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1 Kurzeinleitung

1.1 Biokatalyse

Enzyme werden seit iiber 100 Jahren erfolgreich in der Synthesechemie und im Rahmen von
fermentativen Prozessen sogar seit Jahrtausenden von der Menschheit eingesetzt.!"! In der Biokatalyse
unterscheidet man grundséitzlich 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 Verfiigung gestellten Néhrmedium sowohl die
notwendigen Katalysatoren zu produzieren und zu regenerieren als auch das Substrat umzusetzen.
Dieses ist ebenfalls Bestandteil des Nahrmediums, oder wurde diesem hinzugefiigt. Geschieht dieser
Prozess im Rahmen des Primér- oder Sekundérmetabolismus des Organismus spricht man von de novo
Fermentation, werden dagegen dem Organismus fremde Substrate umgesetzt spricht man von precursor
Fermentation.'”) Bei der Verwendung toter Zellen unterscheidet man dagegen den Einsatz ganzer Zellen

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

[ Biokatalyse ]

Wachsende Zellen
(Fermentation)

|
| | | |

De novo Precursor Ganzzell- Zellfreie
Fermentation Fermentation Katalyse Enzymkatalyse

Tote Zellen ]

Abbildung 1: Grundsétzliche biokatalytische Prozesse in Anlehnung an Sheldon et al.l?

Die weit verbreitete Nutzung dieser natiirlichen Katalysatoren, auflerhalb fermentativer Prozesse,
erfolgte im letzten Jahrhundert z.B. in Form von Waschmittelzusatz, der Umwandlung von Glucose zu
stiBerer Fructose in der Lebensmittelindustrie, oder in der Semisynthese von Antibiotika in der
pharmazeutischen Chemie.”! Da Enzyme als Biokatalysatoren hiufig ein sehr spezifisches
Substratspektrum aufweisen, bedingt durch das Anforderungsprofil der natiirlichen Umgebung, war ihr
Einsatz in der Synthese und Feinchemie zunéchst eingeschriankt. Dies dnderte sich jedoch mit dem
Aufkommen des ,,Protein Engineerings® in den 1980er bis 1990er Jahren. Es konnte gezeigt werden,
dass Enzyme gezielt verdndert und ihre Eigenschaften optimiert werden konnen, um neue Reaktionen
zu ermdglichen und Einsatzgebiete zu erschlieBen.* ! Der gezielte Austausch einzelner Aminosiuren
fiir die Generierung neuer und verbesserter Varianten an Biokatalysatoren, basierend auf Strukturdaten,

auch ,rational protein design® genannt, filhrte 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.

Die Basis fiir 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 Aminosiuren, sondern durch kiinstliche Evolution unter Laborbedingungen.) 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 zufilliger Anderung und anschlieBender Untersuchung

(,,Screening ) unterworfen werden (Abbildung 2).[”

w Relevantes Gen

DNA-Sequenzierung/
Genamplifikation Mutagenese

R@M
AN

Directed Evolution /NN
NN
NOROL

DNA-Bibliothek

Evolviertes Gen & Protein

Screening/ Genexpression

Selektion

Enzym -Bibliothek

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Prozesses von ,directed evolution* in Anlehnung an Zeymer et al.l®l

Dieses neue Prinzip der ,,directed evolution von Enzymen eroffnete vollig neue Moglichkeiten in der
Biokatalyse und fiihrte nach Bornscheuer et al. zu einer dritten Welle der Biokatalyse.”* *'% Die enorme
Signifikanz dieser neuen Methode duBerte sich 2018 in der Verleihung des Nobelpreises fiir Prof.
Frances Arnold. Diese Ehrung zeugt davon wie die Biokatalyse erfolgreich Einzug in die moderne
Chemie gehalten hat. Nichtsdestotrotz gelten auch heute noch dieselben Einschriankungen fiir den
Einsatz von Enzymen in der Chemie, welche bereits zu Beginn einer breiten Anwendung von Enzymen
im Wege standen. Sie weisen eine geringe Thermostabilitdt auf, besitzen hdufig ein enges
Substratfenster, oder eine geringe oder ungewiinschte Stereo- und Regioselektivitit.!"”! Inzwischen
stehen jedoch zahlreiche Werkzeuge zur Verfiigung, mit denen diese Nachteile minimiert oder gar
beseitigt werden konnen. Der Wunsch von Gesellschaften, Staaten und der Industrie nach neuen
biodkonomischeren Herstellungsverfahren fiihrt dabei zwangsldufig 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 fiir die Industrie exponentiell gesteigert.!'*! Dariiber
hinaus konnten Coelho et al. vor kurzem Reaktionen mit Enzymen realisieren, welche in der Natur
tiberhaupt nicht durchgefiihrt werden und bis dato auf die klassische Chemie beschrankt waren, wie
Cyclopropanierungen.!'” Diese und weitere Entwicklungen, auch in verwandten Feldern wie dem
»metabolic engineering®, sind Indikatoren eines weiteren Quantensprungs in der Biokatalyse und lassen

darauf schlieBen, dass diese in der Industrie der Zukunft eine wichtige Rolle einnehmen wird.!'®!

1.2 Oxidoreduktasen

Oxidoreduktasen katalysieren Redoxreaktionen und stellen die erste Gruppe von Enzymen nach EC-
Klassifikation dar.!'” Sie katalysieren allgemein die Reaktion A"+ B = A + B".["¥) 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 {iibergeordnete Klassen von Oxidoreduktasen, die sich jeweils in weitere
Unterklassen aufspalten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei dieser Unterklassen niher 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 konnen tragen diese meist einen oder
mehrere Cofaktoren z.B. ein Flavin, Him, Nicotinamid oder ein Metallion, in manchen Fillen sogar
eine Kombination dieser Cofaktoren.!"”) Der allgemeine Mechanismus von Oxidoreduktasen lésst sich
aber in nur zwei Hauptgruppen unterteilen, den Dehydrogenierungen und den
Oxyfunktionalisierungen.”” Zu den dehydrogenierenden Oxidoreduktasen zihlen beispielsweise die
Alkoholdehydrogenasen (EC 1.1.1), die Flavin-abhéngigen Oxidasen (EC 1.1.3), die Kupfer-
abhéngigen 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 iibertragen (Abbildung 3).["

10
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Abbildung 3: A) Beispiele dehydrogenierender Oxidoreduktasen nach Dong et al.l’% B) Gangige 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), wihrend bereits
reduziertes Wasserstoffperoxid von den Peroxygenasen genutzt wird (EC 1.11.2.1) (Abbildung 4).1"-2%

)H\ Monooxygenase OH )H\ Peroxygenase - H
R™OR / \ R' R™OR / \ R
H,O H,0, H,O
+ +

Donor®?  Donor®*

Abbildung 4: Ausgewahlte Beispiele von Oxidoreduktasen welche die reduktive Aktivierung von Sauerstoff oder
Wasserstoffperoxid nutzen, in Anlehnung an Dong et al.l?%
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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 ausgeschopft ist. Thre
Einsatzgebiete sind dabei sehr divers und reichen von selektiven Syntheseschritten in der chemischen
und pharmazeutischen Industrie, iiber Lebensmittelzusatzstoffe und Aromen in der Lebensmittelchemie,
bis hin zur Bereitstellung von Biodiesel als Alternative zu fossilen Brennstoffen.!'” *!! Die
Anforderungen an das Enzym variieren dementsprechend stark mit dem Anwendungsgebiet. Die hohen
Anforderungen der Industrie sind auch ein Grund dafiir, dass es Enzyme bis heute noch nicht aus der
Nische der Spezialanwendungen in die breite Massenanwendung geschafft haben. Fehlende oder
ungewiinschte Selektivitdten, fehlende kommerzielle Verfiigbarkeit und Inkompatibilitdt mit den
harschen Produktionsbedingungen, wie hohe Substratkonzentrationen, hohe Temperaturen und Einsatz
von Losungsmitteln, stehen einer breiten Anwendung hiufig noch im Weg.?!! Zudem fiihrt der Einsatz
von Enzymen, nicht wie hdufig angenommen, zwangsldufig zu einem nachhaltigeren oder saubereren
Prozess./?”! Fiir eine ,,griine* Chemie muss ein groBes Repertoire an Bedingungen abgedeckt werden.!**:
4 Die hohe Erzeugung von Schmutzwasser, geringe Produkttiter und notwendige Extraktionen der
Produkte mit einer groBen Menge Losungsmittel werden beim Einsatz von Enzymen jedoch oftmals
vernachlissigt.”?) Dennoch finden Enzyme als Biokatalysatoren immer hiufiger den Weg in die
Industrie und werden als Option in neuen Synthesestrategien beriicksichtigt, speziell fiir Synthesen in
denen stereo-, regio-, oder chemoselektive Umsetzungen stattfinden sollen.””! Dies gilt auch fiir
Oxidoreduktasen, welche den Zugang zu neuen retrosynthetischen Schnitten ermdglichen, welche mit
klassischen chemischen Methoden nicht, oder nur umstindlich realisierbar sind. Einige dieser
Moglichkeiten sind beispielsweise die selektive C-H-Oxidation und /afe-stage Funktionalisierungen
komplexer Molekiile.*® "' 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 fiir den Einsatz in der
Chemie stetig erweitert. Diese Optimierungsansitze wurden an drei unterschiedlichen Oxidoreduktasen

durchgefiihrt, mit dem Ziel, neue oder bessere Katalysatoren fiir die Chemie bereitzustellen.
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Charakterisierung und heterologe Expression einer neuen Pilz-Laccase
Einleitung

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 anschlieBende Charakterisierung einer kiirzlich beschriebenen, putativen

Laccase aus dem Pilz Rhizoctonia solani VKM F-895.1281

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.””) Urspriinglich
wurden diese Enzyme nur in Eukaryoten gefunden, doch inzwischen ist bekannt, dass sie ubiquitér
verbreitet sind und ebenfalls in zahlreichen Bakterien vorkommen.’” Sie sind involviert in der
Pathogenitét, der Immunabwehr, der Morphogenese von Organismen, als auch der Umsetzung
komplexer organischer Substrate wie Lignin und Cellulose.*" 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 umweltschiddlichen
Substanzen, wie Herbiziden und Pestiziden.** ** Nicht zuletzt sind Laccasen auch fiir die synthetische
und nachhaltige Chemie von besonderem Interesse, da sie selektiv phenolische und nicht-phenolische

Substrate oxidieren kénnen und als Nebenprodukt lediglich Wasser erzeugen.**>”

2.1.1.1 Struktur und Mechanismus von Laccasen

Laccasen gehdren zur Superfamilie der Cupredoxine und beinhalten das strukturelle Grundmotiv dieser
Enzyme, die Cupredoxin-Falte. Diese besteht aus B-Faltbléttern, die in einem so genannten ,,Greek-key
barrel angeordnet sind (Abbildung 5, A). Zur Ausbildung einer geschlossenen Fass-Struktur, ordnen
sich dafiir B-Faltblatter, welche in ihrer Aminosauresequenz weit auseinander liegen, in riumlicher Ndhe
an. Das klassische ,,Greek-key barrel” formiert sich aus vier antiparallel ausgerichteten B-Faltblattern.
Die ersten drei B-Faltblétter sind durch Haarnadel-Strukturen miteinander verbunden, worauthin eine
langere Verbindung zum vierten B-Faltblatt folgt. Dieses befindet sich trotz der ldngeren Verbindung
wiederum in rdumlicher Nachbarschaft zum ersten p-Faltblatt (Abbildung 5, A).*® Oftmals besitzen
Laccasen nicht das klassische ,,Greek-key barrel*, sondern eine Cupredoxin-Falte aus mehr als vier B-
Faltbléttern. Das Grundprinzip der antiparallelen Anordnung der Faltblétter zu einer dreidimensionalen

Fassstruktur bleibt jedoch erhalten (vgl. Abbildung 5, B).
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Abbildung 5: A) Klassische Anordnung von B-Faltblattern im ,Greek-key barrel* in Anlehnung an Hakulinen et al.l38
B) Dreidimensionale Darstellung einer klassischen drei-Doméanen Laccase aus Trametes versicolor (PDB-Eintrag:
1GYC) Die Cupredoxin-Falten wurden blau hervorgehoben.3% C) Dreidimensionale Darstellung eines Homotrimers
einer kleinen zwei-Domanen Laccase aus Streptomyces sviceus (PDB-Eintrag: 4M3H).[401

Die Cupredoxin-Falte wurde in dieser Form zuerst in Kupferproteinen gefunden, die aus nur einer
Cupredoxin-Domine bestehen, wie Plastocyanin und Azurin.*"" *¥ Gewohnliche Laccasen enthalten
dagegen drei gleichartige Cupredoxin-Doméinen und gehdren somit zu den Multi-Doméinen
Cupredoxinen (Abbildung 5, B). Sie sind folglich verwandt mit der Nitritreduktase, der Ascorbat-
Oxidase, der Bilirubin-Oxidase und Ceruloplasmin, welche ebenfalls mehrere Cupredoxin-Doménen
enthalten.® Vor einem Jahrzehnt wurden neben den iiblichen drei-Dominen Laccasen auch Laccasen
gefunden welche aus nur zwei Cupredoxin Dominen bestehen.[*’! Diese speziellen Laccasen wurden
zwei-Doménen Laccasen bzw. kleine Laccasen getauft, sind strukturelle Homotrimere und stammen

allesamt aus Bakterien (Abbildung 5, C).!**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 ungefihren Abstand von 12 A von der Monokupferbindestelle entfernt befindet.*®! In den
klassischen drei-Dominen Laccasen befindet sich die Monokupferbindestelle in der dritten Domaéne,
wohingegen die Trikupferbindestelle zwischen Doméne eins und Doméne drei lokalisiert ist (Abbildung
5, B) Die kleineren zwei-Doménen Laccasen werden nach der jeweiligen Anordnung der vier
Kupferatome in weitere Untergruppen unterteilt. So repridsentieren die kleinen Laccasen aus
Streptomyces coelicolor und Streptomyces sviceus die Untergruppe B, in denen das T1 Kupfer jeweils
in Doméne zwei lokalisiert ist und die Trikupferbindestellen jeweils zwischen Doméne eins und zwei,
in den Schnittstellen des strukturellen Trimers zu finden sind (Abbildung 5, C).**! In den kleinen
Laccasen der Untergruppe C befindet sich das T1 Kupfer wiederum in Domine eins.*¥ Bei der
Untergruppe A handelt es sich wiederum um einen vorhergesagten evolutionidren Vorldufer der zwei-
Dominen Laccasen, welcher in beiden Dominen eine Bindestelle fiir das T1 Kupfer enthalt.[*”)
Unabhéngig von der Anordnung der Kupferbindestellen in den jeweiligen Doménen ist die allgemeine
Geometrie der Kupferatome in Laccasen hochkonserviert. Die Trikupferbindestelle besteht

iiblicherweise aus insgesamt acht Histidinen. Die T3 Kupfer der Trikupferbindestelle werden von
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jeweils drei Histidinen koordiniert, wiahrend das T2 Kupfer von zwei weiteren Histidinen koordiniert
wird. Das T1 Kupfer wird von weiteren zwei Histidinen und einem Cystein koordiniert (Abbildung 6,
A).P¥ Die bakteriellen Laccasen CotA und SLAC sowie mgLAC haben zusitzlich 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).’* * Zuysitzlich befindet sich

auf der gegeniiberliegenden Seite von Met/Leu/Phe ein Isoleucin, welches den konservierten Teil der
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Abbildung 6: A) Schematische Darstellung der Kupferbindestelle in Laccasen in Anlehnung an Cannatelli et al.l®"]
Das Methionin am T1-Kupfer kommt nur in den kleinen zwei-Domanen Laccasen vor und ist deshalb in Klammern
gesetzt. B) Dreidimensionale Struktur der Kupferbindestelle aus einer klassischen drei-Domanen Laccase aus
Trametes versicolor (PDB-Eintrag 1GYC).[3 C) Dreidimensionale Struktur der Kupferbindestelle aus einer kleinen
zwei-Doménen Laccase aus Streptomyces sviceus (PDB-Eintrag: 4M3H).[*01

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 61
Stickstoffatomen der zwei Histidine koordiniert.®” Der Ladungstransferiibergang des Cysteinschwefels
und des Cu(Il)-Atoms ist dabei fiir die intensive Absorptionsbande bei ca 600 nm verantwortlich, welche
die tiefblaue Firbung dieser Enzyme zur Folge hat.*” Vereinzelt gibt es auch Laccasen die das
charakteristische Absorptionsspektrum des T1 Kupfers nicht aufweisen. Diese ,,gelben” oder auch
,weillen” Laccasen oxidieren eine dhnliche Bandbreite von Substraten, werden aber nicht von allen
Wissenschaftlern als ,,echte” Laccasen anerkannt.”” Trotzdem gilt das T1 Kupfer aller Laccasen als
primirer Elektronenakzeptor. An dieser Stelle finden vier Ein-Elektronen Oxidationen von vier
Substraten statt, welche im Anschluss {iber das hochkonservierte Tripeptid aus His/Cys/His auf das
Trikupfercluster iibertragen 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 abhingt.’” Das Standardpotential des T1 Kupfers wurde
deshalb fiir zahlreiche Laccasen ermittelt und schwankt teilweise erheblich zwischen 400 mV fiir

pflanzliche Laccasen und 790 mV fiir Laccasen pilzlichen Ursprungs.°") 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 fiir die hohen Standardpotentiale dieser Laccasen dabei eine

wichtige Rolle zu spielen.

Untersuchungen mittels Rontgenkristallografie zeigen, dass das zu reduzierende Substrat in allen Drei-
Dominen Laccasen dhnlich gebunden wird. Dieses scheint dabei nicht direkt mit dem T1 Kupfer zu
interagieren, sondern interagiert stattdessen iliber eine Wasserstoffbriickenbindung mit einem der
Histidine, welche wiederum das T1 Kupfer koordinieren.**! Dieses Histidin ist demnach vermutlich der
eigentliche, primére Elektronenakzeptor. Das Histidin der Monokupferbindestelle liegt dabei frei in der
Substratbindetasche, welche bei den Laccasen cher eine an der Oberflache befindliche, relativ breite
Einkerbung ist."? Der geringe sterische Anspruch der Substratbindetasche bedingt auch die

verhéltnisméBig hohe Bandbreite an Substraten, welche durch die Laccase oxidiert werden kdnnen.

Ausgehend vom vollstdndig reduzierten Kupfercluster kann Sauerstoff gebunden werden und es bildet
sich die sogenannte Peroxyzwischenstufe (Abbildung 7). Die Reaktion mit Sauerstoff erfolgt
anschliefend 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."*) Aus
dieser Reaktion folgt die katalytisch relevante, voll oxidierte Form des Enzyms, die natiirliche
Zwischenstufe. Unter Aufnahme von vier Elektronen {iber das T1 Kupfer, aus vier Substraten, kann so
unter Freisetzung von zwei Wassermolekiilen wieder in die vollstindig reduzierte Form iibergegangen
werden. Alternativ kann nach Aufnahme von zwei Protonen nur ein einzelnes Wassermolekiil freigesetzt
werden und in die ruhende, oxidierte Zwischenstufe iibergegangen werden. Auch aus dieser
Zwischenstufe kann die Aufnahme von vier Elektronen unter Freisetzung eines zweiten Wassermolekiils
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 konnen in einem Folgeschritt einer
weiteren Oxidation unterliegen, oder aber disproportionieren oder polymerisieren.*” Damit ergibt sich

folgende Gesamtgleichung fiir die Laccasereaktion (Formel 1).

Formel 1: Allgemeine Reaktionsgleichung von Laccasen.

4 H* + 4 Substrate + 0, > 2H,0 + 4 Substrate*
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Abbildung 7: Katalysezyklus von Laccasen in Anlehnung an Solomon et al®®l 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 erhélt man somit Zugriff auf eine
ganze Reihe komplexer Biomolekiile. Ein bekanntes Beispiel ist die oxidative Kupplung des
Phenylpropanoids Ferulasdure (1) zu einer Reihe unterschiedlicher Dimerisierungsprodukte 2-4
(Abbildung 8).°* Bei diesen Dimerisierungsprodukten aus zwei Phenylpropanoiden kann es sich um
sogenannte Lignane handeln, dimere CsCs-Korper welche tiber das mittlere B-C-Atom (bzw. C-8-Atom)

miteinander verkniipft sind.
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Abbildung 8: Darstellung einiger moglicher Produkte aus der Kopplung von zwei Molekiilen Ferulaséure (1), in
einer Laccase katalysierten Reaktion, in Anlehnung an Carunchio et al.l54

Lignane sind in Pflanzen weit verbreitete Sekunddrmetabolite die sowohl in Wurzeln, Rhizomen,
Stimmen und Blittern als auch in deren Samen und Friichten vorkommen."**! Letzteres trigt dazu bei,
dass Menschen und Tiere ein groBes Repertoire dieser Biomolekiile iiber die Nahrung aufnehmen.%
Obwohl ihr molekulares Grundgeriist aus relativ simplen Einzeleinheiten besteht, weisen sie eine
gewaltige strukturelle Vielfalt auf. Diese Vielfalt basiert auf der Mdglichkeit die Phenylpropan-
Untereinheiten auf unterschiedliche Art und Weise miteinander zu verkniipfen, sowie auf Grund von
Folgeoxidation und Polymerisation.””! Klassischerweise werden Lignane in zwei Untergruppen
kategorisiert, die klassischen Lignane und die Neolignane.® Die klassischen Lignane sind B-B" (8-8")
miteinander verkniipft (Abbildung 8, 4), wohingegen die Neolignane anderweitig miteinander verkniipft
sind (Abbildung 8, 2-3).°% Die biologische Aktivitit von Lignanen wurde bereits in der Vergangenheit
beschrieben und zusammengefasst. Neue Anwendungsgebiete in der Krebstherapie und weiterer
pharmakologischer Aspekte und die inzwischen bessere Zugénglichkeit, haben das Interesse allerdings
neu entfacht.>% 0 Lignane besitzen antioxidative, antitumorale, antimikrobielle und
immunosuppressive  Eigenschaften. Deshalb werden Lignane auf ihren Nutzen in

[36. 6 Diese Vielzahl an

Nahrungsergdnzungsmitteln und Krebstherapien intensiv untersucht.
Eigenschaften hat folgerichtig auch zu gestiegener Aufmerksamkeit in der Synthese von natiirlichen und
modifizierten Lignanen gefiihrt.”>! Dabei konkurrieren klassische Synthesen mit der Isolation aus der
natiirlichen Ressource und der Bereitstellung durch biotechnologische Verfahren.!*'**) 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, ermdglichen konnen.!®* 6

Dafiir wurde in einer Ein-Topf-Kaskade erst Eugenol (6) mit Hilfe einer Vanillylalkohol-Oxidase aus
Penicillium simplicissimum (PsVAQO) 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.

OCH;
OH OH
bakterielle
PsVAO Z Laccase ©
2 2
(0]
OCH; 20, + 2 H,0, OCH; 0, 2 H,0
OH 2 H,0 OH HO
OCHs;

6 7 5

Abbildung 9: Biokatalytische Ein-Topf-Kaskade zur Synthese von Pinoresinol (5), ausgehend von Eugenol (6)
nach Ricklefs et al.l6%!

Das BioLiSy-Projekt wurde ins Leben gerufen, um einen neuen biodkonomischen Zugang zu solchen
Lignanen zu erhalten. Der Produktionsprozess sollte dabei vollstindig in Bakterien erfolgen. Dafiir
wurde das Projekt in vier iibergeordnete Projekte eingeteilt. Das erste Projekt enthélt die Suche nach
neuen Laccasen mit einem neutralen bis alkalischen Aktivititsprofil, 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 fiir die zukiinftige Lignansynthese gefunden werden. Ein neutrales bis alkalisches
Aktivitétsprofil der Laccase ist dabei notwendig, da die Kupplung der phenolischen Substrate der
Lignansynthese bevorzugt im neutralen bis alkalischen pH stattfindet.!®® Der Grund dafiir ist eine
erhdhte Dissoziation des phenolischen Protons bei hoheren 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
hoheren pH-Werten. Aus diesem Grund sind Laccasen welche eine erhdhte Aktivitit und Stabilitit

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

Das zweite Arbeitspaket unter der Leitung von Dr. Thomas Classen (Forschungszentrum Jiilich, IBG-1)
beschéftigt sich mit dirigierenden Proteinen. Diese Pflanzenproteine vermitteln Selektivitdt, in der
urspriinglich unselektiven Polymerisation der freien Radikale aus Laccase-Reaktionen.!*”! Das Ziel ist
es, diese Enzyme erstmalig 16slich und funktional in Bakterien zu exprimieren, zu charakterisieren und
im Anschluss in der Laccase katalysierten Reaktion einzusetzen. Diese erlauben anschliefend eine

enantioselektive Kupplung der phenolischen Substrate zu wertvollen Lignanen.
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Das Ziel des dritten Arbeitspaketes von Prof. Dr. Jorg Pietruszka (Forschungszentrum Jiilich,
IBG-1/IBOC) ist die Synthese unnatiirlicher Aminosiuren und die Bereitstellung von Lignol- und
Lignanreferenzen. Dadurch soll nicht nur die Mdglichkeit bestehen natiirliche Lignane zu synthetisieren,
sondern auch Derivate dieser bioaktiven Molekiile. Die Lignol- und Lignanreferenzen dienen wiederum

der Analytik.

Die unnatiirlichen Aminosduren werden im letzten Arbeitspaket unter Anleitung von Prof. Dr. Jan
Marienhagen eingesetzt. Dieses Arbeitspaket beschéftigt sich mit der Stammentwicklung und
Implementation des Phenylpropanoid Metabolismus in E. coli, mit dem Ziel der Mutasynthese, bis hin
zur Lignansynthese (Abbildung 10).°*! In diesem letzten Arbeitspaket sollen schlussendlich neue
Laccasen, dirigierende Proteine und synthetisierte Aminoséuren und Lignolderivate zusammenlaufen,

um eine biologische Lignansynthese in E. coli zu ermoglichen.

Laccasen VDR oS Dirigierende Proteine

L. A. Golovleva 4 T. Classen

Russian Academy of Sciences Forschungszentrum Jilich

¢ Screening und Zusammenstellung ¢ Heterologe Expression dirigierender
einer Laccasebibliothek aus der Proteine in E. coli

russischen Stammsammlung

¢ Mutagenese und Erstellung einer
¢ Molekulare und chemische Bibliothek aus dirigierenden Proteinen
Charakterisierung interessanter

Laccasen e Screening von Kombinationen aus

Laccasen und dirigierenden Protein
¢ Modifizierte Laccasen fiir synthetische
Anwendungen

Synthese Metabolic Engineering

J. Pietruszka J. Marienhagen

Forschungszentrum Julich Forschungszentrum Jiilich

e Bereitstellung unnatiirlicher « Etablierung des Phenylpropanoid
Aminosauren fir die Mutasynthese Metabolismus in E. coli
¢ Bereitstellung von Lignolreferenzen  Modifizierung der Enzyme fiir die
Umsetzung unnatirlicher
e Bereitstellung von Lignanreferenzen Aminosauren

® Phenylpropanoid-Produktion in E. coli

Abbildung 10: Schematische Ubersicht {iber 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 anfanglicher
Charakterisierung auf ihre Exprimierbarkeit im Zielorganismus E. coli hin untersucht und wenn moglich
néher charakterisiert werden. Fiir den Fall einer erfolgreichen Expression in E. coli werden diese dann

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

Um auch schwer oxidierbare, Lignin-basierte Substrate oxidieren zu konnen, besitzen Pilz-Laccasen aus
einigen Basidiomyceten ein ausgesprochen hohes Redoxpotential von 730-790 mV gegeniiber einer
Standardelektrode. Dahingegen konnen Laccasen aus Ascomyceten und anderen Basidiomyceten
Redoxpotentiale von 410-710 mV aufweisen und jene aus Bakterien und Pflanzen sogar nur 340-
490 mV.[®! Ein hoheres Standardpotential erlaubt eine hohere Bandbreite an mdglichen Substraten,
weshalb Laccasen mit hoherem Standardpotential von groBerer biotechnologischer Bedeutung sind.
Eine weitere wichtige Eigenschaft fiir den biotechnologischen Einsatz ist die Temperatur und
pH-Stabilitdt von Laccasen, da ihr Einsatz in der industriellen Umgebung hdufig mit hoéheren
Temperaturen, oder einem aziden oder alkalischen pH einhergeht.’ ! Das Aktivititsprofil von Pilz-
Laccasen liegt allerdings zumeist im aziden Bereich. Dies macht Laccasen mit einer Kombination aus
hohem Standardpotential und neutralem bis alkalischem Aktivititsprofil selten.*!) Daraus bedingt
wurden zahlreiche Versuche unternommen um alkalophile Laccasen zu identifizieren, zu exprimieren,

46. 72801 yor diesem Hintergrund wurde im

oder bereits bekannte Laccasen alkalistabil zu modifizieren.|
Rahmen des BioLiSy-Projektes von den Kollegen der Russian Academy of Sciences eine Plattform fiir
die schnelle Identifizierung von Pilz-Laccasen mit neutralem bis alkalischen Aktivititsprofil
entwickelt.”®) Die Untersuchung der russischen Stammsammlung offenbarte einige interessante
Laccase-Aktivititen, unter anderem fiir 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, filamentoser
Basidiomyzet, der nahezu alle Nutzpflanzen befallen kann. Er ist verantwortlich fiir Ernteverluste beim
Anbau von Reis, Soja, Kartoffel, Mais und Zuckerriibe.®'® 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 reprisentieren abweichende evolutionire Stringe.® Neben Untersuchungen zur Pathogenitiit lag
ein Hauptaugenmerk der Forschung auf der auBergewohnlichen, alkalischen Laccaseaktivitit dieser
Pilze. Vereinzelte Erkenntnisse deuten sogar auf einen direkten Zusammenhang zwischen der
Laccaseaktivitit und der Pathogenitit des Organismus hin."*> % Bereits Ende des letzten Jahrhunderts
wurden mehrere Varianten von Laccasen aus R. solani entdeckt und anschlieBend isoliert und genauer

87-%) Eine der charakterisierten Laccasen von Wahleithner et al. zeigten bereits das

beschrieben.!
gewiinschte Aktivitdtsprofil der Laccasen von pH 6.5-7.5 gegeniiber phenolischen Substraten. Jede der
insgesamt vier gefundenen Laccasen (Icc1-4) wurden auf einem separaten Gen kodiert, es handelt sich
demnach nicht um posttranslational modifizierte Isoenzyme. Anhand ihrer Grof3e, der Organisation von
Introns/Exons und der Transkriptionskontrolle, wurden sie in zwei Gruppen eingeteilt. Dabei wurden
lcc1-3 der ersten Gruppe zugeordnet und Icc4 der zweiten Gruppe. Zwei rekombinante Varianten und

eine natiirliche Variante wurden in Aspergillus oryzae exprimiert, aufgereinigt und charakterisiert. Die
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rekombinante Laccase Icc1 besal} ein Molekulargewicht von 50-100 kDa, wéhrend lcc4 ein Homodimer
aus zwei Monomeren mit einem Molekulargewicht von 66 kDa darstellt. Die Laccase Iccl wies ein pH-
Optimum von pH 7 fiir die Oxidation von phenolischen Substraten aus, wohingegen lcc4 ein pH-
Optimum von pH 6 aufwies.™ In einem #hnlichen pH-Bereich konnte im Rahmen des BioLiSy-
Projektes Laccase-Aktivitdt im Kulturiiberstand des R. solani Stammes VKM F-895 detektiert
werden.?*! Dieser zeigte eine Aktivitit gegeniiber 2,2 -Azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonsiure)
(ABTS) (8) bei einem pH <5, was entsprechend dem beschriebenen Oxidationsmechanismus des

Substrates, unter Bildung eines Kationradikals, den Erwartungen entspricht.””

Zusitzlich wurde die
Laccaseaktivitdt gegeniiber 2,6-Dimethoxyphenol (2,6-DMP) (9) und Syringaldazin (10) getestet und

ein Optimum von pH 7-8 detektiert (Abbildung 11).2*)

N HO oH H5CO OCHj,
HO Jij: =N s Sy HsCO OCH;
oS s N o
\
o 2 OCHs
8 9 10
ABTS 2,6-DMP Syringaldazin

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

Damit liegt die Aktivitdt gegeniiber phenolischen Substraten wie 2,6-DMP (9) und Syringaldazin (10)
in einem #hnlichen Bereich wie zuvor von Wahleithner et al. beschrieben.®™! Da die von Wahleithner et
al. beschriebene R. solani Laccase zusitzlich ein hohes Standardpotential von +710 mV gegeniiber einer
Standardelektrode aufwies, handelt es sich hierbei um Enzyme mit potentiell interessanten
Eigenschaften fiir die biotechnologische Anwendung.[* ®! Dementsprechend wurde im Rahmen der
Kooperation sowohl der Organismus, als auch eine vorab aufgereinigte Probe des Enzyms von
Kolomytseva et al. fiir die weitere Untersuchung bereitgestellt. Ziel war es die Sequenz dieser Laccase
zu entschliisseln und wenn moglich 16slich 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 fiir die Laccaseaktivitit verantwortliche Enzym ndher zu charakterisieren sollte die von
Kolomytseva et al. zur Verfiigung gestellte, bereits gereinigte Proteinprobe mittels SDS-
Gelelektrophorese und MALDI-TOF Analyse untersucht werden. Zusétzlich wurde sie vorab mit der
Peptid-N-Glycosidase (PNGase) behandelt um das Protein zu deglykosylieren.” Diese Behandlung sollte
dazu dienen, Aufschluss iiber den Glykosylierungsgrad des Enzyms zu erhalten, da das
Molekulargewicht sekretierter Laccasen hiufig bis zu 25 % durch Glykosylierungen bedingt ist.”! Sie
haben meist 3-10 Glykosylierungsstellen, welche typischerweise die Aminosdureabfolge Asn-X-
Thr/Ser beinhalten.’™ 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 grof3es Protein handelt,
welches natiirlicherweise ebenfalls stark glykosyliert ist. Mit Glykosylierung weist die natiirlich

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

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

anderen R. solani Stimmen."™! Es ist mit ca. 25 % des Gesamtmolekulargewichtes jedoch etwas stirker

2 Die Deglykosylierung, SDS-Gelelektrophorese und MALDI-TOF Untersuchung wurden von Jamila Rosengarten
(FZ Jiilich, IBG-1/IBOC), Jennifer Aschenbrenner und Tino Polen (beide FZ Jiilich, IBG-1) durchgefiihrt.
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glykosyliert.®™ 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. Fiir 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 Stimme verglichen, da fiir R. solani F-895 keine
Sequenzdaten zur Verfiigung stehen.'”*! 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 iibereinstimmen (Abbildung 13).%

Aminosduresequenz fir die Laccase aus AG-3 RhslAP: 561 AS

MRTAQEPFKRNELIVRSLHRRSALFHPALTEFNMHSRIALLSLLAAVSQPAFAAVRNYGLVIKNVKVAPDGFERST
VSVNGQLPGTLITANKGDTLHINVTNQLTDPTMRRATT IHWHGLFQATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPL
HDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDPNDPHKALYDVDDKDTVVMLEDWYHTPAPVLEHOMEFSVDNTALLSP
VPDSGLINGKGRYVGGPQVPRSVINVTRGKRYRLRVINASAIGSFTEFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSEFQIY
AGORYSVIVETNQTAANYWIRAPMTVAGAGTNANLDPTNVFAVLHYNGAPNAEPTTEQGTAIGTALVEENLHALT
NPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRFTFNNIKYEAPSLPTLLKILANNASTNADFGTNEHTLVLPHNKVIE
LNITGGADHPIHLHGHVFDVVKSLGGTPNYVNPPRRDVVRVGGTGVVLRFKTDNPGPWEVHCHIDWHLEAGLALV
FAEAPSEVRQGTQSVQPNQAWEQLCPKYQALPTDLQ

Abbildung 13: Aminosauresequenz 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 Jilich) durchgefiihrt.

Die aus dem Sequenzabgleich resultierende Laccase (RSL) wire demnach 561 Aminosduren lang und
hétte ein Molekulargewicht von ca. 61 kDa. GemiB den Erkenntnissen aus der SDS-Gelelektrophorese

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

Darauthin wurde ein Expressionsvektor fiir Escherichia coli designed, welcher das synthetische,
codonoptimierte Gen (basierend auf GenBank Accession Number: 01000322.1), der Laccase aus AG-3
Rhs1AP enthélt. Zusitzlich befindet sich vor dem Gen eine TAT-Sekretionssequenz welche eine
Sekretion korrekt gefalteter Proteine aus E. coli ermdglicht.”! Der fiir die Expression ausgewihlte
Vektor pColA besitzt zwei ,,multiple-cloning sites” (MCS) und wurde ausgewihlt, 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 kdnnen. Auf diese Weise wére
eine einfache Coexpression einer Laccase und eines dirigierenden Proteins in E. coli durchfiihrbar. Zu
Beginn sollten jedoch vorerst nur Versuche mit der Expression des neuen, synthetischen Laccase-Gens
erfolgen. Dafiir wurden E. coli vom Typ DHS5a und BL21(DE3) durch das Einbringen des neuen
Vektors, mit der putativen Laccase aus Rhizoctonia solani AG-3 Rhs1 AP (RSL), transformiert. Ein
initialer Versuch der heterologen Expression wurde im Anschluss in BL21(DE3) durchgefiihrt.

Nach der Kultivierung in Anlehnung an eine Vorschrift von Gunne et a/.*) und dem anschlieBenden

Zellaufschluss der E. coli Zellen, wurden jeweils Proben fiir die Untersuchung mittels SDS-
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Gelelektrophorese vorbereitet und das Zelllysat und der Kulturiiberstand zusétzlich auf Laccase-
Aktivitit gegeniiber ABTS (8) und 2,6-DMP (9) bei pH 5, 7.5 und 9 iiberpriift. 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). Zusétzlich konnte keine Laccase-Aktivitit im
Zelllysat oder Kulturiiberstand der E. coli-Zellen detektiert werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Daher
kann angenommen werden, dass die 16sliche und funktionale Expression des synthetischen Laccase-
Gens in E. coli nicht erfolgreich war, da sowohl im SDS-Gel als auch in der Aktivititsmessung keine

Hinweise auf eine erfolgreiche Expression der Laccase gefunden werden konnten.

Lv RSL
kDa M LV 1.5 RSL 15

150

100
80

60

40

30

20

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 pL des behandelten Zelllysats aufgetragen, inklusive einer jeweils 1:5 verdiinnten Probe.

Dass der initiale Versuch der Expression einer urspriinglich sekretierten Laccase pilzlichen Ursprunges
in E. coli misslingt ist nicht untypisch. Die in E. coli zumeist erfolgreich heterolog exprimierten
Laccasen stammen hauptsichlich aus anderen Bakterien wie Streptomyces und Bacillus.* Erst 2008
konnte erstmals eine Laccase aus einem ligninolytischem Pilz erfolgreich in Bakterien wie E. coli
exprimiert werden.”® Das die Expression ligninolytischer Enzyme in E. coli eine groBe
Herausforderung darstellt, ist bekannt. Zumeist fiithrt die heterologe Expression dieser Enzyme in E. coli
zu einer Aggregation inaktiver, fehlgefalteter Proteine, sogenannter ,,inclusion-bodies*.”” Griinde dafiir
sind wahrscheinlich das hochreduktive Umfeld im Cytoplasma der Bakterien, im Vergleich zum
oxidativen Umfeld in Eukaryoten, als auch die fehlende Moglichkeit post-translationale Modifikationen
wie Glykosylierungen, durchzufiihren.”® Im Jahr 2012 konnte erstmals eine rekombinante Pilz-Laccase
aus Meripilus giganteus in E. coli exprimiert werden, deren Aktivitit im Anschluss mittels ABTS-
Aktivititsassay nachgewiesen werden konnte.”” Auch in diesem Fall war die anschlieBende Aktivitit
jedoch gering und lag weit unter dem Niveau der Laccase-Aktivitit 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 Aktivitit und eine
Reaktionszeit von einer Stunde war notwendig, um eine messbare Umsetzung von Syringaldazin

1) Ein erst kiirzlich publiziertes Beispiel einer erfolgreichen heterologen

beobachten zu konnen.!
Expression einer Pilz-Laccase in E. coli ist die Laccase aus Setosphaeria turcica. In diesem Fall konnte
die Expression der Laccase mit einer Aktivitdt von ca. 128 U/mg Protein realisiert werden. Eine
Quantifizierung der Menge heterolog produzierter Laccase fand jedoch nicht statt.!'”! Trotz
ausfiihrlicher Recherche konnten keine weiteren Beispiele fiir 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 Rhs1 AP 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 ausschlieBlich
das Gen der putativen Laccase aus R. solani AG-3 Rhs1AP nicht in E. coli exprimierbar war. Selbiges
muss aber nicht notwendigerweise fiir die Originalsequenz des Laccase-Gens aus R. solani F-895 gelten.
Mittels MALDI-TOF Analyse konnten bereits vier Peptidsequenzen der mutmaBlichen Laccase aus
F895 identifiziert werden (Abbildung 13). Anhand des Proteinabgleichs mit der Datenbank konnten die
Peptide der putativen Laccase aus AG-3 Rhs1 AP zugeordnet werden. Fiir die weiteren Experimente
wurde jedoch die vollstdndige und spezifische Proteinsequenz der F895-Laccase benétigt. Um diese zu

identifizieren sollte zunichst 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. Zusétzlich wurde einer der Kolben mit einer Metallspirale versehen, da der Pilz stets als
festes, gallertartiges Mycel wuchs, was den folgenden Zellaufschluss fiir die DNA-Isolation erschwerte.
Durch die Metallspirale sollte der Pilz homogen im Medium verteilt vorliegen, statt als feste Struktur
am Geféalrand, knapp iiber der Fliissigkeitsschicht. 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. Demgegeniiber 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 aulerhalb des Fliissigmediums, am GefdBrand 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
anschliefend fiir 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 Jiilich, IBG-1)
fiir die Genomsequenzierung eingesetzt. Es wurde das gesamte Genom des Organismus sequenziert, da
eine GroBzahl der Gene und codierten Proteine der unterschiedlichen R. solani Anastomosegruppen
einzigartig fiir die jeweilige Gruppe sind.®! Eine Genom- und Transkriptomsequenzierung von
R. solani F-895 konnte demnach eine Vielzahl neuer Gene und sekretierter Proteine offenbaren, welche
einen Mehrwert fiir biotechnologische Anwendungen und Untersuchungen der Pathogenitit dieser Pilze
haben konnte. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sich jedoch nur auf die fiir das Projekt relevanten

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

Mit den Daten aus der Sequenzierung wurde sowohl ein ,,de novo Assembly‘“ durchgefiihrt, als auch
eine Abbildung der Daten gegen einer Referenzsequenz (,;mapping”) durchgefiihrt.®® Als
Referenzgenom diente das Genom von R. solani AG-3 Rhs1 AP, auf dessen Basis auch das synthetische
Gen der RSL bestellt wurde.'*! Die aus den beiden unterschiedlichen Ansitzen erhaltenen Sequenzen
fiir die R. solani F-895 Laccase wurden anschlieBend verglichen. Dabei wurden diverse Unterschiede
festgestellt, die unter anderem zu einer Verschiebung des Leserasters fithren wiirden. Die
wahrscheinlichste Erklarung dafiir 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 fiihren wiirde (Abbildung 16). Daraus resultiert, dass die Laccase aus
R. solani F-895 im Vergleich zur Laccase aus AG-3 RhslAP am N-Terminus um insgesamt 32

Aminosauren verkiirzt ware.

AG-3 ATGCGCACCGCTCAAGAGCCATTTAAAAGGAACGAGCTGATTGTGCGGTCTCTTCATCGG 60
F-895 ATGCGTAGGGC TBBGAACCATTTARAAGGGATGAGTCGATTGTGCGGTCTCTCCATCGG 60

Kk Kk kKX Kk * Kk K kkhkk Akkkkkkkkhkkkkhkk Kk k Kkkk AKkkhkkkhkkhkkhkAhkhkkhAhkkhkhk KAk kk%

AG-3 CGGTCTGCTCTGTTCCATCCAGCACTCACCTTCAATATGCACTCCCGCATTGCTCTTTTA 120
F-895 CGGTCTGCTCTGTTCCATCCAGCACTCACCTCCAATATGCTCTCTCACATCAGTCTTCTC 120
hkkkkkkkkkhkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkx *hkhkkkkx *xk * *x%k *kkk

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 flr 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 Jiilich) durchgefiihrt.
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Eine weitere Auffalligkeit 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 lasst darauf schlussfolgern, dass die Intron- und Exonsequenzen des Gens
neu iiberpriift werden miissen. Dafiir wurde vorerst ein Needleman-Wunsch ,,global Alignement* der
neuen Sequenz aus dem ,,de novo Assembly”, mit dem Referenzgen aus R. solani AG-3 Rhsl1AP
durchgefiihrt (siche Anhang).l'"”! Innerhalb dieses , Alignements* wurden die voraussichtlich
codierenden Bereiche (Exons) markiert welche am Ende fiir die putative 561 Aminosduren lange
Laccase aus R. solani AG-3 Rhs1AP (NCBI-Eintrag: RSOL_189940) codieren. Im Anschluss wurden
die dazu komplementiren Bereiche der Sequenz des ,de novo Assembly™ markiert, welche
dementsprechend fiir die putative Laccase aus R. solani F-895 codieren wiirden. Dabei galt die
Annahme, dass die Exons und Introns fiir beide Gene gleich organisiert sind. Aus dem daraus
resultierenden, codierenden Bereich, ergab sich eine neue mogliche Gensequenz fiir RSL F-895, welche

fiir eine 529 Aminosiuren lange Laccase codieren wiirde (Abbildung 17).

Gensequenz: 1557 bp

ATGCTCTCTCACATCAGTCTTCTCTCTTTGCTTGCTGCGGTCTCACAGCCCGCCTTTGCTGCCGTCCGCGACTACCAGTTCAT
CATCAAGAACGTCAATACCGCTCCCGATGGCTTTGAGCGATCTATTGTCTCCGTCAATGGCCAGGTTCCTGGGACGTTAATCA
CGGCTAACAAGGGTGATACGTTGCATGTGAATGTCACAAATCTTCTCACTGATCCAACGATGCGTCGTGCTACAACAATTCAT
TGGCACGGATTGTTCCAAGCTACTACTGCTGATGAGGATGGTCCTGCCTTTGTCACGCAATGTCCCATTGCACAGAATTTGTC
TTATACATACGAGATCCCACTGCACGACCAAACGGGAACTATGTGGTATCACGCCCATCTTGCAAGTCAATATGTGGATGGAT
TGCGGGGACCTTTGGTCATATATGACCCCAATGATCCACACAAGTCACTCTACGATGTGGACGATGCTAGCACCGTGGTTATG
CTCGAAGACTGGTATCACACTCCGGCACCCACTCTAGAACACCAAATGTTCTCGACTAGCAATACCGCCTTACTCTCTCCGGT
TCCGGACTCGGGTCTTATCAATGGAAAAGGTCGCTACGTGGGCGGACCCCAAGTCCCCCGGTCGGTAATCAACGTGACTCGCG
GGAAACGATATCGCTTGCGCGTGATCAATGCTTCTGCCATTGGTTCATTCACTTTTTCGATCGAGGGACATCGCTTGACTGTC
ATTGAGGCCGATGGAATTCCACATGAGCCTTTGGTCGTCGATAGTTTCCAGATCTATGCCGGTCAACGCTATTCTGTCATTGT
CGAAGCCAACCAGACCGCTGCTAACTACTGGGTACGCGCTCCAATGACAGTCGCAGGGGCTGGTACCAATGCCAACCTTGACC
CCACTAATGTCTTTGCCGTGCTGCATTACGAAGGAGCGCCCAGCGGCGAGCCTACGACTGAGCAAGGTACTGCGATTGGTACT
GCGTTGGTCGAAGAAAACCTGCATGCGCTGATAAACCCCGGTGCTCCGGGCGGTTCTGCCCCAGCAGACGTTAGCCTTAACCT
CGCGATAGGACGTTCTACTGTCGACGGAATTCTTAGGTTTACCTTCAACAATATCAAGTATGAGGCTCCATCGCTTCCAACGC
TTCTTAAGATCCTATCTAACGGAGCTTCTAATAATGCTGATTTTGACGCAAGTGAACACACTATCGTACTGCCCCATAATAAA
GTTATTGAACTCAACATTACTGGAGGTGCAGATCACCCTATTCATCTCCACGGCCACGTATTTGACGTCGTCAAGTCCCTCGG
TGGTACCCCGAACTATGTGAACCCTCCTCGCAGGGATGTCGTTCGTGTGGGAGGCACGGGTGTCGTCCTTCGTTTCAAGACCG
ATAACCCTGGTCCCTGGTTCGTTCACTGCCACATTGACTGGCACTTGGAAGCCGGACTTGCGTTAGTCTTTGCCGAAGCTCCT
GACGAGGTTCGCCAGGGGTCCCAGTCTGTTCAGCCCAGTGGTTCCTGGAACCAACTCTGCCCCAAGTATGCGGCTCTCCCTGC
CGAGTTGCAGTAA

Aminosduresequenz: 529 As

MLSHISLLSLLAAVSQPAFAAVRDYQFITKNVNTAPDGFERSIVSVNGQVPGTLITANKGDTLHVNVTNLLTDPT
MRRATTIHWHGLEFQATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPLHDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDPND
PHKSLYDVDDASTVVMLEDWYHTPAPTLEHQMEFSTSNTALLSPVPDSGLINGKGRYVGGPQVPRSVINVTRGKRY
RLRVINASAIGSFTFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSFQIYAGQRYSVIVEANQTAANYWVRAPMTVAGAGTN
ANLDPTNVFAVLHYEGAPSGEPTTEQGTAIGTALVEENLHALINPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRETFE
NNIKYEAPSLPTLLKILSNGASNNADEDASEHTIVLPHNKVIELNITGGADHPIHLHGHVEFDVVKSLGGTPNYVN
PPRRDVVRVGGTGVVLRFKTDNPGPWEVHCHIDWHLEAGLALVFAEAPDEVROGSQSVQPSGSWNQLCPKYAALP
AELQ

Abbildung 17: Codierende Gensequenz fiir die Laccase aus R. solani F-895 (RSL F-895) und daraus resultierende
Aminosauresequenz des Proteins, inklusive Ubereinstimmender Sequenzen aus der MALDI-TOF Analyse der
gereinigten Proteinprobe. Die Vorhersage des codierenden Teils (Exon) der Gensequenz basiert auf dem
JAlignement* 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
anschlieRender Markierung der komplementéren Bereiche (siehe Anhang). Zuvor identifizierte Peptide aus der
MALDI-TOF Analyse sind gelb markiert. Auf Basis der Originalsequenz neu identifizierten Peptide sind grin
unterlegt. Eine mit Hilfe der Phobius signale peptide Software vorhergesagte Signalsequenz wurde hellblau
markiert.
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Im Anschluss wurde diese neu vorausgesagte Sequenz in eine Aminosiuresequenz iibersetzt und mit
der Aminoséduresequenz der putativen Laccase aus R. Solani AG-3 Rhs1AP verglichen (siche Anhang).
Anhand der neuen Aminoséauresequenz konnten zusétzliche drei Peptide aus der MALDI-TOF Analyse
identifiziert werden, welche einzigartig fiir RSL F-895 sind und nicht in der Laccase aus R. solani AG-3
Rhs1 AP vorkommen (Abbildung 17). Dies kann als starkes Indiz dafiir 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 zusétzlich das Transkriptom von R. solani F-895
untersucht. Dafiir wurde der Pilz in Glycerol-Medium und in Erbsen-Medium kultiviert. Wéahrend im
ersten Medium keine Laccaseaktivitidt im Kulturiiberstand gemessen werden konnte, konnte fiir die
Expression in Erbsen-Medium Laccaseaktivitit gegeniiber ABTS (8) und 2,6-DMP (9) gemessen
werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Es ist daher davon auszugehen, dass der Pilz die extrazelluldren
Laccasen nur dann produziert und sekretiert, wenn er fiir das Wachstum ausschlieBlich Lignin-haltige

1031041 m Anschluss an die Kultivierung wurde die RNA isoliert

Nihrstoffe zur Verfiigung stehen hat.!
und die erhaltenen RNA-Proben jeweils fiir die Untersuchung des Transkriptoms an die Arbeitsgruppe
von Prof. Bjorn Usadel (FZ Jiilich, IBG-2) iibergeben. Die folgende Untersuchung des Transkriptoms
von R. solani F-895 bestitigte die zuvor erhaltenen Ergebnisse aus der Genomsequenzierung. So
konnten keine RNA-Daten erhalten werden, welche der N-terminalen Sequenz von RSL entspricht. Dies
stiitzt die zuvor in der Genomsequenzierung erhaltenen Daten, wobei es sich bei RSL F-895 um eine
verkiirzte Variante handeln kdnnte. Die Analyse der neu generierten Daten mit Hilfe des Phobius signale
peptide Programms zeigte zusétzlich, dass die neue Sequenz vermutlich ein 20 Aminosduren langes, N-
terminales Sekretionssignal enthilt (Abbildung 17). Fiir diesen Bereich konnten jedoch keine Peptide in

der MALDI-TOF Analyse gefunden werden. Es ist moglich, 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 fiir das vorhergesagte Signalpeptid, geordert. Dieses wurde
fiir die entsprechende Klonierung in den pColA Vektor so designed, dass es an beiden Enden Ncol-
Restriktionsschnittstellen besitzt. Das synthetische Gen wurde folglich mit dem Ncol-
Restriktionsenzym geschnitten und in den Zielvektor kloniert. Die korrekte Ausrichtung des Gens wurde
anschliefend mittels Sequenzierung des betreffenden Bereiches des Vektors verifiziert. Nach der
erfolgreichen Sequenzierung wurden drei unterschiedliche E. coli-Stimme durch das Einbringen des
Vektors transformiert. Bei den unterschiedlichen Stimmen handelte es sich um die Stimme BL21(DE3),
Rosetta (DE3) und Arctic Express (DE3). Der erste Stamm repréasentiert dabei den standardméfBigen
Expressionsstamm, wohingegen Rosetta (DE3) und Arctic Express (DE3) speziell flir die heterologe
Expression von schwierig zu exprimierenden Genen entwickelt wurden. Rosetta (DE3) enthélt im

Gegensatz zu BL21(DE3) seltene tRNAs fiir 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 ermdglichen oder verbessern.!'® Der Stamm Arctic
Express (DE3) wurde dagegen fiir die Expression unter niedrigen Temperaturen (10-13 °C) optimiert,
da bei diesen Temperaturen die Zellen mehr Zeit haben das Protein korrekt zu prozessieren.!' Der
E. coli eigene Chaperonin-Komplex aus GroEL/ES weist bei dieser Temperatur nur eine geringe
Aktivitdt auf. Daher exprimiert Arctic Express (DE3) zusétzlich die kélteadaptierten Chaperonine aus
dem psychrophilen Bakterium Oleispira antarctica. Diese besitzen eine hohe Aktivitét bei 4-12 °C und
konnen das Wachstum von E. coli bei geringen Temperaturen, sowie die 16sliche Expression heterologer

Proteine weiter verbessern.['””)

Die drei unterschiedlichen Stimme wurden im Anschluss auf eine mogliche Produktion 16slicher 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 fiihrt. Ein
verringertes Wachstum kann bei der heterologen Expression auftreten, wenn das wirtsfremde Gen fiir
den Organismus beispielsweise eine hohe Belastung des Metabolismus zur Folge hat.!'%!
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-Stdmme. Die
Kulturen wurden jeweils auf eine optische Dichte bei 600 nm von 0.1 inokuliert und fir ca. drei Stunden bis auf eine
optische Dichte von ~0.6 angezogen, bevor die Expression durch Zugabe von IPTG induziert wurde. Die Kulturen
wurden fir 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 RSL F-895

[ODe600 nm] [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 erhdhten Wachstumsraten fithren kann, diese
beruhen aber meist auf positive Eigenschaften der heterolog exprimierten Proteine auf den

5107191 Ein solch positiver Nebeneffekt ist bei der bekanntermaBen schwierigen Expression

Organismu
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 fiihrt.
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Nach der Zellernte wurden die jeweiligen Kulturen zur besseren Vergleichbarkeit mit
Kaliumphosphatpuffer auf dieselbe optische Dichte (ODsoo = 10) eingestellt, mit Ultraschall
aufgeschlossen und das Zelllysat (16sliche Fraktion) mittels Zentrifugation vom Zellpellet (unlosliche
Fraktion) getrennt. Die im Zellpellet enthaltenen unldslichen Proteine und die im Lysat enthaltenen
16slichen Proteine, wurden anschlieBend mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese nach ihrer Grof3e
aufgetrennt und untersucht. Dabei zeigte sich, dass in keiner I6slichen 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),

(1101 Stattdessen konnte allerdings eine schmale

ersichtlich aus der Betrachtung der Leervektorkontrolle.
Bande bei ~60 kDa in der unloslichen Fraktion von BL21 (DE3) und Rosetta (DE3) detektiert werden,
welche sich in der entsprechenden Hohe befindet und in den Leervektorkontrollen nicht vorhanden ist
(Abbildung 18). Nichtsdestotrotz ist es in keinem der verwendeten Stimme gelungen die Laccase loslich

zu exprimieren (Abbildung 18).

Loslich UnlGslich
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Abbildung 18: SDS-Gelelektrophoretische Untersuchung der Expression von RSL F-895 in unterschiedlichen
E. coli Stammen. Aufgetragen wurde sowohl die I6sliche als auch die unlésliche 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 Bandenhdhe bei ~57 kDa wurde mit einem Pfeil markiert.

Dies fiihrt zu der Annahme, dass das Gen zwar erfolgreich exprimiert wurde, das Protein aber nicht
korrekt gefaltet vorlag. Als solches kann es bekanntermallen in sogenannten ,inclusion bodies*
aggregieren und eingeschlossen sein.!''!'! Die Proteinbanden bei ~57 kDa in den unléslichen Fraktionen
von BL21 (DE3) und Rosetta (DE3) sind fiir eine stark induzierte Expression zusitzlich von geringer
Intensitét. Daher ist es zudem mdglich, dass Probleme bei der Translation vorlagen oder das fehlgefaltete
Protein teilweise proteolytisch abgebaut wurde. Andererseits konnten geringe Mengen 16sliches 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 zusitzliche Aktivitdtstests gegeniiber den
Substraten ABTS (8) und 2,6-DMP (9) durchgefiihrt. Es konnte jedoch fiir keine der Proben Laccase-
Aktivitét detektiert werden. Da es vorkommen kann, dass die Proteinaggregate in den ,,inclusion bodies*
ebenfalls noch Aktivitit aufweisen konnen, wurden an dieser Stelle auch die unloslichen Fraktionen

112-114

untersucht.! I Auch diese Untersuchungen blieben jedoch ohne Erfolg.

In einem Prozess von Entfaltung und Refaltung kénnen Enzyme aus ,,inclusion bodies* manchmal in
eine losliche und aktive Form iiberfiihrt werden. Dieser Prozess wurde zuvor an zahlreichen Beispielen

U571 Br ist jedoch mit verhiltnismiBig groBem Aufwand verbunden und

erfolgreich durchgefiihrt.!
garantiert ebenfalls nicht den Erhalt von 16slichem 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 Moglichkeit getestet ein zuvor unldsliches Protein, 16slich in E. coli zu
exprimieren. Dies geschieht indem man es mit einem sogenannten ,,Loslichkeitstag® fusioniert. Bei

1181201 Bines der

diesem handelt es sich um ein nachweislich gut exprimierbares Peptid oder Protein.!
prominentesten Beispiele fiir einen Loslichkeitsvermittler ist das Maltose-Bindeprotein (MBP) aus
E. coli™"'®! Es kann nicht nur eine erhdhte Loslichkeit des fusionierten Proteins in E. coli
ermdglichen, sondern auch die korrekte Faltung in seiner aktiven Form vermitteln.!'"”) Der zugrunde
liegende Mechanismus, welcher zur erhdhten Loslichkeit fusionierter Enzyme fiihrt ist jedoch noch
nicht vollstindig entschliisselt 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

(1251 Tn diesem

Chaperone aktiv rekrutiert.!'**! Stattdessen wurde ein Modell als ,,Holdase* vorgeschlagen.
Modell fungiert MBP als Fusionsprotein, welches die Aggregation des ungefalteten Fusionspeptides
solange verhindert, bis ein Chaperonkomplex die korrekte Faltung erméglicht. Erst kiirzlich konnte mit
Hilfe des MBP die heterologe Expression einer L-amino Oxidase aus R. solani in E. coli realisiert

werden.[2¢]

Dementsprechend sollte das synthetische Gen fiir 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 fiir das Maltose-Bindeprotein aus E. coli befindet. Dieses ist {iber einen
Linker N-Terminal mit dem zu fusionierenden Gen verbunden. In dieser Linkersequenz befindet sich
auBlerdem eine zusétzliche Protease-Schnittstelle, an der sich nach erfolgreicher Expression das
Zielprotein von dem Maltose-Bindeprotein trennen ldsst. Dies ist notwendig, da die Aktivitit oder
Substratspezifitit des Zielproteins durch die Fusion an das MBP beeinflusst werden kann.!'"?”) Weiterhin
ermOglicht die Fusion an das MBP die Aufreinigung des Fusionsproteins mit Hilfe einer Amylose
basierten Affinititschromatographie.l'”® %), Fiir die Klonierung wurde das neue Laccasegen erneut mit
dem Ncol-Restriktionsenzym aus dem Vektor pColA ausgeschnitten und in den Vektor pMal-c5x

transferiert. Die erfolgreiche Klonierung wurde emeut 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. Gemill dem
vorherigen Protokoll wurden erneut die 16slichen von den unldslichen Bestandteilen, mit Hilfe von
Ultraschall und Zentrifugation, getrennt und diese anschlieBend iiber SDS-Gelelektrophorese
untersucht. Wahrend das MBP in der Leervektorprobe in hohem Mafe 16slich exprimiert wurde, liefl
sich jedoch keine vergleichbare Expression eines lslichen Fusionsproteins erkennen (Abbildung 19).
Das Maltosebindeprotein war demnach nicht in der Lage die 16sliche Expression von RSL F-895 in

E. coli zu vermitteln.

Unloslich Loslich
kDa M Lv RSL Lv RSL
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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 I6sliche als
auch die unlgsliche Fraktion, nach Lyse der Zellen mit Hilfe von Ultraschall. M = Roti-Mark 10-150, LV =
Leervektorkontrolle, RSL = MalE RSL F-895. Die Bande fir MBP bei ~42 kDa wurde mit einem grauen Pfeil und
die erwartete Bande flir das Fusionsprotein bei ~100 kDa mit einem schwarzen Pfeil markiert.

In der unléslichen Fraktion ist jedoch eine schwache Bande des moglichen 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 konnte, dieses aber in seiner
Gesamtheit unldslich war. Es besteht ebenfalls die Moglichkeit, dass das MBP zwar korrekt gefaltet

1221 Dies muss nicht zwangsliufig zur Unléslichkeit des gesamten

war, der Fusionspartner aber nicht.!
Fusionsproteins fithren. Die Kombination von korrekt gefaltetem MBP und unkorrekt gefaltetem
Fusionspartner flihrte bei Sachdev ef al. zu einem insgesamt l0slichen Komplex, in dem der

'21 Es bestand demnach die Moglichkeit, dass nur ein

Fusionspartner allerdings keine Aktivitit aufwies.|
bestimmter Anteil des Fusionsproteins unldslich vorlag und zusitzlich eine geringe Konzentration
16sliches Fusionsprotein vorhanden war. Daher wurde erneut ein Aktivitétstest mit den 16slichen Proben

durchgefiihrt. Es konnte jedoch erneut keine Laccase-Aktivitét detektiert werden. Die Fusionsproteine
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lagen demnach entweder vollstidndig unldslich und inaktiv vor, oder es gab einen Anteil fusionierter und

16slicher Laccase, der aber trotzdem keine Aktivitét 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 grofle Vorteil eines
eukaryotischen Expressionssystems liegt in der Fahigkeit das Zielprotein post-translational modifizieren
zu konnen. Da RSL F-895 in seiner urspriinglichen Form stark glykosyliert vorliegt, kann dies ein Grund
dafiir sein, dass sie sich nicht 16slich in E. coli exprimieren lieB. Die Glykosylierung ist oftmals wichtig
fiir die Loslichkeit dieser Proteine, als auch haufig mitverantwortlich fiir deren adhésive Eigenschaften.

Beide Aspekte konnen fiir sekretierte, ligninolytische Laccasen von groBer Bedeutung sein.!*"!

Als neuer Hostorganismus wurde Saccharomyces cerevisiae ausgewihlt, da fiir diesen Organismus
bereits ein Expressionsstamm und entsprechende ,,Shuttle*“-Plasmide, die als Vektor zwischen E. coli
und S. cerevisiae fungieren konnen, vorlagen. Als Stamm diente S. cerevisiae BY4741 (Y00000). Dieser
ist prototroph fiir den ,,Mating Factor o (MFa) und weist vier Auxotrophien fiir die Aminosiuren

31 K omplementiert wird das System

Histidin, Leucin, Methionin und fiir die Nukleinbase Uracil auf.!
von einem Plasmid, welches das Ura3-Gen enthilt, wodurch die Hefe nach Aufnahme des Plasmides in
der Lage ist Uracil zu produzieren. Das entsprechende Medium wird mit den notwendigen Aminoséuren
(His, Leu, Met) supplementiert, enthélt aber fiir die Suche nach erfolgreich transformierten S. cerevisiae
Klonen kein Uracil. Erfolgreich transformierte Klone konnen somit auf Agarplatten unter Abwesenheit
von Uracil identifiziert werden, da nur diese in der Lage sind zu wachsen. Das MFa-Gen wiederum
erlaubt die Sekretion von Proteinen in das Medium, im Anschluss an ihre Expression. Dafiir wird das
Gen des Zielproteins auf dem Plasmid (z.B. Rs/ F-895) mit der Gensequenz fiir das Prapro-Segment des
a-Faktor Paarungspheromon der Hefen (MFa) fusioniert. Auf diese Weise wird ein Fusionsprotein aus
dem Zielprotein und der Prépro-Sequenz erhalten, welches durch die Hefe iiber membransténdige
Transporter sekretiert werden kann. In diesem Prozess wird die Pripro-Sequenz wiederum von der
Dipeptidyl Aminopeptidase A abgespalten.!'** 1**| Die Sekretion von Proteinen in das Medium kann
dabei einen grofen Vorteil gegeniiber der Expression in den Zellen darstellen. Sie vereinfacht im
Anschluss an die Fermentation die weitere Prozessierung, da sich im Kulturiiberstand wenig Proteine
befinden. Dadurch wird die Aufreinigung des Zielproteins erheblich erleichtert.'** Weiterhin erlaubt
die Sekretion eine kontinuierliche Fermentation, da durch Austausch des Mediums das Protein erhalten

(1351 Da noch keinerlei Informationen iiber die

werden kann ohne die Zellen zerstéren zu miissen.
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 auszuschlieBen, dass die Prépro-Sequenz einen Einfluss auf

die Faltung und Aktivitit des Enzyms hat.
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Um diesen Plan zu realisieren wurde der Vektor pIE3_RFP (,,ved fluorescent protein®) genutzt, welcher
auf der Basis des Vektors pIE3_YFP (,yellow fluorescent protein) basiert.'** 1*" Der Vektor enthilt
sowohl das Ura3-Gen, als auch die Gensequenz fiir das Prapro-Segment (MFa), fiir die Sekretion iiber
den ,,Mating Factor o‘-Apparat. Das Gen steht wiederum unter der Kontrolle des starken Gall-
Promotors.!"** Fiir die zwei unterschiedlichen Klonierungen wurde das Gen fiir RSL F-895 mit Hilfe
einer Polymerasekettenreaktion (,,polymerase chain reaction” = PCR) aus dem pColA-Vektor
amplifiziert und gleichzeitig mit einer Xhol-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 fiir RSL F-895 mit Sekretionssignal (MFa RSL F-895). Fiir 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).

N\FO /?Sy S

W‘%‘
plE3 MFa RSL
F-895

) Xhol WFd
Restriktion Ligation

plE3 MFa RFP

Restriktion
Notl Xhol
’?v/,q& tx’ Rsl F-895 ‘X’
©s PCR — I —

pColA RSL  —

—
cX: Rsl F-895 <¥o
Sacll Xhol

Restriktion

/%\/A‘
By
Restriktion Ligation

plE3 MFa RFP plE3 RSL

F-895

Abbildung 20: Klonierungsstrategie fiir die Generierung der zwei Plasmide fir 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 iliberpriift und die
jeweiligen DNA-Fragmente aufgereinigt. Diese wurden anschlieend aus dem Gel eluiert und die
entstandenen Enden iiber einen Ligationsschritt miteinander verbunden. Durch dieses Vorgehen wurden
beide Vektoren erhalten und die korrekte Sequenz des betreffenden Genabschnitt {iber 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 bestétigt.

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

Nach der Zellernte durch Zentrifugation wurde der Kulturiiberstand abdekantiert und das Zellpellet mit
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Ultraschall aufgeschlossen. Sowohl das erhaltene Zelllysat als auch der Kulturiiberstand wurden auf
Laccaseaktivitdt untersucht. Parallel wurden Proben fiir die Untersuchung mittels SDS-
Gelelektophorese vorbereitet. Im Falle einer erfolgreichen Expression wiirde Laccaseaktivitdt im
Zelllysat des Konstruktes ohne Sekretionssequenz erwartet, wohingegen die Laccaseaktivitdt des
Konstruktes mit Sekretionssignal zum iiberwiegenden Teil im Kulturiiberstand erwartet wiirde. Es
konnte jedoch weder im Zelllysat, noch im Kulturiiberstand beider Varianten Laccaseaktivitdt detektiert
werden. Weiterhin war keine Proteinbande auf dem SDS-Gel erkennbar, welche nicht ebenfalls in der
Negativkontrolle vorhanden war (siche Anhang, Abbildung 126). Die initiale Expression in S. cerevisiae

war demzufolge nicht erfolgreich.

Ein mdglicher 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 Gall-Promotors {iber
zwei unterschiedliche Systeme unterdriickt. Solange Glukose im Medium existiert werden diese Gene
nicht abgelesen und eine Expression findet nicht statt.!"*® 1**1 Wird die restliche Glukose verbraucht
bendtigt das System trotzdem mehrere Stunden bis die Gene unter der Kontrolle des Ga/l-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. Zusétzlich 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."** "1} Weder die Verringerung der Glukose-Konzentration in der Vorkultur, noch die Zugabe
von Kupfer fiihrten jedoch zur Detektion von Laccaseaktivitit oder zu einer sichtbaren Proteinbande auf
dem SDS-Gel, welche nicht in den Negativkontrollen ersichtlich war (siche 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 abhédngen kann und niedrigere
Temperaturen diese begiinstigen konnen.!'”) Um ein ausreichendes Wachstum der Hefe zu
gewihrleisten wurde die Expressionszeit auf 44 Stunden erhoht. Im Anschluss wurde der
Kulturiiberstand erneut auf Laccaseaktivitdt untersucht. Dieses Mal konnte eine geringe Laccaseaktivitit
im Kulturiiberstand der Variante detektiert werden, welche das Sekretionssignal enthielt (Abbildung

21).
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Abbildung 21: Laccaseaktivitdt gegeniiber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C, im Kulturiiberstand der
heterologen Expression von RSL und MFa RSL aus R. solani F-895 in S. cerevisiae, nach 44 Stunden Kultivierung
in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPca-Medium. Gemessen wurde die Aktivitat 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.[?8
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 erwartungsgemal keine Laccaseaktivitit im Kulturiiberstand detektiert werden. Um zu
testen ob auch eine aktive Form von RSL F-895 und MFa RSL F-895 innerhalb der Zellen von
S. cerevisiae vorliegt, wurden diese erneut mit Ultraschall aufgeschlossen und die Zelllysate auf
Laccaseaktivitit {iberpriift. Uberraschenderweise wurde jedoch in keinem Zelllysat Laccaseaktivitit
festgestellt (Ergebnisse nicht gezeigt). Auch das Zelllysat von MFa RSL F-895 wies keine Aktivitit auf,
obwohl sich Laccaseaktivitit im Kulturiiberstand befand. Diese Beobachtungen konnen
unterschiedliche Griinde haben. Es kann sein, dass eine vorgeschaltete Sequenz fiir die korrekte Faltung
des Enzyms notwendig ist, da auch die natiirliche Laccase eine Sekretionssequenz Dbesitzt.
Moglicherweise liegt die Laccase erst durch die extrazelluldre Sekretion in aktiver Form vor und
aggregiert intrazellulir, analog zu Prozessen in E. coli, in ,,inclusion bodies“.'*} Probleme bei der
korrekten Faltung des Enzyms sind dabei eines der Hauptengpésse in der heterologen Expression von
Proteinen in Hefe.["* Erst die Anwesenheit einer Sekretionsequenz kann manchmal zu einer korrekten
Translokation des Enzyms vom Endoplasmatischen Retikulum (ER), zum Golgi-Apparat und der
Plasmamembran fiihren. 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. Zusétzlich
wird die Transkription und Translokation des betreffenden Proteins inhibiert.!'*¥! Es ist auBerdem
moglich, dass die korrekte Glykosylierung fiir die Aktivitit des Proteins essenziell ist.'*! Weiterhin
haben Smith et al. bei der heterologen Expression von Prochymosin aus dem Kalb, in S. cerevisiae,
festgestellt, dass der GroBteil des intrazelluldr vorkommenden Fusionsproteins nicht vollstindig

glykosyliert vorlag, sondern nur die im Endoplasmatischen Retikulum angehéngten basalen
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Oligosaccharide vorhanden waren.['*) Sie kamen zu dem Schluss, dass jene Proteine, welche im Golgi-
Apparat vollstindig glykosyliert wurden, rapide aus der Zelle transportiert worden und deshalb nicht
aufzufinden waren. Anhand der Ergebnisse ist zu vermuten, dass eine solche vollstdndige
Glykosylierung fiir die Loslichkeit und Aktivitdt der Laccase aus R. solani F-895 ebenfalls essenziell
ist. Dies wére eine Erklarung fiir die beobachtete Laccaseaktivitit im Kulturiiberstand bei gleichzeitiger
Abwesenheit von Laccaseaktivitdt im Zelllysat. Es ist jedoch auch mdglich, dass ein anderer der vielen
moglichen Engpisse ein Problem fiir die heterologe Expression von RSL F-895 in S. cerevisiae darstellt

(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der moglichen Engpasse bei der heterologen Expression sekretierter
Proteine in S. cerevisiae in Anlehnung an Idiris et al.l'34]

Zusitzlich zu den Aktivititstests wurden erneut Proben des Lysats und des Kulturiiberstandes mittels
SDS-Gelelektrophorese untersucht. Um die geringe Konzentration an Proteinen im Kulturiiberstand zu
erhéhen, wurde dieser mit Hilfe einer Filtermembran, mit einer Ausschlussgrofie von 30 kDa,
aufkonzentriert. Auf diese Weise konnten auch geringe Mengen der sekretierten Laccase auf dem
SDS-Gel sichtbar werden. Beim Vergleich der Gelbanden konnte jedoch keine Proteinbande im
Kulturiiberstand von MFa 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 MFa
RSL F-895 in S. cerevisiae. Die Proben wurden im Anschluss an eine 44 stiindige Kultivierung bei 20 °C, nach der
Zellernte mittels Zentrifugation, entnommen. Der Kulturiiberstand 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 ODsoo von 100
eingestellt. M= Roti-Mark 10-150, LV = Leervektorkontrolle, RSL = RSL F-895, MFa = MFa 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 Laccaseaktivitdt im Kulturiiberstand von
S. cerevisiae  MFa RSL F-895 detektieren lieB, erfolgte im néichsten Schritt eine néhere
Charakterisierung des verantwortlichen Enzyms. Dafiir wurde die Aktivitdt in Abhédngigkeit vom pH
ermittelt, um zu Uberpriifen ob das Aktivitidtsprofil vergleichbar mit jenem der Laccase aus dem
Ursprungsorganismus ist.?®! Dafiir wurde die Expression unter gleichen Bedingungen wiederholt und
Proben des Kulturiiberstandes anschlieBend bei unterschiedlichem pH, in Britton-Robinson Puffer, auf
Laccaseaktivitit gegeniiber ABTS (8) und 2,6-DMP (9) untersucht. Die Wiederholung des Experiments
zeigte, dass sich das Aktivitdtsprofil rekonstruieren lie3 (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Laccaseaktivitdt gegenliiber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C, im Kulturiberstand der
heterologen Expression von RSL und MFa RSL aus R. solani F-895 in S. cerevisiae, nach 44 Stunden Kultivierung
in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPca-Medium. LV = Leervektorkontrolle. Alle Proben
wurden drei Mal in Britton-Robinson Puffer pH 3-9 gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive
Standardabweichung abgebildet.

Die Laccaseaktivitdt im Kulturiiberstand zeigte ein Optimum gegeniiber ABTS (8) im Bereich pH 3-5
und gegeniiber dem phenolischen Substrat 2,6-DMP (9) im neutralen bis alkalischen Bereich von pH 6
bis 8. Erneut konnte keine Laccaseaktivitdt in den Kulturiiberstinden der Leervektorprobe, oder der
Laccase ohne Sekretionssequenz detektiert werden. Auffallig ist dagegen, dass die Aktivitdt in diesem
Versuch deutlich geringer war als im vorherigen Versuch (Abbildung 21). Dies ist teilweise darauf
zuriickzufiihren, 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 hdhere optische
Dichte der vorangegangenen Kultivierung auf eine erhdhte Konzentration an Galaktose im Medium
zuriickzufiihren war (4 % statt 2 % w/v). Da Galaktose gleichzeitig als Kohlenstoffquelle und Induktor
fiir die Expression der Laccase dient, kann die geringere Konzentration sowohl zum verringerten
Wachstum als auch zur verringerten Produktion der Laccase gefiihrt haben. Diese beiden Effekte wurden
kiirzlich von limura et al. bei der heterologen Expression einer Laccase aus Trametes versicolor in
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S. cerevisiae beschrieben.!'*”) Gem#B dem ersten Experiment und den Erkenntnissen von limura et al.

wurde die Galaktosekonzentration in zukiinftigen Expressionen stets auf 4 % (w/v) eingestellt.['*

Die Anpassung der Galaktosekonzentration fiihrte zu einem erneuten Anstieg der optischen Dichte bei
600 nm auf ca. 100, nach 44 Stunden Inkubation der Kulturen. Zusitzlich gab es auch wieder einen
Anstieg der Aktivititen auf bis zu 15 U/L gegeniiber ABTS (8), in Britton-Robinson Puffer bei pH 4
und 25 °C und bis zu 6 U/L gegeniiber 2,6-DMP (9), in Britton-Robinson Puffer bei pH 7 und 25 °C
(Abbildung 25). Das Aktivitatsprofil war dabei identisch zu den vorherigen Versuchen und entspricht

der Beschreibung von Kolomytseva et al.®® Da in den Proben ohne Laccase keine Aktivitit zu

41



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

verzeichnen war, ist davon auszugehen, dass die Aktivitit auf der erfolgreichen heterologen Expression

der RSL F-895 in S. cerevisiae beruht.

Um die Laccase ndher zu charakterisieren wurde zusétzlich die pH-Stabilitdt der Laccase und die
Aktivitdt in Abhéngigkeit von der Temperatur untersucht. Dazu wurden Proben des Kulturiiberstandes
von S. cerevisiae MFo RSL F-895 bis zu 120 Minuten in Britton-Robinson Puffer mit einem pH von
3-9 inkubiert und in definierten Zeitabstinden Aktivitdtsmessungen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass
die Laccase iiber den Zeitraum von 120 Minuten in pH 4-5 stabil geblieben ist, wihrend sich die

Aktivitét bei pH 3 innerhalb von 30 min halbierte und nach 60 min verschwand.
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Abbildung 25: Verlauf der Laccaseaktivitat gegenuber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C, nach Inkubation in
Britton-Robinson-Puffer bei pH 3-9. Als Probe diente der Kulturiiberstand der heterologen Expression von MFa
RSL in S. cerevisiae, nach 44 Stunden Kultivierung in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in
YPca-Medium. Alle Proben wurden drei Mal gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive
Standardabweichung abgebildet.

Die Aktivitit gegeniiber 2,6-DMP (9) im neutralen bis alkalischen Bereich nahm dagegen initial zu
(Abbildung 25). Dies ist eventuell auf eine Triibung der Proben zuriickzufiihren, welche im Rahmen
langerer Inkubationszeiten im alkalischen pH-Bereich zu beobachten war. Dies fiihrte auch zu einer
erhdhten Schwankung der Messwerte in diesem Bereich. Vermutlich denaturieren die Enzyme im

Kulturiiberstand bei lingerer Inkubation im alkalischen Milieu und verfilschen damit die Messwerte.['*”)

Fiir die Untersuchung der Laccaseaktivitit in Abhéngigkeit von der Reaktionstemperatur wurden die
Aktivitdtsmessung gegeniiber ABTS (8) bei pH 4 néher betrachtet, da dies in allen vorangegangenen
Experimenten der Bereich der hochsten Laccaseaktivitit war. Es zeigte sich, dass die Aktivitit im

Kulturiiberstand 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.
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Abbildung 26: Laccaseaktivitat gegenliiber ABTS (8) bei 25 °C bis 65 °C in Britton-Robinson-Puffer, bei pH 4. Als
Probe diente der Kulturiiberstand der heterologen Expression von MFa RSL in S. cerevisiae, nach 44 Stunden
Kultivierung in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPca-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 Gesamtaktivitdit im Kulturiiberstand 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 limura et al.

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

(1] Bylter et al. konnten eine initial schwache Expression der Myceliophthora thermophila

erreichen.
Laccase von 0,6 U/L mit Hilfe von ,,directed evolution* um das etwa 170-fache steigern.[148] Bleve et al.
erreichten eine maximale Aktivitit von 77 U/L bei der heterologen Expression der Laccase aus
Pleurotus eryngii.'* Oftmals mussten fiir diese gemessenen Aktivititen jedoch entweder das Enzym,
oder die Kultivierungsbedingungen optimiert werden. Um im Fall der heterologen Expression von RSL
F-895 die Aktivitit im Kulturiiberstand zu erh6hen wurde daher versucht die Sekretion der Laccase zu
optimieren, da nur Aktivitit im Kulturiiberstand detektiert werden konnte, nicht aber im Zelllysat. Eine

Erhohung der Sekretionseffizienz kénnte demnach zu einem Anstieg aktiver Laccase im Uberstand

fithren.

Das MFa-Préipro-Peptid besteht aus zwei Regionen, dem Pra-Peptid, welches aus 19 Aminosiuren und
dem Pro-Peptid, welches aus 67 Aminosduren besteht. Die Prozessierung des MFa-Signals geschieht in

drei Schritten. Zuerst wird das Pra-Peptid von einer Signalpeptidase im Endoplasmatischen Retikulum
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abgespalten. Im Golgi-Apparat wird anschlieBend die Pro-Peptidsequenz zwischen einem terminalen
Arginin und Lysin abgespalten. Zum Schluss entfernt das Stel3-Protein die Glu-Ala-

1500 Von der Pria-Sequenz wird vermutet, dass

Wiederholungssequenz am Ende des Sekretionspeptides..
sie die Translokation in das ER vermittelt, wiahrend das Pro-Peptid eventuell die Translation verlangsamt
und so die korrekte Faltung des darauffolgenden Enzyms vereinfacht und als Chaperonin fiir das zu
sekretierende Protein wirkt.!"”" '*2 In beiden Fillen ist die Glykosylierung der Arginine der Pripro-
Sequenz von zentraler Bedeutung, da sowohl die N-, als auch die C-terminalen Aminosduren der
Sequenz fiir den Sekretionsapparat zugénglich sein miissen. In dem bis zu diesem Zeitpunkt genutzten
Konstrukt fehlten jedoch die in den Ursprungsorganismen {iblichen C-terminalen Glu-Ala-
Wiederholungssequenzen am Ende der MFa-Sekretionssequenz. Stattdessen besall das verwendete
Konstrukt nur eine RAAD-Linkersequenz. Bitter ef al. beobachteten, dass sekretierte Fusionsproteine
vermehrt noch Glu-Ala-Wiederholungssequenzen am aminoterminalen Ende des prozessierten Proteins
besallen und vermuteten daher, dass die Stel3-Protease einen limitierenden Faktor in der Sekretion des
Fusionsprotein darstellt."* 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 Aminosduren Arginin und Lysin des Sekretionspeptides, besitzt (MFo RSL F-895 Linker)
(Abbildung 27).
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Abbildung 27: Struktur und Anordnung des Prapro-Peptids des a-Pheromonfaktors aus Hefe, in Anlehnung an
Lin-Cereghino et al. Relevante Aminosauren fir die finale Abspaltung der Prapro-Sequenz wurden hervorgehoben.
Bekannte a-helikale Strukturen des Signalpeptids wurden in Form von Walzen eingezeichnet. KR: Lysin, Arginin;
EAEA: Glu-Ala-Wiederholungssequenz.[150. 1531,

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 Aktivitit des Kulturiiberstandes der drei Proben zeigte dasselbe Aktivitdtsprofil wie
bereits zuvor. Die abgednderte Linkersequenz hatte dementsprechend keinen Einfluss auf die
pH-abhéngige Aktivitit der Laccase (Abbildung 28). Das Aktivitdtsniveau flir das urspriingliche
Konstrukt war dieses mal etwas hoher als bei den zuvor untersuchten Expressionen, mit einem Optimum
von ca. 20 U/L bei pH 4 gegeniiber ABTS (8) und ca. 6 U/L bei pH 7 gegeniiber 2,6-DMP (9). Die
Aktivitit im Kulturiiberstand 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 Aktivitdt konnte auf die
ebenfalls geringere optische Dichte nach 44 h zuriickzufiihren sein (Abbildung 28). So wies die Kultur
mit der urspriinglichen Variante des Fusionsenzyms eine ODggo von 100 auf, wihrend die Kultur mit

der neuen Linker-Variante nur eine ODgoo von 83 aufwies. Zu diesem Zeitpunkt kann noch keine
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Aussage dariiber getroffen werden, ob die Sekretion mit der neuen Linkersequenz verbessert worden ist,
da keine Moglichkeit besteht das Protein aufzureinigen und damit unabhéngig vom Wachstum der Hefen
zu quantifizieren. Zusitzlich waren die Aktivititsunterschiede zu gering, um ohne vorherige

Aufreinigung des Enzyms, der neuen Linkersequenz einen signifikanten Einfluss beizumessen.
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Abbildung 28: Laccaseaktivitdt gegentuber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C, im Kulturiiberstand der
heterologen Expression von MFa RSL F-895 und MFa RSL F-895 Linker in S. cerevisiae, nach 44 Stunden
Kultivierung in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPca-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 Aktivitdt bestimmen zu konnen sollte im
néchsten Schritt ein Affinititstag an das Enzym angebracht werden. Bedingt durch die geringen Mengen
Laccase im Kulturiiberstand, wurde sich fiir einen Strep-Tag entschieden, da dieser eine vergleichsweise
hohe Spezifizitit aufweist. Dadurch ist eine Isolation des Zielproteins, trotz geringer Konzentration, in
hoher Reinheit moglich.!'**! Der Strep-Tag ist ein acht Aminosiuren langes Peptid (Trp-Ser-His-Pro-

155, 156] Eg kann an

GIn-Phe-Glu-Lys), welches eine intrinsische Affinitit zu Streptavidin aufweist.!
rekombinante Enzyme fusioniert werden, um deren Isolation aus einem komplexen Gemisch aus
Proteinen zu ermdglichen. Dazu wird eine optimierte Variante des Streptavidin (Strep-Tactin) an einer
Matrix immobilisiert, iiber 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 Siule
verdrangt werden, um das reine Zielprotein zu erhalten (Abbildung 29). Ein weiterer gro3er 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 gegeniiber zelluldren Proteasen

ist.!1%7]
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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.l'571 1-2. Eine Proteinlésung, welche das rekombinante
Protein mit Strep-Tag enthalt, wird auf die Sdule mit immobilisiertem Strep-Tactin gegeben. 3. Hostproteine werden
von der S&ule gewaschen. 4. Das Fusionsprotein wird von Desthiobiotin kompetitiv verdrangt wodurch das
aufgereinigte Protein von der Saule eluiert. 5. Desthiobiotinelution wird durch Zugabe einer
2'-(4-Hydroxyphenylazo)-benzoesaure (HABA) haltigen L6ésung beschleunigt, was einen roten Farbumschlag der
Saule zur Folge hat. 6. HABA wird durch mehrmaliges Waschen mit Puffer entfernt wodurch die Saule 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 riickgingig gemacht werden. Im Anschluss an die erfolgreiche Erzeugung
des neuen Konstruktes (MFa RSL F-895 LinkStrep) und der Verifizierung mittels Sequenzierung,
wurde S. cerevisiae erneut transformiert. Die Expression der Laccase wurde anschlieBend unter den
bereits zuvor getesteten Bedingungen durchgefiihrt. Die Laccaseaktivitdt des Kulturiiberstandes wurde
in Britton-Robinson Puffer pH 3-9 untersucht, um sicherzustellen, dass der Affinititstag keinen

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

Das Aktivitatsprofil von MFo RSL F-895 LinkStrep wurde in Anbetracht der Daten nicht von der
Anwesenheit des C-terminalen Strep-Tags beeinflusst. Erneut wurden Aktivitdten von ca. 15 U/L
gegeniiber ABTS (8) bei 25 °C in Britton-Robinson Puffer bei pH 4 und ca. 5 U/L gegeniiber 2,6-DMP
(9) bei pH 7 detektiert (Abbildung 30). Im Anschluss an die Aktivitétstests wurde versucht die Laccase
mit Hilfe des Strep-Tactin Systems aus dem Kulturiiberstand zu isolieren. Dafiir wurde es vorab mit
einer Avidin enthaltenden Blockerlosung behandelt, da die Kulturiiberstinde von Hefekulturen
natiirlicherweise Biotin enthalten kdnnen. Avidin bindet Biotin mit hoher Affinitit und entfernt es so

[158] Die Anwesenheit von Biotin wiirde dazu fithren, dass dieses irreversibel an das

aus dem System.
Strep-Tactin bindet und die Bindung des Fusionsproteins verhindern wiirde. Im Anschluss an die
Behandlung mit der Blockerlosung wurde der Kulturiiberstand iiber eine Strep-Tactin Séule gegeben
und nach Herstellerangaben gewaschen. Das Zielprotein wurde eluiert und die Séule anschlieend
regeneriert. Nach jedem Behandlungsschritt wurde eine Probe entnommen, um zu kontrollieren, in
welcher der Fraktionen Laccaseaktivitit vorhanden ist. Es zeigte sich, dass bereits die Behandlung mit
der Avidin-Blockerlosung zu einem vollstdndigen Verlust der Laccaseaktivitit gegeniiber ABTS (8) in
Britton-Robinson Puffer bei pH 4 fiihrte (Abbildung 31). Dies kann eventuell daran gelegen haben, dass
dieser Schritt bei pH 8 durchgefiihrt werden musste, da nur in leicht alkalischem Milieu eine
vollstdndige Bindung des Biotins an Avidin stattfindet. Mdglicherweise war deshalb der pH-Wert in der
Aktivitdtsmessung nicht pH 4, sondern héher, weshalb keine Aktivitdt gegeniiber ABTS (8) festgestellt
werden konnte. Dies ist deshalb wahrscheinlich, da parallel Aktivitdt derselben Probe gegeniiber 2,6-

DMP (9) bei pH 7 detektiert werden konnte, obwohl auch in diesem Fall die Behandlung mit der
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Blockerlosung zu einer verringerten Aktivitét fithrte (Abbildung 31). Die Untersuchung der folgenden
Fraktionen zeigte jedoch, dass das Fusionsprotein vermutlich nicht an die Strep-Tactin Séule gebunden
hat, da sich die gesamte Laccaseaktivitdt die gegeniiber 2,6-DMP (9) detektiert werden konnte, im
Durchfluss wiederfinden lieB. Dementsprechend wurde in keine der folgenden Fraktionen
Laccaseaktivitit detektiert. Es ist davon auszugehen, dass die Aufreinigung der Laccase mittels Strep-
Tactin System initial nicht erfolgreich gewesen ist. Dieses Ergebnis wurde zusétzlich durch eine
Untersuchung mittels SDS-Gelelektrophorese und anschlieBendem Western-Blot bestitigt, auf denen

keine Bande fiir das Fusionsprotein zu finden war (Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abbildung 31: Laccaseaktivitat gegenliber ABTS (8) und 2,6-DMP (9), bei 25 °C im Verlauf der Aufreinigung von
MFa RSL F-895 LinkStrep aus dem Kulturiiberstand der heterologen Expression in S. cerevisiae, nach 44 Stunden
Kultivierung der Hefe in Erlenmeyerkolben mit Schikane, bei 20 °C und 130 rpm, in YPga-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 = Kulturiiberstand, KU+AV
= Kulturiberstand nach Behandlung mit Avidin-Blockerlésung, DF = Durchfluss, W = Waschfraktion, E 1-3 =
Elutionsfraktionen 1-3.

Das Fehlschlagen der Aufreinigung mittels Strep-Tactin System kann unterschiedliche Griinde haben.
So ist es moglich, dass der Strep-Tag intramolekular mit der Laccase interagiert, wodurch das Peptid

159

nicht fiir eine Interaktion mit Strep-Tactin zur Verfiigung steht.!'””) AuBerdem ist es mdglich, dass die

s.[1% Dijes konnte eine

Laccase nicht nur am N-Terminus prozessiert wird, sondern auch am C-Terminu
Abspaltung des Strep-Tags zur Folge haben, wodurch die Laccase nicht mehr an die Séule binden kann.
Diese C-Terminalen Anhinge wurden jedoch in Laccasen aus Ascomyceten statt Basidiomyceten
beobachtet und diese Laccasen besaBlen ein konserviertes Peptid aus Asp-Ser-Gly-Leu/Val/lle 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 Abhéngigkeit von
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der optischen Dichte der Kulturen Aktivitdten von 12-20 U/L gegeniiber ABTS (8) im Kulturiiberstand,
nach 48 h Kultivierung erreicht werden (Abbildung 28, Abbildung 30, Abbildung 31). Damit ist die
Aktivitdt im Kulturliberstand in der heterologen Expression deutlich geringer als jene, welche im
Kulturiiberstand des Ursprungsorganismus ermittelt wurde.'* Diese betrug 218 U/mL gegeniiber ABTS
(8) nach drei Tagen Anzucht in einem Medium aus sieben unterschiedlichen Grisern.”® Das
Aktivitdtsmaximum gegeniiber dem phenolischen Substrat 2,6-DMP (9) lag in allen Untersuchungen
bei pH 7-8 und spiegelt damit ebenfalls das Ergebnis der Aktivititsuntersuchung im Uberstand des
Ursprungsorganismus wieder. Dieses wurde bei einem pH von 7.3 ermittelt.!”® Die Aktivitit des
Ursprungsorganismus konnte zwar nicht erreicht werden, es stehen nun aber zahlreiche
molekularbiologische Werkzeuge zur Verfiigung um die Ausbeute an Laccase in S. cerevisiae noch zu

erhohen.

Eine Gesamtiibersicht iiber den Prozess von der Bereitstellung der aufgereinigten Proteinprobe aus dem
Ursprungsorganismus bis zur Optimierung der heterologen Expression in S. cerevisiae liefert Abbildung
32.

Untersuchung des Glykosylierungsgrades &
MALDI-Analyse

Expressionsversuche von RSL AG-3 Rhs1AP in E. coli

Expressionsversuche von RSL F-895 in S. cerevisae

Expressionsoptimierung & Charakterisierung von RSL F-895

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 Laccaseaktivitit im
alkalischen Milieu und der dazugehdrige Hostorganismus zur Verfligung gestellt wurde, gelang es
sowohl den Organismus in unterschiedlichen Medien zu kultivieren als auch das Protein ndher 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.° Der initiale Versuch diese putative Laccase heterolog in E. coli

zu exprimieren schlug jedoch fehl.

An dieser Stelle war jedoch nicht auszuschlieBen, 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 zusétzlich noch keinerlei genetische Information liber den Wirtsorganismus vorlag,
wurde beschlossen das gesamte Genom zu entschliisseln, da die Genome und Transkriptome von
R. solani-Stimmen grofle Unterschiede voneinander aufweisen konnen.*) Die somit neu gewonnen
Daten wiren nicht redundant und beséflen auch auBlerhalb des Projektes eine hohe Relevanz fiir
zukiinftige biotechnologische Untersuchungen. Das Genom von R. solani F-895 wurde erfolgreich
isoliert und sequenziert, worauthin weitere MALDI-Peptide aus der urspriinglichen 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 vollstdndige Gen noch nicht mit
absoluter Sicherheit zugeordnet werden konnte. Zusétzlich fehlten Informationen iiber den N-Terminus
des Gens, der noch nicht aufgeklart werden konnte. Aus diesem Grund wurde zusétzlich auch das
Transkriptom des Organismus untersucht. Dieses konnte in Folgeexperimenten ebenfalls isoliert und
sequenziert werden. Die Sequenzdaten bestitigten 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
Laccaseaktivititen in Kulturiiberstinden 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. co/i-Stimme
16sliches und funktionales Protein nachgewiesen werden. In einem weiteren Versuch wurde das Protein
mit einem Ldslichkeitsvermittler, dem Maltosebindeprotein aus E. coli, fusioniert. Dieses Protein ist
haufig in der Lage eine losliche Expression, von zuvor unldslich exprimierten Proteinen, zu

123,129

ermdglichen.! I 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

¢ Die Deglykosylierung, SDS-Gelelektrophorese und MALDI-TOF Analyse wurden von Jamila Rosengarten (FZ
Jiilich, IBOC), Jennifer Aschenbrenner und Tino Polen (FZ Jiilich, IBG-1) durchgefiihrt.
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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 fiir die Variante mit Sekretionssignal konnte Laccaseaktivitdt im
Uberstand detektiert werden. Diese war zwar sehr gering, zeigte jedoch die gleiche pH-Abhingigkeit
wie die Aktivitit im Uberstand des Ursprungsorganismus.® Es konnte keine Aktivitit fiir die Variante
ohne Sekretionssignal im Uberstand festgestellt werden und keine Aktivitit in den jeweiligen

Zelllysaten beider Varianten.

Um die scheinbar obligatorische Sekretion zu verbessern wurde versucht die Linkersequenz zwischen
Sekretionssignal und Protein zu optimieren. Dies fiihrte jedoch nicht wie gewiinscht zu erhdhter
Laccaseaktivitidt im Uberstand. Um das Protein dennoch zu charakterisieren, wurde es zusitzlich mit
einem C-terminalen Strep-Tag versehen, damit die Moglichkeit 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
hochsten erhaltenen Aktivitdten in den Kulturiibersténden waren mit 20 U/L jedoch deutlich geringer
als jene im Kulturiiberstand des Ursprungsorganismus mit 218 U/mL. Es existiert nun zusétzlich eine
Plattform fiir molekularbiologische Arbeiten zur Verbesserung der Laccaseproduktion und Sekretion.
Die mogliche Anwendung des Proteins im Rahmen des urspriinglichen Projekts, zur Lignansynthese in
E. coli, ist dagegen aufgrund der fehlenden Exprimierbarkeit in E. coli vorerst nicht durchfiihrbar

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.¢

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 RhslAp 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.® 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.” 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 Jiilich, IBOC), Jennifer Aschenbrenner and Tino Polen (FZ Jiilich, IBG-1) performed
the deglycosylation and initial SDS-gelelectrophoresis and MALDI-TOF analysis.

¢ Tino Polen (FZ Jiilich, IBG-1) provided the genome sequencing and data analysis.

f The Usadel AG (FZ Jiilich, 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.!*! 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 fiir die
Laccaseaktivitdt verantwortlichem Enzym um die Laccase aus R. solani F-895 handelt. Obwohl in
keiner der anderen Proben Laccaseaktivitit nachgewiesen werden konnte und auch das Aktivititsprofil
iibereinstimmt, steht der absolute Beweis in Form einer MALDI-TOF Untersuchung noch aus. Dafiir
konnte der Kulturiiberstand, welcher ansonsten nur geringe Konzentrationen an Protein enthélt, nach
Aufkonzentration direkt mittels MALDI-TOF untersucht werden. Alternativ kdnnten weitere Versuche
unternommen werden die Laccase aus dem Kulturiiberstand zu isolieren. Unabhéngig davon fiir welche
der beiden Methoden sich entschieden wird, wire eine Deglykosylierung des Proteins fiir die
Untersuchung durch SDS-Gelelektrophorese zu empfehlen. Post-translational modifizierte Proteine

[161] Dabei konnte es sich

konnen ungleichmifig glykosyliert, in sogenannten Glykoformen vorliegen.
um einen der Griinde handeln, dass keine distinkte Proteinbande der Laccase im SDS-Gel erkennbar ist.
Die Laccase konnte in mehreren Glykoformen vorliegen und das Molekulargewicht wiirde sich folglich
tiber einen breiten Bereich erstrecken. Dies gilt besonders in Anbetracht moglicher Hyper-

Mannosylierung wie sie unter anderem in S. cerevisiae moglich ist.[44 145 162, 163]

Sollte sich fiir die Aufreinigung des Proteins entschieden werden, miisste verifiziert werden, ob die
vorhandene Strategie mittels Strep-Tags durchfiihrbar ist. Andererseits miisste eine alternative Methode
eingesetzt werden.[>* %) An dieser Stelle wiire eine weitere klassische Variante mit einem Polyhistidin-
Tag denkbar, welcher auch im spéteren Verlauf der Arbeit mit anderen Enzymen verwendet wurde.
Zusétzlich wire eine Aufreinigung mittels Anionenaustauschchromatografie denkbar, fiir den Fall, dass
die C-terminalen Affinitétstags generell nicht zugénglich sind oder zu einer verringerten Expression
oder Sekretion fiihren.!"®) Da fiir die Variante mit dem Strep-Tag vergleichbare Aktivitit im Uberstand
detektiert werden konnte ist letzteres vermutlich nicht der Grund fiir die fehlgeschlagene Aufreinigung.
Sofern die Mdglichkeit der Aufreinigung besteht sollte eine Quantifizierung der Menge sekretierter
Laccase und eine prézise Charakterisierung des Enzyms folgen. Besonders die kinetischen Parameter,
pH-Aktivitit, pH-Stabilitdt, Temperaturstabilitdt und das Redoxpotential wéren von grofler Bedeutung,
um das Potential der Laccase fiir biokatalytische Umsetzungen einschitzen zu kénnen.!'*) Weiterhin
konnte eine erfolgreiche Kristallisation des Enzyms Aufschluss dariiber geben, weshalb es auch bei
neutralem bis alkalischem pH aktiv ist und an welchen Stellen eine gezielte Optimierung des Enzyms
sinnvoll sein konnte.[ In Anbetracht der vermutlich sehr geringen Mengen an Laccase, welche sich im
Kulturiiberstand von S. cerevisiae befindet, wire fiir die biokatalytische Nutzung des Enzyms ein
Wechsel des Expressionshosts erforderlich. Da die Sekretion der Laccase ein entscheidender Faktor zu
sein scheint und S. cerevisiae bekanntermalien ein schlechter Sekretionshost ist, wire ein Wechsel auf
einen eukaryotischen Host mit erhohtem Sekretionspotential wie Pichia pastoris mdglicherweise

sinnvol].1163- 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 Laccaseaktivitit zu erhalten. In Anbetracht dieses Zusammenhangs ist ebenfalls
eine alternative Sekretion zur TAT-Sekretion im urspriinglich angedachten Expressionshost E. coli
denkbar. Das Cytoplasma von E. coli ist eine reduktive Umgebung mit vielen Proteasen. In dieser

169

Umgebung ist eine korrekte Faltung von heterologen Proteinen hiiufig nicht mdglich.!'®! Besonders die

Ausbildung von Disulfidbriicken ist unter diesen Bedingungen erheblich erschwert und kann zu einer

170

Fehlfaltung von heterolog exprimierten Proteinen fiihren.!'””! Eine Moglichkeit dieses Problem zu

umgehen ist die Fusion eines Sekretionssignals an das Zielprotein, welches zu einer Delokalisierung des

711 Eine solche

Enzyms aus dem Cytoplasma in das Periplasma oder den Kulturiiberstand fiihrt.!
Delokalisierung fiihrt oftmals zu korrekt gefalteten Proteinen mit erhohter Stabilitit.!'’ Dabei stehen
unterschiedliche Moglichkeiten zur Auswahl. Die Sekretion kann iiber den Typ I Sekretionsapparat
direkt in das Kulturmedium erfolgen, da dieser das gesamte Periplasma, von der inneren bis zur dufleren
Membran, iiberspannt. Allerdings ist dieser Apparat in Bezug auf die GréBe des Proteins beschrénkt, da
er nur globulire Proteine mit einer Linge von ca. 200 Aminosiuren exportieren kann.!'”* Die iibliche
Variante ist jedoch jene iiber den komplexerenTyp II Sekretionsapparat. Dieser exportiert Proteine nicht
in einem Schritt iber beide Membranen, sondern liber zwei separate Schritte. Dabei erfolgt die Sekretion

1741 Die Sekretion von rekombinanten

iiber die innere Membran mit Hilfe des Sec- oder Tat-Apparates.!
Proteinen iiber diesen Apparat ist gut beschrieben und es gibt einige Beispielsysteme, welche sich fiir
einen Test mit der RSL F-895 gut eignen wiirden. Bekannte Signalpeptide sind PelB, von der
PektatlyaseB aus Erwinia carotovora,l'™ OmpA vom ,,outer membrane protein A" und PhoA von

der alkalinen Phosphatase aus E. coli.l'’* 7]

Die Signalpeptide werden dabei jeweils bei der
Translokation iiber die innere Membran von einer Peptidase abgespalten, wodurch das native Protein
im Periplasma vorliegen wiirde. Dadurch wiirde nicht nur die Authentizitdt des N-Terminus garantiert,
sondern die Laccase befindet sich in einem weniger reduktiven Umfeld mit einer geringen Anzahl an
Fremdproteinen und weniger Proteasen.!'’!] Das Tat-System mit dessen Hilfe die Laccase aus R. solani
AG-3RhslAp (RSL) in E. coli exprimiert und sekretiert werden sollte exportiert ausschlielich gefaltete

Proteine.l'’®

I Dies konnte problematisch fiir 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 fiir die Zelle sein.!'”! Ein Grund fiir 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.’”) Ein letzter Ansatz zur funktionellen Expression der Laccasen aus R. solani
in E. coli konnte demnach eine Sekretion {iber den Sec-Apparat sein. Dieser exportiert das ungefaltete
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Protein bereits wihrend der Translation.['”®! Auf diesem Weg konnten die Laccasen erst im Periplasma

von E. coli den Faltungsprozess auBBerhalb des reduktiven Umfelds vollziehen.

Von diesen MaBinahmen unabhéngig ist eine Codonoptimierung der urspriinglichen Gensequenz fiir die
bessere heterologe Expression im prokaryotischen Host E. coli und den eukaryotischen Hosts

S. cerevisiae und Pichia pastoris ratsam.["** '®!] Gene aus Fremdorganismen wie R.. solani beinhalten
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haufig Codons, welche vom heterologen Host selten genutzt werden oder gar regulatorische Elemente,
welche die Expression limitieren.!'®!! Eine Optimierung der Sequenz konnte zu hdheren Ausbeuten an
sekretierter Laccase in S. cerevisiae fiihren, was die weitere Untersuchung der Laccase deutlich
vereinfachen konnte.!'®” Im Falle der heterologen Expression in E. coli wire dadurch moglicherweise
tiberhaupt 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 konnte demnach zu einem Transkriptionsstop gefiihrt haben. Die
Codonoptimierung flir E. coli konnte demnach zu einer erfolgreichen Translation des Gens fiihren. Es
ist jedoch zu beachten, dass dies nicht zu einer erfolgreichen Produktion eines loslichen Proteins fithren
muss, sondern zu einer Aggregation des Proteins in unldslichen ,,inclusion bodies* wie bereits zuvor
beschrieben. Die Optimierung der Codons fiihrt in diesem Fall nur zu mehr unléslichem Protein, nicht

831 Um eine erste

jedoch zu einer funktionalen heterologen Expression im prokaryotischen Host.!
Einschétzung 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 fir die
Expression in S. cerevisiae, bei einem Idealwert von 0.8 bis 1.0. Der GC-Gehalt stellt mit ~52% kein
Problem dar. Zusétzlich beinhaltet das Ursprungsgen jedoch doppelt seltene Arginin-Codons, welche
zu einer Verlangsamung der Translation oder einer vollstdndigen Dissoziation des Translationsapparates

[184

fithren konnen.!"* Das identische Bild zeigt sich fiir die Analyse fiir E. coli. Demzufolge ist eine Codon-

185, 186] Djese lieBe sich

Optimierung des Gens fiir eine verbesserte Expression in S. cerevisiae sinnvoll.!
zudem kombinieren mit der vorher genannten Moglichkeit unterschiedliche Affinitdtstags 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 fiir eine solche biokatalytisch relevante Monooxygenase ist CYP102A1 (bzw.
P450 BM3), eine P450 Monooxygenase aus Bacillus subtilis. CYP102A1 gehort wie alle
Monooxygenasen zur Gruppe der Oxygenasen (vgl. Kapitel 1.2) und inseriert ein zuvor aktiviertes
Sauerstoffatom aus O in ein organisches Molekiil, wihrend das zweite Sauerstoffatom zu Wasser
reduziert wird."”) Die Aktivierung des Sauerstoffs geschieht in Monooxygenasen dabei meist mit Hilfe
von Kofaktoren, welche als Elektronendonoren dienen. Die Elektronen werden dafiir auf den Sauerstoff
{ibertragen, bevor dieser im Anschluss in das organische Substrat inseriert werden kann.!'s¥!
Monooxygenasen sind in der Natur ubiquitér verbreitete Enzyme, welche sowohl in der Biosynthese
und dem Metabolismus von Steroiden und Lipiden, als auch der Detoxifizierung hydrophober,

wirtsfremder Molekiile eine tragende Rolle spielen.!'® '

Ihre Rolle in der Detoxifizierung
hydrophober Molekiile verdanken sie dabei ihrem hochvariablen aktiven Zentrum, wodurch diese
Enzyme eine enorme Bandbreite an Substraten oxidieren kénnen.!"”" Die hohe Vielfalt an moglichen
Substraten in Verbindung mit der Moglichkeit Sauerstoffatome gezielt in ein Zielmolekiil einbringen zu
konnen, ist dabei einer der Griinde weshalb diese Enzyme hochinteressant fiir biotechnologische

Anwendungen sind.!"*%

P450 BM3 gehort zu den Cytochrom P450 Monoxygenasen und damit zu den externen, Him-
abhéngigen Monooxygenasen (EC 1.14.13-15.X). Im Gegensatz zu den internen Monooxygenasen
beziehen diese die fiir die Reaktion notwendigen Elektronen, nicht aus dem Substrat, sondern von einem
externen Redoxpartner. Thren speziellen Namen verdanken diese Enzyme dabei ihren spektralen
Eigenschaften (P = Pigment), mit einem typischen Absorptionsmaximum des reduzierten CO-

[193]

gebundenen Komplexes bei ca. 450 nm. Diese charakteristische Eigenschaft wird bis heute

ausgenutzt um den Gehalt an aktiver Monooxygenase in einem komplexen Proteingemisch zu

4 Die Hidm-abhiingigen Monooxygenasen werden wiederum weiter in Untergruppen

bestimmen.!
unterteilt, in Abhédngigkeit von ihrem Redoxpartner. Mitochondriale Monooxygenasen (Klasse 1)
erhalten ihre Elektronen von Ferredoxin (Fdx), einem Eisen-Schwefel Protein, welche diese wiederum
von einer membranstindigen NAD(P)H-abhédngigen Ferredoxin-Reduktase (FdR) erhélt. Ferredoxin
dient in diesem System als eine Art ,,Elektronenshuttle, welches zwei Elektronen von der Reduktase
auf das Hamprotein iibertrdgt (Abbildung 33, A). In mikrosomalen Monooxygenasen (Klasse II)
dagegen werden diese zwei Elektronen direkt von einer FMN und FAD enthaltenden, NAD(P)H-
abhéngigen, Cytochrom P450-Reduktase (CPR) auf das Hémprotein iibertragen, ohne dass ein
Shuttleprotein an dem Prozess beteiligt ist (Abbildung 33, B).'””! Beinahe alle bakteriellen

Monooxygenasen zdhlen zu den Monooxygenasen der Klasse I, wohingegen eukaryotische

Monooxygenasen zumeist nach dem Prinzip der Klasse II funktionieren.!'*! Bakterielle Monoxygenasen
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lassen sich im Gegensatz zu ihren eukaryotischen Verwandten dabei meist leichter 16slich exprimieren,

aufreinigen und kristallisieren.

A

Cytoplasma
Innere Mitochondrien C
Membran

Cytoplasma

Cytoplasma

Membran des
ER

Abbildung 33: Schematischer Vergleich zwischen A) mitochondrialen (Klasse 1) und B) mikrosomalen
Monooxygenasen (Klasse 1) und C) P450 BM3 in Anlehnung an Dickmann.[%7]

Die groB3e Besonderheit von P450 BM3 ist, dass es sich bei dieser Monooxygenase um eine bakterielle
Monooxygenase handelt, welche aber iiber eine Peptidbriicke 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 zusétzlich in l6slicher Form vorliegt, da es
nicht wie viele andere Monooxygenasen membrangebunden ist (Abbildung 33, C).['”*! Uberdies ist es

1% Diese

die Monooxygenase mit der bis heute hochsten, jemals gemessenen katalytischen Aktivitit.!
hohe Aktivitdt beruht dabei vermutlich auf dem vergleichsweise effizienten Elektronentransfer vom
NADPH-Cofaktor, iiber die fusionierte Cytochrom-Reduktase Doméne, auf das Hdm-Eisen der

[195

Monooxygenase.!'”” Da sich P450 BM3 verhiltnismiBig einfach heterolog in E. coli exprimieren ldsst,

gehort es zu den am besten untersuchten Monooxygenasesystemen. ! 2%0)

3.1.1 Struktur von CYP102A1 (P450 BM3)

Bei der bakteriellen Monooxygenase CYP102A1 aus Bacillus megaterium handelt es sich um ein
insgesamt 119 kDa grofes Fusionsprotein, welches sich aus einer 66 kDa groBen Reduktase-Doméne
und einer 55kDa groBen Monooxygenase-Domine zusammensetzt.””!! Wihrend die Reduktase-
Domaéne auch ohne ihren Fusionspartner in aktiver Form vorliegt, ist die Monooxygenase-Doméne auf
die Zufuhr von Elektronen aus der Reduktasedoméne angewiesen. Sie zeigte nach Abspaltung der
Reduktasedoméne, im Anschluss an einen tryptischen Verdau, keinerlei Aktivitdt gegeniiber den
natiirlichen Substraten mehr.*l In der Reduktasedomiine befinden sich jeweils die Cofaktoren FMN
und FAD, wéhrend die Monooxygenase jeweils ein Hdm enthélt. Nach der tryptischen Spaltung der

beiden Doménen zeigten diese im Anschluss keinerlei Affinitdt mehr fiireinander und derselbe Effekt
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wurde observiert, wenn beide Dominen unabhingig voneinander exprimiert wurden.? Es findet
demnach kaum bis gar kein Elektronentransfer zwischen den beiden Doménen statt, wenn diese nicht
miteinander verbunden sind. Daher spielt die Linkerregion zwischen den beiden Doménen ebenfalls

eine entscheidende Rolle fiir die Aktivitit des Flavocytochroms.?*)

Die Him-Domiine besitzt einen 8-10 A langen, hydrophoben Substrattunnel, welcher hauptsichlich aus
unpolaren, hydrophoben Aminosduren besteht. Am Eingang des Substrattunnels befinden sich ebenfalls

hydrophobe Aminoséduren, welche dem Losungsmittel ausgesetzt sind und von denen vermutet wird,

[204

dass sie eine Rolle im initialen Kontakt zu den lipophilen Substraten einnehmen.”**! Bis heute wurden

[204, 205]

Kristallstrukturen der substratfreien Him-Doméne des Wildtyps, von substratgebundenen

Strukturen,?* 2"l yon der Struktur der FAD-Domine (ohne FMN-Domine) im Komplex mit der Him-

Doméne, 2%

sowie von Teilstrukturen weiterer Varianten publiziert.??**'!! Es ist jedoch keine Struktur
des gesamten Fusionsproteins des Wildtyps verfiigbar. Ebenso ist keine der substratgebundenen
Strukturen in einer ,,aktiven Konformation®, da sich das zu oxidierende Kohlenstoff der Substrate in zu
groBem Abstand zum Ham-Eisen befindet.*'” Einer der Griinde dafiir konnte sein, dass P450 BM3 nach
Bindung des Substrates eine erhebliche Strukturdnderung vollzieht, in deren Verlauf der Eingang des
Subtrattunnels geschlossen wird (Abbildung 34). Diese Konformationsdnderung kann moglicherweise

nicht im Anschluss an die Kristallisation vollzogen werden, wenn das Enzym mit Substrat versetzt wird,

205]

wodurch es in seiner offenen Konformation verbleibt.!

Abbildung 34: Vergleich der substratfreien und substratgebundenen Struktur von P450 BM3. Orange = Ham.
Sandbraun = prominente Aminosauren F42, Y51, A74, L75, V78, F87, L181, L188, F261, 1263, A264, T268, A328,
C400. Gelb = FMN, Palmitoleinsgure. Hellgrau = Ham-Domane. Dunkelgrau = Teil der Reduktasedoméane
A) Substratfreie P450 BM3, (PDB-Eintrag 1BVY) B) Hdm-Doméne von P450 BM3 mit gebundener Palmitoleinsaure
(PDB-Eintrag 1FAG).[207. 208]

Dagegen sprechen allerdings Untersuchungen mittels NMR-Spektroskopie. Diese zeigen ebenfalls
einen Abstand des Substrates von 7.6 A bis 7.8 A zum Hiam-Eisen, also dem Abstand, der in den
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Kristallstrukturen beobachtet wurde. Wurde die Him-Doméne jedoch mit Dithionit reduziert, bewegte
sich das Substrat mehrere Angstrom niher an das Him-Eisen heran, auf eine vergleichbare Distanz wie
in verwandten Monooxygenasen.”””! Ein weiterer Effekt, der die Aussagekraft der Kristallstrukturen
erschwert, ist die Flexibilitit des Fusionsproteins iiber sein Linkerpeptid. Dadurch ist es schwierig vom

Fusionsprotein eine einheitliche, hochaufgeloste Kristallstruktur zu erhalten.

Die erhaltenen Kristallstrukturen zeigen, dass sich das Him am Ende des hydrophoben Tunnels befindet
und das Ham-Eisen iiber Cys400 als Thiolat mit dem Enzym verbunden ist. Orthogonal {iber dem Him
befindet sich Phe87, welches sich unter Bindung eines Substrates parallel zum Hém ausrichtet und somit
den terminalen Rest der natiirlichen Substrate (Fettsduren der Lange C-12 bis C-20) in eine hydrophobe
Tasche zwingt. Diese Tasche aus den Aminosduren Leu75, Val78, 11e263, Ala264 und Phe78 ist
vermutlich einer der Hauptgriinde dafiir, dass P450 BM3 diese Fettsduren bevorzugt in -1 bis ®-3
oxidiert, nicht aber in terminaler Position.*’” 2% 2831 Im Verlaufe der Zeit wurde eine Vielzahl von
weiteren prominenten Aminoséurepositionen in der Him-Doméne 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 Fettsduren haben,

207

welche bevorzugt von P450 BM3 oxidiert werden.**”! Thr268 ist dagegen wichtig fiir die Bindung von

201 Phe42 befindet sich wiederum am Eingang des Substrattunnels und

O, und den Elektronentransfer.!
verschlieft den Substrateingang vermutlich als eine Art hydrophobe Deckelstruktur, nachdem ein
Substrat im aktiven Zentrum gebunden wurde.["”®! Ala74, Leul181 und Leul88 stehen alle im direkten
Kontakt mit dem Substrat und Mutationen in diesen Positionen fithren hiufig zu veridnderten
Produktspektren.*'*?!¥] Auch wenn es sich bei den genannten Beispielen um prominente Positionen
handelt, gibt es unzihlige weitere Positionen, z.B. auch in der FMN-Doméne und abseits vom aktiven

Zentrum, welche einen erheblichen Einfluss auf die Eigenschaften der P450 BM3 haben konnen. 1221

ALA 328
PHE 42
TYR 51

Abbildung 35: Darstellung des aktiven, substratgebundenen Zentrums von P450 BM3 mit prominenten
Aminosaurepositionen (PDB-Eintrag 1FAG).?9"1 Orange = Ham. Gelb = Palmitoleinsaure.
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Erst kiirzlich wurde zudem herausgefunden, dass CYP102A1 an seiner Reduktase-Domine dimerisiert
und dementsprechend als Homodimer vorliegt.?* #*! Als solches kénnten die an der Dimerisierung
beteiligten Aminosduren der Reduktasedomine, wie Cys 773 ebenfalls ein lohnendes Ziel fiir
Untersuchungen oder fiir Immobilisierungsversuche sein. So musste diese Position fiir die erfolgreiche

Kristallisierung der Reduktasedomiine beispielsweise durch ein Alanin ersetzt werden.!*'!

3.1.2 Katalysezyklus von P450 BM3

Der Katalysezyklus von P450 Monooxygenasen hat die Forschung lange vor ein grof3es Rétsel gestellt,
bevor es mehreren Arbeitsgruppen gelang die katalytisch aktive, sehr kurzlebige Spezies (Komplex I)
zu erzeugen und einzufangen.’”> %! Dafiir wurde die P450 Monooxygenase CYP119 aus dem
thermophilen Organismus Sulfolobus acidocaldarius mit meta-Chlorbenzoesidure behandelt um
Komplex I zu erzeugen und die wéssrige Losung sofort in fliissiges Ethan (89 K) gespriiht um den
hochreaktiven Komplex zu ,trappen‘. Nach dem Entfernen des Ethans bei ~120 K wurden die Proben
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und konnten anschlieBend spektroskopisch untersucht
werden.”*! Auf diese Weise konnte die Funktionsweise von P450 Monooxygenasen und damit auch
P450 BM3 endgiiltig aufgeklart werden. Die Oxidation von Substraten findet dabei generell am Ham-
Eisen statt, welches iiber ein hochkonserviertes Cystein an die Monooxygenase gebunden ist (Abbildung
35). Bindet ein Substrat unter Verdringung eines Wassermolekiils, erfolgt eine Ein-Elektronen
Reduktion des Hdm Eisens und die Bindung eines Sauerstoffmolekiils. 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 erwihnten, 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 vervollstdndigt wird. Das hydroxylierte Substrat verldsst das aktive
Zentrum und wird wieder durch ein schwach koordinierendes Wassermolekiil ersetzt und der Zyklus
beginnt von vorne (Abbildung 36).*** 2! Dieser Ablauf stellt jedoch nur den Idealfall dar. In der
Realitdt kann an unterschiedlichen Stellen des Zyklus ein unproduktiver Verbrauch der
Reduktionsdquivalente eintreten, ohne dass eine Oxidation des Substrates erfolgt. Diese unproduktiven
Entkopplungsreaktionen, auch Shunt-Reaktionen genannt, generieren dabei schédliche, hochreaktive
Sauerstoffspezies, welche sowohl das Enzym, als auch den gesamten Organismus schidigen konnen. 2>
Die erste der mdglichen Entkopplungsreaktionen ist eine Autooxidation nach Bindung von O, 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 kdnnen dabei ebenfalls
Schdden am Enzym hervorrufen. Die dritte und letzte Mdglichkeit der Entkopplung findet am

Komplex I statt. Im sogenannten Oxidase-Shunt wird der Eisen-IV-Komplex durch die
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Reduktasedomine, unter Freisetzung eines Wassermolekiils, 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.?” 22"
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Abbildung 36: Katalysezyklus von P450 Monooxygenasen mit mdglichen Entkopplungsreaktionen, in Anlehnung
an McQuarters et al. und Denisov et al.[224. 225]

Ein vollstindiger Reaktionszyklus kann demnach durch die nachfolgende Gleichung zusammengefasst

werden (Formel 2).

Formel 2: Reaktionsgleichung fir einen vollstandigen Katalysezyklus von P450 BM3.

NAD(P)H + H* + 0, + RH-> NAD(P)* + H,0 + 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 omniprédsentes Strukturmotiv handelt, welches zusétzlich viele
weitere  Moglichkeiten fiir Folgesynthesen wie Cyclopropanierungen, Epoxidierungen,

229

Dihydroxylierungen und C-C-Verkniipfungen offenbart.l**’! Die fiir allylische Oxidationen notwendigen

Reagenzien, auf Basis von Selen oder Chrom, sind jedoch hiufig toxisch und die Reaktionsbedingungen

(230 Dariiber hinaus ist die

oftmals harsch. Thr Einsatz in der Naturstoffsynthese ist daher eingeschrinkt.
Effizienz und vor allem die fehlende Selektivitit der Umsetzung héufig ein Problem, welches den
Einsatz zusitzlich erschwert. Ein solches Beispiel war in einer vorangegangenen Arbeit die allylische
Hydroxylierung von (S)-Non-1-en-4-ol [(S)-11] zum gewiinschten syn-Diol [(35,4S5)-12] (Abbildung

37).097
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Abbildung 37: Retrosynthetischer Ansatz fir die chemoenzymatische Synthese von Pinellinsdure (15) nach
Neufeld und Dickmann.[197. 231]

Im Rahmen dieser Arbeit, zur Untersuchung der chemoenzymatischen Synthese von Pinellinsgdure (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 ungeschiitzten Homoallylalkohols war unselektiv und das Einbringen von
Schutzgruppen fithrte zu einer Verschiebung der Selektivitdit zum ungewdiinschten anti-Diol
[anti-12].1°"! Dieser Effekt basierte vermutlich auf dem sterischen Anspruch der Schutzgruppen und
232

I Bereits zuvor wurde gezeigt, dass die

Mutante P450 BM3 A74G L188Q zur selektiven allylischen Hydroxylierung von Undecensdure (13)

wurde bereits in vorherigen Naturstoffsynthesen beschrieben. |

[218

eingesetzt werden kann.*'®! 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 natiirliche Substrat 11 in allylischer Position zu hydroxylieren. Zusitzlich
erfolgte diese Hydroxylierung mit einer bevorzugten Selektivitit fiir das gewiinschte syn-Diol [syn-12].
Eine fehlende Regioselektivitét fiihrte jedoch zur Bildung zahlreicher Nebenprodukte, aus denen das
gewiinschte Produkt nicht isoliert werden konnte. Weiterhin war der Umsatz des Homoallylalkohols

nicht vollstidndig, so dass erheblicher Optimierungsbedarf bestand.

3.2.2 Optimierung der allylischen Hydroxylierung von Non-1-en-4-o0l (11) mit Hilfe von
P450 BM3
Zu Beginn wurde versucht den Umsatz des Substrates zu erhdhen 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 bekanntermalien einen positiven Effekt auf die Umsetzung hydrophober Substrate, mit Hilfe der
P450 BM3, ausiiben.™ 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 dariiber hinaus
einzigartig fiir das 3,4-konfigurierte Diol 12 (Tabelle 2, Abbildung 38). Die restlichen Regioisomere
wurden bei dieser ersten Untersuchung nicht néher betrachtet, da deren Signale im Roh-NMR nicht
voneinander zu unterscheiden waren. Die Ergebnisse zeigten, dass die Zugabe von DMSO keinen
betrdchtlichen Anstieg des Produktsignals, im Vergleich zum Substratsignal, zur Folge hatte. Das
Verhiltnis des Signals vom 3,4-Diol 12 zum Signal des Substrates 11 verblieb in allen Féllen in einem
Bereich von etwa 30:70. In Anbetracht der Tatsache, dass es zusétzlich weitere Nebenprodukte gibt, ist
die Menge an gebildetem 3,4-Diol 12 damit verhiltnisméBig gering. Das Verhiltnis 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 Stereoselektivitit der Hydroxylierung ebenfalls nicht signifikant beeinflusst wird.
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Tabelle 2: Einfluss von DMSO und Reaktionstemperatur auf das Verhaltnis der terminalen, allylischen
Protonensignale des Homoallylakohols 11 und des 3,4-Diols 12, sowie auf das Verhaltnis 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 uM Endkonzentration), 30 % (v/v)
Aktivitatspuffer, 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 Verhaltnis gesetzt.

/\/\)oi/\ P450 BM3 A74G L188Q oH
AN > NW\
OH
11 12
Temperatur DMSO- Anteil Anteil Anteil Anteil
[ °C] Konzentration 11-Signal 12-Signal [syn-12] [anti-12]
[70] [70] [70] [70] [70]

30 0 75.8 242 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 64.5 355 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].[1%7]

Um einen besseren Eindruck iiber die Verhiltnisse der unterschiedlichen Produkte zu erhalten wurde
eine Reaktion im groBeren MaBstab durchgefiihrt und die Produkte anschlieBend
sdulenchromatografisch voneinander getrennt. Es gelang zwar nicht die Regioisomere vollstindig
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 dritthdufigstes Produkt entstand demnach das gewiinschte 3,4-Diol 12, gefolgt von einer
geringen Menge an 4,6-Diol. Die Verhiltnisse der isolierten Hauptprodukte beliefen sich auf ungefahr
45:25:20:10. Demnach korreliert das Muster der Hydroxylierung von 11 mit denen der natiirlichen
Substrate der wildtypischen Monooxygenase, welche bevorzugt in -1 bis ®-3 Position hydroxyliert

werden.?!?!
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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 ungefahre Verteilung der isolierten Hauptprodukte an.

Im Falle des Homoallylalkohols 11 wiirde demnach die Hydroxylgruppe in Position 4 die Position der
Carboxylgruppe der natiirlichen Substrate einnehmen, welche durch die Aminosduren Y51 und R47

207,209 Die hydrophobe Alkylkette wiirde analog zu den Fettsiuren ins aktive Zentrum

koordiniert wird.!
ragen (Abbildung 35). Die Hydroxylierung in allylischer Position wére in Folge einer solchen
Orientierung des Substrates jedoch nicht zu erwarten. Es muss demnach eine gewisse Flexibilitdt in der

Orientierung des Substrates im aktiven Zentrum des Enzyms vorliegen.

Untersuchungen der Reaktion mittels NMR waren auf Grund der Ahnlichkeit der Produkte an diesem
Punkt nicht weiter zielfiihrend. Daher wurde versucht sowohl eine Methode fiir die Unterscheidung der
unterschiedlichen Regiosisomere mittels GC/MS, als auch der unterschiedlichen Stereoisomere des
3,4-Diols 12 mittels Gaschromatografie, iiber chiraler stationdrer Phase, zu finden. Fiir die Zuordnung
der Signale der Stereoisomere des 3,4-Diols 12, wurde dafiir nach einer Vorschrift von Miura ef al. das

(35,45)-Non-1-en-3,4-diol [(3S,45)-12] synthetisiert (Abbildung 40).1*%

TBSOTf

e AD-Mix a o OH 2,6-Lutidin OTBS
N-CsPy — n-CsHyy —— > n-CsH
CO,Et {BUOH/H,O CO,Et CH,Cl, s CO,Et
RT, 18h OH 0°C->RT OoTBS
16 98% 17 96% 18
oTes  Dess-Martin- otes T
DiBAIH Periodan cp” Al OTBS
——— > n-CsHyy OH —— > n-CsHyy o0 — » n-CsHyy _
CH,Cl, CH,Cl, Toluol/THF/Pyr
-70°C, 2h OTBS RT, 2h OTBS  .70°C->-60°C, 3h OTBS
97% 19 90% 20 40% 21
TBAF oH
n'C5H11 =
THF
0°C, 3h OH
78% (35,45)-12

Abbildung 40: Synthese von (3S,4S)-Non-1-en-3,4-diol [(3S,4S)-12], ausgehend von (2E)-Ethyloct-2-ensaure
(16), nach einer Vorschrift von Miura et al.l?34

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 Verfiigung stand,
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konnte so die Entwicklung eines Trennprogrammes und eine anschlieBende Zuordnung der Signale
erfolgen.!'”” Die erste Auftrennung der Regioisomere mittels GC/MS war dabei nicht erfolgreich, da zu
viele dhnliche Produkte entstanden, welche sich nicht vollstindig voneinander trennen lieBen. Die
Auftrennung der syn- [syn-12] und anti-Stereoisomere [anti-12] des synthetisierten 3,4-Diols 12, mittels
Gaschromatografie iiber chiraler stationdrer Phase, war dagegen erfolgreich. Die Signale der syn-
Isomere [syn-12] konnten anschlieBend 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 iiberlappen. Somit konnte
auf Anhieb keine chromatografische Methode zur Auftrennung aller unterschiedlichen Produkte der

Reaktion gefunden werden.

_____________________________________ -
: OH | OH ! OH OH i
1 OH OH : OH OH I
L (55012 I (RR)M12 : (R.S)12 (S,R)-12 I

140000
—— 3,4-Nonendiol Mix
120000 4 e syn-3,4-Nonendiol
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Abbildung 41: Trennung der syn- [syn-12] und anti-Diastereomere [anti-12] von Non-1-en-3,4-diol (12) mittels
Gaschromatografie Uiber chiraler stationarer Phase.

Um das Trennproblem zu losen miisste eine Vielzahl unterschiedlicher stationdrer Phasen und
Programme ausprobiert werden. Der Mehrwert eines solchen zeitlichen Aufwands war fiir das Diol-
Produkt 12 allerdings nicht gegeben. Stattdessen wurde die grundsétzliche Fragestellung aufgeworfen,
ob es eine Moglichkeit gibt P450 BM3 systematisch so zu verdndern, dass sie bevorzugt in
Nachbarschaft zu einer bereits bestehenden Hydroxylgruppe hydroxyliert. Damit wiirden sich die
Beobachtungen aus der allylischen Hydroxylierung des Homoallylalkohols 11 eventuell auf weitere
Substrate iibertragen lassen. Fiir die Untersuchung einer solchen These wiirde es jedoch vorerst eines
Screenings bediirfen, welches gezielt nur 1,2-Diole, in Anwesenheit weiterer Diolprodukte, nachweisen
kann. Mit einem solchen Screening wére die Untersuchung der Hydroxylierung von 11 ebenfalls

moglich.
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3.2.3 Entwicklung eines Screenings fiir 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 o-stindige Hydroxylierung zu einer bestehenden Hydroxygruppe
untersuchen lassen kann. Stattdessen wére eine Plattform wiinschenswert, auf dessen Basis sich eine
Vielzahl von Substraten untersuchen lieBe. Dabei war es besonders wichtig, dass ausschlieBlich vicinale
Diole detektiert werden. Weiterhin sollte eine solche Screening-Plattform moglichst sensitiv, schnell,
kostengiinstig und gut reproduzierbar sein. Sie sollte idealerweise in Mikrotiterplatten durchfiihrbar sein
und einfach handzuhaben. Eine Methode die viele dieser Punkte vereint ist die Detektion von

23] Diese

Natriumperiodat sensitiven Verbindungen mit Hilfe von Adrenalin (24) (Abbildung 42).!
Methode wurde bereits erfolgreich fiir hydrolysierende Enzyme wie Epoxid-Hydrolasen durchgefiihrt
und ist in der Lage 1,2-Diole, 1,2-Aminoalkohole, 1,2-Diamine, a-Hydroxyketone, Thiole und
Thioether, mit Hilfe einer chromogenen Folgereaktion zu quantifizieren. Dafiir 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 Wellenldnge von 490 nm photometrisch quantifizierbar ist

(Abbildung 42). Ein Abschwichen, oder Ausbleiben dieser roten Farbe korreliert demnach mit der

Menge an gebildetem vicinalem Diol.

Produkt reagiert

>
OH  Nalo,
11 12 22 23
NalO,-resistent NalO,-sensibel NalO; + H,O

OH — HQ o
ﬂ Restliches NalO, :
~ oxidiert
N OH
H OH Adrenalin

24 25

(-)-Adrenalin Adrenochrom

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.[23¢]

Diese Nachweisreaktion ist robust fiir hydrolytische Enzyme wund kann sowohl fiir
Hochdurchsatzscreenings, als auch zur Authahme von Aktivitétsprofilen dienen, da die Reaktion von
pH 2 bis 10 konstant abliuft.**) 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. Dafiir 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 Aquivalente an NADPH in der
Reaktion vorhanden sind. Zusétzlich befindet sich das Enzym Katalase im System, welches dabei hilft,

die in den Shunt-Reaktionen generierten, reaktiven Peroxyspezies, abzubauen (Abbildung 43).

Katalase
y .
H,O H,O,
N 4
AN P450 BM3
/\/\ji/\ \\A74G/L18§’Q/, OH
AN //__‘/ \‘:~~‘\\\ > M
-7 02 Hzo X OH
~ -
e GDH__..-7
)”/‘ \\\\\\
Gluconolacton Glucose
spontan
]

Glucoronsaure

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). Fur die vereinfachte Darstellung wurde
nur eines der moglichen Produkte abgebildet.['97]

In diesem komplexen Reaktionssystem gibt es mehrere potenzielle Storfaktoren, die einen direkten
Nachweis des Produktes aus dem Reaktionsgemisch, mit Hilfe des Adrenalin-Nachweises, verhindern.
Zum einen benotigt die Reaktion die Anwesenheit von Kofaktoren wie NADPH, welche wiederum
selber Natriumperiodat sensitiv sind, da sie Riboseeinheiten enthalten. Zum anderen liegt zusitzlich 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 kdnnen miisste es demnach aus dem

Reaktionsmedium extrahiert werden, um diese Storfaktoren zu entfernen.

Um eine erste Einschitzung der Sensitivitit des Farbnachweises und der Kompatibilitdit 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 Abschwichung der Absorption
fihren, welche ab einer Konzentration von 1 mM des Diols zum Ausbleiben einer Farbreaktion fiihrt

(Abbildung 44).

71



1e Non-1-en-3,4-diol
E .
Q 08
% . 0,01 mM 1 mM
2 0,6 A .
£ . ¥
‘5_0,4 .
o
[72]
g 0,2 *

0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Non-1-en-3,4-diol-Konzentration [mM]

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 uL Substratlésung in KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) mit 100 uL Natriumperiodatldsung
(10 mM) versetzt und eine Stunde bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 100 yL Adrenalinlésung
(15 mM) dazugegeben und die Reaktion fir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm vermessen wurde.[236]

Um zu iberpriifen, ob eine Inkubationszeit des Diols mit dem Natriumperiodat von einer Stunde
notwendig ist, wurden im néchsten Schritt die Signale nach Inkubationszeiten von 10, 30 und 60
Minuten miteinander verglichen. Gleichzeitig wurde das Gesamtvolumen der Reaktion auf 90 pL
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 fiihrte wie eine langere 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 pL Substratlésung in KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) mit 10 yL Natriumperiodatlésung (10 mM)
versetzt und 10 bis 60 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 yL Adrenalinlésung (15 mM)
dazugegeben und die Reaktion fur 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm vermessen wurde. Fir jede
Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung
abgebildet.[236]

Im Folgeschritt sollte untersucht werden, ob es mdglich 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-ReaktionsgefaB3en typische Reaktionsansétze
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einer P450 Reaktion, mit 9 uM Endkonzentration an P450 BM3 und 5 mM Endkonzentration des
Homoallylalkohol 11, im 3 mL Malstab angesetzt und die Reaktion analog zu den vorangegangenen
Reaktionen bei 30 °C iiber Nacht durchgefiihrt. Diese wurden anschlieBend mit 1 mL Methyl-zert-
Butylether (MTBE) versetzt und 10 Sekunden stark geschiittelt. Es wurden 10 pL bzw. 30 uL der
organischen Phase abgenommen und auf 70 pL respektive 50 uL. KP;-Puffer gegeben. Im Folgeschritt
wurden die Proben wie zuvor mit Natriumperiodatlosung und Adrenalinlésung behandelt und auf ein

Gesamtvolumen von 100 puL gebracht. Die Absorption der Proben wurde bei 490 nm verfolgt.

Um den individuellen Einfluss der Storfaktoren zu untersuchen, wurden zuséitzlich Reaktionsansitze in
einem geringeren Maf3stab von 200 puL angesetzt, in denen jeweils einer der Storfaktoren abwesend war.
Die Verhiltnisse der restlichen Komponenten wurden dabei konstant gehalten. Diese Reaktionsansitze
wurden ebenfalls mit MTBE extrahiert und mit den Proben der P450 Reaktion verglichen. So enthielt
der erste dieser Testansétze alle Komponenten der P450 Reaktion aber kein Substrat, der zweite Ansatz
alle Komponenten aber keine Glucose, der dritte Ansatz alle Komponenten au3er dem P450 Rohextrakt
und der vierte und letzte Ansatz weder P450 Rohextrakt noch Glucose (Abbildung 46). Wie bei den
vollstindigen Reaktionsansétzen, wurden auch bei diesen Proben einmal 10 pL. und einmal 30 pL der
organischen Phase abgenommen und mit Natriumperiodat und Adrenalin (24) behandelt. Die Analyse
der Ergebnisse zeigte, dass die Extraktion der komplexen Reaktionsansitze ausreicht um die moglichen
Storfaktoren wie Glucose oder Enzym aus dem System zu entfernen. Auch das Substrat zeigt wie

erwartet keine Sensibilitdt gegeniiber Natriumperiodat.
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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 pL der organischen Phase, aus der Extraktion der Reaktionsldsungen, in 50 yL bzw
70 uL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) Gberfuhrt und mit 10 pL Natriumperiodatlésung (10 mM) versetzt und 10 Minuten
bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 yL Adrenalinlésung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion
fir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Multitierplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen:
> 3mL: P450 BM3 A74G L188Q Rohextrakt (9 uM 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
besalen dieselbe Zusammensetzung der Reaktionslosung in kleinerem Mafistab von 200 pyL. Fir 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 vollstdndigen P450 Reaktion, wurde eine solche Abnahme detektiert, was fiir die
Anwesenheit einer detektierbaren Menge von vicinalem Diol spricht (Abbildung 46). Fiir ein stérkeres
Signal mussten dafiir 30 pL der organischen Phase abgenommen werden, was im folgenden Schritt eine

groflere organische Phase in der Adrenalin-Reaktion und der anschlieBenden Messung zur Folge hat.

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob diese Ergebnisse auch wunter tatsdchlichen
Screeningbedingungen  reproduzierbar sind. Fiir die Untersuchung von P450 BM3
Mutantenbibliotheken wurden die unterschiedlichen Varianten der Monooxygenase, in 2 mL
Multitierplatten, heterolog in E. coli exprimiert. Dafiir werden 500 pL Nahrmedium mit dem Bakterium
angezogen und die Zellen im Anschluss an die erfolgreiche Expression durch Zentrifugation geerntet.
Die erhaltenen Zellpellets werden mit Hilfe von Lysozymldsung aufgeschlossen und das Lysat nach
Abtrennung der Zelltriimmer in eine neue 2 mL Mikrotiterplatte iiberfiihrt. In dieser findet in einem
Volumen von 500 uL die eigentliche Reaktion statt.*!! Die ausreichende Bildung von vicinalem Diol
und die anschlieBende Extraktion miissen also auch in diesem Ma@stab zu einem messbaren Signal im
darauffolgenden Adrenalin-Nachweis fithren. 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 ecine Konzentration von 3-9 uM
Monooxygenase ausreicht, um ein ausreichendes Signal zu erhalten. Dazu wurden in einer 2 mL
Mikrotiterplatte 500 uL. Reaktionsansétze mit 3, 6 und 9 pM P450 BM3 A74G L188Q angesetzt und
diese im Anschluss an die Reaktion extrahiert. Dafiir musste zuerst das organische Losungsmittel von
MTBE auf Essigsdureethylester gewechselt werden, da MTBE einen zu hohen Dampfdruck besitzt und
aus der Multikanalpipette tropft. Zusdtzlich zu der Konzentration an Monooxygenase wurde eine
Substratkonzentration von 0, 1, 3 und 5 mM untersucht. Fiir die Extraktion wurden die 500 pL
Reaktionsansdtze mit 250 uL. Essigsdureethylester extrahiert und 10 pL 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-Maf3stab, mittels Adrenalin-Assay. Es wurden 10 pL
der organischen Phase, aus der Extraktion der Reaktionsldsungen, in 70 yL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) Gberfihrt
und mit 10 pyL Natriumperiodatlésung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden
weitere 10 yL Adrenalinlésung (1 mM) dazugegeben und die Reaktion fiir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei
490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen: » 500 pL: 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. Fur jede Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive
Standardabweichung abgebildet.

Da kein Signal fiir 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 fiir 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 geringfiigig 16sliche Substanzen. Werden Substratkonzentrationen von 10 mM
erreicht, entspricht das in einem Reaktionsvolumen von 500 pL einer Stoffmenge von 5 pmol. Um einen
Eindruck davon zu erhalten in welchem Stoffmengenbereich unter den gegebenen
Screeningbedingungen ein ausreichendes Signal detektiert werden kann, wurden jeweils 10 pL einer
Konzentrationsreihe von Non-1-en-3,4-diol (12) direkt mittels Adrenalin-Nachweis behandelt.
Zusitzlich wurde die Konzentration der Natriumperiodat-Losung und der Adrenalin-Ldsung variiert.
Das Verhiltnis von 1:1,5 zwischen dem Periodat und dem Adrenalin wurde jedoch stets beibehalten.
Damit wurde iiberpriift, ob die Sensitivitit 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 pmol
moglich ist. Eine Verringerung der Natriumperiodat-Stoffmenge trug allerdings nicht zu erhdhter
Sensitivitét bei. Stattdessen fiel das Nachweisfenster fiir hohere Stoffmengen an vicinalem Diol geringer

aus, da die Losung friiher vollstindig entfarbt 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 yL Non-1-en-3,4-diol-L6sung in
70 yL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) Uberfihrt und mit 10 yL Natriumperiodatlésung (3-10 mM) versetzt und
10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 yL Adrenalinldsung (4.5-15 mM) dazugegeben
und die Reaktion fur 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde getestet, ob die Extraktion eines 500 uL. Reaktionsansatzes,
mit anschlieender Aufkonzentrierung der organischen Phasen ausreicht, um eine solche Stoffmenge an
Diol bereitzustellen. Dafiir wurde ein Konzentrationsbereich von 0.2 mM bis 2 mM des Diols 12 in
Puffer vorgelegt. Dies wiirde 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 pmol. Diese
Stoffmengen gelten fiir den Fall, dass eine Substratkonzentration von 5 mM eingesetzt wird und sich
100 % des Diols 12 extrahieren lassen wiirden. Weiterhin muss es moglich sein, die gesamte organische
Phase abzunehmen, bevor man das Losungsmittel abdampfen ldsst. Die Ansédtze wurden gemal dieser

Annahme extrahiert, aufkonzentriert und ebenfalls mit Hilfe des Adrenalin-Nachweises untersucht.

In diesem Test wurden die Reaktionsansétze mit 300 pL Essigsdureethylester extrahiert und 200 pL der
organischen Phase abgenommen und das Losungsmittel 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 héhere Konzentrationen der beiden Reagenzien
eingesetzt, um zu iiberpriifen, ob der Verlauf der Datenpunkte ebenfalls linear bleibt. Das Diol 12 konnte
tatsichlich 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 pmol Produkt), wire anhand dieser Ergebnisse detektierbar. Bei dem Einsatz der
hoherkonzentrierten Losungen an Adrenalin und Periodat kommt es jedoch erwartungsgemal3 auch zu
einem Anstieg der Absorption, weshalb die Konzentrationen in zukiinftigen Untersuchungen nicht zu

hoch gewihlt werden sollten, auch wenn gro3ere 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 yL DMSO gegeben und im Anschluss 70 uL KP-Puffer (50 mM, pH 7.5).
Die Mischung wurde mit 10 uL Natriumperiodatlésung (30-45 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im
Anschluss wurden weitere 10 uL Adrenalinlésung (45-90 mM) dazugegeben und die Reaktion fir 5 min inkubiert,
bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. Fir jede Untersuchung wurden drei Proben
gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung abgebildet.

Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Extraktion und anschlielende 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 fiihrt, welche das Abnehmen der organischen Phase erschwert. Im Fall der zuletzt getesteten
Ansétze wurde, im Gegensatz zu den vorherigen Ansétzen ohne Aufkonzentrierung, eine betrachtliche
Menge der organischen Phase abgenommen (66 %). Dies erhohte zwar signifikant die Sensitivitét,
erschwerte jedoch in hohem Mafle die Handhabung. Aus diesem Grund war eine Extraktion des 500 uL.
Reaktionsgemisches der P450 Monooxygenase mit 300 uL. Essigsdureethylester und anschlieBender
Abnahme von 200 pL der organischen Phase nicht moglich, da eine zu grofe Interphase entstand.
Bereits eine sehr geringe Menge dieser Interphase fithrte zu einem vollstindigen Ausbleiben der
anschlieenden Farbreaktion, vermutlich da sich auch groe Mengen Glucose mit in der Interphase
befinden. Daher wurde die Menge organisches Losungsmittel auf 500 pL erhoht und davon nur 60 bzw.
100 pL abgenommen. Das hat zur Folge, dass vermutlich ein wesentlich geringerer Anteil des Produktes
tatsdchlich detektiert werden kann. Zusétzlich 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 gleichermallen behandelt und vermessen. Dadurch sollte ausgeschlossen werden,
dass diese beiden Storfaktoren einen negativen Einfluss auf die Extraktion des Produktes haben. Die
Untersuchung der Proben ergab, dass die Extraktion und anschlieBende Aufkonzentrierung auch aus

dem komplexen Gemisch moglich ist und die Anwesenheit von P450 Rohlysat und Glucose nicht zu
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verminderter Extraktion des Diols 12 fiihren (Abbildung 50). Trotz der groeren Menge an organischem
Losungsmittel war es in Einzelfdllen schwierig 100 pL 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 groBeren Abweichungen nieder. 60 pL der organischen Phase
lieBen sich dagegen verldsslich entnehmen, dafiir waren aber geringe Stoffmengen an Diol 12 im
komplexen Reaktionsansatz nicht mehr detektierbar. Solange eine Extraktion der Proben notwendig ist,
wire demnach immer ein Kompromiss zwischen guter Handhabbarkeit und hoher Sensitivitit des

Screenings notwendig.
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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 pL bzw. 100 pL Probe der organischen Phase. Auf die aufkonzentrierten Reste wurden 10 yL DMSO
gegeben und im Anschluss 70pL KPi-Puffer (50 mM, pH7.5). Die Mischung wurde mit 10 pL
Natriumperiodatlésung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 pL
Adrenalinlésung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion fir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in
Mikrotiterplatten vermessen wurde. Fir jede Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten
Mittelwerte inklusive Standardabweichung abgebildet.

Mit Hilfe der neuen Erkenntnisse wurden erneut Reaktionsansétze im Screening-Mafstab mit
unterschiedlicher Konzentration an P450 A74G L188Q und unterschiedlichen Konzentrationen an
Substrat durchgefiihrt. Dabei wurde observiert, ob die geringe Menge an vicinalem Diol, welche in
dieser Reaktion generiert wird, mit dem neuen Protokoll detektierbar ist. Dafiir wurden die 500 puL
Reaktionsansdtze mit 500 ul. Essigsdureethylester extrahiert und im Anschluss versucht
60 bzw. 100 puL 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 uM), 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 puL der
organischen Phase, nachzuweisen. Entnahm man dagegen 100 pL der organischen Phase im Anschluss
an die Extraktion und verdampfte das Losungsmittel, konnten fiir hohere 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 dafiir, dass in der Reaktion genug vicinales Diol gebildet worden ist, um die
Reaktion mit Hilfe des Adrenalin-Assays untersuchen zu kdnnen. Weiterhin zeigte sich, dass erst ab
einer Monooxygenase-Konzentration von 6 uM ausreichend gewiinschtes 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 konnen also
keine Aussagen iiber den Verlauf der Reaktion getitigt werden. Eventuell wire im Verlauf der Reaktion

ein Einfluss beider Variablen sichtbar.
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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-MaRstab, mittels Adrenalin-Assay. Die Uberreste
aus der Extraktion der Reaktionslésungen und anschlieBenden Abdampfen des Lésungsmittels, wurden in 10 pL
DMSO aufgenommen und mit 70 yL KP;-Puffer (50 mM, pH 7.5) und 10 pyL Natriumperiodatlésung (10 mM) versetzt
und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 uL Adrenalinlésung (15 mM) dazugegeben
und die Reaktion fiir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde.
Reaktionsbedingungen: > 500 yL: P450 BM3 A74G L188Q Rohextrakt (3-9 uM Endkonzentration), 0.3 kU
Katalase, GDH-Glucose-NADPH Recycling, 0-8 mM Substrat, KP-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Fir jede
Untersuchung wurden drei Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung
abgebildet.

Als néchstes sollte das Screening mit exprimierten P450 BM3 Bibliotheken getestet werden. Wie bereits
erwahnt werden fiir 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 Zelltriimmer {iber
erneute Zentrifugation, nach dem Vorbild vorhergegangener Screening-Untersuchungen." %7 Eg
wurde dementsprechend iiberpriift, ob das Screening auch unter diesen Bedingungen funktioniert. In
einem ersten Test konnte dabei kein ausreichendes Signal fiir eine der Varianten detektiert werden
(Abbildung 52). Alle Proben zeigten eine dhnliche 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 yL Reaktionsansatze in 1 mL Multiterplatten wurden mit 500 yL Essigsaureethylester
extrahiert und 150 pyL der organischen Phase abgenommen und das Ldsungsmittel abdampfen gelassen. Die
Uberreste wurden in 10 L DMSO aufgenommen und mit 70 yL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) und 10 pL
Natriumperiodatldsung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 pL
Adrenalinlésung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion fiir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in
Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen: > 500 pyL: 200 uL P450 BM3 Rohlysat, 0.3 kU
Katalase, GDH-Glucose-NADPH Recycling, 6 mM Substrat, KP-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Fir 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 erhhen. Damit
einhergehend wiirde auch ein hoherer Anteil der gebildeten Menge an vicinalem Diol isoliert. Zusétzlich
wurde eine Monooxygenase-Konzentrationsbestimmung von drei Proben des Wildtyps, im Anschluss
an den Aufschluss mittels Lysozyms durchgefiihrt. Auf diese Weise sollte ein Eindruck davon gewonnen
werden, welche Konzentration an Monooxygenase tatsdchlich in den Reaktionsansitzen vorliegt. Die
Konzentrationsbestimmung des Rohlysats ergab fiir die drei Wildtypproben eine durchschnittliche
Monooxygenase-Konzentration von etwa 7.3 uM. In Anbetracht dessen, dass das Rohlysat nur 240 uL.
des 500 uL Reaktionsansatzes ausmacht, liegt die tatsdchliche Monooxygenase-Konzentration nur bei
knapp iiber 3 pM. Dabei ist zu beachten, dass das Expressionslevel und die Stabilitit der
unterschiedlichen Varianten von P450 BM3 sich voneinander unterscheiden kann.!***! Eine Moglichkeit
diesen Faktor mit in die Daten einflieBen zu lassen wurde kiirzlich von Santos-Aberturas et al.
vorgeschlagen und basiert auf der Fusion eines Teilstiickes des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) an
das Zielenzym. Die Zugabe des komplementdren Teilstiickes des Enzyms rekonstituiert dabei die
fluoreszierenden Eigenschaften und erlaubt eine Quantifizierung des Expressionsniveaus der einzelnen

239

Varianten.™ Dieser Faktor kann jedoch im Rahmen dieser Untersuchungen nicht mit einbezogen
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werden, da die vorliegende Plattform dazu bisher keine Moglichkeit bietet. Nichtsdestotrotz wurde das
Screening in einem weiteren Versuch mit hoherem Anteil an abgenommener, organischer Phase
wiederholt. Dieses Mal ergab sich tatséchlich ein klares Muster im Adrenalin basierten Nachweis von
vicinalem Diol, welches der Anordnung der P450 BM3 Varianten auf der Mikrotiterplatte entsprach
(Abbildung 53).

Anordnung der Bibliothek Screeningergebnis
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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 Farbung signifikant schwéacher war wurden hervorgehoben.
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Abbildung 54: Untersuchung einer Monoxygenase-Bibliothek auf die Bildung von vicinalem Diol aus
Non-1-en-4-ol (11). 500 yL Reaktionsansatze in 1 mL Multiterplatten wurden mit 500 puL Essigsaureethylester
extrahiert und 300 yL der organischen Phase abgenommen und das Ld&sungsmittel abdampfen gelassen. Die
Uberreste wurden in 10 L DMSO aufgenommen und mit 70 yL KPi-Puffer (50 mM, pH 7.5) und 10 L
Natriumperiodatlésung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 10 pL
Adrenalinlésung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion fir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in
Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen: Y 500 yL: 200 yL 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. Fir 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
Féarbung in Anwesenheit von vicinalem Diol und der Anordnung der Varianten der Monooxygenase
(Abbildung 54). Jene Varianten, welche dabei nach diesem Screeningsergebnis die hochste Menge an

vicinalem Diol erzeugten, waren der Wildtyp und die bereits zuvor eingesetzte Variante A74G L188Q.

Trotz intensiver Bemiihungen konnte dieses Ergebnis in anderen Bibliotheken nicht reproduziert
werden. Zumeist war das Abnehmen einer solchen Menge des organischen Ldsungsmittels nicht
moglich, 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 fiir das vicinale Diol-Screening

Da im Besonderen die Handhabung der Extraktion der Proben eine enorme Hiirde darstellte und die
Reproduzierbarkeit stark beeintrichtigte, wurden Moglichkeiten gesucht dieses Problem zu umgehen.
Dabei wurde das Hauptaugenmerk auf das notwendige Cofaktor-Recycling System mit der Glucose-
Dehydrogenase gelegt. Dieses ist der Hauptgrund dafiir, dass die Extraktion der Proben iiberhaupt
notwendig ist, da die sehr hohe Konzentration an Glucose die direkte Messung von weiteren vicinalen
Diolen unmoglich macht. Aus diesem Grund wurde versucht das etablierte Cofaktor-Recycling durch
andere Varianten zu ersetzen. Eine mdgliche Alternative stellte dabei die Formiat-Dehydrogenase
(FDH) aus Candida boidinii dar. Diese Dehydrogenase katalysiert natiirlicherweise die Oxidation von
Formiat zu Kohlenstoffdioxid, unter Reduktion von NAD" zu NADH. Die Reaktion ist dabei unter
normalen Bedingungen irreversibel und das entstandene CO, lésst sich einfach aus dem
Reaktionsgemisch entfernen und stort nicht bei der weiteren Aufreinigung des Produktes.**”) Auf
Grunde dessen wurde bereits frith das Potential dieses Enzyms in der enzymkatalysierten chiralen

kt.1241: 242 Auf der anderen Seite ist die Geschwindigkeit und die operative Stabilitit des

Synthese entdec
Enzyms verhdltnismiBig gering und alle natiirlich vorkommenden Formiat-Dehydrogenasen sind
ausschlieBlich in der Lage NADH zu regenerieren, nicht aber NADPH.**") Daher wurden Bemiihungen
unternommen die Expressionsfahigkeit des Enzyms in E. coli zu verbessern und NADP™ als Cofaktor

243,241 Als solches ist dieses Enzym auch in der Lage das Cofaktor-Recycling in P450

zu akzeptieren.!
BM3 katalysierten Reaktionen zu betreiben.***?*! Eine modifizierte Variante, welche in der Lage ist
NADP" zu oxidieren (FDH"), wurde heterolog in E. coli BL21 Zellen exprimiert und im Anschluss iiber

241 Auf diese Weise konnte aufgereinigtes Enzym mit einer Aktivitit

ein His-Tag System aufgereinigt.!
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 {iblich extrahiert. Dazu wurden definierte Mengen von Non-1-en-3,4-diol (12) in
unterschiedliche Reaktionsanséitze gegeben und diese mit Natriumperiodat und Adrenalin (24)
behandelt. Da dieses Mal keine Aufkonzentrierung der untersuchten Proben erfolgen konnte, wurden

100 uL des Reaktionsansatzes direkt untersucht. Auf Grund dessen musste fiir ein ausreichendes

Absorptionssignal parallel die Menge an Natriumperiodat und Adrenalin (24) erhoht 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 pmol im typischen Reaktionsansatz von 500 pL

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 pL aus dem
Reaktionsansatz entnommen und mit 40 pL Natriumperiodatiésung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C
inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 40 uL Adrenalinlésung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion fiir 5 min
inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsansatz: 500 pL:
200 uL P450 BM3 Rohlysat, 0.3 kU Katalase, FDH"-Formiat-NADPH Recycling, 0-2.5 ymol Substrat, KPi-Puffer
50 mM, pH 7.5, Fur 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 Sensitivitidt ist demzufolge ebenfalls wieder verringert, aber im Gegenzug muss keine

Extraktion der Reaktionsansétze mehr erfolgen.

Analog zu den vorangegangenen Screeningversuchen mit GDH basiertem Cofaktorrecycling System,
wurden unterschiedliche P450 BM3 Bibliotheken mit dem alternativen Recyclingsystem auf die
a-stindige 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
tibereinstimmte (Abbildung 56). Bei ndherer Betrachtung der Daten fiel jedoch auf, dass auch in jenen
Proben ein Signal fiir die Entstehung vicinaler Diole detektiert wurde, in denen keine Monooxygenase
exprimiert wurde. Zusétzlich dazu ergab sich auch kein kohdrentes 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. Moglicherweise wurden bereits
zuvor Fehler in der Anfertigung der Bibliothek begangen, wodurch das Muster der Anordnung nicht

dem tatsdchlichen Muster entsprach.
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Anordnung der Bibliothek Screeningergebnis

A74G
A A74G F87v L188Q wr F87A v F87V wTt F87A
L188Q

A74G A74G F87V
F87V L188Q | L188Q

F7A | F87A | F87A | F87A | Fs7A | Fs7A
B | asasc | 328D | 3281 | A328F | As28L | As2sv | WT | FE7A | WV Wi || Ream | LY

A74G
C A74G F87v L188Q wr F87A v F87V wrt F87A
L188Q

A74G A74G F87v
F87V L188Q | L188Q

F87A | F87A | F87A | F87A | F87A | F87A
° A328C | A328D | A3281 | A328F | A32sL | asasv | W | FE7A v wr | Fe7A v

A74G
E A74G F87V L188Q wT F87A L F87V wT F87A
L188Q

A74G A74G F87v
F87V L188Q | L188Q
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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.
Ansatze mit P450 BM3 Varianten, in denen die rote Farbung signifikant schwacher war, wurden hervorgehoben.

1,2 1

Absorption bei 490 nm
o o
) )

o
ES
N

0.2 1

A74G
F87vV
L188Q
WT
F87A
LV
WT
F87A
WT
F87A
LV
WT
F87A
LV

AT74G F87V
A74G L188Q
F87V L188Q
F87A A328C
F87A A328D
F87A A328I
F87A A328F
F87A A328L
F87A A328V

A74G F87V L188Q

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 pL jeder Probe mit 40 yL Natriumperiodatlésung
(10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 40 pL Adrenalinlésung (15 mM)
dazugegeben und die Reaktion fir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen
wurde. Reaktionsbedingungen: ¥ 500 uL: 200 uL 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. Fir jede Untersuchung wurden jeweils vier
gleichartige Proben gemessen und die ermittelten Mittelwerte inklusive Standardabweichung abgebildet. WT =
Wildtyp, LV = pET28 Leervektor.
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Fiir zukiinftige Untersuchungen wurde aus diesem Grunde eine neue, vereinfachte Bibliothek
zusammengestellt, auf der nur wenige ausgewéhlte Varianten der P450 BM3 vorhanden waren. Mit
Hilfe dieser stark simplifizierten Bibliothek sollte iiberpriift werden, ob generell ein Muster bei den
Umsetzungen mit der P450 BM3 und dem anschlieBenden 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).

Substrat 1 Substrat 2 Substrat 3 Substrat 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT
B F87A F87A F87A F87A F87A F87A F87A F87A F87A F87A F87A F87A
C GQ GQ GQ GQ GQ GQ GQ GQ GQ GQ GQ GQ
D GVQ GVQ GVQ GVQ GVQ GVQ GVQ GVQ GVQ GVQ GVQ GVQ
E F87V F87V F87V F87V F87V F87V F87V F87V F87V F87V F87V F87V
F F87AL188C| F87AL188C| F87AL188C | F87AL188C| F87AL188C| F87AL188C|F87AL188C|F87AL188C|F87AL188C|F87AL188C|F87AL188C|F87A L188C
G A328V A328V A328V A328V A328V A328V A328V A328V A328V A328V A328V A328V
H LV LV LV LV LV LV LV LV Lv LV LV LV

Abbildung 58: Neu angeordnete P450 BM3 Bibliothek mit prominenten Varianten fir die weitergehende
Untersuchung der Screeningbedingungen und der Mdoglichkeit der initialen Untersuchung unterschiedlicher
Substrate.

Die F87 Varianten wurden ausgewéhlt, da es sich um eine Schliisselposition direkt iiber dem Ham-Eisen
handelt, welche besonders fiir die Regioselektivitidt und Umsetzung sterisch anspruchsvoller Substrate

187, 200, 2471 Alg eine weitere

wie Steroiden, Alkaloiden und Opiaten, eine bedeutende Rolle spielt.[
Schliisselposition wurde Position A328 ausgewdihlt, da auch fiir diese Position bekannt ist, dass sie
wihrend der Oxidation mit allen Substraten interagiert und dementsprechend ebenfalls einen groBen
Einfluss auf die Orientierung der Substrate hat.?**] Der Einfluss der Positionen A74 und L188 auf die
selektive, allylische Oxidation von Fettsduren, als auch in der unnatiirlichen Produktion von Indol,

249]

wurden ebenfalls beschrieben.*'® Die Kombination von Aminosdureaustauschen an den

entsprechenden Positionen konnte zudem fiir die benzylische Hydroxylierung aromatischer Substrate
genutzt werden, weshalb auch die Variante F§7A L188C in die Bibliothek aufgenommen wurde.!?"- 2%
Diese Zusammenstellung erlaubt ein moglichst breites Spektrum an potenziellen Substraten.
Reaktionsansitze mit der neuen und simplifizierten Bibliothek wurden ebenfalls mit dem FDH'-
basierten Kofaktorrecycling durchgefiihrt. 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 pL jeder Probe mit 40 yL Natriumperiodatlésung
(10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 40 pL Adrenalinlésung (15 mM)
dazugegeben und die Reaktion fir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen
wurde. Reaktionsbedingungen: ¥ 500 uL: 200 uL 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. Fir 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 Moglichkeit
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).

PTDH

11 11
H-P-O" + NAD(P)" + H20 HO-P-0" + NAD(P)H + H*
o o

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 iiber ein breites pH-Fenster und besitzt eine niedrige Michaelis-Menten Konstante
sowohl fiir Phosphit, als auch fiir NAD"*! Natiirlicherweise wird NAD" von der Phosphit-
Dehydrogenase gegeniiber NADP™ bevorzugt, sie besitzt aber dennoch eine 33-fach hohere katalytische
Effizienz fiir das Substrat NADP" als die leistungsstirkste Formiat-Dehydrogenase aus

252

Pseudomonas sp., bei vergleichbarer Wechselzahl.*>? Mit Hilfe von ,,directed evolution* Experimenten

konnte die geringe Stabilitit dieses Enzyms behoben werden, so dass ein Einsatz in der Biokatalyse

[253, 254

moglich wurde. ! Seitdem erfreut sich dieses Enzym steigender Beliebtheit und kiirzlich ist es

Beyer et al. gelungen ein funktionales Fusionsprotein aus PTDH und der P450 BM3 in E. coli zu

n.12%! Dieses Fusionsprotein war anschlieBend deutlich aktiver, als die Kombination nicht-

exprimiere
fusionierter Enzyme. Auf Basis dieser Ergebnisse wurde ein synthetisches Gen, welches fiir die 18-fach
mutierte und damit optimierte Variante der Phosphit-Dehydrogenase kodiert, auf dem pBAD-Vektor

bereitgestellt. Dieser Vektor wurde bereits zuvor erfolgreich fiir die Expression des Fusionsproteins
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eingesetzt.”>! Analog zur Publikation wurde ein C-terminaler His-Tag fiir die Isolation des Enzyms und
eine kurze Linkersequenz am N-Terminus des Enzyms angebracht. Anstelle der publizierten SRSAAG-
Sequenz wurde jedoch nur eine kiirzere PAAD-Sequenz als Linker vorinstalliert. Diese kann jedoch im
Rahmen von Klonierungsarbeiten modifiziert werden. Fiir 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. Fiir zukiinftige Experimente besteht aber die Moglichkeit
potente Varianten der P450 BM3, oder anderer NADPH abhingiger Enzyme, an die PTDH zu
fusionieren (Abbildung 61).

His-Tag PAAD-Linker
| x PTDH i Enzym 2 T
Xhol Sacll Hindlll

Abbildung 61: Vereinfachte Darstellung der ,multiple cloning site” des pBAD-Vektors fir 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 grof3e Protein konnte im Anschluss an die Expression
erfolgreich iiber das His-Tag System isoliert werden und die Aktivitit gegeniiber NADP" betrug ca.
1 U/mL bei 25 °C, in KP;-Puffer (50 mM, pH 7.5, 4 mM Natriumphosphit) (Abbildung 62).

kDa M DF WI EI ElIl Wi
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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 | = Waschschritt
1, E | = Elutionsfraktion 1, E Il = Elutionsfraktion 2, W || = 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 Aktivitdt lag mit 1,4 U/mL sogar leicht iiber dem initial gemessenen
Wert. Damit war die PTDH zwar auBerordentlich lagerstabil, die gezeigte Aktivitdt war dennoch nicht
wie erhofft hoher 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 Signalstirken 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.
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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 uL jeder Probe mit 40 uL Natriumperiodatldsung (10 mM) versetzt
und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden weitere 40 yL Adrenalinlésung (15 mM) dazugegeben
und die Reaktion fiir 5 min inkubiert, bevor die Absorption bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde.
Reaktionsbedingungen: > 500 yL: 200 uL P450 BM3 Rohlysat, 0,3 kU Katalase, PTDH-Phosphit-NADPH
Recycling, 6 mM Substrat, KP-Puffer 50 mM, pH 7.5, 20 h, 30 °C. Fir 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 geringfiigigen Unterschiede der Absorptionen wurde in einem letzten Test {iberpriift,
ob es sich bei den Unterschieden in der Absorption nur um zufillig geringfiigige Unterschiede handelt,
oder aber Trends in der Entwicklung der Absorption ersichtlich sind. Dafiir wurden noch einmal
Reaktionsansdtze 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. Wiirden geringe, aber detektierbare
Mengen vicinales Diol in der Reaktion entstehen, miisste eine ebenfalls geringe Abnahme der
Absorption bei 490 nm {iber den Verlauf der Reaktion ersichtlich sein. Tatséchlich wurde eine
geringfiigige Abnahme der Absorption bei 490 nm fiir die Varianten WT, F87A und A74G L188Q iiber
den Verlauf von 20 Stunden beobachtet (Abbildung 64). Diese Abnahme der Absorption war in der
Leervektorprobe dagegen nicht ersichtlich und korreliert zusdtzlich 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 geringfiigigen

Unterschiede schwer detektierbar macht.
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Es bleibt damit festzuhalten, dass die direkte Untersuchung der P450-Reaktionsansitze, auf die Bildung
von vicinalen Diolen mit Hilfe des Adrenalin-Nachweises moglich ist, wenn man das Kofaktor-
Recycling mit der FDH' oder der PTDH betreibt. Die geringe Sensitivitit des Nachweises, in
Kombination mit den geringen Mengen an erzeugtem vicinalen Diol, bei Verwendung des
Mustersubstrates Non-1-en-4-ol (11), fihrt jedoch dazu, dass die praktische Anwendbarkeit des

Screenings fiir die Untersuchung von Mutantenbibliotheken noch nicht gegeben ist.
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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 pL der Reaktionsansatze entnommen und jede
Probe mit 10 pL Natriumperiodatiésung (10 mM) versetzt und 10 Minuten bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurden
weitere 10 yL Adrenalinlésung (15 mM) dazugegeben und die Reaktion fir 5 min inkubiert, bevor die Absorption
bei 490 nm in Mikrotiterplatten vermessen wurde. Reaktionsbedingungen: Y 500 pL: 200 uL P450 BM3 Rohlysat,
0.3 kU Katalase, FDH'-Formiat-NADPH Recycling, 6 mM Substrat, KPi-Puffer 50 mM, pH 7.5, 30 °C. Fir 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 fiir die bevorzugt ao-stindige
Hydroxylierung von Substraten mit polaren Substituenten
Parallel zu der Etablierung eines Screenings wurden neue Varianten von P450 BM3 erzeugt, welche
bevorzugt a-stindig zu einer bereits bestehenden Hydroxygruppe, oder einem anderen polaren
Substituenten hydroxylieren sollen. Natiirlicherweise hydroxyliert P450 BM3, in ®-1 bis -3 Position,
also dem hydrophoben Ende von Fettsiuren der Linge C-12 bis C-20.2' Dabei wird der polare
Carboxylrest von den ebenfalls polaren Aminoséuren R47 und Y51 in der Ndhe des Substrateinganges
koordiniert, wihrend die Aminosduren rund um das Hidm hydrophober Natur sind (Abbildung 35).
Positioniert man in einem Gedankenexperiment das bisherige Mustersubstrat Non-1-en-4-ol (11) im
aktiven Zentrum, wiirde man davon ausgehen, dass die Hydroxygruppe ebenfalls bevorzugt am
hydrophileren Substrateingang koordiniert wird, wiahrend der hydrophobe Rest weiter in das aktive
Zentrum hineinragt, analog zu den natilirlichen 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 {iiberpriifen, ob sich dieses Prinzip der
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Koordination ausnutzen ldsst, um Molekiile wie Non-1-en-4-ol (11) bevorzugt in Nachbarschaft zur
bereits existierenden OH-Gruppe zu hydroxylieren, wurden deshalb gezielt unpolare Aminoséuren in
der Néhe des Hams, durch eine Auswahl an polaren Aminoséuren substituiert. Dies ermoglicht eine
Koordination der polaren Hydroxygruppe iiber dem Ham und damit eine Umorientierung des Substrates
im aktiven Zentrum. Dieser Ansatz wurde bereits erfolgreich fiir die Akzeptanz kiirzerer Fettsduren der
Linge C4-C)o durchgefiihrt.'* Nach Betrachtung der substratgebundenen Kristallstruktur und Anhand
der Literaturdaten, wurde sich fiir die Positionen L75, L181 und 1263 entschieden.*** Diese liegen auf
der entgegengesetzten Seite des Him-Eisens und sind teilweise an der Ausbildung der hydrophoben
Tasche beteiligt. Diese ist vermutlich dafiir verantwortlich, dass die natiirlichen Fettsduresubstrate nicht
terminal hydroxyliert werden, da sich das hydrophobe Ende in der besagten Tasche befindet.**" Die
Optimierung des Enzyms war mittels ,,directed evolution*, oder rationalem Design moglich und es
wurde sich flir das rationale Design entschieden. Die Entscheidung ist darin begriindet, dass die
Optimierung mittels ,,directed evolution* automatisch mit einem hohen Screening-Aufwand verbunden

26, 249) Aus arbeitstechnischer Sicht war dieser

ist, da eine grofe Vielzahl von Varianten erstellt wird.
Weg nicht realisierbar, weshalb sich fiir eine kleine komprimierte Bibliothek entschieden wurde. Dafiir
wurden die drei Aminosdurepositionen L75, L181 und 1263 jeweils durch die Aminoséuren 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 komplementérer Primer
amplifiziert, welche gleichzeitig die Information fiir den erwiinschten Basenaustausch beinhalten. Im
Anschluss an die Amplifikation des gesamten Vektors mit Hilfe der DNA-Polymerase wird der
methyliert vorliegende Parentalstrang mit Hilfe von Dpnl 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.?%! Grau =
methylierter Parentalstrang, Schwarz = Unmethylierter und modifizierter Strang, A= Punktmutation.

Da bei dieser Methode jeweils eine Liicke in den DNA-Stringen verbleibt, kann der neu generierte
Doppelstrang nicht mehr als Vorlage fiir eine weitere Amplifikation dienen. Dadurch ist die
Amplifikation auf den Parentalstrang beschrinkt und verlduft linear statt exponentiell. Dies fiihrt zu
deutlich verringerten Ausbeuten an Plasmid im Vergleich zu anderen PCR-Methoden. Weiterhin ist es
moglich, dass die beiden komplementidren Primer miteinander interagieren, wodurch ein weiterer

257,258

Effizienzverlust moglich ist.! I Aus diesem Grund wurde beim Design der Primer darauf geachtet,
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Ergebnisse und Diskussion

dass diese kompatibel miteinander sind und &hnliche Schmelztemperaturen aufweisen. Um diese
generellen Probleme zu vermindern wurde zusétzlich ein Zwei-Stufen Protokoll verwendet, indem beide
Primer erst getrennt voneinander zu dem Parentalstrang gegeben wurden und nur einer der beiden
Striange teilweise amplifiziert wurde. Vor dem zweiten Schritt wurden dann die Ansdtze beider Primer

miteinander vereinigt und die Amplifikation des gesamten Stranges fortgesetzt.

Anhand der vorherigen Ergebnisse aus den Screening-Versuchen und dem Priparativansatz, sollten die
drei ausgewdhlten Positionen L75, L181 und 1263 sowohl im Wildtyp, als auch in Variante A74G
L188Q ausgetauscht werden, da fiir beide Varianten die Ergebnisse auf die jeweils grofite Menge an
gebildetem 3,4-Diol 12 hindeuteten. Daher wurde das QuikChange™ Protokoll fiir alle 30 moglichen
Varianten durchgefiihrt und es konnten 28 Varianten erfolgreich erzeugt werden. Nur die Variante
1263Q und die Dreifachmutante A74G L75T L188Q konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht zur
Verfiigung gestellt werden. Fiir beide Varianten ergaben sich jeweils Probleme in der Amplifikation der
DNA, welche auf die bekannten Komplikationen der QuikChange™ zuriickzufiihren sein konnen. Fiir

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
a-stindige Hydroxylierung erfolgen. Dafiir wurde eine Reihe von unterschiedlichen Substraten zur
Verfiigung gestellt, welche theoretisch mit dem neuen Screening untersucht werden kdnnen. Dabei
wurde das Augenmerk sowohl auf eine Reihe einfacher Homoallylalkohole gelegt, welche Ahnlichkeit
zum bisherigen Mustersubstrat Non-1-en-4-ol (11) aufweisen, als auch anspruchsvollere und
interessantere Molekiile wie Steroide (Abbildung 66). Eine regioselektive, a-stindige Hydroxylierung
dieser komplexeren Molekiile wére 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 Molekiile mit dem Adrenalin-Screening ebenfalls moglich sein.[2>%26%)
OH OH OH
/\MM
n
n=16
11, 26-30

33 34

Abbildung 66: Synthetisierte und kommerziell erworbene Substrate, fir die Untersuchung a-standiger
Hydroxylierungen mit Hilfe des Adrenalin-Screenings.
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Da die Funktionsfihigkeit des angedachten Screenings bis zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht
endgiiltig bewiesen werden konnte, war es jedoch nicht moglich eine Untersuchung der neuen Varianten

durchzufiihren.

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
niher untersucht und ein Eindruck von der Produktverteilung der regioisomeren Produkte gewonnen.!'*”!
Der initiale Versuch, ein geeignetes chromatographisches Trennprogramm fiir die Vielzahl an Regio-,
und Stereoisomeren zu finden, misslang. Um neben des bereits untersuchten Homoallylalkohols 11 eine
breite Palette synthetisch interessanter Substrate untersuchen zu konnen, wurde beschlossen eine
Screeningplattform fiir 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.**®! Es wurde getestet ob diese Art des Screenings auch auf das komplexe System einer P450
BM3 katalysierten Reaktion iibertragbar ist. Dabei wurde festgestellt, dass der Nachweis von vicinalen
Diolen auch innerhalb dieser komplexen Systeme moglich ist und in der allylischen Oxidation von
Non-1-en-4-ol (11) im groBeren Mafstab, ausreichende Mengen vicinales Diol generiert werden. Die
Anwesenheit von Storfaktoren wie Glucose erforderte jedoch eine Extraktion der Reaktionsansitze, was
zwar zu erhohter Sensitivitdt des Diol-Nachweises fiihrt, 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 dafiir erfolgreich
eingesetzt. Die folgenden Reaktionsansétze mussten nicht mehr extrahiert werden, die anschlieBend
fehlende Aufkonzentrierung fiihrt jedoch auch zu einer geringeren Nachweisgrenze an vicinalem Diol.
Eine solche Menge wurde unter Screeningbedingungen jedoch nicht zuverléssig 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 ausgewdhlt, da sie zuvor die grofite Menge
vicinales Diol in der Oxidation des Homoallyalkohols 11 erzeugten. Dafiir wurden die hydrophoben
Aminosduren L75, L181 und 1263 jeweils durch die Aminosduren K, H, Q, N und T substituiert. Diese
Aminoséuren sind an der Ausbildung einer hydrophoben Tasche des Enzyms beteiligt. Diese liegt auf
der gegeniiberliegenden Seite des Hims im aktiven Zentrum und spielt eine Rolle in der Ausrichtung

[204

hydrophober Substrate.?**! Der Austausch dieser hydrophoben Aminosiuren durch Aminosiuren mit

polaren Substituenten kdnnte 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 begiinstigen. Eine Verschiebung des Produktspektrums hin zu vicinalen Diolen bzw.
a-Hydroxyketonen wiére dadurch moglich. Die generierten Mutanten konnten jedoch noch nicht auf
diesen Effekt hin getestet werden, da das Adrenalin basierte Screening noch keine verldsslichen 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.'”]
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.!?*> 2%

! 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 L.75, L181 and 1263 were substituted with the amino acids K, H, Q, N
and T. L75, L181 and 1263 are part of the hydrophobic pocket in the active center of P450 BM3 and

204

play a key-role in the orientation of substrates.”*" 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 mogliche a-stdndige Hydroxylierung von Alkoholen weitere
Versuche unternommen werden sollten, miisste eine endgiiltige Verifizierung der praktischen
Anwendbarkeit des Screenings erfolgen. In einem ,,proof of principle*-Ansatz wére an dieser Stelle die
Umsetzung eines Alkohols oder Ketons denkbar, welcher bekanntermalien in ausreichender Menge von
P450 BM3 a-stindig hydroxyliert wird. Die Umsetzung von Non-l-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 fiir eine solche Umsetzung mit einem
interessanten Substrat ist die selektive Hydroxylierung von Testosteron (33) mit Hilfe unterschiedlicher
Varianten von P450 BM3 (Abbildung 67).2* 2] Ein Hindernis kénnte jedoch die geringe Loslichkeit
solcher Substrate in wéssrigen Medien darstellen. So wurden nur Endkonzentrationen von 1 mM der
Steroide im zitierten Screening eingesetzt. An dieser Stelle miisste demnach evaluiert werden, ob eine

Extraktion und Aufkonzentrierung der Proben eine Notwendigkeit darstellt.

P450 BM3
F87A A330W

79 % Umsatz

Abbildung 67: P450 BM3 F87A A330W katalysierte, selektive Umsetzung von Testosteron (33) zu einem
Natriumperiodat sensitiven a-Hydroxyketon 35, welches sich theoretisch mit Hilfe des Adrenalin-Assays
nachweisen lieRe.

In Folge einer Verifizierung des Screenings konnte eine Untersuchung der neu generierten Varianten
von P450 BM3 im genannten Kontext erfolgen. Ziel wire es dabei einen Trend auszumachen, der fiir
eine vermehrte Umorientierung von Substraten im aktiven Zentrum spricht, hin zu polaren Gruppen in

der Proximitit des Him-Eisens.

Eine weiteres Interessantes Anwendungsgebiet erdffnet 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-abhdngigen Enzymen an die Dehydrogenase.
Nach dem Vorbild von Beyer et al.l**> ***) konnten interessante Varianten der P450 BM3 an die
Dehydrogenase fusioniert werden und bereits erfolgreich getestete biokatalytischen Umsetzung mit dem
Fusionsenzym erfolgen. So konnte die selektive Umsetzung von w-Alkensduren mit Hilfe der P450 BM3
GQ als Fusionsprotein mit PTDH durchgefiihrt werden.”"® Auch die selektive benzoylische

Hydroxylierung von Benzoesdureestern mit der P450 BM3 F87A L188C wiren mit dem Fusionsprotein
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optimierbar.*” 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.*>”

Die Fusion der PTDH muss allerdings nicht ausschlieSlich mit der P450 BM3 erfolgen. Auch weniger
komplizierte Enzymsysteme, welche ebenfalls auf ein Recycling von NAD(P)H angewiesen sind,
konnten als Fusionspartner dienen. So wurde kiirzlich die Synthese von y-Butyrolactonen in einer
sequenziellen Ein-Topf-Synthese mit einer Enreduktase und einer Alkoholdehydrogenase gezeigt.[***
Die selektive Reduktion von a,p-ungeséttigten y-Ketoestern mit Hilfe einer Enreduktase ist dabei
ebenfalls eine interessante Reaktion, in der eine Fusion aus Enreduktase und PTDH Anwendung finden

konnte, um das bisherige GDH-Recycling zu ersetzen (Abbildung 68).

3 Enreduktase 3 o
Q R GDH-Recycling Q R ADH o R3
R1M002Et R1M002Et -
RZ RZ R1* * R2

Abbildung 68: Ein-Topf-Synthese von y-Butyrolactonen, ausgehend von a,B-ungesattigten y-Ketoestern, mit Hilfe
einer Endreduktase und einer Alkoholdehydrogenase.25°
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4 Synthese von Putaminoxin (37) und seinem (55,6 E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,95)-37]

Laccase

Alkoholdehydrogenase
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Synthese von Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S5)-37]
Einleitung

4.1 Einleitung

Putaminoxin (37) ist ein phytotoxisches, 10-gliedriges Makrolakton aus dem Pilz Phoma putaminum.
Dieser zur Familie der Ascomyceten zdhlende Pilz ist unter anderem fiir das Auftreten von Blattfaule,
auf dem auf Wiesen weit verbreiteten Korbbliiter Erigeron anuus (auch Feinstrahl oder weilles
Berufkraut genannt), verantwortlich. Um herauszufinden welche Substanz fiir das Auftreten der
Blattfaule verantwortlich ist, wurden in einer vorangegangenen Untersuchung Fliissigkulturen des Pilzes
filtriert und das Medium auf Phytotoxizitdt untersucht. Tatsdchlich waren die Filtrate phytotoxisch und
verursachten die Ausbildung von Necrose, wenn Blétter von E. anuus und anderer Pflanzen damit

2641 Schlussendlich konnte das Makrolakton Putaminoxin (37) aus diesen Filtraten

behandelt wurden.!
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 besal3. Das dadurch vorhandene stereogene Zentrum an Position 5 wurde anhand der
spektroskopischen Daten als (S)-konfiguriert bestimmt, wéihrend die Doppelbindung E-konfiguriert
vorliegt. Die Konfiguration des stereogenen Zentrums an Position 9 konnte dagegen initial nicht
bestimmt werden.?**! Auf die Charakterisierung folgten spiter erste Totalsynthesen der Verbindung in
dessen Zuge das stereogene Zentrum an Position 9 als (R)-konfiguriert deklariert wurde.”*! Die
Bestimmung der Konfiguration erfolgte dabei erneut iiber spektroskopische Methoden in Abgleich mit
den Daten von Evidente et al.**"! 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

[266-273

Herbarumine. I Parallel zur Isolation immer neuer phytotoxischer Nonenolide erfolgten weitere

265, 274285 iir die Synthese wurden

Totalsynthesen dieser interessanten Verbindungen (Abbildung 69).!
dabei allgemein zwei unterschiedliche Strategien fiir den Aufbau des Grundgeriistes verfolgt, welche in

den folgenden Kapiteln ndher beleuchtet werden.

o] o) 0
o) o) o
” . X
CsH, N-"""0H CsHq N-""0H C7H1s OH
37 38 39
Putaminoxin Vorgeschlagene Strukturen Hypocreolid A

von Putaminoxin B/D

o) o) 0
o) o) o
""'0H ~"~oH CsHy 'OH
40 41 42
Stagonolid F Aspinolid A Putaminoxin E

Abbildung 69: Ausgewahlte Beispiele prominenter Nonenolide, welche im Rahmen von Totalsynthesen
beschrieben worden sind.
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4.1.1 Totalsynthese von Nonenoliden auf Basis von intermolekularen Veresterungen
und Ringschlussmetathesen

Der am héufigsten verwendete Ansatz zum Aufbau des Grundgeriistes dieser Nonenolide ist die

Ringschlussmetathese, im Anschluss an eine intermolekulare Veresterung von zwei Olefinen. Die

Ringschlussmetathese erlangte gro3e Popularitdt nachdem Fu und Grubbs 1992 damit neue Anséitze zur

einfachen Synthese von Monozyklen publizierten.?*® Seit der Vorstellung dieser Highlights erfreut sich

diese Methode grofler Beliebtheit und konnte fiir die Synthese einer Vielzahl von Monozyklen mit

7. 28] In Form einer intramolekularen

unterschiedlichsten Substituenten verwendet werden.!
Kreuzmetathese verlduft die Ringschlussmetathese dabei iiber eine [2+2]-Cycloadditionsreaktion
zwischen einem Metallalkyliden und einem Olefin, iiber 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 fiir eine weitere Reaktion zur Verfligung steht. Dadurch ist in solchen Féllen die Zugabe

stéchiometrischer Mengen des Katalysators erforderlich.?%”!

A
M=\
R1

M] M R
oo — " — T

7 N\

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
Fiirstner et al. fiir 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 verldssliche Methode verfiigbar, die Konfiguration der neu geformten

Doppelbindung zu beeinflussen.*’¥

Nichtsdestotrotz gelang die Synthese der gewiinschten
Verbindungen und damit ein Muster zur Synthese weiterer Makrolaktone wie Pinolidoxin (45). Fiir
diesen potenten Inhibitor der Phenylalanin-Ammoniak Lyase zeigten sich zu diesem Zeitpunkt bereits
erste Unstimmigkeiten beziiglich der absoluten Konfiguration der stereogenen Zentren.?’* Ein Problem,

welches auch in den Folgesynthesen der Putaminoxine auftrat.!*”!
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Einleitung

43 44 45

Abbildung 71: Struktur der totalsynthetisch hergestellten, phytotoxischen Nonenolide Herbarumin | (43) und Il (44)
aus Mycosphaerella lethalis, sowie von Pinolidoxin (45), einem potenten Inhibitor der Phenylalanin-Ammoniak
Lyase.l?™

Einen &dhnlichen Ansatz zum Aufbau des Grundgeriistes wéahlten Sabitha er al. fiir die erste

2931 In einem ersten Schritt wurden die beiden Hauptbausteine, mit

Totalsynthese von Putaminoxin (37).!
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 dafiir

12891

unter Verwendung der Keck-Allylierung aus Butyraldehyd 46 hergestell wiéhrend der zweite

Baustein, der geschiitzte Allylalkohol 47, nach einer zuvor beschriebenen Methode aus einem Epoxid

hervorging.[**"

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 (55,6E,9R)-konfiguriert deklariert.[**%!

o) OPMB

HO =

o o)
o . 47
< J N | — +
“OH "OPMB o
S /\/'\/\
37 N
48

(R)-26

Abbildung 72: Retrosynthetischer Ansatz von Sabitha et al. fir die Synthese von Putaminoxin 37 (Sabitha
2009).12651 PMB = para-Methoxybenzyl.

Dieses grundsitzliche Schema der Retrosynthese wurde infolgedessen fiir 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 Lénge der Seitenkette an Position 9 des finalen Makrolaktons. Daher konnte die Abfolge von
Veresterung zweier Hauptbausteine und anschlieBender Ringschlussmetathese einfach {iibertragen
werden. Die Unterschiede in der Synthese beschrinkten sich daher auf die Erzeugung der
enantiomerenreinen Allyl- und Homoallylalkohole. Perepogu et al. erzeugten den Homoallylalkohol
indem sie eine kinetische Racematspaltung eines Epoxidvorldufers nach Jacobsen durchfiihrten,
wihrend der Homoallylalkohol ebenfalls aus einem Epoxidvorldufer mit Hilfe einer asymmetrischen
Sharpless Epoxidierung hervorging.?”® Auf diesem Wege gelang ihnen die erste Synthese von

Stagonolid F (40). Einen sehr &hnlichen Ansatz verfolgten spéter auch Chinnababu et al. und
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Chowdhury et al. fiir die Synthese von Stagonolid F (40) und Aspinolid A (41).2”> 2831 Weiterhin
verfolgten Shelke et al. einen organokatalytischen Ansatz zur Bereitstellung des Homoallylalkohols,
indem sie eine a-Aminooxylierung oder eine Jorgensen Epoxidierung verwendeten. Damit gelang ihnen
die Synthese sowohl von Aspinolid A (41), als auch von Stagonolid F (40).2*"-?% Kamal et al. dagegen
nutzten den chiralen Pool fiir die Synthese von Stagonolid F (40), Aspinolid A (41) und Putaminoxin
(37), indem sie fiir die Bereitstellung des Allylalkohol-Bausteins von (R)- oder (S)-Apfelsdure

278]

ausgingen.! Chithaluri et al. kombinierten eine Maruoka-Allylierung fiir die Synthese des

Homoallylalkohols und eine Sharpless kinetische Racematspaltung fiir die Trennung der Enantiomere
des Allylalkohols, fiir 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.%% Alle
diese Ansétze arbeiteten mit leicht unterschiedlichen Methoden zum Aufbau der beiden Hauptbausteine,

die anschlieBende Strategie liber die Veresterung und Ringschlussmetathese waren jedoch jeweils gleich

R J\)/Kij\**oH
1 AN

TRingschlussmetathese

R | *“OR?®
X
Brown-Allylierung \ Sharpless kinetische
\ Intermolekulare Veresterung Rai?tspaltung

Keck-Allylierung
R1J*\/\ HOW
3 \
/ \ o chiraler Pool
Maruoka-Allylierung Jacobsen kinetische
Racematspaltung

7 ™

Jorgensen-Epoxidierung Sharpless-Epoxidierung

Abbildung 73: Ubersicht (iber die verwendeten Reaktionstypen zur Bereitstellung der Hauptbausteine fiir die
Synthese von Nonenoliden, anhand der primaren Strategie der intermolekularen Veresterung und anschlieRenden
Ringschlussmetathese.
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Synthese von Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S5)-37]
Einleitung

4.1.2 Totalsynthese von Nonenoliden auf Basis von Kupplungsreaktionen und
anschlieBender Makrolaktonisierung
Die hdufigste Alternative zur intermolekularen Veresterung zweier Hauptbausteine und anschlieBender
Ringschlussmetathese, stellt eine einfache Umkehr der letzten beiden Schritte dar. Anstatt die beiden
Hauptbausteine miteinander zu verestern, werden diese beiden vorerst iiber eine Kupplungsreaktion
miteinander verkniipft. Erst im Anschluss findet eine Laktonisierung statt, welche dieses Mal aber
intramolekular verlduft 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).

OR?® OR?

(0]
? ; R1 J*\/\/K/\)J\OR4 ; *

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 Strategic von GOtz ef al. fiir die Synthese und Strukturaufklirung von

t.277) Urspriinglich war auch fiir diese Synthese eine Ringschlussmetathese

Hypocreolid A (39) eingesetz
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 abhéngig von der
Wahl des Katalysators, doch auch die Verwendung alternativer Katalysatoren, wie dem Hoveyda-
Grubbs Katalysator der zweiten Generation, fiihrte nicht priméir zum erwiinschten Produkt. Teilweise
wurde sogar ausschlieBlich eine (Z)-konfigurierte Doppelbindung erhalten. Daher wurde dieser Ansatz
verworfen und stattdessen eine Kreuzmetathese mit anschlieBender Yamaguchi-Makrolaktonisierung
durchgefiihrt.””” Die Generierung der stereogenen Zentren erfolgte dieses Mal einerseits iiber die
bereits erwdhnte Maruoka-Keck Allylierung fiir den Homoallylbaustein, andererseits aber iiber eine
asymmetrische Hydrogenierung eines Ketons nach Noyori.””" 221 Damit konnte der Allylalkohol-
Baustein selektiv erzeugt werden, welcher im Folgeschritt mit dem Homoallylkohol in der

Kreuzmetathese verkniipft wurde.*’”!

Einen dhnlichen Ansatz wihlten Sabitha ef al. und Yadav et al. fiir die Synthese von Aspinolid A (41)

279.282] Auch sie verkniipften erst zwei enantiomerenreine Hauptbausteine, bevor

und Putaminoxin (37).!
sie eine Yamaguchi-Laktonisierung zum Produkt durchfiihrten. Im Gegensatz zu beinahe allen
vorherigen Synthesen verwendeten sie jedoch nicht die klassischen Allyl- und Homoallylbausteine.

Stattdessen Offneten 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 priméren Alkohols, zum
Produkt 37 laktonisiert werden. Fiir die Synthese der enantiomerenreinen Hauptbausteine 49 und 50
wurden nach Yadav ef al. erneut eine asymmetrische Epoxidierung von Olefin 52 nach Sharpless, bzw.
eine kinetische Racematspaltung des terminalen Epoxids 53 nach Jacobsen durchgefiihrt. Sabitha et al.
gaben dahingegen keine Auskiinfte dariiber, 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 durchfiihrten.

e & .0
N — > SN — N
HO OH BnO OH BnO~ " " 0n
54 52 55
?)\/\
53

0,
QTBS LN OTBS
2 OH B 49 :
BnO N - BnO/\/\/\
51 50
o)
0 OTBS  OH
)J\/\/'\/\/'\/\ - > o
HO N
C3H7 ‘OH
56
37

Abbildung 75: Hauptschritte der Synthese von Putaminoxin (37) nach Yadav et al.l?82 Bn = Benzyl, TBS =
Tributylsilyl.

Erst kiirzlich gelangen Bisterfeld und Holec ef al. die Synthese der vorgeschlagenen Strukturen von
Putaminoxin B und D (38).%*! Nach dem Vorbild von Gétz et al. waren die Schliisselschritte die
Kreuzmetathese eines Allylalkohols mit einem Homoallylalkohol, gefolgt von einer Yamaguchi-
Makrolaktonisierung. Das Besondere an dieser Synthese lag jedoch an der Erzeugung der
enantiomerenreinen, sekunddren Alkohole. Im Gegensatz zu den klassisch chemischen Methoden der
vorangegangenen Synthesen von Nonenoliden, nutzen Bisterfeld und Holec et al. enzymatische
Methoden fiir 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 anschlieend die enzymatischen Methoden mit der klassischen Allylierung nach Brown

oder Leighton.[2%3-2%4]

Im Rahmen der Synthese stellten sie fest, dass enzymatische Methoden ebenbiirtig oder sogar besser als
klassisch chemische Methoden sein kdnnen und deshalb im Rahmen von Retrosynthesen in Betracht
gezogen werden sollten. Dieser neue Blickwinkel auf die Synthese komplexer Naturstoffe wurde
ebenfalls erst kiirzlich in einigen Reviews ausfiihrlich thematisiert.> 2> 2% 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 '*C NMR-Spektren der synthetisierten Verbindungen nicht mit

266, 267, 285] Daraufhin

denen der zuvor isolierten Verbindungen in Einklang gebracht werden konnten.!
verglichen sie die '*C NMR-Spektren mit denen weiterer Nonelide und stellten weitere
UnregelméaBigkeiten fest, die allerdings einer gewissen Systematik folgten. Infolgedessen wurde ein

erster systematischer Vergleich der bis dato bereitgestellten Strukturdaten angestrebt.

A B
OH ? o O
CSHﬂM C5H11) EtOJ\/\)J\/
rac-11 22 58
Ox. kinetische . Asymm_etrische
Racematspaltung OH Bri"n%‘(—g‘:ﬂgo“ iReduktlon (ADH)
(ADH)
CsHyq1™ = A ) OH
1 PP
EtO N
59
Asymmetrische
Reduktion (ADH) Allylische Hydroxylierung
(P450 BM3)

)(L/\ i
CsHaq = EtOJ\/\/\/

57
60

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).128]

4.1.3 Vergleich der Strukturdaten von isolierten und synthetisierten Nonenoliden

In Folge der aufgedeckten UnregelmiBigkeiten in den 'C NMR-Daten im Anschluss an die
chemoenzymatische Totalsynthese der vorgeschlagenen Strukturen von Putaminoxin B und D (38),
erstellten Bisterfeld und Holec et al. eine Ubersicht iiber die bis dato zur Verfiigung stehenden Daten.?*)
Als Vergleiche dienten die Daten jener Nonenolide, welche sich nur in der Konfiguration der
stereogenen Zentren an Position 5 und 9, sowie der Lange 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 *C NMR-Spektren reduziert, da sich die Signale der '"H NMR-Spektren teilweise iiberlagern

und nicht eindeutig aufzuldsen sind.

Aus dem Vergleich der Strukturdaten ergab sich, dass die angegebenen chemischen Verschiebungen im
3C NMR der isolierten Putaminoxine B und D (38) mit keinem der vier synthetisierten Stereoisomere

von Bisterfeld und Holec et a/. in Einklang gebracht werden konnten (Tabelle 3).

Tabelle 3: Vergleich der '3C 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. 2851 Chemische Verschiebungen wurden aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nur bis zu einem maximalen Betrag von +/- 5 aufgetragen.

(0] (0]
2 4 2 4
01 3 01 3
CgH ‘OH CsH ‘OH
51198765 51198765
(5S,6E,9R)-38 (5S,6E,95)-38
59 54
4 4 0]
31 31 2 4
5] 21 (2) 1 3
o 11 o1
g ] g 4] Ny
2-117_ g_?_ CsHi1 9 5 7 6 5 OH
24 -2 4
N N (55,6E,97)-38
5 -5 - Putaminoxin B
c1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 c1 C2 C3 C4 C5 Cb6 C7 C8 C9
5 5 -
4 4 4 O
8 %1 2 4
f f (O 3
(6] (6] b
& e ] A 1y
2 S CsHi" 9~ 7> 5°0H
8 6
-2 -2 4
3 -3
4 4] (5S,6E,97)-38
5 5 Putaminoxin D
c1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 c1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9

Wihrend in diesen Fillen 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
(58,6E,9R)- konfigurierten Verbindung [(55,6E,9R)-38] perfekt mit denen des ebenfalls (5S,6F,9R)-
konfigurierten Hypocreolid A (39) von Gtz et al. iiberein.”””) 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 Léinge haben. Fiir alle sich im Ring
befindlichen Kohlenstoffatome waren die chemischen Verschiebungen jedoch quasi identisch. Dasselbe
lieB sich am Beispiel der (5S,6E,95)-konfigurierten Verbindung [(5S,6E,95)-38] im Abgleich mit

Aspinolid A (41) von Fuchser und Zeeck beobachten.**” Erneut waren die chemischen Verschiebungen
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der Kohlenstoffatome im Ring quasi identisch, die Unterschiede beschrinkten sich erneut auf die

Signale an der Alkylkette (Tabelle 4).

Tabelle 4: Vergleich der chemischen Verschiebungen der Ringkohlenstoffatome im 3C NMR von Nonenoliden, in
Anlehnung an Bisterfeld und Holec et al.l?89 Als Basis dienten die '3*C NMR Daten aus der Synthese der
vorgeschlagenen Strukturen von Putaminoxin B und D (38). Diese wurden mit den erhobenen '3C 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, 2771 Chemische Verschiebungen wurden aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nur bis zu einem maximalen Betrag von +/- 5 aufgetragen.
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Interessanterweise zeigte der Vergleich der '*C NMR-Daten der (55,6E,9R)-konfigurierten Verbindung
[(5S,6E,9R)-38] mit den '*C NMR-Daten des synthetisierten, (55,6E,9R)-konfigurierten Putaminoxin

2651 Stattdessen passten die

(37) von Sabitha et al. jedoch, dass diese nicht zueinander passten.!
chemischen Verschiebungen der (5S,6E,95)-konfigurierten Verbindung [(5S,6F,9S5)-38] sehr gut zu
denen des Putaminoxins (37) (Tabelle 4). Der Vergleich mit Stagonolid F (40) wiederum ergab erneut
keinerlei Ubereinstimmung der Signale, mit keinem der beiden synthetisierten Diastereomere von 38.
Zusitzlich zu den '*C NMR-Daten zeigte sich beim Vergleich der Drehwerte dieser Verbindungen, dass
das stereogene Zentrum an Position 9 eine hohere Prioritdt genieft. Dementsprechend zeigten all jene
verglichenen Nonenolide, im Falle einer (9R)-Konfiguration, einen negativen Drehwert. Dies war

2851 An dieser Stelle konnten

unabhingig davon, welche Konfiguration parallel am C-5-Atom vorlag.!
jedoch keine weiteren Aussagen iiber die absoluten Konfigurationen der Verbindungen getétigt werden.
Fiir eine weitergehende Untersuchung, besonders der Zusimmenhénge zwischen den vorgeschlagenen
Strukturen von Putaminoxin B und D (38) und Putaminoxin (37), bedurfte es ciner weiteren
Totalsynthese von Putaminoxin (37) und seines (5S,6F,95)- [(5S,6E,95)-37] oder (5R,6E.9R)-
konfigurierten Diastereomers [(5R,6E,9R)-37]. Nur so lieBe sich eine mdgliche Zuordnung jener
Verbindungen durchfiihren, welche angeblich gleich konfiguriert vorliegen, deren *C NMR-Spektren
diesen Fakt jedoch nicht widerspiegeln. Aus diesem Grund wurde die chemoenzymatische Synthese von
Putaminoxin (37) und seinem (5S,6F,9S5)-Diastereomer [(5S5,6£,95)-37] nach dem Vorbild von

Bisterfeld und Holec et al. angestrebt, um mehr Informationen iiber 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) durchgefiihrt.”*”! Der Retrosyntheseplan orientierte sich dabei an der
chemoenzymatischen Synthese der vorgeschlagenen Strukturen von Putaminoxin B und D (38) von
Bisterfeld und Holec ef a/. und damit der Verkniipfung eines Allylalkohols mit einem Homoallylalkohol
und anschlieBender Makrolaktonisierung (Abbildung 74).*%! Dabei gelang die Synthese der
Allylalkohole (S)-59 und (R)-59 in Anlehnung an Vorschriften von Weber et al. und Fischer et al.l**®
1 Fiir die asymmetrische Reduktion des Ketons 58 wurden die stereokomplementiren Alkohol-
Dehydrogenasen aus Lactobacillus brevis (ADHig) und Thermoanaerobacter brockii (ADHr, frither
Thermoanaerobium) eingesetzt. Die Allylalkohole wurden fiir die anschlieBende Kreuzmetathese

jeweils mit einer Tetrahydropyran-Schutzgruppe versehen (Abbildung 77).

Fir die Synthese des zweiten Bausteins, dem Homoallylalkohol 26 wurden mehrere Ansétze
ausprobiert. Die stereoselektive Allylierung von Butanal 46 mit dem kommerziell erhéltlichen 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 ADHr als Einzige in der Lage
war, die sterisch sehr dhnlichen Seitenreste des Homoallylalkohols zu diskriminieren. Dabei konnten
jedoch noch keine hohen Enantiomereniiberschiisse erreicht werden (Abbildung 77). Diese deuteten
aber darauf hin, dass eine oxidative kinetische Racematspaltung des Homoallylalkohols 26 mdglich
wire. Da die Alkoholdehydrogenase jedoch nicht in der Lage ist absolut zwischen dem Pentyl- und
Pentenylrest des Hept-1-en-4-ols (26) zu unterscheiden, miisste ein Umsatz iiber 50 % erfolgen, um
einen ausreichenden Enantiomereniiberschuss zu erhalten. Dies wiirde wiederum eine geringere

Ausbeute zur Folge haben.*”)
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Abbildung 77: A) Synthese der Allylbausteine fir die Synthese von Putaminoxin (37) und seinen Analoga nach
Weber et al. und Bisterfeld und Holec et al.[28%2%1 g) Zn, |12, DMA, 80 °C, 2 h; Acryloylchlorid, Pd(PPhs)s, RT, 15 h;
b) ADHrLe, Aceton, NADP*,KP;-Puffer (50 mM, pH 7.0, 1 mM MgClz), 30 °C, 130 rpm,3.5 h; ¢) PPTS, DHP, CH2Cl>,
RT, 14 h; B) Unterschiedliche Versuche zur Darstellung von (S)-Hept-1-en-4-ol [(S)-26].12°7]
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4.2 Ergebnisse und Diskussion

4.2.1 Chemoenzymatische Synthese von Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,95)-
Diastereomer [(5S,6FE,95)-37]

Basierend auf den Ergebnissen der Arbeit von Diekmann wurde die kinetische Racematspaltung von
Hept-1-en-4-ol (26) niher untersucht.®”! Bereits zuvor zeigten Bisterfeld und Holec et al., dass die
kinetische Racematspaltung von Non-1-en-4-ol (11) mit Hilfe von Alkoholdehydrogenasen eine

285,390 1m Gegensatz zu Non-1-

Alternative zu den herkdmmlichen Allylierungsreaktionen sein kann.!
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 betrdgt in diesem Fall nur zwei
Wasserstoffatome. Die Alkoholdehydrogenase fixiert die Substituenten des Substrats in zwei

BOU Der sterisch anspruchsvolle Rest kann somit

unterschiedlich groBen Taschen im aktiven Zentrum.
nur in die groBBere der beiden Taschen hineinpassen. Die definierte Ausrichtung des Subtrates bedingt
fiir alle groBeren Substrate einen si-facialen Angriff des Hydrids vom NAD(P)H auf das elektrophile
Kohlenstoffatom (Abbildung 78).*) Dies gilt jedoch nur fiir die Annahme, dass der sterisch
anspruchsvollere Rest eine hohere Prioritdt nach IUPAC-Nomenklatur genieft, im Falle der
Homoallylalkohole 11 und 26 dagegen besitzt der sterisch anspruchsvollere Rest die geringere Prioritét.
Die Orientierung des Substrates bleibt zwar bestehen und der Hydridangriff folgt aus derselben
Orientierung, der Nomenklatur entsprechend handelt es sich fiir diese Substrate jedoch um einen re-
facialen Angriff, welcher zur Ausbildung eines (R)-Alkohols fithren wiirde. Im Umkehrschluss findet

somit auch eine Oxidation des (R)-Alkohols in der oxidativen kinetischen Racematspaltung statt, unter

Anreicherung des (S)-Alkohols.

NAD(P)-H
)

OH
R1JJ\R2 —_— R1J\@

kleine

grole Tasche

Tasche

Abbildung 78: Fixierung von Substraten mit unterschiedlichen Substituenten im aktiven Zentrum der ADHr, in
Anlehnung an Hummel et al.?4!1 R' = sterisch anspruchsvoller Rest, R? = sterisch wenig anspruchsvoller Rest.

Die Moglichkeit mit Hilfe der ADHr unterschiedlich lange, aliphatische Homoallylalkohole
enantiomerenrein bzw. enantiomerenangereichert darzustellen, konnte als Basis flir weitere
chemoenzymatische Synthesen von Nonenoliden, mit unterschiedlichen Kettenldngen am C-9 Atom,
dienen. Um herauszufinden, in welchem Kettenldngen-Bereich der Einsatz der ADHrt sinnvoll ist,

wurden racemische Gemische von Homoallylalkoholen der Kettenlinge C-7 bis C-12 mit der
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Alkoholdehydrogenase oxidiert. Die racemischen Homoallylalkohole wurden dafiir kommerziell
erworben oder vorab selbst synthetisiert (siche Kapitel 5.5.2). Es zeigte sich, dass die ADH optimal fiir
die oxidative kinetische Racematspaltung der Substrate Oct-1-en-4-ol (27) und Non-1-en-4-ol (11)
eingesetzt werden kann. Fiir diese verbindet sie eine hohe Selektivitdt mit kurzer Reaktionszeit unter
den getesteten Bedingungen. Fiir die Oxidation der lingeren Kettenlingen wird die Reaktionszeit
dagegen graduell ldnger und die geringe Loslichkeit 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 kdnnen, macht lange Reaktionszeiten zusitzlich unerwiinscht. Im
Anschluss an eine Verringerung der Konzentration der langeren Homoallylalkohole 28-30 auf 7.5 mM
statt der Ublichen 10 mM, konnten auch fiir diese enantiomerenreine Produkte nach 4-24 Stunden
erhalten werden (Tabelle 5). Erfreulicherweise war die ADHy ebenfalls in der Lage die Alkylketten des
beinahe symmetrischen Hept-1-en-4-ols (26) zu unterscheiden, so dass nach 58 % Umsatz ein
Enantiomerentiiberschuss (ee) von 94 % erreicht wurde.

Tabelle 5: Oxidative kinetische Racematspaltung von aliphatischen Homoallylalkoholen mit Hilfe der ADHr.

Reaktionsbedingungen: Homoallylalkohol (10 mM), Aceton (5 vol.-%), ADHt (0.5 U/mL), NADP* (300 mM), KPi-
Puffer (50 mM, pH 7.0, 1 mM MgClz), 30 °C, 130 rpm.

OH ADH- o OH
—_— + :
n n n
n=1-6 n=1-6 n=1-6
rac-11, 26-30 57, 63-67 (S)-11, 26-30
Substrat Produkt Umsatz [%] ee [%] Zeit [h]

26(n=1) (5)-26(n=1) 58 94 3
27 (n=2) (5)-27 (n=2) 50 >99 3
11 (n=23) (S)-11 (n=3) 50 >99 3
28 (n=4) (5)-28 (n=4) >99? 47
29 (n=Y5) (5)-29 (n=5) 99° 8?
30 (n=6) (5)-30 (n=16) 90? 24*

# Substratkonzentration wurde auf 7.5 mM reduziert

In vorangegangenen Experimenten mit der ADHt konnten Keinan et al. keinen Umsatz in der

302

asymmetrischen Reduktion von Hept-1-en-4-on (63) beobachten.’" 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 tatséchlich nicht gut in die kleine Tasche passt, die Diskriminierung jedoch nicht so gut ist,
wie die gegeniiber der etwas lingeren 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).

100 - @p
90 4
80 1
70 4
60 1
50 1

ee [%]

40 1
30 1
20 1
10 1

R
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Umsatz [%]

Abbildung 79: Oxidative kinetische Racematspaltung von ¢ Hept-1-en-4-ol (26) und o Oct-1-en-4-ol (27) mit der
Alkoholdehydrogenase aus Thermoanaerobacter brockii. Reaktionsbedingungen: Homoallylalkohol (10 mM),
Aceton (5 % (v/v)), ADHr (0.5 U/mL), NADP* (300 mM), KPi-Puffer (50 mM, pH 7.0, 1 mM MgClz), 30 °C, 130 rpm.
Proben wurden nach Oh, 1h, 3h, 4h, 5h, 6h, 8h und 24 h entnommen, extrahiert und mit Hilfe von
Gaschromatografie Gber chiraler stationarer Phase untersucht.

Auch im Falle des kleineren und beinahe symmetrischen Substrates Hept-1-en-4-ol (26) wurde gemif
vorherigen Untersuchungen bevorzugt das (R)-Enantiomer oxidiert.**3%%3%] An dieser Stelle ist darauf
zu achten, dass fiir die anderen untersuchten Substrate zumeist der sterisch anspruchsvollere Rest eine
hohere Prioritit nach Prelog besal3. Im Fall der sterisch minimal weniger anspruchsvolleren n-Pentenyl
Seitenkette ist dieser Zusammenhang jedoch umgekehrt, so dass jeweils das (S)-Enantiomer iibrigblieb.
Die Reaktion wurde in einem grofleren Mafstab von 250 mL wiederholt und das erwiinschte
(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 Fillen fiihrte die Entfernung des
Losungsmittels unter reduziertem Druck vermutlich zu Ausbeuteverlusten, da das Produkt volatil ist.
Nichtsdestotrotz konnte der enantiomerenangereicherte Homoallylalkohol fiir die weitere Synthese von
Putaminoxin (37) und seinem (55,6F,9S5)-Diastereomer [(5S,6E,95)-37] eingesetzt werden. Fiir die
spatere Kreuzmetathese mit dem geschiitzten Allylalkoholbaustein 62 musste der Homoallylalkohol 26
dafiir mit einer Schutzgruppe versehen werden. In vorangegangenen Synthesen wurde er dafiir jeweils
mit einer Acetyl-Schutzgruppe versehen.?”” 2% Dies fiihrte 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 geschiitzte Produkt
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68 konnte auf diese Art in 89 % Ausbeute gewonnen werden. Fiir die Synthese von Putaminoxin (37)
wurde der Homoallylalkohol jedoch in (R)-Konfiguration benétigt. Es stand jedoch keine
stereokomplementére ~ Alkoholdehydrogenase  fiir die  kinetische = Racematspaltung  des
Homoallylalkohols rac-26 zur Verfiigung und eine Brown-Allylierung von Butanal (46) fiihrte 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 geschiitzt. Dies gelang in einer
Ausbeute von 83 %. In der anschlieBenden Kreuzmetathese mit dem THP-geschiitzten Allylalkohol
(8)-62 zeigte sich, dass primir das Homodimer 69 des geschiitzten Homoallylalkohols 68 entstand. Das
gewiinschte Heterodimer 70 konnte dagegen nur in 24 % Ausbeute erhalten werden (Abbildung 80).

OH a OH b 0
/2\/\ —_— - e |
CsH7 N CaHy” TN CsHy
rac-26 (S)-26 46
/ \
OBz OBz
C3H7/\/\ C3H7M
(S)-68 (R)-68
e e
OBz OBz
A X ~_-C3H CsH
Cs3Hy = - Cs'ﬁm o
OBz OBz
(4S,6E,95)-69 (4R,6E,9R)-69
OTHP (0]
e e
X OEt
(S)-62
OBz OTHP O OBz OTHP O
AN
CsH7 OEt C3H; N OEt
(5S,6E,95)-70 (5S,6E,9R)-70

Abbildung 80: THP = Tetrahydropyranyl, Bz = Benzoyl. Reaktionsbedingungen: a) ADHr, Aceton, NADP* KP;i-
Puffer (50 mM, pH 7.0, 1 mM MgClz), 30 °C, 130 rpm,3.5 h; b) (+)-B-Allyldiisopinocampheylboran, Et0O, -78 °C,
1 h; c) Benzoylchlorid, Pyridin, CH2Cl2, 24 h; d) Benzoesaure, Triphenylphosphin, Diisopropylazodicarboxylat, THF,
4.5 h; e) Grubbs-Katalysator 2te Generation, CH2Cl2,40 °C, 24 h.

8] weshalb in der vorangegangenen Synthese

Dieser Zusammenhang wurde bereits zuvor beobachtet,!
erst einmal der geschiitzte Homoallylalkohol 68 zum entsprechenden Homodimer 69 verkniipft wurde,
bevor dieses in einer zweiten Metathesereaktion mit dem geschiitzten Allylalkohol 62 eingesetzt wurde.
Die Metathese zum Homodimer (4S5,6F,95)-69 bzw. (4R,6E,9R)-69, unter Verwendung des Grubbs-

Katalysators der zweiten Generation, ergab fiir beide Enantiomere des geschiitzten Homoallylalkohols
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68 gute Ausbeuten von 83-86 %. Die darauffolgende Kreuzmetathese mit dem geschiitzten Allylalkohol
(5)-62 ergab aber erneut nur eine maximale Ausbeute von 41 % fiir das Heterodimer 70 (Abbildung 80).
Unreagierter Allylalkohol 62 und das unreagierte Homodimer 69 konnten jedoch jeweils
zuriickgewonnen werden. Diese konnten erneut in einer zweiten Metathesereaktion eingesetzt werden,

welche eine gleichwertige Ausbeute von 40 % fiir das Heterodimer 70 ergab.

Die letzten Schritte der Synthese umfassten die Entschiitzung der beiden Ester-Schutzgruppen am
Carboxylende, sowie an der Hydroxylgruppe in Position 9. Daraufhin folgte eine Yamaguchi-
Makrolaktonisierung zur SchlieBung des Ringes, bevor die Entschiitzung der THP-Schutzgruppe zum
Erhalt des Putaminoxin [(55,6E£,9R)-37] und seinem (55,6 E,95)-Diastereomer [(5S,6E,95)-37] fuhrte. In
Anlehnung an die Vorschrift von Gétz et al. wurden die Zwischenprodukte dabei nicht isoliert.l*’”)
Putaminoxin [(5S5,6F,9R)-37] und sein (55,6E£,9S)-Diastereomer [(55,6E,95)-37] konnten iiber diese drei
Schritte in einer Ausbeute von 57-66 % erhalten werden (Abbildung 81). Im Anschluss an die
erfolgreiche Synthese des phytotoxischen Nonenolids (55,6F,9R)-37 und seines Diastereomers

(55,6E,95)-37, wurde erneut eine Untersuchung der chemischen Verschiebungen im '*C NMR

vorgenommen.
(@]
OBz OTHP O ab.c
L > o]
CsH, X OEt .
Cs3H; ‘OH
(5S,6E,9R)-70 (5S,6E,9R)-37
OBz  OTHP O abc
CsH, x OEt
CsHy
(5S,6E,95)-70 (5S,6E,95)-37

Abbildung 81: THP = Tetrahydropyranyl, Bz = Benzoyl, Reaktionsbedingungen: a) LiOH, THF:MeOH:H20 (2:1:1),
60 °C, 48 h; b) 1. 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid, EtsN, THF, 25 °C, 2 h; 2. 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin (DMAP),
Toluol, Reflux, 3 h; c) PPTS, p-TsOH-H20, EtOH, 40 °C, 16 h.

4.2.2 Vergleich der Strukturdaten der neu synthetisierten Nonenolide und
Strukturvorschlag fiir das phytotoxische Nonenolid Putaminoxin (55,6 E,9R)-37
Der Vergleich der °C NMR Daten der neu synthetisierten Verbindungen, mit denen zuvor isolierter und
synthetisierter Nonenolide, offenbarte dhnliche Diskrepanzen wie jene, welche zuvor von Bisterfeld und
Holec et al. aufgedeckt worden sind.”*! Die *C NMR Daten des neu synthetisierten Putaminoxins
[(5S,6E,9R)-37] und seines Diastereomers (55,6F,9S5)-37 passten nicht zu jenen, welche von Evidente

264,265 Stattdessen passten die Daten zu denen der

et al. und Sabitha et al. publiziert worden sind.!
vorgeschlagenen Strukturen von Putaminoxin B und D (38) von Bisterfeld und Holec ef al., aber auch
zu jenen von Gotz et al. fur Hypocreolid A (39) und denen von Fuchser und Zeeck fiir Aspinolid A

(41).126%-277.:2831 S waren die chemischen Verschiebungen der Ringkohlenstoffe des neu synthetisierten
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Putaminoxins [(5S5,6E,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).12%)

Tabelle 6: Vergleich der '3C 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. Griin = Verschiebung passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = Verschiebung passt zu (5S,6E,9S)-37.

O o o}

2 4 2 4 2 4
O 1 3 ?1 3 91 3

N N - N

CSH7937650H C3H7937650H C3H7987650H

Struk- (5S,6E,9R)-37 (5S,6E,97)-37 (5S,6E,95)-37
turen 0] 0 0
2 4 2 4 2 4
O 1 3 O 1 3 O 1 3
Ny Ny NS
CsHq o 7 5 OH C;H45 9 7 5 'OH 9 7 5 OH
8 6 8 6 8 6
(5S,6E,9R)-38 (5S,6E,9R)-39 (5R,6E,9R)-41
Nr. (5S.,6E9R)-37  (5S5,6E97)-37  (5S,6E,95)-37  (5S,6E.9R)-38  (5S5.6E,9R)-39  (5R,6E,9R)-41
Ref. Diese Sabitha Evidente Diese Bisterfeld und Gotz Fuchser und
- Holec et al.12%3] Zeeck29]
Atom  Arbeit et al.[>6%] et al 204 Arbeit et al .277]
C-1 176.8 175.6 175.8 175.9 176.7 176.6 175.5
C-2 359 35.7 35.6 35.8 35.7 359 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 36.6 342 344 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 fiir das (55,6E,95)-konfigurierte Diastereomer (5S,6E,95)-37, welches ebenfalls quasi
identische Verschiebungen wie das (5S5,6F,95)-konfigurierte Nonenolid (55,6F,9S5)-38 von Bisterfeld
und Holec et al. aufwies.”® Dementsprechend passten die neuen Daten auch zu den Daten jener
Nonenolide, welche dieselbe Konfiguration aufwiesen aber eine kiirzere oder ldngere Alkylkette an
Position C-9 besalien, wie Aspinolid A (41) und Hypocreolid A (39). Die Positionen, an denen sich
diese Zusammenhinge besonders gut erkennen lassen, sind die Positionen 1,3,4,5,7 und 9. Die grofiten
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 urspriinglich von
Evidente et al. isolierte Verbindung, sehr gut zu jenen der (55,6E,95)-, bzw. (5R,6E,9R)-konfigurierten
Nonenolide passt, nicht jedoch zu jenen der (5S5,6E,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).12%%

O(5S,6E,9R)-37 Sabitha B (5S,6E,9R)-37 Dickmann O (5S,6E,9S)-37 Dickmann B(5S,6E,9S)-38 Bisterfeld/Holec
B(5S,6E,9R)-38 Bisterfeld/Holec ~ ®(5S,6E,9R)-39 Gotz B (5R,6E,9R)-41 Fuchser/Zeeck

6 1 6 -

5 5 4
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Abbildung 82: Separater Vergleich der chemischen Verschiebungen im C NMR, von (5S,6E,9R)-konfigurierten
und (5S,6E,9S)-, bzw. (5R,6E,9R)-konfigurierten Nonenoliden, mit jenen von Evidente et al. publizierten fur das
urspriinglich isolierte und angeblich (5S,6E,9?)-konfigurierte Putaminoxin [(5S,6E,9?)-37].1264, 265,269, 277, 285]

Dartiiber hinaus wurden zusétzlich 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, wihrend alle (9S)-konfigurierten Verbindungen einen positiven
spezifischen Drehwert besallen (Tabelle 7). Die urspriinglich von Evidente et al. isolierte Verbindung
wies ebenfalls einen negativen Wert auf.*** 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, wihrend das (5S,6E,95)-konfigurierte
Diastereomer [(5S,6E,95)-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 *C NMR Daten, mit jenen aus dem Vergleich der

114



Synthese von Putaminoxin (37) und seinem (5S,6E,9S)-Diastereomer [(5S,6E,9S5)-37]
Ergebnisse und Diskussion

spezifischen Drehwerte, kommt man zu der Annahme, dass es sich bei dem urspriinglich isolierten

Nonenolid um eine (5R,6E,9R)-konfigurierte Verbindung handeln muss.

Tabelle 7: Vergleich der spezifischen Drehwerte isolierter und synthetisierter Nonenolide.

Autor Molekiil Spez. Drehwert
Evidente ef al 1264 (5S,6E,97)-37 [@]Z = -23.1 (c = 1.6), CHCl
Sabitha ef al. 5% (55,6E,9R)-37 [@]2® =-25.2 (c = 1.0), CHCls
Diese Arbeit (58,6E,9R)-37 [a]3® =-13.4 (¢ =0.7), CHCl3
Diese Arbeit (5S,6E.,95)-37 [a]?® =+22.3 (c=0.7), CHCl;
Bisterfeld und Holec et al.1?%) (55,6E,9R)-38 [a]2® =-25.6 (c = 1.0), CHCl;
Bisterfeld und Holec et al.1?%°] (5S,6E,95)-38 [a]3® =+16.1 (c = 1.0), CHCl;3
Gotz et al.27 (55,6E,9R)-39 [@]2° = -29.0 (c = 0.35), CHCls
Fuchser und Zeeck!?%”) (5R,6E,9R)-41 [a]Z® = -43.8 (c=0.3), MeOH

Die Betrachtung von *C NMR Daten weiterer Nonenolide wie Stagonolid F (40) zeigte zusitzliche
Unstimmigkeiten (sieche Anhang). Weiterhin erschien nach der Synthese von Sabitha et al. eine weitere
Synthese von (55,6E,9R)-Putaminoxin [(5S,6E,9R)-37] durch Kamal et al.*™® Fiir diese wurden jedoch
keine analytischen Daten der Zielverbindung angegeben. Stattdessen erfolgte nur ein Verweis darauf,
dass diese mit jenen vorangegangener Synthesen iibereinstimmen. Diese Daten wiirden sich demnach
im selben Maf3e nicht in Einklang mit den Daten der anderen Nonenolide bringen, wie jene von Sabitha

et al*®

I Weitere Synthesen dieser Makrolaktone konnten demnach fiir mehr Klarheit beziiglich der
Konfiguration dieser bioaktiven Molekiile sorgen. Dies ist vor allem deshalb relevant, da die
Konfiguration des stereogenen Zentrums an Position 9 dieser Nonenolide einen erheblichen Einfluss auf

die Phytotoxizitit, aber auch auf antimikrobielle Eigenschaften haben kann.!?%"

Anhand aller bisher zur Verfiigung stehenden Daten wird fiir das urspriinglich isolierte Putaminoxin
(37) eine (5R,6E,9R)-Konfiguration vorgeschlagen (Abbildung 83). Diese erklirt als einzige die
Ahnlichkeit der *C NMR Daten zu jenen Nonenoliden welche (5S,6E,95)- bzw. (5R,6E,9R)-

konfiguriert sind und gleichzeitig den negativen Drehwert der Verbindung.
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Abbildung 83: Vorgeschlagene Struktur fiir das urspringlich isolierte und phytotoxische Nonenolid
Putaminoxin (37), anhand des Vergleiches von '3C 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 fir 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 fiir die stereoselektive Synthese von Putaminoxin (37)
bereitzustellen. Die Unterscheidung ist jedoch nicht so absolut wie fiir die langeren Homoallylalkohole
Oct-1-en-4-ol (27) und Non-1-en-4-o0l (11), was zu verringerten Enantiomereniiberschiissen bei 50 %
Umsatz fiihrt. Fiir die Oxidation von Kettenldngen >C-10 verldngert sich der Zeitraum bis zu einem
Umsatz von 50 % erheblich, so dass die kinetische Racematspaltung mit Hilfe der ADH nur in einem
beschrinkten 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
UnregelmiBigkeiten im °C NMR der Stereoisomere von verwandten Nonenoliden festgestellt wurden,
wurden sowohl das (5S,6E,9R)-Stereoisomer [(5S,6F,9R)-37] als auch das (55,6F,9S)-Stereoisomer
[(55,6E,95)-37] synthetisiert.!**]

Die anschlieBende Untersuchung der neu erhobenen NMR-Daten bestitigte das Bild der zuvor

2851 Die Daten waren nicht konsistent mit

gemachten Beobachtungen von Bisterfeld und Holec et al.l
denen vorheriger Synthesen von Putaminoxin (37), welches (55,6 E,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,95)-, bzw. (5R,6E,9R)-konfigurierter Nonenolide, wurde ein neuer
Strukturvorschlag fiir das urspriinglich isolierte, phytotoxische Macrolacton erstellt. Dieser sieht eine

(5R,6E,9R)-Konfiguration vor, da diese alle Unterschiede in den Daten erkldren wiirde.
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Short Summary

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 '*C NMR data of isolated and synthesized

nonenolides, both (55,6E,9R)-37 and its (55,6F,95)-37 diastereomer were synthesized.[zgs]

The following analysis of the '*C NMR data confirmed the inconsistencies observed by Bisterfeld and
Holec et al.*®) The newly aquired *C 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)-,
(58,6E,95)- and (5R,6E,9R)-configurated nonenolides, a different configuration of putaminoxin (37) is
proposed. According to the data a (5R,6FE,9R)-configuration for putaminoxin (37) can explain the

observed differences between the different nonenolides and is therefore suggested.

117



4.5 Ausblick

Um das Gesamtbild dieser phytotoxischen Nonenolide zu komplettieren wire eine Totalsynthese des
neuen Strukturvorschlags von Putaminoxin [(SR,6E,9R)-37] und seinem (5R,6F,9S)-Stereoisomer
[(5R,6E,95)-37] denkbar. Die Strukturdaten der (5R,6F,9R)-konfigurierten Verbindung [(5R,6E,9R)-37]
miissten anschlieBend zu den erhobenen Daten fiir die urspriinglich von Evidente et al. isolierte

l’l.[264

Verbindung passe ! Dementsprechend wire auch ein anschlieBender Test der Phytotoxizitit dieser

Verbindung erstrebenswert.

Alternativ zu den zwei beschriebenen Synthesestrategien kdnnte eine weitere chemoenzymatische
Synthese der verwandten Nonenolide Aspinolid A (41) und Stagonolid F (40) erfolgen. Besonders die
Synthese des Stagonolid F (40) wire dabei von erhdhtem Interesse, da sich die bisher publizierten Daten
dieser Verbindung nicht in Einklang mit denen der anderen Nonenolide bringen lassen (siche Anhang).
Fiir diese beiden Verbindungen wére ein Ansatz mit Hilfe der P450 BM3 denkbar, da es sich prinzipiell
um intramolekular veresterte, aliphatische Fettsduren handelt. Fiir die intramolekulare Veresterung wird
dabei die Hydroxygruppe in ®-1 Position verwendet. Eine direkte Hydroxylierung dieser Position
konnte ein vielversprechender Ansatz fiir die Verwendung von P450 BM3 sein. Dafiir miisste vorab die
Vorlduferverbindung 71 nach bekanntem Muster synthetisiert werden und im Anschluss eine selektive
Hydroxylierung erfolgen (Abbildung 84). Problematisch kénnte dabei allerdings die Hydroxygruppe in
Position 5 sein, welche vorab mit einer geeigneten Schutzgruppe versehen werden miisste. Ein weiteres
Produkt konnte auBerdem durch eine Hydroxylierung in ®-2 Position entstehen. Diese allylische
Position ist gegeniiber der homoallylischen Position aktiviert und die Hydroxylierung an dieser Position

konnte demnach bevorzugt sein.

O 0SG 0] 0SG OH

)J\/VW P450 BM3 )J\/\/K/\/K
HO 7 ——>  Ho 7

* *

71 72

o]
/oij:i)\
* N 0SG
73

Abbildung 84: Mdogliche Synthesestrategie fiir die Nonenolide Aspinolid A (41) oder Stagonolid F (40), mit Hilfe
von regioselektiver Hydroxylierung von 71 mit P450 BM3 und anschlieRender intramolekularer Veresterung. SG =
Schutzgruppe.
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Gerite

5 Material und Methoden
5.1 Gerite

Tabelle 8: Aligemeine Laborgerate des regelmaRigen Gebrauchs.

Gerit

Hersteller

Pipetten

Pipette 0.1-2.5 pL.

Pipette 1-10 pL.

10-100 pL

0.5-5mL

Schiittler

Rotorschiittler fiir Kulturréhrchen

TiMix, Schiittler mit Inkubationshaube fiir
Reaktionsplatten

MixMate PCB-11, Schiittelblock fiir
Multiterplatten

Thermomixer compact, beheizter Schiittelblock
fiir 1.5-2 mL Reaktionsgefife

Unimax 1010, Plattformschiittler fiir
Flissigkulturen; mit Inkubator 1000,
Inkubationshaube

Beleux MKR23, Schiittelblock

HT Multitron Standard, Schiittelinkubator
VKS-75 control, Plattformschiittler
Zentrifugen

Optima L-80 XP, Ultrazentrifuge
Type50.2TiRotor,
Festwinkelzentrifugationsrotor
Centrifuge 5424R, Kiihlzentrifuge mit
Festwinkelrotor

Centrifuge 5810R, Kiihlzentrifuge mit
Festwinkelrotor

Eppendorf Concentrator 5301,
Vakuumzentrifuge

Sorvall F108-4x1000,
Festwinkelzentrifugationsrotor

Sorvall F9S, Festwinkelzentrifugationsrotor

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Gilson, Middleton, WI, USA

BioCote Ltd, Wolverhampton, UK
Edmund Biihler GmbH, Hechingen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Deutschland

Hettich Benelux B.V., Geldermalsen,
Niederlande
Infors HT, Bottmingen, Schweiz

Edmund Biihler GmbH, Hechingen, Deutschland

Beckman Coulter, Brea, CA, USA
Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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Sorvall RC6+, gekiihlte Standkiihlzentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Waagen

2004MP, Ultrafeinwaage

LA1200S, Feinwaage

MCI, Laborwaage

Photometer

Nano Drop 2000c, Kleinvolumenphotometer
Shimadzu UV-1800, kiihlbares/beheizbares
Spektrophotometer (CPS-240A)

Infinite M1000 Pro, Mikrotiterplattenphotometer
Sonstiges

Sonorex RK 100 H, Ultraschallbad

Biometra TProfessional Basic Gradient,
PCR-Cycler

Mini Protean Tetra System, Gel-
Elektrophoresesystem

Rotavapor R-205, Rotationsverdampfer
EOS 1000D, Digitale Spiegelreflexkamera

MR 3001 K, Magnetriihrer mit Heizplatte;
kombiniert mit EKT HeiCon,
Kontaktthermometer

Sonopuls, Ultraschall Zelldisruptor mit diversen
HorngrofBen (1.5-50 mL)

HG3002LCD Typ 3458, HeiBluftgeblise fiir
50-650°C

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Shimadzu, Duisburg, Deutschland

Tecan GmbH, Ménnedorf, Schweiz

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland
Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Biichi Labortechnik GmbH, Essen, Deutschland
Canon Deutschland GmbH, Krefeld,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, Deutschland

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland
Steinel Vertrieb GmbH, Herzebrock-Clarholz,
Deutschland

5.2 Software

Fiir 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 Datensitzen

erfolgte mit Microsoft Excel 365 und OriginPro 9.0G. Die Erstellung und Bearbeitung von Bildern und

Grafiken erfolgte mit Microsoft Powerpoint 365 und fiir die Auswertung von NMR-Spektren wurde

MestReNova 8 genutzt. Fir die Erstellung von Klonierungsstrategien wurde CloneManager 9,0

verwendet und fiir das Erstellen von Textdokumenten Microsoft Word 365.
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5.3 Chemikalien und Losungsmittel

Chemikalien wurden von kommerziellen Herstellern erworben und ohne weitere Aufreinigung
eingesetzt. Losungsmittel fiir die Synthese wurden vorab mittels Destillation aufgereinigt. Fiir
wasserfreie Synthesen wurden Losungsmittel mittels gdngiger Methoden getrocknet, sowie Glasgerite
und Magnetriihrstdbchen vorab bei 120 °C ausgeheizt. Wasserfreies THF, Toluol und CH>Cl, wurde
einem Losungsmitteltrocknungssystem von MBraun entnommen. Die Entfernung von Losungsmitteln
erfolgte unter reduziertem Druck in Rotationsverdampfern der Firma Biichi oder Heidolph. Reaktionen
unter Ausschluss von Sauerstoff fanden in Schlenkkolben oder Schlenkréhrchen unter

Inertgasatmosphdére statt.

5.4 Mikrobiologische und molekularbiologische Arbeiten

5.4.1 Verwendete Medien und Puffer

Tabelle 9: Verwendete Medien fiir mikro- und molekularbiologische Arbeiten.

Medium Zusammensetzung Zweck
LB-Medium
10 g/L Trypton, 10 g/L NaCl, 5 g/L Hefeextrakt,  Kultivierung von E. coli
Luria-Bertani)>® mit NaOH auf pH 7 eingestellt
p g
LB-Agar LB-Medium + 2 % (w/v) Agar-Agar Kultivierung von E. coli
TB-Medium 50.8 g/L Terrific-Broth-Fertigmedium (Roth), Proteinexpression in
(Terrific-Broth) 0.04 % (v/v) Glycerin E. coli
YPp-Medium
20 g/L Pepton, 10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L Kultivierung von
(Yeast-Peptone- Glucose (steril filtriert) S. cerevisiae
Dextrose)
YPga-Medium
20 g/L Pepton, 10 g/L Hefeextrakt, 40 g/L Proteinexpression in
(Yeast-Peptone- Galactose (steril filtriert) S. cerevisiae
Galactose)
YPras-Medium
20 g/L Pepton, 10 g/L Hefeextrakt, 20 g/L Proteinexpression in
(Yeast-Peptone- Raffinose (steril filtriert) S. cerevisiae

Raffinose)

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 9

SC-Medium -Ura

1.675 g/L Hefe-Stickstoff-Basismedium (Roth), . .
(Synthetic- Selektionsmedium fiir
4 5 g Glucose oder Raffinose, 192.5 mg/L
S. cerevisiae

Complete ohne Complete-Supplement-Medium -Ura (Formedium)

Uracil)
) Selektionsmedium fiir
SC-Agar SC-Medium + 2 % (w/v) Agar-Agar
S. cerevisiae
] 3 % (v/v) Glycerol, 2,5g/L Pepton, 1g/L NaCl, Kultivierung von
Glycerol-Medium
1.5 g/L Fleischextrakt R. solani
Kartoffel-Glucose- 26.5 g/L Kartoffel-Extrakt Glukose Bouillon Kultivierung von
Medium (Roth) R. solani

Erbsen-Medium 165 e/, (NH),SO4, 200 mg/L KH,SO4, 20 mg/L

Laccaseexpression in
K,HSO4, 67 mg/L MgSO4-Hydrat, 2.5 g/L

(Myasoedova R. solani

2017) Erbsenmehl

Tabelle 10: Verwendete Puffer fir mikro- und molekularbiologische Arbeiten, sowie enzymkatalysierte Reaktionen.

Puffer Zusammensetzung Zweck
Tris-HCl-Puffer =~ Trizma-Base (x Mol), mit HCI auf entsprechenden Puffersystem fiir
(x Mol) pH eingestellt Enzymreaktionen

KH2P04 (X MOl), KZHPO4 (X MOl), Puffersystem fﬁl‘

KPi-Puffer (x Mol)

vereinigt und auf entsprechenden pH eingestellt Enzymreaktionen

Zusatzpuffer fiir P450
50 mM KP;-Puffer (pH 8.0), 50 mM Tris-HCl- )
BM3-Puffer BM3 katalysierte
Puffer (pH 8.0), 250 mM KCl

Reaktionen
10 mM Tris-HCI-Puffer (pH 8.0), 1| mM
TE-Puffer Na,EDTA Transformation von
(Tris-EDTA) S. cerevisiae

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 10

Natrium-Acetat- 20 mM Natriumacetat, mit Essigsdure auf pH 5.0  azides Puffersystem fiir
Puffer (pH 5.0) eingestellt Laccasereaktion
Glycin-NaOH- ) ) ) alkalisches Puffersystem

50 mM Glycin, mit NaOH auf pH 9.0 eingestellt .
Puffer (pH 9.0) fiir Laccasereaktion
Britton-Robinson- 40 mM Essigsdure, 40 mM Borsdure, 40 mM
Puffer (pH 3-9) ) ) ) Puffersystem fiir
u p Phosphorséure, mit 0,2 M NaOH-L6sung auf

) Laccasereaktionen
entsprechenden pH eingestellt

5.4.2 Allgemeine Kultivierungsbedingungen fiir Fliissigkulturen

Fiir die Kultivierung von Bakterien und Hefen wurden ausschlielich autoklavierte Puffer und Medien
eingesetzt. Fiir diesen Zweck wurden diese vorab bei 120 °C und 200 kPa fiir 20 min autoklaviert und
anschliefend bei Raumtemperatur gelagert. Als Kulturgefile dienten Erlenmeyerkolben,
Fermbachkolben und Kulturréhrchen, welche ebenfalls vorab bei 120 °C sterilisiert wurden. Diese
wurden mit 20 % des maximalen Volumens mit Medium befiillt. Antibiotika wurden den Medien kurz
vor dem Einsatz unter sterilen Bedingungen hinzugefiigt. Medien, Reagenzien und Zusitze, welche
nicht stabil gegeniiber dem Autoklaviervorgang sind, wurden iiber Sterilfilter mit einer Porengréf3e von
0.22 pm steril filtriert. Die Anzucht von E. coli in Fliissigkulturen erfolgte nach Animpfen von einer
Agarplatte bei 37 °C, in LB-Medium, fiir 12-14 h. Die Anzucht von S. cerevisiae in Fliissigkulturen
erfolgte nach Animpfen von einer Agarplatte bei 30 °C, in YPp-Medium, fiir 1-3 Tage.

Fiir die generelle Anzucht von R. solani F-895 in Fliissigkulturen 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 Gefédfirand und ballférmiges Mycel im Medium. Eine
sterile 5 mL Pipettenspitze wurde mit einer Schere abgeschnitten, um die Offnung zu vergroBern und
anschlieend ein Mycelball aufgesaugt und in einen neuen Kolben mit 100 mL Medium iiberfiihrt. Dort

wurde R. solani F-895 bei 30 °C und 110 rpm fiir weitere 3-6 Tage kultiviert.

5.4.3 Allgemeine Anzucht auf Agarplatten

Agarplatten wurden jeweils mit ~100 pL Zellkultur von E. coli oder S. cerevisiae betrdufelt. Diese
wurden im Anschluss mit sterilen Glaskugeln (¢ 3 mm) oder einer sterilen Pipettenspitze gleichméBig
auf der Platte ausgestrichen. Die Platte wurde tiber Nacht bei 37 °C (E. coli) oder iiber drei Nachte bei
30 °C (8. cerevisiae) inkubiert und anschlieSend bei 4 °C gelagert. Einzelne Kulturen wurden bei Bedarf

mit einem sterilen Zahnstocher entnommen und in Fliissigkulturen tiberfiihrt.
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5.4.4 Verwendete Stimme

Mikrobiologische Arbeiten wurden in den Hostorganismen E. coli und S. cerevisiae durchgefiihrt.

Tabelle 11: Verwendete E. coli-Stamme.

Stamm Genotyp Quelle Zweck
F AlacX74 hsdR(ry my") Klonierung, DNA-
Mach 1 Invitrogen
Arec1398 endAl tonA Amplifikation
F dem ompT hsdS(rs” my’) gal _ _
BL21 (DE3) Stratagene Protein-Expression
MDE3)
Heterologe Expression
F dem ompT hsdSs(rs” my’) gal ) )
Rosetta (DE3) Novagen mit Supplementierung
MDE3) pRARE(Cam®)
seltener tRNA
) F dem ompT hsdSp(rg” mgY) Tet' Heterologe Expression
Arctic Express ) .
(DE3) gal MDE3) endA The[cpnl0 Agilent unldslicher Proteine mit
cpn60 Gent'] Hilfe von Chaperonen
Tabelle 12: Verwendete S.cerevisiae-Stdmme.
Stamm Genotyp Quelle Zweck
Peter Kusen®
BY4741 MATa his3D1 leu2D0 gemal Expression mit
(Y00000) met15D0 ura3D0 Brachmann et Moglichkeit zur Sekretion

al.[131]

# Institut fiir bioorganische Chemie, Heinrich-Heine Universitét Diisseldorf

5.4.5 Verwendete Plasmide

Fiir die Transformation von Hostorganismen wurden jeweils zirkulire DNA Vektoren (Plasmide)
eingesetzt. Diese beinhalten die jeweilige Sequenz fiir das gewiinschte 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
pET21b (+)

pET28a (+)

pBADHisA
pCOLADuet-1

pMal-c5x

pIE3

Promotor Selektionsmarker
T7 AmpR
T7 KanR
Ara AmpR
T7 KanR
T7 AmpR
Gal AmpR, Ura3

Zielenzym(e)

FDH

P450 BM3

PTDH
RSL, RSL F-895

MalE-RSL F-895

RFP, RSL F-895

Quelle
Claudia Holec?

Claudia Holec?, diese

Arbeit
ThermoFisher
GenScript, diese Arbeit

New England Biolabs,
diese Arbeit

Peter Kusen®, diese

Arbeit

# Institut fiir bioorganische Chemie, Heinrich-Heine Universitit Diisseldorf

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), wihrend 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.

9-20

Variante(n)
WT BB
A74G
L188Q
A74G L188Q
A74G L188Q BB
A74G F87V
F87V L188Q

A74G F87V L188Q

A328D,F,G,H,LLK,L,N,R,S,V,Y

Erzeugung

Fortsetzung néchste Seite

Quelle
Claudia Holec”
Claudia Holec®
Claudia Holec®
Claudia Holec?

diese Arbeit
Claudia Holec”
Claudia Holec®
Claudia Holec®

Claudia Holec?
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21-33

34-45

46

47-51

52-56

57-60

61-64

65-69

70-74

Fortsetzung Tabelle 14
F87A A328D,F,G,H,LLK,L,N,R,S,V,Y,C
F87A,C,D,G,H,LL,V.N,R,S,Y
F87A L188C
L75 K,H,Q,N,T BB
L181 K,H,Q,N,T BB
1263 K,H,N,T BB
A74G L75K,H,Q,N L188Q BB
A74G L181K,H,Q,N, T L188Q BB

A74G L188Q 1263K,H,Q,N,T BB

Claudia Holec?

Claudia Holec?

Claudia Holec?

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

a) Plasmid A74G L188Q und WT BB mit Ncol und PfI231] geschnitten und Insert aus A74G L188Q
in WT BB kloniert. b) QuikChange™ PCR mit WT BB und Subklonierung in WT BB mit Ncol,
Pf12311. ¢) QuikChange™ PCR mit WT BB und Subklonierung in WT BB mit Bsu361,BamHI. d)
QuikChange™ PCR mit A74G L188Q und Subklonierung in WT BB mit Ncol, Pfi231l. ¢)
QuikChange™ PCR mit WT BB und Subklonierung in A74G L188Q BB mit Bsu361,BamHI. BB =
enthélt Bsu36/ und BamHI Schnittstelle.

? Institut fiir bioorganische Chemie, Heinrich-Heine Universitét Diisseldorf

Tabelle 15: In dieser Arbeit erzeugte und verwendete Varianten von RSL F-895 auf dem Plasmid plES3.

Nr. Variante(n) Erzeugung Quelle

75 RSL F-895 a diese Arbeit
76 MFa RSL F-895 b diese Arbeit
77 MFao RSL F-895 Linker c diese Arbeit
78 MFa RSL F-895 LinkStrep d diese Arbeit

a) liber PCR mit pCOLA RSL F-895 entsprechende Restriktionsschnittstelle eingefiigt, mit No#/ und
RSL F-895 entsprechende
Restriktionsschnittstelle eingefiigt, mit Sacll und Xhol in pIE3 RFP kloniert. ¢) PCR mit pIE3 MFa
RSL F-895, mit Sacll und Xhol in pIE3 MFa RSL F-895 kloniert. d) PCR mit pIE3 MFa RSL F-895
Linker, mit Sac/l und Xhol in pIE3 MFa RSL F-895 kloniert.

Xhol in plE3 RFP kloniert. b) iiber PCR mit pCOLA
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5.4.6 Verwendete Primer

Material und Methoden

Die in dieser Arbeit eingesetzten Primer wurden als Lyophilisat von der Firma Sigma-Aldrich bezogen

und vor der Nutzung gemall den Herstellerangaben mit ddH,O auf eine Konzentration von 100 uM

eingestellt (Tabelle 16).

Tabelle 16: Im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Primer.

Nr. Name

1 pACYCDuetUP1

2 pACYCDuetDOWNI

3 P450 BM3 L75K fw

4 P450 BM3 L75K_ rv

5  P450 BM3 L75H fw

6  P450 BM3 L75H rv

7 P450 BM3 L75Q fw

8  P450 BM3 L75Q rv

9  P450 BM3 L75N fw

10 P450 BM3 L75N rv

11 P450 BM3 L75T fw

12 P450 BM3 L75T rv

5'-> 3'Sequenz

GGATCTCGACGCTCTCCCT

GATTATGCGGCCGTGTACAA

TTAAGTCAAGCGAAAAAATTTGTA
CGTGAT

ATCACGTACAAATTTTTTCGCTTGA
CTTAA

TTAAGTCAAGCGCATAAATTTGTAC
GTGAT

ATCACGTACAAATTTATGCGCTTGA
CTTAA

TTAAGTCAAGCGCAGAAATTTGTAC
GTGAT

ATCACGTACAAATTTCTGCGCTTGA
CTTAA

TTAAGTCAAGCGAACAAATTTGTAC
GTGAT

ATCACGTACAAATTTGTTCGCTTGA
CTTAA

TTAAGTCAAGCGACCAAATTTGTAC
GTGAT

ATCACGTACAAATTTGGTCGCTTGA
CTTAA

Fortsetzung néchste Seite

Zweck

Sequenzierung

pACYC

Sequenzierung

pACYC

QuikChange® P450
BM3 L752>K

QuikChange® P450
BM3 L75>K

QuikChange® P450
BM3 L75>H

QuikChange® P450
BM3 L75->H

QuikChange® P450
BM3 L752>Q

QuikChange® P450
BM3 L752>Q

QuikChange® P450
BM3 L75>N

QuikChange® P450
BM3 L75>N

QuikChange® P450
BM3 L75>T

QuikChange® P450
BM3 L75>T
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14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26
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P450 BM3 L181K_fw

P450 BM3 LI8IK rv

P450 BM3_LIS1H_ fw

P450 BM3 LI181H rv

P450 BM3_L181Q_fw

P450 BM3 L181Q rv

P450 BM3 LI8IN fw

P450 BM3 LI18IN rv

P450 BM3 LI8IT fw

P450 BM3 LI18IT rv

P450 BM3 1263K_fw

P450 BM3 1263K_rv

P450 BM3 1263H_fw

P450 BM3 1263H._rv

Fortsetzung Tabelle 16

TATGGTCCGTGCAAAAGATGAAGC
AATGAA

TTCATTGCTTCATCTTTTGCACGGA
CCATA

TATGGTCCGTGCACATGATGAAGC
AATGAA

TTCATTGCTTCATCATGTGCACGGA
CCATA

TATGGTCCGTGCACAGGATGAAGC
AATGAA

TTCATTGCTTCATCCTGTGCACGGA
CCATA

TATGGTCCGTGCAAACGATGAAGC
AATGAA

TTCATTGCTTCATCGTTTGCACGGA
CCATA

TATGGTCCGTGCAACCGATGAAGC
AATGAA

TTCATTGCTTCATCGGTTGCACGGA
CCATA

ATTACATTCTTAAAAGCGGGACAC
GAAACAA

TTGTTTCGTGTCCCGCTTTTAAGAA
TGTAAT

ATTACATTCTTACATGCGGGACACG
AAACAA

TTGTTTCGTGTCCCGCATGTAAGAA
TGTAAT

Fortsetzung nichste Seite

QuikChange® P450
BM3 L1812>K

QuikChange® P450
BM3 L181>K

QuikChange® P450
BM3 L181>H

QuikChange® P450
BM3 L181>H

QuikChange® P450
BM3 L181>Q

QuikChange® P450
BM3 L181>Q

QuikChange® P450
BM3 L181>N

QuikChange® P450
BM3 LI181>N

QuikChange® P450
BM3 L181>T

QuikChange® P450
BM3 LI81>T

QuikChange® P450
BM3 1263>K

QuikChange® P450
BM3 1263>K

QuikChange® P450
BM3 1263>H

QuikChange® P450
BM3 1263>H
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30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40
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P450 BM3_1263Q fw

P450 BM3 1263Q rv

P450 BM3 1263N_fw

P450 BM3 1263N rv

P450 BM3 1263T fw

P450 BM3 1263T rv

P450 BM3(GQ) L75K

fw

P450 BM3(GQ) L75K

_rev

P450 BM3(GQ) L75H

_fw

P450 BM3(GQ) L75H

_rev

P450 BM3(GQ) L75Q

fw

P450 BM3(GQ) L75Q

rev

P450 BM3(GQ) L75N

fw

P450 BM3(GQ) L75N

_rev

Material und Methoden

Fortsetzung Tabelle 16

ATTACATTCTTACAGGCGGGACACG
AAACAA

TTGTTTCGTGTCCCGCCTGTAAGAA
TGTAAT

ATTACATTCTTAAACGCGGGACACG
AAACAA

TTGTTTCGTGTCCCGCGTTTAAGAA
TGTAAT

ATTACATTCTTAACCGCGGGACACG
AAACAA

TTGTTTCGTGTCCCGCGGTTAAGAA
TGTAAT

TTAAGTCAAGGCAAAAAATTTGTA
CGTGAT

ATCACGTACAAATTTTTTGCCTTGA
CTTAA

TTAAGTCAAGGCCATAAATTTGTAC
GTGAT

ATCACGTACAAATTTATGGCCTTGA
CTTAA

TTAAGTCAAGGCCAGAAATTTGTAC
GTGAT

ATCACGTACAAATTTCTGGCCTTGA
CTTAA

TTAAGTCAAGGCAACAAATTTGTAC
GTGAT

ATCACGTACAAATTTGTTGCCTTGA
CTTAA

Fortsetzung néichste Seite

QuikChange® P450
BM3 1263>Q

QuikChange® P450
BM3 1263->Q

QuikChange® P450
BM3 1263>N

QuikChange® P450
BM3 1263>N

QuikChange® P450
BM3 1263>T

QuikChange® P450
BM3 1263>T

QuikChange® P450
BM3 GQ L75>K

QuikChange® P450
BM3 GQ L752>K

QuikChange® P450
BM3 GQ L75>H

QuikChange® P450
BM3 GQ L75>H

QuikChange® P450
BM3 GQ L75>Q

QuikChange® P450
BM3 GQ L752>Q

QuikChange® P450
BM3 GQ L75>N

QuikChange® P450
BM3 GQ L75->N
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42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52
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P450 BM3(GQ)_L75T_

fw

P450 BM3(GQ) L75T

v

P450 BM3_Seq744

pMal seq fw

pMal seq rev

DD_Gibson_RSL F-
895 DEL _SP fw

DD Gibson RSL F-
895 DEL SP rev

RSL_F895 r-
pIE3 MFa fw

RSL _F895 r-
pIE3 Mfa rev

pYES263 seq fw
pIE3 pro Ter fw

pIE3 pro Ter rev

Fortsetzung Tabelle 16

TTAAGTCAAGGCACCAAATTTGTAC
GTGAT

ATCACGTACAAATTTGGTGCCTTGA
CTTAA

GCCGCTTGATGACGAGAAC

ATGTCCGCTTTCTGGTATGCCGT

ACTCAGGAGAGCGTTCACC

GATATACCATGGCCGTCCGCGACTA
CCAGTTCATCATCAAG

GCTGCCCATGGTTACTTTTCAAACT
GCGGGTG

AGAGCGGCCGCGGACATGGCCGTC
CGCGACTAC

ATGCGGCCGCGACTCGAGTATGAT
GGTGATGGCTGCTGCCCATGGTT

CGTCAAGGAGAAAAAACCCCGGA
CATTATCGCTTCTCCGGGC
GCTTCCGGCTCCTATGTTG

Fortsetzung néchste Seite

QuikChange® P450
BM3 GQ L75>T

QuikChange® P450
BM3 GQL75>T

Sequenzierung

pET28a(+)
Sequenzierung pMal
Sequenzierung pMal

Entfernung
Signalsequenz RSL
F-895+SP,
QuikChange® PCR
zum korrigieren von
MFa RSL F-895
LinkStrep

Entfernung
Signalsequenz RSL
F-895+SP

Einfiigen von
Schnittstellen fiir
Einbringen von RSL
F-895 in piE3 RFP

Einfligen von
Schnittstellen fiir
Einbringen von RSL
F-895 in piE3 RFP

Sequenzierung pIE3
Sequenzierung pIE3

Sequenzierung plE3
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Fortsetzung Tabelle 16

Sequenzierung plE3,

PCR zum Einfiigen

53 plE3_MCS rev GAATGTAAGTGCGGGAGG _ )
der Linkersequenz in

MFa RSL F-895

Einfiigen
Linkersequenz in

plE3_Mfa RSL F895- GCGGCCGCGGAAGCTGAAGCTGCC MFa RSL F-895,

54
SP_Linker GTCCGCGACTACCAGTTCATC PCR zum Einfiigen
des Strep-Tags in
MFa RSL F-895
CTCGAGTTACTTCTCGAATTGTGGA  Einfiigen Strep-Tag
RSL _F895-SP_StrepTa
55 TGAGACCATGCTGCTGCCTTTTCAA  in MFa RSL F-895

s ACTGCGGGTGGCTCCACTGCAA Linker

pIE3 RSL F895- )
56 TCGAGAAGTAACTCGAG Sequenzierung plE3
SP_Strep seq rev
RSL F895 TTGCAGTGGAGCCACCCGCAGTTTG  QuikChange®™ PCR
57 B AAAAGGCAGCAGCATGGTCTCATC zur Korrektur von
SP_StrepTag_fw .
CACAATTCGAGAAGTAACTC zwei Deletionen
Sequenzierung T7

58 T7 fw TAATACGACTCACTATAGGG
Promotor

5.4.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fiir 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
Einfligung von Restriktionsschnittstellen und zur Amplifikation von Genabschnitten eingesetzt,
wiahrend die QuikChange™ PCR zum gezielten Basenaustausch eingesetzt wurde. Als Polymerase
diente ausschlieBlich die Phusion™-Polymerase der Firma Thermo Scientific. Nach Erhalt eines neuen
Primers wurde jeweils eine Gradienten PCR durchgefiihrt, um die optimale Anlagerungstemperatur zu
ermitteln. Dabei wurden die Grenzen des jeweiligen Temperaturgradienten so gewahlt, dass sie ca. 5 °C
oberhalb und unterhalb der vorhergesagten Schmelztemperatur (Ty) der Primer lagen. Hatten beide
Primer eine grofere Diskrepanz bei der Schmelztemperatur wurden die Grenzen entsprechend weiter
gesteckt, dieser Fall wurde aber beim Design des Primerpaares mdoglichst vermieden. Fiir den Fall das

mehrere PCR-Ansédtze mit gleichen Komponenten durchgefiihrt wurden, wurde vorab ein Mastermix
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hergestellt und im Anschluss auf einzelne Ansétze aufgeteilt. Der Erfolg einer jeden PCR wurde mit

Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift.

5.4.8 Kilassische PCR

Fiir die klassiche PCR wurden zwei Primer genutzt, welche den betreffenden Genbereich flankieren.
Einer der Primer (hdufig mit fw oder for Endung im Namen) ist dabei in Richtung des betreffenden
Genabschnittes orientiert, wahrend der zweite Primer (héufig rev Endung im Namen) entgegengesetzt
orientiert ist. Fir Sequenzierungen und Amplifikationen sind die Primer dabei vollstindig
komplementar zur Template-DNA gewihlt worden. Sollte eine Restriktionsschnittstelle eingefiigt, oder

ein kurzer Genabschnitt angefligt werden, enthielt einer der beiden Primer die notwendige Information.

Tabelle 17: In Rahmen der Arbeit verwendetes Pipettierschema und Temperaturprogramm fiir die klassische PCR.

Pipettierschema Temperaturprogramm
Komponente Volumen Schritt Temperatur Zeit Zyklen
GC-Puffer (5x) 5uL Initiale Denaturierung 98 °C 30s
dNTPs (10 mM) 0.5 uL Denaturierung 98 °C 10s
Primer_fw (10 pM) 0.5 uL Anlagerung +/-5°C, Tm 30s 30
(Primerabhéngig)
Primer rev (10 uM) 0.5 uL Elongation 72 °C 45s
Template-DNA (30- 0.5 uL Finale Elongation 72 °C 10 min
100 ng/pL)
Phusion™- 0.25 uL
Polymerase
ddH,O 12.75 uLL

5.4.9 QuikChange™ PCR

Zur gezielten Einfilhrung von Punktmutationen wurde jeweils ein Zweistufiges QuikChange™
Protokoll durchgefiihrt. In der ersten Stufe wurden dabei Ansdtze mit Vorwértsprimer und Ansétze mit
Riickwértsprimer getrennt voneinander behandelt, bevor sie im zweiten Schritt miteinander vereinigt
wurden. Fiir die QuikChange™ PCR wurden dafiir jeweils komplementidre Primerpaare entworfen,
welche in der Mitte ihrer Sequenz die Information fiir 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 fiir die QuikChange™
PCR.

Pipettierschema Temperaturprogramm
Volumen Schritt 1: Ansatz 1 und 2 getrennt
Komponente Ansatz1 Ansatz 2 Schritt Temperatur Zeit Zyklen
5uL 5uL Initiale
GC-Puffer (5x) . 98 °C 60 s
Denaturierung
dNTPs 0.5 uL. 0.5 uL.
Denaturierung 98 °C 30s
(10 mM)
Primer_fw 0.5 uL - Anlagerung
- _  4-5°C,Tw  45s 30
(10 uM) (Primerabhéngig)
Primer_rev - 0.5 uL ) )
Elongation 72 °C 4.2 min*
(10 pM)
Template-DNA 0.5 uL 0.5 uL Finale
72 °C 10 min*
(30-100 ng/uL) Elongation
Phusion™- 025uL  0.25uL ) o
Schritt 2: Ansatz 1 und 2 vereinigt
Polymerase
1825 uL  18.25 uL Initiale
ddH,O _ 98 °C 30s
Denaturierung
Denaturierung 98 °C 30s 30
Anlagerung
_ ) +/-5°C, Tm 30s
(Primerabhéngig)
Elongation 72 °C 4.2 min*
Finale
) 72 °C 10 min*
Elongation

* die Elongationsdauer richtet sich nach der GroBe des zu amplifizierenden Plasmides und der
Geschwindigkeit der Polymerase (Phusion-Polymerase = 2 kb/min). Die Polymerase bekommt genug

Zeit fiir 80% des Plasmides in Elongation und 120 % des Plasmides in finaler Elongation.
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5.4.10 Dpnl-Verdau

Im Anschluss an eine QuikChange™ PCR wurde jeweils ein Verdau der methylierten Template-DNA
mit Hilfe des Restriktionsenzyms Dpnl vorgenommen, damit ausschlieBlich Plasmid-DNA mit der
erwiinschten Mutation intakt bleibt. Dafiir wurden 14 pL des PCR-Produktes mit 2 pL. Dpnl versetzt
und fiir 14-16 h bei 37 °C inkubiert. 10 uL dieses Ansatzes wurden im Anschluss fiir die Transformation
von E. coli eingesetzt, welche auf Selektivagarplatten auf die erfolgreiche Transformation untersucht

wurden.

5.4.11 Agarose-Gelelektrophorese

Fiir die analytische und préparative Trennung von DNA-Molekiilen wurde jeweils eine Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Diese trennt die Molekiille gemill ihrer GroBe, indem die
Wanderstrecke der Molekiile durch ein Agarose-Gel, in einem elektrischen Feld untersucht wird. Die
GroBe der Molekiile korreliert dabei mit der Wanderstrecke und kann anhand eines beigefiigten
Standards quantifiziert werden. Dafiir 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 lI6sen 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
Abkiihlen der Losung auf Raumtemperatur statt. Als DNA-GroB8enstandard diente die / kb DNA Ladder
der Firma Fermentas. Von dieser wurden jeweils 4 pL 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 anschlieend fiir 35 min bei 180 V in TAE-
Puffer (1x) durchgefiihrt (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 Gelstiick
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 ddH,O.

Tabelle 19: In der Arbeit verwendete Puffer fir die elektrophoretische Auftrennung von DNA.

Puffer Zusammensetzung

0.05 % (w/v) Bromphenolblau, 100 mM EDTA, 40 % (v/v)
5x DNA-Probenpuffer
Glycerol

10x TAE-Puffer-Stammlésung 0.4 mM Tris, 10 mM EDTA, mit Essigsdure auf pH 8 eingestellt

5.4.12 Restriktion von DNA-Molekiilen
Fiir die Restriktion von DNA (mit Ausnahme von Dpnl) wurden Restriktionsenzyme und die
zugehorigen Puffersysteme der Firma ThermoFisher Scientific in einer Ansatzgrole von 20 pL

eingesetzt. In seltenen Féllen, in denen eine grofere Menge geschnittener DNA bendétigt wurde, wurden
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die Ansitze bis zu einem MaBstab von 60 uL hochskaliert. Die Restriktion von DNA fand nach
Herstellerangaben statt. Fiir 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 Verhéltnisse an Restriktionsenzymen zu ermitteln. Jeweils ein Beispiel flir
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.

Komponente Menge Durchfiihrung Komponente Menge Durchfiihrung

Plasmid-DNA Plasmid-DNA
10 uL 10 uL 1h,37°C
(ca. 30-100 ng/uL) (ca. 30-100 ng/uL)

(nur Xhol),

Tango-Puffer (10x) 2 uL 3h,37°C>
Zugabe von

Puffer G (10x) 2 ul

Bsu361 1 uL 20 min, 80 °C Notl 4uL  Notl,1h,37°C
- 20 min,

80 °C

P23 1uL 2 uL

ddH,0 6 uL

Standardansatz kompatibler Enzyme Beispielansatz unkompatibler Enzyme
ddH,O 6 uL

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. Dafiir wurde im Anschluss an die Restriktion 1 pL. FastAP zum Restriktionsansatz gegeben
und der Ansatz fiir 20 min bei 37 °C inkubiert. Zur Deaktivierung des Enzyms wurde der Ansatz

anschliefend fiir 5 min bei 75 °C erhitzt.

5.4.14 Ligation von DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von linearisierter Plasmid-DNA und Insert-DNA, wurde die T4 DNA-Ligase
(ThermoFisher Scientific, NewEngland Biolabs) mit zugehorigem Puffer eingesetzt. Dazu wurden die
zugehorigen Komponenten auf Eis pipettiert. Fiir die spitere Transformation wurden 10 pL des

Ansatzes auf kompetente E. coli gegeben.
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Tabelle 21: Zusammensetzung eines Ligationsansatzes.

Komponente Menge Durchfiihrung
Insert-DNA 12 uL
linearisierte Vektor-DNA 6 uL
16 °C, 16 h
T4 DNA-Ligase 0.2 uL
T4 DNA-Ligase Puffer (10x) 2 uL

5.4.15 Subklonierung

Da bei der Amplifikation des gesamten Plasmides im Rahmen einer QuikChange™ PCR mit der
Phusion-Polymerase Fehler auftreten konnen, wurde der gewlinschte 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 urspriingliche Plasmid (vor PCR) zuriick inseriert. Dieses wurde
dafiir vorab mit denselben Restriktionsenzymen behandelt und mittels Agarose-Gelelektrophorese vom
urspriinglichen Insert getrennt. Die Ligation des neuen Inserts mit dem urspriinglichen Plasmid ergab

das neue Plasmid mit der erwiinschten Punktmutation, womit E. coli erneut transformiert wurde.

5.4.16 Sequenzierung

Erfolgreiche Klonierungen und die Einfiihrungen von Mutationen wurden mittels DNA-Sequenzierung
verifiziert. Dies geschah als Service (SurpremeRun) durch die Firma GATC Biotech bzw. Eurofins.
Dafiir wurden der Firma 20 uL. DNA-Probe mit einer Konzentration von 30-100 ng/uL zugesendet. War
fiir die Sequenzierung ein Primer notwendig, welcher nicht durch GATC Biotech/ Eurofins bereitgestellt
werden konnte, wurde zusdtzlich der benétigte Primer (Tabelle 16) in einer Konzentration von 10

pmol/pL mitversandt. Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse erfolgte mittels CloneManager.

5.4.17 Amplifikation und Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Fiir die Amplifikation und Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli wurden sterile Kulturréhrchen mit
5mL LB-Medium und dem entsprechenden Antibiotikum versehen. Das Medium wurde mit einer
einzelnen Kultur von einer Agarplatte inokuliert und bei 37 °C fiir mindestens 20 h geschiittelt. Im
Anschluss fand die Isolation der Plasmid-DNA mit Hilfe des innuPrep Plasmid Mini Kit der Firma
Analytik Jena gemil} der Herstellervorgaben statt. Die DNA wurde jedoch mit sterilem H»O statt der
Elutionslosung von der Sdule eluiert. Anschlieend wurde die Konzentration der Plasmid-DNA mit
Hilfe einer Absorptionsmessung auf dem Nanodrop 2000c von Thermo Scientific ermittelt und die DNA
fiir die spétere Verwendung bei —20 °C gelagert.
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5.4.18 Isolation von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Fiir die Isolation von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae wurden sterile Kulturrohrchen mit 5 mL Dropout-
Minimalmedium versehen. Das Medium wurde mit einer einzelnen Kultur von einer Agarplatte
inokuliert und bei 30 °C fiir mindestens 48 h geschiittelt. Im Anschluss fand die Isolation der Plasmid-
DNA mit Hilfe des Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep Kit der Firma Zymo Research geméal} der
Herstellervorgaben statt. Die DNA wurde jedoch mit sterilem H,O statt der Elutionslosung von der
Sdule eluiert. AnschlieBend wurde die Konzentration der Plasmid-DNA mit Hilfe einer
Absorptionsmessung auf dem Nanodrop 2000c von Thermo Scientific ermittelt und die DNA fiir die
spatere Verwendung bei —20 °C gelagert.

5.4.19 Isolation genomischer DNA aus R. solani F-895

Fiir die Isolation genomischer DNA aus R. solani wurde der Pilz fiir 4 Tage bei 30 °C in Kartoffel-
Glukose-Medium angezogen und das Mycel mittels Zentrifugation geerntet (12000 rpm, 8 min).
Anschlielend wurden ca. 100 mg des Mycels in einem 2 mL Eppendorf-Gefal vorgelegt und mit
Glasperlen versehen. Das Mycel mit den Glasperlen wurde fiir 30s in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und anschlieBend fiir 1 min bei 30 Hz in einer Kugelmiihle geschiittelt. Das Einfrieren
und Schiitteln 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 durchgefiihrt. Die Elution erfolgte mit 100 uL TE-
Puffer statt des beigelieferten Elutionspuffers. Zur Uberpriifung 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 Jiilich) fiir die Sequenzierung der genomischen DNA zur Verfiigung gestellt.

5.4.20 Sequenzierung genomischer DNA von R. solani F-895

Die Sequenzierung der genomischen DNA wurde von den Kooperationspartnern im Institut fiir Bio- und
Geowissenschaften (IBG-1, Forschungszentrum Jiilich), unter der Leitung von Tino Polen durchgefiihrt.
Die genomische DNA wurde dafiir aliquotiert (4 pg je Aliquot) und mit Hilfe des Bioruptor® Pico
Ultraschall von Diagenode auf eine durchschnittliche GroBe von 600 bp fragmentiert. Fiir die
Anfertigung von DNA-Bibliotheken wurden erneut 2 pg Aliquots der fragmentierten DNA mit dem
TruSeq DNA PCR-free Kit von [lllumina nach Herstellerangaben behandelt. Die resultierenden
Bibliotheken wurden mit Hilfe des KAPA library quantification Kits der Firma Peqglab quantifiziert und
nach Normalisierung vereinigt. Die vereinigten Bibliotheken wurden mit dem MiSeq System von
Hllumina sequenziert. Daflir wurde das ,paired-end sequencing® mit einem Leseraster von 2x 150 Basen

verwendet. Die Analyse der Daten erfolgte mit der beigelieferten Software von l/lumina.
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5.4.21 Isolation der RNA von R. solani F-895

Fiir 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-Losung (Tabelle 22) versetzt, gevortext, die Probe zentrifugiert
(15000 rpm, 4 °C, 3 min) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde sofort mit fliissigem Stickstoff
schockgefroren und die Proben bis zur Verwendung bei —80 °C zwischengelagert. Fiir den Aufschluss
und die Isolation der RNA wurden anschlielend zwei unterschiedliche Protokolle verwendet, welche

beide zum erfolgreichen Erhalt der RNA fiihrten.

Im ersten Protokoll wurde das gefrorene Pellet auf Eis aufgetaut und mit 1.5-2 mL Glasperlen versehen
(diese wurden zuvor mit konz. HCI gewaschen). Anschliefend wurde Losung 1 zum Pellet gegeben und
die Probe fiir 1 min gevortext. Anschlieend wurde die Probe fiir 2 min bei 75 °C inkubiert und erneut
fiir 1 min gevortext. Es erfolgte eine erneute Inkubation bei 75 °C fiir 5 min und eine Zentrifugation bei
4 °C und 5000 rpm, fiir 5 min. Die obere Phase wurde in ein neues Falcon-Reaktionsgefaf tiberfiihrt,
mit Losung 2 versetzt und fiir 30 s gevortext. Erneut erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 5000 rpm
fir 5 min. Die obere Phase wurde in ein weiteres Falcon-Reaktionsgefdl3 iberfithrt, Losung 3
hinzugefiigt und fiir 30 s gevortext. Erneut erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 5000 rpm fiir 5 min.
Die obere Phase wurde in ein weiteres Falcon-Reaktionsgefal3 iiberfithrt und mit Losung 4 versetzt. Es
wurden zusétzlich 70 % des erhaltenen Gesamtvolumens an Ethanol zu der Losung gegeben und die
Loésungen durch Schwenken vermischt. Die Isolation der RNA erfolgte anschlieBend mit Hilfe des
RNeasy Kit der Firma Qiagen, nach Herstellerangaben, ab dem Punkt wo 650 pL der Proben erstmalig
auf die Sdule gegeben werden. Zusétzlich wurde ein DNAse on column digest von Qiagen durchgefiihrt,
um die Proben von DNA zu befreien. Dies geschah ebenfalls nach Herstellerangaben. Die Elution der
RNA erfolgte entgegen der Herstellerangaben mit RNAse freiem H>O. Der Erfolg der Isolation wurde
durch RNA-Konzentrationsbestimmung am Nanodrop, als auch mit Hilfe von Agarose-

Gelelektrophorese liberpriift.
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Tabelle 22: Bendtigte Puffer und Lésungen fiir die RNA-Isolation mit Hilfe von saurem Phenol.

Komponente Zusammensetzung

20 mM Na-Acetat-Puffer pH 5.5

Puffer A
1 mM EDTA
Stop-Losung 10 % gepuffertes Phenol in Ethanol
3.5 mL saures Phenol,* 2 mL Puffer A, 160 puL
Losung 1
SDS-Losung (10 % (w/v))

3 mL Chloroform/Phenol/Isoamylalkohol

Losung 2
(25:24:1, Roth)

Loésung 3 3 mL Chloroform
Losung 4 2 mL Lysis-Puffer (RNeasy Kit, Qiagen)

- Alle Puffer und Losungen wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltem Wasser angesetzt
(0.1 % Endkonzentration, iiber Nacht geriihrt und autoklaviert).

a) 200 mL Phenol mit 200 mL Puffer A versetzt und geriihrt, 1 h im Kiihlschrank, obere Phase
abgenommen, Vorgang 2x wiederholt und saures Phenol in 50 mL Falcon-Reaktionsgefale mit

Alufolie aliquotiert. Wahrend des gesamten Vorgangs vor Licht geschiitzt.

Um einen negativen Effekt des sauren Phenols auf die spitere RNA-Sequenzierung auszuschlieen
wurde ein weiteres Protokoll zur Isolation der RNA durchgefiihrt. Dafiir wurde R. solani F-895 erneut
in Glycerol-Medium und in Erbsen-Medium angezogen und das Mycel geerntet und mit ddH,O
gewaschen. AnschlieBend wurde das Mycel in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C

zwischengelagert.

Jeweils 140 mg des gefrorenen Mycels wurden in ebenfalls schockgefrorenen 1.5 mL Eppendorf-
Gefiaflen abgewogen und anschlieBend in einen Mdrser tiberfiihrt und mechanisch aufgeschlossen. Dafiir
wurde das Mycel unter Zugabe von fliissigem Stickstoff mehrmals griindlich mit einem StoBel
zermahlen. Das zermahlene Mycel wurde in 1.5 mL Eppendorf-Geféalie transferiert und anschlieBend
das RNeasy Kit von Qiagen gemal} den Herstellerangaben durchgefiihrt. Auch dieses Mal erfolgte ein
DNAse on column digest nach den Herstellerangaben von Qiagen. Entgegen der Herstellerangaben
wurde die RNA mit RNAse freiem ddH,O eluiert. Der Erfolg der Isolation wurde durch RNA-

Konzentrationsbestimmung am Nanodrop, als auch mit Hilfe von Agarose-Gelelektrophorese iiberpriift.

Die isolierte RNA wurde dem Kooperationspartner (AG Usadel, IBG-2 Forschungszentrum Jiilich) fiir

die weitere Untersuchung zur Verfiigung 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
durchgefiihrt. Es erfolgte eine Qualititsanalyse der RNA mit Hilfe der TapeStation von Agilent.
Nachdem die ausreichende Qualitdt des Ausgangsmaterials ermittelt wurde, konnte die Erstellung der
mRNA-Bibliothek mit dem TruSeq stranded mRNA Kits der Firma il/lumina, nach Herstellerangaben
durchgefiihrt werden. Danach wurde ein Sequenzierungslauf mit dem NextSeg-System von illumina
durchgefiihrt 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

3951 Um zu verifizieren, dass alle

die Adaptersequenzen mit der Trimmomatic Software entfernt.!
Adaptersequenzen erfolgreich entfernt wurden erfolgte eine Analyse mittels FastQC von illumina. Mit
Hisat2 erfolgte anschlieBend das ,,mapping* der Daten auf die des Referenzgenoms.*! Mit Hilfe des
SAMtools Programms wurden die Daten sortiert und konvertiert, damit anschlieBend Genmodelle auf

3073981 Die erstellten Genmodelle wurden mit

Basis der Daten mit StringTie erzeugt werden konnten.!
gffread in eine FASTA-Datei formatiert und mit Hilfe der blastn Funktion vom National Center for
Biotechnology Informaton (NCBI, USA) auf eine mogliche Laccasesequenz untersucht. Es erfolgte eine
Analyse des ,,open reading frame* (ORF) mit Hilfe der CLC workbench von Qiagen und anschlieSend

die Untersuchung auf mogliche 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 ODgoo von 0.1 inokuliert. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation bei
37 °C und 180 rpm fiir 3-4 h, bis eine ODgoo 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 eisgekiihlten
MgCl,-Losung (100 mM) resuspendiert. Die gelosten Zellen wurden fiir 30 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend erneut zentrifugiert (5000 rpm, 10 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde danach in 2 mL einer
CaCl,-Losung (100 mM, 15 % (w/v) Glycerol) resuspendiert und jeweils 50 uL in vorab sterilisierte,
1.5 mL Eppendorfgefdfie aliquotiert. Diese wurden sofort verschlossen, in fliissigem Stickstoff
tiefgefroren und anschlieBend bei —80 °C gelagert. Vor der Verwendung wurde ein Aliquot jeweils

vorsichtig fiir 5 min auf Eis aufgetaut.

Chemisch kompetente E. coli wurden mit 1 ul. Plasmid-DNA (oder 10 pL Ligationsansatz/Dpnl-
Verdau) mit einer Konzentration von ~ 30-100 ng/pL versetzt und fiir 30 Minuten auf Eis gelagert. Im
Anschluss wurden die Zellen fiir 90 Sekunden bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt, bevor sie mit
500 pL sterilem LB-Medium versetzt wurden. Nach einer 1-3-stiindigen Inkubation bei 37 °C, fiir die
Ausbildung der jeweiligen Antibiotikaresistenz, wurden die Kulturen zentrifugiert und der zellfreie

Uberstand abgegossen. Die Zellen wurden in den verbleibenden ~100 uL im Eppendorf-GefdB
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resuspendiert und auf eine Agar-Platte mit entsprechendem Selektionsmarker gegeben und iiber 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-Tréiger-
DNA/Polyethylenglykol-Methode von Gietz et al. bedient.**” Dazu wurde vorab eine 5 mL Vorkultur
von S. cerevisiae Y00000 in YPp-Medium bei 30 °C iiber Nacht auf einem Roller angezogen. Nach
12-16 h Inkubation wurde die optische Dichte der Vorkultur bei einer Wellenlinge von 600 nm
bestimmt und im Anschluss zwei 50 mL Hauptkulturen in vorgewdrmtem YPp-Medium auf eine
optische Dichte bei 600 nm von 0.1 eingestellt. Diese wurden bei 30 °C fiir ca. 4 h auf eine ODsgo 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-Gefal {iberfiihrt. Dort wurden sie fiir 30 s bei 13000g zentrifugiert und
der Uberstand abdekantiert. Das Pellet wurde erneut in 1 mL sterilem Wasser resupendiert und im
Anschluss 100 uL. Aliquots auf 1.5 mL Eppendorf-Gefalle aufgeteilt. Jedes dieser Aliquots kann im
Anschluss fiir eine Transformation eingesetzt werden (immer frisch angesetzt, Einfrieren und Auftauen
senkt die Transformationseffizienz). Zu jeweils einem 100 uL Aliquot wurden 360 uL eines
Transformationsmixes (Tabelle 23) gegeben. Sollten mehrere unterschiedliche Transformanden erzeugt
werden wurde erst ein Mastermix ohne Plasmid-DNA erstellt und 336 uL auf die Aliquots gegeben.
Anschliefend wurden dann 34 pL der jeweiligen Plasmid-DNA in sterilem Wasser auf das Aliquot
gegeben. Zellen mit Transformationsmix wurden stark gevortext und fiir 40 min bei 42 °C inkubiert.
Danach wurden die Aliquots zentrifugiert (13000g, 30s) und der Uberstand mit einer Pipette
abgenommen. Das Zellpellet wurde vorsichtig in 1 mL sterilem Wasser resuspendiert und 2 oder 20 pLL

auf eine Agarplatte mit Selektionsmedium gegeben und anschlieend fiir 3-4 Tage bei 30 °C inkubiert.
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Tabelle 23: Zusammensetzung des Transformations-Mixes fiir die Transformation von S. cerevisiae.

Transformationsmix-Komponente Volumen [pL]
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

Fiir die Bereitstellung des Polyethylenglykol-Mixes wurden 50 g PEG unter Erwdrmung in 30 mL
destilliertem Wasser geldst. Im Anschluss wurden weitere 70 mL destillierstes Wasser dazugegeben und
die Losung autoklaviert. Eine sterile Lithiumacetat-Losung wurde durch Lésen von 10.2 g
Lithiumacetat-Dihydrat in 100 mL destilliertem Wasser und anschlieBendem Autoklaviervorgang
erzeugt. Fir die Herstellung der einzelstringigen Lachs-Sperma-DNA-Losung wurden 200 mg
Lachssperma DNA in 100 mL TE-Puffer bei 4 °C geldst. Dieser Vorgang kann mehrere Stunden dauern.
Im Anschluss wurden 1 mL Aliquots in 1,5 mL Eppendorf-GefaBe aufgeteilt und bei —20 °C gelagert.
Vor Verwendung wurde die DNA fiir 5 min in kochendem Wasser denaturiert und im Anschluss sofort
mit Hilfe eines Eisbades abgekiihlt. 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 Verfiigung gestellt.

Tabelle 24: Im Rahmen der Doktorarbeit verwendete Enzyme.

Enzym

ADHr

(Thermoanaerobacter

brokkir)

ADHig

(Lactobacillus brevis)

GDH
(Bacillus subtilis)

*

FDH
(Candida boidinii)
PTDH

(Pseudomonas

stutzeri)
P450 BM3

(Bacillus

megaterium)
RSL
(Rhizoctonia solani

AG-3 Rhs1AP)

Herkunft

Die Produktion erfolgte in Anlehnung an eine
Vorschrift von Classen et al.*'”! durch H. Gieren®
und B. Paschold® und wurde als Zellpellet zur
Verfligung gestellt

Die Produktion erfolgte in Anlehnung an eine
Vorschrift von Classen et al.?'” durch H. Gieren®
und B. Paschold” und wurde als Zellpellet zur
Verfligung gestellt

Die Produktion erfolgte durch H. Gieren® und wurde
als zellfreier Glycerolstock von C. Holec”

bereitgestellt
Die Produktion erfolgte eigenhindig in E. coli BL21

(DE3)

Die Produktion erfolgte eigenhéndig in E. coli BL21
(DE3)

Die Produktion erfolgte eigenhéndig in E. coli BL21
(DE3), einige Varianten und Bibliotheken wurden

von C. Holec® bereitgestellt

Die Produktion erfolgte eigenhéndig in E. coli BL21
(DE3)

Fortsetzung néchste Seite

Anwendung

Biokatalytische

Umsetzungen

Biokatalytische

Umsetzungen

Cofaktor-

Regeneration

Cofaktor-

Regeneration

Cofaktor-

Regeneration

Biokatalytische

Umsetzungen

Charakterisierung
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RSL F-895

(Rhizoctonia solani

F-895)

Katalase

(M. lysodeiktikus)

Fortsetzung Tabelle 24

Die Produktion erfolgte eigenhéndig in E. coli BL21
(DE3), Rosetta (DE3), Arctic Express (DE3), und Charakterisierung

S. cerevisiae Y00000

Disproportionierung

von H202 in

~150 kU/mL je nach Charge, Sigma-Aldrich

biokatalytischen

Umsetzungen

? Institut fiir molekulare Enzymtechnologie, Heinrich-Heine Universitit Diisseldorf

b Institut fiir bioorganische Chemie, Heinrich-Heine Universitit Diisseldorf

5.4.26 Eigenhindige Produktion von Enzymen in E. coli und S. cerevisiae

Fiir die Expression von Proteinen in E. coli und S. cerevisiae wurde eine Reihe von Zusitzen benotigt.

Antibiotika dienten zur Selektion von transformierten E. coli mit entsprechendem Selektionsmarker auf

den verwendeten Plasmiden. Von allen Antibiotika und dem Induktor IPTG wurden Stammldsungen

angesetzt, welche anschlielend im Verhiltnis 1:1000 zu den Ndhrmedien gegeben wurden. Fiir das

Ansetzen hochkonzentrierter Zuckerlosungen wurden diese in einem Wasserbad erwidrmt. Alle

verwendeten Zusétze wurden vor der Zugabe zu den Nahrmedien {iber einen Sterilfilter filtriert (Tabelle

25).

Tabelle 25: Verwendete Zusatze im Rahmen von Expressionsversuchen in E. coli und S. cerevisiae.

Zusatz

Ampicillin-

Stammldsung

Kanamycin-

Sammldsung

Gentamycin-

Stammlosung

IPTG-

Stammldsung

144

Zusammensetzung

100 pg/mL Kanamycin-Sulfat in ddH,O

50 pg/mL Kanamycin-Sulfat in ddH,O

20 pg/mL Gentamycin-Sulfat in ddH,O

0,1 M IPTG in ddH,O

Fortsetzung néchste Seite

Zweck Lagerung
Selektion -20°C
Selektion -20°C
Selektion -20°C

Induktion der
Expression, T7- -20°C
Promotorsysteme
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Fortsetzung Tabelle 25

CuSOs- 100 mM Kupfersulfat-Pentahydrat in Zusatz fiir frisch
Stammldsung ddH,O Laccaseexpression angesetzt
Glukose- ) frisch

40 % (w/v) Glukose in ddH,O C-Quelle
Stammldsung angesetzt
Raffinose- frisch
20 % (w/v) Raffinose in ddH,O C-Quelle
Stammldsung angesetzt
C-Quelle,
Galaktose- ) Induktion der frisch
30 % (w/v) Galaktose in ddH,O .
Stammldsung Expression Gall- angesetzt
Promotorsysteme
Induktion der
Arabinose- ) ' ) frisch
40 % (w/v) Arabinose in ddH,O Expression, AraC-
Stammldsung angesetzt
Promotorsysteme
Aminolevulinsaure- ) ' _ Expression von
0.5 M Aminolevulinséure in ddH,O -20°C
Stammldsung P450 BM3
Thiamin- 100 mg/mL Thiamin-Hydrochlorid in Expression von 20 °C
Stammldsung ddH,0O P450 BM3

3 mM CaCl,, 0.6 mM ZnSO4-7H,0,
Spurenelement- 0.6 mM MnSO4-H,0O, 60 mM Expression von
Stammlésung Na;EDTA, 60 mM FeCl;-6H,0, P450 BM3
0.6 mM CuSOy4, 0.8 mM CoCl,

4°C

5.4.27 Produktion von R. solani Laccasen in E. coli

Fiir 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 ODgoo von 0.1 angeimpft
und bei 13°-37 °C und 130 rpm geschiittelt. Die Temperatur hing dabei von dem verwendeten E. coli-
Stamm ab. Wihrend Arctic Express (DE3) bei 13 °C inkubiert wurde, wurde BL21 (DE3) bei 25°-37 °C
inkubiert. Die Expression wurde nach ca. 2-3 h (ODsgo ~ 0.6) durch die Zugabe von IPTG induziert und
die Kulturen fiir 24 h bei 130 rpm geschiittelt. In einigen Féllen wurde Kupfersulfat (0.2 mM

Endkonzentration) als Zusatz fiir eine moglicherweise erhohte Expressionsrate zum Néhrmedium
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gegeben."" ' Die Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (12000 rpm, 15 min, 4 °C). Der

Expressionserfolg wurde mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese und Aktivitdtsassays tiberpriift.

5.4.28 Produktion von R. solani F-895 Laccase in S. cerevisiae

146] ywurden 50 mL YPgrae-Medium in einem sterilen

In Anlehnung an eine Vorschrift von limura ez al..
250 mL Erlenmeyerkolben mit einer Vorkultur S. cerevisiae pIE3 RSL F-895 (bzw. Linker oder
LinkStrep) auf eine ODgoo von 0,1 inokuliert. Diese Kultur wurde fiir 20 h bei 25 °C und 130 rpm
geschiittelt und anschlieBend die ODsoo erneut vermessen. Eine definierte Menge Kulturmedium, welche
einer ODgoo = 1 in 50 mL enstpricht, wurde mittels Zentrifugation (12000 rpm, 5 min) geerntet und
anschlieend in 50 mL YPrar resuspendiert. Die Kultur wurde fiir 48 h bei 20 °C und 130 rpm inkubiert.
Die Zellen wurden anschlieend mittels Zentrifugation geerntet und sowohl der Kulturiiberstand, als

auch das Zelllysat nach Zellaufschluss, mittels SDS-Gelelektrophorese und Aktivititsassays auf eine

erfolgreiche Expression iiberpriift.

5.4.29 Produktion von FDH" in E. coli

In Anlehnung an eine Vorschrift von Ricke!**"!

Fermbachkolben, aus einer Vorkultur E. coli BL21 (DE3) pET21(+) FDH" auf eine ODggo von 0.1

wurde 1 L TB-Medium mit Kanamycin in einem 3 L

inokuliert und diese fiir 2-3 h bei 37 °C und 130 rpm bis zu einer ODggo~ 0.6 angezogen. Zur Induktion
der Expression wurde anschlieBend IPTG hinzugegeben und die Kultur bei 20 °C und 130 rpm fiir 48 h
geschiittelt. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation geerntet (18000 rpm, 4 °C, 30 min). Es erfolgte
ein Aufschluss der Zellen und anschlieBend eine Aufreinigung des Proteins mittels Ni-NTA
Affinititschromatografie. Die erfolgreiche Expression und Aufreinigung wurde mit Hilfe von SDS-

Gelelektrophorese und Aktivitdtsassays iiberpriift.

5.4.30 Produktion von PTDH in E. coli

In Anlehnung an eine Vorschrift von Beyer et al.1*)

3 L Fermbachkolben, aus einer Vorkultur von E. coli BL21 (DE3) pBAD PTDH auf eine ODgoo von 0.1

wurde 1 L TB-Medium mit Ampicillin in einem

inokuliert und diese fiir 2-3 h bei 37 °C und 130 rpm bis zu einer ODggo~ 0.6 angezogen. Zur Induktion
der Expression wurde anschliefend Arabinose auf eine Endkonzentration von 0.02 (w/v) hinzugegeben
und die Kultur bei 30 °C und 130 rpm fiir 18 h geschiittelt. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation
geerntet (18000 rpm, 4 °C, 30 min). Es erfolgte ein Aufschluss der Zellen und anschlieBend eine
Aufreinigung des Proteins mittels Ni-NTA Affinitédtschromatografie. Die erfolgreiche Expression und

Aufreinigung wurde mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese und Aktivitdtsassays tiberpriift.

5.4.31 Produktion von P450 BM3 in E. coli
5.4.31.1 Produktion in Kolben

2% wurde 1 L TB-Medium mit Kanamycin und den

In Anlehnung an eine Vorschrift von Neufeld'
Zusdtzen Thiamin, Aminolevulinsdure und Spurenelementlosung (alle im Verhéltnis 1:1000 aus

Stammlosung) in einem 3 L Fermbachkolben, aus einer Vorkultur von E. coli BL21 (DE3) pET28a (+)
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P450 BM3 auf eine ODggo von 0.1 inokuliert und diese fiir 2-3 h bei 37 °C und 130 rpm bis zu einer
ODsoo ~ 0.6 angezogen. Zur Induktion der Expression wurde anschlieBend IPTG hinzugegeben und die
Kultur bei 25 °C und 130 rpm fiir 36 h geschiittelt. 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 iiberpriift.

5.4.31.2 Produktion in Mikrotiterplatten
Fiir die Untersuchung von P450 BM3 Bibliotheken wurden Varianten des Enzyms in Mikrotiterplatten

201 Dafiir wurden in einer sterilen 96-Well

nach einer Vorschrift von Neufeld exprimiert.!
Mikrotiterplatte 150 pL LB-Medium mit Kanamycin vorgelegt. In jedes Well wurde mit Hilfe eines
sterilen Zahnstochers eine einzelne Kolonie von transformierten E. coli, mit der gewlinschten P450 BM3
Variante, iibertragen. Die Mikrotiterplatte wurde mit einem Deckel und Klebeband verschlossen und fiir
10-15 h bei 37 °C und 900 rpm inkubiert. Sollte aus der Platte eine Glycerinkultur zur Lagerung und fiir
zukiinftige Expressionen entstehen, wurde in jedes Well 150 pL steriles Glycerin (50 % (w/v)) gegeben
und diese Platte bei —80 °C gelagert. Fiir die Expression der Monooxygenasen wurde in einer 2 mL
Deepwell-Platte jeweils 500 uL. TB-Medium mit Zusdtzen (siche Expression im Kolben, Ausnahme
0.5 mM Endkonzentration an IPTG statt der {iblichen 0.1 mM) vorgelegt und diese mit 10 pL aus der
Vorkulturplatte angeimpft. Die Platten wurden mit luftdurchléssiger Folie verschlossen und bei 30 °C
und 900 rpm fiir 24 h inkubiert. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation (4000 rpm, 15 min, 4 °C)
geerntet, der Uberstand abdekantiert und die Platte bei —20 °C gelagert oder sofort verwendet. Eine rote

Féarbung der Pellets deutete dabei auf eine erfolgreiche Expression der Monooxygenase hin.

5.4.32 Herstellung von zellfreien Rohlysaten von E. coli

Fiir die Herstellung zellfreier Rohlysate groferer Mengen an E. coli-Kultur (2-30 mL) wurde ein
mechanischer Aufschluss mit der Hilfe von Ultraschall durchgefiihrt. Fiir die Herstellung zellfreier
Rohlysate im Rahmen der Untersuchung von P450-Bibliotheken wurde ein enzymatischer Aufschluss

mittels Lysozyms gewéhlt.

5.4.32.1 Mechanischer Zellaufschluss mit Ultraschall

Fiir den Zellaufschluss mit Ultraschall wurde ein Zellpellet in vorgekiihltem Puffer gelost [20 % (w/v)]
und anschlieBend auf Eis gekiihlt. Der Aufschluss erfolgte durch einen Ultraschallhomogenisator mit
einer Pulsldnge und Intensitdt von ~40 % fiir 10 min auf Eis. Es erfolgte eine Pause fiir 1 min. und eine
weitere Behandlung mit Ultraschall fiir 10 min bevor die Zelltrimmer mittels Zentrifugation
(18000 rpm, 15 min, 4 °C) sedimentiert wurden. Der nun zellfreie Uberstand wurde abdekantiert und
sofort verwendet, oder fiir maximal 12 h bei 4 °C zwischengelagert. Zellfreie Rohlysate von PTDH

waren bis zu einem Monat bei 4 °C lagerbar ohne messbaren Aktivitatsverlust.
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5.4.32.2 Enzymatischer Zellaufschluss mit Lysozym

Fiir den Zellaufschluss kleinerer Volumina in Mikrotiterplatten, wurde ein enzymatischer Zellaufschluss
mit Hilfe von Lysozym durchgefiihrt. Dafiir wurde eine der exprimierten P450 BM3 Bibliotheken fiir
30 min bei 4 °C aufgetaut und anschlieBend 240 pL einer frisch angesetzten Lysozym-Losung
(5 mg/mL Lysozym aus Hiihnereiweil (~70 kU/mg Sigma Aldrich) in ddH,0) in jedes Well gegeben.
Die Zellpellets wurden in der Lysozym-Losung durch auf- und abpippetieren resuspendiert und die
Platte anschlieBend bei 37 °C und 900 rpm fiir 1 h geschiittelt. Eine Zentrifugation (4000 rpm, 4 °C,
15 min) erlaubte das vorsichtige Abnehmen von 200 pL der zellfreien Kulturiiberstinde und die

Uberfiihrung dieser in eine neue Platte. Die Rohlysate wurden sofort frisch eingesetzt.

5.4.33 Proteinaufreinigung

Die Aufreinigung von Proteinen erfolgten durch affinitdtschromatografische Methoden. Dafiir besallen
die betreffenden Proteine einen Affinitatstag, der mit der stationdren Phase einer Sédule 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 ADHr wurde fiir 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 Uberstand.

5.4.33.1 Aufreinigung von Proteinproben mittels Ni-NTA Affinitiitschromatografie

Proteine, die mit einem Polyhistidintag versehen waren, wurden mit Hilfe der Nickel-Nitriloessigsdure-
Affinitdtschromatografie (Ni-NTA) aufgereinigt. Dabei wird die Affinitdt von chelatgebundenem
Nickel, gegeniiber den Histiden des Proteins ausgenutzt, um diese an der stationiren Phase der Saule zu
immobilisieren. In einem Folgeschritt kann das immobilisierte Enzym mit Hilfe von Imidazol von der
Sédule verdriangt werden. Bei den verwendeten Séulen handelte es sich um Ni-NTA Superflow Cartridges
der Firma Qiagen mit einem Saulenvolumen von 5 mL. Zum Beladen der Sdulen mit Puffern und

Rohlysat wurden Peristaltikpumpen der Firma verwendet.

Tabelle 26: Fir die Ni-NTA Affinitdtschromatografie benétigte Puffer.

Puffer Zusammensetzung
Aquilibrierungspuffer 50 mM KP;-Puffer (pH 7.5), 1 M NaCl, 10 mM Imidazol
Waschpuffer 1 50 mM KP;-Puffer (pH 7.5), 1 M NaCl, 20 mM Imidazol
Waschpuffer 2 50 mM KP;-Puffer (pH 7.5), 300 mM NacCl, 1 M Imidazol
Elutionspuffer 50 mM KP;-Puffer (pH 7.5), 300 mM NaCl, 250 mM Imidazol
Ethanollésung 20 % (v/v) Ethanol in ddH,O
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Vor Verwendung der Sdulen wurden diese mit zwei Saulenvolumen Aquilibrierungspuffer dquilibriert.
Im Anschluss wurde langsam das zellfreie Rohlysat (max 30 mL) iiber die Sdule gegeben, der
Durchfluss aufgefangen und ein weiteres Mal auf die Séule gegeben. Durch das Waschen mit zwei
Saulenvolumen an Waschpuffer 1 wurden unspezifisch gebundene Proteine von der Sdule eluiert. Die
Elution des Zielproteins erfolgte anschlieBend durch Zugabe von zwei Siulenvolumen an
Elutionspuffer, wobei das Zielprotein erst in der zweiten Fraktion erwartet wird. Um die Sdule von
Restprotein zu befreien wurde ein weiteres Sdulenvolumen an Waschpuffer 2 iiber die Sdule gegeben.
Zum Schluss wurde ein Sdulenvolumen Ethanollosung auf die Sdule gegeben und diese bis zur ndchsten
Verwendung bei 4 °C gelagert. Bei jedem der durchgefiihrten Schritte wurde der Saulendurchfluss als
getrennte Fraktion aufgefangen und im Anschluss mittels SDS-Gelelektrophorese und Aktivititsassay
auf die Anwesenheit des Zielproteins untersucht. Dafiir wurde jede Fraktion bis zur Verwendung auf

Eis gelagert.

5.4.33.2 Aufreinigung von Proteinproben mittels StrepTactin® Affinititschromatografie
Da die StrepTactin® Affinititschromatografie im Rahmen dieser Arbeit fiir die Aufreinigung eines
Proteins aus dem Kulturiiberstand von S. cerevisiae verwendet wurde, erfolgte vor dem eigentlichen
Protokoll eine Behandlung des Kulturiiberstandes mit einer Avidin-Blockerlésung derselbigen Firma.
Das beigefiigte Avidin dient dazu, moglicherweise vorhandenes Biotin aus dem Kulturiiberstand zu
entfernen, da dieses ansonsten irreversibel an die Sdule binden konnte. Aus diesem Grund wurden in
Anlehnung an die Herstellerangaben 45 mL des Kulturiiberstandes mit 5 mL 10x Puffer W (1 M
Tris/HCI-Puffer, 1.3 M NaCl, pH 8.0) auf einen pH-Wert zwischen pH 7.5 und pH 8 eingestellt.
Anschliefend wurde 1 mL der Blocking-Losung dazu gegeben und die Probe fiir 15 min bei 25 °C
inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation fiir 5 min bei 10000 rpm und es wurde mit dem Uberstand

weitergearbeitet.

Proteine, die mit einem Strep-Tag versehen waren, wurden anschlieBend mit Hilfe der StrepTactin®
Affinitidtschromatografie aufgereinigt. Das Grundlegende Prinzip ist dabei dhnlich der Ni-NTA
Affinitdtschromatografie und wurde vorab bereits erldutert (Abbildung 29). Fiir die Aufreinigung
wurden StrepTactin® Superflow Siulen, mit einem Saulenvolumen von 5 mL, der Firma iba-lifesciences
genutzt. Die Durchfiihrung geschah anhand der beigefiigten 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 fiir eine

Untersuchung mittels SDS-Gelelektrophorese und Aktivitdtsassays entnommen.

5.4.34 Umpuffern und Aufkonzentrieren von Proteinlosungen

Zum Umpuffern von Proteinlésungen wurden PD10-GroBenausschlusschromatografie Sdulen mit
einem Sdulenvolumen von 3.5 mL der Firma GE-Healthcare verwendet. Dafiir wurden diese vorab mit
drei Sdulenvolumen des Zielpuffers dquilibriert, bevor 2.5 mL der Proteinldsung auf die Siule gegeben

wurden. Die Elution erfolgte anschlieBend mit einem S&ulenvolumen an Zielpuffer und die Sdule wurde
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im Anschluss mit drei Sdulenvolumen an Zielpuffer gespiilt. Zum Schluss wurde die Sdule mit 20 %-iger

Ethanollésung (Tabelle 26) iiberschichtet und bei 4 °C gelagert.

Um Proteinldsungen aufzukonzentrieren wurden VivaSpin®-Konzentratoren der Firma Sartorius mit
einem entsprechendem Molecular Weight CutOff (MWCO) eingesetzt. Fiir das Aufkonzentrieren von
FDH" Proteinlosungen wurden Filter mit einem MWCO von 10kDa eingesetzt, wihrend zum
Aufkonzentrieren von RSL F-895 Filter mit einem MWCO von 50 kDa eingesetzt wurden. Es wurden
je nach Volumen der Proteinldsung Vivaspin®™ 20 (5-20 mL Proteinldsung) oder Vivaspin® 500 (500 pL
Proteinlosung) Filter eingesetzt. Die Aufkonzentrierung erfolgte mittels Zentrifugation nach

Herstellerangaben, bis zu einem gewliinschten Volumen, bei 4 °C.

5.4.35 Deglykosilierung von Proteinen

Die Deglykosilierung von Proteinen wurde mit Hilfe der PNGase F von New England Biolabs gemil
den beigefligten Herstellerangaben durchgefiihrt. Als Kontrolle diente jeweils eine Probe mit der das
Protokoll ohne beifiigen der PNGase durchgefiihrt wurde, als auch eine Probe in der ausschlieBlich
PNGase ohne Glycoprotein vorlag.

5.4.36 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fiir die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde jeweils eine SDS-PAGE
durchgefiihrt. Dafiir wurden Proteinproben mit SDS-Probenpuffer (5x) versetzt und fiir 10 min bei 95 °C
augekocht. Je nach Taschengrofle des zuvor gegossenen SDS-Gels wurden 10-15 pL 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. Zusédtzlich zu den Proben wurde in eine der
Taschen 5 pL des kommerziellen Proteinstandards PageRuler™ Prestained Protein Ladder der Firma
ThermoFisher vorgelegt. Fiir die Auftrennung mittels Elektrophorese wurden die entsprechenden
Elektrophoresekammern und Netzteile der Firma Bio-Rad verwendet. In die dullere Kammer wurde
dafiir der Anodenpuffer und in die innere Kammer der Kathodenpuffer gefiillt. Die Proben wurden bei
30 V fiir 20 min und 60 V fiir 6 min im Sammelgel fokussiert, bevor die Trennung der Proteine fiir
45 min bei 180 V durchgefiihrt wurde. Die Gele wurden im Anschluss an die Elektrophorese fiir 10 min
in Fixierlosung geschwenkt, mit ddH,O gewaschen und {iber Nacht in kolloidaler Coomassie-
Férbelosung geschwenkt. Am néchsten Tag wurden die Gele aus der Férbelosung genommen und mit

ddH,O entfirbt.
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Tabelle 27: Fir die SDS-Gelelektrophorese verwendete Losungen und Puffer

Losung Zusammensetzung

Natriumdodecylsulfat 10 % (w/v), Saccharose 30 % (w/v),
SDS-Probenpuffer (5x)  Bromphenolblau 0.1 % (w/v), 50 mM Dithiothreitol, 500 mM Tris/HCl

pH 6.8
Anodenpuffer 0.1 M Tris, 225 mM HCI, pH 8.9
Kathodenpuffer 0.1 M Tris, 0.1 M Tricin, 0.1 % SDS (w/v), pH 8.25
APS-Losung 10 % Ammoniumperoxodisulfat (w/v), in ddH,O
3x Gelpuffer 3 M Tris, 1 M HCI, 0,3 % SDS (w/v), pH 8.45

0.4 mL Rotiphorese® Gel 30 (Roth), 0.75 mL Gelpuffer (3x),

4 % Sammelgel
1.85 mL H;O, 25 pL APS-Ldsung, 2.5 uL TEMED (Roth)

1.68 mL Rotiphorese® Gel 30 (Roth), 1.68 mL Gelpuffer (3x),

12 % Trenngel 1.18 mL H»0, 0.5 g Glycerol, 25 uL. APS-Losung, 2.5 pL TEMED
(Roth)
Fixierl6sung 30 % Ethanol (v/v), 10 % Essigsdure (v/v), in ddH,O

2 % Phosphorsdure (w/v), 10 % Ethanol (v/v),
Férbelosung 5 % Aluminiumsulfat (w/v), 0.02 % Coomassie Brilliant Blau G-250
(w/v)

5.4.37 Untersuchung von Proteinen mit MALDI-TOF
Die Durchfithrung von MALDI-TOF Experimenten erfolgte durch die Kooperationspartner im Institut

fiir Bio- und Geowissenschaften (IBG-1, Forschungszentrum Jiilich), unter der Leitung von Tino Polen.

Relevante Proteinbanden wurden gemél einer Vorschrift von Pahlke et al. aus dem SDS-Gel
ausgeschnitten, tryptisch verdaut und mit MALDI-TOF Massenspektrometrie untersucht.*'?
Monoisotopische Massen wurden zugeordnet und fiir die hauseigene Datenbanksuche mit der Mascot
Software der Firma Matrix Science genutzt. Dafiir wurde die Proteindatenbank der ,,Shotgun “-
Sequenzierung von R. solani AG-1 IA (AFRT00000000.1) als Basis benutzt. Um spéter die am besten
passende, urpsriingliche 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

Fiir den Nachweis von Proteinen mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern wurde das Western-Blot
Verfahren verwendet. Dafiir wurden die zuvor auf einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteine horizontal
auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran) transferiert. Das vorangegangene SDS-Gel
wurde dafiir nicht vorab eingefirbt, sondern sofort nach der Elektrophorese eingesetzt. Als Kontrolle
des erfolgreichen Transfers der Proteine auf die PVDF-Membran, wurde bei der vorherigen SDS-PAGE
eine vorgefarbte Proteinleiter mit aufgetragen. Fiir 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 durchgefiihrt. Dafiir
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 dariiber positioniert. Die
Systemkammer wurde schlieBlich mit der Anodenseite geschlossen und vertikal im Tank positioniert.
Der Tank wurde mit Transfer-Puffer befiillt und mit einem Magnetriihrstibchen und Eis versehen. Unter
Riihren erfolgte der Elektrotransfer der Proteine bei 30 V fiir 1 h. Der spezifische Nachweis von
Proteinen mit Strep-Tag erfolgte anschlieBend mit Antikérpern und konjugierter Meerrettichperoxidase

der Firma iba, gemél den Herstellerangaben.

Tabelle 28: Benétigte Puffer und Lésungen fir den Nachweis von Proteinen mit Strep-Tag.

Komponente Zusammensetzung
Transfer-Puffer 3 g/L Tris, 14.4 g/L Glycin in ddH,O
PBS-Puffer 4 mM KH>POs (pH 7.4), 16 mM Na,HPOy4, 115 mM NaCl
Block-Losung PBS-Puffer, 3 % Rinderserumalbumin (w/v), 0.5 % Tween 20 (v/v)
PBS-Tween-Puffer PBS-Puffer, 0.1 % Tween 20 (v/v)
Chloronaphtol-Ldsung 3 % 4-Chloro-1-naphtol (w/v) in Methanol
H,0,-Ldsung 30 % H»0, (v/v) in ddH,O

5.4.39 Bestimmung von Enzymaktivititen mit photometrischen Assays

5.4.39.1 Bestimmung von Enzymaktivititen NAD(P)H-abhingiger Enzyme

Zur Bestimmung von Enzymaktivititen NAD(P)H abhingiger Enzyme (FDH', ADHs, PTDH) wurde
photometrisch die Zu- oder Abnahme der Absorption bei 340 nm, auf dem UV-1800 Spektrophotometer
von Shimadzu verfolgt. Die anschlieBende Bestimmung der Enzymaktivitdt 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 uM Substrat in 1 Minute.

152



Material und Methoden
Mikrobiologische und molekularbiologische Arbeiten

Formel 3: Formel zur Ermittlung der Volumenaktivitat nach dem Lambert-Beerschen Gesetz.

A
Vol kti 't"t[U]—A_t.VP T
olumenaktivitit | — =g T

Vp = Probenvolumen, Ve = Volumen der Enzymlésung, d = Kiivettendurchmesser (1 cm), € = molarer

Extinktionskoeffizient (NAD(P)H = 6.22 mM™ cm™ bei 340 nm), Tr = Zeitfaktor fiir 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 Enzymldsung fiir 60 s, in 5 s Intervallen, verfolgt.

Tabelle 29: AnsatzgréfRen zur Bestimmung der Enzymaktivitat NAD(P)H-abhangiger Enzyme.

ADH
Komponente Stammlosung Menge
100 mM KP;-Puffer, 1 mM
- 790 uL
MgCl,, pH 7.0
Acetophenon 100 mM in ddH>,O 100 uL
NADPH 15 mM in ddH,O 100 puL
Zellfreies Lysat - 10 uL
I oY
Komponente Stammlosung Menge
50 mM KP;-Puffer, 225 mM
- 890 uL
Na-Formiat, pH 7.5
NADPH 20 mM in ddH,O 100 uL
Zellfreies Lysat - 10 uL
PTDH
Komponente Stammlosung Menge
50 mM KP;-Puffer, 4 mM Na-
) - 890 uL
Phosphit, pH 7.5
NADPH 15 mM in ddH,O 100 L
Zellfreies Lysat - 10 uL
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5.4.39.2 Bestimmung der Enzymaktivititen von Laccasen

Fir die Bestimmung der Enzymaktivititen von Laccasen wurde die Umsetzung der Substrate
2,6-DMP (9) und ABTS (8) in Anlehnung an Kolomytseva et al. photometrisch beobachtet.”® Dabei
wurde ebenfalls das UV-1800 Spektrophotometer von Shimadzu fiir eine geringe Anzahl an Proben mit
einem Probenvolumen von 1 mL, als auch der Microplate Reader Infinite M1000 Pro von Tecan fiir
eine groflere Anzahl an Proben mit einem Probenvolumen von 100 pL. Fiir die Bestimmung der
Aktivitit 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 (Kiivette = 1 mL, MTP = 100 pL), Vg = Volumen der Enzymlosung (Kiivette =
100 uL, MTP = 10 pL), d = Kiivettendurchmesser (Kiivette = 1 cm, MTP = 0.3 cm), € = molarer
Extinktionskoeffizient (ABTS (8) = 29300 M ¢cm™ bei 436 nm, 2,6-DMP (9) = 35645 M cm™ bei
470 nm)*, Tr = Zeitfaktor fiir 1 min. (60 da At =1 s).

Erneut wurden Dreifachmessungen durchgefiihrt und der Mittelwert, sowie die Standardabweichung

bestimmt.

Tabelle 30: AnsatzgréRen fiir die Bestimmung von Laccaseaktivitaten in Kiivetten und Multitierplatten.

Kiivette

Komponente Stammlosung Menge
50 mM Tris/HCI-Puffer,

pH 7.2 ) 800 UL
ABTS (8) 0. 2,6-DMP (9) 1 mM in Tris/HCI-Puffer 100 uL
Zelllysat o. Kulturiiberstand - 100 puL

Kiivette
Komponente Stammldsung Menge
20 mM Na-Acetat-Puffer, pH 5 - 800 uL
ABTS (8) 0. 2,6-DMP (9) 1 mM in Na-Acetat-Puffer 100 uL
Zelllysat o. Kulturiiberstand - 100 puL

Fortsetzung néchste Seite
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Fortsetzung Tabelle 30

Mikrotiterplatte
Komponente Stammlosung Menge
Britton-Robinson-Puffer
- 80 uL
pH 3-9
ABTS (8) 0. 2,6-DMP (9) 1 mM in ddH,O 10 uLL
Zelllysat o. Kulturiiberstand - 10 uL

5.4.40 Bestimmung der P450-Monooxygenase Konzentration
Die Bestimmung der Monooxygenasekonzentration erfolgte in Anlehnung an eine Methode von Umura

94 Dafiir wurden 200 pL der Proteinproben in

und Sato mit Hilfe von CO-Differenzspektroskopie.
1.8 mL KP;-Puffer auf ein Gesamtvolumen von 2 mL verdiinnt und mit einer Spatelspitze
Natriumdithionit versetzt. Es wurde zusétzlich 1 pL einer 7 %-igen Methylviologen-Losung dazu
gegeben und die Proben 10x invertiert. 1 mL der Probe wurde jeweils abgenommen und in ein separates
Eppendorf-Gefal3 iiberfiihrt, diese diente spiter als unbehandelte Referenz. Die erste Probe wurde
anschliefend 1 Minute mit Kohlenmonoxid begast (1 Blase pro Sekunde), widhrend die zweite
dementsprechend unbehandelt blieb. Fiir 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 anschlieBend mittels folgender Formel ermittelt (Formel 4).

Formel 4: Formel zur Ermittlung der P450-Konzentration.

V,
AAysonm — AAgoonm - V_Z

P450 — Konzentration [mM] = p—

Vp = Probenvolumen, Ve = Volumen der Enzymlésung, d = Kiivettendurchmesser (1 cm), € = molarer

Extinktionskoeffizient (91 mM™ cm™ bei 450 nm und 490 nm).["*¥

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 uL 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 pL eines
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sterilfiltrierten Reaktionsmixes (Tabelle 31) vorgelegt worden sind. Anschlieend wurde die Platte bei
30 °C und 900 rpm, fiir 16-18 h geschiittelt.
Tabelle 31: Jeweilige Zusammensetzung von 40 mL Reaktionsmix fir unterschiedliche Cofaktor-Recyclingsysteme

in P450 BM3 katalysierten Reaktionen. Die Endkonzentrationen beziehen sich nicht auf den Reaktionsmix, sondern
auf die finalen 500 pL Reaktionsansatz in der Deepwell-Platte, nach Zugabe der 200 pL des zellfreien Enzymlysats.

FDH"-Recycling

Komponente Stammlésung 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 ddH,O 266 uL 0.2 mM
Katalase 130.7 kU/mL 132.6 puL 0.6 kU/mL
FDH" variabel variabel 0.6 U/mL
GDH-Recycling
Komponente Stammlosung Menge Endkonzentration
Non-1-en-4-o0l 300 mM in DMSO 1.334 mL 6 mM
Glukose 3iM 8 mL 400 mM
NADP* 50 mM in ddH,O 266 uL 0.2 mM
Katalase 130.7 kU/mL 132.6 uL 0.6 kU/mL
GDH variabel variabel 0.5 U/mL
PTDH-Recycling
Komponente Stammlosung 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 ddH,O 266 uL. 0,2 mM
Katalase 130.7 kU/mL 132.6 uL 0.6 kU/mL
PTDH variabel variabel 0.6 U/mL
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5.4.41.2 Generelle Durchfiihrung des Adrenalin-Assays mit vorangehender Extraktion
der Reaktionsansiitze
Fiir den Nachweis vicinaler Diole mit Hilfe des Adrenalin-Assays wurden die Reaktionsansitze
anschlieBend mit 500-600 uL. Ethylacetat versetzt und die organische Phase mit einer 100 pL
Multikanalpipette 50x auf- und abpipettiert. Die Platte wurde fiir 15 min und 4000 rpm, bei 4 °C
zentrifugiert. Es wurden 250-300 pL der organischen Phase abgenommen und in einer
16sungsmittelresistenten Mikrotiterplatte von Greiner Bio One tiberfiihrt. Das Losungsmittel wurde fiir
2 h bei 40 °C abgedampft und 10 uL. DMSO auf die Uberreste gegeben. Es wurden 70 uL KP;-Puffer
(50 mM, pH 7.5) und 10 pL Natriumperiodat-Losung (10 mM in KP;-Puffer) dazu gegeben, 10x auf-
und abpipettiert und die Platte fiir 10 min bei 25 °C inkubiert. Anschliefend wurden weitere 10 pL
Adrenalin-Hydrochlorid-Losung (15 mM in KP;-Puffer) dazu gegeben, erneut 10x auf- und abpipettiert
und ein weiteres Mal fiir 5 min bei 25 °C inkubiert. 90 uL der Lésung wurden anschlieBend in eine
durchsichtige Multitierplatte von Greiner Bio One iiberfiihrt und die Absorption der Proben bei 490 nm

in einem Plattenphotometer vermessen.

5.4.41.3 Generelle Durchfithrung des Adrenalin-Assays ohne vorangehende Extraktion
der Reaktionsansitze
Da eine Extraktion bei Verwendung von FDH™ oder PTDH basiertem Cofaktor-Recycling keine
Notwendigkeit darstellt, konnte der Adrenalin-Nachweis vicinaler Diole in diesen Féllen auch ohne
Extraktion durchgefiihrt werden. Die Platte mit den Reaktionsansitzen wurde dafiir vorab fiir 15 min
und 4000 rpm, bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurden jeweils 100 pL der Reaktionsansétze mit
einer Multikanalpipette in eine durchsichtige Multitierplatte von Greiner Bio One iiberfiihrt und mit
40 uL Natriumperiodat-Losung (10 mM in KP;-Puffer) versetzt. Zum Mischen der Losungen wurde 10x
auf- und abpipettiert und die Platte fiir 30 min bei 25 °C inkubiert. Danach wurden weitere 10 pL
Adrenalin-Hydrochlorid-Losung (15 mM in KP;-Puffer) hinzugegeben, erneut gemischt und die Platte
fiir 5 min bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Absorption der Proben bei 490 nm in einem

Plattenphotometer ermittelt.

5.4.41.4 Semipriparative Umsetzungen von Homoallylalkoholen mit P450 BM3
Fiir Umsetzungen im semiprdparativen Maflstab wurden 15 mL Reaktionsansitze in 50 mL Falcon-

2181 Diese wurden anschlieBend fiir 5 min

ReaktionsgefiBen angesetzt, in Anlehnung an Neufeld et al.!
mit Sauerstoff begast (1 Blase pro Sekunde) und anschlieBend fiir 14-16 h, bei 30 °C und 300 rpm
geschiittelt. Fiir die Untersuchung mittels NMR wurde jeweils 1 mL des Reaktionsansatzes entnommen

und mit 1 mL deuteriertem Chloroform extrahiert.
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Tabelle 32: AnsatzgroRen fiir die semipraparativen Umsetzungen von Homoallylalkoholen mit P450 BM3 am
Beispiel von Non-1-en-4-ol (11).

Komponente Stammlosung Menge Endkonzentration
Non-1-en-4-ol - 25 uL 6 mM
BM3-Puffer - 4.5 mL 30 % (v/v)
P450 BM3 variabel variabel 9 uM
Glukose 33 M 1.8 mL 400 mM
NADP* 50 mM in ddH,O 30 uL 0.1 mM
Katalase 130.7 kU/mL 52.5uL 470 U/mL
GDH variabel variabel 0.2 U/mL
KP;-Puffer -
- ad. 15 mL

(50 mM, pH 7.5)

5.4.41.5 Priparative Umsetzung von Non-1-en-4-ol (11) mit P450 BM3

Fiir die priaparative 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
Kaniile eingestochen, um das sterile Befiillen des Kolbens zu erlauben. Uber einen 0.2 pm Sterilfilter
wurden 100 mL Reaktionsansatz (Tabelle 33) in den Kolben gefiillt. Unter schwachem Riihren wurde
die Losung fiir 5 min mit Sauerstoff begast (1 Blase pro Sekunde) und anschlieBend das Substrat
tropfenweise hinzugegeben. Der Dreihalskolben wurde an einen 7ifrino 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 fiir 16 h bei 30 °C unter leichtem Riihren inkubiert. Im Anschluss
wurde die Reaktionslosung durch Zugabe von HCIl auf einen pH-Wert von 3-4 angeséuert und
anschlieBend Ammoniumsulfat bis zur Sattigung der Losung hinzugegeben. Das Ausfillen der Proteine
erfolgte bei 4 °C iiber Nacht. Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend iiber einen Whatman-Filter
filtriert und die Riickstinde mit Ethylacetat gewaschen. Der Durchfluss wurde ebenfalls mit Ethylacetat
extrahiert und die organischen Phasen vereinigt. Diese wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und
anschlieBend unter reduziertem Druck an einem Rotationsverdampfer entfernt. Fiir die Untersuchung
der verschiedenen Produkte wurde das Rohprodukt anschlieBend mittels S&ulenchromatographie
aufgetrennt (PE:EE = 7:3). Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels NMR und GC/MS untersucht, um

einen Eindruck iiber die Produktverteilung der Reaktion zu erhalten.
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Tabelle 33: AnsatzgroRen fiir die praparativen Umsetzungen von Homoallylalkoholen mit P450 BM3 am Beispiel
von Non-1-en-4-ol (11).

Komponente Stammlosung Menge Endkonzentration
Non-1-en-4-ol - 100 mg 7 mM
BM3-Puffer - 30 mL 30 % (v/v)
P450 BM3 variabel variabel 9 uM
Glukose 33 M 12.2 mL 400 mM
NADP* 50 mM in ddH,O 200 uL 0.1 mM
Katalase 130.7 kU/mL 350 uL 470 U/mL
GDH variabel variabel 0.2 U/mL
KP;-Puffer -
- ad. 100 mL

(50 mM, pH 7.5)

5.4.42 Biokatalytische Umsetzungen mit Alkoholdehydrogenasen

5.4.42.1 Oxidative kinetische Racematspaltung von Homoallylalkoholen im analytischen
Malf3stab
In einem 250 mL Erlenmeyerkolben wurde der Homoallylalkohol (0.5 mmol) zusammen mit Aceton
(5 % (v/v) Endkonzentration), ADHr (25 U) und NADP" (300 uM Endkonzentration) in KP;-Puffer
(50 mM, 1 mM MgCl,, pH 7.0) auf ein Endvolumen von 50 mL vorgelegt. Die Reaktion wurde bei
30 °C und 130 rpm geschiittelt und nach jeweils 0, 1, 3, 4, 5, 6, 8 und 24 h 200 uL der Reaktion eine
Probe entnommen. Diese Probe wurde mit 500 mL MTBE, welcher 2.5 mM 1-Hexanol an internen
Standard enthélt, extrahiert und mittels Gaschromatografie iiber chiraler, stationirer Phase untersucht.

Die jeweiligen Trennprogramme wurden jeweils in der Synthesevorschrift der Homoallylalkohole

angegeben.

5.4.42.2 Oxidative kinetische Racematspaltung von Homoallylalkoholen im priparativen
Maflstab

Die oxidative kinetische Racematspaltung von Alkoholen im prédparativen Malstab ist als

Synthesevorschrift fiir das entsprechende Produkt im Abschnitt chemische Arbeiten (5.5) beschrieben.
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5.5 Chemische Arbeiten
5.5.1 Allgemeine Gerite und Methoden
5.5.1.1 Diinnschichtchromatografie (DC)

Fiir die Beobachtung von Reaktionsverldufen wurden Reaktionsproben mittels DC-Analyse kontrolliert.
Dafiir wurden Polygram® SIL G/UVas Diinnschichtchromatographiefolien von Machery-Nagel
eingesetzt. Die Visualisierung der Verbindungen erfolgte durch Farbung mit Cer-Molybdat-Losung
(10 g Cerium(IV)sulfat-tetrahydrat, 25 g Phosphormolybdidnsdure und 60 mL konzentrierte
Schwefelsdure in 940 mL ddH,O) oder Anisaldehyd-Lésung (3 mL Anisaldehyd und 6 mL
konzentrierte Schwefelsdure in 300 mL Eisessig) und anschlieBender Entwicklung durch Erhitzen mit

einem HeiBluftfon.

5.5.1.2 Standard-Siulenchromatografie
Die sdulenchromatografische Auftrennung von Substanzen erfolgte iiber Silikagel mit einer

Partikelgrofle von 40-63 pm.

5.5.1.3 Drehwertbestimmung

Die spezifischen Drehwerte synthetisierter Verbindungen wurden an einem PerkinElmer 341 und
Kriipps Optotronic Polarimeter, unter Ausnutzung der Natrium D-Linie (589 nm), in einer 10 mm
langen Zelle durchgefiihrt. Dafiir wurde vorab eine bestimmte Menge der Verbindung in
entsprechendem Losungsmittel (meist CHCI3) geldst. Es wurden mindestens 10 Messungen
durchgefiihrt und der Mittelwert genommen. Die Angabe der Drehwerte erfolgte anhand der

nachfolgenden Formel (Formel 5).

Formel 5: Formel zur Ermittlung des spezifischen Drehwertes.

o. = Mittelwert der Drehwerte, d = Durchmesser der Kiivette, ¢ = Konzentration der Probe, T =

Temperatur, A = Wellenlénge.

5.5.1.4 Infrarotspektroskopie (IR)
Fiir die Aufnahme von IR-Spektren wurden die Verbindungen als Film auf einem PerkinElmer
SpectrumOne und SpectrumTwo untersucht. Die Lage der Absorptionsbanden wurden in cm’

angegeben.

5.5.1.5 Kernspinresonanz-Spektroskopie (NMR)

Die Aufnahme von 'H- und '*C NMR Spektren erfolgten auf einem Avance/DRX 600 NMR Spektrometer
von Bruker bei 600 und 151 MHz und Raumtemperatur. Dafiir wurden die Verbindungen zuvor in
deuteriertem Chloroform geldst. Die chemischen Verschiebungen wurden in Relation zu den

Losungsmittelsignalen des Chloroforms ['H: & (CDCl;) = 7.26 ppm] und ["*C: 8 (CDCl;) = 77.16 ppm]
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fiir 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 Multiplizititen
der Signale wurden mit s fiir Singulett, brs fiir breites Singulett, d fiir Dublett, t fiir Triplett, q fiir Quartett
und m fiir Multiplett angegeben.

5.5.1.6 Massenspektrometrie (MS)

GC-MS (EI: 70 eV): Massenspektren von fliichtigen Verbindungen wurden mit Hilfe des HP 6890
Series Gaschromatographen von Hewlett Packard, ausgestattet mit einer HP-5ms Séule von Agilent
Technologies (30 mm x 0.25 mm) und einem anschlieBenden Massendetektor (Mass Selective Detector
5973), aufgenommen. Die Proben wurden zuvor in MTBE gelost (~1 mg/mL, HPLC-grade) und 1 pL
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.

Hochauflosende Massen (HRMS) wurden als Service der Zentralanalytik des Forschungszentrums

Jiilich (ZEA-3) in Anspruch genommen.

5.5.1.7 Gaschromatografie (GC)

Fiir 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 Saulen
handelte es sich um die FS-Lipodex G (25 m x 0.25 mm, Machery-Nagel), FS-Hydrodex-pTBDAc
(25 m x 0.25 mm, Machery-Nagel) oder FS-Hydrodex-B3p (25 m x 0.25 mm, Machery-Nagel) im Falle
der Gaschromatographen von Thermo Fisher und um eine CP-Chirasil-Dex CB Saule (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 Tragergas. Injektion und Detektion auf dem Gaschromatographen von Shimadzu erfolgten bei
250 °C und H; (getrocknet) wurde mit variabler Flussrate als Trigergas fiir die Thermo Fisher Gerite
verwendet. Proben wurden in MTBE gelost (~1 mg/mL, HPLC-grade) und 1 uL. Probe injiziert. Das
Temperaturprogramm wurde in Abhédngigkeit von der Substanz gewéhlt 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 VP™.-

Software (Version 4.3) des Herstellers.

5.5.1.8 Hochleistungsfliissigchromatografie (HPLC)

HPLC-Messungen iiber chiraler stationdrer Phase wurden auf einem Dionex-System, ausgeriistet mit
einem WPS-3000TSL Autosampler und einem DAD-3000 UV-Detektor, durchgefiihrt. Als Sdule
fungierte eine Lux-Amylose-1 Sdule (250 mm x 4.6 mm, Phenomenex) und als Losungsmittel eine

definierte Mischung aus n-Heptan und 2-Propanol bei einer Flussrate von 0.5 mL/min, bei
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Raumtemperatur. Das Mischungsverhéltnis der Losungsmittel wurde in Abhéngigkeit von der Substanz

gewdhlt und ist gemeinsam mit den Retentionszeiten an entsprechender Stelle angegeben.

5.5.1.9 Ermittlung von Umsitzen

Um die jeweiligen Umsétze einer Reaktion zu quantifizieren wurde vorab von dem zu untersuchenden
Substrat eine Kalibrierkurve aufgenommen. Dafiir wurden definierte Mengen oder Konzentrationen an
Substrat in Losungsmittel geldst und mit einer fixen Menge an externem Standard versehen. Dieser
sollte wiederum dhnliche 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 anschlieBend gemeinsam {iber derselben stationdren Phase
getrennt, auf der spiter der Umsatz von Substrat zu Produkt beobachtet wird. Die Signalintensititen
aufsteigender Konzentrationen an Substrat wurden in Relation zu den Signalintensititen des externen
Standards gesetzt und somit eine Kalibriergerade erstellt. Abgebildet wurden auf dieser das theoretische
Verhéltnis von Substrat zu Standard (Y-Achse) gegen das tatsdchlich gemessene Verhéltnis der
Signalintensitidten (X-Achse). Von jeder definierten Substratkonzentration wurden fiir die
Kalibriergerade Mehrfachmessungen durchgefiihrt und der Mittelwert inklusive Standardabweichung
ermittelt. In der zu untersuchenden Reaktion wurde schlieBlich das Substrat mit Lésungsmittel
extrahiert, welche ebenfalls eine definierte Menge des Standards enthielt. Anhand der anschlieend
ermittelten Verhéltnisse der Signalintensitdten 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
Fiir die Ermittlung von ee-Werten wurden die betreffenden Enantiomere iiber chiraler stationédrer Phase
(GC oder HPLC) getrennt. Anhand der relativen Signalintensitdten konnte anschlieBend der

Enantiomereniiberschuss bestimmt werden (Formel 6).

Formel 6: Formel zur Ermittlung von ee-Werten.

100

o SI(E1) - SI(E2)
eell = SrED +s1ED)

ee = Enantiomereniiberschuss, SI = Signalintensitit, E1 = {iberschiissiges Enantiomer, E2 =

Enantiomer 2.
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5.5.2 Chemische und biochemische Synthesen von Verbindungen

Allgemeine Synthese von Homoallylalkoholen:

3 . on
+ /\/ '
R 24 ges. NH,Cl-Losung RN
THF, Zn

Abbildung 85: Allgemeine Synthese von Homoallylalkoholen nach Wilson et al."3l

Die allgemeine Synthese von racemische Homoallylalkoholen erfolgte in Anlehnung an eine Vorschrift
von Wilson et al. (Abbildung 85).°"¥) Es wurde in einem offenem 100-500 mL Rundkolben der
entsprechend benétigte Aldehydvorldufer (1 Aq.) in gesittigter NH4Cl-Losung (1 mL/mmol Aldehyd),
zusammen mit THF (0.2 mL/mmol Aldehyd) vorgelegt. Zu der Losung wurde Zinkpulver (1.6 Aq.)
hinzugegeben und langsam unter Riihren Allylbromid 74 (1.5 Aq.) dazu getropft (Ldsung erwirmt sich).
Die Reaktion wurde fiir 160 min. bei Raumtemperatur geriihrt und nach vollstaindigem Umsatz wurden
die Feststoffe iber Watte abfiltriert und die wissrige Phase 3x mit Essigséureethylester (EE) extrahiert.
Vereinigte organische Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel zum
Erhalt des Rohproduktes unter reduziertem Druck entfernt. Die nachfolgende Aufreinigung der
jeweiligen  Homoallylalkohole erfolgte durch  Vakuumdestillation, oder durch eine

Chromatographieséule und ist an der entsprechenden Stelle angegeben.

Synthese von Hept-1-en-4-o0l (26):

26
Racemisches Hept-1-en-4-ol (26) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.*'!
synthetisiert und anschlieBend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (3 mbar, ~53-55 °C

Ubergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, dlige Fliissigkeit

in 42 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.*'*!
Rq~Wert: [n-Pentan:Et,O (87:13)]=0.2.
FT-IR: Vinax [cm™']= 3355, 2964, 2929, 2874, 1643, 995, 912.

'H NMR (600 MHz, CDCly): 8[ppm]=0.93 (t, >J76 = 7.2 Hz, 3H, 7-H), 1.32 — 1.58 (m, 5H, 4-OH, 5-H,
6-H), 2.14 (m, 1H, 3-H,), 2.30 (m, 1H, 3-H,), 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, CDCls): 3[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 (EL 70 eV): m/z (%) = 55 (100), 57 (18), 73 (30).
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Synthese von (5)-Hept-1-en-4-ol [(5)-26]:

Brown-Allylierung:

Eine 5 mL (+)-B-Allyldiisopinocampheylboran-Losung (5 mmol, 1 M in n-Pentan) wurde in 5 mL
trockenem Diethylether geriihrt und auf -78 °C gekiihlt. Eine Losung Butanal (46) (403 pL, 4.5 mmol)
in 500 pL trockenem Diethylether wurde langsam dazu getropft. Das Gemisch wurde fiir eine Stunde
geriihrt und die Reaktion dabei langsam auf Raumtemperatur aufwérmen gelassen. 1.6 mL einer 3 M
NaOH-Losung und 650 uL H>O, (30 % (w/w)) wurden sukzessive hinzugefiigt und die Losung fiir eine
Stunde refluxiert. Die organische Phase wurde abgetrennt, mit H,O und geséttigter NaCl-Losung
gewaschen, liber Magnesiumsulfat getrocknet und anschlieSend unter reduziertem Druck eingeengt. Die
chromatographische Aufreinigung des Rohproduktes iiber Silikagel (n-Pentan:Et,O, 87:13) lieferte das
Produkt als farbloses Ol (118 mg, 1.03 mmol, 23 %, 95 % ee). Die analytischen Daten Stimmen mit den

Literaturdaten und denen der racemischen Verbindung 26 iiberein.>'”!

Drehwert: [a]3’ =—12.3 (¢ 1.0, CHCl3, 95% ee)
Literatur: [a]3’ = —12.7 (c 0.53, CHCl5)
Oxidative Kkinetische Racematspaltung:

Ein 1 L Erlenmeyer Kolben wurde mit Hept-1-en-4-ol (26) (500 pL, 3.68 mmol), Aceton (5 % (v/v)
Endkonzentration), ADHr (119 U) und NADP" (300 uM Endkonzentration) in KP;-Puffer (50 mM,
1 mM MgCl,, pH 7.0) auf ein Gesamtvolumen von 250 mL befiillt. Die Reaktion wurde bei 30 °C und
130 rpm fiir 3.5 h geschiittelt und anschliefend durch Zugabe von CH,Cl, gestoppt und extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und unter
reduziertem Druck am Rotationsverdamper eingeengt. Die folgende Chromatographie iiber Silikagel
(n-Pentan:Et,0, 87:13) lieferte das Produkt (S)-26 als farbloses O1 (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 iiberein.'™
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Enantiomerenanalytik:

Séule: Hydrodex-BTBDAc

Temperaturprogramm: 40 °C (5 min), 1 °C/min = 75 °C, 10 °C/min = 150 °C

Retentionszeiten: frr =36 min (R)-Hept-1-en-4-ol [(R)-26]

R =35 min (S)-Hept-1-en-4-ol [(S)-26]
Synthese von Oct-1-en-4-0l (27):
OH

313

Racemisches Oct-1-en-4-ol (27) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.*'3) synthetisiert

und anschlieBend mit Hilfe von fraktionierter —Vakuumdestillation (1 mbar, ~63°C
Ubergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, 6lige Fliissigkeit

in 6 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.'®!
Rq~Wert: [PE:EtOAc(90:10)]= 0.38.
FT-IR: Vinax [em™']= 912, 995, 1641, 2860, 2929, 3340.

'H NMR (600 MHz, CDCL): 8[ppm]=0.91 (t, *Js; = 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-H,), 2.31 (m, 1H, 3-Hy), 3.65 (m, 1H, 4-H), 5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H,
2-H).

13C NMR (151 MHz, CDCL): 8[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 (EL, 70 eV): m/z (%) = 57 (12), 69 (100), 87 (50).

Enantiomerenanalytik:

Saule: 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 (R)-Oct-1-en-4-ol [(R)-27]
trr=111.5 min (8)-Oct-1-en-4-ol [(S)-27]
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Synthese von Non-1-en-4-ol (11):

11

Racemisches Non-1-en-4-ol (11) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al’"!

synthetisiert und anschlieend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (50 mbar, ~58 °C
Ubergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, 6lige Fliissigkeit

in 58 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.*""!
ReWert: [PE:EE (95:5)]=0.21.

FT-IR: Vo [cm™']= 911, 865, 726, 865, 911, 994, 1026, 1124, 1378, 1459, 1641, 2860, 2929, 2957,
3078, 3350.

'H NMR (600 MHz, CDCL): 8[ppm]= 0.89 (t, *Jos = 7.2 Hz, 3H, 8-H), 1.24-1.39 (m, 5H, 6-H,, 7-H,
8-H), 1.40-1.51 (m, 3H, 5-H, 6-Hy), 1.54-1.60 (m, 1H, 4-OH), 2.14 (m, 1H, 3-H,), 2.30 (m, 1H, 3-H),
3.65 (m, 1H, 4-H), 5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H, 2-H).

13C NMR (151 MHz, CDCly): §[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 (EL 70 eV): m/z (%) = 55 (98), 57 (14), 71 (12), 83 (100), 101 (49).

Enantiomerenanalytik:

Séule: CP-Chirasil-Dex CB

Temperaturprogramm: 60 °C (5 min), 5 °C/min - 100 °C (10 min), 20 °C /min = 150 °C
(5 min)

Retentionszeiten: frr=21.4 min (R)-Non-1-en-4-ol [(R)-11]
trr=20.7 min (S)-Non-1-en-4-ol [(S)-11]
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Synthese von Dec-1-en-4-ol (28):

28
Racemisches Dec-1-en-4-ol (28) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.’"!
synthetisiert und anschlieBend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (50 mbar, 55-72 °C
Ubergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, dlige Fliissigkeit

in 40 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.'”
Rq~Wert: [PE:EE (90:10)]= 0.42.
FT-IR: Vpax [em' =911, 993, 2856, 2906, 3345.

'H NMR (600 MHz, CDCL3): 8[ppm]= 0.89 (t, *Ji00 = 6.8 Hz, 3H, 10-H), 1.24-1.38 (m, 7H, 6-H,, 7-H,
8-H, 9-H), 1.39-1.51 (m, 3H, 5-H, 6-Hy), 2.14 (m, 1H, 3-H,), 2.30 (m, 1H, 3-H,), 3.65 (m, 1H, 4-H),
5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H, 2-H).

13C NMR (151 MHz, CDCL): §[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:

Saule: FS-Hydrodex B3P

Temperaturprogramm: 60 °C (5 min), 1 °C/min = 150 °C (5 min)

Retentionszeiten: frr=52.5 min (R)-Dec-1-en-4-ol [(R)-28]
frr=51.5 min (S)-Dec-1-en-4-ol [(S5)-28]
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Synthese von Undec-1-en-4-o0l (29):

29
Racemisches Undec-1-en-4-ol (29) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.’"!
synthetisiert und anschlieBend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (50 mbar, 86 °C

Ubergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, 6lige Fliissigkeit

in 53 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.*'®!
Rq~Wert: [PE:EE (90:10)]= 0.44.
FT-IR: Vpax [cm™]=911, 993, 2852, 2924, 3339.

'H NMR (600 MHz, CDCls): S[ppm]= 0.88 (t, *Ji1.10 = 6.9 Hz, 3H, 11-H), 1.21-1.38 (m, 9H, 6-H,, 7-
H, 8-H, 9-H, 10-H) 1.39-1.51 (m, 3H, 5-H, 6-Hy), 2.14 (m, 1H, 3-Ha), 2.31 (m, 1H, 3-Hy), 3.65 (m, 1H,
4-H), 5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H, 2-H).

13C NMR (151 MHz, CDCly): §[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 (EL, 70 eV): m/z (%)= 55 (45), 69 (100), 111 (25), 129 (20).

Enantiomerenanalytik:

Saule: FS-Hydrodex B3P

Temperaturprogramm: 60 °C (5 min), 1 °C/min = 150 °C (5 min)

Retentionszeiten: fr = 63.5 min (R)-Undec-1-en-4-o0l [(R)-29]
frr= 62.4 min (S)-Undec-1-en-4-ol [(S)-29]
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Synthese von Dodec-1-en-4-o0l (30):

30
Racemisches Dodec-1-en-4-ol (30) wurde in Anlehnung an die Vorschrift von Wilson et al.’"!
synthetisiert und anschliefend mit Hilfe von fraktionierter Vakuumdestillation (50 mbar, 85-110 °C
Ubergangstemperatur) aufgereinigt. Die Destillation lieferte das Produkt als farblose, dlige Fliissigkeit

in 26 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.'”!
Re~Wert: [PE:EE (90:10)]=0.51.
FT-IR: Vinay [cm™']= 722, 912, 994, 1465, 1641, 2854, 2923, 3343.

'H NMR (600 MHz, CDCl3): 3[ppm]= 0.88 (t, *Ji2.11 = 6.9 Hz, 3H, 12-H), 1.20-1.38 (m, 12H, 6-H,, 7-
H, 8-H, 9-H, 10-H, 11-H), 1.39-1.50 (m, 3H, 5-H, 6-Hp), 2.14 (m, 1H, 3-H,), 2.30 (m, 1H, 3-Hy), 3.64
(m, 1H, 4-H), 5.14 (m, 2H, 1-H), 5.83 (m, 1H, 2-H).

13C NMR (151 MHz, CDCly): §[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 (EL 70 eV): m/z (%)= 55 (50), 57 (25), 69 (100), 83 (70), 143 (30).

Enantiomerenanalytik:

Saule: FS-Hydrodex B3P

Temperaturprogramm: 60 °C (5 min), 1 °C/min = 150 °C (5 min)

Retentionszeiten: trr=74.3 min (R)-Dodec-1-en-4-o0l [(R)-30]
frr=73.4 min (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.B"!

synthetisiert und die Reaktionsldsung anschlieBend liber Watte filtriert und die wissrige Phase dreimal
mit Essigsdureethylester extrahiert. Vereinigte organische Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und die Produkte anschlieBend sédulenchromatografisch iiber Silikagel aufgetrennt (PE:EE
95:5). Die Saulenchromatografie lieferte das Produkt als farblose, 6lige Fliissigkeit in 74 % Ausbeute.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.*?"

R~Wert: [PE:EE (95:5)]=0.11.
FT-IR: ¥y [cm™' = 700, 757, 915, 1047, 1217, 1366, 1739, 3026, 3387.

'"H NMR (600 MHz, CDCls): 3[ppm]=2.52 (m, 2H, 2-H), 4.75 (dd, >J1.2. = 5.0 Hz, /120 = 7.9 Hz, 1H,
1-H), 5.14 (dd, 2Jsa4p = 1.6 Hz, *J4a3 = 10.0 Hz, 1H, 4-H.,), 5.17 (dd, *Jap4a = 1.6 Hz, *Jup3 = 17.2 Hz,
1H, 4-Hy), 5.82 (ddt, *J5, = 7.1 Hz, *J34.= 10.0 Hz, *J5 4o = 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, CDCly): §[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 (EL 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.B"!

synthetisiert und die Reaktionsldsung anschlieBend liber Watte filtriert und die wissrige Phase dreimal
mit Essigsdureethylester extrahiert. Vereinigte organische Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat
getrocknet und die Produkte anschlieBend sédulenchromatografisch iiber Silikagel aufgetrennt (PE:EE
92:8). Die Saulenchromatografie lieferte das Produkt als farblose, dlige Fliissigkeit in75 % Ausbeute.

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.l*!”

R~Wert: [PE:EE (92:8)]= 0.22.
FT-IR: Vo [cm™' = 699, 747, 915, 994, 1047, 1217, 1366, 1454, 1496, 1738, 2928, 3026, 3358.

"H NMR (600 MHz, CDCls): §[ppm]=1.79 (m, 2H, 1-H), 2.19 (m, 1H, 4-H,), 2.33 (m, 1H, 4-H}), 2.69
(ddd, *J2a3 = 7.5 Hz, *J2a1a = 9.0 Hz, *Jaa1s = 13.7 Hz, 1H, 2-H,), 2.81 (ddd, *Ja3 = 7.5 Hz, *Jap.16 = 9.0
Hz, J5a12= 13.7 Hz, 1H, 2-Hy), 3.68 (tt, *J3.4o = 4.5 Hz, *J5, = 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, CDCly): 3[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 (EL 70 eV): m/z (%)= 91 (100), 92 (18), 117 (60), 135 (45).
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Synthese von Ethyl-(35,4S5)-dihydroxyoctansiure (17):

OH O
"2

7 75 3510/1'\'

8 6 4 5 2
17

241 wurden in einem 250 mL Rundkolben mit

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et al.!
Magnetriihrer 45 mL fert-BuOH und 40 mL ddH,O vorgelegt und mit 16.4 g AD-Mix a versetzt und
bei Raumtemperatur heftig geriihrt. Es wurden 2.0 g (11.8 mmol) (2F)-Oct-2-ensdureethylester zur
Reaktion gegeben und diese fiir 18 Stunden weiter heftig geriihrt. Die Reaktion wurde mit 17.8 g
Natriumsulfit gequenched und anschlieBend mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.
Die sdulenchromatografische Aufreinigung des Produktes iiber 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 iiberein.[>*¥
ReWert: [PE:EE (75:25)]=0.17.
FT-IR: Vinax [cm'1]= 866, 1028, 1093, 1136, 1207, 1370, 1733, 2859, 2929, 3424.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 8[ppm]= 0.88 (t, *Js7 = 7.0 Hz, 3H, 8-H), 1.21-1.42 (m, 8H, 2°*-H, 5-H,,
6-H, 7-H), 1.43-1.51 (m, 1H, 5-Hy), 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, *J;-»- = 7.0 Hz, 2H, 1°-H).

13C NMR (151 MHz, CDCls): 5[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: [a]3’ = 11.0 (c 1.45, CHCl;).

Literatur: [a]3’ = 14.4 (c 1.00, EtOH).[?*4
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Material und Methoden
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Synthese von (2R,3S)-2,3-Bis(fert-butyldimethylsilyloxy)octansiureethylester (18):

18

241 wurden in einem sekurierten 250 mL

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et all
Schlenkkolben 104 mL wasserfreies CH>Cl, und 1.0 g (4.9 mmol) Diol 17 vorgelegt. Der
Reaktionslosung wurden 3.4 mL frisch destilliertes 2,6-Lutidin hinzugefiigt und diese anschlieBend auf
0 °C gekiihlt. Unter Rithren wurden langsam 3.2 mL TBS-Triflat dazu getropft und langsam auf
Raumtemperatur aufwirmen lassen. Nach 18 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von NaCl
gequenched und mit ddH,O und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Vereinigte organische Phasen
wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, der Feststoff abfiltriert und die organische Phase am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatografische Aufreinigung des Rohproduktes iiber
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 iiberein.!>*¥

R~Wert: [PE:EE (98.5:1.5)]= 0.16.
FT-IR: Ve [cm™' = 673, 776, 836, 901, 1032, 1104, 1251, 1362, 1463, 1736, 2858, 2929.

'H NMR (600 MHz, CDCl3): 5[ppm]= 0.04 (s, 6H, 1”>-H, 1>°-H), 0.05 (s, 3H, 1°>-H), 0.07 (s, 3H,
14-H), 0.87 (s, 9H, 3°**-H), 0.88 (t,"Js- = 6.9 Hz, 3H, 8-H), 0.91 (m, 9H, 3**-H), 1.16-1.38 (m, 11H,
2¢-H, 4-H,, 5-H, 6-H, 7-H), 1.71 (m, 1H, 4-Hy) 3.83 (m, 1H, 3-H), 4.15 (m, 3H, 1’-H, 2-H).

13C NMR (151 MHz, CDCly): 8[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-19), 74.7 (C-3), 75.0 (C-2).

MS (EL 70 eV): m/z (%)= 73 (75), 75 (18), 133 (18), 147 (20), 187 (18), 216 (20).
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Synthese von (25,35)-2,3-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)octan-1-ol (19):

19

24 wurden in einem sekurierten 250 mL

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et all
Schlenkkolben 126 mg (290 umol) des geschiitzten Diols 18 in 2.5 mL wasserfreiem CH>Cl, vorgelegt
und auf -70 °C gekiihlt. Es wurden langsam 1.2 mL. DIBALH (1 M in Cyclohexan, 0.8 mmol)
hinzugetropft und die Reaktionslosung iiber Nacht auf Raumtemperatur aufwiarmen gelassen. Die
Reaktionslosung wurde mit gesattigter Rochette-Salzlosung gequenched und mit Essigsdureethylester
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit geséttigter NaCl-Losung und ddH,O
gewaschen und anschlieBend liber MgSO4 getrocknet. Der Feststoff wurde tiber Watte und Celite
abfiltriert und die verbliebenen organischen Phasen am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
sdulenchromatografische Aufreinigung des Produktes iiber Silikagel (PE:EE 96:4) lieferte das Produkt
19 (110 mg, 280 pmol) in 97 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten

iiberein.!?*4

ReWert: [PE:EE (96:4)]= 0.33.
FT-IR: Vo [cm™']= 699, 776, 837, 914, 1031, 1217, 1252, 1365, 1455, 1737, 2857, 2929, 3378.

'"H NMR (600 MHz, CDCls): 8[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-H,, 5-H,, 6-H, 7-H), 1.46 (m, 1H, 5-Hy),
1.68 (m, 1H, 4-Hy), 2.33 (brs, 1H, 1-OH), 3.57 (dd, *J1a1» = 10.5 Hz, *J1.2 = 5.7 Hz, 1H, 1-H,), 3.65
(ddd, *J34. = 10.0 Hz, *J3, = 4.0 Hz, *J3.4p = 2.8 Hz, 1H, 3-H), 3.74 (dd, *J1p.1. = 10.5 Hz, *J1,, = 5.7 Hz,
1H, 1-Hy), 3.77 (dt, *J2.1a = 5.7 Hz, *Jo1 = 5.7 Hz, *J»3 = 4.0 Hz, 1H, 2-H).

13C NMR (151 MHz, CDCLy): §[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: [a]3’ = -32.8 (c 1.12, CHCl5).

Literatur: [a]3’ =-28.0 (c 1.05, CHCl;).*
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Synthese von (2R,3S)-2,3-Bis(fert-butyldimethylsilyloxy)octan-1-on (20):

20

In einem Schlenkkolben wurden 0.5 g (1.3 mmol) des geschiitzten primiren Alkohols 19 in 13.5 mL
trockenem CH,Cl, vorgelegt und mit 0.8 g (1.2 mmol) Dess-Martin Periodan versetzt. Die Reaktion
wurde fiir drei Stunden bei Raumtemperatur gerithrt und nach vollstdndigem Umsatz mit 10 mL
gesittigter Na,S,03-Losung und 10 mL Na,HCOs-Losung gequenched und weitere 30 min heftig
gerihrt. Die wissrige Phase wurde mit Essigsdureethylester extrahiert und vereinigte organische Phasen
mit ddH,O gewaschen. Die organische Phase wurde anschlieend iiber MgSQO4 getrocknet, iiber Watte
und Celite filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatografische Aufreinigung
tiber Silikagel (PE:EE 98:2) lieferte das Produkt 20 (0.5g, 1.2 mmol) in 90 % Ausbeute. Die

analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten iiberein.[**
R~Wert: [PE:EE (98:2)]= 0.44,
FT-IR: Vpax [cm‘l]= 775, 837, 1128, 1738, 2858, 2930.

"H NMR (600 MHz, CDCl;): 5[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-H,, 5-H,, 6-H, 7-H), 1.38 (ddt,
3Jsvaa = 5.5 Hz, *Jsvs = 10.8 Hz, *Jsp. 4 = 13.2 Hz, 1H, 5-Hy), 1.72 (ddt, 2Jap4a = 4.7 Hz, *Jap3 = 9.0 Hz,
3Jasv = 13.2 Hz, 1H, 4-Hy), 3.86 (dt, >J52 = 4.5 Hz, *J5.4o = 9.0 Hz, 1H, 3-H), 4.01 (d, >J»3 = 4.5 Hz, 1H,
2-H), 9.76 (s, 1H, 1-H).

13C NMR (151 MHz, CDCL): 8[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 (35,4S5)-3,4-Bis(tert-butyldimethylsilyloxy)non-1-en (21):

21

2341 wurden in einem sekurierten 25 mL Schlenkkolben

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et al.!
200 mg (510 umol) des Aldehyds 20 in einem Gemisch (3:1:0.03) aus 7.8 mL trockenem Toluol, 2.6 mL
trockenem THF und 78 uL trockenem Pyridin vorgelegt und auf -70 °C gekiihlt. Es wurden vorsichtig
1.2 mL Tebbe-Reagenz (0.5 M in Toluol, 0.6 mmol) hinzugetropft und die Reaktion fiir drei Stunden
geriihrt. Die Reaktionslosung wurde mit 1 mL Triethylamin und 10 mL geséttigter NaHCO3-Losung
(Gasentwicklung!) gequenched und anschlieend mit MTBE extrahiert. Vereinigte organische Phasen
wurden mit geséttigter NaCl-Losung und ddH,O gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Der Feststoff
wurde {iber Watte und Celite abfiltriert und die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt.
Die sdulenchromatografische Aufreinigung tiber Silikagel (n-Pentan = n-Pentan:Et,O 98:2) lieferte das
Produkt 21 (81 mg, 0.2 mmol) in 41 % Ausbeute. Das erhaltene Produkt wurde anschlieBend sofort fiir

den néchsten Syntheseschritt eingesetzt.

ReWert: [n-Pentan:Et,O (98:2)]= 0.87.

Synthese von (35,45)-Non-1-en-3,4-diol [(35,45)-12]:

OH
/\/\/?\3/\
98765452\1

OH

(3S,4S)-12

In Anlehnung an eine Vorschrift von Miura et al.** wurden 81 mg (0,2 mmol) des terminalen Olefins
21 in einem Schlenkkolben vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Unter Riithren wurden langsam 0.63 mL
TBAF-Loésung (1 M in THF, 0.63 mmol) dazu getropft und die Reaktion tiber 12 Stunden auf
Raumtemperatur aufwéirmen gelassen. Die Reaktion wurde mit gesittigter Ammoniumchloridldsung
verdiinnt und mit Essigséureethylester extrahiert. Vereinigte organische Phasen wurden mit geséttigter
NaCl-Losung und ddH,O gewaschen und iiber MgSO4 getrocknet. Der Feststoff wurde tiber Watte und

Celite abfiltriert und die organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt. Die
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sdulenchromatografische Aufreinigung iiber Silikagel (n-Pentan:EE 75:25) lieferte das Produkt
[(35,45)-12] (26 mg, 0.2 mmol) in 78 % Ausbeute. Die analytischen Daten stimmen mit den

Literaturdaten tiberein.!>**

Rq~Wert: [n-Pentan:EE (75:25)]= 0.37.
FT-IR: Vo [cm™']= 726, 923, 991, 1049, 1378, 1737, 2860, 2930, 3365.

"H NMR (600 MHz, CDCL): 3[ppm]= 0.89 (t, *Ji12> = 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, *Js. 5. = 3.2 Hz, *J45= 6.0 Hz, *Jy 5» =
9.3 Hz, 1H, 4-H), 3.94 (t,*J34= 6.0 Hz, >J5, = 6.1 Hz, 1H, 3-H), 5.31 (dt, *J1a.1b = 1.3 Hz, *J1.5= 1.3 Hz,
3J1a2 = 10.4 Hz, 1H, 1-H,), 5.36 (dt, *Jib1a = 1.3 Hz, “J1b3 = 1.3 Hz, %Jis2 = 17.0 Hz, 1H, 1-Hy), 5.87
(dddd, *J>3 = 6.1 Hz, *J5.1. = 10.4 Hz, /2.1, = 17.0 Hz).

13C NMR (151 MHz, CDCl3): 3[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 (EL 70 eV): m/z (%)= 55 (75), 57 (33), 58 (100), 69 (8), 83 (33), 101 (7).

Isomerenanalytik:

Séule: FS-Hydrodex B-TbDAc

Temperaturprogramm: 100 °C (60 min), 1 °C/min = 120 °C (5 min)

Retentionszeiten: frr=67.2 min (3R,4R)-Non-1-en-3,4-diol [(3R,4R)-12]
fr=69.6 min (3S5,4S5)-Non-1-en-3,4-diol [(35,45)-12]
tr="72.4 min (BRAS)-  bzw.  (3S,4R)-Non-1-en-3,4-diol

[anti-12]

(BRA4S)- bzw. (3S,4R)-Non-1-en-3,4-diol
[anti-12]

tr=74.4 min
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Synthese von (5)-Hept-1-en-4-ylbenzoesiureethylester [($)-68]:

(S)-68

Zu einer Losung von (5)-26 (150 mg, 1.31 mmol) in 5 mL trockenem CH>Cl,, wurden langsam 198 uL.
Benzoylchlorid (1.71 mmol) und 179 pL Pyridin (2.23 mmol) getropft und die Reaktion anschlieBend
bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden weiter geriihrt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von gesittigter
Na,HCO;-Losung gestoppt und die wissrige Phase mit CH,Cl, extrahiert. Vereinigte organische Phasen
wurden mit geséttigter Kupfer-(II)-Sulfat Losung und geséttigter NaCl-Losung gewaschen und
anschliefend iiber MgSO4 getrocknet. Der Feststoff wurde iiber Watte und Celite abfiltriert und die
organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt. Die sdulenchromatografische Aufreinigung iiber
Silikagel (n-Pentan:Et,O 98:2) lieferte das Produkt (S)-68 (254 mg, 1.16 mmol) in 89 % als farbloses
Ol.

Rq~Wert: [n-Pentan:Et,O (98:2)]= 0.23.
FT-IR: Vo [em™']= 2959, 2929, 2866, 1713, 1269, 1111, 710.

"H NMR (600 MHz, CDCL3): §[ppm]= 0.93 (t, *Ji2 = 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, °Js, = 7.2 Hz, *Js4 = 5.9 Hz, 2H, 3-H), 5.06 (dt, *Ji01b = 1.6 Hz, *J122 =
10.1Hz, 2H, 1-H,), 5.11 (dt *Jip1a = 1.6 Hz, *Jip2 = 17.2Hz, 2H, 1-Hy), 5.78-5.87 (ddt, *J21» = 17.2Hz,
3Ja1a = 10.1Hz, o3 = 7.2Hz, 1H, 2-H), 7.40-7.45 (m, 2H, 4‘-H,,4‘-Hy), 7.52-7.56 (m, 1H, 5°-H), 8.00-
8.04 (m, 2H, 3°-H,, 3°-Hy).

13C NMR (151 MHz, CDCL): 3[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 (EL 70 eV): m/z (%)= 77 (35), 105 (100).

Drehwert:[a]3° = +15.7 (c 1.0, CHCl3, 95% ee).
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Material und Methoden
Chemische Arbeiten

Synthese von (R)-Hept-1-en-4-ylbenzoesiureethylester [(R)-68]:
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(R)-68

In einem Schlenkkolben wurden 116 mg (950 umol) Benzoesdure in 5 mL trockenem THF geldst und
mit 251 mg (0.96 mmol) Triphenylphosphin und 100 mg (880 pmol) (S)-Hept-1-en-4-ol [(S)-26]
versetzt, bevor die Reaktionslosung auf 0 °C gekiihlt wurden. AnschlieBend wurden 188 pL (950 umol)
DIAD langsam, unter Riihren, zur Reaktionslosung getropft und die Reaktion auf Raumtemperatur
aufwiarmen lassen. Nach 4.5 Stunden wurde die Reaktion durch Zugabe von gesittigter Na,HCOs-
Losung gestoppt und die organische Phase mit gesittigter NaCl-Losung und ddH,O gewaschen.
Vereinigte organische Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet und der Feststoff anschlieend iiber
Watte und Celite abfiltriert. Die organische Phase wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und die
folgende sdulenchromatografische Aufreinigung des Produktes iiber Silikagel (n-Pentan:Et,O 98:2)
lieferte das Produkt (R)-68 (159 mg, 730 pumol) als farbloses Ol in 83 % Ausbeute. Die erfolgreiche

Invertierung des stereogenen Zentrums wurde mittels HPLC iiber chiraler stationdrer Phase bestétigt.
Rq~Wert: [n-Pentan:Et,O (98:2)]= 0.23.
FT-IR: Vo [cm™']= 2959, 2929, 2866, 1713, 1269, 1111, 710.

'H NMR (600 MHz, CDCL): §[ppm]= 0.93 (t, *Ji» = 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, *J;2 = 7.2 Hz, *J54 = 5.9 Hz, 2H, 3-H), 5.06 (dt, 2Jia1o = 1.6 Hz, *Ji,2 =
10.1Hz, 2H, 1-H,), 5.11 (dt *Jip1a = 1.6 Hz, *Jiv» = 17.2Hz, 2H, 1-Hy), 5.78-5.87 (ddt, *J>1, = 17.2Hz,
31 = 10.1Hz, *Jo5 = 7.2Hz, 1H, 2-H), 7.40-7.45 (m, 2H, 4°-H,,4*-Hy), 7.52-7.56 (m, 1H, 5°-H), 8.00-
8.04 (m, 2H, 3°-H,, 3°-Hy).

13C NMR (151 MHz, CDCL): 8[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 (EL 70 eV): m/z (%)= 77 (35), 105 (100).

Drehwert:[a]3° = 17,4 (c 1.0, CHCls, 94% ee).

179



Enantiomerenanalytik:

Saule: Lux-Amylose 1

Elutionsprogramm: n-Heptan/2-Propanol (99.8:0.2) als Losungsmittel mit einer Flussrate

von 0.5 mL/min
Retentionszeiten: trr=11.78 min (S)-Hept-1-en-4-ylbenzoat [(S)-68]

trr=13.13 min (R)-Hept-1-en-4-ylbenzoat [(R)-68]

Synthese von (45,6E,95)-Dodec-6-en-4,9-diyldibenzoesiureethylester [(4S5,6E,95)-69]:

(4S,6E,95)-69

In einem Schlenkkolben wurden 151 mg (690 umol) des Benzoyl-geschiitzten (S)-Hept-1-en-4-ol
[(5)-68] in 5 mL trockenem CH,Cl, vorgelegt und 30 mg (30 umol) Grubbs Katalysator der zweiten
Generation dazu gegeben. Die Reaktion wurde auf 40 °C aufgewérmt und fiir 24 Stunden geriihrt. Der
Reaktionsansatz wurde iiber Watte und Celite filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck
am Rotationsverdampfer entfernt. Die sdulenchromatografische Aufreinigung iiber Silikagel
(n-Pentan:Et;O 94:6) lieferte das Produkt (45,6£,95)-69 (116 mg, 280 umol) in 83 % Ausbeute als
farbloses Ol.

Rq~Wert: [n-Pentan:Et,O (94:6)]= 0.23.
FT-IR: Vo [cm™']= 2958, 2873, 1714, 1451, 1270, 1111, 710.

'H NMR (600 MHz, CDCL): §[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*-H,,4*-H, 4¢*-H,, 4**-Hy), 7.52-7.56 (m, 2H, 5°-H,5‘‘-H), 8.00-8.04 (m, 4H,
3¢-Ha, 3*-Hp, 3“-H,,3-Hy).

13C NMR (151 MHz, CDCL): 3[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 (EL 70 eV): m/z (%)= 77(40), 105 (100).
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Material und Methoden
Chemische Arbeiten

HRMS: m/z = 409.2374 (kalkuliert fiir Co6H3304" 409.2373).

Drehwert: [a]3’ = 19.5 (c 0.7, CHC).

Synthese von (4R,6E,9R)-Dodec-6-en-4,9-diyldibenzoesiureethylester [(4R,6E,9R)-69]:

(4R,6E,9R)-69

In einem Schlenkkolben wurden 150 mg (690 umol) des Benzoyl-geschiitzten (R)-Hept-1-en-4-ol
[(R)-68] in 5 mL trockenem CH,Cl, vorgelegt und 30 mg (30 umol) Grubbs Katalysator der zweiten
Generation dazu gegeben. Die Reaktion wurde auf 40 °C aufgewérmt und fiir 24 Stunden geriihrt. Der
Reaktionsansatz wurde iiber Watte und Celite filtriert und das Lésungsmittel unter reduziertem Druck
am Rotationsverdampfer entfernt. Die sdulenchromatografische Aufreinigung iiber Silikagel
(n-Pentan:Et;O 94:6) lieferte das Produkt (4R,6E,9R)-69 (121 mg, 280 umol) in 86 % Ausbeute als
farbloses Ol.

Die analytischen Daten stimmen mit denen des Enantiomers (4.5,6F,95)-69 {iberein.

Drehwert: [a]3’ =+28.3 (c 1, CHCl;).

Synthese von (58,6E,9R)-5-(Tetrahydropyran-2"'-yloxy)-9-Benzoyldodec-6-enethylsiureester
[(55,6E,9R)-70]:

(5S,6E,9R)-70

Zu einer Losung von 100 mg (240 pmol) des Homodimers (4R,6E,9R)-69 und 121 mg (470 umol)
(5)-62 in 5 mL trockenem CH,Cl,, wurden 22 mg (20 pmol) Grubbs Katalysator der zweiten Generation
gegeben und die Reaktion bei 40 °C fiir 3 Tage geriihrt. Der Reaktionsansatz wurde {iber Watte und

Celite filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt. Die
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sdulenchromatografische Aufreinigung tliber Silikagel (n-Pentan:Et,O 93:7 - 83:17 >75:25) lieferte
das Produkt (5S,6E,9R)-70 (90 mg, 0.2 mmol) in 41 % Ausbeute als farbloses Ol. Unreagiertes
Homodimer (4R,6E,9R)-69 (44 mg, 0.1 mmol, 44 %) und (S5)-62 (34 mg, 0.1 mmol, 28 %) konnten
ebenfalls reisoliert werden. Auf Grund der THP-Schutzgruppe wurde das Produkt (55,6F,9R)-70 als
Mischung aus Diastercomeren erhalten, welche als A und B deklariert wurden, Das

Diastereomerenverhiltnis von A zu B betrug 1:1.2 anhand der "H NMR Daten.
Re~Wert: [n-Pentan:Et,O (75:25)]= 0.33.
FT-IR: Vo [cm™']= 2938, 2873, 1716, 1272, 1112, 1022, 712.

"H NMR (600 MHz, CDCL): §[ppm]=0.93 (t, *Ji2.11 = 7.4 Hz, 6H, 12-H*P), 1.24 (t, *J» 1= 7.1 Hz, 6H,
2¢-H"P), 1.28-1.76 (m, 28H, 3-H"B, 4-HAB, 10-H"B, 11-H"B, 3<“-HAB 4<<-HAB 5¢_H"P), 2.25 (m, 4H,
2-H"B), 2.43 (q, *Js9 = 5.8 Hz, *Js 7 = 5.6 Hz, 4H, 8-H"®), 3.31-3.36 (dt, *Js-bB.san= 10.5 Hz, *Jsbp5-an
= 4.5 Hz, *Js-vp.so8 = 4.5 Hz, 1H, 6°“-Hy?), 3.36-3.41 (dt, 1H, “Jsbasarc= 10.5 Hz, *Jsvasaa = 4.8 Hz,
s vasva = 4.8 Hz, 6°“-Hy™) 3.72-3.78 (ddd, *Jsapeon = 11.5 Hz, *Josap.son = 8.5 Hz, *Jgaps-an =3.3
Hz, 1H, 6*-H,®), 3.78-3.83 ( dt, Jsaneva = 11.5 Hz, *Js-arsva = 5.6 Hz, Js-aasan = 5.6 Hz, 1H,
6°“-H,"), 4.00-4.04 (m, 2H, 5-H*, 5-H®), 4.11 (q, *Ji-»- = 7.1 Hz, 4H, 1°-H"P), 4.47 (t, *J>p 33 = 3.6 Hz,
1H, 2°“-HB), 4.64 (t, Jr-a3+a = 3.7 Hz, 1H, 2“-H%), 5.18 (m, 2H, 9-H*, 9-HP), 5.32 (dd, *Jes78 =
15.5 Hz, *Je, 58 = 8.3 Hz, 1H, 6-H®), 5.54-5.70 (m, 3H, 6-H”, 7-H"B), 7.40-7.45 (m, 4H, 4°“*-H,B,
4¢“-Hp*®), 7.52-7.57 (m, 2H, 5°“*-H"®), 8.01-8.05 (m, 4H, 3***-H,*?, 3¢*-H,").

13C NMR (151 MHz, CDCly): 3[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-25°"), 97.52 (C-2%7") 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 (EL 70 eV): m/z (%)= 77 (25), 105 (100), 164 (40), 341 (18).
HRMS: m/z = 469.2560 (kalkuliert fiir C2oH3s0¢Na” 469.2561).

Drehwert: [a]3’ = 9.5 (c 1.0, CHCI5).
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Material und Methoden
Chemische Arbeiten

Synthese von (55,6E,95)-5-(Tetrahydropyran-2"'-yloxy)-9-Benzoyldodec-6-enethylsiureester
[(5S,6E,95)-70]:

(5S,6E,95)-70

Zu einer Losung von 94 mg (0.2 mmol) des Homodimers (4S,6F,95)-69 und 124 mg (480 umol) (S5)-62
in 5mL trockenem CH)Cl,, wurden 22 mg (20 umol) Grubbs Katalysator der zweiten Generation
gegeben und die Reaktion bei 40 °C fiir 3 Tage geriihrt. Der Reaktionsansatz wurde iiber Watte und
Celite filtriert und das Losungsmittel unter reduziertem Druck am Rotationsverdampfer entfernt. Die
sdulenchromatografische Aufreinigung iiber Silikagel (n-Pentan:Et,O 92:8 = 80:20 -70:30) lieferte
das Produkt (5S,6E,95)-70 (47 mg, 0.1 mmol) in 23 % Ausbeute als farbloses Ol. Unreagiertes
Homodimer (4S5,6E,95)-69 (59 mg, 0.2 mmol, 58 %) und (5)-62 (60 mg, 0.2 mmol, 48 %) konnten
ebenfalls reisoliert werden. Auf Grund der THP-Schutzgruppe wurde das Produkt (55,6E,95)-70 als
Mischung aus Diastereomeren erhalten, welche als A und B deklariert wurden, Das

Diastereomerenverhiltnis von A zu B betrug 1:1.2 anhand der '"H NMR Daten.
Rq~Wert: [n-Pentan:Et,O (70:30)]= 0.37.
FT-IR: Vo [cm™']= 2937, 2873, 1716, 1272, 1112, 1022, 713.

"H NMR (600 MHz, CDCL): §[ppm]=0.93 (t, *Ji2.11 = 7.4 Hz, 6H, 12-H*®), 1.24 (t, *J»- 1= 7.1 Hz, 6H,
2¢-H*P), 1.28-1.76 (m, 28H, 3-H*B 4-HAB, 10-H"B, 11-H*B, 3<“-HAB 4<.H*B 5¢_H"B), 2.19 (m, 4H,
2-H"P), 2.44 (m, 4H, 8-H"P), 3.37-3.45 (m, 2H 6°‘-Hy", 6°*-Hy") 3.79-3.85 (m, 2H 6°-H,", 6*-H,"),
3.98 (q, *Jsa. 4aa = 6.2 Hz, *Jsa6a = 6.2 Hz, 1H, 5-H%), 4.03 (q *Jspes = 6.5 Hz, *Jspaas = 6.5 Hz, 1H,
5-H®) 4.10 (q, *Ji-2- = 7.1 Hz, 4H, 1°-H*®), 4.57 (t, *Jo+p3+8 = 3.7 Hz, 1H, 2°-H®), 4.64 (t, *Jrp3a =
3.7 Hz, 1H, 2¢“-H"), 5.18 (m, 2H, 9-H*, 9-HP), 5.31 (dd, *Jsp.78 = 15.5 Hz, *Jes, 58 = 8.3 Hz, 1H, 6-H®),
5.53-5.59 (dd, *Jsasa = 15.5 Hz, *Jsasa =7.1 Hz, 1H, 6-H"), 5.64 (m, 2H, 7-H*®), 7.40-7.45 (m, 4H,
4« HAB, 4. HAB), 7.52-7.57 (m, 2H, 5°*-H"P), 8.01-8.05 (m, 4H, 3°*-H,AB, 3**-H,"P).

13C NMR (151 MHz, CDCL): 8[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 (EL 70 eV): m/z (%)= 77 (25), 105 (100), 164 (40), 341 (20).
HRMS: m/z = 469.2560 (kalkuliert fiir C2gH3s0sNa" 469.2561).

Drehwert: [a]3’ = 17.0 (c 1.0, CHCl;).

Synthese von (55,6 FE,9R)-5-Hydroxy-9-propyl-6-nonen-9-olid [(5S,6E,9R)-37]:

(5S,6E,9R)-37

In Anlehnung an eine Vorschrift von Gtz et al. (Gotz 2010), wurden zu einer Losung von 44 mg
(0.1 mmol) (55,6E,9R)-70 in 10.2 mL THF:MeOH:H,O (2:1:1) 11.3 mg (470 umol) LiOH gegeben und
die Reaktionslosung bei 60 °C, fiir 48 h geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung mit 30 mL
Diethylether verdiinnt und mit gesattigter KH,PO4-Losung und gesittigter NaCI-Losung gewaschen.
Die organische Phase wurde iiber MgSO. getrocknet und unter reduziertem Druck am
Rotationsverdampfer eingeengt. Zum erhaltenen Rohprodukt wurden 12 mL trockenes THF, 86 uL
(0.6 mmol) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid und 84 pL (0.6 mmol) Triethylamin gegeben. Die Reaktion
wurde fiir 60 min bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend mit 25 mL trockenem Toluol verdiinnt
und {iber Watte und Celite filtriert. Zum Filtrat wurden weitere 40 mL trockenes Toluol gegeben und
der Ansatz iiber 2.5 Stunden zu einer refluxierenden Losung von 86 mg (0.7 mmol) DMAP in 50 mL
trockenem Toluol getropft. Der Ansatz wurde nach vollstindiger Zugabe fiir weitere 30 min geriihrt und
anschlieend auf Raumtemperatur aufwédrmen lassen. Die Reaktion wurde mit 1 M wiéssriger HCI-
Losung gequenched und mit gesittigter NaHCOs- und geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Vereinigte
organische Phasen wurden {iber MgSO; getrocknet und unter reduziertem Druck am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der verbleibende Rest wurde in 12 mL Ethanol geldst und mit 27 mg
(0.1 mmol) PPTS und 5.6 mg (30 umol) p-TsOH Monohydrat versetzt. Die Reaktion wurde auf 40 °C
aufgewédrmt und fiir 16 Stunden geriihrt, bevor sie durch Zugabe von 40 mL Eiswasser und geséttigter
NaHCOs-Losung gequenched wurde. Die Reaktionslosung wurde mit Essigséureethylester extrahiert
und vereinigte organische Phasen iiber MgSQO4 getrocknet. Der Feststoff wurde iiber Watte und Celite
abfiltriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die sdulenchromatografische
Aufreinigung des Produktes iiber Silikagel (n-Pentan:DE 65:35) lieferte das Produkt (5S,6E,9R)-37
(12 mg, 60 umol) in 57 % Ausbeute.

Re~Wert: [n-Pentan:Et,O (65:35)]= 0.16.
FT-IR: Vo [cm™']= 3441, 2963, 2931, 2874, 1727, 1442, 1226, 1158.

184



Material und Methoden
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'H NMR (600 MHz, CDCL3): 8[ppm]= 0.93 (t, *Jio.11 = 7.4 Hz, 3H, 12-H), 1.32-1.60 (m, 4H, 4-H,, 10-
H,, 11-H), 1.62-1.70 (m, 2H, 3-H,, 10-H,), 1.75-1.91 (br s, 1H, 5-OH), 1.93-2.16 (m, 4H, 2-H,, 3-H, 4-
Hy, 8-Ha), 2.40-2.50 (m, 2H, 2-H,, 8-Hy), 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, CDCL): 8[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 fiir C12H,;05"213.1485).

Drehwert: [a]3’ = 13.4 (c 0.7, CHCL;).

Synthese von (58,6F,95)-5-Hydroxy-9-propyl-6-nonen-9-olid [(5S,6E,95)-37]:

11 9 7 50OH
122 10° 8 " 6

(5S,6E,9S5)-37

In Anlehnung an eine Vorschrift von Gétz et al.*’”, wurden zu einer Losung von 35 mg (80 pmol)
(55,6E,95)-70 in 8.1 mL THF:MeOH:H,O (2:1:1) 9.0 mg (0.4 mmol) LiOH gegeben und die
Reaktionslosung bei 60 °C, fiir 48 h geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung mit 25 mL
Diethylether verdiinnt und mit gesittigter KH,PO4-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen.
Die organische Phase wurde tiber MgSOs4 getrocknet und unter reduziertem Druck am
Rotationsverdampfer eingeengt. Zum erhaltenen Rohprodukt wurden 8 mL trockenes THF, 71 uL
(0.5 mmol) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid und 67 pL (0.5 mmol) Triethylamin gegeben. Die Reaktion
wurde fiir 120 min bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend mit 20 mL trockenem Toluol verdiinnt
und iiber Watte und Celite filtriert. Zum Filtrat wurden weitere 20 mL trockenes Toluol gegeben und
der Ansatz iiber 2.5 Stunden zu einer refluxierenden Losung von 67 mg (0.6 mmol) DMAP in 57 mL
trockenem Toluol getropft. Der Ansatz wurde nach vollstandiger Zugabe fiir weitere 30 min geriihrt und
anschlieBend auf Raumtemperatur aufwarmen lassen. Die Reaktion wurde mit 1 M wiéssriger HCI-
Losung gequenched und mit gesittigter NaHCO;- und gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Vereinigte
organische Phasen wurden {iber MgSO; getrocknet und wunter reduziertem Druck am
Rotationsverdampfer eingeengt. Der verbleibende Rest wurde in 7 mL Ethanol geldst und mit 22 mg
(90 umol) PPTS und 4.5 mg (20 pmol) p-TsOH Monohydrat versetzt. Die Reaktion wurde auf 40 °C
aufgewérmt und fiir 16 Stunden geriihrt, bevor sie durch Zugabe von 20 mL Eiswasser und geséttigter

NaHCOs-Losung gequenched wurde. Die Reaktionslosung wurde mit Essigséureethylester extrahiert
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und vereinigte organische Phasen iiber MgSQO4 getrocknet. Der Feststoff wurde iiber Watte und Celite
abfiltriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die s@ulenchromatografische
Aufreinigung des Produktes iiber Silikagel (n-Pentan:Et,O 60:40 - 50:50) lieferte das Produkt
(58,6F,95)-37 (11 mg, 50 pmol) in 66 % Ausbeute.

Re~Wert: [n-Pentan:Et,O (50:50)]= 0.19.
FT-IR: Vo [cm™' = 3426, 2956, 2926, 2866, 1728, 1442, 1181, 1002.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 5[ppm]= 0.92 (t, Ji2.11 = 7.2 Hz, 3H, 12-H), 1.32-1.59 (m, 5H, 4-H,, 5-
OH, 10-H,, 11-H), 1.62-1.70 (m, 1H, 10-Hy), 1.86-1.97 (m, 3H, 3-H, 8-H,), 1.98-2.06 (m, 2H, 2-H,, 4-
Hy), 2.35 (m, 1H, 8-Hy), 2.44 (m, 1H, 2-H,), 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, CDCls): 8[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 fiir C12H2105" 213.1485).

Drehwert: [a]3’ = +22.3 (c 0.7, CHCI5).
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Abkiirzungsverzeichnis

6  Abkiirzungsverzeichnis

DMAP
DMSO
DNA
de

ee
EDTA
EI

ER
ESI
FAD
FDH
Fdx
FdR
FMN

GC
GDH
HABA
HPLC
HRMS
HSQC

Adenin

Angstrom (Lingeneinheit, 10™'° m)
Absorption

Alkohol-Dehydrogenase

Ampicillin

Aquivalente

eng.“based on recovered starting material”’
Cytosin

eng. “correlation spectroscopy “

Cytochrom P450-Reduktase

Chemische Verschiebung in der Kernspinresonanzspektroskopie

eng. “day(s)”, Tag(e)

Dalton (atomare Masseinheit)
Diinnschichtchromatografie
4-(N,N-Dimethylamino)pyridin
Dimethylsulfoxid

eng. “desoxyribonucleic acid*

eng. ,,diastereomeric excess”
Extinktionskoeffizient

eng. “enantiomeric excess'

eng. ,.ethylendiamintetradecanoic acid*
Elektronenstofionisation
Endoplasmatisches Retikulum
Elektronensprayisonisation
Flavinadenindinukleotid
Formiat-Dehydrogenase

Ferredoxin

Ferredoxin-Reduktase
Flavinmononukleotid

Guanin

Gaschromatografie
Glukosedehydrogenase
2'-(4-Hydroxyphenylazo)-benzoeséure
eng. “high Performance Liquid Chromatography”
eng. “high resolution mass spectrometry”

eng. “heteronuclear single quantum coherence”
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Abkiirzungsverzeichnis

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid
IR Infrarot

*J J-Kopplung

Kan Kanamycin

konz. konzentriert

KP; Kaliumphosphat

LM Loésungsmittel

LV Leervektor

MTBE Methyl-tert-butylether

MWCO eng. “molecular weight cutoff”
NAD(P)" Nikotinamidadenindinukleotid(phosphat)
NMR eng. “nuclear magnetic resonance”
ODso0 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

R¢ 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 Enzymaktivitét, angegeben in pmol Substratumsatz pro Minute

unter definierten Bedingungen)

UPR eng. ,,unfolded protein response”
uv Ultraviolett

WT Wildtyp

4 Wellenzahl

% (v/v) Volumenanteil am Volumen

% (W/v) Massenanteil am Volumen
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7  Formelregister

Formelregister

Im Folgenden sind die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen mit der Nummerierung

aus dem Text aufgefihrt. Zusdtzlich wurde die Laborbuchnummer des zugehorigen Experimentes

zugeordnet.
OH OH OH
26 (S)-26 (R)-26
AT 03/DD_54 DD _43/DD_48 DD 49
OH OH OH
27 11 28
AT 04 DD 01 AT 05
/\/\/\)\/\ \/\/\/\)\/\ : O/\
X X -
OH
29 30 17
AT 06 AT 07 DD 27
Y Y Y
/SI\Q o /SI\Q /SI\Q
/\/\/\_)J\O/\ Y OH v AN
Osgi” Ogi” i
/ 7< / 7< / 7<
18 19 20
DD 28 DD 29 DD 32
Y
- S"c:) OH OH
v X /\/M AN
O. Si/ OH
/ 7( (35,45)-12 31
21
DD 33 DD _34/DD 06 (syn) DD 38
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Formelregister

o o)
OH @Q @o
32
(S)-68 (R)-68
DD 39 DD _52 DD 56
o) o)
O
SN
o)
o] o)

(4S,6E,9S)-69

(4R,6E,9R)-69

DD 57

DD 58

(4S,6E,9R)-70

(4S,6E,9S)-70

DD 60

DD 59

(5S,6E,9R)-37

0
o

101

(5S,6E,95)-37

DD 61

DD 62
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Anhang

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).°¥) Start- (blau), Stopcodon (rot) und Exonbereiche (gelb, griin)
wurden farbig markiert. Die Sequenzdaten und der Vergleich wurden von Tino Polen (IBG-1, FZ Jiilich)
zur Verfiigung 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
L e e e e B B e N N N N R N N

Sbjct 1 ATGCGTAGGGCTH@NGAACCATTTARAAGGGATGAGTCGATTGTGCGGTCTCTCCATCGG 60

Query 61 CGGTCTGCTCTGTTCCATCCAGCACTCACCTTCAATATGCACTCCCGCATTGCTCTTTTA 120

CEErrrrrrrrrrrrerrr e e et b RN
Sbjct 61 CGGTCTGCTCTGTTCCATCCAGCACTCACCTCCAATATCEICTCICACATCAGTCTTCNE 120

Query 121 TCTCTACTGGCCGCGGTGTCACAGCCTGCCTTTGCTGCCGTCCGCAACTACGGCCTGGTG 180

IR R R R
Sbjet 121 TCTTTGCTTGCTGCGGTCTCACAGCCCGCCTTTGCTGCCGTCCGCGACTACCAGTTCATC 180

Query 181 ATCAAGAACGTCAAGGTCGCACCCGATGGCTTTGAGCGCTCTATCGTATCTGTTAACGGC 240

I R R R T
Sbjet 181  ATCAAGAACGTCAATACCGCTCCCGATGGCTTTGAGCGATCTATTGTCTCCGTCAATGGC 240

Query 241 CAGCTCCCTGGAACGTTGATCACGGTGAGTTCCAGC---ACTGTCGGCCTGCGTTTGAGT 297

L L L L T e O O T [
Sbjct 241 [PRAGETICCTCCCACCTIARTCACGGTGGGCTAAAGCGCTACTATCACTC-GCCCTCAACA 299

Query 298 ATCTGAG----TATCTCTCAGGCCAACAAGGGCGACACCCTACACATCAATGTCACAAAT 353
[ 11 FEEErt rrer rrrrrrrr o |1 EEEERERERERR

Sbjct 300  TTTTGACCTCCTATCTTI-AcHCHNECANGESTCATCONICORTGTCRATGICHCRART :5°

Query 354 CAAGTACGCACATTGCTCTCTTGTAACGAAGTCAAACTCATCG----TACTCTACTTAGC 409

[T Il L O O FErn I
Sbjct 359 [EEEGTACGTATTCGGCGTGTATGCAAAGAAACCTGGCTTATAGCTCTTGCTGTATTTAGE 418

Query 410 TTACTGACCCCACTATGCGTCGTGCCACAACCATTGTGAGTTTACAATAGACTCTGCAGA 469

ottt et et [ A O O I |
sojct 415  [ONCHGANCCRRCGRTCOGTCSNEETRCRRORATI G 1GAGTTATCC-TGGGCCCCRATTA 477

Query 470 ACAATAGGACTGACTGAGCAACCCTAGCATTGGCATGGATTGGTATGCC-ATTCTTGC-A 527

N FEEETET R R N e e R R R
Sbjct 478  ATAATGTAACTGACTAAATGGCCCTAGEATTGGCACGCATTIGGTACGCTTACTATTGCCA 537

Query 528 AATAACTATCCAAG----GC---TAATCCACGCCCTCTATACAGTTTCAAGCTACTACTG 580

(L T O O I Il FErrrrrr FEEEEEErr rrr el
Sbjct 538  AATAGCTACCTACGATCTGCCACTAATCCACACCTCTTATACAGEICCAAGCTACTACTIE 597

Query 581 CCGATGAGGATGGGCCCGCATTTGGTATGTTTGCTTCGGAGCGCCCGGGCTC——————— G 633

A [ L |
Sbjct 598 [CICATCAGCATCEICCTCGCCTTTGGTATGTA--——~ CCGAGACACCAGGCGCTGTGTTTG 652

Query 634 TGCCGCCAACTAACATCCACGCCAGTGACGCAATGTCCCATCGCACAGAACTTGTCATAC 693

IR R R R R R N AR N
Sbjct 653  TGTCATCAACTGACACCCACGATAGHCACGCARTGTCCCATTCCACACAATTTGTCTTAT 712
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Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

192

694

713

753

772

811

830

871

839

924

899

978

959

1038

1013

1098

1073

1156

1133

1215

1192

1272

1245

1332

1304

1392

1364

1452

1424

1507

1482

1567

1542

1626

1594

Anhang

ACCTACGAAATCCCTTTGCACGACCAAACAGGCACCATGTGGTACGTTG-ATCCCTCCCC

R R N e
GTGCGTTGGATTTCTCTG-

GAGGCAGATAGCC--AGCAGCTTAGTATTACATTCGAACCGATAGGTACCATGCACACTT

e e LI
--GGCGTATAAACTAAACAACTTAGTGCTGAAATCAATACATCAG

GGCAAGCCAGTAAGTCACAGTAAATTAAACTCGATTTATCTAAACTAACCGATCCATAAG
(RN

ATATGTCGACGGACTCCGCGGCCCACGTGAGTAATCAAATTGA--GA-———— GATATTGA

I O I A e B O B e N e e e R R R R RN
GTAAGTAATTAATTTGATTGATCGTCGATCTTCA

TTGATGATGCTGATGCGCGCG-—-———— ATAGTGGTTATATACGGTATGCTCGATTTCATC

LErr bt et I CEEEEEE rrr et et
TTGAGGGTCCTGATCCATTCGTCCTTGATAGHCCHCATATATGEGTACGCTCGATTTGATC

ATCGAGGGTGGATTATATCCACGGTCGCTAACCACGACAAATTATAGATCCCAACGACCC

[ CEErrrrrrrrrerr e rrer rd LI T e
CTAAATAATGGATTATATCCACGATTGCTGACCAA-ACA--—-~ TAG

ACACAAAGCACTTTACGATGTGGATGATAAAGACACAGTTGTTATGCTTGAGGACTGGTA

FEEEE e P e 1l LT Tt e
GTA

CGATACTTTATCGCTG--TGCGAACCAATGACGCTGACTAGATAAACTCATTAGGTATCA

LT rrrer 1 LEErrrrerr ot i FEr T
CGGTATTTTATTGATCCATGCGAACCAAGGGTGCTAACTAATCCGACTTTTTAGEHATCH

TACCCCCGCGCCGGTTCTAGAACACCAGATGTTCTC-AGTCGATAACACTGCACTGCTCT
[ AR R R N R e e R A A RN

CTCCGTGCGTACATACTCGAACAGC---TCTTCTTTTGGTATACTGACCCTTTATCCTAT

R [ e B O B R
EECEGTATGT---TTCT--AACAGGAAGTTTTCTCCTGGTATATTGACACTCT--CCTAT

CAGTGTTCCGGATTCGGGTCTTATCAACGGCAAAGGGCGCTATGTGGGCGGACCTCAAGT

Prorrr ettt rr et et e e rrrd
-AG

CCCCCGGTCAGTGATCAACGTGACTCGTGGGAAACGATACCGCTTGCGTGTCATCAACGC
R N R R R R R R R R R R A

CTCGGCTATCGGCTCGTTTACCTTTTCGATCGAAGGGCACCGTTTGACTGTGATTGTATG

N N N N R N N R RN
GTACG

GTATTGTCC-TCCCTGGAGATTTTCATGGTCTGACACAACGATTC----AACAGGAGGCC

e RN LT
ATCGTTTCCCTTGCTTGTGGTTTCCCT--TCTAACTCTCAGATTACTCTAATAGEAGEEE

GATGGAATCCCGCATGAACCTTTGGTAGTCGACAGCTTCCAAATCTACGCTGGACAACGC
R N N R R R N R R R ARy

TACTCCGTAATTGTAAGTTATATCATGACTTTCTTTTTTCATATATGA-CTAACCATGGT

N RN R Ll FErrrrr e e e b
GTATGCGCTCTAAT-----~ CTTTTTT-ATACATCAACTAGGC-TAAC

GCATATACCCAGGTTGAAACCAACCAAACTGCGGCCAACTACTGGATCCGTGCGCCAATG

N e N N N N RN A
GAATATTACTAG

752

771

810

829

870

838

923

898

977

958

1037

1012

1097

1072

1155

1132

1214

1191

1271

1244

1331

1303

1391

1363

1451

1423

1506

1481

1566

1541

1625

1593

1685

1653



Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1686

1654

1746

1708

1803

1766

1863

1826

1922

1884

1982

1943

2042

2003

2083

2063

2122

2123

2182

2183

2242

2239

2295

2293

2355

2353

2415

2413

2473

2470

2531

2526

2588

2580

Anhang

ACAGTCGCTGGCGCAGGCACAAACGCCAACCGTAAGTCACACAGTCTGATTTTACTCGCC

R AR R e (N R
GTATGT------ GTTTCGATTCCCTAGCG

C---GAGATACTAACTCGCCCGAATACAGTCGACCCCACAAACGTCTTTGCCGTTTTGCA

et e 1 vl ettt et
ATTTGATATGCTAAC--GCCGCTCTGCAG

CTACAACGGAGCCCCCAACGCCGAGCCCACGACGGAACAAGGCACTGCAATCGGCACTGC
[ N N N N R N R N RN R ey

GCTCGTTGAAGAAAACTTGCATGTGAGTCGTATGCTTCTCATATATTTGAG-TCTGAAAC

s e e e I 6 e A N R
GTAAGTGATATTC--CTCAGAAATTATATCTCTAAAAT

TTAACTTGCTCCCCGTTCAGGCGCTCATCAACCCCGGCGCTCCGGGCGGCTCTGCTCCTG

R e e R A R A RN RN A
CTAACTTGCTGCCA-TCAAG

CCGATGTTTCGCTCAATCTTGCTATTGGAAGGAGCACGGTAGACGGAATTCTGAGGTTTA
RN FEr e FLE Tttt el

CGTTTAACAACATCAAGGTA------ TGAAT--CAACGATA--TATAC-GAG-—————-—--—

Ll et e
GTGAGCGCCTGGTTTGCAACATTAGGTGTCCCGACATTTTIGTT

GA-CTAT--—-———————— GCCTAATTCACAACT--GGAT----—-—- AGTACGAGGCTCCT

et A RN RN ERE
GATCTTTCCGGTTTTCCTGCATTGTTACCCACTCTGCATTTCCCATAG

TCGTTGCCCACGCTCTTGAAGATTTTGGCCAACAATGCAAGCACCAATGCCGACTTTGGT
N N R e [l e

ACAAACGAACACACCCTCGTGTTGCCCCACAACAAAGTGATCGTACGTTGCCCACCCCAT

R N A A e [ I
GTATGT----CACGTTAT

CC---GAGTCATTTGTCCTTGTTTAC-CTTGGCT-GTTG--TAGGAACTGAACATTACCG

| R RN N AR REEn R
TCTCAGAGCTATTGG-CCT--~-~~ ACACTTAACTCGATGCATAG

GAGGCGCTGACCACCCCATCCATCTCCACGGCCACGTATTCGACGTCGTCAAATCGCTCG
N R N R R R R R R R RN R Ry

GTGGAACTCCCAACTATGTGAACCCTCCTCGTAGGGACGTTGTCCGCGTCGGAGGCACGG
N R R R R N R N N A A RN A NN

GTGTGGTGCTCCGGTTCAAGGTATGC-CAATCACATGCACGT-CTCCCAAGGCTCCTGAA

R R N N RN R e e R L .
GTATGGGCAAGCCCGTGCTTATTCTGCCATTTCAGCG-~~

TCTAACCCC--CGGTTTCCAACAGACCGATAACCCAGGCCCATGGTTTGTTCATTGCCAC

FEEETT (R Frrrrrrrrrer et e rrr P
-CTAACCCATTCTCTTTCTA---G

ATTGACTGTGCGTAGATTCGTTTATGTTG---TGATTTTAGATCGGCGACTAATGGTTAC

RN R N R N FEErrer e
GTATGTAAACTCCTT-ACGTGCGCCTGATTTGA-ACC----ACTGATCATCAC

TATTCGTGTAGGGCACTTGGAAGCTGGACTCGCGCTCGTCTTTGCCGAAGCTCCCAGTGA

N R R N R N N RN RN NN Il
TGTATGTGCAG

1745

1707

1802

1765

1862

1825

1921

1883

1981

1942

2041

2002

2082

2062

2121

2122

2181

2182

2241

2238

2294

2292

2354

2352

2414

2412

2472

2469

2530

2525

2587

2579

2647

2639
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Anhang

Query 2648 GGTTCGCCAGGGCACCCAATCTGTTCAGCCTAACCAGGCTTGGGAGCAGCTTTGCCCCAA 2707

NERRRRERREN R Pttt et
Sojel 2647 GGTTCGCCAGGGGTCCCAGTCTGTTCAGCCCAGTGGTTCCTGGAACCAACTCTGCCCCAR 7659

Query 2708 GTACCAGGCTCTTCCTACCGACTTGCAGHEE 2738

[ ] L T e el
Sojct 2700 CEAIGOGGCTCTOCCTGCCCAGTTCCACHN 2730

Vergleich der vorhergesagten Aminosiduresequenz von RSL F-895 mit der Aminoséuresequenz der
putativen Laccase aus R. solani AG-3 RhsAP1.¥ Peptide welche in beiden Laccasen vorkommen
wurden gelb markiert. Peptide welche ausschlieBlich in RSL F-895 vorkommen wurden griin markiert.
Die Sequenzdaten und der Sequenzvergleich wurden von Tino Polen (IBG-1, FZ Jiilich) zur Verfiigung

gestellt.

Query: Aminosduresequenz der putativen R.solani AG-3 RhsAPl1 Laccase (NCBI-Eintrag:
RSOL _189940).

Subject: Voraussichtliche Aminosduresequenz 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 Rhsl1AP.

Query 1 MRTAQEPFKRNELIVRSLHRRSALFHPALTFNMHSRIALLSLLAAVSQPAFAAVRNYGLV 60
M S I+LLSLLAAVSQPAFAAVR+Y +
Sbjct 1 MLm= ————m—mmm oo SHISLLSLLAAVSQPAFAAVRDYOEY 28

Query 61 IKNVKVAPDGFERSIVSVNGQLPGTLITANKGDTLHINVTNQLTDPTMRRATTIHWHGLE 120
IKNV APDGFERSIVSVNGQ+PGTLITANKGDTLH+NVTN LTDPTMRRATTIHWHGLE

Sbjct 29 |[IRNVNEAPDEEERSIVSVNGQVPGTLITANKCDEUAVNVININEDPTMRRATTIHWHGLE 88

Query 121 QATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPLHDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDP 180
QATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPLHDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDP
Sbjct 89 QATTADEDGPAFVTQCPIAQNLSYTYEIPLHDQTGTMWYHAHLASQYVDGLRGPLVIYDP 148

Query 181 NDPHKALYDVDDKDTVVMLEDWYHTPAPVLEHQOMEFSVDNTALLSPVPDSGLINGKGRYVG 240
NDPHK+LYDVDD TVVMLEDWYHTPAP LEHQMFS NTALLSPVPDSGLINGKGRYVG
Sbjct 149 NDPHKSLYDVDDASTVVMLEDWYHTPAPTLEHQMFSTSNTALLSPVPDSGLINGKGRYVG 208

Query 241 GPQVPRSVINVTRGKRYRLRVINASAIGSEFTFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSFQIY 300
GPQVPRSVINVTRGKRYRLRVINASAIGSFTFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSFQIY
Sbjct 209 GPQVPRSVINVTRGKRYRLRVINASAIGSFTFSIEGHRLTVIEADGIPHEPLVVDSFQIY 268

Query 301 AGQRYSVIVETNQTAANYWIRAPMTVAGAGTNANLDPTNVFAVLHYNGAPNAEPTTEQGT 360
AGQRYSVIVE NQTAANYW+RAPMTVAGAGTNANLDPTNVFAVLHY GAP+ EPTTEQGT
Sbjct 269 AGQRYSVIVEANQTAANYWVRAPMTVAGAGTNANLDPTNVFAVLHYEGAPSGEPTTEQGT 328

Query 361 AIGTALVEENLHALINPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRFTEFNNIKYEAPSLPTL 420
AIGTALVEENLHALINPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRFTFNNIKYEAPSLPTL
Sbjct 329 AIGTALVEENLHALINPGAPGGSAPADVSLNLAIGRSTVDGILRFTFNNIKYEAPSLPTL 388

Query 421 LKILANNASTNADFGTNEHTLVLPHNKVIELNITGGADHPIHLHGHVFDVVKSLGGTPNY 480
LKIL+N AS NADF +EHT+VLPHNKVIELNITGGADHPIHLHGHVEDVVKSLGGTPNY

Sbjct 389 LEKIHSNGASNNADEDASEHTIVUPHNKYIELNITGGADHPTHLHGHVFDVVKSLGGTPNY 448

Query 481 VNPPRRDVVRVGGTGVVLREFKTDNPGPWEFVHCHIDWHLEAGLALVFAEAPSEVRQGTQSV 540
VNPPRRDVVRVGGTGVVLRFKTDNPGPWEFVHCHIDWHLEAGLALVFAEAP EVRQG+QSV
Sbjct 449 VNPPRRDVVRVGGTGVVLRFKTDNPGPWEFVHCHIDWHLEAGLALVFAEAPDEVRQGSQSV 508

Query 541 QPNQAWEQLCPKYQALPTDLQ 561

QP+ +W QLCPKY ALP +LQ
Sbjct 509 OQPSGSWNQLCPKYAALPAELQ 529
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Anhang

8.1 Vektorkarten und Sequenzen

8.1.1 Vektorkarten

.Ncol

pCOLA RSL
5365 bps

MCS-2\0RF

”

Abbildung 86: Vektor flr die heterologe Expression der putativen Laccase aus Rhizoctonia solani AG-3 Rhs1AP
(RSL) in Escherichia coli. Relevante Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme wurden markiert. Der Vektor basiert auf
dem kommerziell erhaltlichen Vektor pCOLADuet-1 von Genscript®.

 J

MCS-2\0ORF

pColA RSL F-895
5278 bps

RSL F-895

Abbildung 87: Vektor fir die heterologe Expression der putativen Laccase aus Rhizoctonia solani F-895
(RSL F-895), in Escherichia coli. Relevante Schnittstellen fir Restriktionsenzyme wurden markiert.
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Abbildung 88: Vektor fir 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 erhaltlichen pMal-c5x Vektor von New England Biolabs. Relevante Schnittstellen fir

Anhang

pMal RSL F-895
7236 bps

MalE RSL F-895

RSL F895

“Neol

Hindlll*

BamHI :
Notl :
Ncol

Restriktionsenzyme wurden markiert.

Abbildung 89: Vektor fir die heterologe Expression der Laccase aus Rhizoctonia solani F-895 (RSL F-895) in

Xhol™

plE3 RSL F-895

7931 bps

RSL F-895

Notl

S. cerevisiae. Relevante Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme wurden markiert.
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plE3 MFa RSL F-895
8194 bps

Xhol

MFa RSL F-895

Abbildung 90: Vektor fir die heterologe Expression und Sekretion der Laccase aus Rhizoctonia solani F-895
(RSL F-895) in S. cerevisiae. Relevante Schnittstellen fir Restriktionsenzyme wurden markiert. Der Vektor diente
zusatzlich als Ausgangsvektor fiir molekularbiologische Arbeiten in E. coli, fir 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).

Xhol
Notl ;
EcoRI.

P450 BM3

i-pET28 P450 BM3 WT

8424 bps

Abbildung 91: Ausgangsvektor fiir alle molekularbiologischen Arbeiten mit P450 BM3, auf Basis des kommerziell
erhéltlichen pET28(+) Vektors von Novagen®. Der Ausgangsvektor mit dem Gen fiir das Zielenzym P450 BM3
wurde von Claudia Holec (IBOC, Heinrich-Heine Universitat) zur Verfliigung gestellt. Eine Auswahl relevanter
Restriktionsschnittstellen fir molekularbiologische Arbeiten wurde eingeflgt.
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Anhang

.Ncol

P450 BM3
i-pET28 P450 BM3 WT BB

8426 bps

Abbildung 92: Ausgangsvektor fir alle im Rahmen der Arbeit erzeugten Varianten von P450 BM3, mit den zwei
zusatzlichen Restriktionsschnittstellen fiir die Bsu36/- und BamHI-Restriktionsenzyme.

.Sacl
:Xhol

HisA PTDH
pBAD HisA PTDH
5084 bps

AmpR /

Abbildung 93: Vektor fiir die Expression der Phosphit-Dehydrogenase aus Pseudomonas stutzeri (PTDH) in
Escherichia coli, mit einem Polyhistidin-Affinitatstag (HisA PTDH) fiir chromatografische Aufreinigungen. Relevante

Schnittstellen fur Restriktionsenzyme wurden markiert. Der Vektor basiert auf dem kommerziell erhéltlichen Vektor
pBADHisA von ThermoFisher.

. Sacll
Hindlll
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8.1.2 Sequenzen

81

16l

241

321

401

481

56l

641

721

aaggagatat
ttocctctata
rba

taaacacaga
atttgtgtet

cgtgtaacgc
gcacattgeg
E47

Neol

accatgggca
tggtaccocgt

tgacaattaa
actgttaatt

Start
i i e aa e e s e s e s s P450 BM3

taaaccggtt
atttggccaa

gctacttatc
cgatgaatag
Y51

caagctttga
gttcgaaact

aagtcagcgt

Anhang

agaaatgcct
tctttacgga

tgaaaattgc
acttttaacyg

cagccaaaaa
gtoggttttt

72 p k

ggatgaatta
cctacttaat

ctaattaaag aggcctgoga

cgtttggaga
gcaaacctct

ggagaaatct
cctctttaga

tgaatcacgc

ttcagtcgeca gattaatttc tocgogacget acttagtgog
5tille Mutation3tille Mutation

Fu e e s s aa s s s e s s st a s s e P450

agcgcttaaa
tcgogaattt
AT4

ataatatctt
tattatagaa

gttcaaaagt
caagttttca

tggtetttge
accagaaacg

cactggatga
gtgacctact

gaagatatca
cttectatagt

attaacgcat
taattgcgta

tttgtacgtg
aaacatgcac

acttccaage
tgaaggttog

gggagegtet
ccctocgoaga

ggctttaact
ccgaaattga

agcaatgaac
tegttactty

aggtgatgaa
tccactactt

atgctaaacyg
tacgatttge

attttgcagg
taaaacgtcc

ttcagtcage
aagtcagtcg

aaatgcagat
tttacgtcta

atcgctttaa
tagcgaaatt

aagctgcage
ttcgacgteg

188
133

cgacctagta
gctggatcat

gaaaagatcc
cttttetagy

1 1 k

agacgggtta
tctgooccaat

aggcaatgaa
teecgttactt

gagcatattg
ctcgtataac

cagcttttac
gtcgaaaatg

gagcaaatcc
ctcgtttagg

gataaaatta
ctattttaat

agaaacgggt
tctttgooca

gcttaaaaat
cgaattttta

ttaaattcga
aatttaagct
Stille

tttgataaaa
aaactatttt

ttaccgttat
aatggcaata

agcgoctggt
tocgoggacca
Mutation

acttaagtca
tgaattcagt

2 >

e a c

tttacaagct
aaatgttcga

aggctatcat
tccgatagta

aagtaccgga
ttcatggoct

cgagatcagc
gctctagteg

agacgaccca
tctgotgggt

ttgcagatcg
aacgtctage

gagccgottyg
ctcggogaac

ggacgcatga
cctgogtact

gocgatgatgg
cgctactace

agacatgaca
tetgtactgt

ctcatccatt
gagtaggtaa

gocgtacgatg
cgcatgotac

caaagcaagc
gtttegtteg

atgacgagaa
tactgctett

aaaaaattgg
Ctttttaacc

tcgatatcge
agctatageg

cgtttaacgc
gcaaattgeg

tattacaagt
ataatgttca

aaaacaagcg
ttttgttege

ggtgaacaaa
ccacttgttt

cattcgeotat
gtaagcgata

aaaaaagcgc
ttttttegegy

cgtgcagett
gcacgtcgaa

ttgatacaat
aactatgtta

atggtcogtyg
taccaggcac

ccagtttcaa
ggtcaaagtt

gocgatgattt
cgctactaaa

caaattatta
gtttaataat

Abbildung 94: Gen- und Aminosauresequenz von P450 BM3 WT. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot
hervorgehoben.
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801

881

96l

1041

1121

1201

1281

1361

1441

1521

cattcttaat
gtaagaatta

tgocgggacac
acgcoctgtg

I263

ttacaaaaag
aatgtttttc

tgtcggeatg
acagccgtac

tgcttggagyg
acgaacctcc

tggggagacy
acccctotge

tggaaacggt
acctttgoca

actttgactt
tgaaactgasa

aaagcaaaat
tttocgbttta

ggcagaaaac
ccgtottttg

tagcagatat
atcgtctata

cagcagaaga
gtocgtocttot

gtcttaaacg
cagaatttge

agaatatcct
tcttatagga

atgtggaaga
tacaccttct

cagcgtgogt
gtcgocacgoa

tgaagatcat
acttctagta

cgaaaaaaat
gcttttttta

gotcataata
CgagTattat

tgcaatgage
acgttactcg

Jaaacaacaa
CLttgttgtt
T268

agcagcacga
tcgtogtgct

Bsu3&l
aagccctgag
ttecgggacto

Bzu3el

ttagaaaaag
aatcttttoto

gttococgtoca
caaggcaggt

gtatcggtca
catagccagt

acaaactacg
tgtttgatge

toccgottgge
aggcgaaccg

cgcocgotgot
gocggogacga

aaaggatttg
tttocctaaac

Anhang

gtggtetttt
caccagaaaa

gttctagtag
caagatcatc

gttatggcca
caataccggt

gocgacgaact
cgctgottga

gagocgrtttg
ctcgcaaaac

gcagttogot
cgtcaagcga

agctocgatat
tcgagctata

BamHI
gggatcocctt
cocctagggaa

BamHT

tgtgctatac
acacgatatg

caccgcaggt
gtggcgtcca

atcatttgog
tagtaaacgc

atcctgttoce
taggacaagg

actgctocctg
tgacgaggac
L3za

aatggttctg
ttaccaagac

aaaatccaag
ttttaggtte

cttcatgaag
gaagtacttc

taaagaaact
atttoctttoa

cacctagcac
grggatcgtyg

ggttcaaata
ccaagtttat

cgcaacgott
gogttgogaa

ctgtatttet
gacataaaga

aagctacaaa
ttcgatgttt

cgtttteect
gcaaaaggga

attcctcage
taaggagtcg

tgcgattcog
acgctaagge

caacgoctggt
gttgocgacca

ttaacgttaa
aattgcaatt
T438

tgaacagtct
acttgtcaga

tgggaacagc
accocttgtog

gattcacacg
ctaagtgtge

tagtgaaaaa
atcacttttt

caagtcaaac
gttcagtttg

atatgcaaaa
tatacgtttt

ttcaccgtga
aagtggcact

cagcatgogt
gtcgtacgca

acttggtatg
tgaaccatac

aacctgaagg
ttggacttoc

gotaaaaaag
cgattttttc

tgaaggaacyg
acttoccttgco

coggaaatct
ggcctttaga

tccacatgta
aggtgtacat

agcttaaata
tcgaatttat

gaagatacgg
cttctatgee

taaaacaatt
attttgttaa

ttaaaccgtt
aatttggcaa

atgctaaaac
tacgattttyg

ctttgtggta
gaaacaccat

tacgcaaaaa
atgogttttt

gcgogtgatt
cgcgocactaa

tccgogogaa
aggcgogott

Abbildung 95: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von P450 BM3 WT. Relevante Sequenzabschnitte
wurden rot hervorgehoben.
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1601

le81

1761

1841

1921

2001

2081

2161

2241

2321

2401

ggagcoctgtat
coctcgacata

agcgtctgot
tcgocagacga

aagtgcctge
ttcacggacg

gacgactttg
ctgoctgaaac

aaacagtgaa
tttgtcactt

gtgocgtttto
cacgcaaaag

gaacttccaa
cttgaaggtt

CgTaacagca
acattgtogt

tCgoLaaaac
agcgattttg

atggctgota
taccgacgat

gctggcaaaa
cgaccgtbttt

taattgtaac
attaacattg

gatgaagtaa
ctacttcatt

ttttatcgat
aaaatagcta

aaggcacata
ttocogtgtat

gataataaat
ctattattta

aacgaacgtc
ttgcttgecag

aagaagcttc
ttcttcgaag

aggttcggoco
tccaagocgg

agtatcocgta
tcataggcat

aaacggtctg
tttgccagac

cgtttaacaa
gcaaattgtt

ggcgtocttat
cogocagaata

aaggcgttog
ttcocgocaage

gaaacgcttyg
ctttgocgaac

tgaagaatgg
acttcttacc

ctactctttc
gatgagaaag

gtagcaagca
catcgttogt

ttatcaagaa
aatagttctt

tagatgcatc
atctacgtag

gaagagctto
cttotogaag

cccgoogeat
gggcggcgta

tgcttgaact
acgaacttga

Anhang

aacggtcatc
ttgoccagtag

ctactccgta
gatgaggcat

ccgctaaagg
ggcgatttoo

cgtgaacata
gCcacttgtat

BCttCaattt
tgaagttaaa

aagaacttca
ttocttgaagt

ggagatcatt
cctctagtaa

acagcaaatc
tgtcgtttag

tgcaatacgt
acgttatgca

aaagtagagc
ttteatcteg

gcttgaaaaa
cgaacttttt

cgococtgataa
gCcggactatt

v p d

tttggatgeg
aaacctacgc

ggcagaaaac
cegtettttg

tgtggagrga
acacctcact

gtcgacagog
cagctgtogo

acagccaggc
tgtcggtcoeg

a 9 p g

taggtgttat
atccacaata

cgtoctggaag
gcagacctto

ggagcottcaa
coctocgaagrt

ttgaagcctt
aacttcggaa

tacccggogt
atgggccgcoa

cgcaasagcaa
gocgtttogtt

gcgataaaaa
cgetattttt

atcgctgace
tagcgactgg

cgtagcagoco
gcatcgtogg

cocgoggatat
ggcgoctata

agtgcacgaa
tcacgtgctt

tocctocgoaac
aggagcgttyg

cagaagaaga
gtcttocttot

gatcctgtta
ctaggacaat

gcttgaaaag
cgaactttte

gtgaaatgaa
cactttactt

tttgtogact
aaacagctga

ctgggctact
gacccgatga

goggtgaage
cgccactteg

tactttaacc
atgaaattgg

goccgottgog
cggcgaacgc

gcacgcgaca
cgtgocgotgt

tatgaaggaa
atacttocctt

aaaattagct
ttttaatcga

cgcgcacgca
gCcgCcgrtgcgt

caagcctaca
gttcggatgt

attcagcgaa
taagtcgcott

ggttagacca
ccaatctggt

acgtatcaaa
tgcatagttt

agatgcaagc
tctacgtteg

tCcgacattga
agctgtaact

aaaatgcocacg
ttttacgtgoe

tcttgaaatt
agaactttaa

tagtaaaccg
atcatttgge

catttgocac
gtaaacggtg

gottogogoa
cgaagocgogt

aagaacaagt
ttettgttea

tttatcgcoco
aaatagcggg

Abbildung 96: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von P450 BM3 WT. Relevante Sequenzabschnitte
wurden rot hervorgehoben.
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Anhang

2481 ttctgocaag catacgoccg cgoctattact cgatttcttc atcacctcgt gtcgatgaaa aacaagcaag catcacgghbo
aagacggttc gtatgogggec gogataatga goctaaagaag tagtggagea cagctacttt Ctgttogttc gtagtgocag

2561 agcgttgtct cCaggagaagc JLggagcggs tatgoagasat ata3aggasat tgcgtcgaac tatcttgoccy agctgcaaga
tCgCcaacaga grocctchttcg CAcctocgcocct atacctchtta tatttcctta acgcagcttg atagaacggc tcgacgttcot

2641 aggagatacg attacgtgct ttatttoccac accgocagtca gaatttacge tgoccaaaaga ccctgaaacg cocgottatca
toctctatgec taatgocacga aataaaggtg tggcgtcaght cttaaatgocg acggttttoct gggactttge ggogaatagt

2721 tggtcggacc gggaacaggc gtogogocgt ttagaggott tgtgcaggcg cgcaaacagc taaaagaaca aggacagtca
accagcctgy Coocttghbccg cagogoggca aatctccgaa acacgtccgc gogtttgtcg attttottgt tocotgtcagt

2801 cttggagaag cacatttata cttcggotge cgttcacctc atgaagacta tcoctgtatcaa gaagagottg aaaacgocca
gaacctcttc gtgtaaatat gaagocgacg gcaagbggag tacttcoctgat agacatagbt cttctcgaac ttttgogggt

2881 aagcgaaggc atcattacgc ttcataccgc tttttctcgc atgccaaatc agccgaaaac atacgttcag cacgtaatgg
ttcgcttocy tagtaatgcg aagtatggcg aaaaagagcg tacggtttag tcggcecttttg tatgcaagtc gtgcattacco

2961 aacaagacgg caagaaattg attgaacttc ttgatcaagg agcgcacttc tatatttgocg gagacggaag ccaaatggcoa
ttgttotgcc gttctttaac taacttgaag aactagttcc tcgogtgaag atataaacge ctoctgocttc ggtttaccogt

3041 cctgocogttg aagcaacgct tatgaaaage tatgotgacg ttcaccaagt gagtgaageoca gacgoctogoct tatggotgea
ggacggcaac ttcgttgocga atacttttcog atacgactge aagtggttca ctcacttocgt ctgcgagoga ataccgacgt

EcoRlI Notl

3121 gcagctagaa gaaaaaggocc gatacgcaaa agacgbtgbtgg gotgggtaat aagaattcga gotccocgtcga caagcottgog
cgtocgatctt ctttttcocgg ctatgogttt tctgocacacc cgacccatta ttocttaagot cgaggcagct gttcgaacgo

Abbildung 97: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von P450 BM3 WT BB. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.

202



Anhang

Ncol
1 =zaggagatat accatgggca tgacaattaa agaaatgoct cagccaaaaa cgtttggaga gottaaaaat ttacecgttat
ttcctoctata tggtaccogt actgtbtaatt totttacgga gtcggttttt gcaaacctot cgaattttta aatggoaata
rbs Start
B o ke e e e e e e e e PAGD BME. . ittt ittt st s >
m g m t i kE e m p g p k t £ g e 1 k n 1 p 1

HindIII
81 taaacacaga taaaccggtt caagctttga tgaaaattgc ggatgaatta ggagaaatct ttaaattcga agogoctggt
atttgbgtct atttggccaa gttcgaaact acttttaacg cctacttaat cctctttaga aatttaagot tocgocggacca
5tille Mutation

161 cgtgtaacgc gotacttatc aagtcagogt ctaattaaag aggoctgoga tgaatcacgec tttgataaaa acttaagteoa
gcacattgog cgatgaatag ttcagtocgoca gattaatttc tcocggacgot acttagtgog aaactatttt tgaattcagt

R47 ¥51 5tille MutationStille Mutation
e i e e e e e e s e e e s e a e s e a e P450 BM3......tieeertnnenrnnnssanassanasnnnnannnn >
r v T r v 1 = = g T 1 i k e a c d & = r f d k n 1 =

241 aggccttaaa tttgtacgtg attttgocagg agacgggtta tttacaaget ggacgcatga aaaaaattgg aaaaaagoge
tccggaattt aaacatgcac taaaacgtcc toctgoccaat aaatgttcga cotgocgtact ttttttaacc ttttttogog
G74L755tille Mutation F37

Ecobrl
HindITI EcoRWV

321 ataatatctt acttccaagc ttcagtcagec aggoaatgaa aggcoctatcat gogatgatgg tcogatatcge cgtgoagott
tattatagaa tgaaggttcg 2agtcagtcg LCCgttactt tCocgatagta COgCtactacc agotatagcd gcacgtcgaa

h n 1 l1 1 p = f = g g a m E g v h a m m v d4 1i a v g 1

401 gttcaaaagt gggagcocgtct aaatgocagat gagcatattg aagtaccgga agacatgaca cgtttaacge ttgatacaat
caagttttca cocctcgocaga tttacgtcocta ctogtataac ttecatggoct totgtactgt goaaattgog aactatgtta

431 tggtctttgc ggctttaact atcgctttaa cagottttac Cgagatcagc ctcatccatt tattacaagt atggrtcogtg
accagaaacg ccgaaattga tagocgaaatt gtcgaaaatg gotctagtcg gagtaggtaa ataatgttca taccaggeac

Pf230

561 cactggatga agcaatgaac aagcagcagc gagoaaatcc agacgaccca gogtacgatg aaaacaagcog ccaghbttcaa

gtgacctact tcghbtacttg ttocgtcgtecg ctogbttagg totgotggghb cgcatgotac ttttgttege ggtcaaaghbt

L1381 Q188

EcoRV

641 gaagatatca aggtgatgaa Cgacctagta gataasatta ttgcagatcy Ccasagcaagc ggtgaacasa gogatgattt
cttctatagt tocactactt gotggatcat ctattttaat aacgbctagc gLttcgttcg ccacttgtit cgoctactaaa

Abbildung 98: Gen- und Aminosauresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante Sequenzabschnitte
wurden rot hervorgehoben.
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721

801

881

96l

1041

1121

1201

1281

1361

Ndal

attaacgcat
taattgogrta

cattcttaat
gtaagaatta

atgctaaacg
tacgatttgo

tgcgggacac
acgcoctgtg

I263

ttacaaaaag
aatgLtttto

tgtocggoatyg
acagcocgtac

tgcttggagy
acgaacctcc

tggggagacyg
acccctetge

tggaaacggt
acctttgoca

actttgactt
tgaaactgaa

aaagcaaaat
tttocgottta

cagcagaaga
gtcgtocttot

gtcttaaacg
cagaatttgo

agaatatcct
tcttatagga

atgtggaaga
tacaccttot

cagcgtgogt
gtcgocacgca

tgaagatcat
acttctagta

cgaaaaaaat
goctttoottta

gaaaagatcco
cttttcoctagg

gaaacaacaa
ctttottott
T268

Bss51
agcagcacga
tcgtogtgot

aagcocctgag
ttogggacteo

Bau3el

ttagaaaaag
aatctttttec

gttccgtoca
caaggcaggt

gtatcggtca
catagccagt

acaaactacg
tgtttgatge

tccgottgge
aggcgaacog

Anhang

agaaacgggt
totttgococca

gtogtetttt
caccagaaaa

gttoctagtag
caagatcatc

gttatggcca
caataccggt

gcgacgaact
cgctgottga

gagcgttttg
ctocgcasaac

gcagttogot
cgtcaagoga

agctcgatat
tcgagctata

BamHI
gggatccctt
cocctagggaa

BamHT

gagcocgottg
ctocggocgaac

atcatttgeg
tagtaaacgc

atcoctgttoo
taggacaagg

actgotoctg
tgacgaggac
5328

aatggttctg
ttaccaagac

aaaatccaag
ttttaggtto

cttcatgaag
gaagrtacttc

taaagaaact
atttctttga

cacctagcac
gtggatcgtg

atgacgagaa
tactgctctt

ctgtatttet
gacataaaga

aagctacaaa
ttogatgttt

cgttttooct
gocaaaaggga

attcctcage
taaggagtcg

tgcgattcog
acgctaaggc

caacgctggt
gttgocgacca

ttaacgttaa
aattgcaatt
T438

tgaacagtct
acttgtcaga

cattcgctat
gtaagocgata

tagtgaaaaa
atcacttttt

Ccaagtcaaac
gttcagttty

atatgcaaaa
tatacgtttt

ttcaccgtga
aagtggcact

Sphl
cagcatgegt
gtcgtacgoa

acttggtatyg
CgEaCCATAC

Ecob7l

aacctgaagg
ttggacttecc

gctaaaaaag
cgattttttc

cCaaattatta
gLttaataat

Pil
tccacatgta
aggtgtacat

agcttaaata
tCcgaatttat

gaagatacgg
cttoctatgoo

taaaacaatt
attttgttaa

ttaaaccgtt
aatttggcaa

atgctaaaac
tacgattttg

ctttgtggta
gaaacaccat

tacgcaaaaa
atgocgrtttt

Abbildung 99: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.
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1441 ggcagaaaac gctcataata

cocgtctttty cgagtattat

cgcocgotgot
goggocgacga

BstAPI
tagcagatat tgcaatgagco
atcgtctata acgttactog

1521 aaaggatttg

tttocctaaac

Psil
ggcgrtcttat
ccgcagaata

1601 ggagctgtat taattgtaac

cctcgacata attaacattg

1681 agcgtctgot

tocgocagacga

gatgaagtaa
ctacttcatt

aaggogttocg
ttococgocaage

Clal
ttttatcgat
aaaatagcta

1761 aagtgcctgo

ttcacggacg

gaaacgottg
ctttgcgaac

Nde=l
aaggcacata tgaagaatog
ttcogtgtat acttottace

1841 gacgactttg

ctgctgaaac

1921 ctactcttteoc

gatgagaaag

aaacagtgaa
tttgtcactt

gataataaat
ctattattta

2001 gtgocgtttto

cacgcaaaag

aacgaacgtc
ttgocttgeag

gtagcaagoa
catcgttogt

HindIII
2081 gaacttccaa

cttgaaggtt

aagaagctteo
ttottogaag

ttatcaagaa
aatagttett

2181 tgtaacagca

acattgtcgt

aggttoggoc
tccaagocgg

tagatgcatc
atctacgtag

Anhang

tgtgctatac
acacgatatg

ggttcaaata
ccaagtttat

caccgcaggt
gtggcgtoca

cgcaacgott
gogttgogaa

aacggtcatc
ttgccagtag

cgcoctgataa
gcggactatt

o p d

ctactccgta
gatgaggcat

tttggatgog
aaacctacgc

cocgotaaagg
ggcgatttec

ggcagaaaac
cegtettttg

Nde=l
cgtgaacata totggagtoga
gcacttgtat acacctcact

acttcaattt
tgaagttaaa

gtcgacageg
cagctgtoge

aagaacttca
ttocttgaagt

acagccaggc
tgtocggteog

a 94 p g

ggagatcatt
cctoctagtaa

taggtgttat
atccacaata

acagcaaatc
tgtogtttag

cgtoctggaag
gcagacctte

Ecob571

tgaaggaacg
acttoocttgce

tgggaacagc
accocttgtog

gattocacacg
ctaagtgtge

cocggaaatct
ggcctttaga

cgcaaagcaa
gogtttogtt

tttgtcgact
aaacagctga

gocgataaaaa
cgctattttt

ctgggctact
gaccocgatga

Sacll
atcgctgacc goggtgaago
tagcgactgg cgocacttog

cgtagcagoc
gcatcgtogg

tactttaacc
atgaaattgg

Sacll
cocgoggatat
ggcgoctata

gococgettgeg
cggocgaacgeo

agtgcacgaa
tcacgtgott

gcacgogaca
cgtgogetgt

teocctocgocaac
aggagcgttg

tatgaaggaa
atactteocctt

cagaagaaga
gtettettet

aaaattagct
ttttaatcga

gcgogtgatt
cgocgoactaa

tocgogogaa
aggcgogoett

ggttagacca
ccaatctggt

acgtatcaaa
tgocatagttt

agatgcaagce
tctacgttog

tocgacattga
agctgtaact

aaaatgcacg
ttttacgtge

tottgaaatt
agaactttaa

tagtaaaccg
atcatttgge

catttgoccac
gtaaacggtg

Abbildung 100: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante

Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.
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Anhang

Sapl
2241 tcgeotaaaac agtateceocgta gaagagotto tgocaatacgh ggagottcaa gatcotgtta cgogoacgoa gottogogea
agocgattttg tcataggcat cttctcocgaag acgttatgoca coctocgaagtt ctaggacaat gogogtgogt cgaagogogt

BstAPI
2321 atggctgcota aaacggtctg coccgccgcat aaagtagagc ttgaagocott gottgadaag caagcctaca aagaacaagt
taccgacgat tttgcoccagac gggoggcgta tttcatctcg aacttcggaa cgaacttttc gttcocggatgt ttottgttca

2401 gctggcaaaa cgtttaacaa tgocttgaact gottgaaaaa tacccggogt gtgaaatgaa attcagcogaa tttatcgeocc
cgaccgtttt goaaattgtt acgaacttga CUaactttth atgggccgca cCactttactt taagtcgoctt aaatagogog

Drralll
EssSl
—_—
2481 ttectgocaag catacgoccg cgotattact cgatttocttc atcacctogt gtcgatgaaa aacaagcaag catcacggtbeo
aagacggttc gtatgoggge gogataatga gotaaagaag tagtggagca cagotacttt tLgttogttc gLagtgocag

2561 agcgttgtct caggagaagc gLggagcgga tatggagaat ataaaggaat tgcgtcgaac tatcttgccg agotgcaaga
tcgocaacaga gtcctcocttcg cacctogoct atacctctta tatttoctta acgocagottg atagaacgge tcgacgttcot

= v v = g e a w 5 g ¥y g e vy k g i a = n ¥y 1 a e 1 g

2641 aggagatacg attacgtgct ttatttccac accgcagtca gaatttacge tgocaaaaga ccoctgaaacg ccgottatca
tcctctatge taatgcacga aatasaggtg tggcgtcagt cttaaatgcg acgghbtttot gggactttgc ggcgaatagt

BasHIT

2721 tggtcggacc gggaacaggc gtogogoogt ttagaggoctt tgtgocaggog cgcalacagc ta3aagaaca aggacagrtcoa
accagoctgg cocttgbccg cagogoggoa aatctocogaa acacgtocoge goghbttgbtog attttottght toctghboagt

2801 cttggagaag Cacatttata cttocggctgc cCgttcacctc atgaagacta totgtatcaa gaagagcttg adaacgocca
gaacctcttc gtgtaaatat gaagccgacg gcaagtggag tacttctgat agacatagtt cttctcgaac ttttgogggt

Sphl
2881 aagcgaaggc atcattacgc ttcataccgc tttttoctcgoc atgcocaaatc agccgaaaac atacgtbtcag cacgtaatgg
ttcgcttocog tagtaatgog aagtatggcg aaaaagagocy Tacggtttag tcggoLtttg tatgcaagtc gtgcocattaco
it eeeasaesssasssaes s s s e s n e P450 BM3. .. civuecnnneranassanesanassnnssnnsssas >
g s e g i i =t 1 h =t a £ = =« m p n g p k t ¥ vV g h v m

Abbildung 101: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.
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2961 aacaagacgg
ttgttetgec

3041 ecctgoogttg
ggacggcaac

3121 gcagctagaa
cgtcgatctt

caagaaattg
gttoctttaac

aagcaacgct
ttcgttgega

gaaaaaggcoc
ctttttooag

attgaacttc
taacttgaag

tatgaaaagco
atactttteg

gatacgcaaa
ctatgogttt

Anhang

Bcll

=
ttgatcaagg
aactagttece

tatgctgacg
atacgactgce

agacgtgtgg
tctgoacacc

agcgcacttc
tcgogtgaag

Dralll

ttcaccaagt
aagtggttca

goctgggtaat
cgacccatta

tatatttgcg
atataaacgc

gagtgaagca
ctcacttegt

EcoRl
aagaattcoga
ttcttaagct

gagacggaag
ctectgectte

gacgcotogoet
ctgcgagega

gotocogtoga
cgaggcaget

ccaaatggca
ggrttacegt

tatggetgea
ataccgacgt

Notl

HindITI
caagottgog
gttcocgaacgc

Abbildung 102: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von P450 BM3 A74G L188Q BB. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.
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321

401

481

61

641

T21

801

881

96l

Abbildung 103: Gen- und Aminosauresequenz von HisA PTDH. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot

Anhang

ggggggrtcT
ccoccoccaaga

catcatcatc atcatcatgg tatggctage
gtagtagtag tagtagtacc ataccgatcg
His-Tag
Y & b -7
m g g = h h h h h h g m a s

Sacl
*haol

atgacgataa
tactgctatt

ggatcgatgg
cctagcoctaco

ggatccgage tocgagatget
cctaggctcg agctotacga

Start
Y & b -7
d d d E d r w g = e 1l & m

ctgcaactge
gacgttgacg

tggcgocaca
accgocggtgt

ttgcgagetg ataaccaace
aacgcoctcocgac tattggttgg

M2ET
= = 1Y
1 g 1 1 a p h = e 1 i €t mn

ctgtcgogat gotcaggoga tgatggoghbt catgoccocgat
gacagcgcta cgagtccgoct actaccgcaa gtacgggota
Y & b -7
r o r d a g a m m a f m p d

gtgtaatcgg
cacattagcc

V7111
Y & b -7
r v 1 g c a 1 k g £ d n £

ctgocgegete
gacgcgogag

aagggcttog
ttoccogaago

acaatttcga
tgttaaagct

gtgocctgate tgttgacggt cccgactgoc gagocbggoga

cacggactag acaactgcca gggctgacgg ctcgaccgoct

o b = Y
v p d 1 1 =« v p t a e 1 a

agatgogrttc
tctacgoaag

gtcogototg
caggocgagac

gcaagttcaa gggcoctggcaa
cgttcaagtt coccgaccgtt
E130K Ql32K

Y & b -7
a d a £ ¥ r = g k £ kE g w g

gocttcottgg
cgaaggaacc
I150F
Y & b -7
g £ 1 g m g a i g 1 a m a

catgggcgoec
gtacccgogg

atcggactgg
tagcoctgaco

ccatggctga
ggtaccgact

aggaaggctc
tcottocogag
R1T7&R
Y & b -7
r k a 1 d «© g t©t e g r 1 g

tggatacaca
aCCtAtgtgt

aaccgagcaa
ttggotogtt

cggctocggoo
gecgagocogy

hervorgehoben.
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atgactggtg
tactgaccac

gacagcaaat
ctgtcgttta

gggrtcgggat
cccagcocta

ctgracgacg
gacatgoctgo

PTDH. s s s v s e assesssacsesnnsnennnesnnasnnnnssss >
m t g g g g m g r d 1 v d

gccgaaactc
cggctttgag

gttataactc
caatattgag

accgagtaca
tggctcatgt

cgaagagatec
gcttototag
D13E

PTDH. s s s v eeessenssacsssnacesnnesnnasnnnsssss >
1 p kE 1 v 1 t h r v h e e 1

agaccgacag
toctggotgto

cacgctgacg
gtgcgactgc

cgcgaggaaa
gcgctoottt

ttctgcgocg
aagacgcggc

o . >
g ©t d s t 1 © r e e i 1 r

cgggtcgatg cagactttct tcaagootgc cctgagotgo

gcocccagotac gbctgaaaga agttcggacg ggactcgacg

PTDH. s s s v s e assesssacsesnnsnennnesnnasnnnnssss >
r w d a d4 £ l1 g a c p e 1

tgtggacgce
acacctgcgg

tgtactgcge
acatgacgog

goggggtctg
cgocococcagac

gctgacctte
cgactggaag

PTDH. s s s v eeessenssacsssnacesnnesnnasnnnsssss >
d v d a c £t a r g v w 1 t© £

tcggactgge ggtggggctg gggcggcatc tgocgggoage
agcctgaccy cCaccccgac coccgccgtag acgococcgtog
PIDH. e st v eeesneessacesnaesnnassnasnnnsssss >
i g 1 a v g 1 g r h 1 © a

ccacatttct acggcacggg
tgococghbgoco

gctggataac tctacggtocg

ggtgtaaaga cgacctattg agatgccagoc
Q137TH Rl4eS

PTDH. s s s v s e essesssasesnnscesnnessnasnnnsssss >
p h £ ¥y g T g 1 d n = Tt v

tocgocttgoag
agcgaacgtc

ggatggggcy
coctaccococgo

cgaccctgcea
goctgggacgt

gtaccacgcg
catggtgcgco

E175A
PTDH. s s s v eeessenssacsssnacesnnesnnasnnnsssss >
d r 1 g g W g a t 1 g v h a

tgocgocaggt
acgcggtoca

ggcgtgcage
cocgcacgtog

gaactcttcg
cttgagaagc

ccagctogga
ggtcgagcoot

PTDH. s s s v eeessenssacsssnacesnnesnnasnnnsssss >
1l r g v a © = e 1 £ a = =



1041 cttcatcctg

gaagtaggac

ctggogotte
gaccgcgaag

Anhang

cocttgaatgc cgataccctg catctggtoa
ggaacttacg gctatgggac gtagaccagt

acgccgagot
tgcggotoga

gottgoocctc
cgaacgggag

gtacggccgg
catgoccggoc

Q215L

e o 1= N 1 1 | >

d £ i 1 1 a 1

1121 gcgoctetget

cgcgagacga

tgtaaacccc
acatttggog

s

g a 1 1 v n p

1201 cggocggatgt

goccogoctaca

ggcgggtatg
ccgoccatac

e i amanaaa s s s

d

g g v a a

1281 cgcgocatcog

gcgogtagge

aatacgoctgt
ttatgcgaca

e i amanaaa s s s

1 a h p n t 1

1361 cgcagaacat

gcgtocttgta

cctoccaggea
ggyaggtcocgt

I313L V31:A
Fesar s s s n s

a g n i 1 g a

HindIII
1441 gactgaaagc ttggoctgttt
ctgactttocg aaccgacaaa
C33eD
>...>»> HisA PTDH

d —

n a d t 1

p 1
tgtcgbgget cggtagtgga
acagcaccga goccatcacct
= b = 7Y

c r g s v v
attcgaaatg gaagactggg
taagctttac cttctgaccco

Y & b -7 Y
v £ e m e d w
tcactcocgca catagggtocg
agtgaggcgt gtatcccage
Y & b -7 Y
fF £t p h i g =

ttggcaggtg agcgoccaat
aaccgbccac tcgocgggtta
R31SE
Y & b -7 Y
1 a g e r p

tggcggatga gagaagattt
accgocctact ctottoctaaa

h 1 w n a e
tgaagccocgco

acttocggogg

gtgotcgoegg
cacgagcocgoc

PIDH....vvieivnnnrnnns

d e a a v 1 a

ctcgogogga
gagcgcgoot

coggocogotg
ggccggegac
R275L

PTDH...cveneennnnsnnns

a r a d r p 1
gocagtgogocg
cgtcacgege

cggtgcgoct
goccacgocgga

PTDH...cveneennnnsnnns

a v I a v I

caacgctgtyg aaccgtotge
gttgcgacac ttggocagacg
L3258V

PTDH...cveneennnnsnnns

in a w n r 1

tcagcctgat acagattaaa
agtcggacta tgtctaattt

1 1 a 1 v r p
cgcttgagey aggcoccageto
gocgaactcgc tocggtogag
.................... >
a 1 e r g g 1

tgcatecgate

acgtagctag

L27&C

.................... >
c i d P a 1

ctgogotget
gacgocgacga

ggagattgaa cgttgtgcag
cctctaactt gcaacacghc
.................... >
1 e i e r c a

Sacll
ccaaggccaa tcctgoocgoeg

ggttccggtt aggacggcgo
E332NH

.................... >

r kE a n p a a

tcagaacgca gaagocggtct
agtcttgogt cttogocaga

Abbildung 104: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von HisA PTDH. Relevante Sequenzabschnitte

wurden rot hervorgehoben.
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Anhang

Bglll ¥hbal
4961 tcgagatctc gatcccgcga aattaatacg actcactata ggggaattgt gagoggataa caattccococt ctagaatgaa
agctctagag ctagggogot ttaattatge tgagtgatat ccccttaaca ctogoctatt gttaagggga gatcttactt
TI7 tran=scription =tart

FDH >>..>
ol

Tatl

5041 gatcgtttta gtcttatatg atgotggtaa goacgoctget gatgaagaaa aattatatgg ttgtactgaa aataaattag
ctagcaaaat cagaatatac TACJAacCcatt cgbgcgacga CLacttcttt ttaatatacc aacatgactt Ltatttaatc

5121 gtattgctaa ttggttaaaa gatcaaggtc atgaactaat tactacttct gataaagaag gtgasacaag Logaattggat
cataacgatt aaccaatttt ctagttccag tacttgatta atgatgaaga ctatttcttec cactttgttc acttaaccta

AhwNI

5201 aaacatatcc CAgatgctga TAttatcatc Aaccactcctt tCcatcoctgs Ltatatcact aaggaaagac ttgacaagge
tttgtatagg gbctacgact ataatagtag tggtgaggaa aggtaggacg aatataghbga ttoccoctttoctg aactgttocg

Bell

5281 taagaactta aaattagtcg tLgtcgctgg tgttggttcht gatcacattg atttagatta tattaatcaa acaggtaaga
attcttgaat tttaatcagc aacagcgacc acaaccaaga Ctagtgtiac taaatctaat ataattagtt Logtccattot

Xoml

AFIITT MslI
5361 aasatctcagt cttggaagtt acaggttcta atgttgtbctc tgttgoctgaa cacgttgtca tgaccatgoct tgtottggtt
tttagagtca gaaccttcaa tgtccaagat tacaacagag acaacgactt gtgocaacagt actggtacga acagaaccaa

e n s s e a s s m s s m s Es s Er s a e FDH. it i v nnennnnnessssssssnnssnnnsnnnnnnnnnns >
kE 1 = v 1 e w T g = n v v 2 v a e h v W m €t m 1 v 1 w
Epulll EcoRV

5441 agaaatttcy tLCCagcaca tgaacasatt attaaccacy attgggaggt tgctgctatc gotaaggatg CtTacgatat
tctttaaagec aaggtcgtgt acttgtttaa taattggtgc taaccctcca acgacgatag cgattcctac gaatgotata

5521 cgaaggtaaa actattgota cocattggtbge tggtagaatt ggttacagag tottggaaag attactcoct tttaatccaa
gottccattt tgataacgat ggraaccacg AcCAatcttaa CCaatghbctc agaacctttc taatgaggga aaattaggrtt

Ecotrl Earl
5601 aagaattatt atactaccag cgcaacgoctt taccaaaaga agctgaagaa aaagttggtg ctagaagagt tgaaaatatt
ttcttaataa tatgatggtc gogttgogaa atggttttot togacttott tttcaaccac gatcttoteoca acttttataa
D1S5QY196RQ1ISTH

Abbildung 105: Gen- und Aminosauresequenz von FDH*. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot
hervorgehoben.
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56881

5761

5841

5921

6001

6081

gaagaattag
cttocttaatc

attattatct
taataataga

cagctttaga
gtcgaaatct

agagatatga
tctoctatact

BpuEl
Smll
ttgoctcaageo
aacgagttog

aaatttaaaa
tttaaatttt

atctggtcaa
tagaccagtt

gaaataaata
ctttatctatc

Ecob7l

atacgctgaa
tatgcgactt

taaatggtga
atttaccact

ggtactaaaa
ccatgatttt

atacgttact
tatgcaatga

EcoRV
—_—

tgatatocgtt
actatagcaa

aaggtgottg
ttccacgaac

ttaagaggtt
aattctccaa

tggtgctggt
accacgacca

atatcttgga
tatagaacct

aaagcttacg
tttcgaatge

Anhang

EspMI
acagttaatg ctccattaca cgcaggtaca
tgtcaattac gaggtaatgt gogtocatgt

BstAPT

gttagtcaat accgcaagag grgctatttg
caatcagtta tggcogttctc cacgataaac

acggtggtga tgtttggttc
tgccaccact acaaaccaag

ccacaaccag
ggtgttggtc

BseR1
aatgccatga ctcctcacta
ttacggtact gaggagtgat

ctctggtact
gagaccatga

BTCACTCLLL actgghaaat
tagtaagaaa tgaccattta

ttgattacag
aactaatgtc

Smil
*hel

gtaaacacga taagaaactc gagcaccacco
catttgtgct attctttgag ctoghbggtgg

Pacl
= _

aaaggtttaa
tttcocaaatt

ttaataagga
aattattcct

Ecob71

tgttgoctgaa
acaacgactt

ctccaaagga
gaggtttect

actttagatg
tgaaatctac

accacaagat
tggtgtteta

accaccacca
tggrggtggt

Hi=s-Tag

gatgttgcag
ctacaacgtc

Etgl
Neol
Sty
Tagll
tcacccatgy
agtgggtacc

ctcaaacaag
gagtttotto

attatcttat
taatagaata

ctgagatcog
gactctagge

Abbildung 106: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von FDH*. Relevante Sequenzabschnitte wurden
rot hervorgehoben.
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1 ggggaattgt
ccococttaaca

81 gtcgtgattt

cagcactaaa

181 gcggtgogta

cgoccacgcat

241 cggtcagctg

gccagtocgac

321 cgaccatgcg

gctggtacge

401 gttacccagt

caatgggtca

431 ccacgcgcac

ggtgcgogtyg

581 cgctgtatga

gcgacatact

641 cagatgttta

gtctacaaat

721 gggtggocccg

cccaccgggc

Abbildung 107: Gen-
hervorgehoben.

212

gagoggataa
ctcgootatt

tctgaagtat
agacttcata

actacggtct
tgatgoccaga

ccgggcaccc
ggcococgtggy

tcgtgogacco
agcacgoctgg

gocccgattge
cgggotaacy

ctggocgagoec
gaccgcotogg

cgtggacgat
gocacctgota

gcgttgacaa
cgcaactgtt

caagttococgo
gttcaaggcg

caattcoccct
gttaagggga

agocgtggocgco
tocgcaccgeg

ggttattaag
ccaataattc

tgattaccgo
actaatggeg

accattcact
tggtaagtga

gcaaaacctg
cgttttggac

aatatgtgga
ttatacacct

aaagataccg
tttctatgge

caccgogotg
gtggcgocgac

gtagcgtgat
catcgcacta

Anhang

gtagaaataa ttttgtttaa
catctttatt aaaacaaatt

tgggcgtggc gagcgogolg
accocgcaccy ctcgocgocgac
TAT-leader

aacgtgaaag ttgcgococgga
ttgcactttc aacgcggoct

gaacaagggt gacaccctgoc
cttgttcoccca ctgtgggacg

ggcacggtct gttccaagog
cocgbgocaga caaggttoge

agctacacct atgaaatccc
tcgatgtgga tactttaggg

tggtctgcgt ggococgotgg
accagacgca ccgggcgaceo

tggttatgct ggaggattgg
accaatacga cctcctaacco

ctgagcccgy ttoccggatag
gactcgggocc aaggocctatc

caacgttacc cgtggcaaac
gttgcaatgy gcaccgtttg

ctttaataag
gaaattattc

ccgotgtgga
ggcgacacct

cggcttogag
gococgaagoto

acatcaacgt
tgragttgca

accaccgogg
tggtggogoc

gctgcacgac
cgacgtgotg

ttatctacga
aatagatgct

tatcataccc
atagtatggg

cggtctgatt
goccagactaa

gttatcgtct
caatagcaga

Ncol

gagatatacc atggogcocaac
ctctatatgg taccgogttg
>».BSL...>

m a q

ttttgcggcg
aaaacgoccgc

gococgtgoggt
cggcacgoca

cgtagcatcg
gcatcgtago

tgagcgttaa
actcgcaatt

gaccaaccag
ctggttggtc

ctgaccgatc
gactggctag

atgaggatgy
tactcctace

toCcggogott
aggocgoaaa

cagaccggta
gtctggocat

ccatgtggta
ggtacaccat

coccgaacgat
gggcttgocta

cocgcacaagg
ggcgtgttoe

cggcgcoggt
gococgoggoca

gotggaacac
cgaccttgtg

aacggcaagg
ttgcocgttoo

goccgttacgt
cggcaatgca

gocgtgtgatc
cgcacactag

aacgcgagog
ttgocgotoge

und Aminosduresequenz von RSL. Relevante Sequenzabschnitte wurden

rot



801

881

961

1041

1121

1201

1281

1361

1441

1521

1601

1681

cgattggtag
gctaaccatc

gttgtggata
caacacctat

gattcgtgog
ctaagcacgc

ataacggtgc
tattgcocacy

gogotgatoa
cgcgactagr

tgatggcatt
actaccgtaa

acaacgcgag
tgttgcgctco

attaccggtg
taatggccac

ctatgtgasac
gatacacttg

goccocgtggtt
cgggoaccaa

gtgcgtcagg
cacgcagtcc

tctgoaatgy
agacgttacc

cttcaccttt
gaagtggaaa

gottoccagat
cgaaggtcota

ccgatgacog
ggctactgge

goccgaacgog
cggcttgogo

accocgggtgo
tgggcccacyg

ctgocgtttoa
gacgcaaagt

caccaacgcg
grLggttgcgc

gogoggacca
cgogocctggt

cocgococgogto
ggcggcgcay

tgtgcactge
acacgtgacg

gocacccaaag
cgtgggttto

agcattgagg
tocgtaactcoo

ttacgocgggo
aatgcocgocog

TOgocggygtgc
accgcccacyg

gagccgacca
ctocggoctggt

gcocgggtgge
cggocccacog

cotttaacaa
ggaaattgtt

gacttcggta
Ctgaagoccat

coccgatccac
gygcrtaggty

grgatgrggt
cactacacca

cacatcgatt
gtgtagctaa

cgttcagocog
gcaagtoggoe

Anhang

gocaccgtot gaccgttate
cggtggocaga ctggoaatag

caacgttata gogtgatogt
gttgcaatat cgocactagca

gggtaccaac gogaacctgg
cccatggttyg cgocttggace

ccgaacaagg taccgcogatt
ggcttgttcoc atggocgotaa

agcgcgoocgy cggacgtgag
tocgcgocggcc goctgcacto

catcaagtac gaagocgocoga
gtagttcatg cttcgocgget

ccaacgagca caccctggtg
ggttgcoctcgt gtgggaccac

ctgocacggtc atgtgtttga
gacgtgccag Tacacaaact

tcgtgttggt ggcaccgotg
agcacaacca ccgtggocac

ggcacctgga agoggghbcoctg
cocgtggacct tcgoccagac

aaccaagcgt gggaacagcoct
ttggttcgoa cocottgtoga

Ncol

gaggcggacy
ctoccgootge

tgaaaccaac
actttggttg

acccgaccaa
tgggctggtt

ggcaccgoge
ccgtggegey

cctgaacctg
ggacttggac

gococtgococgac
cggacggotg

ctgccgcaca
gacggogtgt

tgtggttaaa
acaccaattt

tggttctgog
accaagacgc

gogotggttt
cgcgaccaaa

gtgocogaag
cacgggctto

gtattcogea
cataaggcogt

cagaccgogg
gtctggogec

cgtgtttgog
gcacaaacgc

tggttgagga
accaactcct

gogatcggteo
cgctagocag

coctgotgaaa
ggacgacttt

acaaggttat
tgttccaata

agcctgggtg
tCggacccac

tttcaaaaco
aaagttttgg

ttgoggaggo
aacgocctoog

tatcaggogo
atagtcocgeg

cgaaccgotg
gocttggogac

cgaactactg
gocttgatgac

gttctgcact
caagacgtga

aaacctgcac
tttggacgtg

gtagcaccgt
catcgtggoa

attctggcga
taagaccgct

cgaactgaac
gocttgacttg

gocaccoccogaa
cgtggggett

gacaaccogg
ctgttgggcc

gccgagocgaa
cggctogott

tgcogaccga
acggcotgget

EcoRI

EamHI

agoccaccogo agtttgaaaa gtaaccatgg goagocagoca tcaccatcat caccacagoc aggatccocgaa
Logotgggcy TCaaactttt cattggrtace cgtogtcggt agrtggtagta grggtgtcgg tocctaggctt
Strep-Tag

Abbildung 108: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von RSL. Relevante Sequenzabschnitte wurden
rot hervorgehoben.
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Anhang

1521 atagattatg aaaatcgaag aaggtaaact ggtaatctgg attaacggog ataaaggota taacggtctc gotgaagtog
tatctaatac ttttagcocttc ttoccatttga ccattagacc taattgocgc tatttccgat attgocagag cgacttcago

P e e e e s e e a e e s s e anna e MalE...uoceuumnnnnnannsnsnnsnssnsssnnssnns >
m E 1 e e g k 1 v i w i n g d kE g ¥y n g 1 a e w
P e e e e e e e s e n s MalE RSL F-80850. ... i reinnnnrssnnnsssnnssnns >

m kk i e e g k¥ 1 w i w 1 mn g d k¥ g v mn g 1 a e w

1601 gtaagaaatt cgagaaagat accggaatta aagtcaccgt tgagcatccg gataaactgg aagagaaatt cccacaggtt
cattctttaa gotoctttcta tggccttaat ttcagtggca actcgtaggc ctatttgacc ttotoctttaa gggtgtccaa

e a e e e a s e E e MalE. ... oot eeesneesnnnasnensnnnsnnennnnnsns >
g ¥ ¥ £ & ¥ d t g i k¥ v t w e h p d kE 1 e e k f£f p g w

e a e s e a e a e MalE RSL F-885.......ctuccrinecerncesnncnannennnnnnnn >
g ¥ ¥ £ & ¥ d t g i k¥ v t w e h p d kE 1 e e k f£f p g w

1681 gcggcaactg gogatggocc tgacattatc ttotgggocac acgaccgctt tggtggoctac gotcaatctg goctgttggo
cgcocgttgac cgoctaccggy actgtaatag aagacccogtg tgotggogaa accaccgatg cgagttagac cggacaaccg

e ae e aaa e e s s s MalE.....cceraceesncaesnnnesnensnnnsnnannnansnn >
a a ¢t g 4 g p d i 1i f w a h d4 «r f g g ¥ a g = g 1 1
e as e ae s s e e s s MalE RSL F-885....ccctucesnncesacasnnnsnncnnnnnsnn >

a a ¢t g d g p d i i f£f w a h d r f£f g gy a g s g 1 1

1761 tgaaatcacc ccggacaaag cgttocagga caagoctgtat cogtttacct gggatgoccogt acgttacaac ggocaagotga
actttagtgg ggoctghbttc goaaggtocct gttocgacata ggoaaatgga cocotacggoa tgocaatghbtg cogttogact

e e e s a e e e s aa e a s a s amEa e EE s MalE. ..o eennnnennsssssssnsssnnnsnnnnnnnnnns >
a e 1i € p d k a £ g d kE 1 vy p £ t Ww d a v r ¥ n g k 1
e e e e e e e s s e e aa s s e e m s a e nE s MalE RSL F-8850. .. ...t irrrssrasssnnnsnnnnnnnnnns >

a e i t p d kE a f g d4d kE 1 v p £ t w d a w r w n g k 1

1841 ttgcttaccc gatcgotgtt gaagogttat cgotgattta taacaaagat ctgotgoccga acccgoccaaa aacctgggaa
aacgaatggy Ctagcgacaa cttcgcaata gogactadat attgtttcta gacgacggct tgggocggttt tLggaccott

e a e e e a s e E e MalE. ... oot eeesneesnnnasnensnnnsnnennnnnsns >
i a v p i a w e a 1 s 1 i vy n k d 1 1 p n p p E &t w e
e a e s e a e a e MalE RSL F-885.......ctuccrinecerncesnncnannennnnnnnn >

i av p i awv e al = 1 i w n k¥ d4d 1 1 p n p p kE t w e

1921 gagatcccgg cgctggataa agaactgaaa gocgadaggta agagocgcgct gatgttcaac ctgcaagaac cgtacttcac
ctctagggecc gogacctatt tcocttgacttt cgotttccat tctcgogoga ctacaagttg gacgttcttg goatgaagtg

e ae e aaa e e s s s MalE....uceeranesncaesnanssnansnnnsnnennnnnsns >
e i1 p a 1 d kE e 1 k a k g E 5 a l1 m £ n 1 g e p v £
e as e ae s s e s s e MalE RSL F-885....ccctuccrnnceracasnnnanncnnnnnnnn >

e i p a 1 4 kK e 1 k¥ a kg k¥ s a 1 m £ n 1 g e p v £

2001 ctggocgoctg attgotgoctg 2cgggggtta tgocgttcaag tatgaaaacg gocaagtacga cattaaagac gtgggocgtgg
gaccggogac taacgacgac tgoocccaat acgocaagtto atacttttge cgttcatgot gtaatttotg caccogoaco

e ae e aaa e e s s s MalE.....cceraceesncaesnnnesnensnnnsnnannnansnn >
t w p 1 i a a d g g v a £ k ¥ e n g k v d 1 k d v g v
e as e ae s s e e s s MalE RSL F-B85......ciucernncerncesnncnannannnnnnnn >

t w p 1 1 a a2 d g g v a £ k¥ w e n g k yv d i kE d v g ¥

2081 ataacgctgg cgcgaaagcg ggtctgacct tcctggttga cctgattaaa aacaaacaca tgaatgcaga caccgattac
tattgcgacc gogotttcgc Cocagactgga aggaccaact ggactaattt ttgtttgtgt acttacgtct grtggctaatg

e a e e e a s e E e MalE. ... oot eeesneesnnnasnensnnnsnnennnnnsns >
d n a g a k a g 1 =t f 1 w d 1 i k n k h m n a d t d ¥
e a e s e a e a e MalE RSL F-885.......ctuccrinecerncesnncnannennnnnnnn >

d n a g a k¥ a g1 ¢t £ 1 w d 1 i £E n kE h m n a d t d vw

Abbildung 109: Gen- und Aminosauresequenz von MalE RSL F-895. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot
hervorgehoben.

214



2161

2241

2321

2401

2481

2561

2641

toccatcgcag
aggtagcgtco

Fu e e e e a s e s e s et a e e MalE RSL F-8%95

cagcaaagtyg
gtcgtttcac

Fu e e e e a s e s e s et a e e MalE RSL F-8%95

caggtattaa
gtccataatt

gaagcggtta
cttogocaat

Fu e e e e a s e s e s et a e e MalE RSL F-8%95

TQCCgCCact
acggcggtga

Fu e e e e a s e s e s et a e e MalE RSL F-8%95

gtactgcggt
catgacgcca

aacaacaaca
LLOLLOLLOL

Fu e e e e a s e s e s et a e e MalE RSL F-8%95

aagctgocctt
ttcgacggasa

aattatggotyg
ttaataccac

cgccgoccagt
goggcggtca

ataaagacaa
tatttctgtt

atggaaaacy
taccttttgo

gatcaacgcc
ctagttgcgg

acaataacaa
tgttattgtt
Spacer and

taataaaggc
attatttcog

Taacggtact
attgccatga

cocgaacaaag
ggcttgtttc

accgctgggt
tggocgaccca

coccagaaagg
gggtctttoo

goccagoggte
cggtcgocag

taacaacaac
AattOLLOttg

Anhang

gaaacagcga tgaccatcaa
ctttgtcgct actggtagtt

e Tt a m t i
e Tt a m t i

gccgaccttc aagggtcaac
cggctggaag ttcccagttg
1 p t £ ¥k g a
1 p t £ ¥k g a

agctggcaaa agagttoctc
tcgaccgttt totcaaggadg

e 1 a E e £ 1
e 1 a E e £ 1

gocgtagogc tgaagtotta
cggcatcgcy acttcagaat

a v a 1 k =
a v a 1 k =

tgaaatcaty CCgaacatcc
actttagtac ggcttgtagg

g e i m pr n i

g e i m pr n i

gtcagactgt cgatgaagcc

cagtctgaca goctacttocgg
malE primer

v d e a

r g t v d e a

ctcgggatcy agggaaggat
gagccoctage tocottocta

factor alpha =ide

Abbildung 110: Fortsetzung der Gen-
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.

1 g i e g T

und Aminosauresequenz

cggoccocgtgy gocatggtoca

goccgggcace cgtaccaggt
n g p w a w =
n g p w a w =

catccaaacc gttogttggo
gtaggtttgg caagcaaccdg

gaaaactatc tgctgactga
cttttgatag acgactgact

cgaggaagag ttggtgaaag
gCotocCttoctc 2accactttc

cgcagatgtc cgctttotgg
gogtctacag gogaaagaco

ctgaaagacyg cgcagactaa
gactttctgc gocgtoctgatt

Nool

ttCacataty tocatggocg
aagtgtatac aggtaccggoc

>»...R5L
m a

von MalE

acatcgacac
tgtagoctgtyg

grLgctgagcy
cacgactcgco

tgaaggtctyg
acttccagac

BtCCOgoCgtat
taggcgcata

tatgcocgtgco
atacggcacyg

ttcgagcotog
aagctcgage

toccgogacta
BggCOCTgat

v r d
F895....>
v r d

RSL F-895. Relevante
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2721

2801

2881

2961

3041

3121

3201

3281

ccagttcatc
ggtcaagtag

e e e s e aa s e aa s s a e a e MalE RSL F-885

ggacgttaat
cctgcaatta

e e e s e aa s e aa s s a e a e MalE RSL F-885

goctacaacaa
cgatgttott

e e e s e aa s e aa s s a e a e MalE RSL F-885

cattgcacag
gtaacgtgtc

s a s e aa s et aa s s e a e MalE RSL F-8895

caagtcaata
gttcagttat

s a s e aa s et aa s s e a e MalE RSL F-8895

gacgatgcta
ctgctacgat

s a s e aa s et aa s s e a e MalE RSL F-8895

tagcaatacc
atcgttatgg

e e et e e e e MalE RSL F-855

tccocococggte
agggggccag

e e e s e aa s e aa s s a e a e MalE RSL F-885

Abbildung 111:

216

atcaagaacg
tagttcttgc

cacggoctaac
gtgcococgattg

ttcattggca
aagtaaccgt

aatttgtcott
ttaaacagaa

tgtggatgga
acacctacct

gcaccgtggt
cgtggcacca

goccttactet
cggaatgaga

ggtaatcaac
ccattagttg

tcaataccge
agttatggog

aagggtgata
ttcococactat

cggattgttc
gocctaacaag

atacatacga
tatgtatgct

ttgocggggac
aacgcccctyg

tatgctcgaa
atacgagctt

ctcocggttoo
gaggccaagy

gtgactcgog
cactgagcge

Fortsetzung der Gen-
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.

Anhang

tccocgatgge tttgagogat
agggctaccy aaactocgota

a p d g f & r
Fg88s
a p d g f e &

cgttgocatgt gaatgtcaca
gcaacgtaca cCttacagtgrt

t 1 h v n
RSL F895
t 1 h v n

caagctacta ctgotgatga
gttcgatgat gacgactact

g a ¢t t a d
RSL F895
g a ¢t t a d

gatcccactg cacgaccaaa
ctagggtgac gtgoctggrott
e i p 1 h
RSL F895
p 1 h

ctttggtcat atatgacccoco
gaaaccagta tatactgggg

v i
RSL F895
v i

r 1

gactggtatc acactccggeo
ctgaccatag tgtgaggccg

d w ¥ h t©
R5L. F835
d w v h t©

ggactcgggt cttatcaatg
cctgagcocca gaatagttac

pr d s
REL
pr d s

q 1 i mn
Fas8s5
q 1 i mn

ggaaacgata tcgcocttgege
cctttgoctat agcgaacgog

g k r v r 1 r

REL F895
g k r ¥y r 1 r

und Aminosauresequenz

ctattgtete
gataacagag

aatcttotcoa
ttagaagagt

ggatggrtoct
coctaccagga

COggaactat
gococttgata

aatgatccac
ttactaggtg

acccactcta
tgggtgagat

gaaaaggtcg
cttttcocage

gtgatcaatg
cactagttac

von MalE

cgtcaatgge
gcagttaccg

ctgatccaac
gactaggttg

gocctttgtoa
cggaaacagrt

gtggtatcac
caccatagtg

acaagtcact
tgttcagtga

gaacaccaaa
cttgtggttt

ctacgtggge
gatgcacccg

cttctgecat
gaagacggta

caggttocctg
gtccaaggac

gatgocgtogt
ctacgcagca

cgcaatgtoc
gogttacagg

gocccatcttg
CcOgggtagasac

ctacgatgtg
gatgctacac

tgttctocgac
acaagagctg

ggaccccaag
coctggggttc

tggttecatte
accaagtaag

RSL F-895. Relevante



3361

3441

3521

3601

3681

378l

3841

3921

actttttoga
tgaaaaagct

tCcgagggaca
agctcoctgt

tcgocttgact
agcgaactga

Anhang

gtcattgagg cogatggaat
cagtaactcc ggotacctta

toccacatgag
aggtgtactec

cotttggtog
ggaaaccagc

tocgatagttt
agctatcaaa

e e an s e aaaaaa s s s a s MalE RSL F-885..... .0t iinnnertnnnnnsnansssannsnns >

v i e a d g

e e e a s aaasaaa s s s e RSL FBOS. ...ttt iiinesstnnssssnanssnnnsssnnnsnnn >

ccagatctat
ggtctagata

goccggtcaac
cggoccagttg

getattetgt
cgataagaca

v i e a d g

cattgtcgaa gcoccaaccaga
gtaacagctt cggttggtot

ccgoctgotaa
ggcgacgatt

ctactgggta
gatgacccat

cgcgctoccaa
gocgogaggtt

e e e s e e s s aa e s s s e e MalE RSL F-885..... 0t tnnnerssnnnnnnansssannsnns >

w 1 w e a n aq

i e e a e s aaa s s aa s s s 3 T - B L >

tgacagtcgc
actgtcagcg

aggggctggr
tccocogacca

accaatgoca
tggttacggt

v 1 v e a n g

accttgaccc cactaatgtco
tggaactggg gtgattacag

tttgoccgtgc
aaacggcacg

tgcattacga
acgtaatgct

aggagcgcco
tcctogoggg

e e an s e aaaaaa s s s a s MalE RSL F-885..... .0t iinnnertnnnnnsnansssannsnns >

n 1 d p £t n w

e e e a s aaasaaa s s s e RSL FBOS. ...ttt iiinesstnnssssnanssnnnsssnnnsnnn >

agcggcgage
tocgoocgotog

ctacgactga
gatgoctgact

gcaaggtact
cgttoccatga

n 1 d p t n W

gocgattggta ctgocgttggt
cgctaaccat gacgocaacca

cgaagaaaac
gottottttg

ctgcatgege
gacgtacgog

tgataaaccc
actatttggg

e e e s e e s s aa e s s s e e MalE RSL F-885..... 0t tnnnerssnnnnnnansssannsnns >

a i g t a 1

i e e a e s aaa s s aa s s s 3 T - B L >

cggtgctcog
gccacgagge

ggcggttctg
ccgoccaagac

cocccagoaga
ggggtogrtet

a i g t a 1

cgttagocctt aacctcgoga
gcaatcggaa ttggagogot

taggacgttc
atcctgcaag

tactgtcgac
atgacagctg

ggaattoctta
ccttaagaat

e e an s e aaaaaa s s s a s MalE RSL F-885..... .0t iinnnertnnnnnsnansssannsnns >

d v =5 1 n 1 a

e e e a s aaasaaa s s s e RSL FBOS. ...ttt iiinesstnnssssnanssnnnsssnnnsnnn >

ggtttacctt
cocaaatggaa

caacaatatc
gttgttatag

aagtatgagg
ttcatactce

d v = 1 n 1 a

ctccatcgeot tocaacgott
gaggtagcga aggttgogaa

cttaagatecc
gaattctagg

tatctaacgg
atagattgoo

agcttctaat
tocgaagatta

e e e s e e s s aa e s s s e e MalE RSL F-885..... 0t tnnnerssnnnnnnansssannsnns >

a p s 1 p £t 1

i e e a e s aaa s s aa s s s 3 T - B L >

aatgotgatt
ttacgactasa

ttgacgocaag
aactgcgttc

tgaacacact
acttgtgtga

a p s 1 p £t 1

atcgtactgc coccataataa
tagcatgacy gggtattatt

agttattgaa
CCEATaACTT

ctcaacatta
gagttgtaat

ctggaggtgc
gacctccacg

e e an s e aaaaaa s s s a s MalE RSL F-885..... .0t iinnnertnnnnnsnansssannsnns >

i v 1 r h n

e e e a s aaasaaa s s s e RSL FBOS. ...ttt iiinesstnnssssnanssnnnsssnnnsnnn >

agatcaccct
tctagtggga

attcatctcec
taagtagagg

acggccacgt
tgccggtgca

i v 1 r h n

atttgacgtc gtcaagtccco
taaactgcag cagttcaggg

tcggtggtac
agccaccatg

cccgaactat
gggcttgata

gtgaacccte
cacttgggag

e e e s e e s s aa e s s s e e MalE RSL F-885..... 0t tnnnerssnnnnnnansssannsnns >

Abbildung 112: Fortsetzung der Gen-
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.

v £ d w v k =

und Aminosauresequenz

von MalE RSL F-895. Relevante
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4001

4081

4lal

4241

ctogocaggga
gagcgtocect

s saaa s s s s s s s s s s s e e e s MalE RSL

s s s aaaaaaaaaaa s s s s R5L

cactgccaca
gtgacggtgt

e a s s s s s e s et MalE RSL

e e e s e e e e et RS5SL

ccagtctgtt
ggtcagacaa

i aa s a s s e e s e MalE RSL

it s s e s s e e e e RSL

accocgoagtt
tgggcgtcaa
>..MalE RSL

h p g

tgtcgttogt
acagcaagca

ttgactggcoa
aactgaccgt

cagcccagtg
gtcgggtcac

tgaaaagtaa
acttttcatt
F-885..>>
f & k -

grgggaggca
caccctoogt

cttggaagec
gaaccttogg

gttcctggaa
caaggacctt

Anhang

cgggtgtcgt ccttogtttc
gcccacagca ggaagcaaag

T g v v 1 r £
T g v v 1 r» £

ggacttgogt tagtcotttge
cctgaacgoa atcagaaacg

g 1 a 1 v £
g 1 a 1 «w £

ccaactctge cccaagtatg
ggttgagacyg gggttcatac
n g 1 c r kE v

n g 1 c r k v

Notl

Mcol

aagaccgata
ttetggetat

cgaagctoct
gottogagga

cggctetoce
gocgagaggy

EamHI

cocatgggogg ccgogatatc gtocgacggat cocgaattoco
ggraccocgoc ggogotatag cagotgocta ggottaaggg

Abbildung 113: Fortsetzung der Gen-

218

accctggtoc
tgggaccagg

gacgaggrtc
ctgotocaag

tgccgagttg
acggoctocaac

tgcaggtaat
acgtccatta

ctggttogtt
gaccaagcaa

e >

. >

goccaggggte
cggtcococag

1 >

1 L >

cagtggagecce
gtcacctogg

= >

1 L T >

HindIII

_Hindlll |
taaataagct
atttattcga

und Aminosduresequenz von MalE RSL F-895. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.



2721

2801

2881

23961

3041

3121

3201

3281

3361

3441

3521

ggataacaat
coctattgtta

atcatcaaga
tagtagttot

tccocctgtag
aggggacatc

acgtcaatac
tgcagttatg

aaataatttt
tctattaaaa

cgctocccgat
gcgagggota

Anhang

gtttaacttt aataaggaga
caaattgaaa ttattcotbot

ggctttgage gatctattgt
ccgaaactcg Cctagataaca

tataccatgg
atatggrtacc

ctcogtcaat
gaggcagtta

ccgtcocogoga
ggcaggogot

ctaccagttec
gatggtcaag

.+«.R5L F-895........ >

a w I

ggccaggtte
cocggtoccaag

d v g £

ctgggacgtt
gacccoctgoaa

e e e a s aaasaaa s s s e 3 T e = L >

aatcacggcoct
ttagtgocga

caattcattg
gttaagtaac

aacaagggtg
ttgttooccac

gocacggattg
cgtgoctaac

atacgttgca
tatgcaacgt

ttccaagcta
aaggttcgat

g £ e r s 1

tgtgaatgbc acaaatoctto
acacttacag tgtttagaag

ctactgctga tgaggatgot
gatgacgact actcoctacca

tcactgateceo
agtgactagg

coctgoctttg
ggacggaaac

aacgatgogt
ttgotacgca

tcacgcaatg
agtgogttac

cgtgoctacaa
gcacgatgrtt

tcccattgoa
agggtaacgt

e e e a s s aa s s aa s s s e 3 T e = L >

cagaatttgt
gtcocttaaaca

cttatacata
gaatatgtat

cgagatccoa
goctcoctagggt

t t a d e d g

ctgcacgacc aaacgggaac
gacgtgctgg tttgocottg

tatgtggrat
atacaccata

cacgocccatc
grgcgggtagy

ttgcaagtca
aacgttcagt

i e aaa s aaa s aa s s s 3 T e = L >

atatgtggat
tatacaccta

ctagcaccgt
gatcgtggoa

ggattgoggg
coctaacgoco

ggttatgctc
ccaatacgag

gacctttggt
ctggaaacca

gaagactggrt
cttcoctgacoa

1 h d g t g

catatatgac cccaatgatc
gtatatactg gggttactag

atcacactcC ggcCacccact
Tagtgtgagy cocgtgggtga

Cacacaagtc
gtgtgttcag

Ctagaacacco
gatcttgtgg

actctacgat
tgagatgcta

aaatgttctco
tttacaagag

grtggacgatyg
cacctgcTac

gactagcaat
ctgatcgtta

i e e a e s aaa s s aa s s s e T e = L >

accgccttac
tggcggaatg

tctoctocoggt
agagaggcca

tcocggactog
aggcctgage

v h € P a p t

ggtcttatca atggaaaagg
ccagaatagt Taccttttoc

tocgotacgtg
agcgatgcac

ggcggaccoco
cocgootgggg

aagtccoccog
ttCcagggyggc

i e e a e s aaa s s aa s s s e T e = L >

gtcggtaatc
cagccattag

cgatcgaggg
gctagcteoo

aacgtgactc
ttgcactgag

acatcgottg
tgtagcgaac

gogggaaacg
cgccococtttge

actgtcattg
tgacagtaac

g 1 i n g k

atatcgcttg cgocgtgatca
tatagcgaac gcocgcactagt

aggccgatgy aattoccacat
tccggoctacc ttaaggtgta

atgottotgco
tacgaagacg

gagocotttgg
ctcggaaacc

cattggttca
gtaaccaagt

tocgtogatag
agcagctatc

ttcacttttt
aagtgaaaaa

tttoccagatc
aaaggtctag

i e e a e s aaa s s aa s s s e T e = L >

tatgoocggto
atacggccag

aacgoctattc
ttgcgataag

tgtcattgtc
acagtaacag

e a d g i p h

gaagccaacc agaccgotgco
cttocggttgy tctggogacg

taactactgg
attgatgacc

gtacgocgctco
catgocgocgag

caatgacagt
gttactgtca

i e e a e s aaa s s aa s s s e T e = L >

e a n g t a

Abbildung 114: Gen- und Aminosauresequenz von RSL F-895. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot
hervorgehoben.
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3601

3681

3761

3841

3921

4001

4081

4161

4241

4321

cgcaggggct
gocgtoccccga

agococtacgac
tcggatgotyg

cocgggcggtt
ggcccgocaa

cttcaacaat
gaagttgtta

attttgacge
taaaactgcg

cctattcate
ggataagtag

ggatgtogtt
cctacagcaa

acattgacty
tgtaactgac

gttcagoccca
caagtcgggt

gtttgaaaag
caaacttttc
>.R5L
g £ = k

ggtaccaatg
ccatggttac

ccaaccttga
ggttggaact

tgagcaagot
actcgttcca

actgocgattg
tgacgctaac

ctgcoccocage
gacggggtcg

agacgttagc
tctgcaatcg

atcaagtatg
tagttcatac

aggcoctccatc
toccgaggtag

aagtgaacac
ttcacttgtg

actatcgtac
tgatagcaty

tccacggoca
aggtgcocggt

cgtatttgac
gcataaactg

cgtgtgggay
gcacacccte

goacgogtgt
cgtgcccaca

gcacttggaa
cgtgaacctt

gococggacttg
cggcctgaac

gtggttoctyg
caccaaggac

gaaccaactc
cttggttgag

taaccatggg
attggtacce

Ccagcagocat
gtcgtcggta

F-855.»>

Anhang

ccccactaat gtotttgocg
ggggtgatta cagaaacggc

d p £t n v £ a

gtactgcgtt ggtcgaagaa
catgacgcaa ccagcttctt

g t a 1 v & e

cttaacctcg Cgataggacd
gaattggagc gctatcctgo

gottccaacg cttocttaaga
cgaaggttgc gaagaattcot

tgccccataa taaagttatt
acggggtatt atttcaataa

gtcgtcaagt ccctocggtgg
cagcagttca gggagccaco

v v k = 1 g

cgtccttogt ttcaagaccog
gcaggaagca aagttctgge

v v 1 r f k t

cgttagtctt tgocgaagot
gcaatcagaa acggcttcga

a 1 w f a e =z

tgoccccaagt atgoggotot
acggggttca tacgccgaga

caccatcatc accacagcoca
gtggtagtag tggtgtcggt

tgctgcatta
acgacgtaat

aacctgcaty
ttggacgtac

ttctactgtc
aagatgacag

tcctatctaa
aggatagatt

gaactcaaca
cttgagttgt

taccccgaac
atggggcttyg

ataaccctgg
tattgggacc

coctgacgagg
ggactgctce

cococtgoogag
gggacggcte

BamHI

ggatccgaat
cctaggctta

cgaaggagcg
gcttectoge

cgoctgataaa
gocgactattt

gacggaattc
ctgoccttaag

cggagcttot
goctocgaaga

ttactggagg
aatgacctoc

tatgtgaacc
atacacttgg

tccctggrte
agggaccaag

ttocgocaggy
aagcggtcce

ttgcagtgga
aacgtcacct

Sacl

tocgagoctogg
agctcgagecc

cccagocggog
gggtegecge

e >

ccocoggtgot
ggggccacga

. >

ttaggtttac
aatccaaatyg

aataatgctg
ttattacgac

tgcagatcac
acgtctagty

ctcoctogoag
gagyagcgrtc

L . >

gttcactgcc
caagtgacgg

L . >

gtcoccagtot
cagggtcaga

L . >

gccaccogoa
cggtgggogt

cgocgoctgoa
gocgoggacgt

Abbildung 115: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von RSL F-895. Relevante Sequenzabschnitte
wurden rot hervorgehoben.
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4001 cctcoctatact

ggagatatga

4081 actgcagttt

tgacgtcaaa

4161 ggctgaagct

ccgacttoga

4241 acgggttatt

tgcccaataa

4321 gcggacatgg
cgoctgtace

Linker

4401 ctccgtcaat

gaggcagtta

4481 tcactgatcc

agtgactagg

4581 cctgooctttg

ggacggaaac

Abbildung 116: Gen- und Aminosauresequenz von MFa RSL F-895. Relevante Sequenzabschnitte wurden rot

hervorgehoben.

ttaacgtcaa ggagaaaaaa
aattgcagtt CotLcttttht

tattocgcage
ataagcgtog

atcctococgoa
taggaggcgt

gtcatcggtt
cagtagccaa

actcagattt
tgagtctaaa

gtttataaat
caaatattta

actactattg
tgatgataac

ccgtoccgoga
ggcaggoget

ctaccagttc
gatggtcaag

ggccaggtto
ccggtccaag

ctgggacgtt
gaccctgcaa

aacgatgcgt
ttgctacgca

cgtgctacaa
gcacgatgrt

tcacgcaatg
agtgocgttac

tocccattgoa
agggtaacgt

Anhang

MNotl
cccoggattc tagaaactag tgoggccgca tgagatttoc ttcocaattttt
ggggootaag atctttgate acgocggcgt actotaaagy aagttaaaaa
Owerlap
ey
n

m r f
»>...MFa RSL
m r £

ttagctgotc cagtcaacac
aatcgacgag gtcagttgtg

tacaacagaa
atgttgtctt

gatgaaacgg
ctactttgoc

cacaaattcc
gtgtttaagg
1 a a P v
MFa RSL F-885
1 a a r v

attttccaac
taaaaggttyg

agaaggggat ttcgatgttg
tcttcoccta aagctacaac

ctgttttgoc
gacaaaacgg

agcacaaata
tcgtgtttat
g d f

g d f d

Notl

ccagcattgc tgctaaagaa
ggtcgtaacg acgatttectt

gcttggataa
cgaacctatt

gaagyggtasa
cttcoccocatt

aagagcggcc
ttecteogocogg

Linker
a =5 1i a a
MFa RSL F-8895
a s 1 a a

atcatcaaga acgtcaatac
tagtagttct tgcagttatg

cgctocococgat
gcgagggeta

ggctttgagoe
ccgaaacteg

gatctattgt
ot agataaca

MFa RSL F-885
i i k n v

acaaatcttec
tgtttagaag

aatcacggct aacaagggtg
ttagtgccga ttgttcccac
MFa RSL F-885
1 i © a E g

atacgttgeca
tatgcaacgt

tgtgaatgtc
acacttacag

n

caattcatty gcacggattg
gttaagtaac cgtgcctaac
MFa RS5SL F-885
t 1 h

ttccaageta
2aggrtcgat

ctactgotga
gatgacgact

Lgaggatggt
actcctacca

w h

cagaatttgt cttatacata
gtcttaaaca gaatatgtat
MFa RSL F-885

n 1 s y t

cgagatccca
goctoctagggt

ctgcacgacc
gacgtgotgg

aaacgggaac
tttgcoccttg
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Anhang

4641 tatgtggtat cacgcccatc ttgcaagtca atatgtggat ggattgcggg gacctttggt catatatgac cocaatgatco
atacaccata gbgcgggtag aacgttocagt tatacaccta cctaacgocc ctggaaacca gtatatactg gggttactag
e e e e a e e s ae s e e MFa RSL F-BO5.....ueerirecrnnssanesncasnnnsnnnnnnns >
Tt m Wy h a h 1 a = qg v w d g 1 «r g p 1 v i wv d p n d

4721 cacacaagtc actctacgat gtggacgatg ctagecaceght ggttatgeote gaagactggt atcacactee ggocacccact
gtgtgttcag tgagatgota cacctgcoctac gatcgtggcoca ccaatacgag cttcotgacca tagtgtgagg cocgtgggtga
e e as s s e e n s a e MFa RSL F-885. . iicineeererrsrsnnnnnnnnnnnssnnnsnnnn >
p h k = 1 vy d v d d a s t© v v m 1 e d w v h € p a p ¢

4801 ctagaacacc aaatgttctc gactagcaat accgccttac totctccggt tocggactcg ggtcttatca atggaaaagg
gatcttgtgg tttacaagag ctgatcgtta tggcggaaty agagaggocca aggcctgagc ccagaatagt taccttttoo
i ae s eraes e st a s e s MFa RS5L F-BOS5. ..uiueerracsenssanesneasnnnsnnnnnnns >

1 & h g m £ = t =5 n t a 1 1 = p v p d = g 1 i n g k

4881 tcgoctacgtg ggcggaccce aagtoccocg gtcggtaatc aacgtgactc gogggaaacg atatcgocttg cgogtgatca
agcgatgecac ccgoctgggg ttcagggggoe cagocattag ttgecactgag cgocctttge tatagcgaac gogecactagt
e e e a e e e ae s e e n e MFa RSL F-BO95.....ueeriracrnnnssanesnesnnnsnnnnnnns >
g r v v g g D g ¥ D r 5 wv i n v t r g k r ¥y r 1 r v i

4361 atgcttctge cattggttca ttcacttttt cgatcgaggg acatcgottg actgtcattg aggococgatgg aattcoccacat
tacgaagacyg gtaaccaagt aagtgaaaaa gctagctoccocc tgtagcgaac tgacagtaac tooggotacce ttaaggtgta
e e as s s e e n s a e MFa RSL F-885. . iicineeererrsrsnnnnnnnnnnnssnnnsnnnn >
n a = a i1 g s f t £ s i e g h r 1 t v 1 e a d g i p h

5041 gagccoctttgg tocgtocgatag tttccagatc tatgoccggtc aacgctattc tgtcattgtc gaagccaacc agaccgoctgo
ctcggaaacc agcagctatc aaaggtctag atacggoccad ttgcgataag acagtaacag cttoggttgg totggocgacg
e e a e aaesaeseasaan e MFa RSL F-BOS. ..ttt it e tiamsaeesaananmasnaenann >

e p 1 v w o d = £ g 1 ¥y a g g r v = v i W e a n g t©t a

5121 taactactgg gtacgcgotc caatgacaght cgcaggggct ggtaccaatg cocaaccttga coccactaat gtboctttgoocg
attgatgacc catgogogag gttactgtca gogtcoccccocga ccatggttac ggttggaact ggggtgatta cagaaacggco
e e e a e e e ae e e e a e MFa RS5L F-BO5. ...iueerirecrnnssanesneasnnnsnnnsnnns >
a n v w v r a D m t v a g a g t n a n 1 d p £t n v £ a

5201 tgctgocatta cgaaggagcg coccagcggocg agocctacgac tgagcaagght actgogattg gtactgogtt ggtcgaagaa
acgacgtaat gottocctogc gggtogoocge toggatgoty actcogttcoca tgacgcoctaac catgacgocaa ccagottott
e e as s s e e n s a e MFa RSL F-8895. . iucuucecernersrssnnnnnnnnnnnsssnnsnnnn >
v 1 h ¥y e g a P = g e p € t e g g t a 1 g t a 1 v e e

5281 aacctgcatg cgctgataaa coCccgghbgct cogggcggtt ctgccccage agacgttagc cttaacctcg cgataggacg
ttggacgtac gocgactattt ggggocacga ggoccgoccaa gacggggbtcgy tctgocaatcg gaattggagc gotatcctgo
e e e e a e e s ae s e e MFa RSL F-BO5.....ueerirecrnnssanesncasnnnsnnnnnnns >

n 1 h a 1 i n p g a P g9 g 5 a p a d w = 1 n 1 a i g

5361 trtctactgtc gacggaattc ttaggtttac cttcaacaat atcaagtatg aggcoctccatc gottoccaacg cttcttaaga
aagatgacag ctgccttaag aatccaaatg gaagbtgtta tagttcatac tcoccgaggtag cgaaggbtgc gaagaattct
et aeeraeraas e s e MFa RS5L F-BO5. ....ueeritecrnnnsanesnasnnasnnnnnnns >
r s t©t W d g 1 1 r £ t £ n mn i k v e a p = 1 p t© 1 1 k

5441 tcctatctaa cggagcttct aataatgotg attttgacgc aagtgaacac actatcgtac tgocccataa taaagttatt
aggatagatt gocctcgaaga ttattacgac taaaactgcg ttcacttgtd tgatagcatg acggggtbatt atttcocaataa
i ae s eraes e s e e s MFa BS5L F-BO5. ..uiueeeracsnnssanesnasnnnsnnnsnnsns >
i 1 = n g a =s n n a d £ d a s e h t i ¥ 1l p h n k v 1

Abbildung 117: Fortsetzung der Gen- und Aminosduresequenz von MFa RSL F-895. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.
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5521

5601

5681

5761

5841

Abbildung 118: Fortsetzung der
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.

gaactcaaca
cttgagttot

Fua e s e s aaa e et a e MFa RS5L

tacccogaac
atggggcttg

Fua e s e s aaa e et a e MFa RS5L

ataaccctgg
tattgggace

e e s e e aaa e aa e s MFa RSL

cctgacgagg
ggactgcteoo

e e e e aa e et MFa RS5L

ccctgoogag
gggacggotec

ttactggagg
aatgacctoc

tgCcagatcac
acgtctagtg

tatgtgaacec
atacacttgg

ctectocgeag
gaggyagcgroc

tccoctggtte
agggaccaag

gttcactgee
caagtgacgg

ttocgocaggg
aagcggtooo

gtccocagtot
cagggtcaga

ttgocagtgga gocaccogoa
aacgtcacct cggtgggcgt

1 g w s h p

Gen-

Anhang

coctattcatc tocacggocca
ggataagtag aggtgccggt

p i h 1 h g

ggatgtegtt cgtgtgggadg
cctacagcaa gcacaccctc

r d w W r W g

acattgactg gcacttggaa
tgtaactgac cgtgaacctt

h i d w h 1 e

gttcagocca gtggttoctg
caagtcgggt caccaaggac

v g B 3 g =

gtttgaaaag taaccatggg
caaacttttc attggtaccc

cgtatttgac
gcatazactg

gcacgggtgt
cgtgoccaca

goccggacttg
cggocctgaac

gaaccaactc
cttggttgag

cagcagccat
gtcgtoggta

gtcocgtcaagt
cagcagttca

cgtocottogt
gcaggaagca

cgttagtett
gcaatcagaa

tgccocaagt
acggggttca

caccatcata
gtggrtagtat

cococtoggtgg
gggagccacc

F-BO0. ... ittt ittt s s s s s s >

ttcaagaccg
aagttctgge

F-BO0. ... ittt ittt s s s s s s >

tgcocgaagot
acggottoga

= >

atgcocggetct
tacgoocgaga

1 >

¥hel
ctcgagteat
gagoctcagta

und Aminosauresequenz von MFa RSL F-895. Relevante
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4001

4081

4161

4241

4321

4401

4481

p a e a v i g ¥y 3 d 1 e

p a e a v i g y 8 d 1 e

gcggaagotg aagotgoogt

Anhang

Spel

¥bal

Notl

cctoctatact ttaacgtbcaa ggagaaaaaa coccggattc tagazactag tgoggoogoa tgagatttoc ttcaattttt
ggagatatga aattgcagtt CCLCLLLLLL ggggoctaag atctttgatc acgococggogt actctaaagg aagttaaaaa

Overlap

MFa RSL FE895-SP linker >>

Eprml
atcctecocgea ttageotgete cagtcaacac
taggaggogt aatcgacgag gtcagttgtg

actgcagttt tattcgoago
tgacgtcaaa ataagcgtcg

t a v 1 £ =a a =s =5 =& 1 a a p Vv n
P i haraessresas s s s MFa RSL F835-SP linker
t a v 1 £ =a a = =2 a 1 a a P Vv n

ggctgaagct gtcatcggtt
ccgacttocga cagtagoccaa

actcagattt agaaggggat ttocgatgttg
tgagtctaaa tcocttcccoccta aagctacaac

g d f d w
> i i et aessresas e s s MFa RSL F855-5P linker
g d f d w

acgggttatt grttataaat
tgocccaataa caaatattta

actactatty CCagcattgc tgoctaaagaa
tgatgataac ggtcgtaacg acgatttbott

n g 1 1 £ i mn t t i a =5 1i a a k e
> i i et aessresas e s s MFa RSL F855-5P linker
n g 1 1 £ i mn t t 1 a =5 1 a a k e

ccgcgactac cagttcatca tcaagaacgt

cgoccttcgac ttcgacggcoa ggcgotgatg gtcaagtagt agttottgoa
Linker

i n e aas e e s e s MFa RSL F855-5P linker

a e a e a a v r d v g £ i i kE n

Ball
tattgtctcc gtcaatggcc aggttcctgg gacgttaatc acggotaaca
ataacagagg cagttaccgg tccaaggacc ctgcaattag tgocgattgt
i naraessaesas s s s MFa RSL F835-SP linker
1 n g g Vv D g ©t 1 1 t a n

atcttoctcac tgatccaacg atgocgtcogtg ctacaacaat tcattggcoac
tagaagagtg actaggttgc tacgcagcac gatgttgtta agtaaccgtg
P i haraessresas s s s MFa RSL F835-SP linker
d p t¢ m r ¢ a t ¢t i h w h

tacaacagaa
atgttgtctt

ctgttttgeo
gacaaaacgg

gatgaaacgg
ctactttgoe

attttoccaac
taaaaggttg

HindIII

gaagyggtaa
cttococccatt

EsrBI

gocttggataa
cgaacctatt

caataccgct
gttatggcga

agggtgatac

tococcactatg

ggattgttoo
coctaacaagg

coccgatggcot
gggctaccga

cacaaattce
gtgtttaagg

agcacaaata
tcgtgtbttat

BsrEL

aagagcggcc
ttcoctocgoogg

ttgagcgatc
aactcgcotag

gttgcatgtyg
caacgtacac

aagctactac
ttcgatgatg

aatgtcacaa
ttacagtgtt

tgotgatgag
acgactactc

Abbildung 119: Gen- und Aminosauresequenz von MFa RSL F-895 Linker. Relevante Sequenzabschnitte wurden
rot hervorgehoben.
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4561

4641

4721

4501

4881

4961

5041

5121

Abbildung 120: Fortsetzung der Gen- und Aminosduresequenz von MFa RSL F-895 Linker. Relevante

gatggtocctg
ctaccaggac

cctttgtcac
ggaaacagtg

Anhang

gcaatgtoccc Aattgcacaga Aatttgtbotta
cgttacaggg taacgtgbct taaacagaat

B e e e e MFa RSL F895-SP linker

gggaactatg
cccttgatac

tggtatcacg
accatagtge

T g c p i a g n 1 =

coccatcttgo aagtcaatat gtggatggat
gggtagaacg ttcagttata cacctaccta

B e MFa RSL_F895-5P linker

atgatccaca
tactaggtgt

caagtcactc
gttcagtgag

a h 1 a s g v v d g
Emitl
Mhel
tacgatgtgg acgatgctag caccgtgghbt
atgctacacc tgctacgatc gtggcaccaa

P e MFa RSL F895-SP linker

bal

cccactctag
gggtgagatc

aacaccaaat
ttgtggttta

d d =a s t v W

gttotcgact agcaataccg cottactocto
caagagctga togttatgge ggaatgagag

P e MFa RSL_F895-5P_linker

aaaaggtcgo
ttttoccageg

Ecil

tacgtgggog
atgcacccge

m £ = =« = n t a 1 1

Ahdl

gaccccaaght cocccgghbcg gtaatcaacg
ctggggttca gggggocage cattagttgo

P e MFa RSL_F895-5P_linker

Bl
tgatcaatgo
actagttacg

ttotgocatt
aagacggtaa

g p g v p r = v i n

Pwul
ggttcattca ctttttcgat cgagggacat
ccaagtaagt gaaaaagecta gotcocococtgta

P e MFa RSL_F895-5P_linker

ccacatgagc
ggtgtacteg

ctttggtogt
gaaaccagca

g = £ Tt £ = i e g h

Bglll BsrFI
—_—
cgatagtttc cagatctatg ccggtcaacg

gctatcaaag gtctagatac ggcoccagttge

P e MFa RSL_F895-5P_linker

cgctgctaac
gcgacgattg

tactgggtac
atgacccatg

v d s £ g i v a g gq

Esgl
tacatacgag atcccCactgc acgaccaaac
atgtatgctc tagggtgacg tgotggtttbg

Ahdl
BEco01051
tgcggggacc tttggtcata
acgococtgg aaaccagtat

tatgacccca
atactggggt

atgctcgaag actggtatca
tacgagcttc tgaccatagt

cactccggea
gtgaggccgt

PshAT
Aval

BspEl
tccggttocg gactogggto
aggocaagge ctgagoccag

ttatcaatgg
aatagttacc

EcoRV
gaaacgatat cgottgogog
ctttgcotata gogaacgogo

tgactogogg
actgagcgec

EcoRl
cgocttgactg
gcgaactgac

tocattgagge
agtaactccg

cgatggaatt
gctaccttaa

ctattctgtc
gataagacag

attgtcgaag
taacagcttc

ccaaccagac
ggttggtctyg

Kpnl
AcobST

AhwNI

gogoctccaat gacagtcgca ggggctggta
cgcgaggtta ctgtcagogt CCCCgaccat

B e e e e MFa RSL F895-SP linker

r a p m t v a g a g

Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.

ccaatgoccas
ggttacggtt

ccttgaccoe
ggaactgggy

actaatgtct
tgattacaga
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5201

5281

5361

5441

5521

5601

5681

5761

5841

ttgoocgtgot
aacggcoacga

gcattacgaa
cgtaatgott

Anhang

Haell

ggagogocca goggocgagoc tacgactgag
cotocgocgggt cgocgotogg Aatgotgacto

B e MFa RSL_F895-3P linker

Mspl
Sphl

BspMI

gaagaaaacc
cttettttog

tgcatgogot
acgtacgcga

g a p 5 g e p t Tt e

BsiHKAT

Bspl2BEl
gataaaccctc ggtgctccgy goggttotge
ctatttgggy ccacgaggcc cgccaagacg

P e MFa RSL F895-5F linker

aggacgttct
tcctgcaaga

actgtcgacy
tgacagctge

1 inp g ap g g s

gaattcttay grttaccttc aacaatatca
cttaagaatc caaatggaag ttgttatagt

P e aaa e MFa RSL F885-SP linker

Afln
Smill

_=mi
ttaagatcct

aattctagga

atctaacgga
tagattgecct

g i 1 r £ t© £ n n i

gocttctaata atgctgattt tgacgcaagt
cgaagattat tacgactaaa actgcgttca

P e MFa RSL F885-SP linker

gttattgaac
caataacttg

a = n n a d f d a =

_ Bsgl

Eprl

tcaacattac
agttgtaaty

tggaggtgoca gatcacccta ttcatctcoca
acctccacgt ctagtgggat aagtagaggt

B e e MFa RSL F295-SP linker

Kpnl
AcoESI

cggtggtaceo
goccaccatgg

cocgaactatg
ggcttgatac

t g g a d h p i h 1

==
tgaaccotoc togoagggat gtogttoghbg
acttgggagg agocgtoccta Cagocaagcac

B e MFa RSL_F895-3P linker

Taqll
agaccgataa
tctggetatt

cocctggtcooc
gogaccaggg

v n p p r r d v v T

tggttcghtc actgccacat tgactggcac
accaagcaag tgacggtgta actgaccgtg

P e MFa RSL F895-5F linker

gaagoctootg
cttcgaggac

acgaggttog
tgctoccaage

w £ v h c h i d w h

Cccaggggtcc cagtctgttc agocccagtgg
ggtccccagy gtcagacaag tcgggtcace

P e MFa RSL F895-5F linker

NrneATIT
ggctctoccot gocgagttgc agtggagcca ooccgoagttt gaaaagtaiac cCatgggycagc Aagoccatcacc atcatactog
cogagaggga cggcoctcaacg tcacctoggt gggogtcaaa ctbttocattg gtaccocgbcg tocggtagtgg tagtatgago
MFa RSL F895-SP 1inkeT.............. >

a e 1

r 9@ g = 9 = v a B =

caaggtactg
gttoccatgac

cgattggtac
gctaaccatg

tgocgttggto
acgcaaccag

MNrul
acctocgogat
tggagogeta

CCCAagCagac
gggtcgtctg

gttagcoctta
caatcggaat

agtatgaggc
tcatactcog

tccatcgott
aggtagcgaa

ccaacgoctto
ggttgcgaag

gaacacacta tcgtactgcc ccataataaa
cttgtgtgat agcatgacgg ggtattattt
................................ =3
e h =t i v 1 p h n k

Aatll

Tthilil

Zral

BszHI
cggocacgta tttgacgteg tecaagteocet
goocggtgocat aaactgcagec agttcaggga
................................ >

cttegtttea
gaagcaaagt

gggtgtegte
coccacagcadg

tgggaggceac
accoctocogtg

ttggaagcog
aaccttocgge

gacttgogtt
ctgaacgcaa

agtctttgoc
tcagaaacgg

ttooctggaac
aaggaccttg

caactctgocc
gttgagacgy

ccaagtatgo
ggttcatacg

Mcol

qa w = h p g £ e k -

Abbildung 121: Fortsetzung der Gen- und Aminosauresequenz von MFa RSL F-895 Linker. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.
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4001

Anhang

Spel

Xbal

—_—

Nodl

cctctatact ttaacgtcaa ggagasaasa coccggattc tagaaactag tgoggocgca tgagatttcc ttcaattttt

ggagatatga aattgcagtt cctottbtttt ggggocctaag atctttgate acgoccggocgt actctaaagg aagttaaaaa

4081 actgcagttt tattcgcagco

tgacgtcaaa ataagcgtcg

4161 ggctgaagct gocatcggtt

ccgacttcga cagtagccaa

4241 acgggttatt gtttataaat

tgcccaataa caaatattta

4321 gcggaagoctg aagoctgoogt
cgccttogac ttcgacggca

'Linker

Eall

Overlap

Mfa RSL F895-5F Linker Streplag >*....cveuean

Bpml
atcctoogoa ttagctgctc cagtcaacac tacaacagaa
taggaggcogt aatcgacgag gtcagttgtg atgttgtott

gatgaaacgg
ctactttgoo

a 8 = a 1 a a oD v on t t t e d e t©

...... Mfa RS5L_F895-5FP Linker STrepTag.....ceerersaranns

a = = a 1l a a p Vv n t €t t e d e t©

actcagattt agaaggggat Ttcgatgttg ctgttttgec
tgagtctaaa tocttocococcta aagotacaac gacaaaacgg

attttoccaac
taaaaggttg
v 5 d 1 e

g d f 4 w a wv 1 p £ = mn

...... Mfa RSL FB895-5P Linker StrepTag.........cueuveun.

v =5 d 1 e g d f 4 w a v 1 p £ = mn

HindIIT
_ indiit
actactattg ccagcattgc tgctaaagaa gaaggggtaa gottggataa
tgatgataac ggtogtaacg acgatttcoctt cttocccatt cgaacctatt

t ©t 1 a = 1 a a k e e g

...... Mfa RSL FB95-5P Linker Streplag.....cceversavnans

t t i a = i a a k e e g

BsrEL

ccgogactac cagttcatca tcaagaacgt Caataccgcoct cocgatggoet
ggcgotgaty gtcaagtaghb agttcttgoa gttatggocga gggotaccoga

...... Mfa RS5L FEB895-5P _Linker StrepTag...-c.ceccecrsssanss

d v

g £ 1 i kE n
' 'MFa-R5L_FES95'
g £ i i kE n

v n t a p d g

Nspl

Msll

cacaaattcc
gtgtttaagg

agcacaaata
tegtgtttat

Notl
BsrEI

aagagcggcc
ttctocgocgg
Linker'

ttgagcogatc
aactcgotag

4401 tattgtctcc gtcaatggoc aggttcocctgg gacgttaatc acggoctaaca agggtbgatac gttgocatgtbg

ataacagagg cagttaccgg tccaaggacce ctgcocaattag tgoccgattgt tocccactatg caacgtacac

aatgtcacaa
ttacagtgtt

P e e s e s s e mm e a e Mfa RSL F835-5P Linker STrepTag.....escesrresnrrnasnsnnnns >

q Vv D g t 1 i t a n
''"MFa-RSL F895!'
q ¥V D g t 1 1 T a n kE g d t 1 h

k g d t 1 n

Abbildung 122: Gen- und Aminosauresequenz von MFa RSL F-895 LinkStrep. Relevante Sequenzabschnitte

wurden rot hervorgehoben.
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Anhang

4481 atcttotcac tgatccaacg atgoghboghbg ctacaacaat tcattggoac ggattgtbtcc aagoctactac tgotgatgag
tagaagagtg actaggttgc tacgcagcac gatgttgtta agtaaccgtg ©Ctaacaagg ttogatgatg acgactacto

e e e es e e s s e a e Mfa RSL_FES5-5P_Linker Streplag....c.eeseuresarenrrnnssnnns >
n 1 1 t d p € m r T a t t« i h w h g 1 £ g a ¢ t a d e
o n e s s a e s s e TTMFa-RSL FBO0 ittt i s s s s >

n 1 1 t d p t m T r a t t i h w h g 1 £ g a ¢t t a d e

_ Bsgl
4561 gatggtcctg cotttgtcac goaatgtccc attgcacaga atttgtctta tacatacgag atcccactgc acgaccaaac
ctaccaggac ggaaacagtg cgttacaggg taacgtgtct taaacagaat atgtatgotc tagggtgacg tgotggtttg

e e e e sm s s a e na e Mfa RS5L FES5-5F Linker STrepTag...ccssraarannreanrrnnssnnns >
d g p a £ w t 9 © D i a g n 1 = vy t v e ip 1 h d g
e e a et e e s s e s s ae e "'MFa-RSL FBO5".....iereccnnnnnnncnannnarsnnannnnn >

d g p a £ w t @ © D i a g n 1 s vy t v e ip 1 h d g

Ahdl
EcoO1051
4641 gggaactatg tOgtatcacy CCCAtcttgs aagtcaiatat grggatggat tgocggggacc tttggtcata tatgaccococoa
cccttgatac accatagtgec gggtagaacg ttcagttata cacctaccta acgocccocctgg aaaccagtat atactggggt

i Mfa R5L FE835-5F Linker SCrepTag....cscevcncnrananaararanans >
Tt g t m w ¥ h a h 1 a s g v v d g 1 g r 1 w i v d p
Fun s s s a e s s B A e T T >

t g ©t m Ww v h a h 1 a s 4o v v d g 1 r g p 1 v 1i v d p

Brntl
Nhel Bbsl
4721 atgatccaca caagtcactc Tacgatgtgy acgatgctag caccgtggtt atgctcgaag actggtatca cactocggoa
tactaggtgt gttcagtgag atgctacacc tgotacgatc gtggocaccaa tacgagocttc tgaccatagt gtgaggoogt

P eisassese s st Mfa RSL FB895-5F Linker Streplag.....sceeesssescanarnarenans >
n d p h k¥ =5 1 vy d w d d a = t v v m 1 e d w v h t p a
e e e et e e s s e s s ae e "'MFa-RSL FBO5".....iureccnnnnnnncnnnnarsnnnannnnn >

n d p h k =5 1 y d w d d a = t wv v m 1 e d w ¥ h t p a

Xbal BspEl
4801 cccactctag aacaccaaat gttoctogact agcaatiaccog CCttactoctc toocggttccg gactcocgggtc ttatcaatgdg
gggtgagatc ttgtggttta caagagctga tcgttatgge ggaatgagag aggccaagge ctgagoccag aatagttacco

i Mfa R5L FE35-5F Linker STYEPTAT. ... cevensnrananaanararans >
r t 1 e h g m £ = ¢ s n t a 1 1 = p Vv D d = g 1 i mn
e e a et e e s s e s s ae e "'MFa-RSL FBO5".....iereccnnnnnnncnannnarsnnannnnn >

p ©t 1 e h g m £ = =« = n © a 1 1 = p ¥V p d = g 1 i n

Ahdl
Ecil EcoRW

4881 aaaaggtcgc tacgtgggcg gaccccaagt coccocggtcog gtaatcaacg tgactcgocgdg gaaacgatat cgottgogog
ttttccagoy atgocaccoge ctggggttca gggggcoccage cattagttge actgagocgoc ctttgotata gogaacgogo

e e e e e e e e e e Mfa RSL FB895-5F Linker StreplTag......-cccecuvemcecarnarcncns >
g k g r Yy v g 9 p g ¥ pr s w in w t T g k r v T 1 r

e e a et e e s s e s s ae e "'MFa-RSL FBO5".....iereccnnnnnnncnannnarsnnannnnn >
g k g ¥y Vv g g p 4 ¥ p r s ¥ i n v t r g k r vy r 1 r

Abbildung 123: Fortsetzung der Gen- und Aminosduresequenz von MFa RSL F-895 LinkStrep. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.
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4961

5041

5121

5201

5281

53361

Anhang

Ecll Pwul
L,

tgatcaatge ttotgocatt ggttcattca ctttttocgat cgagggacat cgottgactg
actagttacg 2agacggtaa ccaagtaagt gaasaagcta gotocctgta gogaactgac

i Mfa RSL _F895-5F Linker StrepTag.......

v i n a 5 a 1i g = f t £ s i e g h r 1 =t

i s s e aa e s e s ''"MFa-RS5L FBO95'....cvienvnnnnnn

v i n a 5 a 1i g = f t £ s i e g h r 1 =t

Bglll BsrFL
ccacatgagec ctttggtcocgt cgatagtttc cagatctatg ccggtcaacg ctattctgte
ggtgtactcg gaaaccagca gotatcaaag gtctagatac ggoccagttgc gataagacad

e e s e s e s Mfa RSL FB35-5P_Linker Streplag.......

p h e pr 1 w v d = £ g i v a g g r ¥ = v

i s s s aa e e e e s "'TMEa-RSL_F895'.....ivvninnnnn

p h e p 1 w v d =s £ g i ¥ a g g r ¥y s WV

Kpnl
AccESI
AN
cgctgotaac tactgggtac gogotoccaat gacagtocgoca goggctgghba ccaatgocaa
gocgacgattg atgacccatg cgogaggtta ctgbcagogt cococcgaccat gghbtacggtt

e e smms s s m s Mfa RS5L FB95-5FP_Linker StrepTag.......

t a a n ¥y W v r a p m t v a g a g t n a

e e s e s e e "'MEFa-RSL FBO5'....cvvrrnnnnnn

t a a n ¥y W v r a p m t v a g a g t n a

ttgccgtgct gocattacgaa ggagocgocca gocggcgagocc LACgactgag caaggtactg
aacggcacga cgtaatgott coctcgogggt cgocgotogg atgotgactc gttccatgac

i Mfa RS5L_F895-5F Linker Streplag.......

f a w l1 h yv e g a p = g e p t Tt e g g T

e s aaaaaaaa s s s s s s s e e e "'"MFa-RSL FBO5"....ivenennannn

f a w l1 h yv e g a p = g e p t t e g g T

Mspl
Sphl BsiHKAT
BspMI Bsp 12861

gaagaaaacc tgcatgogoct gataaacccc ggbtgoctcogg goggbttcoctge ccoccagcocagac
cttcttttgg acgtacgcga ctatttgggg CCacgaggocc cgoccaagacg gggtcgtotg

e & n 1 h a 1 i n p g a p g g = a p a d

i s s e aa e s e s "'TMEa-RSL_FE95' . ... vvnnnnnn

e & n 1 h a 1 i n p g a p g g = a p a d

aggacgttct actgtcgacy gaattcttag gtttaccttc aacaatatca agtatgaggc
tcctgoaaga tgacagcocbge cttaagaatc caaatggaag ttgttatagt tcatactcog

i Mfa RS5L _F8395-5F Linker Streplag.......

i g r© = t v d g i 1 r £ t© £ n n i kE v e

e s s aaaaaa s s s s s s aaa e e e "'"MFa-RSL FBO5'.....veuvnvnnnn

i g r = t v d g i 1 r £ t© £ n n i kE v e

EcoRL

tcattgagge cgatggaatt
agtaactcog gotaccttaa

attgtcgaag ccaaccagac
taacagcttc ggttggrtctg

ccttgaccoc actaatgtot
ggaactgggy tgattacaga

cgattggtac tgogttggtco
gctaaccatg acgcaaccag

Mrul

gttagcctta acctcgogat
caatcggaat tggagogota

tccatcgott ccaacgottc
aggtagcgaa ggttgcgaag

Abbildung 124: Fortsetzung der Gen- und Aminosduresequenz von MFa RSL F-895 LinkStrep. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.
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Anhang

Smil
5441 ttaagatcct atctaacgga gcocttctaata atgcoctgattt tgacgcaagt gaacacacta tcgtactgoc ccataataaa
aattctagga tagattgeoct cgaagattat tacgactaaa actgocgttca cttgtgtgat agcatgacgg ggtattattt

b T Mfa RSL FB895-S5F Linker SLreplag....ccecrenssasaaransannnns >
1 k¥ i l1 = n g a s n n a d f d a = e h ¢ i v 1 p h n k
i e eaessaesasarae st a s e "'MFa-RSL FBO5' .. ... .. iiiiaiatina s >

1 k i 1 5 n g a 8 n n a d f d a = e h t i v 1 p h n k

—_— —_—
Bpml BsaHI
—_— —_—
5521 gttattgaac tcaacattac tggaggtgca gatcacoccta ttoatctcca cggocacgta tttgacgtcg tcaagtococt
caataacttg agttgtaatg acctccacgt ctagtgggat aagtagaggt gocggbtgcat aaactgocagoc agttcaggga

e e e e e E s s Mfa RSL FB95-5F Linker SCrepTag....osceressencanransnnnnns >
v i e 1l n 1 t g g a d h p i h 1 h g h w f d w v k =

e e e a s as e s s ae s e e "'MFa-RSL FBO5' .. ... ..o ciiiaiatinanas s >
v i e 1 n i t g g a d h p i h 1 h g h w f d w v k =

Kpnl
Acch5l BseRT

5601 cggtggtacc ccgaactatg tgaaccctocc tcgoagggat gtogttogtyg tgggaggcac gggtgtocgtc cttogtttca
gccaccatgy ggottgatac acttgggagg agogtcoccta cagcaagCcac accctccocgtg CcCcacagcag gaagcaaagt

P i e e sasesema s s n e Mfa RSL FE895-5P Linker STrepTag....uesrcssrresnrrsnannssas >
1 g g t© P n v v n p p r r d v WV T v g g t g v v 1 r £
i eeaessaesasarae s s e s e "'MFa-RSL FBO5' .. ... ..o iiiianannnanasnanannsnnnns >

1 g g t© P n oy v n p p r r d v W T v g g T g v v 1 r £

Tagll
5681 agaccgataa cocctggtbcocc tggttogttc actgocacat tgactggocac ttggaagccg gacttgocgtt agtctttgoo
tctggctatt gggaccaggg accaagcaag tgacggtbgta actgaccgtg aaccttocggc ctgaacgcaa tcagaaacgg

e e s e e e E s s Mfa RSL FB95-5F Linker STrepTag....cocceresrencanransnnnnns >
E t d n p g p w f W h c h i d w h 1 e a g 1 a 1 v £ a
i e e sa e s s s s et e "'TMFa-RSL FBOS".....iiiirentnncnncnrsnsnarensannnns >

E t d n p g p w f w h c h i d w h 1 e a g 1 a 1 v £ a

Eco 1051
Kl Pfal
5761 gaagctcctg acgaggttcg ccaggggbtocc cagbtctgtbc agoccagtgg ttoccoctggaac caactoctgoc cocaagtatge
cttogaggac tgotccaage ggtcocccagg ghtcagacaag togggtcacc aaggaccttg gttgagacgg ggttcatacg

Fiiissersa st Mfa RSL FB895-5F Linker STreplag....scecrcesssasnaaransannnns >
e a p d e w r g g9 = g =5 v q p = g 5 W n g 1 c pr k v
i e eaessaesasarae s e s e "'MFa-RSL FBO5' .. ... .ciiiiiiiatinan s >

e a p d e w r @ g =S g s W g p s g 5 W n g 1 c r k v

NmeAILL

5841 ggctctcoccot gocgagttge agtggagoca cccgcagttt gaaaaggcag cagoatggtc tcatccacaa ttcocgagaagt
cocgagaggga Ccggctcaacyg tCAacctcggt gggcgtcasa cttttcoocgtc gtcgtaccag agraggtgtt aagcotcttca

P i e esaserssa s s n e Mfa RSL F895-5P Linker SCrepTag...-sesressrresnrrsnsnnssas >
a a 1 p a e 1 g W S h p g £ e k a a a w = h p g f e k
Faaa e e "'MFa-RSL FEO5 .. .iiiiirnnnnns S

a a 1 p a e 1 g W = h p g £ e k

*hal BsrBI

5921 aactcgagtbc atgtaattag ttatgtcacg cttacattca cgocCtCcCooce CCacatccgc totaaccgaa aaggaaggag
ttgagctcag tacattaatc aatacagbgc gaatgtaagt gogggagggg ggtgtaggcg agattggott thoottocho
' '"Overlan
>>» Mfa RSL FB95-5F Linker StrepTag

Abbildung 125: Fortsetzung der Gen- und Aminosduresequenz von MFa RSL F-895 LinkStrep. Relevante
Sequenzabschnitte wurden rot hervorgehoben.
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Anhang

8.2 SDS-Gele

Kulturiiberstand Unlosliche Fraktion Losliche Fraktion
kDa LV RSL MFa ™M LV RSL MFa LV RSL MFa
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100
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40
30

20

10

Abbildung 126: SDS-Gelelektrophoretische Untersuchung der heterologen Expression von RSL F-895 und MFa
RSL F-895 in S. cerevisiae. Die Proben wurden im Anschluss an eine 24 stiindige Kultivierung bei 30 °C, nach der
Zellernte mittels Zentrifugation, entnommen. Die geernteten Zellen wurden mit Ultraschall aufgeschlossen und die
unldslichen Zellbestandteile mittels Zentrifugation von der I6slichen Fraktion getrennt. Zur besseren
Vergleichbarkeit der Lysate wurden die unterschiedlichen Kulturen vorab auf dieselbe ODsoo von 100 eingestelit.
M= Roti-Mark 10-150, LV = Leervektorkontrolle, RSL = RSL F-895, MFa = MFa RSL F-895.
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Abbildung 127: SDS-Gelelektrophoretische Untersuchung der heterologen Expression von RSL F-895 und MFa
RSL F-895 in S. cerevisiae. Die Proben wurden im Anschluss an eine 24 stiindige Kultivierung bei 30 °C, nach der
Zellernte mittels Zentrifugation, entnommen. Die geernteten Zellen wurden mit Ultraschall aufgeschlossen und das
Zelllysat mittels Zentrifugation von den unldslichen Zellbestandteilen getrennt. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Lysate wurden die unterschiedlichen Kulturen vorab auf dieselbe ODeoo von 100 eingestellt. M= Roti-Mark 10-150,
LV = Leervektorkontrolle, RSL = RSL F-895, MFa = MFa RSL F-895, + Cu = Expression mit 0,2 yM Kupfersulfat.
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8.3 NMR-Spektren
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Abbildung 128: 'H NMR-Spektrum von 26 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 129: 3C NMR-Spektrum von 26 in CDCl3 bei 151 MHz.
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Abbildung 130: '"H NMR-Spektrum von 27 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 131: 3C NMR-Spektrum von 27 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 132: '"H NMR-Spektrum von 11 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 133: °C NMR-Spektrum von 11 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 134: '"H NMR-Spektrum von 28 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 135: °C NMR-Spektrum von 28 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 136: 'H NMR-Spektrum von 29 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 137: 3C NMR-Spektrum von 29 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 138: 'H NMR-Spektrum von 30 in CDClz bei 600 MHz.
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Abbildung 139: °C NMR-Spektrum von 30 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 140 'H NMR-Spektrum von 17 in CDCl3 bei 600 MHz.
i RVARN KV Y,

2do 00 190 180 170 160 150 140 130 120 1o 100 % 8 70
f1 (ppm)

Abbildung 141: 3C NMR-Spektrum von 17 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 142: '"H NMR-Spektrum von 18 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 143: 3C NMR-Spektrum von 18 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 144: '"H NMR-Spektrum von 19 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 145: 3C NMR-Spektrum von 19 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 146: 'H NMR-Spektrum von 20 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 147: 3C NMR-Spektrum von 20 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 148: '"H NMR-Spektrum von 21 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 149: °C NMR-Spektrum von 21 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 150: '"H NMR-Spektrum von (3S,4S)-12 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 151: '3C NMR-Spektrum von (3S,4S)-12 in CDCls3 bei 151 MHz.
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Abbildung 152: 'H NMR-Spektrum von 31 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 153: °C NMR-Spektrum von 31 in CDCls bei 151 MHz
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Abbildung 154: 'H NMR-Spektrum von 32 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 155: °C NMR-Spektrum von 32 in CDCls bei 151 MHz.

245



Anhang

|

c
0T —

S o g T oJ
0 105 100 95 90 85 80 75 70 65 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 -0
f1 (ppm)
Abbildung 156: 'H NMR-Spektrum von 68 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 157: 3C NMR-Spektrum von 68 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 158: "H NMR-Spektrum von 69 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 159: '°C NMR-Spektrum von 69 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 160: "H NMR-Spektrum von (5S,6E,9R)-70 in CDCI3 bei 600 MHz.
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Abbildung 161: 3C NMR-Spektrum von (5S,6E,9R)-70 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 162: "H NMR-Spektrum von (5S,6E,95)-70 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 163: *C NMR-Spektrum von (5S,6E,9S)-70 in CDCl3 bei 151 MHz.
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Abbildung 164: "H NMR-Spektrum von (5S,6E,9R)-37 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 165: 3C NMR-Spektrum von (5S,6E,9R)-37 in CDCls bei 151 MHz.
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Abbildung 166: '"H NMR-Spektrum von (5S,6E,9S)-37 in CDCl3 bei 600 MHz.
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Abbildung 167: '3C 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 '3C 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 (griin = passt zu (5S,6E,9R)-37, rot = passt zu (5S,6E,9S)-37.

(5S,6E,9R)-37 (5S,6E,95)-37
Verbindung  (5S,6E,9R)-37 (55,6E,9?)-37 (5S,6E,9R)-37 (5S,6E,9R)-37 (5S,6E,95)-37
Autor diese Arbeit Evidente!**¥ Sabitha?6%! Yadav?82)2 diese Arbeit
C-1 176.8 175.8 175.6 175.7 175.9
C-2 359 35.6 35.7 35.7 35.8
C3 18.0 22.2 22.3 22.3 22.5
Cc4 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
Cc-7 126.4 131.5 131.7 131.7 131.8
C-8 40.9 40.3 404 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 13.8 139 13.9 14.0

2 13C NMR Signale wurden in der Publikation nicht zugeteilt. Diese wurden deshalb anhand eines Abgleiches mit den Daten

von Evidente ef al. und Sabitha et al. eigenhiindig zugeteilt.[264 2631
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Tabelle 35: Vergleich der '3C NMR Verschiebungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen
(5S,6E,9R)-37 und (5S,6E,95)-37 mit jenen bereits isolierter und synthetisierter Nonenolide von 38. Relevante
Signale wurden farbig hervorgehoben. Griin = passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = passt zu (5S,6E,95)-37.

11 9 9
12 10 8 6 12 10 8 6

O
2 4
01 3
N,
13 711 9 7 5 'OH 9
14 12 10 8 6 14 12 10 8 6
(5S,6E,9R)-38 (5S,6E,95)-38

Verbindung  (5S,6E,9R)-37  (5S,6E,95)-37  (5S,6E,9R)-38  (55,6,95)-38  (5S,6E,9?)-38

Autor Diese Arbeit Diese Arbeit  Bisterfeld®®>  Bisterfeld?®®  Evidentel?%% 2¢7]
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
c4 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 1355
Cc-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 34.2 343 37.2

Cc-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 14.1 139
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Tabelle 36: Vergleich der '3C NMR Verschiebungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen
(6S,6E,9R)-37 und (5S,6E,9S)-37 mit jenen bereits isolierter und synthetisierter Nonenolide von 39. Relevante
Signale wurden farbig hervorgehoben. Griin = passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = passt zu (5S,6E,95)-37.

O O O
01 S 3 ! @) ! 0™ 1 2 3 !
1210 % & 7\6 5 'OH 2" 10°%8 "6 5 ‘OH 1670 142" 40 % g 7\6 5 OH
(5S,6E,9R)-37 (5S,6E,95)-37 (5S,6E,9R)-39
Verbindung (5S,6E,9R)-37 (5S,6E,95)-37 (5S,6E,9R)-39

Autor Diese Arbeit Diese Arbeit Gotzl?77
C-1 176.8 175.9 176.6
C-2 35.9 35.8 35.9
C-3 18.0 22.5 18.0
Cc4 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
C9 76.6 75.5 76.9
C-10 36.5 36.6 344
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 '3C NMR Verschiebungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen
(5S,6E,9R)-37 und (5S,6E,95)-37 mit jenen bereits isolierter und synthetisierter Nonenolide von 41. Relevante
Signale wurden farbig hervorgehoben. Griin = passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = passt zu (5S,6E,95)-37.

1211 10 o 8 ! 6 5,/OH 1211 10 o 8 ! 6 5//OH 10 o 8 6
(5S,6E,9R)-37 (5S.6E,95)-37 (5R.6E,9R)-41
Verbin-
(5S,6E,9R)-37 (5S,6E,95)-37 (5R,6E,9R)-41
dung
Sabitha
Autor  Diese Arbeit  Diese Arbeit  Fuchser?®  Chowdhury?’>'?  Shelke!?8%2 2751
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
C3 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

a13C NMR Signale wurden in der Publikation nicht zugeteilt. Diese wurden deshalb anhand eines Abgleiches mit den Daten

von Evidente ef al. und Sabitha ef al. eigenhindig zugeteilt.[264 2631
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Tabelle 38: Vergleich der '3C NMR Verschiebungen der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen
(6S,6E,9R)-37 und (5S,6E,9S)-37 mit jenen bereits isolierter und synthetisierter Nonenolide von 40. Relevante
Signale wurden farbig hervorgehoben. Griin = passt zu (5S,6E,9R)-37, Rot = passt zu (5S,6E,95)-37.

(5S,6E,9R)-37 (5S,6E,95)-37 (5S,6E,9R)-40
Verbin-
(55,6E,9R)-37  (5S,6E,95)-37 (5S,6E,9R)-40
dung
Evidente  Shelke

Autor  Diese Arbeit  Diese Arbeit o7 os1Le Perepogu!?’®®  Chinnababu?®3!?
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
C3 18.0 22.5 315 29.6 31.5 314
c4 36.8 38.9 343 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 35.0 353
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

a3C NMR Signale wurden in der Publikation nicht zugeteilt. Diese wurden deshalb anhand eines Abgleiches mit den Daten

von Evidente ef al. und Sabitha ef al. eigenhindig zugeteilt.[264 2631
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unzuldssige Hilfe unter Beachtung der ,,Grundsétze zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis an
der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf™ erstellt worden ist. Die vorliegende Dissertation wurde
ausschlieSlich an der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultit der Heinrich-Heine- Universitét
Diisseldorf vorgelegt. Des Weiteren erkldre ich, dass bisher kein weiterer Promotionsversuch

unternommen wurde.

David Dickmann
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