagenen 
Strukturen von Putaminoxin B und D (38). Dargestellt sind die Differenzen der chemischen Verschiebung in 
Anlehnung an Bisterfeld und Holec et al..[266, 267, 285] Chemische Verschiebungen wurden aus Gründen der 
Übersichtlichkeit nur bis zu einem maximalen Betrag von +/- 5 aufgetragen. 

  

 

   

  
 

 

Während in diesen Fällen keinerlei Systematik im Vergleich der Daten ersichtlich war, zeigte sich bei 

einem darauffolgenden Abgleich mit weiteren Nonenoliden wie Putaminoxin (37), Hypocreolid A (39) 

und Aspinolid A (41) jeweils ein klarer Trend. So stimmten die chemischen Verschiebungen der 

(5S,6E,9R)- konfigurierten Verbindung [(5S,6E,9R)-38] perfekt mit denen des ebenfalls (5S,6E,9R)-

konfigurierten Hypocreolid A (39) von Götz et al. überein.[277] Die einzigen Unterschiede lagen in den 

chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome der Alkylkette in Position 9. Dies ist allerdings nicht 

verwunderlich, da diese Alkylketten eine unterschiedliche Länge haben. Für alle sich im Ring 

befindlichen Kohlenstoffatome waren die chemischen Verschiebungen jedoch quasi identisch. Dasselbe 

ließ sich am Beispiel der (5S,6E,9S)-konfigurierten Verbindung [(5S,6E,9S)-38] im Abgleich mit 

Aspinolid A (41) von Fuchser und Zeeck beobachten.[269] Erneut waren die chemischen Verschiebungen 
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der Kohlenstoffatome im Ring quasi identisch, die Unterschiede beschränkten sich erneut auf die 

Signale an der Alkylkette (Tabelle 4). 

Tabelle 4: Vergleich der chemischen Verschiebungen der Ringkohlenstoffatome im 13C NMR von Nonenoliden, in 
Anlehnung an Bisterfeld und Holec et al.[285] Als Basis dienten die 13C NMR Daten aus der Synthese der 
vorgeschlagenen Strukturen von Putaminoxin B und D (38). Diese wurden mit den erhobenen 13C NMR Daten von 
Hypocreolid A (39), Putaminoxin (37), Stagonolid F (40) und Aspinolid A (41) verglichen und die Differenz der 
chemischen Verschiebung aufgetragen.[265, 269, 272, 277] Chemische Verschiebungen wurden aus Gründen der 
Übersichtlichkeit nur bis zu einem maximalen Betrag von +/- 5 aufgetragen. 
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Interessanterweise zeigte der Vergleich der 13C NMR-Daten der (5S,6E,9R)-konfigurierten Verbindung 

[(5S,6E,9R)-38] mit den 13C NMR-Daten des synthetisierten, (5S,6E,9R)-konfigurierten Putaminoxin 

(37) von Sabitha et al. jedoch, dass diese nicht zueinander passten.[265] Stattdessen passten die 

chemischen Verschiebungen der (5S,6E,9S)-konfigurierten Verbindung [(5S,6E,9S)-38] sehr gut zu 

denen des Putaminoxins (37) (Tabelle 4). Der Vergleich mit Stagonolid F (40) wiederum ergab erneut 

keinerlei Übereinstimmung der Signale, mit keinem der beiden synthetisierten Diastereomere von 38. 

Zusätzlich zu den 13C NMR-Daten zeigte sich beim Vergleich der Drehwerte dieser Verbindungen, dass 

das stereogene Zentrum an Position 9 eine höhere Priorität genießt. Dementsprechend zeigten all jene 

verglichenen Nonenolide, im Falle einer (9R)-Konfiguration, einen negativen Drehwert. Dies war 

unabhängig davon, welche Konfiguration parallel am C-5-Atom vorlag.[285] An dieser Stelle konnten 

jedoch keine weiteren Aussagen über die absoluten Konfigurationen der Verbindungen getätigt werden. 

Für eine weitergehende Untersuchung, besonders der Zusämmenhänge zwischen den vorgeschlagenen 

Strukturen von Putaminoxin B und D (38) und Putaminoxin (37), bedurfte es einer weiteren 

Totalsynthese von Putaminoxin (37) und seines (5S,6E,9S)- [(5S,6E,9S)-37] oder (5R,6E,9R)-

konfigurierten Diastereomers [(5R,6E,9R)-37]. Nur so ließe sich eine mögliche Zuordnung jener 

Verbindungen durchführen, welche angeblich gleich konfiguriert vorliegen, deren 13C NMR-Spektren 

diesen Fakt jedoch nicht widerspiegeln. Aus diesem Grund wurde die chemoenzymatische Synthese von 

Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S)-37] nach dem Vorbild von 

Bisterfeld und Holec et al. angestrebt, um mehr Informationen über die Strukturen dieser phytotoxischen 

Verbindungen zu erhalten. 

4.1.4 Erste Versuche zur chemoenzymatischen Synthese von Putaminoxin (37) und 

seinen Analoga 

Im Rahmen einer Bachelorarbeit wurden erste Untersuchungen zur chemoenzymatischen Synthese von 

Putaminoxin (37) durchgeführt.[297] Der Retrosyntheseplan orientierte sich dabei an der 

chemoenzymatischen Synthese der vorgeschlagenen Strukturen von Putaminoxin B und D (38) von 

Bisterfeld und Holec et al. und damit der Verknüpfung eines Allylalkohols mit einem Homoallylalkohol 

und anschließender Makrolaktonisierung (Abbildung 74).[285] Dabei gelang die Synthese der 

Allylalkohole (S)-59 und (R)-59 in Anlehnung an Vorschriften von Weber et al. und Fischer et al.[298, 

299] Für die asymmetrische Reduktion des Ketons 58 wurden die stereokomplementären Alkohol-

Dehydrogenasen aus Lactobacillus brevis (ADHLB) und Thermoanaerobacter brockii (ADHT, früher 

Thermoanaerobium) eingesetzt. Die Allylalkohole wurden für die anschließende Kreuzmetathese 

jeweils mit einer Tetrahydropyran-Schutzgruppe versehen (Abbildung 77). 

Für die Synthese des zweiten Bausteins, dem Homoallylalkohol 26 wurden mehrere Ansätze 

ausprobiert. Die stereoselektive Allylierung von Butanal 46 mit dem kommerziell erhältlichen Leighton-

Reagenz war dabei nicht erfolgreich, genauso wie eine kinetische Racematspaltung des 

Homoallylalkohols mit Hilfe der Sharpless-Epoxidierung. Die asymmetrische Reduktion des Ketons 58 
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mit unterschiedlichen Alkoholdehydrogenasen zeigte dagegen, dass die ADHT als Einzige in der Lage 

war, die sterisch sehr ähnlichen Seitenreste des Homoallylalkohols zu diskriminieren. Dabei konnten 

jedoch noch keine hohen Enantiomerenüberschüsse erreicht werden (Abbildung 77). Diese deuteten 

aber darauf hin, dass eine oxidative kinetische Racematspaltung des Homoallylalkohols 26 möglich 

wäre. Da die Alkoholdehydrogenase jedoch nicht in der Lage ist absolut zwischen dem Pentyl- und 

Pentenylrest des Hept-1-en-4-ols (26) zu unterscheiden, müsste ein Umsatz über 50 % erfolgen, um 

einen ausreichenden Enantiomerenüberschuss zu erhalten. Dies würde wiederum eine geringere 

Ausbeute zur Folge haben.[297] 

 

Abbildung 77: A) Synthese der Allylbausteine für die Synthese von Putaminoxin (37) und seinen Analoga nach 
Weber et al. und Bisterfeld und Holec et al.[285, 299] a) Zn, I2, DMA, 80 °C, 2 h; Acryloylchlorid, Pd(PPh3)4, RT, 15 h; 
b) ADHT/LB, Aceton, NADP+,KPi-Puffer (50 mM, pH 7.0, 1 mM MgCl2), 30 °C, 130 rpm,3.5 h; c) PPTS, DHP, CH2Cl2, 
RT, 14 h; B) Unterschiedliche Versuche zur Darstellung von (S)-Hept-1-en-4-ol [(S)-26].[297] 
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4.2 Ergebnisse und Diskussion 

4.2.1 Chemoenzymatische Synthese von Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,9S)-

Diastereomer [(5S,6E,9S)-37] 

Basierend auf den Ergebnissen der Arbeit von Diekmann wurde die kinetische Racematspaltung von 

Hept-1-en-4-ol (26) näher untersucht.[297] Bereits zuvor zeigten Bisterfeld und Holec et al., dass die 

kinetische Racematspaltung von Non-1-en-4-ol (11) mit Hilfe von Alkoholdehydrogenasen eine 

Alternative zu den herkömmlichen Allylierungsreaktionen sein kann.[285, 300] Im Gegensatz zu Non-1-

en-4-ol (11) handelt es sich bei Hept-1-en-4-ol (26) jedoch um ein beinahe symmetrisches Substrat. Da 

die Alkoholdehydrogenase aus Thermoanaerobacter brockii seine Substrate anhand des sterischen 

Anspruchs der Substituenten am Keton unterscheidet ist die Diskriminierung im Falle des Heptenols 26 

sehr viel anspruchsvoller. Der Unterschied der beiden Substituenten beträgt in diesem Fall nur zwei 

Wasserstoffatome. Die Alkoholdehydrogenase fixiert die Substituenten des Substrats in zwei 

unterschiedlich großen Taschen im aktiven Zentrum.[301] Der sterisch anspruchsvolle Rest kann somit 

nur in die größere der beiden Taschen hineinpassen. Die definierte Ausrichtung des Subtrates bedingt 

für alle größeren Substrate einen si-facialen Angriff des Hydrids vom NAD(P)H auf das elektrophile 

Kohlenstoffatom (Abbildung 78).[241] Dies gilt jedoch nur für die Annahme, dass der sterisch 

anspruchsvollere Rest eine höhere Priorität nach IUPAC-Nomenklatur genießt, im Falle der 

Homoallylalkohole 11 und 26 dagegen besitzt der sterisch anspruchsvollere Rest die geringere Priorität. 

Die Orientierung des Substrates bleibt zwar bestehen und der Hydridangriff folgt aus derselben 

Orientierung, der Nomenklatur entsprechend handelt es sich für diese Substrate jedoch um einen re-

facialen Angriff, welcher zur Ausbildung eines (R)-Alkohols führen würde. Im Umkehrschluss findet 

somit auch eine Oxidation des (R)-Alkohols in der oxidativen kinetischen Racematspaltung statt, unter 

Anreicherung des (S)-Alkohols. 

 

Abbildung 78: Fixierung von Substraten mit unterschiedlichen Substituenten im aktiven Zentrum der ADHT, in 
Anlehnung an Hummel et al.[241] R1 = sterisch anspruchsvoller Rest, R2 = sterisch wenig anspruchsvoller Rest. 

Die Möglichkeit mit Hilfe der ADHT unterschiedlich lange, aliphatische Homoallylalkohole 

enantiomerenrein bzw. enantiomerenangereichert darzustellen, könnte als Basis für weitere 

chemoenzymatische Synthesen von Nonenoliden, mit unterschiedlichen Kettenlängen am C-9 Atom, 

dienen. Um herauszufinden, in welchem Kettenlängen-Bereich der Einsatz der ADHT sinnvoll ist, 

wurden racemische Gemische von Homoallylalkoholen der Kettenlänge C-7 bis C-12 mit der 



Synthese von Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S)-37] 
Ergebnisse und Diskussion 

109 

Alkoholdehydrogenase oxidiert. Die racemischen Homoallylalkohole wurden dafür kommerziell 

erworben oder vorab selbst synthetisiert (siehe Kapitel 5.5.2). Es zeigte sich, dass die ADHT optimal für 

die oxidative kinetische Racematspaltung der Substrate Oct-1-en-4-ol (27) und Non-1-en-4-ol (11) 

eingesetzt werden kann. Für diese verbindet sie eine hohe Selektivität mit kurzer Reaktionszeit unter 

den getesteten Bedingungen. Für die Oxidation der längeren Kettenlängen wird die Reaktionszeit 

dagegen graduell länger und die geringe Löslichkeit der Substrate erlaubte keine konstante Bestimmung 

des Umsatzes, da die Substrate nicht homogen im Reaktionsmedium verteilt vorlagen. Die 

Notwendigkeit den Umsatz mittels analytischer Methoden zu verfolgen, um die Reaktion an einem 

geeigneten Zeitpunkt abbrechen zu können, macht lange Reaktionszeiten zusätzlich unerwünscht. Im 

Anschluss an eine Verringerung der Konzentration der längeren Homoallylalkohole 28-30 auf 7.5 mM 

statt der üblichen 10 mM, konnten auch für diese enantiomerenreine Produkte nach 4-24 Stunden 

erhalten werden (Tabelle 5). Erfreulicherweise war die ADHT ebenfalls in der Lage die Alkylketten des 

beinahe symmetrischen Hept-1-en-4-ols (26) zu unterscheiden, so dass nach 58 % Umsatz ein 

Enantiomerenüberschuss (ee) von 94 % erreicht wurde. 

Tabelle 5: Oxidative kinetische Racematspaltung von aliphatischen Homoallylalkoholen mit Hilfe der ADHT. 
Reaktionsbedingungen: Homoallylalkohol (10 mM), Aceton (5 vol.-%), ADHT (0.5 U/mL), NADP+ (300 mM), KPi-
Puffer (50 mM, pH 7.0, 1 mM MgCl2), 30 °C, 130 rpm. 

 

Substrat Produkt Umsatz [%] ee [%] Zeit [h] 

26 (n = 1) (S)-26 (n = 1) 58 94 3 

27 (n = 2) (S)-27 (n = 2) 50 >99 3 

11 (n = 3) (S)-11 (n = 3) 50 >99 3 

28 (n = 4) (S)-28 (n = 4)  >99a 4a 

29 (n = 5) (S)-29 (n = 5)  99a 8a 

30 (n = 6) (S)-30 (n = 6)  90a 24a 

a Substratkonzentration wurde auf 7.5 mM reduziert 

 

In vorangegangenen Experimenten mit der ADHT konnten Keinan et al. keinen Umsatz in der 

asymmetrischen Reduktion von Hept-1-en-4-on (63) beobachten.[302] Es wurde vermutet, dass die 

n-Pentyl Seitenketten der Verbindung nicht in die kleine Tasche des Enzyms passen. Der beobachtete 
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ee von 94 % nach 58 % Umsatz zeigte, dass diese im Gegensatz zur minimal kleineren n-Pentenyl 

Seitenkette tatsächlich nicht gut in die kleine Tasche passt, die Diskriminierung jedoch nicht so gut ist, 

wie die gegenüber der etwas längeren n-Butyl Seitenkette des Oct-1-en-4-ols (27). Dadurch lag der ee 

nach 50 % Umsatz nicht bei >99 % und es fand eine kontinuierliche, aber langsame Umsetzung des 

verbliebenden (S)-Hept-1-en-4-ols [(S)-26] statt (Abbildung 79). 

 

Abbildung 79: Oxidative kinetische Racematspaltung von ♦ Hept-1-en-4-ol (26) und ○ Oct-1-en-4-ol (27) mit der 
Alkoholdehydrogenase aus Thermoanaerobacter brockii. Reaktionsbedingungen: Homoallylalkohol (10 mM), 
Aceton (5 % (v/v)), ADHT (0.5 U/mL), NADP+ (300 mM), KPi-Puffer (50 mM, pH 7.0, 1 mM MgCl2), 30 °C, 130 rpm. 
Proben wurden nach 0 h, 1 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 8 h und 24 h entnommen, extrahiert und mit Hilfe von 
Gaschromatografie über chiraler stationärer Phase untersucht. 

Auch im Falle des kleineren und beinahe symmetrischen Substrates Hept-1-en-4-ol (26) wurde gemäß 

vorherigen Untersuchungen bevorzugt das (R)-Enantiomer oxidiert.[300, 302, 303] An dieser Stelle ist darauf 

zu achten, dass für die anderen untersuchten Substrate zumeist der sterisch anspruchsvollere Rest eine 

höhere Priorität nach Prelog besaß. Im Fall der sterisch minimal weniger anspruchsvolleren n-Pentenyl 

Seitenkette ist dieser Zusammenhang jedoch umgekehrt, so dass jeweils das (S)-Enantiomer übrigblieb. 

Die Reaktion wurde in einem größeren Maßstab von 250 mL wiederholt und das erwünschte 

(S)-Hept-1-en-4-ol [(S)-26] konnte in 25 % Ausbeute und einem (S)-ee von 94 % isoliert werden. Eine 

parallele asymmetrische Allylierung von Butanal (46) mit Hilfe des Brown-Reagenzes ergab eine 

Ausbeute von 23 % mit einem (S)-ee von 95 %. In beiden Fällen führte die Entfernung des 

Lösungsmittels unter reduziertem Druck vermutlich zu Ausbeuteverlusten, da das Produkt volatil ist. 

Nichtsdestotrotz konnte der enantiomerenangereicherte Homoallylalkohol für die weitere Synthese von 

Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S)-37] eingesetzt werden. Für die 

spätere Kreuzmetathese mit dem geschützten Allylalkoholbaustein 62 musste der Homoallylalkohol 26 

dafür mit einer Schutzgruppe versehen werden. In vorangegangenen Synthesen wurde er dafür jeweils 

mit einer Acetyl-Schutzgruppe versehen.[277, 285] Dies führte jedoch im Falle des Hept-1-en-4-ols (26) zu 

sehr geringen Ausbeuten, vermutlich da das Produkt noch volatiler als das Substrat war. Deshalb wurde 

der Homoallylalkohol stattdessen mit einer Benzoylschutzgruppe versehen und das geschützte Produkt 
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68 konnte auf diese Art in 89 % Ausbeute gewonnen werden. Für die Synthese von Putaminoxin (37) 

wurde der Homoallylalkohol jedoch in (R)-Konfiguration benötigt. Es stand jedoch keine 

stereokomplementäre Alkoholdehydrogenase für die kinetische Racematspaltung des 

Homoallylalkohols rac-26 zur Verfügung und eine Brown-Allylierung von Butanal (46) führte nur zu 

einem (R)-ee von 72 %. Deshalb wurde stattdessen das stereogene Zentrum des (S)-Hept-1-en-4-ol [(S)-

26] mit Hilfe einer Mitsunobu-Veresterung invertiert und gleichzeitig geschützt. Dies gelang in einer 

Ausbeute von 83 %. In der anschließenden Kreuzmetathese mit dem THP-geschützten Allylalkohol 

(S)-62 zeigte sich, dass primär das Homodimer 69 des geschützten Homoallylalkohols 68 entstand. Das 

gewünschte Heterodimer 70 konnte dagegen nur in 24 % Ausbeute erhalten werden (Abbildung 80).  

 

Abbildung 80: THP = Tetrahydropyranyl, Bz = Benzoyl. Reaktionsbedingungen: a) ADHT, Aceton, NADP+,KPi-
Puffer (50 mM, pH 7.0, 1 mM MgCl2), 30 °C, 130 rpm,3.5 h; b) (+)-B-Allyldiisopinocampheylboran, Et2O, -78 °C, 
1 h; c) Benzoylchlorid, Pyridin, CH2Cl2, 24 h; d) Benzoesäure, Triphenylphosphin, Diisopropylazodicarboxylat, THF, 
4.5 h; e) Grubbs-Katalysator 2te Generation, CH2Cl2,40 °C, 24 h. 

Dieser Zusammenhang wurde bereits zuvor beobachtet,[285] weshalb in der vorangegangenen Synthese 

erst einmal der geschützte Homoallylalkohol 68 zum entsprechenden Homodimer 69 verknüpft wurde, 

bevor dieses in einer zweiten Metathesereaktion mit dem geschützten Allylalkohol 62 eingesetzt wurde. 

Die Metathese zum Homodimer (4S,6E,9S)-69 bzw. (4R,6E,9R)-69, unter Verwendung des Grubbs-

Katalysators der zweiten Generation, ergab für beide Enantiomere des geschützten Homoallylalkohols 
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68 gute Ausbeuten von 83-86 %. Die darauffolgende Kreuzmetathese mit dem geschützten Allylalkohol 

(S)-62 ergab aber erneut nur eine maximale Ausbeute von 41 % für das Heterodimer 70 (Abbildung 80). 

Unreagierter Allylalkohol 62 und das unreagierte Homodimer 69 konnten jedoch jeweils 

zurückgewonnen werden. Diese konnten erneut in einer zweiten Metathesereaktion eingesetzt werden, 

welche eine gleichwertige Ausbeute von 40 % für das Heterodimer 70 ergab.  

Die letzten Schritte der Synthese umfassten die Entschützung der beiden Ester-Schutzgruppen am 

Carboxylende, sowie an der Hydroxylgruppe in Position 9. Daraufhin folgte eine Yamaguchi-

Makrolaktonisierung zur Schließung des Ringes, bevor die Entschützung der THP-Schutzgruppe zum 

Erhalt des Putaminoxin [(5S,6E,9R)-37] und seinem (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S)-37] führte. In 

Anlehnung an die Vorschrift von Götz et al. wurden die Zwischenprodukte dabei nicht isoliert.[277] 

Putaminoxin [(5S,6E,9R)-37] und sein (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S)-37] konnten über diese drei 

Schritte in einer Ausbeute von 57-66 % erhalten werden (Abbildung 81). Im Anschluss an die 

erfolgreiche Synthese des phytotoxischen Nonenolids (5S,6E,9R)-37 und seines Diastereomers 

(5S,6E,9S)-37, wurde erneut eine Untersuchung der chemischen Verschiebungen im 13C NMR 

vorgenommen.  

 

Abbildung 81: THP = Tetrahydropyranyl, Bz = Benzoyl, Reaktionsbedingungen: a) LiOH, THF:MeOH:H2O (2:1:1), 
60 °C, 48 h; b) 1. 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid, Et3N, THF, 25 °C, 2 h; 2. 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin (DMAP), 
Toluol, Reflux, 3 h; c) PPTS, p-TsOHꞏH2O, EtOH, 40 °C, 16 h. 

4.2.2 Vergleich der Strukturdaten der neu synthetisierten Nonenolide und 

Strukturvorschlag für das phytotoxische Nonenolid Putaminoxin (5S,6E,9R)-37 

Der Vergleich der 13C NMR Daten der neu synthetisierten Verbindungen, mit denen zuvor isolierter und 

synthetisierter Nonenolide, offenbarte ähnliche Diskrepanzen wie jene, welche zuvor von Bisterfeld und 

Holec et al. aufgedeckt worden sind.[285] Die 13C NMR Daten des neu synthetisierten Putaminoxins 

[(5S,6E,9R)-37] und seines Diastereomers (5S,6E,9S)-37 passten nicht zu jenen, welche von Evidente 

et al. und Sabitha et al. publiziert worden sind.[264, 265] Stattdessen passten die Daten zu denen der 

vorgeschlagenen Strukturen von Putaminoxin B und D (38) von Bisterfeld und Holec et al., aber auch 

zu jenen von Götz et al. für Hypocreolid A (39) und denen von Fuchser und Zeeck für Aspinolid A 

(41).[269, 277, 285] So waren die chemischen Verschiebungen der Ringkohlenstoffe des neu synthetisierten 
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Putaminoxins [(5S,6E,9R)-37] quasi identisch mit denen der ebenfalls (5S,6E,9R)-konfigurierten 

Verbindung (5S,6E,9R)-38 von Bisterfeld und Holec et al. (Tabelle 6).[285] 

Tabelle 6: Vergleich der 13C NMR Signale der neu synthetisierten Verbindungen (5S,6E,9R)-37 und (5S,6E,9S)-37 
mit zuvor publizierten Daten synthetisierter und isolierter Nonenolide. Signale relevanter Positionen wurden farblich 
hervorgehoben. Grün = Verschiebung passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = Verschiebung passt zu (5S,6E,9S)-37. 

Struk-

turen 

 

Nr. (5S,6E,9R)-37 (5S,6E,9?)-37 (5S,6E,9S)-37 (5S,6E,9R)-38 (5S,6E,9R)-39 (5R,6E,9R)-41 

Ref. Diese 

Arbeit 

Sabitha 

et al.[265] 

Evidente 

et al.[264] 

Diese 

Arbeit 

Bisterfeld und 

Holec et al.[285] 

Götz 

et al.[277] 

Fuchser und 

Zeeck[269] 
Atom 

C-1 176.8 175.6 175.8 175.9 176.7 176.6 175.5 

C-2 35.9 35.7 35.6 35.8 35.7 35.9 35.6 

C-3 18.0 22.3 22.2 22.5 17.8 18.0 22.3 

C-4 36.8 38.7 38.7 38.9 36.6 36.8 38.7 

C-5 68.6 74.1 74.0 74.3 68.4 68.6 74.1 

C-6 136.8 137.1 137.2 137.3 136.6 136.8 137.1 

C-7 126.4 131.7 131.5 131.8 126.3 126.5 131.8 

C-8 40.9 40.4 40.3 40.5 40.8 40.9 42.1 

C-9 76.6 75.3 75.3 75.5 76.8 76.9 71.6 

C-10 36.5 36.4 36.3 36.6 34.2 34.4 19.8 

C-11 19.3 19.1 19.1 19.3 25.6 26.1  

C-12 14.0 13.9 13.8 14.0 31.6 29.5  

C-13     22.7 29.3  

C-14     14.1 31.9  

C-15      22.8  

C-16      14.2  
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Dasselbe galt für das (5S,6E,9S)-konfigurierte Diastereomer (5S,6E,9S)-37, welches ebenfalls quasi 

identische Verschiebungen wie das (5S,6E,9S)-konfigurierte Nonenolid (5S,6E,9S)-38 von Bisterfeld 

und Holec et al. aufwies.[285] Dementsprechend passten die neuen Daten auch zu den Daten jener 

Nonenolide, welche dieselbe Konfiguration aufwiesen aber eine kürzere oder längere Alkylkette an 

Position C-9 besaßen, wie Aspinolid A (41) und Hypocreolid A (39). Die Positionen, an denen sich 

diese Zusammenhänge besonders gut erkennen lassen, sind die Positionen 1,3,4,5,7 und 9. Die größten 

Differenzen in der chemischen Verschiebung konzentrieren sich dabei auf die Positionen 3,5 und 7 

(Tabelle 6). Die Visualisierung dieser Unterschiede macht deutlich, dass die Daten der ursprünglich von 

Evidente et al. isolierte Verbindung, sehr gut zu jenen der (5S,6E,9S)-, bzw. (5R,6E,9R)-konfigurierten 

Nonenolide passt, nicht jedoch zu jenen der (5S,6E,9R)-konfigurierten Nonenolide. Die einzige 

Ausnahme bildet die Synthese von Putaminoxin (37) von Sabitha et al. nach der das stereogene Zentrum 

an Position 9 bestimmt wurde (Abbildung 82).[265] 

 

Abbildung 82: Separater Vergleich der chemischen Verschiebungen im 13C NMR, von (5S,6E,9R)-konfigurierten 
und (5S,6E,9S)-, bzw. (5R,6E,9R)-konfigurierten Nonenoliden, mit jenen von Evidente et al. publizierten für das 
ursprünglich isolierte und angeblich (5S,6E,9?)-konfigurierte Putaminoxin [(5S,6E,9?)-37].[264, 265, 269, 277, 285] 

Darüber hinaus wurden zusätzlich zu den NMR-Daten die spezifischen Drehwerte der isolierten und 

synthetisierten Verbindungen verglichen. Dabei zeigte sich, dass das stereogene Zentrum an Position 9 

die Drehrichtung der Verbindungen diktiert, da alle (9R)-konfigurierten Nonenolide einen negativen 

spezifischen Drehwert aufwiesen, während alle (9S)-konfigurierten Verbindungen einen positiven 

spezifischen Drehwert besaßen (Tabelle 7). Die ursprünglich von Evidente et al. isolierte Verbindung 

wies ebenfalls einen negativen Wert auf.[264] Daher ist davon auszugehen, dass auch dieses Nonenolid 

(9R)-konfiguriert vorliegt. Das neu synthetisierte (5S,6E,9R)-konfigurierte Nonenolid [(5S,6E,9R)-37] 

besitzt ebenfalls einen negativen spezifischen Drehwert, während das (5S,6E,9S)-konfigurierte 

Diastereomer [(5S,6E,9S)-37] einen positiven Drehwert aufweist. Damit reihen sich die Drehwerte 

dieser Verbindungen nahtlos in das Schema der bereits publizierten Daten ein (Tabelle 7). Kombiniert 

man die Erkenntnisse aus der Untersuchung der 13C NMR Daten, mit jenen aus dem Vergleich der 
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spezifischen Drehwerte, kommt man zu der Annahme, dass es sich bei dem ursprünglich isolierten 

Nonenolid um eine (5R,6E,9R)-konfigurierte Verbindung handeln muss. 

Tabelle 7: Vergleich der spezifischen Drehwerte isolierter und synthetisierter Nonenolide. 

Autor Molekül Spez. Drehwert 

Evidente et al.[264] (5S,6E,9?)-37 ሾ𝛼ሿ
ଶହ = -23.1 (c = 1.6), CHCl3 

Sabitha et al.[265] (5S,6E,9R)-37 ሾ𝛼ሿ
ଶହ = -25.2 (c = 1.0), CHCl3 

Diese Arbeit (5S,6E,9R)-37 ሾ𝛼ሿ
ଶହ = -13.4 (c = 0.7), CHCl3 

Diese Arbeit (5S,6E,9S)-37 ሾ𝛼ሿ
ଶହ = +22.3 (c = 0.7), CHCl3 

Bisterfeld und Holec et al.[285] (5S,6E,9R)-38 ሾ𝛼ሿ
ଶ = -25.6 (c = 1.0), CHCl3 

Bisterfeld und Holec et al.[285] (5S,6E,9S)-38 ሾ𝛼ሿ
ଶ = +16.1 (c = 1.0), CHCl3 

Götz et al.[277] (5S,6E,9R)-39 ሾ𝛼ሿ
ଶହ = -29.0 (c = 0.35), CHCl3 

Fuchser und Zeeck[269] (5R,6E,9R)-41 ሾ𝛼ሿ
ଶହ = -43.8 (c = 0.3), MeOH 

 

Die Betrachtung von 13C NMR Daten weiterer Nonenolide wie Stagonolid F (40) zeigte zusätzliche 

Unstimmigkeiten (siehe Anhang). Weiterhin erschien nach der Synthese von Sabitha et al. eine weitere 

Synthese von (5S,6E,9R)-Putaminoxin [(5S,6E,9R)-37] durch Kamal et al.[278] Für diese wurden jedoch 

keine analytischen Daten der Zielverbindung angegeben. Stattdessen erfolgte nur ein Verweis darauf, 

dass diese mit jenen vorangegangener Synthesen übereinstimmen. Diese Daten würden sich demnach 

im selben Maße nicht in Einklang mit den Daten der anderen Nonenolide bringen, wie jene von Sabitha 

et al.[265] Weitere Synthesen dieser Makrolaktone könnten demnach für mehr Klarheit bezüglich der 

Konfiguration dieser bioaktiven Moleküle sorgen. Dies ist vor allem deshalb relevant, da die 

Konfiguration des stereogenen Zentrums an Position 9 dieser Nonenolide einen erheblichen Einfluss auf 

die Phytotoxizität, aber auch auf antimikrobielle Eigenschaften haben kann.[280] 

Anhand aller bisher zur Verfügung stehenden Daten wird für das ursprünglich isolierte Putaminoxin 

(37) eine (5R,6E,9R)-Konfiguration vorgeschlagen (Abbildung 83). Diese erklärt als einzige die 

Ähnlichkeit der 13C NMR Daten zu jenen Nonenoliden welche (5S,6E,9S)- bzw. (5R,6E,9R)-

konfiguriert sind und gleichzeitig den negativen Drehwert der Verbindung. 
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Abbildung 83: Vorgeschlagene Struktur für das ursprünglich isolierte und phytotoxische Nonenolid 
Putaminoxin (37), anhand des Vergleiches von 13C NMR Daten und spezifischen Drehwerten synthetisierter und 
isolierter Nonenolide. 

4.3 Kurzzusammenfassung 

Im Rahmen des dritten Projektes wurden die Grenzen des Substratfensters der Alkohol-Dehydrogenase 

aus Thermoanaerobacter brockii für die kinetische Racematspaltung von aliphatischen, linearen 

Homoallylalkoholen ausgetestet. Dabei wurde festgestellt, dass die Alkoholdehydrogenase in der Lage 

ist die Seitenketten des beinahe symmetrischen Homoallylalkohols Hept-1-en-4-ol (26) zu 

unterscheiden und somit einen Baustein für die stereoselektive Synthese von Putaminoxin (37) 

bereitzustellen. Die Unterscheidung ist jedoch nicht so absolut wie für die längeren Homoallylalkohole 

Oct-1-en-4-ol (27) und Non-1-en-4-ol (11), was zu verringerten Enantiomerenüberschüssen bei 50 % 

Umsatz führt. Für die Oxidation von Kettenlängen >C-10 verlängert sich der Zeitraum bis zu einem 

Umsatz von 50 % erheblich, so dass die kinetische Racematspaltung mit Hilfe der ADH nur in einem 

beschränkten Fenster dieser Substrate sinnvoll ist. Nichtsdestotrotz konnten mit Hilfe des 

enantiomerenangereicherten Homoallylalkohols 26 die chemoenzymatische Synthese des 

phytotoxischen Naturstoffs Putaminoxin (37) erfolgen. Da in vorangegangenen Publikationen 

Unregelmäßigkeiten im 13C NMR der Stereoisomere von verwandten Nonenoliden festgestellt wurden, 

wurden sowohl das (5S,6E,9R)-Stereoisomer [(5S,6E,9R)-37] als auch das (5S,6E,9S)-Stereoisomer 

[(5S,6E,9S)-37] synthetisiert.[285] 

Die anschließende Untersuchung der neu erhobenen NMR-Daten bestätigte das Bild der zuvor 

gemachten Beobachtungen von Bisterfeld und Holec et al.[285] Die Daten waren nicht konsistent mit 

denen vorheriger Synthesen von Putaminoxin (37), welches (5S,6E,9R)-konfiguriert sein soll. Anhand 

der NMR-Daten, der spezifischen Drehwerte und dem Abgleich dieser Werte mit den Daten anderer 

(5S,6E,9R)- und (5S,6E,9S)-, bzw. (5R,6E,9R)-konfigurierter Nonenolide, wurde ein neuer 

Strukturvorschlag für das ursprünglich isolierte, phytotoxische Macrolacton erstellt. Dieser sieht eine 

(5R,6E,9R)-Konfiguration vor, da diese alle Unterschiede in den Daten erklären würde. 
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4.4 Short Summary 

In the third project of this work the alcohol dehydrogenase from Thermoanaerobacter brockii was tested 

for its limits in the kinetic resolution of aliphatic, linear homoallylic alcohols with chainlengths from 

C-7 to C-12. It was shown that the dehydrogenase is capable of distinguishing between the side chains 

of the nearly symmetrical substrate Hept-1-en-4-ol (26) and therefore providing a building block for the 

chemoenzymatic synthesis of the phytotoxic nonenolide Putaminoxin (37). The distinction is not as 

good as for the longer aliphatic homoallylic alcohols like Oct-1-en-4-ol (27) and Non-1-en-4-ol (11) 

leading to a decreased enantiomeric excess at 50 % conversion. The oxidation of longer aliphatic 

homoallylic alcohols with chainlengths of >C-10 took much longer, making the kinetic resolution only 

feasible for the shorter chain homoallylic alcohols. Nevertheless, the chemoenzymatic synthesis of 

putaminoxin (37) could be completed employing the enantioenriched homoallylic alcohol 26. Since a 

previous publication revealed inconsistencies in the 13C NMR data of isolated and synthesized 

nonenolides, both (5S,6E,9R)-37 and its (5S,6E,9S)-37 diastereomer were synthesized.[285] 

The following analysis of the 13C NMR data confirmed the inconsistencies observed by Bisterfeld and 

Holec et al.[285] The newly aquired 13C NMR data of (5S,6E,9R)-37 did not fit the previous data of 

putaminoxin (37), which is reportedly (5S,6E,9R)-configurated as well. After a comprehensive 

comparison of the NMR data and the specific rotatory values of isolated and synthesized (5S,6E,9R)-, 

(5S,6E,9S)- and (5R,6E,9R)-configurated nonenolides, a different configuration of putaminoxin (37) is 

proposed. According to the data a (5R,6E,9R)-configuration for putaminoxin (37) can explain the 

observed differences between the different nonenolides and is therefore suggested. 
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4.5 Ausblick 

Um das Gesamtbild dieser phytotoxischen Nonenolide zu komplettieren wäre eine Totalsynthese des 

neuen Strukturvorschlags von Putaminoxin [(5R,6E,9R)-37] und seinem (5R,6E,9S)-Stereoisomer 

[(5R,6E,9S)-37] denkbar. Die Strukturdaten der (5R,6E,9R)-konfigurierten Verbindung [(5R,6E,9R)-37] 

müssten anschließend zu den erhobenen Daten für die ursprünglich von Evidente et al. isolierte 

Verbindung passen.[264] Dementsprechend wäre auch ein anschließender Test der Phytotoxizität dieser 

Verbindung erstrebenswert. 

Alternativ zu den zwei beschriebenen Synthesestrategien könnte eine weitere chemoenzymatische 

Synthese der verwandten Nonenolide Aspinolid A (41) und Stagonolid F (40) erfolgen. Besonders die 

Synthese des Stagonolid F (40) wäre dabei von erhöhtem Interesse, da sich die bisher publizierten Daten 

dieser Verbindung nicht in Einklang mit denen der anderen Nonenolide bringen lassen (siehe Anhang). 

Für diese beiden Verbindungen wäre ein Ansatz mit Hilfe der P450 BM3 denkbar, da es sich prinzipiell 

um intramolekular veresterte, aliphatische Fettsäuren handelt. Für die intramolekulare Veresterung wird 

dabei die Hydroxygruppe in ω-1 Position verwendet. Eine direkte Hydroxylierung dieser Position 

könnte ein vielversprechender Ansatz für die Verwendung von P450 BM3 sein. Dafür müsste vorab die 

Vorläuferverbindung 71 nach bekanntem Muster synthetisiert werden und im Anschluss eine selektive 

Hydroxylierung erfolgen (Abbildung 84). Problematisch könnte dabei allerdings die Hydroxygruppe in 

Position 5 sein, welche vorab mit einer geeigneten Schutzgruppe versehen werden müsste. Ein weiteres 

Produkt könnte außerdem durch eine Hydroxylierung in ω-2 Position entstehen. Diese allylische 

Position ist gegenüber der homoallylischen Position aktiviert und die Hydroxylierung an dieser Position 

könnte demnach bevorzugt sein. 

 

Abbildung 84: Mögliche Synthesestrategie für die Nonenolide Aspinolid A (41) oder Stagonolid F (40), mit Hilfe 
von regioselektiver Hydroxylierung von 71 mit P450 BM3 und anschließender intramolekularer Veresterung. SG = 
Schutzgruppe. 
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5 Material und Methoden 

5.1 Geräte 

Tabelle 8: Allgemeine Laborgeräte des regelmäßigen Gebrauchs. 

Gerät Hersteller 

Pipetten  

Pipette 0.1–2.5 μL Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Pipette 1–10 μL Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

10–100 μL Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

0.5–5 mL Gilson, Middleton, WI, USA 

Schüttler  

Rotorschüttler für Kulturröhrchen BioCote Ltd, Wolverhampton, UK 

TiMix, Schüttler mit Inkubationshaube für 

Reaktionsplatten 

Edmund Bühler GmbH, Hechingen, Deutschland 

MixMate PCB-11, Schüttelblock für 

Multiterplatten 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Thermomixer compact, beheizter Schüttelblock 

für 1.5–2 mL Reaktionsgefäße 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Unimax 1010, Plattformschüttler für 

Flüssigkulturen; mit Inkubator 1000, 

Inkubationshaube 

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 

Schwabach, Deutschland 

Beleux MKR23, Schüttelblock Hettich Benelux B.V., Geldermalsen, 

Niederlande 

HT Multitron Standard, Schüttelinkubator Infors HT, Bottmingen, Schweiz 

VKS-75 control, Plattformschüttler Edmund Bühler GmbH, Hechingen, Deutschland 

Zentrifugen  

Optima L-80 XP, Ultrazentrifuge Beckman Coulter, Brea, CA, USA 

Type50.2TiRotor, 

Festwinkelzentrifugationsrotor 

Beckman Coulter, Brea, CA, USA 

Centrifuge 5424R, Kühlzentrifuge mit 

Festwinkelrotor 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Centrifuge 5810R, Kühlzentrifuge mit 

Festwinkelrotor 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Concentrator 5301, 

Vakuumzentrifuge 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

 

Sorvall F10S-4x1000, 

Festwinkelzentrifugationsrotor 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Sorvall F9S, Festwinkelzentrifugationsrotor Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
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Sorvall RC6+, gekühlte Standkühlzentrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Waagen  

2004MP, Ultrafeinwaage Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

LA1200S, Feinwaage Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

MC1, Laborwaage Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Photometer  

Nano Drop 2000c, Kleinvolumenphotometer Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Shimadzu UV-1800, kühlbares/beheizbares 

Spektrophotometer (CPS-240A) 

Shimadzu, Duisburg, Deutschland 

Infinite M1000 Pro, Mikrotiterplattenphotometer Tecan GmbH, Männedorf, Schweiz 

Sonstiges  

Sonorex RK 100 H, Ultraschallbad Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, 

Deutschland 

Biometra TProfessional Basic Gradient, 

PCR-Cycler 

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland 

Mini Protean Tetra System, Gel-

Elektrophoresesystem 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 

Deutschland 

Rotavapor R-205, Rotationsverdampfer Büchi Labortechnik GmbH, Essen, Deutschland 

EOS 1000D, Digitale Spiegelreflexkamera Canon Deutschland GmbH, Krefeld, 

Deutschland 

MR 3001 K, Magnetrührer mit Heizplatte; 

kombiniert mit EKT HeiCon, 

Kontaktthermometer 

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, 

Schwabach, Deutschland 

Sonopuls, Ultraschall Zelldisruptor mit diversen 

Horngrößen (1.5–50 mL) 

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, 

Deutschland 

HG3002LCD Typ 3458, Heißluftgebläse für 

50-650 °C 

Steinel Vertrieb GmbH, Herzebrock-Clarholz, 

Deutschland 

 

5.2 Software 

Für die Visualisierung von Proteinstrukturen wurde das Programm Chimera 1.13.1 verwendet und die 

Zeichnung von chemischen Strukturen und Reaktionsgleichungen wurde mit Hilfe von ChemDraw 

Professional 16.0 umgesetzt. Die Bearbeitung und Auswertung von mathematischen Datensätzen 

erfolgte mit Microsoft Excel 365 und OriginPro 9.0G. Die Erstellung und Bearbeitung von Bildern und 

Grafiken erfolgte mit Microsoft Powerpoint 365 und für die Auswertung von NMR-Spektren wurde 

MestReNova 8 genutzt. Für die Erstellung von Klonierungsstrategien wurde CloneManager 9,0 

verwendet und für das Erstellen von Textdokumenten Microsoft Word 365. 
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5.3 Chemikalien und Lösungsmittel 

Chemikalien wurden von kommerziellen Herstellern erworben und ohne weitere Aufreinigung 

eingesetzt. Lösungsmittel für die Synthese wurden vorab mittels Destillation aufgereinigt. Für 

wasserfreie Synthesen wurden Lösungsmittel mittels gängiger Methoden getrocknet, sowie Glasgeräte 

und Magnetrührstäbchen vorab bei 120 °C ausgeheizt. Wasserfreies THF, Toluol und CH2Cl2 wurde 

einem Lösungsmitteltrocknungssystem von MBraun entnommen. Die Entfernung von Lösungsmitteln 

erfolgte unter reduziertem Druck in Rotationsverdampfern der Firma Büchi oder Heidolph. Reaktionen 

unter Ausschluss von Sauerstoff fanden in Schlenkkolben oder Schlenkröhrchen unter 

Inertgasatmosphäre statt. 

5.4 Mikrobiologische und molekularbiologische Arbeiten 

5.4.1 Verwendete Medien und Puffer 

Tabelle 9: Verwendete Medien für mikro- und molekularbiologische Arbeiten. 

Medium Zusammensetzung Zweck 

LB-Medium 

(Luria-Bertani)[304] 
10 g/L Trypton, 10 g/L NaCl, 5 g/L Hefeextrakt, 

mit NaOH auf pH 7 eingestellt 
Kultivierung von E. coli 

LB-Agar LB-Medium + 2 % (w/v) Agar-Agar Kultivierung von E. coli 

TB-Medium 

(Terrific-Broth) 

50.8 g/L Terrific-Broth-Fertigmedium (Roth), 

0.04 % (v/v) Glycerin 

Proteinexpression in 

E. coli 

YPD-Medium 

(Yeast-Peptone-

Dextrose) 

20 g/L Pepton, 10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L 

Glucose (steril filtriert) 

Kultivierung von 

S. cerevisiae 

YPGal-Medium 

(Yeast-Peptone-

Galactose) 

20 g/L Pepton, 10 g/L Hefeextrakt, 40 g/L 

Galactose (steril filtriert) 

Proteinexpression in 

S. cerevisiae 

YPRaf-Medium 

(Yeast-Peptone-

Raffinose) 

20 g/L Pepton, 10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L 

Raffinose (steril filtriert) 

Proteinexpression in 

S. cerevisiae 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 9 

SC-Medium -Ura 

(Synthetic-

Complete ohne 

Uracil) 

1.675 g/L Hefe-Stickstoff-Basismedium (Roth), 

5 g Glucose oder Raffinose, 192.5 mg/L 

Complete-Supplement-Medium -Ura (Formedium) 

Selektionsmedium für 

S. cerevisiae 

SC-Agar SC-Medium + 2 % (w/v) Agar-Agar 
Selektionsmedium für 

S. cerevisiae 

Glycerol-Medium 
3 % (v/v) Glycerol, 2,5g/L Pepton, 1g/L NaCl, 

1.5 g/L Fleischextrakt 

Kultivierung von 

R. solani 

Kartoffel-Glucose-

Medium 

26.5 g/L Kartoffel-Extrakt Glukose Bouillon 

(Roth) 

Kultivierung von 

R. solani 

Erbsen-Medium 

(Myasoedova 

2017)  

165 mg/L (NH)4SO4, 200 mg/L KH2SO4, 20 mg/L 

K2HSO4, 67 mg/L MgSO4-Hydrat, 2.5 g/L 

Erbsenmehl 

Laccaseexpression in 

R. solani 

 

Tabelle 10: Verwendete Puffer für mikro- und molekularbiologische Arbeiten, sowie enzymkatalysierte Reaktionen. 

Puffer Zusammensetzung Zweck 

Tris-HCl-Puffer 

(x Mol) 

Trizma-Base (x Mol), mit HCl auf entsprechenden 

pH eingestellt 

Puffersystem für 

Enzymreaktionen 

KPi-Puffer (x Mol) 
KH2PO4 (x Mol), K2HPO4 (x Mol), 

vereinigt und auf entsprechenden pH eingestellt 

Puffersystem für 

Enzymreaktionen 

BM3-Puffer 
50 mM KPi-Puffer (pH 8.0), 50 mM Tris-HCl-

Puffer (pH 8.0), 250 mM KCl 

Zusatzpuffer für P450 

BM3 katalysierte 

Reaktionen 

TE-Puffer 

(Tris-EDTA) 

10 mM Tris-HCl-Puffer (pH 8.0), 1 mM 

Na2EDTA 

 

Transformation von 

S. cerevisiae 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 10 

Natrium-Acetat-

Puffer (pH 5.0) 

20 mM Natriumacetat, mit Essigsäure auf pH 5.0 

eingestellt 

azides Puffersystem für 

Laccasereaktion 

Glycin-NaOH-

Puffer (pH 9.0) 
50 mM Glycin, mit NaOH auf pH 9.0 eingestellt 

alkalisches Puffersystem 

für Laccasereaktion 

Britton-Robinson-

Puffer (pH 3-9) 

 

40 mM Essigsäure, 40 mM Borsäure, 40 mM 

Phosphorsäure, mit 0,2 M NaOH-Lösung auf 

entsprechenden pH eingestellt 

Puffersystem für 

Laccasereaktionen 

 

5.4.2 Allgemeine Kultivierungsbedingungen für Flüssigkulturen 

Für die Kultivierung von Bakterien und Hefen wurden ausschließlich autoklavierte Puffer und Medien 

eingesetzt. Für diesen Zweck wurden diese vorab bei 120 °C und 200 kPa für 20 min autoklaviert und 

anschließend bei Raumtemperatur gelagert. Als Kulturgefäße dienten Erlenmeyerkolben, 

Fermbachkolben und Kulturröhrchen, welche ebenfalls vorab bei 120 °C sterilisiert wurden. Diese 

wurden mit 20 % des maximalen Volumens mit Medium befüllt. Antibiotika wurden den Medien kurz 

vor dem Einsatz unter sterilen Bedingungen hinzugefügt. Medien, Reagenzien und Zusätze, welche 

nicht stabil gegenüber dem Autoklaviervorgang sind, wurden über Sterilfilter mit einer Porengröße von 

0.22 µm steril filtriert. Die Anzucht von E. coli in Flüssigkulturen erfolgte nach Animpfen von einer 

Agarplatte bei 37 °C, in LB-Medium, für 12-14 h. Die Anzucht von S. cerevisiae in Flüssigkulturen 

erfolgte nach Animpfen von einer Agarplatte bei 30 °C, in YPD-Medium, für 1-3 Tage. 

Für die generelle Anzucht von R. solani F-895 in Flüssigkulturen wurden von einer Agarplatte 

(bereitgestellt von den Kooperationspartnern der AG Golovleva, Russian Academy of Science) 100 mL 

Glycerol-Medium oder Kartoffel-Glucose-Medium mit den Sporen angeimpft. Nach 3-4 Tagen bei 

30 °C und 110 rpm bildete sich festes Mycel am Gefäßrand und ballförmiges Mycel im Medium. Eine 

sterile 5 mL Pipettenspitze wurde mit einer Schere abgeschnitten, um die Öffnung zu vergrößern und 

anschließend ein Mycelball aufgesaugt und in einen neuen Kolben mit 100 mL Medium überführt. Dort 

wurde R. solani F-895 bei 30 °C und 110 rpm für weitere 3-6 Tage kultiviert. 

5.4.3 Allgemeine Anzucht auf Agarplatten 

Agarplatten wurden jeweils mit ~100 µL Zellkultur von E. coli oder S. cerevisiae beträufelt. Diese 

wurden im Anschluss mit sterilen Glaskugeln (ø 3 mm) oder einer sterilen Pipettenspitze gleichmäßig 

auf der Platte ausgestrichen. Die Platte wurde über Nacht bei 37 °C (E. coli) oder über drei Nächte bei 

30 °C (S. cerevisiae) inkubiert und anschließend bei 4 °C gelagert. Einzelne Kulturen wurden bei Bedarf 

mit einem sterilen Zahnstocher entnommen und in Flüssigkulturen überführt.  
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5.4.4 Verwendete Stämme 

Mikrobiologische Arbeiten wurden in den Hostorganismen E. coli und S. cerevisiae durchgeführt. 

Tabelle 11: Verwendete E. coli-Stämme. 

Stamm Genotyp Quelle Zweck 

Mach 1 
F- ΔlacX74 hsdR(rk

- mk
+) 

Δrec1398 endA1 tonA 
Invitrogen 

Klonierung, DNA-

Amplifikation 

BL21 (DE3) 
F- dcm ompT hsdS(rB

- mB
-) gal 

λ(DE3) 
Stratagene Protein-Expression 

Rosetta (DE3) 
F- dcm ompT hsdSB(rB

- mB
-) gal 

λ(DE3) pRARE(CamR) 
Novagen 

Heterologe Expression 

mit Supplementierung 

seltener tRNA 

Arctic Express 

(DE3) 

F- dcm ompT hsdSB(rB
- mB

-) Tetr 

gal λ(DE3) endA The[cpn10 

cpn60 Gentr] 

Agilent 

Heterologe Expression 

unlöslicher Proteine mit 

Hilfe von Chaperonen 

 

Tabelle 12: Verwendete S.cerevisiae-Stämme. 

Stamm Genotyp Quelle Zweck 

BY4741 

(Y00000) 

MATα his3D1 leu2D0 

met15D0 ura3D0 

Peter Kusena 

gemäß 

Brachmann et 

al.[131] 

Expression mit 

Möglichkeit zur Sekretion 

a Institut für bioorganische Chemie, Heinrich-Heine Universität Düsseldorf 

 

5.4.5 Verwendete Plasmide 

Für die Transformation von Hostorganismen wurden jeweils zirkuläre DNA Vektoren (Plasmide) 

eingesetzt. Diese beinhalten die jeweilige Sequenz für das gewünschte Polypeptid mit einem 

vorgeschalteten Promotor, als auch einen Replikationsursprung und einen oder mehrere 

Selektionsmarker. 
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Tabelle 13: Im Rahmen der Arbeit eingesetzte Plasmide. 

Plasmid Promotor Selektionsmarker Zielenzym(e) Quelle 

pET21b (+) T7 AmpR FDH* Claudia Holeca 

pET28a (+) T7 KanR P450 BM3 Claudia Holeca, diese 

Arbeit 

pBADHisA Ara AmpR PTDH ThermoFisher 

pCOLADuet-1 T7 KanR RSL, RSL F-895 GenScript, diese Arbeit 

pMal-c5x T7 AmpR MalE-RSL F-895 New England Biolabs, 

diese Arbeit 

pIE3 Gal AmpR, Ura3 RFP, RSL F-895 Peter Kusena, diese 

Arbeit 

a Institut für bioorganische Chemie, Heinrich-Heine Universität Düsseldorf 

 

Von den Enzymen P450 BM3 und RSL F-895 wurden in dieser Arbeit unterschiedliche Varianten 

erzeugt. Alle Varianten von P450 BM3 wurden dabei auf dem Plasmid pET28a (+) generiert (Tabelle 

14), während alle Varianten von RSL F-895 auf pIE3 generiert wurden (Tabelle 15). 

Tabelle 14: In dieser Arbeit erzeugte und verwendete Varianten von P450 BM3 auf dem Plasmid pET28a (+). 

Nr. Variante(n) Erzeugung Quelle 

1 WT BB  Claudia Holeca 

2 A74G  Claudia Holeca 

3 L188Q  Claudia Holeca 

4 A74G L188Q  Claudia Holeca 

5 A74G L188Q BB a diese Arbeit 

6 A74G F87V  Claudia Holeca 

7 F87V L188Q  Claudia Holeca 

8 A74G F87V L188Q  Claudia Holeca 

9-20 A328D,F,G,H,I,K,L,N,R,S,V,Y  Claudia Holeca 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 14 

21-33 F87A A328D,F,G,H,I,K,L,N,R,S,V,Y,C  Claudia Holeca 

34-45 F87A,C,D,G,H,I,L,V,N,R,S,Y  Claudia Holeca 

46 F87A L188C  Claudia Holeca 

47-51 L75 K,H,Q,N,T BB b diese Arbeit 

52-56 L181 K,H,Q,N,T BB b diese Arbeit 

57-60 I263 K,H,N,T BB c diese Arbeit 

61-64 A74G L75K,H,Q,N L188Q BB d diese Arbeit 

65-69 A74G L181K,H,Q,N,T L188Q BB d diese Arbeit 

70-74 A74G L188Q I263K,H,Q,N,T BB e diese Arbeit 

a) Plasmid A74G L188Q und WT BB mit NcoI und Pfl23II geschnitten und Insert aus A74G L188Q 

in WT BB kloniert. b) QuikChange™ PCR mit WT BB und Subklonierung in WT BB mit NcoI, 

Pfl23II. c) QuikChange™ PCR mit WT BB und Subklonierung in WT BB mit Bsu36I,BamHI. d) 

QuikChange™ PCR mit A74G L188Q und Subklonierung in WT BB mit NcoI, Pfl23II. e) 

QuikChange™ PCR mit WT BB und Subklonierung in A74G L188Q BB mit Bsu36I,BamHI. BB = 

enthält Bsu36I und BamHI Schnittstelle. 

a Institut für bioorganische Chemie, Heinrich-Heine Universität Düsseldorf 

 

Tabelle 15: In dieser Arbeit erzeugte und verwendete Varianten von RSL F-895 auf dem Plasmid pIE3. 

Nr. Variante(n) Erzeugung Quelle 

75 RSL F-895 a diese Arbeit 

76 MFα RSL F-895 b diese Arbeit 

77 MFα RSL F-895 Linker c diese Arbeit 

78 MFα RSL F-895 LinkStrep d diese Arbeit 

a) über PCR mit pCOLA RSL F-895 entsprechende Restriktionsschnittstelle eingefügt, mit NotI und 

XhoI in pIE3 RFP kloniert. b) über PCR mit pCOLA RSL F-895 entsprechende 

Restriktionsschnittstelle eingefügt, mit SacII und XhoI in pIE3 RFP kloniert. c) PCR mit pIE3 MFα 

RSL F-895, mit SacII und XhoI in pIE3 MFα RSL F-895 kloniert. d) PCR mit pIE3 MFα RSL F-895 

Linker, mit SacII und XhoI in pIE3 MFα RSL F-895 kloniert. 
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5.4.6 Verwendete Primer 

Die in dieser Arbeit eingesetzten Primer wurden als Lyophilisat von der Firma Sigma-Aldrich bezogen 

und vor der Nutzung gemäß den Herstellerangaben mit ddH2O auf eine Konzentration von 100 µM 

eingestellt (Tabelle 16). 

Tabelle 16: Im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Primer. 

Nr. Name 5` 3`Sequenz Zweck 

1 pACYCDuetUP1 GGATCTCGACGCTCTCCCT 
Sequenzierung 

pACYC 

2 pACYCDuetDOWN1 GATTATGCGGCCGTGTACAA 
Sequenzierung 

pACYC 

3 P450_BM3_L75K_fw 
TTAAGTCAAGCGAAAAAATTTGTA

CGTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 L75K 

4 P450_BM3_L75K_rv 
ATCACGTACAAATTTTTTCGCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 L75K 

5 P450_BM3_L75H_fw 
TTAAGTCAAGCGCATAAATTTGTAC

GTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 L75H 

6 P450_BM3_L75H_rv 
ATCACGTACAAATTTATGCGCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 L75H 

7 P450_BM3_L75Q_fw 
TTAAGTCAAGCGCAGAAATTTGTAC

GTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 L75Q 

8 P450_BM3_L75Q_rv 
ATCACGTACAAATTTCTGCGCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 L75Q 

9 P450_BM3_L75N_fw 
TTAAGTCAAGCGAACAAATTTGTAC

GTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 L75N 

10 P450_BM3_L75N_rv 
ATCACGTACAAATTTGTTCGCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 L75N 

11 P450_BM3_L75T_fw 
TTAAGTCAAGCGACCAAATTTGTAC

GTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 L75T 

12 P450_BM3_L75T_rv 
ATCACGTACAAATTTGGTCGCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 L75T 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 16 

13 P450_BM3_L181K_fw 
TATGGTCCGTGCAAAAGATGAAGC

AATGAA 

QuikChange® P450 

BM3 L181K 

14 P450_BM3_L181K_rv 
TTCATTGCTTCATCTTTTGCACGGA

CCATA 

QuikChange® P450 

BM3 L181K 

15 P450_BM3_L181H_fw 
TATGGTCCGTGCACATGATGAAGC

AATGAA 

QuikChange® P450 

BM3 L181H 

16 P450_BM3_L181H_rv 
TTCATTGCTTCATCATGTGCACGGA

CCATA 

QuikChange® P450 

BM3 L181H 

17 P450_BM3_L181Q_fw 
TATGGTCCGTGCACAGGATGAAGC

AATGAA 

QuikChange® P450 

BM3 L181Q 

18 P450_BM3_L181Q_rv 
TTCATTGCTTCATCCTGTGCACGGA

CCATA 

QuikChange® P450 

BM3 L181Q 

19 P450_BM3_L181N_fw 
TATGGTCCGTGCAAACGATGAAGC

AATGAA 

QuikChange® P450 

BM3 L181N 

20 P450_BM3_L181N_rv 
TTCATTGCTTCATCGTTTGCACGGA

CCATA 

QuikChange® P450 

BM3 L181N 

21 P450_BM3_L181T_fw 
TATGGTCCGTGCAACCGATGAAGC

AATGAA 

QuikChange® P450 

BM3 L181T 

22 P450_BM3_L181T_rv 
TTCATTGCTTCATCGGTTGCACGGA

CCATA 

QuikChange® P450 

BM3 L181T 

23 P450_BM3_I263K_fw 
ATTACATTCTTAAAAGCGGGACAC

GAAACAA 

QuikChange® P450 

BM3 I263K 

24 P450_BM3_I263K_rv 
TTGTTTCGTGTCCCGCTTTTAAGAA

TGTAAT 

QuikChange® P450 

BM3 I263K 

25 P450_BM3_I263H_fw 
ATTACATTCTTACATGCGGGACACG

AAACAA 

QuikChange® P450 

BM3 I263H 

26 P450_BM3_I263H_rv 
TTGTTTCGTGTCCCGCATGTAAGAA

TGTAAT 

QuikChange® P450 

BM3 I263H 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 16 

27 P450_BM3_I263Q_fw 
ATTACATTCTTACAGGCGGGACACG

AAACAA 

QuikChange® P450 

BM3 I263Q 

28 P450_BM3_I263Q_rv 
TTGTTTCGTGTCCCGCCTGTAAGAA

TGTAAT 

QuikChange® P450 

BM3 I263Q 

29 P450_BM3_I263N_fw 
ATTACATTCTTAAACGCGGGACACG

AAACAA 

QuikChange® P450 

BM3 I263N 

30 P450_BM3_I263N_rv 
TTGTTTCGTGTCCCGCGTTTAAGAA

TGTAAT 

QuikChange® P450 

BM3 I263N 

31 P450_BM3_I263T_fw 
ATTACATTCTTAACCGCGGGACACG

AAACAA 

QuikChange® P450 

BM3 I263T 

32 P450_BM3_I263T_rv 
TTGTTTCGTGTCCCGCGGTTAAGAA

TGTAAT 

QuikChange® P450 

BM3 I263T 

33 
P450_BM3(GQ)_L75K

_fw 

TTAAGTCAAGGCAAAAAATTTGTA

CGTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75K 

34 
P450_BM3(GQ)_L75K

_rev 

ATCACGTACAAATTTTTTGCCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75K 

35 
P450_BM3(GQ)_L75H

_fw 

TTAAGTCAAGGCCATAAATTTGTAC

GTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75H 

36 
P450_BM3(GQ)_L75H

_rev 

ATCACGTACAAATTTATGGCCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75H 

37 
P450_BM3(GQ)_L75Q

_fw 

TTAAGTCAAGGCCAGAAATTTGTAC

GTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75Q 

38 
P450_BM3(GQ)_L75Q

_rev 

ATCACGTACAAATTTCTGGCCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75Q 

39 
P450_BM3(GQ)_L75N

_fw 

TTAAGTCAAGGCAACAAATTTGTAC

GTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75N 

40 
P450_BM3(GQ)_L75N

_rev 

ATCACGTACAAATTTGTTGCCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75N 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 16 

41 
P450_BM3(GQ)_L75T_

fw 

TTAAGTCAAGGCACCAAATTTGTAC

GTGAT 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75T 

42 
P450_BM3(GQ)_L75T_

rev 

ATCACGTACAAATTTGGTGCCTTGA

CTTAA 

QuikChange® P450 

BM3 GQ L75T 

43 P450_BM3_Seq744 GCCGCTTGATGACGAGAAC 
Sequenzierung 

pET28a(+) 

44 pMal seq fw ATGTCCGCTTTCTGGTATGCCGT Sequenzierung pMal 

45 pMal seq rev ACTCAGGAGAGCGTTCACC Sequenzierung pMal 

46 
DD_Gibson_RSL F-

895_DEL_SP_fw 

GATATACCATGGCCGTCCGCGACTA

CCAGTTCATCATCAAG 

Entfernung 

Signalsequenz RSL 

F-895+SP, 

QuikChange® PCR 

zum korrigieren von 

MFα RSL F-895 

LinkStrep 

47 
DD_Gibson_RSL F-

895_DEL_SP_rev 

GCTGCCCATGGTTACTTTTCAAACT

GCGGGTG 

Entfernung 

Signalsequenz RSL 

F-895+SP 

48 
RSL_F895_r-

pIE3_MFa_fw 

AGAGCGGCCGCGGACATGGCCGTC

CGCGACTAC 

Einfügen von 

Schnittstellen für 

Einbringen von RSL 

F-895 in piE3 RFP  

49 
RSL_F895_r-

pIE3_Mfa_rev 

ATGCGGCCGCGACTCGAGTATGAT

GGTGATGGCTGCTGCCCATGGTT 

Einfügen von 

Schnittstellen für 

Einbringen von RSL 

F-895 in piE3 RFP 

50 pYES263 seq fw CGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGA Sequenzierung pIE3 

51 pIE3_pro_Ter_fw CATTATCGCTTCTCCGGGC Sequenzierung pIE3 

52 pIE3_pro_Ter_rev GCTTCCGGCTCCTATGTTG Sequenzierung pIE3 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 16 

53 pIE3_MCS_rev GAATGTAAGTGCGGGAGG 

Sequenzierung pIE3, 

PCR zum Einfügen 

der Linkersequenz in 

MFα RSL F-895 

54 
pIE3_Mfa_RSL_F895-

SP_Linker 

GCGGCCGCGGAAGCTGAAGCTGCC

GTCCGCGACTACCAGTTCATC 

Einfügen 

Linkersequenz in 

MFα RSL F-895, 

PCR zum Einfügen 

des Strep-Tags in 

MFα RSL F-895 

55 
RSL_F895-SP_StrepTa

g 

CTCGAGTTACTTCTCGAATTGTGGA

TGAGACCATGCTGCTGCCTTTTCAA

ACTGCGGGTGGCTCCACTGCAA 

Einfügen Strep-Tag 

in MFα RSL F-895 

Linker 

56 
pIE3_RSL_F895-

SP_Strep_seq_rev 
TCGAGAAGTAACTCGAG Sequenzierung pIE3 

57 
RSL_F895-

SP_StrepTag_fw 

TTGCAGTGGAGCCACCCGCAGTTTG

AAAAGGCAGCAGCATGGTCTCATC

CACAATTCGAGAAGTAACTC 

QuikChange® PCR 

zur Korrektur von 

zwei Deletionen 

58 T7_fw TAATACGACTCACTATAGGG 
Sequenzierung T7 

Promotor 

 

5.4.7 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Für die Generierung der unterschiedlichen Varianten von P450 BM3 und RSL F-895 wurden sowohl 

die klassische PCR als auch die QuikChange™ PCR eingesetzt. Klassische PCR wurde dabei zur 

Einfügung von Restriktionsschnittstellen und zur Amplifikation von Genabschnitten eingesetzt, 

während die QuikChange™ PCR zum gezielten Basenaustausch eingesetzt wurde. Als Polymerase 

diente ausschließlich die Phusion™-Polymerase der Firma Thermo Scientific. Nach Erhalt eines neuen 

Primers wurde jeweils eine Gradienten PCR durchgeführt, um die optimale Anlagerungstemperatur zu 

ermitteln. Dabei wurden die Grenzen des jeweiligen Temperaturgradienten so gewählt, dass sie ca. 5 °C 

oberhalb und unterhalb der vorhergesagten Schmelztemperatur (TM) der Primer lagen. Hatten beide 

Primer eine größere Diskrepanz bei der Schmelztemperatur wurden die Grenzen entsprechend weiter 

gesteckt, dieser Fall wurde aber beim Design des Primerpaares möglichst vermieden. Für den Fall das 

mehrere PCR-Ansätze mit gleichen Komponenten durchgeführt wurden, wurde vorab ein Mastermix 
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hergestellt und im Anschluss auf einzelne Ansätze aufgeteilt. Der Erfolg einer jeden PCR wurde mit 

Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese überprüft. 

5.4.8 Klassische PCR 

Für die klassiche PCR wurden zwei Primer genutzt, welche den betreffenden Genbereich flankieren. 

Einer der Primer (häufig mit fw oder for Endung im Namen) ist dabei in Richtung des betreffenden 

Genabschnittes orientiert, während der zweite Primer (häufig rev Endung im Namen) entgegengesetzt 

orientiert ist. Für Sequenzierungen und Amplifikationen sind die Primer dabei vollständig 

komplementär zur Template-DNA gewählt worden. Sollte eine Restriktionsschnittstelle eingefügt, oder 

ein kurzer Genabschnitt angefügt werden, enthielt einer der beiden Primer die notwendige Information.  

Tabelle 17: In Rahmen der Arbeit verwendetes Pipettierschema und Temperaturprogramm für die klassische PCR. 

Pipettierschema Temperaturprogramm 

Komponente Volumen Schritt Temperatur Zeit Zyklen 

GC-Puffer (5x) 5 µL Initiale Denaturierung 98 °C 30 s  

dNTPs (10 mM) 0.5 µL Denaturierung 98 °C 10 s 

30 
Primer_fw (10 µM) 0.5 µL Anlagerung 

(Primerabhängig) 

+/- 5 °C, TM 30 s 

Primer_rev (10 µM) 0.5 µL Elongation 72 °C 45 s 

Template-DNA (30-

100 ng/µL) 

0.5 µL Finale Elongation 72 °C 10 min  

Phusion™-

Polymerase 

0.25 µL     

ddH2O 12.75 µL     

 

5.4.9 QuikChange™ PCR 

Zur gezielten Einführung von Punktmutationen wurde jeweils ein Zweistufiges QuikChange™ 

Protokoll durchgeführt. In der ersten Stufe wurden dabei Ansätze mit Vorwärtsprimer und Ansätze mit 

Rückwärtsprimer getrennt voneinander behandelt, bevor sie im zweiten Schritt miteinander vereinigt 

wurden. Für die QuikChange™ PCR wurden dafür jeweils komplementäre Primerpaare entworfen, 

welche in der Mitte ihrer Sequenz die Information für den Nukleotidaustausch enthielten. Im Gegensatz 

zur klassischen PCR wird in der QuikChange™ PCR das gesamte Plasmid amplifiziert (Abbildung 65). 
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Tabelle 18: In Rahmen der Arbeit verwendetes Pipettierschema und Temperaturprogramm für die QuikChange™ 
PCR. 

Pipettierschema Temperaturprogramm 

 Volumen Schritt 1: Ansatz 1 und 2 getrennt 

Komponente Ansatz 1 Ansatz 2 Schritt Temperatur Zeit Zyklen 

GC-Puffer (5x) 
5 µL 5 µL Initiale 

Denaturierung 
98 °C 60 s  

dNTPs 

(10 mM) 

0.5 µL 0.5 µL 
Denaturierung 98 °C 30 s 

30 Primer_fw 

(10 µM) 

0.5 µL - Anlagerung 

(Primerabhängig) 
+/- 5 °C, TM 45 s 

Primer_rev 

(10 µM) 

- 0.5 µL 
Elongation 72 °C 4.2 min* 

Template-DNA 

(30-100 ng/µL) 

0.5 µL 0.5 µL Finale 

Elongation 
72 °C 10 min*  

Phusion™-

Polymerase 

0.25 µL 0.25 µL 
Schritt 2: Ansatz 1 und 2 vereinigt 

ddH2O 
18.25 µL 18.25 µL Initiale 

Denaturierung 
98 °C 30 s  

 Denaturierung 98 °C 30 s 30 

Anlagerung 

(Primerabhängig) 
+/- 5 °C, TM 30 s  

Elongation 72 °C 4.2 min*  

Finale 

Elongation 
72 °C 10 min*  

* die Elongationsdauer richtet sich nach der Größe des zu amplifizierenden Plasmides und der 

Geschwindigkeit der Polymerase (Phusion-Polymerase = 2 kb/min). Die Polymerase bekommt genug 

Zeit für 80% des Plasmides in Elongation und 120 % des Plasmides in finaler Elongation. 
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5.4.10 DpnI-Verdau 

Im Anschluss an eine QuikChange™ PCR wurde jeweils ein Verdau der methylierten Template-DNA 

mit Hilfe des Restriktionsenzyms DpnI vorgenommen, damit ausschließlich Plasmid-DNA mit der 

erwünschten Mutation intakt bleibt. Dafür wurden 14 µL des PCR-Produktes mit 2 µL DpnI versetzt 

und für 14-16 h bei 37 °C inkubiert. 10 µL dieses Ansatzes wurden im Anschluss für die Transformation 

von E. coli eingesetzt, welche auf Selektivagarplatten auf die erfolgreiche Transformation untersucht 

wurden. 

5.4.11 Agarose-Gelelektrophorese 

Für die analytische und präparative Trennung von DNA-Molekülen wurde jeweils eine Agarose-

Gelelektrophorese durchgeführt. Diese trennt die Moleküle gemäß ihrer Größe, indem die 

Wanderstrecke der Moleküle durch ein Agarose-Gel, in einem elektrischen Feld untersucht wird. Die 

Größe der Moleküle korreliert dabei mit der Wanderstrecke und kann anhand eines beigefügten 

Standards quantifiziert werden. Dafür wurde vorab ein 1 %-iges Agarose-Gel (w/v) aus Agarose in TE-

Puffer erzeugt. Diese Mischung wurde dazu einmal aufgekocht, um die Agarose zu lösen und im 

Anschluss bei 60 °C gelagert. Agarose-Gele wurden sofort vor Verwendung frisch gegossen und mit 

0.1 % Ethidiumbromid oder MidoriGreen™ (NipponGenetics) versetzt. Die Polymerisation fand durch 

Abkühlen der Lösung auf Raumtemperatur statt. Als DNA-Größenstandard diente die 1 kb DNA Ladder 

der Firma Fermentas. Von dieser wurden jeweils 4 µL in eine der Taschen des Gels gegeben. Vor dem 

Auftragen von DNA-Proben wurden diese mit 20 % ihres Volumens an DNA-Probenpuffer (5x) 

versetzt, und die elektrophoretische Auftrennung wurde anschließend für 35 min bei 180 V in TAE-

Puffer (1x) durchgeführt (Tabelle 19). Die Visualisierung der Banden fand mit Hilfe von UV-Licht statt 

und bei Bedarf mit Hilfe eines Skalpells dem Gel entnommen. Die Elution der DNA aus dem Gelstück 

fand wiederum mit Hilfe des innuPrep DNA-Mini Kits der Firma Analytik Jena statt. Die Elution erfolgte 

dabei als einziges nicht nach Herstellerangaben, sondern mit ddH2O. 

Tabelle 19: In der Arbeit verwendete Puffer für die elektrophoretische Auftrennung von DNA. 

Puffer Zusammensetzung 

5x DNA-Probenpuffer 
0.05 % (w/v) Bromphenolblau, 100 mM EDTA, 40 % (v/v) 

Glycerol 

10x TAE-Puffer-Stammlösung 0.4 mM Tris, 10 mM EDTA, mit Essigsäure auf pH 8 eingestellt 

 

5.4.12 Restriktion von DNA-Molekülen 

Für die Restriktion von DNA (mit Ausnahme von DpnI) wurden Restriktionsenzyme und die 

zugehörigen Puffersysteme der Firma ThermoFisher Scientific in einer Ansatzgröße von 20 µL 

eingesetzt. In seltenen Fällen, in denen eine größere Menge geschnittener DNA benötigt wurde, wurden 
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die Ansätze bis zu einem Maßstab von 60 µL hochskaliert. Die Restriktion von DNA fand nach 

Herstellerangaben statt. Für die Kombination von zwei Restriktionsenzymen in einem Ansatz wurde der 

Online-Service DoubleDigest Calculator der Firma ThermoFisher Scientific genutzt, um das ideale 

Puffersystem und die idealen Verhältnisse an Restriktionsenzymen zu ermitteln. Jeweils ein Beispiel für 

eine Standardrestriktion zweier kompatibler Restriktionsenzyme und ein Beispiel zweier unkompatibler 

Restriktionsenzyme ist in Tabelle 20 angegeben. Wurde nur ein Restriktionsenzym eingesetzt, fand im 

Anschluss an die Restriktion eine Behandlung mit thermosensitiver Alkaliner Phosphatase (FastAP) 

statt, um eine Religation der linearen Plasmid-DNA zu unterbinden. 

Tabelle 20: Standardrestriktionsansatz zweier kompatibler Restriktionsenzyme und Ansatz zweier inkompatibler 
Restriktionsenzyme, in Anlehnung an die jeweiligen Vorschriften des DoubleDigest Calculator von ThermoFisher 
Scientific. 

Standardansatz kompatibler Enzyme Beispielansatz unkompatibler Enzyme 

Komponente Menge Durchführung Komponente Menge Durchführung 

Plasmid-DNA 

(ca. 30-100 ng/µL) 
10 µL 

3 h, 37 °C  

20 min, 80 °C 

Plasmid-DNA 

(ca. 30-100 ng/µL) 
10 µL 1 h, 37 °C 

(nur XhoI), 

Zugabe von 

NotI, 1 h, 37 °C 

 20 min, 

80 °C 

Tango-Puffer (10x) 2 µL Puffer G (10x) 2 µL 

Bsu36I 1 µL NotI 4 µL 

Pfl23II 1 µL XhoI 2 µL 

ddH2O 6 µL ddH2O 6 µL 

 

5.4.13 Dephosphorylierung linearer Plasmid-DNA 

Zur Verhinderung von Religation linearer Plasmid-DNA, welche mit nur einem Restriktionsenzym 

geschnitten worden ist, wurde die thermosensitive Alkaline Phosphatase von ThermoFisher Scientific 

eingesetzt. Dafür wurde im Anschluss an die Restriktion 1 µL FastAP zum Restriktionsansatz gegeben 

und der Ansatz für 20 min bei 37 °C inkubiert. Zur Deaktivierung des Enzyms wurde der Ansatz 

anschließend für 5 min bei 75 °C erhitzt. 

5.4.14 Ligation von DNA-Fragmenten 

Für die Ligation von linearisierter Plasmid-DNA und Insert-DNA, wurde die T4 DNA-Ligase 

(ThermoFisher Scientific, NewEngland Biolabs) mit zugehörigem Puffer eingesetzt. Dazu wurden die 

zugehörigen Komponenten auf Eis pipettiert. Für die spätere Transformation wurden 10 µL des 

Ansatzes auf kompetente E. coli gegeben. 
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Tabelle 21: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes. 

Komponente Menge Durchführung 

Insert-DNA 12 µL 

16 °C, 16 h 
linearisierte Vektor-DNA 6 µL 

T4 DNA-Ligase 0.2 µL 

T4 DNA-Ligase Puffer (10x) 2 µL 

 

5.4.15 Subklonierung 

Da bei der Amplifikation des gesamten Plasmides im Rahmen einer QuikChange™ PCR mit der 

Phusion-Polymerase Fehler auftreten können, wurde der gewünschte Genabschnitt, im Anschluss an die 

Isolation des neuen Plasmides aus den transformierten E. coli, mit Hilfe von geeigneten 

Restriktionsenzymen ausgeschnitten. Das Insert wurde im Anschluss mittels Agarose-

Gelelektrophorese isoliert und in das ursprüngliche Plasmid (vor PCR) zurück inseriert. Dieses wurde 

dafür vorab mit denselben Restriktionsenzymen behandelt und mittels Agarose-Gelelektrophorese vom 

ursprünglichen Insert getrennt. Die Ligation des neuen Inserts mit dem ursprünglichen Plasmid ergab 

das neue Plasmid mit der erwünschten Punktmutation, womit E. coli erneut transformiert wurde. 

5.4.16 Sequenzierung 

Erfolgreiche Klonierungen und die Einführungen von Mutationen wurden mittels DNA-Sequenzierung 

verifiziert. Dies geschah als Service (SurpremeRun) durch die Firma GATC Biotech bzw. Eurofins. 

Dafür wurden der Firma 20 µL DNA-Probe mit einer Konzentration von 30-100 ng/µL zugesendet. War 

für die Sequenzierung ein Primer notwendig, welcher nicht durch GATC Biotech/Eurofins bereitgestellt 

werden konnte, wurde zusätzlich der benötigte Primer (Tabelle 16) in einer Konzentration von 10 

pmol/µL mitversandt. Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse erfolgte mittels CloneManager. 

5.4.17 Amplifikation und Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli 

Für die Amplifikation und Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli wurden sterile Kulturröhrchen mit 

5 mL LB-Medium und dem entsprechenden Antibiotikum versehen. Das Medium wurde mit einer 

einzelnen Kultur von einer Agarplatte inokuliert und bei 37 °C für mindestens 20 h geschüttelt. Im 

Anschluss fand die Isolation der Plasmid-DNA mit Hilfe des innuPrep Plasmid Mini Kit der Firma 

Analytik Jena gemäß der Herstellervorgaben statt. Die DNA wurde jedoch mit sterilem H2O statt der 

Elutionslösung von der Säule eluiert. Anschließend wurde die Konzentration der Plasmid-DNA mit 

Hilfe einer Absorptionsmessung auf dem Nanodrop 2000c von Thermo Scientific ermittelt und die DNA 

für die spätere Verwendung bei –20 °C gelagert.  
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5.4.18 Isolation von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae 

Für die Isolation von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae wurden sterile Kulturröhrchen mit 5 mL Dropout-

Minimalmedium versehen. Das Medium wurde mit einer einzelnen Kultur von einer Agarplatte 

inokuliert und bei 30 °C für mindestens 48 h geschüttelt. Im Anschluss fand die Isolation der Plasmid-

DNA mit Hilfe des Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep Kit der Firma Zymo Research gemäß der 

Herstellervorgaben statt. Die DNA wurde jedoch mit sterilem H2O statt der Elutionslösung von der 

Säule eluiert. Anschließend wurde die Konzentration der Plasmid-DNA mit Hilfe einer 

Absorptionsmessung auf dem Nanodrop 2000c von Thermo Scientific ermittelt und die DNA für die 

spätere Verwendung bei –20 °C gelagert. 

5.4.19 Isolation genomischer DNA aus R. solani F-895 

Für die Isolation genomischer DNA aus R. solani wurde der Pilz für 4 Tage bei 30 °C in Kartoffel-

Glukose-Medium angezogen und das Mycel mittels Zentrifugation geerntet (12000 rpm, 8 min). 

Anschließend wurden ca. 100 mg des Mycels in einem 2 mL Eppendorf-Gefäß vorgelegt und mit 

Glasperlen versehen. Das Mycel mit den Glasperlen wurde für 30 s in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und anschließend für 1 min bei 30 Hz in einer Kugelmühle geschüttelt. Das Einfrieren 

und Schütteln wurde ein weiteres Mal wiederholt und in Probe mit jeweils 20 mg aufgeschlossene 

Zellmasse aufgeteilt. Mit jeder dieser Proben wurde die DNA-Isolation mit Hilfe des DNeasy Plant 

Mini-Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Elution erfolgte mit 100 µL TE-

Puffer statt des beigelieferten Elutionspuffers. Zur Überprüfung der gelungenen Isolation wurde die 

DNA-Konzentration der jeweiligen Proben ermittelt und diese mittels Agarose-Gelelektrophorese 

untersucht. Die Proben wurden vereinigt und dem Kooperationspartner (AG Polen, IBG-1 

Forschungszentrum Jülich) für die Sequenzierung der genomischen DNA zur Verfügung gestellt. 

5.4.20 Sequenzierung genomischer DNA von R. solani F-895 

Die Sequenzierung der genomischen DNA wurde von den Kooperationspartnern im Institut für Bio- und 

Geowissenschaften (IBG-1, Forschungszentrum Jülich), unter der Leitung von Tino Polen durchgeführt. 

Die genomische DNA wurde dafür aliquotiert (4 µg je Aliquot) und mit Hilfe des Bioruptor® Pico 

Ultraschall von Diagenode auf eine durchschnittliche Größe von 600 bp fragmentiert. Für die 

Anfertigung von DNA-Bibliotheken wurden erneut 2 µg Aliquots der fragmentierten DNA mit dem 

TruSeq DNA PCR-free Kit von Illlumina nach Herstellerangaben behandelt. Die resultierenden 

Bibliotheken wurden mit Hilfe des KAPA library quantification Kits der Firma Peqlab quantifiziert und 

nach Normalisierung vereinigt. Die vereinigten Bibliotheken wurden mit dem MiSeq System von 

Illumina sequenziert. Dafür wurde das „paired-end sequencing“ mit einem Leseraster von 2x 150 Basen 

verwendet. Die Analyse der Daten erfolgte mit der beigelieferten Software von Illumina. 
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5.4.21 Isolation der RNA von R. solani F-895 

Für die Isolation der RNA aus R. solani F-895 wurde R. solani F-895 sowohl in Glycerol-Medium, als 

auch in Erbsen-Medium angezogen. Im Anschluss an die Kultivierung wurden 40 mL der Kultur 

inklusive Mycel mit 5 mL einer Stop-Lösung (Tabelle 22) versetzt, gevortext, die Probe zentrifugiert 

(15000 rpm, 4 °C, 3 min) und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde sofort mit flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und die Proben bis zur Verwendung bei –80 °C zwischengelagert. Für den Aufschluss 

und die Isolation der RNA wurden anschließend zwei unterschiedliche Protokolle verwendet, welche 

beide zum erfolgreichen Erhalt der RNA führten. 

Im ersten Protokoll wurde das gefrorene Pellet auf Eis aufgetaut und mit 1.5-2 mL Glasperlen versehen 

(diese wurden zuvor mit konz. HCl gewaschen). Anschließend wurde Lösung 1 zum Pellet gegeben und 

die Probe für 1 min gevortext. Anschließend wurde die Probe für 2 min bei 75 °C inkubiert und erneut 

für 1 min gevortext. Es erfolgte eine erneute Inkubation bei 75 °C für 5 min und eine Zentrifugation bei 

4 °C und 5000 rpm, für 5 min. Die obere Phase wurde in ein neues Falcon-Reaktionsgefäß überführt, 

mit Lösung 2 versetzt und für 30 s gevortext. Erneut erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 5000 rpm 

für 5 min. Die obere Phase wurde in ein weiteres Falcon-Reaktionsgefäß überführt, Lösung 3 

hinzugefügt und für 30 s gevortext. Erneut erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 5000 rpm für 5 min. 

Die obere Phase wurde in ein weiteres Falcon-Reaktionsgefäß überführt und mit Lösung 4 versetzt. Es 

wurden zusätzlich 70 % des erhaltenen Gesamtvolumens an Ethanol zu der Lösung gegeben und die 

Lösungen durch Schwenken vermischt. Die Isolation der RNA erfolgte anschließend mit Hilfe des 

RNeasy Kit der Firma Qiagen, nach Herstellerangaben, ab dem Punkt wo 650 µL der Proben erstmalig 

auf die Säule gegeben werden. Zusätzlich wurde ein DNAse on column digest von Qiagen durchgeführt, 

um die Proben von DNA zu befreien. Dies geschah ebenfalls nach Herstellerangaben. Die Elution der 

RNA erfolgte entgegen der Herstellerangaben mit RNAse freiem H2O. Der Erfolg der Isolation wurde 

durch RNA-Konzentrationsbestimmung am Nanodrop, als auch mit Hilfe von Agarose-

Gelelektrophorese überprüft. 
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Tabelle 22: Benötigte Puffer und Lösungen für die RNA-Isolation mit Hilfe von saurem Phenol. 

Komponente Zusammensetzung 

Puffer A 
20 mM Na-Acetat-Puffer pH 5.5 

1 mM EDTA 

Stop-Lösung 10 % gepuffertes Phenol in Ethanol 

Lösung 1 
3.5 mL saures Phenol,a 2 mL Puffer A, 160 µL 

SDS-Lösung (10 % (w/v)) 

Lösung 2 
3 mL Chloroform/Phenol/Isoamylalkohol 

(25:24:1, Roth) 

Lösung 3 3 mL Chloroform 

Lösung 4 2 mL Lysis-Puffer (RNeasy Kit, Qiagen) 

Alle Puffer und Lösungen wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser angesetzt 

(0.1 % Endkonzentration, über Nacht gerührt und autoklaviert). 

a) 200 mL Phenol mit 200 mL Puffer A versetzt und gerührt, 1 h im Kühlschrank, obere Phase 

abgenommen, Vorgang 2x wiederholt und saures Phenol in 50 mL Falcon-Reaktionsgefäße mit 

Alufolie aliquotiert. Während des gesamten Vorgangs vor Licht geschützt. 

 

Um einen negativen Effekt des sauren Phenols auf die spätere RNA-Sequenzierung auszuschließen 

wurde ein weiteres Protokoll zur Isolation der RNA durchgeführt. Dafür wurde R. solani F-895 erneut 

in Glycerol-Medium und in Erbsen-Medium angezogen und das Mycel geerntet und mit ddH2O 

gewaschen. Anschließend wurde das Mycel in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80 °C 

zwischengelagert. 

Jeweils 140 mg des gefrorenen Mycels wurden in ebenfalls schockgefrorenen 1.5 mL Eppendorf-

Gefäßen abgewogen und anschließend in einen Mörser überführt und mechanisch aufgeschlossen. Dafür 

wurde das Mycel unter Zugabe von flüssigem Stickstoff mehrmals gründlich mit einem Stößel 

zermahlen. Das zermahlene Mycel wurde in 1.5 mL Eppendorf-Gefäße transferiert und anschließend 

das RNeasy Kit von Qiagen gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. Auch dieses Mal erfolgte ein 

DNAse on column digest nach den Herstellerangaben von Qiagen. Entgegen der Herstellerangaben 

wurde die RNA mit RNAse freiem ddH2O eluiert. Der Erfolg der Isolation wurde durch RNA-

Konzentrationsbestimmung am Nanodrop, als auch mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese überprüft. 

Die isolierte RNA wurde dem Kooperationspartner (AG Usadel, IBG-2 Forschungszentrum Jülich) für 

die weitere Untersuchung zur Verfügung gestellt. 
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5.4.22 Sequenzierung des Transkriptoms von R. solani F-895 

Vor der eigentlichen Sequenzierung der RNA wurden nach Erhalt der Proben erneut die Menge an RNA 

mit Hilfe des Qubit Fluorometers von ThermoFisher quantifiziert und ein erneuter DNase-Verdau 

durchgeführt. Es erfolgte eine Qualitätsanalyse der RNA mit Hilfe der TapeStation von Agilent. 

Nachdem die ausreichende Qualität des Ausgangsmaterials ermittelt wurde, konnte die Erstellung der 

mRNA-Bibliothek mit dem TruSeq stranded mRNA Kits der Firma illumina, nach Herstellerangaben 

durchgeführt werden. Danach wurde ein Sequenzierungslauf mit dem NextSeq-System von illumina 

durchgeführt und die erhaltenen Rohdaten ausgewertet. Es erfolgte sowohl eine genombasierte 

Auswertung der erhaltenen Daten als auch eine de novo Auswertung. Bei ersteren wurden die erhaltenen 

Daten mit den bereits publizierten Daten von Rhizoctonia solani AG-3 verglichen. Dazu wurden vorerst 

die Adaptersequenzen mit der Trimmomatic Software entfernt.[305] Um zu verifizieren, dass alle 

Adaptersequenzen erfolgreich entfernt wurden erfolgte eine Analyse mittels FastQC von illumina. Mit 

Hisat2 erfolgte anschließend das „mapping“ der Daten auf die des Referenzgenoms.[306] Mit Hilfe des 

SAMtools Programms wurden die Daten sortiert und konvertiert, damit anschließend Genmodelle auf 

Basis der Daten mit StringTie erzeugt werden konnten.[307, 308] Die erstellten Genmodelle wurden mit 

gffread in eine FASTA-Datei formatiert und mit Hilfe der blastn Funktion vom National Center for 

Biotechnology Informaton (NCBI, USA) auf eine mögliche Laccasesequenz untersucht. Es erfolgte eine 

Analyse des „open reading frame“ (ORF) mit Hilfe der CLC workbench von Qiagen und anschließend 

die Untersuchung auf mögliche Signalsequenzen mit Hilfe der Phobius signale peptide Suchfunktion. 

5.4.23 Erzeugung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen 

Zur Erzeugung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden 400 mL LB-Medium in Fermbach-Kolben, 

mit Hilfe einer Vorkultur auf eine OD600 von 0.1 inokuliert. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation bei 

37 °C und 180 rpm für 3-4 h, bis eine OD600 von ~0.6 erreicht wurde. Im Anschluss wurden die Zellen 

mittels Zentrifugation (5000 rpm, 10 min, 4 °C) geerntet und das Zellpellet in 10 mL einer eisgekühlten 

MgCl2-Lösung (100 mM) resuspendiert. Die gelösten Zellen wurden für 30 min auf Eis inkubiert und 

anschließend erneut zentrifugiert (5000 rpm, 10 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde danach in 2 mL einer 

CaCl2-Lösung (100 mM, 15 % (w/v) Glycerol) resuspendiert und jeweils 50 µL in vorab sterilisierte, 

1.5 mL Eppendorfgefäße aliquotiert. Diese wurden sofort verschlossen, in flüssigem Stickstoff 

tiefgefroren und anschließend bei –80 °C gelagert. Vor der Verwendung wurde ein Aliquot jeweils 

vorsichtig für 5 min auf Eis aufgetaut. 

Chemisch kompetente E. coli wurden mit 1 µL Plasmid-DNA (oder 10 µL Ligationsansatz/DpnI-

Verdau) mit einer Konzentration von ~ 30-100 ng/µL versetzt und für 30 Minuten auf Eis gelagert. Im 

Anschluss wurden die Zellen für 90 Sekunden bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt, bevor sie mit 

500 µL sterilem LB-Medium versetzt wurden. Nach einer 1-3-stündigen Inkubation bei 37 °C, für die 

Ausbildung der jeweiligen Antibiotikaresistenz, wurden die Kulturen zentrifugiert und der zellfreie 

Überstand abgegossen. Die Zellen wurden in den verbleibenden ~100 µL im Eppendorf-Gefäß 
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resuspendiert und auf eine Agar-Platte mit entsprechendem Selektionsmarker gegeben und über Nacht 

bei 37 °C inkubiert. 

5.4.24 Erzeugung und Transformation chemisch kompetenter S. cerevisiae-Zellen 

Zur Erzeugung chemisch kompetenter S. cerevisiae wurde sich der Lithiumacetat/Einzelstrang-Träger-

DNA/Polyethylenglykol-Methode von Gietz et al. bedient.[309] Dazu wurde vorab eine 5 mL Vorkultur 

von S. cerevisiae Y00000 in YPD-Medium bei 30 °C über Nacht auf einem Roller angezogen. Nach 

12-16 h Inkubation wurde die optische Dichte der Vorkultur bei einer Wellenlänge von 600 nm 

bestimmt und im Anschluss zwei 50 mL Hauptkulturen in vorgewärmtem YPD-Medium auf eine 

optische Dichte bei 600 nm von 0.1 eingestellt. Diese wurden bei 30 °C für ca. 4 h auf eine OD600 von 

~ 0.6 angezogen und mittels Zentrifugation (3000g, 5 min) geerntet. Die erhaltenen Pellets wurden in 

25 mL sterilem Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert (3000g, 5 min). Dieser Waschschritt 

wurde ein weiteres Mal mit 25 mL sterilem Wasser wiederholt und die Zellen zentrifugiert (3000g, 

5 min). Im Anschluss wurden die Zellpellets der Kulturen in jeweils 1 mL sterilem Wasser resuspendiert 

und in ein 1.5 mL Eppendorf-Gefäß überführt. Dort wurden sie für 30 s bei 13000g zentrifugiert und 

der Überstand abdekantiert. Das Pellet wurde erneut in 1 mL sterilem Wasser resupendiert und im 

Anschluss 100 µL Aliquots auf 1.5 mL Eppendorf-Gefäße aufgeteilt. Jedes dieser Aliquots kann im 

Anschluss für eine Transformation eingesetzt werden (immer frisch angesetzt, Einfrieren und Auftauen 

senkt die Transformationseffizienz). Zu jeweils einem 100 µL Aliquot wurden 360 µL eines 

Transformationsmixes (Tabelle 23) gegeben. Sollten mehrere unterschiedliche Transformanden erzeugt 

werden wurde erst ein Mastermix ohne Plasmid-DNA erstellt und 336 µL auf die Aliquots gegeben. 

Anschließend wurden dann 34 µL der jeweiligen Plasmid-DNA in sterilem Wasser auf das Aliquot 

gegeben. Zellen mit Transformationsmix wurden stark gevortext und für 40 min bei 42 °C inkubiert. 

Danach wurden die Aliquots zentrifugiert (13000g, 30 s) und der Überstand mit einer Pipette 

abgenommen. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 1 mL sterilem Wasser resuspendiert und 2 oder 20 µL 

auf eine Agarplatte mit Selektionsmedium gegeben und anschließend für 3-4 Tage bei 30 °C inkubiert. 
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Tabelle 23: Zusammensetzung des Transformations-Mixes für die Transformation von S. cerevisiae. 

Transformationsmix-Komponente Volumen [µL] 

PEG 3000 (50 % (w/v)) 240 

LiAc (1 M) 36 

Einzelstrang Lachs-Sperma DNA (2 mg/mL) 50 

Plasmid-DNA in sterilem Wasser (~500 ng Plasmid-DNA) 34 

Gesamtvolumen 360 

 

Für die Bereitstellung des Polyethylenglykol-Mixes wurden 50 g PEG unter Erwärmung in 30 mL 

destilliertem Wasser gelöst. Im Anschluss wurden weitere 70 mL destillierstes Wasser dazugegeben und 

die Lösung autoklaviert. Eine sterile Lithiumacetat-Lösung wurde durch Lösen von 10.2 g 

Lithiumacetat-Dihydrat in 100 mL destilliertem Wasser und anschließendem Autoklaviervorgang 

erzeugt. Für die Herstellung der einzelsträngigen Lachs-Sperma-DNA-Lösung wurden 200 mg 

Lachssperma DNA in 100 mL TE-Puffer bei 4 °C gelöst. Dieser Vorgang kann mehrere Stunden dauern. 

Im Anschluss wurden 1 mL Aliquots in 1,5 mL Eppendorf-Gefäße aufgeteilt und bei –20 °C gelagert. 

Vor Verwendung wurde die DNA für 5 min in kochendem Wasser denaturiert und im Anschluss sofort 

mit Hilfe eines Eisbades abgekühlt. Ein Aliquot kann 4-5 Mal auf diese Art behandelt werden, ohne 

dass eine Verschlechterung der Transformationseffizienz eintritt. 
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5.4.25 Verwendete Enzyme 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Enzyme wurden in E. coli oder S. cerevisiae produziert, 

kommerziell erworben, oder von Mitarbeitern des Instituts zur Verfügung gestellt. 

Tabelle 24: Im Rahmen der Doktorarbeit verwendete Enzyme. 

Enzym Herkunft Anwendung 

ADHT 

(Thermoanaerobacter 

brokkii) 

Die Produktion erfolgte in Anlehnung an eine 

Vorschrift von Classen et al.[310] durch H. Gierena 

und B. Pascholdb und wurde als Zellpellet zur 

Verfügung gestellt 

Biokatalytische 

Umsetzungen 

ADHLB 

(Lactobacillus brevis) 

Die Produktion erfolgte in Anlehnung an eine 

Vorschrift von Classen et al.[310] durch H. Gierena 

und B. Pascholdb und wurde als Zellpellet zur 

Verfügung gestellt 

Biokatalytische 

Umsetzungen 

GDH 

(Bacillus subtilis) 

Die Produktion erfolgte durch H. Gierena und wurde 

als zellfreier Glycerolstock von C. Holecb 

bereitgestellt 

Cofaktor-

Regeneration 

FDH* 

(Candida boidinii) 

Die Produktion erfolgte eigenhändig in E. coli BL21 

(DE3) 

Cofaktor-

Regeneration 

PTDH 

(Pseudomonas 

stutzeri) 

Die Produktion erfolgte eigenhändig in E. coli BL21 

(DE3) 

Cofaktor-

Regeneration 

P450 BM3 

(Bacillus 

megaterium) 

Die Produktion erfolgte eigenhändig in E. coli BL21 

(DE3), einige Varianten und Bibliotheken wurden 

von C. Holecb bereitgestellt 

Biokatalytische 

Umsetzungen 

RSL 

(Rhizoctonia solani 

AG-3 Rhs1AP) 

Die Produktion erfolgte eigenhändig in E. coli BL21 

(DE3) 
Charakterisierung 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 24 

RSL F-895 

(Rhizoctonia solani 

F-895) 

Die Produktion erfolgte eigenhändig in E. coli BL21 

(DE3), Rosetta (DE3), Arctic Express (DE3), und 

S. cerevisiae Y00000 

Charakterisierung 

Katalase 

(M. lysodeiktikus) 
~150 kU/mL je nach Charge, Sigma-Aldrich 

Disproportionierung 

von H2O2 in 

biokatalytischen 

Umsetzungen 

a Institut für molekulare Enzymtechnologie, Heinrich-Heine Universität Düsseldorf 

b Institut für bioorganische Chemie, Heinrich-Heine Universität Düsseldorf 

 

5.4.26 Eigenhändige Produktion von Enzymen in E. coli und S. cerevisiae 

Für die Expression von Proteinen in E. coli und S. cerevisiae wurde eine Reihe von Zusätzen benötigt. 

Antibiotika dienten zur Selektion von transformierten E. coli mit entsprechendem Selektionsmarker auf 

den verwendeten Plasmiden. Von allen Antibiotika und dem Induktor IPTG wurden Stammlösungen 

angesetzt, welche anschließend im Verhältnis 1:1000 zu den Nährmedien gegeben wurden. Für das 

Ansetzen hochkonzentrierter Zuckerlösungen wurden diese in einem Wasserbad erwärmt. Alle 

verwendeten Zusätze wurden vor der Zugabe zu den Nährmedien über einen Sterilfilter filtriert (Tabelle 

25). 

Tabelle 25: Verwendete Zusätze im Rahmen von Expressionsversuchen in E. coli und S. cerevisiae. 

Zusatz Zusammensetzung Zweck Lagerung 

Ampicillin-

Stammlösung 
100 µg/mL Kanamycin-Sulfat in ddH2O Selektion –20 °C 

Kanamycin-

Sammlösung 
50 µg/mL Kanamycin-Sulfat in ddH2O Selektion –20 °C 

Gentamycin-

Stammlösung 
20 µg/mL Gentamycin-Sulfat in ddH2O Selektion –20 °C 

IPTG-

Stammlösung 
0,1 M IPTG in ddH2O 

Induktion der 

Expression, T7-

Promotorsysteme 

–20 °C 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 25 

CuSO4-

Stammlösung 

100 mM Kupfersulfat-Pentahydrat in 

ddH2O 

Zusatz für 

Laccaseexpression 

frisch 

angesetzt 

Glukose-

Stammlösung 
40 % (w/v) Glukose in ddH2O C-Quelle 

frisch 

angesetzt 

Raffinose-

Stammlösung 
20 % (w/v) Raffinose in ddH2O C-Quelle 

frisch 

angesetzt 

Galaktose-

Stammlösung 
30 % (w/v) Galaktose in ddH2O 

C-Quelle, 

Induktion der 

Expression Gal1-

Promotorsysteme 

frisch 

angesetzt 

Arabinose-

Stammlösung 
40 % (w/v) Arabinose in ddH2O 

Induktion der 

Expression, AraC-

Promotorsysteme 

frisch 

angesetzt 

Aminolevulinsäure-

Stammlösung 
0.5 M Aminolevulinsäure in ddH2O 

Expression von 

P450 BM3 
–20 °C 

Thiamin-

Stammlösung 

100 mg/mL Thiamin-Hydrochlorid in 

ddH2O 

Expression von 

P450 BM3 
–20 °C 

Spurenelement-

Stammlösung 

3 mM CaCl2, 0.6 mM ZnSO4ꞏ7H2O, 

0.6 mM MnSO4ꞏH2O, 60 mM 

Na2EDTA, 60 mM FeCl3ꞏ6H2O, 

0.6 mM CuSO4, 0.8 mM CoCl2  

Expression von 

P450 BM3 
4 °C 

 

5.4.27 Produktion von R. solani Laccasen in E. coli 

Für die versuchte Expression von R. solani Laccasen in E. coli wurden 100 mL LB-Medium mit 

Kanamycin in einem sterilen 500 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane vorgelegt. Das Medium wurde 

mit einer Vorkultur E. coli BL21 (DE3) pColA RSL (bzw. RSL F-895) auf eine OD600 von 0.1 angeimpft 

und bei 13°-37 °C und 130 rpm geschüttelt. Die Temperatur hing dabei von dem verwendeten E. coli-

Stamm ab. Während Arctic Express (DE3) bei 13 °C inkubiert wurde, wurde BL21 (DE3) bei 25°-37 °C 

inkubiert. Die Expression wurde nach ca. 2-3 h (OD600 ~ 0.6) durch die Zugabe von IPTG induziert und 

die Kulturen für 24 h bei 130 rpm geschüttelt. In einigen Fällen wurde Kupfersulfat (0.2 mM 

Endkonzentration) als Zusatz für eine möglicherweise erhöhte Expressionsrate zum Nährmedium 
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gegeben.[40, 311] Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (12000 rpm, 15 min, 4 °C). Der 

Expressionserfolg wurde mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese und Aktivitätsassays überprüft. 

5.4.28 Produktion von R. solani F-895 Laccase in S. cerevisiae 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Iimura et al.[146] wurden 50 mL YPRaf-Medium in einem sterilen 

250 mL Erlenmeyerkolben mit einer Vorkultur S. cerevisiae pIE3 RSL F-895 (bzw. Linker oder 

LinkStrep) auf eine OD600 von 0,1 inokuliert. Diese Kultur wurde für 20 h bei 25 °C und 130 rpm 

geschüttelt und anschließend die OD600 erneut vermessen. Eine definierte Menge Kulturmedium, welche 

einer OD600 = 1 in 50 mL enstpricht, wurde mittels Zentrifugation (12000 rpm, 5 min) geerntet und 

anschließend in 50 mL YPRaf resuspendiert. Die Kultur wurde für 48 h bei 20 °C und 130 rpm inkubiert. 

Die Zellen wurden anschließend mittels Zentrifugation geerntet und sowohl der Kulturüberstand, als 

auch das Zelllysat nach Zellaufschluss, mittels SDS-Gelelektrophorese und Aktivitätsassays auf eine 

erfolgreiche Expression überprüft. 

5.4.29 Produktion von FDH* in E. coli 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Ricke[246] wurde 1 L TB-Medium mit Kanamycin in einem 3 L 

Fermbachkolben, aus einer Vorkultur E. coli BL21 (DE3) pET21(+) FDH* auf eine OD600 von 0.1 

inokuliert und diese für 2-3 h bei 37 °C und 130 rpm bis zu einer OD600 ~ 0.6 angezogen. Zur Induktion 

der Expression wurde anschließend IPTG hinzugegeben und die Kultur bei 20 °C und 130 rpm für 48 h 

geschüttelt. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation geerntet (18000 rpm, 4 °C, 30 min). Es erfolgte 

ein Aufschluss der Zellen und anschließend eine Aufreinigung des Proteins mittels Ni-NTA 

Affinitätschromatografie. Die erfolgreiche Expression und Aufreinigung wurde mit Hilfe von SDS-

Gelelektrophorese und Aktivitätsassays überprüft. 

5.4.30 Produktion von PTDH in E. coli 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Beyer et al.[255] wurde 1 L TB-Medium mit Ampicillin in einem 

3 L Fermbachkolben, aus einer Vorkultur von E. coli BL21 (DE3) pBAD PTDH auf eine OD600 von 0.1 

inokuliert und diese für 2-3 h bei 37 °C und 130 rpm bis zu einer OD600 ~ 0.6 angezogen. Zur Induktion 

der Expression wurde anschließend Arabinose auf eine Endkonzentration von 0.02 (w/v) hinzugegeben 

und die Kultur bei 30 °C und 130 rpm für 18 h geschüttelt. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation 

geerntet (18000 rpm, 4 °C, 30 min). Es erfolgte ein Aufschluss der Zellen und anschließend eine 

Aufreinigung des Proteins mittels Ni-NTA Affinitätschromatografie. Die erfolgreiche Expression und 

Aufreinigung wurde mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese und Aktivitätsassays überprüft. 

5.4.31 Produktion von P450 BM3 in E. coli 

5.4.31.1 Produktion in Kolben 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Neufeld[250] wurde 1 L TB-Medium mit Kanamycin und den 

Zusätzen Thiamin, Aminolevulinsäure und Spurenelementlösung (alle im Verhältnis 1:1000 aus 

Stammlösung) in einem 3 L Fermbachkolben, aus einer Vorkultur von E. coli BL21 (DE3) pET28a (+) 
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P450 BM3 auf eine OD600 von 0.1 inokuliert und diese für 2-3 h bei 37 °C und 130 rpm bis zu einer 

OD600 ~ 0.6 angezogen. Zur Induktion der Expression wurde anschließend IPTG hinzugegeben und die 

Kultur bei 25 °C und 130 rpm für 36 h geschüttelt. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation geerntet 

(18000 rpm, 4 °C, 30 min). Die erfolgreiche Expression wurde mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese 

und einer Monooxygenase spezifischen Konzentrationsbestimmung überprüft. 

5.4.31.2 Produktion in Mikrotiterplatten 

Für die Untersuchung von P450 BM3 Bibliotheken wurden Varianten des Enzyms in Mikrotiterplatten 

nach einer Vorschrift von Neufeld exprimiert.[250] Dafür wurden in einer sterilen 96-Well 

Mikrotiterplatte 150 µL LB-Medium mit Kanamycin vorgelegt. In jedes Well wurde mit Hilfe eines 

sterilen Zahnstochers eine einzelne Kolonie von transformierten E. coli, mit der gewünschten P450 BM3 

Variante, übertragen. Die Mikrotiterplatte wurde mit einem Deckel und Klebeband verschlossen und für 

10-15 h bei 37 °C und 900 rpm inkubiert. Sollte aus der Platte eine Glycerinkultur zur Lagerung und für 

zukünftige Expressionen entstehen, wurde in jedes Well 150 µL steriles Glycerin (50 % (w/v)) gegeben 

und diese Platte bei –80 °C gelagert. Für die Expression der Monooxygenasen wurde in einer 2 mL 

Deepwell-Platte jeweils 500 µL TB-Medium mit Zusätzen (siehe Expression im Kolben, Ausnahme 

0.5 mM Endkonzentration an IPTG statt der üblichen 0.1 mM) vorgelegt und diese mit 10 µL aus der 

Vorkulturplatte angeimpft. Die Platten wurden mit luftdurchlässiger Folie verschlossen und bei 30 °C 

und 900 rpm für 24 h inkubiert. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation (4000 rpm, 15 min, 4 °C) 

geerntet, der Überstand abdekantiert und die Platte bei –20 °C gelagert oder sofort verwendet. Eine rote 

Färbung der Pellets deutete dabei auf eine erfolgreiche Expression der Monooxygenase hin. 

5.4.32 Herstellung von zellfreien Rohlysaten von E. coli 

Für die Herstellung zellfreier Rohlysate größerer Mengen an E. coli-Kultur (2-30 mL) wurde ein 

mechanischer Aufschluss mit der Hilfe von Ultraschall durchgeführt. Für die Herstellung zellfreier 

Rohlysate im Rahmen der Untersuchung von P450-Bibliotheken wurde ein enzymatischer Aufschluss 

mittels Lysozyms gewählt. 

5.4.32.1 Mechanischer Zellaufschluss mit Ultraschall 

Für den Zellaufschluss mit Ultraschall wurde ein Zellpellet in vorgekühltem Puffer gelöst [20 % (w/v)] 

und anschließend auf Eis gekühlt. Der Aufschluss erfolgte durch einen Ultraschallhomogenisator mit 

einer Pulslänge und Intensität von ~40 % für 10 min auf Eis. Es erfolgte eine Pause für 1 min. und eine 

weitere Behandlung mit Ultraschall für 10 min bevor die Zelltrümmer mittels Zentrifugation 

(18000 rpm, 15 min, 4 °C) sedimentiert wurden. Der nun zellfreie Überstand wurde abdekantiert und 

sofort verwendet, oder für maximal 12 h bei 4 °C zwischengelagert. Zellfreie Rohlysate von PTDH 

waren bis zu einem Monat bei 4 °C lagerbar ohne messbaren Aktivitätsverlust. 
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5.4.32.2 Enzymatischer Zellaufschluss mit Lysozym 

Für den Zellaufschluss kleinerer Volumina in Mikrotiterplatten, wurde ein enzymatischer Zellaufschluss 

mit Hilfe von Lysozym durchgeführt. Dafür wurde eine der exprimierten P450 BM3 Bibliotheken für 

30 min bei 4 °C aufgetaut und anschließend 240 µL einer frisch angesetzten Lysozym-Lösung 

(5 mg/mL Lysozym aus Hühnereiweiß (~70 kU/mg Sigma Aldrich) in ddH2O) in jedes Well gegeben. 

Die Zellpellets wurden in der Lysozym-Lösung durch auf- und abpippetieren resuspendiert und die 

Platte anschließend bei 37 °C und 900 rpm für 1 h geschüttelt. Eine Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C, 

15 min) erlaubte das vorsichtige Abnehmen von 200 µL der zellfreien Kulturüberstände und die 

Überführung dieser in eine neue Platte. Die Rohlysate wurden sofort frisch eingesetzt. 

5.4.33 Proteinaufreinigung 

Die Aufreinigung von Proteinen erfolgten durch affinitätschromatografische Methoden. Dafür besaßen 

die betreffenden Proteine einen Affinitätstag, der mit der stationären Phase einer Säule interagiert und 

dadurch die Aufreinigung erlaubt (vgl. Abbildung 29). In dieser Arbeit wurden sowohl Polyhistidintags 

(FDH*, PTDH), als auch StrepTactin®-Tags (RSL F-895) genutzt. 

Das zellfreie Rohlysat des thermostabilen Enzyms ADHT wurde für 15-20 min bei 65 °C inkubiert, um 

thermolabile Enzyme zu denaturieren. Eine darauffolgende Zentrifugation (12000 rpm, 4 °C, 30 min) 

lieferte das teilweise aufgereinigte Enzym im Überstand.  

5.4.33.1 Aufreinigung von Proteinproben mittels Ni-NTA Affinitätschromatografie 

Proteine, die mit einem Polyhistidintag versehen waren, wurden mit Hilfe der Nickel-Nitriloessigsäure-

Affinitätschromatografie (Ni-NTA) aufgereinigt. Dabei wird die Affinität von chelatgebundenem 

Nickel, gegenüber den Histiden des Proteins ausgenutzt, um diese an der stationären Phase der Säule zu 

immobilisieren. In einem Folgeschritt kann das immobilisierte Enzym mit Hilfe von Imidazol von der 

Säule verdrängt werden. Bei den verwendeten Säulen handelte es sich um Ni-NTA Superflow Cartridges 

der Firma Qiagen mit einem Säulenvolumen von 5 mL. Zum Beladen der Säulen mit Puffern und 

Rohlysat wurden Peristaltikpumpen der Firma verwendet. 

Tabelle 26: Für die Ni-NTA Affinitätschromatografie benötigte Puffer. 

Puffer Zusammensetzung 

Äquilibrierungspuffer 50 mM KPi-Puffer (pH 7.5), 1 M NaCl, 10 mM Imidazol 

Waschpuffer 1 50 mM KPi-Puffer (pH 7.5), 1 M NaCl, 20 mM Imidazol 

Waschpuffer 2 50 mM KPi-Puffer (pH 7.5), 300 mM NaCl, 1 M Imidazol 

Elutionspuffer 50 mM KPi-Puffer (pH 7.5), 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol 

Ethanollösung 20 % (v/v) Ethanol in ddH2O 
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Vor Verwendung der Säulen wurden diese mit zwei Säulenvolumen Äquilibrierungspuffer äquilibriert. 

Im Anschluss wurde langsam das zellfreie Rohlysat (max 30 mL) über die Säule gegeben, der 

Durchfluss aufgefangen und ein weiteres Mal auf die Säule gegeben. Durch das Waschen mit zwei 

Säulenvolumen an Waschpuffer 1 wurden unspezifisch gebundene Proteine von der Säule eluiert. Die 

Elution des Zielproteins erfolgte anschließend durch Zugabe von zwei Säulenvolumen an 

Elutionspuffer, wobei das Zielprotein erst in der zweiten Fraktion erwartet wird. Um die Säule von 

Restprotein zu befreien wurde ein weiteres Säulenvolumen an Waschpuffer 2 über die Säule gegeben. 

Zum Schluss wurde ein Säulenvolumen Ethanollösung auf die Säule gegeben und diese bis zur nächsten 

Verwendung bei 4 °C gelagert. Bei jedem der durchgeführten Schritte wurde der Säulendurchfluss als 

getrennte Fraktion aufgefangen und im Anschluss mittels SDS-Gelelektrophorese und Aktivitätsassay 

auf die Anwesenheit des Zielproteins untersucht. Dafür wurde jede Fraktion bis zur Verwendung auf 

Eis gelagert. 

5.4.33.2 Aufreinigung von Proteinproben mittels StrepTactin® Affinitätschromatografie 

Da die StrepTactin® Affinitätschromatografie im Rahmen dieser Arbeit für die Aufreinigung eines 

Proteins aus dem Kulturüberstand von S. cerevisiae verwendet wurde, erfolgte vor dem eigentlichen 

Protokoll eine Behandlung des Kulturüberstandes mit einer Avidin-Blockerlösung derselbigen Firma. 

Das beigefügte Avidin dient dazu, möglicherweise vorhandenes Biotin aus dem Kulturüberstand zu 

entfernen, da dieses ansonsten irreversibel an die Säule binden könnte. Aus diesem Grund wurden in 

Anlehnung an die Herstellerangaben 45 mL des Kulturüberstandes mit 5 mL 10x Puffer W (1 M 

Tris/HCl-Puffer, 1.3 M NaCl, pH 8.0) auf einen pH-Wert zwischen pH 7.5 und pH 8 eingestellt. 

Anschließend wurde 1 mL der Blocking-Lösung dazu gegeben und die Probe für 15 min bei 25 °C 

inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation für 5 min bei 10000 rpm und es wurde mit dem Überstand 

weitergearbeitet. 

Proteine, die mit einem Strep-Tag versehen waren, wurden anschließend mit Hilfe der StrepTactin® 

Affinitätschromatografie aufgereinigt. Das Grundlegende Prinzip ist dabei ähnlich der Ni-NTA 

Affinitätschromatografie und wurde vorab bereits erläutert (Abbildung 29). Für die Aufreinigung 

wurden StrepTactin® Superflow Säulen, mit einem Säulenvolumen von 5 mL, der Firma iba-lifesciences 

genutzt. Die Durchführung geschah anhand der beigefügten Herstellerangaben nach dem „Short“-

Protokoll. Die Elutionsschritte erfolgten mit 0.8, 1.4, und 0.8 mL Elutionspuffer. 

Um den Erfolg der Aufreinigung zu verfolgen wurden vor jedem Arbeitsschritt Proben für eine 

Untersuchung mittels SDS-Gelelektrophorese und Aktivitätsassays entnommen. 

5.4.34 Umpuffern und Aufkonzentrieren von Proteinlösungen 

Zum Umpuffern von Proteinlösungen wurden PD10-Größenausschlusschromatografie Säulen mit 

einem Säulenvolumen von 3.5 mL der Firma GE-Healthcare verwendet. Dafür wurden diese vorab mit 

drei Säulenvolumen des Zielpuffers äquilibriert, bevor 2.5 mL der Proteinlösung auf die Säule gegeben 

wurden. Die Elution erfolgte anschließend mit einem Säulenvolumen an Zielpuffer und die Säule wurde 
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im Anschluss mit drei Säulenvolumen an Zielpuffer gespült. Zum Schluss wurde die Säule mit 20 %-iger 

Ethanollösung (Tabelle 26) überschichtet und bei 4 °C gelagert. 

Um Proteinlösungen aufzukonzentrieren wurden VivaSpin®-Konzentratoren der Firma Sartorius mit 

einem entsprechendem Molecular Weight CutOff (MWCO) eingesetzt. Für das Aufkonzentrieren von 

FDH* Proteinlösungen wurden Filter mit einem MWCO von 10 kDa eingesetzt, während zum 

Aufkonzentrieren von RSL F-895 Filter mit einem MWCO von 50 kDa eingesetzt wurden. Es wurden 

je nach Volumen der Proteinlösung Vivaspin® 20 (5-20 mL Proteinlösung) oder Vivaspin® 500 (500 µL 

Proteinlösung) Filter eingesetzt. Die Aufkonzentrierung erfolgte mittels Zentrifugation nach 

Herstellerangaben, bis zu einem gewünschten Volumen, bei 4 °C. 

5.4.35 Deglykosilierung von Proteinen 

Die Deglykosilierung von Proteinen wurde mit Hilfe der PNGase F von New England Biolabs gemäß 

den beigefügten Herstellerangaben durchgeführt. Als Kontrolle diente jeweils eine Probe mit der das 

Protokoll ohne beifügen der PNGase durchgeführt wurde, als auch eine Probe in der ausschließlich 

PNGase ohne Glycoprotein vorlag. 

5.4.36 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Für die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde jeweils eine SDS-PAGE 

durchgeführt. Dafür wurden Proteinproben mit SDS-Probenpuffer (5x) versetzt und für 10 min bei 95 °C 

augekocht. Je nach Taschengröße des zuvor gegossenen SDS-Gels wurden 10-15 µL der jeweiligen 

aufgekochten Proteinproben in eines der Taschen des Gels gegeben. Das Gel wiederum bestand aus 

einem 12 %-igen Trenngel und einem 4 %-igen Sammelgel. Zusätzlich zu den Proben wurde in eine der 

Taschen 5 µL des kommerziellen Proteinstandards PageRuler® Prestained Protein Ladder der Firma 

ThermoFisher vorgelegt. Für die Auftrennung mittels Elektrophorese wurden die entsprechenden 

Elektrophoresekammern und Netzteile der Firma Bio-Rad verwendet. In die äußere Kammer wurde 

dafür der Anodenpuffer und in die innere Kammer der Kathodenpuffer gefüllt. Die Proben wurden bei 

30 V für 20 min und 60 V für 6 min im Sammelgel fokussiert, bevor die Trennung der Proteine für 

45 min bei 180 V durchgeführt wurde. Die Gele wurden im Anschluss an die Elektrophorese für 10 min 

in Fixierlösung geschwenkt, mit ddH2O gewaschen und über Nacht in kolloidaler Coomassie-

Färbelösung geschwenkt. Am nächsten Tag wurden die Gele aus der Färbelösung genommen und mit 

ddH2O entfärbt. 
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Tabelle 27: Für die SDS-Gelelektrophorese verwendete Lösungen und Puffer 

Lösung Zusammensetzung 

SDS-Probenpuffer (5x) 

Natriumdodecylsulfat 10 % (w/v), Saccharose 30 % (w/v), 

Bromphenolblau 0.1 % (w/v), 50 mM Dithiothreitol, 500 mM Tris/HCl 

pH 6.8 

Anodenpuffer 0.1 M Tris, 225 mM HCl, pH 8.9 

Kathodenpuffer 0.1 M Tris, 0.1 M Tricin, 0.1 % SDS (w/v), pH 8.25 

APS-Lösung 10 % Ammoniumperoxodisulfat (w/v), in ddH2O 

3x Gelpuffer 3 M Tris, 1 M HCl, 0,3 % SDS (w/v), pH 8.45 

4 % Sammelgel 
0.4 mL Rotiphorese® Gel 30 (Roth), 0.75 mL Gelpuffer (3x), 

1.85 mL H2O, 25 µL APS-Lösung, 2.5 µL TEMED (Roth) 

12 % Trenngel 

1.68 mL Rotiphorese® Gel 30 (Roth), 1.68 mL Gelpuffer (3x), 

1.18 mL H2O, 0.5 g Glycerol, 25 µL APS-Lösung, 2.5 µL TEMED 

(Roth) 

Fixierlösung 30 % Ethanol (v/v), 10 % Essigsäure (v/v), in ddH2O 

Färbelösung 

2 % Phosphorsäure (w/v), 10 % Ethanol (v/v), 

5 % Aluminiumsulfat (w/v), 0.02 % Coomassie Brilliant Blau G-250 

(w/v) 

 

5.4.37 Untersuchung von Proteinen mit MALDI-TOF 

Die Durchführung von MALDI-TOF Experimenten erfolgte durch die Kooperationspartner im Institut 

für Bio- und Geowissenschaften (IBG-1, Forschungszentrum Jülich), unter der Leitung von Tino Polen. 

Relevante Proteinbanden wurden gemäß einer Vorschrift von Pahlke et al. aus dem SDS-Gel 

ausgeschnitten, tryptisch verdaut und mit MALDI-TOF Massenspektrometrie untersucht.[312] 

Monoisotopische Massen wurden zugeordnet und für die hauseigene Datenbanksuche mit der Mascot 

Software der Firma Matrix Science genutzt. Dafür wurde die Proteindatenbank der „Shotgun“-

Sequenzierung von R. solani AG-1 IA (AFRT00000000.1) als Basis benutzt. Um später die am besten 

passende, urpsrüngliche Laccasesequenz von RSL F-895 aus der Probe zu finden, wurde eine selbst 

angelegte Proteindatenbank aus den Genom- und Transkriptomdaten von R. solani F-895 genutzt. 
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5.4.38 Western-Blot 

Für den Nachweis von Proteinen mit Hilfe von spezifischen Antikörpern wurde das Western-Blot 

Verfahren verwendet. Dafür wurden die zuvor auf einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine horizontal 

auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) transferiert. Das vorangegangene SDS-Gel 

wurde dafür nicht vorab eingefärbt, sondern sofort nach der Elektrophorese eingesetzt. Als Kontrolle 

des erfolgreichen Transfers der Proteine auf die PVDF-Membran, wurde bei der vorherigen SDS-PAGE 

eine vorgefärbte Proteinleiter mit aufgetragen. Für den Transfer wurden sowohl Whatman-Papier und 

die Blot-Kissen in Transfer-Puffer als auch PVDF-Membran in Methanol vorab eingeweicht. Der 

Western-Blot wurde mit Hilfe des Novex® Mini-Cell Systems der Firma Invitrogen durchgeführt. Dafür 

wurde die Kathode mit einem Blot-Kissen und zwei Seiten Whatman-Papier bedeckt und das SDS-Gel 

darauf positioniert. Danach wurde die PVDF-Membran mit der entsprechenden Seite auf das SDS-Gel 

gelegt und erneut zwei Seiten Whatman-Papier und ein Blot-Kissen darüber positioniert. Die 

Systemkammer wurde schließlich mit der Anodenseite geschlossen und vertikal im Tank positioniert. 

Der Tank wurde mit Transfer-Puffer befüllt und mit einem Magnetrührstäbchen und Eis versehen. Unter 

Rühren erfolgte der Elektrotransfer der Proteine bei 30 V für 1 h. Der spezifische Nachweis von 

Proteinen mit Strep-Tag erfolgte anschließend mit Antikörpern und konjugierter Meerrettichperoxidase 

der Firma iba, gemäß den Herstellerangaben. 

Tabelle 28: Benötigte Puffer und Lösungen für den Nachweis von Proteinen mit Strep-Tag. 

Komponente Zusammensetzung 

Transfer-Puffer 3 g/L Tris, 14.4 g/L Glycin in ddH2O 

PBS-Puffer 4 mM KH2PO4 (pH 7.4), 16 mM Na2HPO4, 115 mM NaCl 

Block-Lösung PBS-Puffer, 3 % Rinderserumalbumin (w/v), 0.5 % Tween 20 (v/v) 

PBS-Tween-Puffer PBS-Puffer, 0.1 % Tween 20 (v/v) 

Chloronaphtol-Lösung 3 % 4-Chloro-1-naphtol (w/v) in Methanol 

H2O2-Lösung 30 % H2O2 (v/v) in ddH2O 

 

5.4.39 Bestimmung von Enzymaktivitäten mit photometrischen Assays 

5.4.39.1 Bestimmung von Enzymaktivitäten NAD(P)H-abhängiger Enzyme 

Zur Bestimmung von Enzymaktivitäten NAD(P)H abhängiger Enzyme (FDH*, ADHs, PTDH) wurde 

photometrisch die Zu- oder Abnahme der Absorption bei 340 nm, auf dem UV-1800 Spektrophotometer 

von Shimadzu verfolgt. Die anschließende Bestimmung der Enzymaktivität erfolgte nach dem Lambert-

Beerschen Gesetz (Formel 3). Es wurden jeweils Dreifachmessungen vorgenommen und der Mittelwert 

bestimmt. 1 Unit (U) entspricht dabei dem Umsatz von 1 µM Substrat in 1 Minute. 
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Formel 3: Formel zur Ermittlung der Volumenaktivität nach dem Lambert-Beerschen Gesetz. 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛𝑎𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡ä𝑡 
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 ∙ 𝑇ி  

VP = Probenvolumen, VE = Volumen der Enzymlösung, d = Küvettendurchmesser (1 cm), ε = molarer 

Extinktionskoeffizient (NAD(P)H = 6.22 mM-1 cm-1 bei 340 nm), TF = Zeitfaktor für 1 min. (60) 

Das Puffersystem, die Temperatur und das Substrat wurden dem jeweilig untersuchten Enzym angepasst 

(Tabelle 29). Nach Zugabe von NAD(P)H wurde geblankt und die Zu- oder Abnahme der Absorption 

nach Zugabe der Enzymlösung für 60 s, in 5 s Intervallen, verfolgt.  

Tabelle 29: Ansatzgrößen zur Bestimmung der Enzymaktivität NAD(P)H-abhängiger Enzyme. 

ADH 

Komponente Stammlösung Menge 

100 mM KPi-Puffer, 1 mM 

MgCl2, pH 7.0 
- 790 µL 

Acetophenon 100 mM in ddH2O 100 µL 

NADPH 15 mM in ddH2O 100 µL 

Zellfreies Lysat - 10 µL 

FDH* 

Komponente Stammlösung Menge 

50 mM KPi-Puffer, 225 mM 

Na-Formiat, pH 7.5 
- 890 µL 

NADPH 20 mM in ddH2O 100 µL 

Zellfreies Lysat - 10 µL 

PTDH 

Komponente Stammlösung Menge 

50 mM KPi-Puffer, 4 mM Na-

Phosphit, pH 7.5 
- 890 µL 

NADPH 15 mM in ddH2O 100 µL 

Zellfreies Lysat - 10 µL 
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5.4.39.2 Bestimmung der Enzymaktivitäten von Laccasen 

Für die Bestimmung der Enzymaktivitäten von Laccasen wurde die Umsetzung der Substrate 

2,6-DMP (9) und ABTS (8) in Anlehnung an Kolomytseva et al. photometrisch beobachtet.[28] Dabei 

wurde ebenfalls das UV-1800 Spektrophotometer von Shimadzu für eine geringe Anzahl an Proben mit 

einem Probenvolumen von 1 mL, als auch der Microplate Reader Infinite M1000 Pro von Tecan für 

eine größere Anzahl an Proben mit einem Probenvolumen von 100 µL. Für die Bestimmung der 

Aktivität wurde erneut die Formel nach dem Lambert-Beerschen Gesetz genutzt (Formel 3) und die 

Parameter entsprechend angepasst. Die Oxidation von ABTS (8) und 2,6-DMP (9) wurden bei 436 nm 

und 470 nm verfolgt. 

VP = Probenvolumen (Küvette = 1 mL, MTP = 100 µL), VE = Volumen der Enzymlösung (Küvette = 

100 µL, MTP = 10 µL), d = Küvettendurchmesser (Küvette = 1 cm, MTP = 0.3 cm), ε = molarer 

Extinktionskoeffizient (ABTS (8) = 29300 M-1 cm-1 bei 436 nm, 2,6-DMP (9) = 35645 M-1 cm-1 bei 

470 nm)[28], TF = Zeitfaktor für 1 min. (60 da Δt = 1 s). 

Erneut wurden Dreifachmessungen durchgeführt und der Mittelwert, sowie die Standardabweichung 

bestimmt. 

Tabelle 30: Ansatzgrößen für die Bestimmung von Laccaseaktivitäten in Küvetten und Multitierplatten. 

Küvette 

Komponente Stammlösung Menge 

50 mM Tris/HCl-Puffer, 

pH 7.2 
- 800 µL 

ABTS (8) o. 2,6-DMP (9) 1 mM in Tris/HCl-Puffer 100 µL 

Zelllysat o. Kulturüberstand - 100 µL 

Küvette 

Komponente Stammlösung Menge 

20 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5 - 800 µL 

ABTS (8) o. 2,6-DMP (9) 1 mM in Na-Acetat-Puffer 100 µL 

Zelllysat o. Kulturüberstand - 100 µL 

Fortsetzung nächste Seite 
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Fortsetzung Tabelle 30 

Mikrotiterplatte 

Komponente Stammlösung Menge 

Britton-Robinson-Puffer 

pH 3-9 
- 80 µL 

ABTS (8) o. 2,6-DMP (9) 1 mM in ddH2O 10 µL 

Zelllysat o. Kulturüberstand - 10 µL 

 

5.4.40 Bestimmung der P450-Monooxygenase Konzentration 

Die Bestimmung der Monooxygenasekonzentration erfolgte in Anlehnung an eine Methode von Umura 

und Sato mit Hilfe von CO-Differenzspektroskopie.[194] Dafür wurden 200 µL der Proteinproben in 

1.8 mL KPi-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 2 mL verdünnt und mit einer Spatelspitze 

Natriumdithionit versetzt. Es wurde zusätzlich 1 µL einer 7 %-igen Methylviologen-Lösung dazu 

gegeben und die Proben 10x invertiert. 1 mL der Probe wurde jeweils abgenommen und in ein separates 

Eppendorf-Gefäß überführt, diese diente später als unbehandelte Referenz. Die erste Probe wurde 

anschließend 1 Minute mit Kohlenmonoxid begast (1 Blase pro Sekunde), während die zweite 

dementsprechend unbehandelt blieb. Für beide Proben wurde jeweils die Absorption bei 450 nm und 

bei 490 nm, bei 30 °C vermessen, die Differenz zwischen den beiden Werten ermittelt und die 

Konzentration anschließend mittels folgender Formel ermittelt (Formel 4). 

Formel 4: Formel zur Ermittlung der P450-Konzentration. 

𝑃450 െ 𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 ሾ𝑚𝑀ሿ ൌ  
∆𝐴ସହ െ ∆𝐴ସଽ  ∙

𝑉
𝑉ா

𝜀 ∙ 𝑑
 

 

VP = Probenvolumen, VE = Volumen der Enzymlösung, d = Küvettendurchmesser (1 cm), ε = molarer 

Extinktionskoeffizient (91 mM-1 cm-1 bei 450 nm und 490 nm).[194] 

5.4.41 Biokatalytische Umsetzungen mit der P450 BM3 Monooxygenase 

5.4.41.1 Umsetzungen zur Untersuchung der P450-Bibliothek auf die Bildung von 

vicinalen Diolen 

Um die Bildung vicinaler Diole durch Varianten von P450 BM3 zu untersuchen wurden 200 µL der 

zellfreien Lysate einer exprimierten P450-Bibliothek (siehe Produktion von P450 in Mikrotiterplatten 

und Aufschluss mittels Lysozyms) in eine 2 mL Deepwell-Platte gegeben, in der jeweils 300 µL eines 
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sterilfiltrierten Reaktionsmixes (Tabelle 31) vorgelegt worden sind. Anschließend wurde die Platte bei 

30 °C und 900 rpm, für 16-18 h geschüttelt. 

Tabelle 31: Jeweilige Zusammensetzung von 40 mL Reaktionsmix für unterschiedliche Cofaktor-Recyclingsysteme 
in P450 BM3 katalysierten Reaktionen. Die Endkonzentrationen beziehen sich nicht auf den Reaktionsmix, sondern 
auf die finalen 500 µL Reaktionsansatz in der Deepwell-Platte, nach Zugabe der 200 µL des zellfreien Enzymlysats. 

FDH*-Recycling 

Komponente Stammlösung Menge Endkonzentration 

Non-1-en-4-ol 300 mM in DMSO 1.334 mL 6 mM 

Natriumformiat - 906.4 g 200 mM 

NADP+ 50 mM in ddH2O 266 µL 0.2 mM 

Katalase 130.7 kU/mL 132.6 µL 0.6 kU/mL 

FDH* variabel variabel 0.6 U/mL 

GDH-Recycling 

Komponente Stammlösung Menge Endkonzentration 

Non-1-en-4-ol 300 mM in DMSO 1.334 mL 6 mM 

Glukose 3 M 8 mL 400 mM 

NADP+ 50 mM in ddH2O 266 µL 0.2 mM 

Katalase 130.7 kU/mL 132.6 µL 0.6 kU/mL 

GDH variabel variabel 0.5 U/mL 

PTDH-Recycling 

Komponente Stammlösung Menge Endkonzentration 

Non-1-en-4-ol 300 mM in DMSO 1.334 mL 6 mM 

Dinatriumphosphit - 34,6 mg 4 mM 

NADP+ 50 mM in ddH2O 266 µL 0,2 mM 

Katalase 130.7 kU/mL 132.6 µL 0.6 kU/mL 

PTDH variabel variabel 0.6 U/mL 
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5.4.41.2 Generelle Durchführung des Adrenalin-Assays mit vorangehender Extraktion 

der Reaktionsansätze 

Für den Nachweis vicinaler Diole mit Hilfe des Adrenalin-Assays wurden die Reaktionsansätze 

anschließend mit 500-600 µL Ethylacetat versetzt und die organische Phase mit einer 100 µL 

Multikanalpipette 50x auf- und abpipettiert. Die Platte wurde für 15 min und 4000 rpm, bei 4 °C 

zentrifugiert. Es wurden 250-300 µL der organischen Phase abgenommen und in einer 

lösungsmittelresistenten Mikrotiterplatte von Greiner Bio One überführt. Das Lösungsmittel wurde für 

2 h bei 40 °C abgedampft und 10 µL DMSO auf die Überreste gegeben. Es wurden 70 µL KPi-Puffer 

(50 mM, pH 7.5) und 10 µL Natriumperiodat-Lösung (10 mM in KPi-Puffer) dazu gegeben, 10x auf- 

und abpipettiert und die Platte für 10 min bei 25 °C inkubiert. Anschließend wurden weitere 10 µL 

Adrenalin-Hydrochlorid-Lösung (15 mM in KPi-Puffer) dazu gegeben, erneut 10x auf- und abpipettiert 

und ein weiteres Mal für 5 min bei 25 °C inkubiert. 90 µL der Lösung wurden anschließend in eine 

durchsichtige Multitierplatte von Greiner Bio One überführt und die Absorption der Proben bei 490 nm 

in einem Plattenphotometer vermessen. 

5.4.41.3 Generelle Durchführung des Adrenalin-Assays ohne vorangehende Extraktion 

der Reaktionsansätze 

Da eine Extraktion bei Verwendung von FDH* oder PTDH basiertem Cofaktor-Recycling keine 

Notwendigkeit darstellt, konnte der Adrenalin-Nachweis vicinaler Diole in diesen Fällen auch ohne 

Extraktion durchgeführt werden. Die Platte mit den Reaktionsansätzen wurde dafür vorab für 15 min 

und 4000 rpm, bei 4 °C zentrifugiert. Anschließend wurden jeweils 100 µL der Reaktionsansätze mit 

einer Multikanalpipette in eine durchsichtige Multitierplatte von Greiner Bio One überführt und mit 

40 µL Natriumperiodat-Lösung (10 mM in KPi-Puffer) versetzt. Zum Mischen der Lösungen wurde 10x 

auf- und abpipettiert und die Platte für 30 min bei 25 °C inkubiert. Danach wurden weitere 10 µL 

Adrenalin-Hydrochlorid-Lösung (15 mM in KPi-Puffer) hinzugegeben, erneut gemischt und die Platte 

für 5 min bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Absorption der Proben bei 490 nm in einem 

Plattenphotometer ermittelt. 

5.4.41.4 Semipräparative Umsetzungen von Homoallylalkoholen mit P450 BM3 

Für Umsetzungen im semipräparativen Maßstab wurden 15 mL Reaktionsansätze in 50 mL Falcon-

Reaktionsgefäßen angesetzt, in Anlehnung an Neufeld et al.[218] Diese wurden anschließend für 5 min 

mit Sauerstoff begast (1 Blase pro Sekunde) und anschließend für 14-16 h, bei 30 °C und 300 rpm 

geschüttelt. Für die Untersuchung mittels NMR wurde jeweils 1 mL des Reaktionsansatzes entnommen 

und mit 1 mL deuteriertem Chloroform extrahiert. 
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Tabelle 32: Ansatzgrößen für die semipräparativen Umsetzungen von Homoallylalkoholen mit P450 BM3 am 
Beispiel von Non-1-en-4-ol (11). 

Komponente Stammlösung Menge Endkonzentration 

Non-1-en-4-ol - 25 µL 6 mM 

BM3-Puffer - 4.5 mL 30 % (v/v) 

P450 BM3 variabel variabel 9 µM 

Glukose 3.3 M 1.8 mL 400 mM 

NADP+ 50 mM in ddH2O 30 µL 0.1 mM 

Katalase 130.7 kU/mL 52.5 µL 470 U/mL 

GDH variabel variabel 0.2 U/mL 

KPi-Puffer 

(50 mM, pH 7.5) 
- ad. 15 mL 

- 

 

5.4.41.5 Präparative Umsetzung von Non-1-en-4-ol (11) mit P450 BM3 

Für die präparative Umsetzung von Non-1-en-4-ol (11) mit zellfreiem Rohlysat von P450 BM3, wurde 

ein steriler 250 mL Dreihalskolben mit Septen verschlossen und durch eine der Septen eine abgeknickte 

Kanüle eingestochen, um das sterile Befüllen des Kolbens zu erlauben. Über einen 0.2 µm Sterilfilter 

wurden 100 mL Reaktionsansatz (Tabelle 33) in den Kolben gefüllt. Unter schwachem Rühren wurde 

die Lösung für 5 min mit Sauerstoff begast (1 Blase pro Sekunde) und anschließend das Substrat 

tropfenweise hinzugegeben. Der Dreihalskolben wurde an einen Titrino 848 Titrator der Firma Metrohm 

angeschlossen, welcher durch schrittweise Zugabe von NaOH den pH-Wert der Reaktion konstant bei 

pH 7.5 hielt. Die Reaktion wurde für 16 h bei 30 °C unter leichtem Rühren inkubiert. Im Anschluss 

wurde die Reaktionslösung durch Zugabe von HCl auf einen pH-Wert von 3-4 angesäuert und 

anschließend Ammoniumsulfat bis zur Sättigung der Lösung hinzugegeben. Das Ausfällen der Proteine 

erfolgte bei 4 °C über Nacht. Der Reaktionsansatz wurde anschließend über einen Whatman-Filter 

filtriert und die Rückstände mit Ethylacetat gewaschen. Der Durchfluss wurde ebenfalls mit Ethylacetat 

extrahiert und die organischen Phasen vereinigt. Diese wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und 

anschließend unter reduziertem Druck an einem Rotationsverdampfer entfernt. Für die Untersuchung 

der verschiedenen Produkte wurde das Rohprodukt anschließend mittels Säulenchromatographie 

aufgetrennt (PE:EE = 7:3). Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels NMR und GC/MS untersucht, um 

einen Eindruck über die Produktverteilung der Reaktion zu erhalten. 
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Tabelle 33: Ansatzgrößen für die präparativen Umsetzungen von Homoallylalkoholen mit P450 BM3 am Beispiel 
von Non-1-en-4-ol (11). 

Komponente Stammlösung Menge Endkonzentration 

Non-1-en-4-ol - 100 mg 7 mM 

BM3-Puffer - 30 mL 30 % (v/v) 

P450 BM3 variabel variabel 9 µM 

Glukose 3.3 M 12.2 mL 400 mM 

NADP+ 50 mM in ddH2O 200 µL 0.1 mM 

Katalase 130.7 kU/mL 350 µL 470 U/mL 

GDH variabel variabel 0.2 U/mL 

KPi-Puffer 

(50 mM, pH 7.5) 
- ad. 100 mL 

- 

 

5.4.42 Biokatalytische Umsetzungen mit Alkoholdehydrogenasen 

5.4.42.1 Oxidative kinetische Racematspaltung von Homoallylalkoholen im analytischen 

Maßstab 

In einem 250 mL Erlenmeyerkolben wurde der Homoallylalkohol (0.5 mmol) zusammen mit Aceton 

(5 % (v/v) Endkonzentration), ADHT (25 U) und NADP+ (300 µM Endkonzentration) in KPi-Puffer 

(50 mM, 1 mM MgCl2, pH 7.0) auf ein Endvolumen von 50 mL vorgelegt. Die Reaktion wurde bei 

30 °C und 130 rpm geschüttelt und nach jeweils 0, 1, 3, 4, 5, 6, 8 und 24 h 200 µL der Reaktion eine 

Probe entnommen. Diese Probe wurde mit 500 mL MTBE, welcher 2.5 mM 1-Hexanol an internen 

Standard enthält, extrahiert und mittels Gaschromatografie über chiraler, stationärer Phase untersucht. 

Die jeweiligen Trennprogramme wurden jeweils in der Synthesevorschrift der Homoallylalkohole 

angegeben. 

5.4.42.2 Oxidative kinetische Racematspaltung von Homoallylalkoholen im präparativen 

Maßstab 

Die oxidative kinetische Racematspaltung von Alkoholen im präparativen Maßstab ist als 

Synthesevorschrift für das entsprechende Produkt im Abschnitt chemische Arbeiten (5.5) beschrieben. 
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5.5 Chemische Arbeiten 

5.5.1 Allgemeine Geräte und Methoden 

5.5.1.1 Dünnschichtchromatografie (DC) 

Für die Beobachtung von Reaktionsverläufen wurden Reaktionsproben mittels DC-Analyse kontrolliert. 

Dafür wurden Polygram® SIL G/UV245 Dünnschichtchromatographiefolien von Machery-Nagel 

eingesetzt. Die Visualisierung der Verbindungen erfolgte durch Färbung mit Cer-Molybdat-Lösung 

(10 g Cerium(IV)sulfat-tetrahydrat, 25 g Phosphormolybdänsäure und 60 mL konzentrierte 

Schwefelsäure in 940 mL ddH2O) oder Anisaldehyd-Lösung (3 mL Anisaldehyd und 6 mL 

konzentrierte Schwefelsäure in 300 mL Eisessig) und anschließender Entwicklung durch Erhitzen mit 

einem Heißluftfön. 

5.5.1.2 Standard-Säulenchromatografie 

Die säulenchromatografische Auftrennung von Substanzen erfolgte über Silikagel mit einer 

Partikelgröße von 40-63 µm. 

5.5.1.3 Drehwertbestimmung 

Die spezifischen Drehwerte synthetisierter Verbindungen wurden an einem PerkinElmer 341 und 

Krüpps Optotronic Polarimeter, unter Ausnutzung der Natrium D-Linie (589 nm), in einer 10 mm 

langen Zelle durchgeführt. Dafür wurde vorab eine bestimmte Menge der Verbindung in 

entsprechendem Lösungsmittel (meist CHCl3) gelöst. Es wurden mindestens 10 Messungen 

durchgeführt und der Mittelwert genommen. Die Angabe der Drehwerte erfolgte anhand der 

nachfolgenden Formel (Formel 5). 

Formel 5: Formel zur Ermittlung des spezifischen Drehwertes. 
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α = Mittelwert der Drehwerte, d = Durchmesser der Küvette, c = Konzentration der Probe, T = 

Temperatur, λ = Wellenlänge. 

5.5.1.4 Infrarotspektroskopie (IR) 

Für die Aufnahme von IR-Spektren wurden die Verbindungen als Film auf einem PerkinElmer 

SpectrumOne und SpectrumTwo untersucht. Die Lage der Absorptionsbanden wurden in cm-1 

angegeben. 

5.5.1.5 Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR) 

Die Aufnahme von 1H- und 13C NMR Spektren erfolgten auf einem Avance/DRX 600 NMR Spektrometer 

von Bruker bei 600 und 151 MHz und Raumtemperatur. Dafür wurden die Verbindungen zuvor in 

deuteriertem Chloroform gelöst. Die chemischen Verschiebungen wurden in Relation zu den 

Lösungsmittelsignalen des Chloroforms [1H: δ (CDCl3) = 7.26 ppm] und [13C: δ (CDCl3) = 77.16 ppm] 
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für das zentrale Signal des Tripletts, angegeben. Die Zuordnung der Signale erfolgte anhand von 

Kopplungskonstanten, als auch Dept- und 2D-Experimenten wie COSY und HSQC. Die Multiplizitäten 

der Signale wurden mit s für Singulett, brs für breites Singulett, d für Dublett, t für Triplett, q für Quartett 

und m für Multiplett angegeben. 

5.5.1.6 Massenspektrometrie (MS) 

GC-MS (EI: 70 eV): Massenspektren von flüchtigen Verbindungen wurden mit Hilfe des HP 6890 

Series Gaschromatographen von Hewlett Packard, ausgestattet mit einer HP-5ms Säule von Agilent 

Technologies (30 mm x 0.25 mm) und einem anschließenden Massendetektor (Mass Selective Detector 

5973), aufgenommen. Die Proben wurden zuvor in MTBE gelöst (~1 mg/mL, HPLC-grade) und 1 µL 

Probe injiziert. Standard-Temperaturprogramm: 60 °C-1 min, 15 °C pro Minute bis 185 °C, 120 °C pro 

Minute bis 280 °C, 280 °C-5 min. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des MSD Chem Station 

Programms und die Angabe der Fragmente in Relation zum Basissignal.  

Hochauflösende Massen (HRMS) wurden als Service der Zentralanalytik des Forschungszentrums 

Jülich (ZEA-3) in Anspruch genommen. 

5.5.1.7 Gaschromatografie (GC) 

Für gaschromatografische Untersuchungen wurde ein Trace GC Gaschromatograph von Thermo 

Finnigan, oder ein Trace GC Ultra von Thermo Scientific, oder ein GC-17 Gaschromatograph von 

Shimadzu, jeweils mit Flammenionisationsdetektor (FID), betrieben. Bei den verwendeten Säulen 

handelte es sich um die FS-Lipodex G (25 m x 0.25 mm, Machery-Nagel), FS-Hydrodex-βTBDAc 

(25 m x 0.25 mm, Machery-Nagel) oder FS-Hydrodex-β3p (25 m x 0.25 mm, Machery-Nagel) im Falle 

der Gaschromatographen von Thermo Fisher und um eine CP-Chirasil-Dex CB Säule (25m x 0.25 mm, 

Varian) im Falle des Gaschromatographen von Shimadzu. Injektion und Detektion auf dem 

Gaschromatographen von ThermoFisher erfolgten bei 210 °und 220 °C und Helium (13 mL/min) diente 

als Trägergas. Injektion und Detektion auf dem Gaschromatographen von Shimadzu erfolgten bei 

250 °C und H2 (getrocknet) wurde mit variabler Flussrate als Trägergas für die Thermo Fisher Geräte 

verwendet. Proben wurden in MTBE gelöst (~1 mg/mL, HPLC-grade) und 1 µL Probe injiziert. Das 

Temperaturprogramm wurde in Abhängigkeit von der Substanz gewählt und ist gemeinsam mit den 

Retentionszeiten an entsprechender Stelle angegeben. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der 

beigelieferten Thermo Scientific Chrom‐Card Software (Version 2.7) bzw. Shimadzu CLASS VPTM‐

Software (Version 4.3) des Herstellers. 

5.5.1.8 Hochleistungsflüssigchromatografie (HPLC) 

HPLC-Messungen über chiraler stationärer Phase wurden auf einem Dionex-System, ausgerüstet mit 

einem WPS-3000TSL Autosampler und einem DAD-3000 UV-Detektor, durchgeführt. Als Säule 

fungierte eine Lux-Amylose-1 Säule (250 mm x 4.6 mm, Phenomenex) und als Lösungsmittel eine 

definierte Mischung aus n-Heptan und 2-Propanol bei einer Flussrate von 0.5 mL/min, bei 
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Raumtemperatur. Das Mischungsverhältnis der Lösungsmittel wurde in Abhängigkeit von der Substanz 

gewählt und ist gemeinsam mit den Retentionszeiten an entsprechender Stelle angegeben.  

5.5.1.9 Ermittlung von Umsätzen 

Um die jeweiligen Umsätze einer Reaktion zu quantifizieren wurde vorab von dem zu untersuchenden 

Substrat eine Kalibrierkurve aufgenommen. Dafür wurden definierte Mengen oder Konzentrationen an 

Substrat in Lösungsmittel gelöst und mit einer fixen Menge an externem Standard versehen. Dieser 

sollte wiederum ähnliche Eigenschaften wie das Substrat aufweisen, allerdings nicht zur selben 

Retentionszeit wie Substrat oder Produkt eluieren. Steigende Konzentrationen an Substrat, mit fixer 

Menge an externem Standard, wurden anschließend gemeinsam über derselben stationären Phase 

getrennt, auf der später der Umsatz von Substrat zu Produkt beobachtet wird. Die Signalintensitäten 

aufsteigender Konzentrationen an Substrat wurden in Relation zu den Signalintensitäten des externen 

Standards gesetzt und somit eine Kalibriergerade erstellt. Abgebildet wurden auf dieser das theoretische 

Verhältnis von Substrat zu Standard (Y-Achse) gegen das tatsächlich gemessene Verhältnis der 

Signalintensitäten (X-Achse). Von jeder definierten Substratkonzentration wurden für die 

Kalibriergerade Mehrfachmessungen durchgeführt und der Mittelwert inklusive Standardabweichung 

ermittelt. In der zu untersuchenden Reaktion wurde schließlich das Substrat mit Lösungsmittel 

extrahiert, welche ebenfalls eine definierte Menge des Standards enthielt. Anhand der anschließend 

ermittelten Verhältnisse der Signalintensitäten von Substrat und Standard, im Verlauf der Reaktion, 

konnten anhand der Kalibriergeraden definierte Stoffmengen zugeordnet werden und damit 

schlussendlich der Umsatz.  

5.5.1.10 Ermittlung von ee-Werten 

Für die Ermittlung von ee-Werten wurden die betreffenden Enantiomere über chiraler stationärer Phase 

(GC oder HPLC) getrennt. Anhand der relativen Signalintensitäten konnte anschließend der 

Enantiomerenüberschuss bestimmt werden (Formel 6). 

Formel 6: Formel zur Ermittlung von ee-Werten. 

𝑒𝑒ሾ%ሿ ൌ
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 ∙ 100 

ee = Enantiomerenüberschuss, SI = Signalintensität, E1 = überschüssiges Enantiomer, E2 = 

Enantiomer 2. 
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5.5.2 Chemische und biochemische Synthesen von Verbindungen 

Allgemeine Synthese von Homoallylalkoholen: 

 

Abbildung 85: Allgemeine Synthese von Homoallylalkoholen nach Wilson et al.[313] 

Die allgemeine Synthese von racemische Homoallylalkoholen erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift 

von Wilson et al. (Abbildung 85).[313] Es wurde in einem offenem 100-500 mL Rundkolben der 

entsprechend benötigte Aldehydvorläufer (1 Äq.) in gesättigter NH4Cl-Lösung (1 mL/mmol Aldehyd), 

zusammen mit THF (0.2 mL/mmol Aldehyd) vorgelegt. Zu der Lösung wurde Zinkpulver (1.6 Äq.) 

hinzugegeben und langsam unter Rühren Allylbromid 74 (1.5 Äq.) dazu getropft (Lösung erwärmt sich). 

Die Reaktion wurde für 160 min. bei Raumtemperatur gerührt und nach vollständigem Umsatz wurden 

die Feststoffe über Watte abfiltriert und die wässrige Phase 3x mit Essigsäureethylester (EE) extrahiert. 

Vereinigte organische Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und das Lösungsmittel zum 

Erhalt des Rohproduktes unter reduziertem Druck entfernt. Die nachfolgende Aufreinigung der 

jeweiligen Homoallylalkohole erfolgte durch Vakuumdestillation, oder durch eine 

Chromatographiesäule und ist an der entsprechenden Stelle angegeben. 

Synthese von Hept-1-en-4-ol (26): 

 

Racemisches Hept-1-en-4-ol (26) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.[313] 

synthetisiert und anschließend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (3 mbar, ~53-55 °C 

Übergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, ölige Flüssigkeit 

in 42 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[314] 

Rf-Wert: [n-Pentan:Et2O (87:13)]= 0.2. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 3355, 2964, 2929, 2874, 1643, 995, 912. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.93 (t, 3J7,6 = 7.2 Hz, 3H, 7-H), 1.32 – 1.58 (m, 5H, 4-OH, 5-H, 

6-H), 2.14 (m, 1H, 3-Ha), 2.30 (m, 1H, 3-Hb), 3.66 (m, 1H, 4-H), 5.09-5.16 (m, 2H, 1-H), 5.79-5.87 (m, 

1H, 2-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.23 (C-7), 19.01 (C-6), 39.14 (C-5), 42.11 (C-3), 70.55 (C-4), 

118.21 (C-1), 135.06 (C-2). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 55 (100), 57 (18), 73 (30). 
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Synthese von (S)-Hept-1-en-4-ol [(S)-26]: 

 

Brown-Allylierung: 

Eine 5 mL (+)-B-Allyldiisopinocampheylboran-Lösung (5 mmol, 1 M in n-Pentan) wurde in 5 mL 

trockenem Diethylether gerührt und auf -78 °C gekühlt. Eine Lösung Butanal (46) (403 µL, 4.5 mmol) 

in 500 µL trockenem Diethylether wurde langsam dazu getropft. Das Gemisch wurde für eine Stunde 

gerührt und die Reaktion dabei langsam auf Raumtemperatur aufwärmen gelassen. 1.6 mL einer 3 M 

NaOH-Lösung und 650 µL H2O2 (30 % (w/w)) wurden sukzessive hinzugefügt und die Lösung für eine 

Stunde refluxiert. Die organische Phase wurde abgetrennt, mit H2O und gesättigter NaCl-Lösung 

gewaschen, über Magnesiumsulfat getrocknet und anschließend unter reduziertem Druck eingeengt. Die 

chromatographische Aufreinigung des Rohproduktes über Silikagel (n-Pentan:Et2O, 87:13) lieferte das 

Produkt als farbloses Öl (118 mg, 1.03 mmol, 23 %, 95 % ee). Die analytischen Daten Stimmen mit den 

Literaturdaten und denen der racemischen Verbindung 26 überein.[315] 

Drehwert: ሾαሿୈ
ଶ = –12.3 (c 1.0, CHCl3, 95% ee) 

Literatur: ሾαሿୈ
ଶ = –12.7 (c 0.53, CHCl3) 

Oxidative kinetische Racematspaltung: 

Ein 1 L Erlenmeyer Kolben wurde mit Hept-1-en-4-ol (26) (500 µL, 3.68 mmol), Aceton (5 % (v/v) 

Endkonzentration), ADHT (119 U) und NADP+ (300 µM Endkonzentration) in KPi-Puffer (50 mM, 

1 mM MgCl2, pH 7.0) auf ein Gesamtvolumen von 250 mL befüllt. Die Reaktion wurde bei 30 °C und 

130 rpm für 3.5 h geschüttelt und anschließend durch Zugabe von CH2Cl2 gestoppt und extrahiert. Die 

vereinigten organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und unter 

reduziertem Druck am Rotationsverdamper eingeengt. Die folgende Chromatographie über Silikagel 

(n-Pentan:Et2O, 87:13) lieferte das Produkt (S)-26 als farbloses Öl (103 mg, 0.90 mmol, 24 %, 94 % ee). 

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten, denen der Synthese mittels Brown-Allylierung 

und denen der racemischen Verbindung 26 überein.[315] 
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Enantiomerenanalytik: 

Säule: Hydrodex-βTBDAc 

Temperaturprogramm: 40 °C (5 min), 1 °C/min  75 °C, 10 °C/min  150 °C 

Retentionszeiten: tR = 36 min 

tR = 35 min 

(R)-Hept-1-en-4-ol [(R)-26] 

(S)-Hept-1-en-4-ol [(S)-26] 

 

Synthese von Oct-1-en-4-ol (27): 

 

Racemisches Oct-1-en-4-ol (27) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.[313] synthetisiert 

und anschließend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (1 mbar, ~63 °C 

Übergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, ölige Flüssigkeit 

in 6 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[316] 

Rf-Wert: [PE:EtOAc(90:10)]= 0.38. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 912, 995, 1641, 2860, 2929, 3340. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.91 (t, 3J8,7 = 7.2 Hz, 3H, 8-H), 1.26 – 1.53 (m, 7H, 4-OH, 5-H, 

6-H, 7-H), 2.14 (m, 1H, 3-Ha), 2.31 (m, 1H, 3-Hb), 3.65 (m, 1H, 4-H), 5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H, 

2-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.1 (C-8), 22.7 (C-7), 27.9 (C-6), 36.5 (C-5), 42.0 (C-3), 70.7 

(C-4), 118.1 (C-1), 134.9 (C-2). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 57 (12), 69 (100), 87 (50). 

Enantiomerenanalytik: 

Säule: Lipodex G 

Temperaturprogramm: 40 °C (120 min), 1 °C/min  80 °C (0 min), 20 °C/min  150 °C 

(2 min) 

Retentionszeiten: tR = 108.5 min 

tR = 111.5 min 

(R)-Oct-1-en-4-ol [(R)-27] 

(S)-Oct-1-en-4-ol [(S)-27] 
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Synthese von Non-1-en-4-ol (11): 

 

Racemisches Non-1-en-4-ol (11) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.[313] 

synthetisiert und anschließend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (50 mbar, ~58 °C 

Übergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, ölige Flüssigkeit 

in 58 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[300] 

Rf-Wert: [PE:EE (95:5)]= 0.21. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 911, 865, 726, 865, 911, 994, 1026, 1124, 1378, 1459, 1641, 2860, 2929, 2957, 

3078, 3350. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.89 (t, 3J9,8 = 7.2 Hz, 3H, 8-H), 1.24-1.39 (m, 5H, 6-Ha, 7-H, 

8-H), 1.40-1.51 (m, 3H, 5-H, 6-Hb), 1.54-1.60 (m, 1H, 4-OH), 2.14 (m, 1H, 3-Ha), 2.30 (m, 1H, 3-Hb), 

3.65 (m, 1H, 4-H), 5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H, 2-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.2 (C-9), 22.8 (C-8), 25.5 (C-6), 32.0 (C-7), 36.9 (C-5), 

42.1 (C-3), 70.9 (C-4), 118.2 (C-1), 135.1 (C-2). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 55 (98), 57 (14), 71 (12), 83 (100), 101 (49). 

Enantiomerenanalytik: 

Säule: CP-Chirasil-Dex CB 

Temperaturprogramm: 60 °C (5 min), 5 °C/min  100 °C (10 min), 20 °C /min  150 °C 

(5 min) 

Retentionszeiten: tR = 21.4 min 

tR = 20.7 min 

(R)-Non-1-en-4-ol [(R)-11] 

(S)-Non-1-en-4-ol [(S)-11] 
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Synthese von Dec-1-en-4-ol (28): 

 

Racemisches Dec-1-en-4-ol (28) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.[313] 

synthetisiert und anschließend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (50 mbar, 55-72 °C 

Übergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, ölige Flüssigkeit 

in 40 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[317] 

Rf-Wert: [PE:EE (90:10)]= 0.42. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 911, 993, 2856, 2906, 3345. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.89 (t, 3J10,9 = 6.8 Hz, 3H, 10-H), 1.24-1.38 (m, 7H, 6-Ha, 7-H, 

8-H, 9-H), 1.39-1.51 (m, 3H, 5-H, 6-Hb), 2.14 (m, 1H, 3-Ha), 2.30 (m, 1H, 3-Hb), 3.65 (m, 1H, 4-H), 

5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H, 2-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.1 (C-10), 22.6 (C-9), 25.6 (C-6), 29.3, 31.8 (C-7, C-8), 36.9 

(C-5), 42.0 (C-3), 70.7 (C-4), 118.1 (C-1), 134.9 (C-2). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 55 (100), 69 (25), 97 (85), 115 (30). 

Enantiomerenanalytik: 

Säule: FS-Hydrodex β3P 

Temperaturprogramm: 60 °C (5 min), 1 °C/min  150 °C (5 min) 

Retentionszeiten: tR = 52.5 min 

tR = 51.5 min 

(R)-Dec-1-en-4-ol [(R)-28] 

(S)-Dec-1-en-4-ol [(S)-28] 
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Synthese von Undec-1-en-4-ol (29): 

 

Racemisches Undec-1-en-4-ol (29) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.[313] 

synthetisiert und anschließend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (50 mbar, 86 °C 

Übergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, ölige Flüssigkeit 

in 53 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[318] 

Rf-Wert: [PE:EE (90:10)]= 0.44. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 911, 993, 2852, 2924, 3339. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.88 (t, 3J11,10 = 6.9 Hz, 3H, 11-H), 1.21-1.38 (m, 9H, 6-Ha, 7-

H, 8-H, 9-H, 10-H) 1.39-1.51 (m, 3H, 5-H, 6-Hb), 2.14 (m, 1H, 3-Ha), 2.31 (m, 1H, 3-Hb), 3.65 (m, 1H, 

4-H), 5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H, 2-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.1 (C-11), 22.7 (C-10), 25.7 (C-6), 29.3, 29.6, 31.8 (C-7, 

C-8, C-9), 36.8 (C-5), 42.0 (C-3), 70.7 (C-4), 118.1 (C-1), 134.9 (C-2). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 55 (45), 69 (100), 111 (25), 129 (20). 

Enantiomerenanalytik: 

Säule: FS-Hydrodex β3P 

Temperaturprogramm: 60 °C (5 min), 1 °C/min  150 °C (5 min) 

Retentionszeiten: tR = 63.5 min 

tR = 62.4 min 

(R)-Undec-1-en-4-ol [(R)-29] 

(S)-Undec-1-en-4-ol [(S)-29] 
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Synthese von Dodec-1-en-4-ol (30): 

 

Racemisches Dodec-1-en-4-ol (30) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.[313] 

synthetisiert und anschließend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (50 mbar, 85-110 °C 

Übergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, ölige Flüssigkeit 

in 26 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[319] 

Rf-Wert: [PE:EE (90:10)]= 0.51. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 722, 912, 994, 1465, 1641, 2854, 2923, 3343. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.88 (t, 3J12,11 = 6.9 Hz, 3H, 12-H), 1.20-1.38 (m, 12H, 6-Ha, 7-

H, 8-H, 9-H, 10-H, 11-H), 1.39-1.50 (m, 3H, 5-H, 6-Hb), 2.14 (m, 1H, 3-Ha), 2.30 (m, 1H, 3-Hb), 3.64 

(m, 1H, 4-H), 5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H, 2-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.1 (C-12), 22.7 (C-11), 25.7, 29.3, 29.6, 29.7, 31.9 (C-6, C-7, 

C-8, C-9, C-10), 36.9 (C-5), 42.0 (C-3), 70.7 (C-4), 118.1 (C-1), 134.9 (C-2). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 55 (50), 57 (25), 69 (100), 83 (70), 143 (30). 

Enantiomerenanalytik: 

Säule: FS-Hydrodex β3P 

Temperaturprogramm: 60 °C (5 min), 1 °C/min  150 °C (5 min) 

Retentionszeiten: tR = 74.3 min 

tR = 73.4 min 

(R)-Dodec-1-en-4-ol [(R)-30] 

(S)-Dodec-1-en-4-ol [(S)-30] 
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Synthese von 1-Phenylbut-3-en-1-ol (31): 

 

Racemisches 1-Phenylbut-3-en-1-ol (31) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.[313] 

synthetisiert und die Reaktionslösung anschließend über Watte filtriert und die wässrige Phase dreimal 

mit Essigsäureethylester extrahiert. Vereinigte organische Phasen wurden über Magnesiumsulfat 

getrocknet und die Produkte anschließend säulenchromatografisch über Silikagel aufgetrennt (PE:EE 

95:5). Die Säulenchromatografie lieferte das Produkt als farblose, ölige Flüssigkeit in 74 % Ausbeute. 

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[320] 

Rf-Wert: [PE:EE (95:5)]= 0.11. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 700, 757, 915, 1047, 1217, 1366, 1739, 3026, 3387. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 2.52 (m, 2H, 2-H), 4.75 (dd, 3J1,2a = 5.0 Hz, 3J1,2b = 7.9 Hz, 1H, 

1-H), 5.14 (dd, 2J4a,4b = 1.6 Hz, 3J4a,3 = 10.0 Hz, 1H, 4-Ha), 5.17 (dd, 2J4b,4a = 1.6 Hz, 3J4b,3 = 17.2 Hz, 

1H, 4-Hb), 5.82 (ddt, 3J3,2 = 7.1 Hz, 3J3,4a = 10.0 Hz, 3J3,4b = 17.2 Hz, 1H, 3-H), 7.27-7.38 (m, 5H, 2‘-H, 

2‘‘-H, 3‘-H, 3‘‘-H, 4‘-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 44.0 (C-2), 73.4 (C-1), 118.6 (C-4), 126.0, 127.7, 128.6 (C-2‘, 

C-2‘‘, C-3‘, C-3‘‘, C-4‘), 134.6 (C-3), 144.0 (C-1‘). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 77 (45), 79 (80), 107 (100). 
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Synthese von 1-Phenylhex-5-en-3-ol (32): 

 

Racemisches 1-Phenylbut-3-en-1-ol (31) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.[313] 

synthetisiert und die Reaktionslösung anschließend über Watte filtriert und die wässrige Phase dreimal 

mit Essigsäureethylester extrahiert. Vereinigte organische Phasen wurden über Magnesiumsulfat 

getrocknet und die Produkte anschließend säulenchromatografisch über Silikagel aufgetrennt (PE:EE 

92:8). Die Säulenchromatografie lieferte das Produkt als farblose, ölige Flüssigkeit in75 % Ausbeute. 

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[317] 

Rf-Wert: [PE:EE (92:8)]= 0.22. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 699, 747, 915, 994, 1047, 1217, 1366, 1454, 1496, 1738, 2928, 3026, 3358. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 1.79 (m, 2H, 1-H), 2.19 (m, 1H, 4-Ha), 2.33 (m, 1H, 4-Hb), 2.69 

(ddd, 3J2a,3 = 7.5 Hz, 3J2a,1a = 9.0 Hz, 3J2a,1b = 13.7 Hz, 1H, 2-Ha), 2.81 (ddd, 3J2b,3 = 7.5 Hz, 3J2b,1b = 9.0 

Hz, 3J2a,1a = 13.7 Hz, 1H, 2-Hb), 3.68 (tt, 3J3,4b = 4.5 Hz, 3J3,2 = 7.5 Hz, 1H, 3-H), 5.15 (m, 2H, 6-H), 5.82 

(m, 1H, 5-H), 7.17-7.31 (m, 5H, 2‘-H, 2‘‘-H, 3-H, 3‘‘-H, 4‘-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 32.2 (C-2), 38.6 (C-1), 42.2 (C-4), 70.1 (C-3), 117.4 (C-6), 

126.0, 128.6 (C-2‘, C-2‘‘, C-3‘, C-3‘‘, C-4‘), 134.7 (C-5), 142.2 (C-1‘). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 91 (100), 92 (18), 117 (60), 135 (45). 
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Synthese von Ethyl-(3S,4S)-dihydroxyoctansäure (17): 

 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et al.[234] wurden in einem 250 mL Rundkolben mit 

Magnetrührer 45 mL tert-BuOH und 40 mL ddH2O vorgelegt und mit 16.4 g AD-Mix α versetzt und 

bei Raumtemperatur heftig gerührt. Es wurden 2.0 g (11.8 mmol) (2E)-Oct-2-ensäureethylester zur 

Reaktion gegeben und diese für 18 Stunden weiter heftig gerührt. Die Reaktion wurde mit 17.8 g 

Natriumsulfit gequenched und anschließend mit Essigsäureethylester extrahiert. Die vereinigten 

organischen Phasen wurden über Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. 

Die säulenchromatografische Aufreinigung des Produktes über Silikagel (PE:EE 75:25) lieferte das 

Produkt 17 (2.3 g, 11.5 mmol) in 98 % Ausbeute und >99% ee. Die analytischen Daten stimmen mit 

den Literaturdaten überein.[234] 

Rf-Wert: [PE:EE (75:25)]= 0.17. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 866, 1028, 1093, 1136, 1207, 1370, 1733, 2859, 2929, 3424. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.88 (t, 3J8,7 = 7.0 Hz, 3H, 8-H), 1.21-1.42 (m, 8H, 2‘-H, 5-Ha, 

6-H, 7-H), 1.43-1.51 (m, 1H, 5-Hb), 1.54-1.64 (m, 2H, 4-H), 1.95-2.15 (brs, 1H, 3-OH), 3.08-3.24 (brs, 

1H, 2-OH), 3.87 (m, 1H, 3-H), 4.07 (s, 1H, 2-H), 4.28 (q, 3J1‘,2‘ = 7.0 Hz, 2H, 1‘-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.1 (C-8), 14.3 (C-2‘), 22.7, 31.8 (C-6, C-7), 25.5 (C-5), 33.9 

(C-4), 62.2 (C-1‘), 72.7 (C-3), 73.2 (C-2), 173.8 (C-1). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 55 (15), 76 (82), 104 (100). 

Drehwert: ሾαሿୈ
ଶ = 11.0 (c 1.45, CHCl3). 

Literatur: ሾαሿୈ
ଶ = 14.4 (c 1.00, EtOH).[234] 
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Synthese von (2R,3S)-2,3-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)octansäureethylester (18): 

 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et al.[234] wurden in einem sekurierten 250 mL 

Schlenkkolben 104 mL wasserfreies CH2Cl2 und 1.0 g (4.9 mmol) Diol 17 vorgelegt. Der 

Reaktionslösung wurden 3.4 mL frisch destilliertes 2,6-Lutidin hinzugefügt und diese anschließend auf 

0 °C gekühlt. Unter Rühren wurden langsam 3.2 mL TBS-Triflat dazu getropft und langsam auf 

Raumtemperatur aufwärmen lassen. Nach 18 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von NaCl 

gequenched und mit ddH2O und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen. Vereinigte organische Phasen 

wurden über Magnesiumsulfat getrocknet, der Feststoff abfiltriert und die organische Phase am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Die säulenchromatografische Aufreinigung des Rohproduktes über 

Silikagel (PE:EE 98.5:1.5) lieferte das Produkt 18 (2.0 g, 4.7 mmol) in 96 % Ausbeute. Die analytischen 

Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[234] 

Rf-Wert: [PE:EE (98.5:1.5)]= 0.16. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 673, 776, 836, 901, 1032, 1104, 1251, 1362, 1463, 1736, 2858, 2929. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.04 (s, 6H, 1’’-H, 1’’’-H), 0.05 (s, 3H, 1’’’-H), 0.07 (s, 3H, 

1‘‘-H), 0.87 (s, 9H, 3‘‘‘-H), 0.88 (t,3J8,7 = 6.9 Hz, 3H, 8-H), 0.91 (m, 9H, 3‘‘-H), 1.16-1.38 (m, 11H, 

2‘-H, 4-Ha, 5-H, 6-H, 7-H), 1.71 (m, 1H, 4-Hb) 3.83 (m, 1H, 3-H), 4.15 (m, 3H, 1’-H, 2-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= -5.0, -4.7, -4.3, -4.2 (C-1‘‘, C-1‘‘‘), 14.2 (C-8), 14.4 (C-2‘), 

18.2, 18.4 (C-2‘‘, C-2‘‘‘), 22.8, 25.6, 32.0 (C-5, C-6, C-7), 25.9, 25.9 (C-3‘‘, C-3‘‘‘), 32.7 (C-4), 60.6 

(C-1‘), 74.7 (C-3), 75.0 (C-2). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 73 (75), 75 (18), 133 (18), 147 (20), 187 (18), 216 (20). 
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Synthese von (2S,3S)-2,3-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)octan-1-ol (19): 

 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et al.[234], wurden in einem sekurierten 250 mL 

Schlenkkolben 126 mg (290 µmol) des geschützten Diols 18 in 2.5 mL wasserfreiem CH2Cl2 vorgelegt 

und auf -70 °C gekühlt. Es wurden langsam 1.2 mL DIBALH (1 M in Cyclohexan, 0.8 mmol) 

hinzugetropft und die Reaktionslösung über Nacht auf Raumtemperatur aufwärmen gelassen. Die 

Reaktionslösung wurde mit gesättigter Rochette-Salzlösung gequenched und mit Essigsäureethylester 

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesättigter NaCl-Lösung und ddH2O 

gewaschen und anschließend über MgSO4 getrocknet. Der Feststoff wurde über Watte und Celite 

abfiltriert und die verbliebenen organischen Phasen am Rotationsverdampfer eingeengt. Die 

säulenchromatografische Aufreinigung des Produktes über Silikagel (PE:EE 96:4) lieferte das Produkt 

19 (110 mg, 280 µmol) in 97 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten 

überein.[234] 

Rf-Wert: [PE:EE (96:4)]= 0.33. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 699, 776, 837, 914, 1031, 1217, 1252, 1365, 1455, 1737, 2857, 2929, 3378. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.07 (s, 3H, 1’’’-H), 0.08 (s, 3H, 1’’-H), 0.09 (s, 6H, 1‘‘-H, 

1’’’-H) 0.89 (m, 21H, 3’’-H, 3’’’-H, 8-H), 1.16-1.37 (m, 6H, 4-Ha, 5-Ha, 6-H, 7-H), 1.46 (m, 1H, 5-Hb), 

1.68 (m, 1H, 4-Hb), 2.33 (brs, 1H, 1-OH), 3.57 (dd, 2J1a,1b = 10.5 Hz, 3J1a,2 = 5.7 Hz, 1H, 1-Ha), 3.65 

(ddd, 3J3,4a = 10.0 Hz, 3J3,2 = 4.0 Hz, 3J3,4b = 2.8 Hz, 1H, 3-H), 3.74 (dd, 2J1b,1a = 10.5 Hz, 3J1b,2 = 5.7 Hz, 

1H, 1-Hb), 3.77 (dt, 3J2,1a = 5.7 Hz, 3J2,1b = 5.7 Hz, 3J2,3 = 4.0 Hz, 1H, 2-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= -4.5, -4.5, -4.4, -4.1 (C-1‘‘, C-1‘‘‘), 14.2 (C-8), 18.1, 

18.1(C-2‘‘, C-2‘‘‘), 22.7, 32.0 (C-6, C-7), 25.9, 26.0 (C-3‘‘, C-3‘‘‘), 26.4 (C-5), 30.6 (C-4), 63.1 (C-1), 

73.9 (C-2), 75.6 (C-3). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 91 (100), 92 (18), 117 (48), 135 (35). 

Drehwert: ሾαሿୈ
ଶ = –32.8 (c 1.12, CHCl3). 

Literatur: ሾαሿୈ
ଶ = –28.0 (c 1.05, CHCl3).[234] 
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Synthese von (2R,3S)-2,3-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)octan-1-on (20): 

 

In einem Schlenkkolben wurden 0.5 g (1.3 mmol) des geschützten primären Alkohols 19 in 13.5 mL 

trockenem CH2Cl2 vorgelegt und mit 0.8 g (1.2 mmol) Dess-Martin Periodan versetzt. Die Reaktion 

wurde für drei Stunden bei Raumtemperatur gerührt und nach vollständigem Umsatz mit 10 mL 

gesättigter Na2S2O3-Lösung und 10 mL Na2HCO3-Lösung gequenched und weitere 30 min heftig 

gerührt. Die wässrige Phase wurde mit Essigsäureethylester extrahiert und vereinigte organische Phasen 

mit ddH2O gewaschen. Die organische Phase wurde anschließend über MgSO4 getrocknet, über Watte 

und Celite filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die säulenchromatografische Aufreinigung 

über Silikagel (PE:EE 98:2) lieferte das Produkt 20 (0.5 g, 1.2 mmol) in 90 % Ausbeute. Die 

analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten überein.[234] 

Rf-Wert: [PE:EE (98:2)]= 0.44. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 775, 837, 1128, 1738, 2858, 2930. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.04 (s, 3H, 1’’’-H), 0.07 (s, 6H, 1’’-H, 1’’’-H), 0.08 (1’’-H), 

0.88 (m, 12H, 3’’’-H, 8-H), 0.92 (s, 9H, 3’’-H), 1.18-1.34 (m, 6H, 4-Ha, 5-Ha, 6-H, 7-H), 1.38 (ddt, 
3J5b,4a = 5.5 Hz, 3J5b,6 = 10.8 Hz, 3J5b, 4b = 13.2 Hz, 1H, 5-Hb), 1.72 (ddt, 2J4b,4a = 4.7 Hz, 3J4b,3 = 9.0 Hz, 
3J4b,5b = 13.2 Hz, 1H, 4-Hb), 3.86 (dt, 3J3,2 = 4.5 Hz, 3J3,4b = 9.0 Hz, 1H, 3-H), 4.01 (d, 3J2,3 = 4.5 Hz, 1H, 

2-H), 9.76 (s, 1H, 1-H).  

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= -5.2, -4.6, -4.5, -3.6 (C-1‘‘, C-1‘‘‘), 14.0 (C-8), 18.0, 18.3 

(C-2‘‘, C-2‘‘‘) 22.5, 31.7 (C-6, C-7), 25.6 (C-5), 25.7, 25.7 (C-3‘‘, C-3‘‘‘), 32.6 (C-4), 74.6 (C-3), 80.0 

(C-2), 203.9 (C-1).  
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Synthese von (3S,4S)-3,4-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)non-1-en (21): 

 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et al.[234] wurden in einem sekurierten 25 mL Schlenkkolben 

200 mg (510 µmol) des Aldehyds 20 in einem Gemisch (3:1:0.03) aus 7.8 mL trockenem Toluol, 2.6 mL 

trockenem THF und 78 µL trockenem Pyridin vorgelegt und auf -70 °C gekühlt. Es wurden vorsichtig 

1.2 mL Tebbe-Reagenz (0.5 M in Toluol, 0.6 mmol) hinzugetropft und die Reaktion für drei Stunden 

gerührt. Die Reaktionslösung wurde mit 1 mL Triethylamin und 10 mL gesättigter NaHCO3-Lösung 

(Gasentwicklung!) gequenched und anschließend mit MTBE extrahiert. Vereinigte organische Phasen 

wurden mit gesättigter NaCl-Lösung und ddH2O gewaschen und über MgSO4 getrocknet. Der Feststoff 

wurde über Watte und Celite abfiltriert und die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt. 

Die säulenchromatografische Aufreinigung über Silikagel (n-Pentan  n-Pentan:Et2O 98:2) lieferte das 

Produkt 21 (81 mg, 0.2 mmol) in 41 % Ausbeute. Das erhaltene Produkt wurde anschließend sofort für 

den nächsten Syntheseschritt eingesetzt. 

Rf-Wert: [n-Pentan:Et2O (98:2)]= 0.87. 

 

Synthese von (3S,4S)-Non-1-en-3,4-diol [(3S,4S)-12]: 

 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et al.[234] wurden 81 mg (0,2 mmol) des terminalen Olefins 

21 in einem Schlenkkolben vorgelegt und auf 0 °C gekühlt. Unter Rühren wurden langsam 0.63 mL 

TBAF-Lösung (1 M in THF, 0.63 mmol) dazu getropft und die Reaktion über 12 Stunden auf 

Raumtemperatur aufwärmen gelassen. Die Reaktion wurde mit gesättigter Ammoniumchloridlösung 

verdünnt und mit Essigsäureethylester extrahiert. Vereinigte organische Phasen wurden mit gesättigter 

NaCl-Lösung und ddH2O gewaschen und über MgSO4 getrocknet. Der Feststoff wurde über Watte und 

Celite abfiltriert und die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt. Die 
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säulenchromatografische Aufreinigung über Silikagel (n-Pentan:EE 75:25) lieferte das Produkt 

[(3S,4S)-12] (26 mg, 0.2 mmol) in 78 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den 

Literaturdaten überein.[234] 

Rf-Wert: [n-Pentan:EE (75:25)]= 0.37. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 726, 923, 991, 1049, 1378, 1737, 2860, 2930, 3365. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.89 (t, 3J1,2 = 6.9 Hz, 3H, 9-H), 1.21-1.55 (m, 8H, 5-H, 6-H, 

7-H, 8-H), 2.11 (brs, 1H, 4-OH), 2.15 (brs, 1H, 3-OH), 3.48 (ddd, 3J4, 5a = 3.2 Hz, 3J4,3 = 6.0 Hz, 3J4, 5b = 

9.3 Hz, 1H, 4-H), 3.94 (t, 3J3,4 = 6.0 Hz, 3J3,2 = 6.1 Hz, 1H, 3-H), 5.31 (dt, 2J1a,1b = 1.3 Hz, 4J1a,3 = 1.3 Hz, 
3J1a,2 = 10.4 Hz, 1H, 1-Ha), 5.36 (dt, 2J1b,1a = 1.3 Hz, 4J1b,3 = 1.3 Hz, 2J1b,2 = 17.0 Hz, 1H, 1-Hb), 5.87 

(dddd, 3J2,3 = 6.1 Hz, 3J2,1a = 10.4 Hz, 3J2,1b = 17.0 Hz). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.0 (C-9), 22.6, 31.8 (C-7, C-8), 25.3 (C-6), 32.9 (C-5), 74.4 

(C-4), 76.2 (C-3), 117.4 (C-1), 137.7 (C-2). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 55 (75), 57 (33), 58 (100), 69 (8), 83 (33), 101 (7). 

Isomerenanalytik: 

Säule: FS-Hydrodex β-TbDAc 

Temperaturprogramm: 100 °C (60 min), 1 °C/min  120 °C (5 min) 

Retentionszeiten: tR = 67.2 min 

tR = 69.6 min 

tR = 72.4 min 

 

tR = 74.4 min 

(3R,4R)-Non-1-en-3,4-diol [(3R,4R)-12] 

(3S,4S)-Non-1-en-3,4-diol [(3S,4S)-12] 

(3R,4S)- bzw. (3S,4R)-Non-1-en-3,4-diol 

[anti-12] 

(3R,4S)- bzw. (3S,4R)-Non-1-en-3,4-diol 

[anti-12] 
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Synthese von (S)-Hept-1-en-4-ylbenzoesäureethylester [(S)-68]: 

 

Zu einer Lösung von (S)-26 (150 mg, 1.31 mmol) in 5 mL trockenem CH2Cl2, wurden langsam 198 µL 

Benzoylchlorid (1.71 mmol) und 179 µL Pyridin (2.23 mmol) getropft und die Reaktion anschließend 

bei Raumtemperatur für 24 Stunden weiter gerührt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesättigter 

Na2HCO3-Lösung gestoppt und die wässrige Phase mit CH2Cl2 extrahiert. Vereinigte organische Phasen 

wurden mit gesättigter Kupfer-(II)-Sulfat Lösung und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen und 

anschließend über MgSO4 getrocknet. Der Feststoff wurde über Watte und Celite abfiltriert und die 

organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt. Die säulenchromatografische Aufreinigung über 

Silikagel (n-Pentan:Et2O 98:2) lieferte das Produkt (S)-68 (254 mg, 1.16 mmol) in 89 % als farbloses 

Öl. 

Rf-Wert: [n-Pentan:Et2O (98:2)]= 0.23. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 2959, 2929, 2866, 1713, 1269, 1111, 710. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.93 (t, 3J1,2 = 7.4 Hz, 3H, 7-H), 1.34-1.49 (m, 2H, 6-H), 1.59-

1.75 (m, 2H, 5-H), 2.45 (dd, 3J3,2 = 7.2 Hz, 3J3,4 = 5.9 Hz, 2H, 3-H), 5.06 (dt, 2J1a,1b = 1.6 Hz, 3J1a,2 = 

10.1Hz, 2H, 1-Ha), 5.11 (dt 2J1b,1a = 1.6 Hz, 3J1b,2 = 17.2Hz, 2H, 1-Hb), 5.78-5.87 (ddt, 3J2,1b = 17.2Hz, 

3J2,1a = 10.1Hz, 3J2,3 = 7.2Hz, 1H, 2-H), 7.40-7.45 (m, 2H, 4‘-Ha,4‘-Hb), 7.52-7.56 (m, 1H, 5‘-H), 8.00-

8.04 (m, 2H, 3‘-Ha, 3‘-Hb). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.11 (C-7), 18.77 (C-6), 36.01 (C-5), 38,89 (C-5), 73.98 (C-4), 

117.87 (C-1), 128.45 (C-4´), 129.69 (C-3´) 130.94 (C-2´), 132.87 (C-5´), 133.89 (C-2), 166.38 (C-1´). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 77 (35), 105 (100). 

Drehwert:ሾαሿୈ
ଶ = +15.7 (c 1.0, CHCl3, 95% ee). 
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Synthese von (R)-Hept-1-en-4-ylbenzoesäureethylester [(R)-68]: 

 

In einem Schlenkkolben wurden 116 mg (950 µmol) Benzoesäure in 5 mL trockenem THF gelöst und 

mit 251 mg (0.96 mmol) Triphenylphosphin und 100 mg (880 µmol) (S)-Hept-1-en-4-ol [(S)-26] 

versetzt, bevor die Reaktionslösung auf 0 °C gekühlt wurden. Anschließend wurden 188 µL (950 µmol) 

DIAD langsam, unter Rühren, zur Reaktionslösung getropft und die Reaktion auf Raumtemperatur 

aufwärmen lassen. Nach 4.5 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von gesättigter Na2HCO3-

Lösung gestoppt und die organische Phase mit gesättigter NaCl-Lösung und ddH2O gewaschen. 

Vereinigte organische Phasen wurden über MgSO4 getrocknet und der Feststoff anschließend über 

Watte und Celite abfiltriert. Die organische Phase wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und die 

folgende säulenchromatografische Aufreinigung des Produktes über Silikagel (n-Pentan:Et2O 98:2) 

lieferte das Produkt (R)-68 (159 mg, 730 µmol) als farbloses Öl in 83 % Ausbeute. Die erfolgreiche 

Invertierung des stereogenen Zentrums wurde mittels HPLC über chiraler stationärer Phase bestätigt. 

Rf-Wert: [n-Pentan:Et2O (98:2)]= 0.23. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 2959, 2929, 2866, 1713, 1269, 1111, 710. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.93 (t, 3J1,2 = 7.4 Hz, 3H, 7-H), 1.34-1.49 (m, 2H, 6-H), 1.59-

1.75 (m, 2H, 5-H), 2.45 (dd, 3J3,2 = 7.2 Hz, 3J3,4 = 5.9 Hz, 2H, 3-H), 5.06 (dt, 2J1a,1b = 1.6 Hz, 3J1a,2 = 

10.1Hz, 2H, 1-Ha), 5.11 (dt 2J1b,1a = 1.6 Hz, 3J1b,2 = 17.2Hz, 2H, 1-Hb), 5.78-5.87 (ddt, 3J2,1b = 17.2Hz, 

3J2,1a = 10.1Hz, 3J2,3 = 7.2Hz, 1H, 2-H), 7.40-7.45 (m, 2H, 4‘-Ha,4‘-Hb), 7.52-7.56 (m, 1H, 5‘-H), 8.00-

8.04 (m, 2H, 3‘-Ha, 3‘-Hb). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.11 (C-7), 18.77 (C-6), 36.01 (C-5), 38,89 (C-5), 73.98 (C-4), 

117.87 (C-1), 128.45 (C-4´), 129.69 (C-3´) 130.94 (C-2´), 132.87 (C-5´), 133.89 (C-2), 166.38 (C-1´). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 77 (35), 105 (100). 

Drehwert:ሾαሿୈ
ଶ = 17,4 (c 1.0, CHCl3, 94% ee). 

  



  

180 

Enantiomerenanalytik: 

Säule: Lux-Amylose 1 

Elutionsprogramm: n-Heptan/2-Propanol (99.8:0.2) als Lösungsmittel mit einer Flussrate 

von 0.5 mL/min 

Retentionszeiten: tR = 11.78 min 

tR = 13.13 min 

(S)-Hept-1-en-4-ylbenzoat [(S)-68] 

(R)-Hept-1-en-4-ylbenzoat [(R)-68] 

 

Synthese von (4S,6E,9S)-Dodec-6-en-4,9-diyldibenzoesäureethylester [(4S,6E,9S)-69]: 

 

In einem Schlenkkolben wurden 151 mg (690 µmol) des Benzoyl-geschützten (S)-Hept-1-en-4-ol 

[(S)-68] in 5 mL trockenem CH2Cl2 vorgelegt und 30 mg (30 µmol) Grubbs Katalysator der zweiten 

Generation dazu gegeben. Die Reaktion wurde auf 40 °C aufgewärmt und für 24 Stunden gerührt. Der 

Reaktionsansatz wurde über Watte und Celite filtriert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck 

am Rotationsverdampfer entfernt. Die säulenchromatografische Aufreinigung über Silikagel 

(n-Pentan:Et2O 94:6) lieferte das Produkt (4S,6E,9S)-69 (116 mg, 280 µmol) in 83 % Ausbeute als 

farbloses Öl. 

Rf-Wert: [n-Pentan:Et2O (94:6)]= 0.23. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 2958, 2873, 1714, 1451, 1270, 1111, 710. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.82-0.93 (m, 6H , 1-H, 12-H), 1.23-1.45 (m, 4H, 2-H, 11-H), 

1.51-1.70 (m, 4H, 3-H, 10-H), 2.33-2.53 (m, 4H,5-H, 8-H), 5.12 (m, 2H, 4-H, 9-H), 5.53 (m, 2H, 6-H, 

7-H), 7.40-7.45 (m, 4H, 4‘-Ha,4‘-Hb, 4‘‘-Ha, 4‘‘-Hb), 7.52-7.56 (m, 2H, 5‘-H,5‘‘-H), 8.00-8.04 (m, 4H, 

3‘-Ha, 3‘-Hb, 3‘‘-Ha,3‘‘-Hb). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.07 (C-1, C-12), 18.73 (C-2, C-11), 35.76 (C-3, C-10), 37.56 

(C-5, C-8), 74.19 (C-4, C-8), 128.43 (C-4‘,C-4‘‘), 128.60 (C-6, C-7), 129.66 (C-3‘,C-3‘‘), 130.88 

(C-2‘,C-2‘‘), 132.86 (C-5‘,C-5‘‘) 166.31 (C-1‘,C-1‘‘). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 77(40), 105 (100). 
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HRMS: m/z = 409.2374 (kalkuliert für C26H33O4
+

 409.2373). 

Drehwert: ሾαሿୈ
ଶ = 19.5 (c 0.7, CHCl3). 

 

Synthese von (4R,6E,9R)-Dodec-6-en-4,9-diyldibenzoesäureethylester [(4R,6E,9R)-69]: 

 

In einem Schlenkkolben wurden 150 mg (690 µmol) des Benzoyl-geschützten (R)-Hept-1-en-4-ol 

[(R)-68] in 5 mL trockenem CH2Cl2 vorgelegt und 30 mg (30 µmol) Grubbs Katalysator der zweiten 

Generation dazu gegeben. Die Reaktion wurde auf 40 °C aufgewärmt und für 24 Stunden gerührt. Der 

Reaktionsansatz wurde über Watte und Celite filtriert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck 

am Rotationsverdampfer entfernt. Die säulenchromatografische Aufreinigung über Silikagel 

(n-Pentan:Et2O 94:6) lieferte das Produkt (4R,6E,9R)-69 (121 mg, 280 µmol) in 86 % Ausbeute als 

farbloses Öl. 

Die analytischen Daten stimmen mit denen des Enantiomers (4S,6E,9S)-69 überein. 

Drehwert: ሾαሿୈ
ଶ = +28.3 (c 1, CHCl3). 

 

Synthese von (5S,6E,9R)-5-(Tetrahydropyran-2´´-yloxy)-9-Benzoyldodec-6-enethylsäureester 

[(5S,6E,9R)-70]:  

 

Zu einer Lösung von 100 mg (240 µmol) des Homodimers (4R,6E,9R)-69 und 121 mg (470 µmol) 

(S)-62 in 5 mL trockenem CH2Cl2, wurden 22 mg (20 µmol) Grubbs Katalysator der zweiten Generation 

gegeben und die Reaktion bei 40 °C für 3 Tage gerührt. Der Reaktionsansatz wurde über Watte und 

Celite filtriert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt. Die 
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säulenchromatografische Aufreinigung über Silikagel (n-Pentan:Et2O 93:7  83:17 75:25) lieferte 

das Produkt (5S,6E,9R)-70 (90 mg, 0.2 mmol) in 41 % Ausbeute als farbloses Öl. Unreagiertes 

Homodimer (4R,6E,9R)-69 (44 mg, 0.1 mmol, 44 %) und (S)-62 (34 mg, 0.1 mmol, 28 %) konnten 

ebenfalls reisoliert werden. Auf Grund der THP-Schutzgruppe wurde das Produkt (5S,6E,9R)-70 als 

Mischung aus Diastereomeren erhalten, welche als A und B deklariert wurden, Das 

Diastereomerenverhältnis von A zu B betrug 1:1.2 anhand der 1H NMR Daten. 

Rf-Wert: [n-Pentan:Et2O (75:25)]= 0.33. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 2938, 2873, 1716, 1272, 1112, 1022, 712. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.93 (t, 3J12,11 = 7.4 Hz, 6H, 12-HAB), 1.24 (t, 3J2´,1´= 7.1 Hz, 6H, 

2‘-HAB), 1.28-1.76 (m, 28H, 3-HAB, 4-HAB, 10-HAB, 11-HAB, 3‘‘-HAB,4‘‘-HAB, 5‘‘-HAB), 2.25 (m, 4H, 

2-HAB), 2.43 (q, 3J8,9 = 5.8 Hz, 3J8,7 = 5.6 Hz, 4H, 8-HAB), 3.31-3.36 (dt, 2J6‘‘bB,6‘‘aB= 10.5 Hz, 3J6‘‘bB,5‘‘aB 

= 4.5 Hz, 3J6‘‘bB,5‘‘bB = 4.5 Hz, 1H, 6‘‘-Hb
B), 3.36-3.41 (dt, 1H, 2J6‘‘bA,6‘‘aAc= 10.5 Hz, 3J6‘‘bA,5‘‘aA = 4.8 Hz, 

3J6‘‘bA,5‘‘bA = 4.8 Hz, 6‘‘-Hb
A) 3.72-3.78 (ddd, 2J6‘‘aB,6‘‘bB = 11.5 Hz, 3J6‘‘aB,5‘‘bB = 8.5 Hz, 3J6‘‘aB,5‘‘aB =3.3 

Hz, 1H, 6‘‘-Ha
B), 3.78-3.83 ( dt, 2J6‘‘aA,6‘‘bA = 11.5 Hz, 3J6‘‘aA,5‘‘bA = 5.6 Hz, 3J6‘‘aA,5‘‘aA = 5.6 Hz, 1H, 

6‘‘-Ha
A), 4.00-4.04 (m, 2H, 5-HA, 5-HB), 4.11 (q, 3J1‘,2‘ = 7.1 Hz, 4H, 1‘-HAB), 4.47 (t, 3J2‘‘B,3‘‘B = 3.6 Hz, 

1H, 2‘‘-HB), 4.64 (t, 3J2‘‘A,3‘‘A = 3.7 Hz, 1H, 2‘‘-HA), 5.18 (m, 2H, 9-HA, 9-HB), 5.32 (dd, 3J6B,7B = 

15.5 Hz, 3J6B, 5B = 8.3 Hz, 1H, 6-HB), 5.54-5.70 (m, 3H, 6-HA, 7-HAB), 7.40-7.45 (m, 4H, 4‘‘‘-Ha
AB, 

4‘‘‘-Hb
AB), 7.52-7.57 (m, 2H, 5‘‘‘-HAB), 8.01-8.05 (m, 4H, 3‘‘‘-Ha

AB, 3‘‘‘-Hb
AB). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.11 (C-12), 14.40 (C-2’), 18.75/18.76 (C-11), 19.66/19.81 

(C-4’’), 20.78/21.27 (C-3), 25.60/25.67, 30.83/30.94, 35.31 (C-10, C-3’’,C-5’’) , 34.36/34.38 (C-2), 

36.02/36.20 (C-4), 37.27/37.36 (C-8), 60.31/60.34 (C-1’) 62.48/62.60 (C-6’’) 73.87/74.17 (C-9), 

75.39/76.76 (C-5), 95.04 (C-2B’’), 97.52 (C-2A’’) 126.64 (C-7), 128.43/128.47 (C-4‘‘‘), 129.36/129.70 

(C-3‘‘‘), 130.83/130.94 (C-2‘‘‘), 132.86/132.93 (C-5‘‘‘), 133.64/134.68 (C-6), 166.22/166.28 (C-1‘‘‘), 

173.62/173.70 (C-1). 

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 77 (25), 105 (100), 164 (40), 341 (18). 

HRMS: m/z = 469.2560 (kalkuliert für C26H38O6Na+
 469.2561). 

Drehwert: ሾαሿୈ
ଶ = 9.5 (c 1.0, CHCl3). 
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Synthese von (5S,6E,9S)-5-(Tetrahydropyran-2´´-yloxy)-9-Benzoyldodec-6-enethylsäureester 

[(5S,6E,9S)-70]: 

 

Zu einer Lösung von 94 mg (0.2 mmol) des Homodimers (4S,6E,9S)-69 und 124 mg (480 µmol) (S)-62 

in 5 mL trockenem CH2Cl2, wurden 22 mg (20 µmol) Grubbs Katalysator der zweiten Generation 

gegeben und die Reaktion bei 40 °C für 3 Tage gerührt. Der Reaktionsansatz wurde über Watte und 

Celite filtriert und das Lösungsmittel unter reduziertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt. Die 

säulenchromatografische Aufreinigung über Silikagel (n-Pentan:Et2O 92:8  80:20 70:30) lieferte 

das Produkt (5S,6E,9S)-70 (47 mg, 0.1 mmol) in 23 % Ausbeute als farbloses Öl. Unreagiertes 

Homodimer (4S,6E,9S)-69 (59 mg, 0.2 mmol, 58 %) und (S)-62 (60 mg, 0.2 mmol, 48 %) konnten 

ebenfalls reisoliert werden. Auf Grund der THP-Schutzgruppe wurde das Produkt (5S,6E,9S)-70 als 

Mischung aus Diastereomeren erhalten, welche als A und B deklariert wurden, Das 

Diastereomerenverhältnis von A zu B betrug 1:1.2 anhand der 1H NMR Daten. 

Rf-Wert: [n-Pentan:Et2O (70:30)]= 0.37. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 2937, 2873, 1716, 1272, 1112, 1022, 713. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.93 (t, 3J12,11 = 7.4 Hz, 6H, 12-HAB), 1.24 (t, 3J2´,1´= 7.1 Hz, 6H, 

2‘-HAB), 1.28-1.76 (m, 28H, 3-HAB, 4-HAB, 10-HAB, 11-HAB, 3‘‘-HAB,4‘‘-HAB, 5‘‘-HAB), 2.19 (m, 4H, 

2-HAB), 2.44 (m, 4H, 8-HAB), 3.37-3.45 (m, 2H 6‘‘-Hb
A, 6‘‘-Hb

B) 3.79-3.85 (m, 2H 6‘‘-Ha
A, 6‘‘-Ha

B), 

3.98 (q, 3J5A, 4aA = 6.2 Hz, 3J5A,6A = 6.2 Hz, 1H, 5-HA), 4.03 (q 3J5B,6B = 6.5 Hz, 3J5B,4aB = 6.5 Hz, 1H, 

5-HB) 4.10 (q, 3J1‘,2‘ = 7.1 Hz, 4H, 1‘-HAB), 4.57 (t, 3J2‘‘B,3‘‘B = 3.7 Hz, 1H, 2‘‘-HB), 4.64 (t, 3J2‘‘A,3‘‘A = 

3.7 Hz, 1H, 2‘‘-HA), 5.18 (m, 2H, 9-HA, 9-HB), 5.31 (dd, 3J6B,7B = 15.5 Hz, 3J6B, 5B = 8.3 Hz, 1H, 6-HB), 

5.53-5.59 (dd, 3J6A,7A = 15.5 Hz, 3J6A,5A =7.1 Hz, 1H, 6-HA), 5.64 (m, 2H, 7-HAB), 7.40-7.45 (m, 4H, 

4‘‘‘-Ha
AB, 4‘‘‘-Hb

AB), 7.52-7.57 (m, 2H, 5‘‘‘-HAB), 8.01-8.05 (m, 4H, 3‘‘‘-Ha
AB, 3‘‘‘-Hb

AB). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.12 (C-12), 14.39 (C-2‘), 18.76 (C-11), 19.77/19.82 (C-4‘‘), 

20.70/21.20 (C-3), 25.59/25.70, 30.86/30.98, 35.24 (C-10, C-3‘‘, C-5‘‘), 34.28/34.31 (C-2), 36.01/36.04 

(C-4), 37.26/37.50 (C-8), 60.31/60.34 (C-1‘), 62.46/62.68 (C-6‘‘), 73.78/74.00 (C-9), 75.36/77.23 

(C-5), 94.92/97.74 (C-2‘‘), 126.76/129.22 (C-7), 128.42/128.46 (C-4‘‘‘), 129.67 (C-3‘‘‘), 

130.76/130.85 (C-2‘‘), 132.88/132.94 (C-5‘‘‘), 133.59/134.74 (C-6), 166.24/166.28 (C-1‘‘‘), 

173.61/173.68 (C-1). 
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MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 77 (25), 105 (100), 164 (40), 341 (20). 

HRMS: m/z = 469.2560 (kalkuliert für C26H38O6Na+
 469.2561). 

Drehwert: ሾαሿୈ
ଶ = 17.0 (c 1.0, CHCl3). 

 

Synthese von (5S,6E,9R)-5-Hydroxy-9-propyl-6-nonen-9-olid [(5S,6E,9R)-37]: 

 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Götz et al. (Götz 2010), wurden zu einer Lösung von 44 mg 

(0.1 mmol) (5S,6E,9R)-70 in 10.2 mL THF:MeOH:H2O (2:1:1) 11.3 mg (470 µmol) LiOH gegeben und 

die Reaktionslösung bei 60 °C, für 48 h gerührt. Anschließend wurde die Reaktionslösung mit 30 mL 

Diethylether verdünnt und mit gesättigter KH2PO4-Lösung und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen. 

Die organische Phase wurde über MgSO4 getrocknet und unter reduziertem Druck am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Zum erhaltenen Rohprodukt wurden 12 mL trockenes THF, 86 µL 

(0.6 mmol) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid und 84 µL (0.6 mmol) Triethylamin gegeben. Die Reaktion 

wurde für 60 min bei Raumtemperatur gerührt und anschließend mit 25 mL trockenem Toluol verdünnt 

und über Watte und Celite filtriert. Zum Filtrat wurden weitere 40 mL trockenes Toluol gegeben und 

der Ansatz über 2.5 Stunden zu einer refluxierenden Lösung von 86 mg (0.7 mmol) DMAP in 50 mL 

trockenem Toluol getropft. Der Ansatz wurde nach vollständiger Zugabe für weitere 30 min gerührt und 

anschließend auf Raumtemperatur aufwärmen lassen. Die Reaktion wurde mit 1 M wässriger HCl-

Lösung gequenched und mit gesättigter NaHCO3- und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen. Vereinigte 

organische Phasen wurden über MgSO4 getrocknet und unter reduziertem Druck am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Der verbleibende Rest wurde in 12 mL Ethanol gelöst und mit 27 mg 

(0.1 mmol) PPTS und 5.6 mg (30 µmol) p-TsOH Monohydrat versetzt. Die Reaktion wurde auf 40 °C 

aufgewärmt und für 16 Stunden gerührt, bevor sie durch Zugabe von 40 mL Eiswasser und gesättigter 

NaHCO3-Lösung gequenched wurde. Die Reaktionslösung wurde mit Essigsäureethylester extrahiert 

und vereinigte organische Phasen über MgSO4 getrocknet. Der Feststoff wurde über Watte und Celite 

abfiltriert und das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die säulenchromatografische 

Aufreinigung des Produktes über Silikagel (n-Pentan:DE 65:35) lieferte das Produkt (5S,6E,9R)-37 

(12 mg, 60 µmol) in 57 % Ausbeute. 

Rf-Wert: [n-Pentan:Et2O (65:35)]= 0.16. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 3441, 2963, 2931, 2874, 1727, 1442, 1226, 1158. 
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1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.93 (t, 3J12,11 = 7.4 Hz, 3H, 12-H), 1.32-1.60 (m, 4H, 4-Ha, 10-

Ha, 11-H), 1.62-1.70 (m, 2H, 3-Ha, 10-Hb), 1.75-1.91 (br s, 1H, 5-OH), 1.93-2.16 (m, 4H, 2-Ha, 3-Hb, 4-

Hb, 8-Ha), 2.40-2.50 (m, 2H, 2-Hb, 8-Hb), 4.44 (br s, 1H, 5-H), 5.04 (ddd, J = 10.5 Hz, 8.3 Hz, 4.7 Hz, 

1H, 9-H),5.44 (dd, J = 15.5 Hz, 1.7 Hz, 1H, 6-H),5.55 (dddd, J = 15,5 Hz, 10.5 Hz, 4.9 Hz, 2.4 Hz, 1H, 

7-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.01 (C-12), 18.01 (C-3), 19.31 (C-11), 35.91 (C-2), 36,45 

(C-10), 36.84 (C-4), 40,91 (C-8), 68.60 (C-5), 76.60 (C-9), 126.42 (C-7), 136.82 (C-6), 176.79 (C-1). 

HRMS: m/z = 213.1486 (kalkuliert für C12H21O3
+

 213.1485). 

Drehwert: ሾαሿୈ
ଶ = 13.4 (c 0.7, CHCl3). 

 

Synthese von (5S,6E,9S)-5-Hydroxy-9-propyl-6-nonen-9-olid [(5S,6E,9S)-37]: 

 

In Anlehnung an eine Vorschrift von Götz et al.[277], wurden zu einer Lösung von 35 mg (80 µmol) 

(5S,6E,9S)-70 in 8.1 mL THF:MeOH:H2O (2:1:1) 9.0 mg (0.4 mmol) LiOH gegeben und die 

Reaktionslösung bei 60 °C, für 48 h gerührt. Anschließend wurde die Reaktionslösung mit 25 mL 

Diethylether verdünnt und mit gesättigter KH2PO4-Lösung und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen. 

Die organische Phase wurde über MgSO4 getrocknet und unter reduziertem Druck am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Zum erhaltenen Rohprodukt wurden 8 mL trockenes THF, 71 µL 

(0.5 mmol) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid und 67 µL (0.5 mmol) Triethylamin gegeben. Die Reaktion 

wurde für 120 min bei Raumtemperatur gerührt und anschließend mit 20 mL trockenem Toluol verdünnt 

und über Watte und Celite filtriert. Zum Filtrat wurden weitere 20 mL trockenes Toluol gegeben und 

der Ansatz über 2.5 Stunden zu einer refluxierenden Lösung von 67 mg (0.6 mmol) DMAP in 57 mL 

trockenem Toluol getropft. Der Ansatz wurde nach vollständiger Zugabe für weitere 30 min gerührt und 

anschließend auf Raumtemperatur aufwärmen lassen. Die Reaktion wurde mit 1 M wässriger HCl-

Lösung gequenched und mit gesättigter NaHCO3- und gesättigter NaCl-Lösung gewaschen. Vereinigte 

organische Phasen wurden über MgSO4 getrocknet und unter reduziertem Druck am 

Rotationsverdampfer eingeengt. Der verbleibende Rest wurde in 7 mL Ethanol gelöst und mit 22 mg 

(90 µmol) PPTS und 4.5 mg (20 µmol) p-TsOH Monohydrat versetzt. Die Reaktion wurde auf 40 °C 

aufgewärmt und für 16 Stunden gerührt, bevor sie durch Zugabe von 20 mL Eiswasser und gesättigter 

NaHCO3-Lösung gequenched wurde. Die Reaktionslösung wurde mit Essigsäureethylester extrahiert 
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und vereinigte organische Phasen über MgSO4 getrocknet. Der Feststoff wurde über Watte und Celite 

abfiltriert und das Lösungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die säulenchromatografische 

Aufreinigung des Produktes über Silikagel (n-Pentan:Et2O 60:40  50:50) lieferte das Produkt 

(5S,6E,9S)-37 (11 mg, 50 µmol) in 66 % Ausbeute. 

Rf-Wert: [n-Pentan:Et2O (50:50)]= 0.19. 

FT-IR: ṽmax [cm-1]= 3426, 2956, 2926, 2866, 1728, 1442, 1181, 1002. 

1H NMR (600 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 0.92 (t, 3J12,11 = 7.2 Hz, 3H, 12-H), 1.32-1.59 (m, 5H, 4-Ha, 5-

OH, 10-Ha, 11-H), 1.62-1.70 (m, 1H, 10-Hb), 1.86-1.97 (m, 3H, 3-H, 8-Ha), 1.98-2.06 (m, 2H, 2-Ha, 4-

Hb), 2.35 (m, 1H, 8-Hb), 2.44 (m, 1H, 2-Hb), 4.01 (m, 1H, 5-H), 5.03 (m, 1H, 9-H), 5.32 (dt, J = 15.0 

Hz, 6.5 Hz, 1H, 6-H), 5.54 (m, 1H, 7-H). 

13C NMR (151 MHz, CDCl3): δ[ppm]= 14.01 (C-12), 19.28 (C-11), 22.45 (C-3), 35.82 (C-2), 36.58 

(C-10), 38.88 (C-4), 40.51 (C-8), 74.28 (C-5), 75.48 (C-9), 131.83 (C-7), 137.30 (C-6), 175.93 (C-1). 

HRMS: m/z = 213.1485 (kalkuliert für C12H21O3
+

 213.1485). 

Drehwert: ሾαሿୈ
ଶ = +22.3 (c 0.7, CHCl3). 
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6 Abkürzungsverzeichnis 

A  Adenin 

Å  Ängström (Längeneinheit, 10-10 m) 

Abs  Absorption 

ADH  Alkohol-Dehydrogenase 

Amp  Ampicillin 

Äq.  Äquivalente 

brsm eng.“based on recovered starting material” 

C Cytosin 

COSY eng. “correlation spectroscopy“ 

CPR Cytochrom P450-Reduktase 

δ  Chemische Verschiebung in der Kernspinresonanzspektroskopie 

d  eng. “day(s)”, Tag(e) 

Da  Dalton (atomare Masseinheit) 

DC  Dünnschichtchromatografie 

DMAP  4-(N,N-Dimethylamino)pyridin 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  eng. “desoxyribonucleic acid“ 

de  eng. „diastereomeric excess” 

ε  Extinktionskoeffizient 

ee  eng. “enantiomeric excess“ 

EDTA  eng. „ethylendiamintetradecanoic acid“ 

EI  Elektronenstoßionisation 

ER  Endoplasmatisches Retikulum 

ESI  Elektronensprayisonisation 

FAD  Flavinadenindinukleotid 

FDH  Formiat-Dehydrogenase 

Fdx  Ferredoxin 

FdR  Ferredoxin-Reduktase 

FMN  Flavinmononukleotid 

G  Guanin 

GC  Gaschromatografie 

GDH  Glukosedehydrogenase 

HABA  2'-(4-Hydroxyphenylazo)-benzoesäure 

HPLC eng. “high Performance Liquid Chromatography” 

HRMS eng. “high resolution mass spectrometry” 

HSQC  eng. “heteronuclear single quantum coherence” 
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IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 

IR  Infrarot 
xJ  J-Kopplung 

Kan  Kanamycin 

konz.  konzentriert 

KPi  Kaliumphosphat 

LM  Lösungsmittel 

LV  Leervektor 

MTBE  Methyl-tert-butylether 

MWCO eng. “molecular weight cutoff” 

NAD(P)+ Nikotinamidadenindinukleotid(phosphat) 

NMR  eng. “nuclear magnetic resonance” 

OD600  Optische Dichte bei 600 nm 

PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PCR  eng. “polymerase chain reaction” 

PE  Petrolether 

PMB  para-Methoxybenzyl 

PPTS  Pyridinium-para-toluolsulfonat 

PTDH  Phosphit-Dehydrogenase 

PVDF  Polyvinylidenfluorid 

Rf  Retentionsfaktor 

rpm  eng. “revolutions per minute” 

RT  Raumtemperatur 

s  Sekunde(n); Singulett 

SDS  eng. “sodium dodecylsulfate” 

T  Thymin 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

THF  Tetrahydrofuran 

U eng. „Unit“ (Einheit der Enzymaktivität, angegeben in µmol Substratumsatz pro Minute 

unter definierten Bedingungen) 

UPR eng. „unfolded protein response” 

UV  Ultraviolett 

WT  Wildtyp 

ṽ  Wellenzahl 

% (v/v)  Volumenanteil am Volumen 

% (w/v)  Massenanteil am Volumen 
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7 Formelregister 

Im Folgenden sind die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen mit der Nummerierung 

aus dem Text aufgeführt. Zusätzlich wurde die Laborbuchnummer des zugehörigen Experimentes 

zugeordnet. 

   

AT_03/DD_54 DD_43/DD_48 DD_49 

   

AT_04 DD_01 AT_05 

  
 

AT_06 AT_07 DD_27 

   

DD_28 DD_29 DD_32 

 

  

DD_33 DD_34/DD_06 (syn) DD_38 

OH

29
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DD_39 DD_52 DD_56 

  

DD_57 DD_58 

  

DD_60 DD_59 

  

DD_61 DD_62 

 

  

O

O

O

O

(4S,6E,9S)-69

O

O

O

O

(4R,6E,9R)-69

O

O O

O

O

O

(4S,6E,9S)-70
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8 Anhang 

Vergleich der vorhergesagten Gensequenz von RSL F-895, aus dem „de novo Assembly“ der 

Genomsequenzierung, mit dem publizierten Gen einer Laccase aus R. solani AG-3 RhsAP1 (GenBank 

Accession Number: 01000322.1).[93] Start- (blau), Stopcodon (rot) und Exonbereiche (gelb, grün) 

wurden farbig markiert. Die Sequenzdaten und der Vergleich wurden von Tino Polen (IBG-1, FZ Jülich) 

zur Verfügung gestellt. 

Query: Gensequenz der putativen R. solani AG-3 RhsAP1 Laccase (GenBank Accession Number: 

01000322.1). 

Subject: Voraussichtliche Gensequenz von RSL F-895 aus dem „de novo Assembly” von R. solani 

F-895 Genom. 

Query  1     ATGCGCACCGCTCAAGAGCCATTTAAAAGGAACGAGCTGATTGTGCGGTCTCTTCATCGG  60 
             ||||| |  |||  ||| |||||||||||| | |||  ||||||||||||||| |||||| 
Sbjct  1     ATGCGTAGGGCTTGAGAACCATTTAAAAGGGATGAGTCGATTGTGCGGTCTCTCCATCGG  60 
 
Query  61    CGGTCTGCTCTGTTCCATCCAGCACTCACCTTCAATATGCACTCCCGCATTGCTCTTTTA  120 
             ||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| ||| | |||   |||| |  
Sbjct  61    CGGTCTGCTCTGTTCCATCCAGCACTCACCTCCAATATGCTCTCTCACATCAGTCTTCTC  120 
 
Query  121   TCTCTACTGGCCGCGGTGTCACAGCCTGCCTTTGCTGCCGTCCGCAACTACGGCCTGGTG  180 
             ||| | || || ||||| |||||||| |||||||||||||||||| |||||    |  |  
Sbjct  121   TCTTTGCTTGCTGCGGTCTCACAGCCCGCCTTTGCTGCCGTCCGCGACTACCAGTTCATC  180 
 
Query  181   ATCAAGAACGTCAAGGTCGCACCCGATGGCTTTGAGCGCTCTATCGTATCTGTTAACGGC  240 
             ||||||||||||||   ||| ||||||||||||||||| ||||| || || || || ||| 
Sbjct  181   ATCAAGAACGTCAATACCGCTCCCGATGGCTTTGAGCGATCTATTGTCTCCGTCAATGGC  240 
 
Query  241   CAGCTCCCTGGAACGTTGATCACGGTGAGTTCCAGC---ACTGTCGGCCTGCGTTTGAGT  297 
             ||| | ||||| ||||| ||||||||| | |  |||   ||| ||   | ||  |  |   
Sbjct  241   CAGGTTCCTGGGACGTTAATCACGGTGGGCTAAAGCGCTACTATCACTC-GCCCTCAACA  299 
 
Query  298   ATCTGAG----TATCTCTCAGGCCAACAAGGGCGACACCCTACACATCAATGTCACAAAT  353 
              | |||     ||||| | |||| |||||||| || ||  | ||  | |||||||||||| 
Sbjct  300   TTTTGACCTCCTATCTTT-AGGCTAACAAGGGTGATACGTTGCATGTGAATGTCACAAAT  358 
 
Query  354   CAAGTACGCACATTGCTCTCTTGTAACGAAGTCAAACTCATCG----TACTCTACTTAGC  409 
             |  ||||| |    ||     || || |||  |   || || |    | || || ||||| 
Sbjct  359   CTTGTACGTATTCGGCGTGTATGCAAAGAAACCTGGCTTATAGCTCTTGCTGTATTTAGC  418 
 
Query  410   TTACTGACCCCACTATGCGTCGTGCCACAACCATTGTGAGTTTACAATAGACTCTGCAGA  469 
             | ||||| || || ||||||||||| ||||| ||||||||||  |  | | | | |   | 
Sbjct  419   TCACTGATCCAACGATGCGTCGTGCTACAACAATTGTGAGTTATCC-TGGGCCCCGATTA  477 
 
Query  470   ACAATAGGACTGACTGAGCAACCCTAGCATTGGCATGGATTGGTATGCC-ATTCTTGC-A  527 
             | |||   ||||||| |    |||||||||||||| ||||||||| ||  | | |||| | 
Sbjct  478   ATAATGTAACTGACTAAATGGCCCTAGCATTGGCACGGATTGGTACGCTTACTATTGCCA  537 
 
Query  528   AATAACTATCCAAG----GC---TAATCCACGCCCTCTATACAGTTTCAAGCTACTACTG  580 
             |||| ||| | | |    ||   |||||||| ||   ||||||||| ||||||||||||| 
Sbjct  538   AATAGCTACCTACGATCTGCCACTAATCCACACCTCTTATACAGTTCCAAGCTACTACTG  597 
 
Query  581   CCGATGAGGATGGGCCCGCATTTGGTATGTTTGCTTCGGAGCGCCCGGGCTC-------G  633 
             | ||||||||||| || || ||||||||||      | |||   || ||| |       | 
Sbjct  598   CTGATGAGGATGGTCCTGCCTTTGGTATGTA-----CCGAGACACCAGGCGCTGTGTTTG  652 
 
Query  634   TGCCGCCAACTAACATCCACGCCAGTGACGCAATGTCCCATCGCACAGAACTTGTCATAC  693 
             || |  ||||| ||| |||||  ||| |||||||||||||| |||||||| ||||| ||  
Sbjct  653   TGTCATCAACTGACACCCACGATAGTCACGCAATGTCCCATTGCACAGAATTTGTCTTAT  712 
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Query  694   ACCTACGAAATCCCTTTGCACGACCAAACAGGCACCATGTGGTACGTTG-ATCCCTCCCC  752 
             || ||||| |||||  ||||||||||||| || || ||||||| ||||| ||  |||    
Sbjct  713   ACATACGAGATCCCACTGCACGACCAAACGGGAACTATGTGGTGCGTTGGATTTCTCTG-  771 
 
Query  753   GAGGCAGATAGCC--AGCAGCTTAGTATTACATTCGAACCGATAGGTACCATGCACACTT  810 
               |||  |||  |  | || ||||||  |  | || |  |   ||||| || || ||  | 
Sbjct  772   --GGCGTATAAACTAAACAACTTAGTGCTGAAATCAATACATCAGGTATCACGCCCATCT  829 
 
Query  811   GGCAAGCCAGTAAGTCACAGTAAATTAAACTCGATTTATCTAAACTAACCGATCCATAAG  870 
              ||||| ||                                                    
Sbjct  830   TGCAAGTCA---------------------------------------------------  838 
 
Query  871   ATATGTCGACGGACTCCGCGGCCCACGTGAGTAATCAAATTGA--GA-----GATATTGA  923 
             |||||| || ||| | || || ||  || |||||| || ||||  ||     ||| || | 
Sbjct  839   ATATGTGGATGGATTGCGGGGACCTTGTAAGTAATTAATTTGATTGATCGTCGATCTTCA  898 
 
Query  924   TTGATGATGCTGATGCGCGCG------ATAGTGGTTATATACGGTATGCTCGATTTCATC  977 
             |||| | | ||||| |   ||      |||||||| ||||| |||| ||||||||| ||| 
Sbjct  899   TTGAGGGTCCTGATCCATTCGTCCTTGATAGTGGTCATATATGGTACGCTCGATTTGATC  958 
 
Query  978   ATCGAGGGTGGATTATATCCACGGTCGCTAACCACGACAAATTATAGATCCCAACGACCC  1037 
              |  |   ||||||||||||||| | ||| ||||  |||     |||| ||||| || || 
Sbjct  959   CTAAATAATGGATTATATCCACGATTGCTGACCAA-ACA-----TAGACCCCAATGATCC  1012 
 
Query  1038  ACACAAAGCACTTTACGATGTGGATGATAAAGACACAGTTGTTATGCTTGAGGACTGGTA  1097 
             ||||||  |||| ||||||||||| |||     ||| || |||||||| || |||||||| 
Sbjct  1013  ACACAAGTCACTCTACGATGTGGACGATGCTAGCACCGTGGTTATGCTCGAAGACTGGTA  1072 
 
Query  1098  CGATACTTTATCGCTG--TGCGAACCAATGACGCTGACTAGATAAACTCATTAGGTATCA  1155 
             || || ||||| | |   |||||||||| |  ||| ||||     |||  |||||||||| 
Sbjct  1073  CGGTATTTTATTGATCCATGCGAACCAAGGGTGCTAACTAATCCGACTTTTTAGGTATCA  1132 
 
Query  1156  TACCCCCGCGCCGGTTCTAGAACACCAGATGTTCTC-AGTCGATAACACTGCACTGCTCT  1214 
              || || || ||   |||||||||||| |||||||| | | |  || || ||  | |||| 
Sbjct  1133  CACTCCGGCACCCACTCTAGAACACCAAATGTTCTCGACTAGC-AATACCGCCTTACTCT  1191 
 
Query  1215  CTCCGTGCGTACATACTCGAACAGC---TCTTCTTTTGGTATACTGACCCTTTATCCTAT  1271 
             ||||||  ||   | ||  |||||    | ||||  ||||||| |||| || |  ||||| 
Sbjct  1192  CTCCGTATGT---TTCT--AACAGGAAGTTTTCTCCTGGTATATTGACACTCT--CCTAT  1244 
 
Query  1272  CAGTGTTCCGGATTCGGGTCTTATCAACGGCAAAGGGCGCTATGTGGGCGGACCTCAAGT  1331 
              || |||||||| |||||||||||||| || ||||| ||||| ||||||||||| ||||| 
Sbjct  1245  -AGGGTTCCGGACTCGGGTCTTATCAATGGAAAAGGTCGCTACGTGGGCGGACCCCAAGT  1303 
 
Query  1332  CCCCCGGTCAGTGATCAACGTGACTCGTGGGAAACGATACCGCTTGCGTGTCATCAACGC  1391 
             ||||||||| || |||||||||||||| ||||||||||| |||||||| || ||||| || 
Sbjct  1304  CCCCCGGTCGGTAATCAACGTGACTCGCGGGAAACGATATCGCTTGCGCGTGATCAATGC  1363 
 
Query  1392  CTCGGCTATCGGCTCGTTTACCTTTTCGATCGAAGGGCACCGTTTGACTGTGATTGTATG  1451 
              || || || || || || || ||||||||||| || || || |||||||| |||||| | 
Sbjct  1364  TTCTGCCATTGGTTCATTCACTTTTTCGATCGAGGGACATCGCTTGACTGTCATTGTACG  1423 
 
Query  1452  GTATTGTCC-TCCCTGGAGATTTTCATGGTCTGACACAACGATTC----AACAGGAGGCC  1506 
              |  | ||| |  || | | ||| | |  ||| || |   ||||     || |||||||| 
Sbjct  1424  ATCGTTTCCCTTGCTTGTGGTTTCCCT--TCTAACTCTCAGATTACTCTAATAGGAGGCC  1481 
 
Query  1507  GATGGAATCCCGCATGAACCTTTGGTAGTCGACAGCTTCCAAATCTACGCTGGACAACGC  1566 
             |||||||| || ||||| |||||||| ||||| || ||||| ||||| || || |||||| 
Sbjct  1482  GATGGAATTCCACATGAGCCTTTGGTCGTCGATAGTTTCCAGATCTATGCCGGTCAACGC  1541 
 
Query  1567  TACTCCGTAATTGTAAGTTATATCATGACTTTCTTTTTTCATATATGA-CTAACCATGGT  1625 
             || || || |||||| |   | | ||      ||||||| ||| || | |||  | |    
Sbjct  1542  TATTCTGTCATTGTATGCGCTCTAAT------CTTTTTT-ATACATCAACTAGGC-TAAC  1593 
 
Query  1626  GCATATACCCAGGTTGAAACCAACCAAACTGCGGCCAACTACTGGATCCGTGCGCCAATG  1685 
             | ||||  | |||| ||| ||||||| || || || ||||||||| | || || |||||| 
Sbjct  1594  GAATATTACTAGGTCGAAGCCAACCAGACCGCTGCTAACTACTGGGTACGCGCTCCAATG  1653 
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Query  1686  ACAGTCGCTGGCGCAGGCACAAACGCCAACCGTAAGTCACACAGTCTGATTTTACTCGCC  1745 
             |||||||| || || || || || |||||||||| ||      || |   ||  || ||  
Sbjct  1654  ACAGTCGCAGGGGCTGGTACCAATGCCAACCGTATGT------GTTTCGATTCCCTAGCG  1707 
 
Query  1746  C---GAGATACTAACTCGCCCGAATACAGTCGACCCCACAAACGTCTTTGCCGTTTTGCA  1802 
                 || || |||||  |||    | |||| |||||||| || |||||||||||  |||| 
Sbjct  1708  ATTTGATATGCTAAC--GCCGCTCTGCAGTTGACCCCACTAATGTCTTTGCCGTGCTGCA  1765 
 
Query  1803  CTACAACGGAGCCCCCAACGCCGAGCCCACGACGGAACAAGGCACTGCAATCGGCACTGC  1862 
              ||| | ||||| |||| || |||||| ||||| || ||||| ||||| || || ||||| 
Sbjct  1766  TTACGAAGGAGCGCCCAGCGGCGAGCCTACGACTGAGCAAGGTACTGCGATTGGTACTGC  1825 
 
Query  1863  GCTCGTTGAAGAAAACTTGCATGTGAGTCGTATGCTTCTCATATATTTGAG-TCTGAAAC  1921 
             | | || ||||||||| ||||||| |||  ||| |  |||| | |||  |  ||| |||  
Sbjct  1826  GTTGGTCGAAGAAAACCTGCATGTAAGTGATATTC--CTCAGAAATTATATCTCTAAAAT  1883 
 
Query  1922  TTAACTTGCTCCCCGTTCAGGCGCTCATCAACCCCGGCGCTCCGGGCGGCTCTGCTCCTG  1981 
              ||||||||| ||  |  ||||||| || |||||||| ||||||||||| ||||| || | 
Sbjct  1884  CTAACTTGCTGCCA-TCAAGGCGCTGATAAACCCCGGTGCTCCGGGCGGTTCTGCCCCAG  1942 
 
Query  1982  CCGATGTTTCGCTCAATCTTGCTATTGGAAGGAGCACGGTAGACGGAATTCTGAGGTTTA  2041 
             | || |||   || || || || || ||| |    || || ||||||||||| ||||||| 
Sbjct  1943  CAGACGTTAGCCTTAACCTCGCGATAGGACGTTCTACTGTCGACGGAATTCTTAGGTTTA  2002 
 
Query  2042  CGTTTAACAACATCAAGGTA------TGAAT--CAACGATA--TATAC-GAG--------  2082 
             | || ||||| ||||||||       ||  |  ||||  ||  | | | ||          
Sbjct  2003  CCTTCAACAATATCAAGGTGAGCGCCTGGTTTGCAACATTAGGTGTCCCGACATTTTGTT  2062 
 
Query  2083  GA-CTAT-----------GCCTAATTCACAACT--GGAT-------AGTACGAGGCTCCT  2121 
             || || |           || |  ||  | |||  | ||       |||| ||||||||  
Sbjct  2063  GATCTTTCCGGTTTTCCTGCATTGTTACCCACTCTGCATTTCCCATAGTATGAGGCTCCA  2122 
 
Query  2122  TCGTTGCCCACGCTCTTGAAGATTTTGGCCAACAATGCAAGCACCAATGCCGACTTTGGT  2181 
             ||| | || |||||  | |||||  |  | |||   ||    |  ||||| || ||||   
Sbjct  2123  TCGCTTCCAACGCTTCTTAAGATCCTATCTAACGGAGCTTCTAATAATGCTGATTTTGAC  2182 
 
Query  2182  ACAAACGAACACACCCTCGTGTTGCCCCACAACAAAGTGATCGTACGTTGCCCACCCCAT  2241 
              |||  ||||||||  ||||  ||||||| || ||||| || ||| ||    |||   || 
Sbjct  2183  GCAAGTGAACACACTATCGTACTGCCCCATAATAAAGTTATTGTATGT----CACGTTAT  2238 
 
Query  2242  CC---GAGTCATTTGTCCTTGTTTAC-CTTGGCT-GTTG--TAGGAACTGAACATTACCG  2294 
              |   |||  ||| | |||     || |||  || | ||  |||||||| |||||||| | 
Sbjct  2239  TCTCAGAGCTATTGG-CCT-----ACACTTAACTCGATGCATAGGAACTCAACATTACTG  2292 
 
Query  2295  GAGGCGCTGACCACCCCATCCATCTCCACGGCCACGTATTCGACGTCGTCAAATCGCTCG  2354 
             |||| || || ||||| || |||||||||||||||||||| ||||||||||| || |||| 
Sbjct  2293  GAGGTGCAGATCACCCTATTCATCTCCACGGCCACGTATTTGACGTCGTCAAGTCCCTCG  2352 
 
Query  2355  GTGGAACTCCCAACTATGTGAACCCTCCTCGTAGGGACGTTGTCCGCGTCGGAGGCACGG  2414 
             |||| || || |||||||||||||||||||| ||||| || || || || |||||||||| 
Sbjct  2353  GTGGTACCCCGAACTATGTGAACCCTCCTCGCAGGGATGTCGTTCGTGTGGGAGGCACGG  2412 
 
Query  2415  GTGTGGTGCTCCGGTTCAAGGTATGC-CAATCACATGCACGT-CTCCCAAGGCTCCTGAA  2472 
             |||| || || || |||||||||||  ||| | | |||   | || |||   |  |     
Sbjct  2413  GTGTCGTCCTTCGTTTCAAGGTATGGGCAAGCCCGTGCTTATTCTGCCATTTCAGCG---  2469 
 
Query  2473  TCTAACCCC--CGGTTTCCAACAGACCGATAACCCAGGCCCATGGTTTGTTCATTGCCAC  2530 
              |||||||   |  |||| |   |||||||||||| || || ||||| ||||| |||||| 
Sbjct  2470  -CTAACCCATTCTCTTTCTA---GACCGATAACCCTGGTCCCTGGTTCGTTCACTGCCAC  2525 
 
Query  2531  ATTGACTGTGCGTAGATTCGTTTATGTTG---TGATTTTAGATCGGCGACTAATGGTTAC  2587 
             |||||||||  ||| | || || | ||     |||||| | | |    ||| ||  | || 
Sbjct  2526  ATTGACTGTATGTAAACTCCTT-ACGTGCGCCTGATTTGA-ACC----ACTGATCATCAC  2579 
 
Query  2588  TATTCGTGTAGGGCACTTGGAAGCTGGACTCGCGCTCGTCTTTGCCGAAGCTCCCAGTGA  2647 
             | |  ||| ||||||||||||||| ||||| ||| | |||||||||||||||||    || 
Sbjct  2580  TGTATGTGCAGGGCACTTGGAAGCCGGACTTGCGTTAGTCTTTGCCGAAGCTCCTGACGA  2639 
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Query  2648  GGTTCGCCAGGGCACCCAATCTGTTCAGCCTAACCAGGCTTGGGAGCAGCTTTGCCCCAA  2707 
             ||||||||||||  |||| ||||||||||| |      | ||| | || || |||||||| 
Sbjct  2640  GGTTCGCCAGGGGTCCCAGTCTGTTCAGCCCAGTGGTTCCTGGAACCAACTCTGCCCCAA  2699 
 
Query  2708  GTACCAGGCTCTTCCTACCGACTTGCAGTAA  2738 
             |||   |||||| ||| |||| ||||||||| 
Sbjct  2700  GTATGCGGCTCTCCCTGCCGAGTTGCAGTAA  2730 

Vergleich der vorhergesagten Aminosäuresequenz von RSL F-895 mit der Aminosäuresequenz der 

putativen Laccase aus R. solani AG-3 RhsAP1.[93] Peptide welche in beiden Laccasen vorkommen 

wurden gelb markiert. Peptide welche ausschließlich in RSL F-895 vorkommen wurden grün markiert. 

Die Sequenzdaten und der Sequenzvergleich wurden von Tino Polen (IBG-1, FZ Jülich) zur Verfügung 

gestellt. 

Query: Aminosäuresequenz der putativen R. solani AG-3 RhsAP1 Laccase (NCBI-Eintrag: 

RSOL_189940). 

Subject: Voraussichtliche Aminosäuresequenz von RSL F-895, ausgehend vom „de novo Assembly” 

des R. solani F-895 Genom und Abgleich der Exon und Intronbereiche mit der putativen Laccase aus 

AG-3 Rhs1AP. 

Query  1    MRTAQEPFKRNELIVRSLHRRSALFHPALTFNMHSRIALLSLLAAVSQPAFAAVRNYGLV  60 
            M                                 S I+LLSLLAAVSQPAFAAVR+Y  + 
Sbjct  1    ML--------------------------------SHISLLSLLAAVSQPAFAAVRDYQFI  28 
 
Query  61   IKNVKVAPDGFERSIVSVNGQLPGTLITANKGDTLHINVTNQLTDPTMRRATTIHWHGLF  120 
            IKNV  APDGFERSIVSVNGQ+PGTLITANKGDTLH+NVTN LTDPTMRRATTIHWHGLF 
Sbjct  29   IKNVNTAPDGFERSIVSVNGQVPGTLITANKGDTLHVNVTNLLTDPTMRRATTIHWHGLF  88 
 
Query  121  QATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPLHDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDP  180 
            QATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPLHDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDP 
Sbjct  89   QATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPLHDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDP  148 
 
Query  181  NDPHKALYDVDDKDTVVMLEDWYHTPAPVLEHQMFSVDNTALLSPVPDSGLINGKGRYVG  240 
            NDPHK+LYDVDD  TVVMLEDWYHTPAP LEHQMFS  NTALLSPVPDSGLINGKGRYVG 
Sbjct  149  NDPHKSLYDVDDASTVVMLEDWYHTPAPTLEHQMFSTSNTALLSPVPDSGLINGKGRYVG  208 
 
Query  241  GPQVPRSVINVTRGKRYRLRVINASAIGSFTFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSFQIY  300 
            GPQVPRSVINVTRGKRYRLRVINASAIGSFTFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSFQIY 
Sbjct  209  GPQVPRSVINVTRGKRYRLRVINASAIGSFTFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSFQIY  268 
 
Query  301  AGQRYSVIVETNQTAANYWIRAPMTVAGAGTNANLDPTNVFAVLHYNGAPNAEPTTEQGT  360 
            AGQRYSVIVE NQTAANYW+RAPMTVAGAGTNANLDPTNVFAVLHY GAP+ EPTTEQGT 
Sbjct  269  AGQRYSVIVEANQTAANYWVRAPMTVAGAGTNANLDPTNVFAVLHYEGAPSGEPTTEQGT  328 
 
Query  361  AIGTALVEENLHALINPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRFTFNNIKYEAPSLPTL  420 
            AIGTALVEENLHALINPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRFTFNNIKYEAPSLPTL 
Sbjct  329  AIGTALVEENLHALINPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRFTFNNIKYEAPSLPTL  388 
 
Query  421  LKILANNASTNADFGTNEHTLVLPHNKVIELNITGGADHPIHLHGHVFDVVKSLGGTPNY  480 
            LKIL+N AS NADF  +EHT+VLPHNKVIELNITGGADHPIHLHGHVFDVVKSLGGTPNY 
Sbjct  389  LKILSNGASNNADFDASEHTIVLPHNKVIELNITGGADHPIHLHGHVFDVVKSLGGTPNY  448 
 
Query  481  VNPPRRDVVRVGGTGVVLRFKTDNPGPWFVHCHIDWHLEAGLALVFAEAPSEVRQGTQSV  540 
            VNPPRRDVVRVGGTGVVLRFKTDNPGPWFVHCHIDWHLEAGLALVFAEAP EVRQG+QSV 
Sbjct  449  VNPPRRDVVRVGGTGVVLRFKTDNPGPWFVHCHIDWHLEAGLALVFAEAPDEVRQGSQSV  508 
 
Query  541  QPNQAWEQLCPKYQALPTDLQ  561 
            QP+ +W QLCPKY ALP +LQ 
Sbjct  509  QPSGSWNQLCPKYAALPAELQ  529 
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8.1 Vektorkarten und Sequenzen 

8.1.1 Vektorkarten 

 

Abbildung 86: Vektor für die heterologe Expression der putativen Laccase aus Rhizoctonia solani AG-3 Rhs1AP 
(RSL) in Escherichia coli. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme wurden markiert. Der Vektor basiert auf 
dem kommerziell erhältlichen Vektor pCOLADuet-1 von Genscript®. 

 

Abbildung 87: Vektor für die heterologe Expression der putativen Laccase aus Rhizoctonia solani F-895 
(RSL F-895), in Escherichia coli. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme wurden markiert. 
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Abbildung 88: Vektor für die heterologe Expression eines Fusionsproteins aus dem Maltosebindeprotein aus 
Escherichia coli und der Laccase aus Rhizoctonia solani F-895 (MalE-RSL F-895), in Escherichia coli. Der Vektor 
basiert auf dem kommerziell erhältlichen pMal-c5x Vektor von New England Biolabs. Relevante Schnittstellen für 
Restriktionsenzyme wurden markiert. 

 

Abbildung 89: Vektor für die heterologe Expression der Laccase aus Rhizoctonia solani F-895 (RSL F-895) in 
S. cerevisiae. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme wurden markiert. 
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Abbildung 90: Vektor für die heterologe Expression und Sekretion der Laccase aus Rhizoctonia solani F-895 
(RSL F-895) in S. cerevisiae. Relevante Schnittstellen für Restriktionsenzyme wurden markiert. Der Vektor diente 
zusätzlich als Ausgangsvektor für molekularbiologische Arbeiten in E. coli, für die Erzeugung der Variante mit einer 
alternativen Linkersequenz zwischen Sekretionssignal und Laccase (RSL F-895 Linker) und der Variante mit Strep-
Tag (RSL F-895 LinkStrep). 

 

Abbildung 91: Ausgangsvektor für alle molekularbiologischen Arbeiten mit P450 BM3, auf Basis des kommerziell 
erhältlichen pET28(+) Vektors von Novagen®. Der Ausgangsvektor mit dem Gen für das Zielenzym P450 BM3 
wurde von Claudia Holec (IBOC, Heinrich-Heine Universität) zur Verfügung gestellt. Eine Auswahl relevanter 
Restriktionsschnittstellen für molekularbiologische Arbeiten wurde eingefügt. 
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Abbildung 92: Ausgangsvektor für alle im Rahmen der Arbeit erzeugten Varianten von P450 BM3, mit den zwei 
zusätzlichen Restriktionsschnittstellen für die Bsu36I- und BamHI-Restriktionsenzyme. 

 

Abbildung 93: Vektor für die Expression der Phosphit-Dehydrogenase aus Pseudomonas stutzeri (PTDH) in 
Escherichia coli, mit einem Polyhistidin-Affinitätstag (HisA PTDH) für chromatografische Aufreinigungen. Relevante 
Schnittstellen für Restriktionsenzyme wurden markiert. Der Vektor basiert auf dem kommerziell erhältlichen Vektor 
pBADHisA von ThermoFisher. 
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8.1.2 Sequenzen 

 

Abbildung 94: Gen- und Aminosäuresequenz von P450 BM3 WT. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot 
hervorgehoben. 
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Abbildung 95: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von P450 BM3 WT. Relevante Sequenzabschnitte 
wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 96: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von P450 BM3 WT. Relevante Sequenzabschnitte 
wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 97: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von P450 BM3 WT BB. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 98: Gen- und Aminosäuresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante Sequenzabschnitte 
wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 99: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 100: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 101: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 102: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 103: Gen- und Aminosäuresequenz von HisA PTDH. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot 
hervorgehoben. 
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Abbildung 104: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von HisA PTDH. Relevante Sequenzabschnitte 
wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 105: Gen- und Aminosäuresequenz von FDH*. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot 
hervorgehoben. 
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Abbildung 106: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von FDH*. Relevante Sequenzabschnitte wurden 
rot hervorgehoben. 
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Abbildung 107: Gen- und Aminosäuresequenz von RSL. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot 
hervorgehoben. 
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Abbildung 108: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von RSL. Relevante Sequenzabschnitte wurden 
rot hervorgehoben. 
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Abbildung 109: Gen- und Aminosäuresequenz von MalE RSL F-895. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot 
hervorgehoben. 
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Abbildung 110: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MalE RSL F-895. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 111: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MalE RSL F-895. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 112: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MalE RSL F-895. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 113: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MalE RSL F-895. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 114: Gen- und Aminosäuresequenz von RSL F-895. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot 
hervorgehoben. 
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Abbildung 115: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von RSL F-895. Relevante Sequenzabschnitte 
wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 116: Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot 
hervorgehoben. 
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Abbildung 117: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 118: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 119: Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895 Linker. Relevante Sequenzabschnitte wurden 
rot hervorgehoben. 
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Abbildung 120: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895 Linker. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 121: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895 Linker. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 122: Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895 LinkStrep. Relevante Sequenzabschnitte 
wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 123: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895 LinkStrep. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 124: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895 LinkStrep. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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Abbildung 125: Fortsetzung der Gen- und Aminosäuresequenz von MFα RSL F-895 LinkStrep. Relevante 
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben. 
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8.2 SDS-Gele 

 

Abbildung 126: SDS-Gelelektrophoretische Untersuchung der heterologen Expression von RSL F-895 und MFα 
RSL F-895 in S. cerevisiae. Die Proben wurden im Anschluss an eine 24 stündige Kultivierung bei 30 °C, nach der 
Zellernte mittels Zentrifugation, entnommen. Die geernteten Zellen wurden mit Ultraschall aufgeschlossen und die 
unlöslichen Zellbestandteile mittels Zentrifugation von der löslichen Fraktion getrennt. Zur besseren 
Vergleichbarkeit der Lysate wurden die unterschiedlichen Kulturen vorab auf dieselbe OD600 von 100 eingestellt. 
M= Roti-Mark 10-150, LV = Leervektorkontrolle, RSL = RSL F-895, MFα = MFα RSL F-895. 

 

Abbildung 127: SDS-Gelelektrophoretische Untersuchung der heterologen Expression von RSL F-895 und MFα 
RSL F-895 in S. cerevisiae. Die Proben wurden im Anschluss an eine 24 stündige Kultivierung bei 30 °C, nach der 
Zellernte mittels Zentrifugation, entnommen. Die geernteten Zellen wurden mit Ultraschall aufgeschlossen und das 
Zelllysat mittels Zentrifugation von den unlöslichen Zellbestandteilen getrennt. Zur besseren Vergleichbarkeit der 
Lysate wurden die unterschiedlichen Kulturen vorab auf dieselbe OD600 von 100 eingestellt. M= Roti-Mark 10-150, 
LV = Leervektorkontrolle, RSL = RSL F-895, MFα = MFα RSL F-895, + Cu = Expression mit 0,2 µM Kupfersulfat. 
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8.3 NMR-Spektren 

 

Abbildung 128: 1H NMR-Spektrum von 26 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 129: 13C NMR-Spektrum von 26 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 130: 1H NMR-Spektrum von 27 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 131: 13C NMR-Spektrum von 27 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 132: 1H NMR-Spektrum von 11 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 133: 13C NMR-Spektrum von 11 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 134: 1H NMR-Spektrum von 28 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 135: 13C NMR-Spektrum von 28 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 136: 1H NMR-Spektrum von 29 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 137: 13C NMR-Spektrum von 29 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 138: 1H NMR-Spektrum von 30 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 139: 13C NMR-Spektrum von 30 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 140 1H NMR-Spektrum von 17 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 141: 13C NMR-Spektrum von 17 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 142: 1H NMR-Spektrum von 18 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 143: 13C NMR-Spektrum von 18 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 144: 1H NMR-Spektrum von 19 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 145: 13C NMR-Spektrum von 19 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 146: 1H NMR-Spektrum von 20 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 147: 13C NMR-Spektrum von 20 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 148: 1H NMR-Spektrum von 21 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 149: 13C NMR-Spektrum von 21 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 150: 1H NMR-Spektrum von (3S,4S)-12 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 151: 13C NMR-Spektrum von (3S,4S)-12 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 152: 1H NMR-Spektrum von 31 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 153: 13C NMR-Spektrum von 31 in CDCl3 bei 151 MHz 
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Abbildung 154: 1H NMR-Spektrum von 32 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 155: 13C NMR-Spektrum von 32 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 156: 1H NMR-Spektrum von 68 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 157: 13C NMR-Spektrum von 68 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 158: 1H NMR-Spektrum von 69 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 159: 13C NMR-Spektrum von 69 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 160: 1H NMR-Spektrum von (5S,6E,9R)-70 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 161: 13C NMR-Spektrum von (5S,6E,9R)-70 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 162: 1H NMR-Spektrum von (5S,6E,9S)-70 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 163: 13C NMR-Spektrum von (5S,6E,9S)-70 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 164: 1H NMR-Spektrum von (5S,6E,9R)-37 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 165: 13C NMR-Spektrum von (5S,6E,9R)-37 in CDCl3 bei 151 MHz. 
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Abbildung 166: 1H NMR-Spektrum von (5S,6E,9S)-37 in CDCl3 bei 600 MHz. 

 

Abbildung 167: 13C NMR-Spektrum von (5S,6E,9S)-37 in CDCl3 bei 151 MHz.  
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8.4 NMR-Vergleich publizierter Nonenolide 

Tabelle 34: Vergleich der 13C NMR Verschiebungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen 
(5S,6E,9R)‐37 und (5S,6E,9S)-37 mit jenen bereits isolierter und synthetisierter Nonenolide von 37. Relevante Signale 
wurden farbig hervorgehoben (grün = passt zu (5S,6E,9R)-37, rot = passt zu (5S,6E,9S)-37.  

 

 

Verbindung (5S,6E,9R)‐37  (5S,6E,9?)‐37  (5S,6E,9R)‐37  (5S,6E,9R)‐37  (5S,6E,9S)‐37 

Autor diese Arbeit Evidente[264] Sabitha[265]  Yadav[282],a  diese Arbeit 

C‐1  176.8  175.8  175.6  175.7  175.9 

C‐2  35.9  35.6  35.7  35.7  35.8 

C‐3  18.0  22.2  22.3  22.3  22.5 

C‐4  36.8  38.7  38.7  38.7  38.9 

C‐5  68.6  74.0  74.1  74.2  74.3 

C‐6  136.8  137.2  137.1  137.2  137.3 

C‐7  126.4  131.5  131.7  131.7  131.8 

C‐8  40.9  40.3  40.4  40.3  40.5 

C‐9  76.6  75.3  75.3  75.4  75.5 

C‐10  36.5  36.3  36.4  36.4  36.6 

C‐11  19.3  19.1  19.1  19.2  19.3 

C‐12  14  13.8  13.9  13.9  14.0 

a 13C NMR Signale wurden in der Publikation nicht zugeteilt. Diese wurden deshalb anhand eines Abgleiches mit den Daten 

von Evidente et al. und Sabitha et al. eigenhändig zugeteilt.[264, 265] 
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Tabelle 35: Vergleich der 13C NMR Verschiebungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen 
(5S,6E,9R)-37 und  (5S,6E,9S)-37 mit jenen bereits isolierter und synthetisierter Nonenolide von 38. Relevante 
Signale wurden farbig hervorgehoben. Grün = passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = passt zu (5S,6E,9S)-37. 

 

Verbindung (5S,6E,9R)‐37  (5S,6E,9S)‐37  (5S,6E,9R)‐38  (5S,6E,9S)‐38  (5S,6E,9?)‐38 

Autor Diese Arbeit  Diese Arbeit  Bisterfeld[285]  Bisterfeld[285]  Evidente[266, 267] 

C‐1  176.8  175.9  176.7  176.0  172.5 

C‐2  35.9  35.8  35.7  35.7  32.6 

C‐3  18.0  22.5  17.8  21.9  23.2 

C‐4  36.8  38.9  36.6  38.8  34.3 

C‐5  68.6  74.3  68.4  74.1  71.5 

C‐6  136.8  137.3  136.6  137.1  135.5 

C‐7  126.4  131.8  126.3  131.7  130.0 

C‐8  40.9  40.5  40.8  40.4  39.0 

C‐9  76.6  75.5  76.8  75.7  73.1 

C‐10  36.5  36.6  34.2  34.3  37.2 

C‐11  19.3  19.3  25.6  25.6  24.0 

C‐12  14.0  14  31.6  31.6  30.0 

C-13     22.7  22.7  18.8 

C-14     14.1  14.1  13.9 
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Tabelle 36: Vergleich der 13C NMR Verschiebungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen 
(5S,6E,9R)-37 und  (5S,6E,9S)-37 mit jenen bereits isolierter und synthetisierter Nonenolide von 39. Relevante 
Signale wurden farbig hervorgehoben. Grün = passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = passt zu (5S,6E,9S)-37. 

 

Verbindung (5S,6E,9R)‐37  (5S,6E,9S)‐37  (5S,6E,9R)‐39 

Autor Diese Arbeit  Diese Arbeit  Götz[277] 

C‐1  176.8  175.9  176.6 

C‐2  35.9  35.8  35.9 

C‐3  18.0  22.5  18.0 

C‐4  36.8  38.9  36.8 

C‐5  68.6  74.3  68.6 

C‐6  136.8  137.3  136.8 

C‐7  126.4  131.8  126.5 

C‐8  40.9  40.5  40.9 

C‐9  76.6  75.5  76.9 

C‐10  36.5  36.6  34.4 

C‐11  19.3  19.3  26.1 

C‐12  14.0  14.0  29.5 

C-13     29.3 

C-14     31.9 

C-15     22.8 

C-16     14.2 
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Tabelle 37: Vergleich der 13C NMR Verschiebungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen 
(5S,6E,9R)-37 und  (5S,6E,9S)-37 mit jenen bereits isolierter und synthetisierter Nonenolide von 41. Relevante 
Signale wurden farbig hervorgehoben. Grün = passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = passt zu (5S,6E,9S)-37. 

 

Verbin-

dung 
(5S,6E,9R)‐37  (5S,6E,9S)‐37  (5R,6E,9R)‐41 

Autor Diese Arbeit  Diese Arbeit  Fuchser[269]  Chowdhury[275],a  Shelke[281],a 
Sabitha 

[279],a 

C‐1  176.8  175.9  175.5  174.6  176.5  176.6 

C‐2  35.9  35.8  35.6  35.5  35.5  35.6 

C‐3  18.0  22.5  22.3  22.9  22.3  22.3 

C‐4  36.8  38.9  38.7  38.7  38.6  38.7 

C‐5  68.6  74.3  74.1  74.4  74.6  74.1 

C‐6  136.8  137.3  137.1  137.2  137.4  137.1 

C‐7  126.4  131.8  131.8  131.5  131.7  131.8 

C‐8  40.9  40.5  42.1  42.0  42.1  42.1 

C‐9  76.6  75.5  71.6  71.6  71.8  71.7 

C‐10  36.5  36.6  19.8  19.1  19.7  19.8 

C‐11  19.3  19.3         

C‐12  14.0  14.0         

a 13C NMR Signale wurden in der Publikation nicht zugeteilt. Diese wurden deshalb anhand eines Abgleiches mit den Daten 

von Evidente et al. und Sabitha et al. eigenhändig zugeteilt.[264, 265] 
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Tabelle 38: Vergleich der 13C NMR Verschiebungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen 
(5S,6E,9R)-37 und  (5S,6E,9S)-37 mit jenen bereits isolierter und synthetisierter Nonenolide von 40. Relevante 
Signale wurden farbig hervorgehoben. Grün = passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = passt zu (5S,6E,9S)-37. 

 

Verbin-

dung 
(5S,6E,9R)‐37  (5S,6E,9S)‐37  (5S,6E,9R)‐40 

Autor Diese Arbeit  Diese Arbeit 
Evidente 

[272] 

Shelke 

[281],a 
Perepogu[276],a  Chinnababu[283],a 

C‐1  176.8  175.9  174.8  173.0  174.8  175.1 

C‐2  35.9  35.8  32.1  35.8  30.0  32.5 

C‐3  18.0  22.5  31.5  29.6  31.5  31.4 

C‐4  36.8  38.9  34.3  34.5  34.3  34.6 

C‐5  68.6  74.3  71.8  73.6  71.6  71.5 

C‐6  136.8  137.3  134.5  134.2  134.2  135.6 

C‐7  126.4  131.8  131.3  133.6  131.3  131.2 

C‐8  40.9  40.5  35.0  42.1  35.0  35.3 

C‐9  76.6  75.5  75.4  74.8  75.4  74.9 

C‐10  36.5  36.6  21.7  20.8  21.3  21.8 

C‐11  19.3  19.3         

C‐12  14.0  14.0         

a 13C NMR Signale wurden in der Publikation nicht zugeteilt. Diese wurden deshalb anhand eines Abgleiches mit den Daten 

von Evidente et al. und Sabitha et al. eigenhändig zugeteilt.[264, 265] 
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